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ABREVIATI  ONS 

ARNm: ARN messager  

Bq: Becquerel  ( i  Curie= 37 GEq) 

BSA: "Bovine Serum Albumin" 

CD: C l u s t e r  d e  diff  êrencia t ion 

CLHP: Chromatographie Liquide Haute  Performance 

c.p.m.: coups pa r  minute 

Con A: Concanavaline A 

CTL: "Cytotoeic T Lymphocytes" 

DNBS: "Dinitro Benzene Sulfonic Acid" 

DNP-: Dinitrophenyl- 

EDTA: E thyleneDiamineTe t raAcet ique 

HBSS: "Hank's Balanced Sa l t  Solution" 

IL-l, -2, -3: Interleukine i l  2, 3. 

MLC: " Mixed Lymphocyte Culture" 

NK: " Natura l  Killer cell" 

OVA: Ovalbumine 

PBS: "Phosphate Buffered Saline" 

PCA: "Pass ive  Cutaneous  Anaphylaxis" 

PHA: Phy tohemagglutinin A 

P.M.: Po ids  Moléculaire 

r.p.m.: revolut ion p a r  minute 

SDIF: "Schistosome Derived Inhibitory Factor" 

ÇVF: Sdrum d e  Veau F o e t a l  

Thy: Thymidine 





Les  phénoménes d'immunosuppresïion observés su  cours de l a  

schie,tosomiase peuvent e t r e  e;:pliqués par différents  mécanismes dont la 

production par le  parasi te  de substances imrnunomodulatrices. A cet  égard, l e s  

schistosomes libérent une substance de faible poids moléculaire ISDIF ou 

Çchistosome Derived Inhibitory Factor) capable d'inhiber sélectivement l a  

prolifération l ~ m p h o c ~ t a i r e .  Le SDIF e s t  capable d'induire chez des  animaux s a i n s  

une immunosuppression dont l e s  caractéristiques sont  l e s  mCirrnes que celles 

observées chez l e s  animaux infectés par Ç. mansoni. 

Des tenta t ives  de purification du SDIF ont  conduit A l'obtention d'une 

préparation homoaéne de SDIF, contenant une molécule de P.M. 428. Mais la 

structure du SDIF n'a pas encore pu @tre  déterminée. 

Le SDIF exerce un ef fe t  inhibiteur sélectif sur  la  prolifëration de 

lymphomes T. Cette  sélectivité ne peut pas  &t re  attribuée a une diffërence dans 

l a  capacité d e s  cellules A absorber l'activitk SDIF. Les études fa i tes  au  

crtofluorographe montrent que le  ÇDIF n'a pas  d'effet sur l e s  cellules en phase 

GO du cycle cellulairer ni sur  la progression des  cellules dans la  phase Gi du 

cycle* e t  que le  bloquage des  cellules a lieu au cours de la  transition Gl-S ou a u  

dtrbut de la phase Ç du cycle cellulaire. 

Une inhibition de l a  génération des  lymphocytes cytotoxiques ICTL) e t  de 

cellules suppressives non spécifiques e s t  obcervée in vitro en présence de ÇDIF. 

On observe une al térat ion A la  fois de l a  génération e t  de l'activité crtolytique 

des  CTL sous l'action du ÇDIF. Un e f fe t  inhibiteur de l a  réponse anticorps IgE e s t  

obtenu in vivo par traitement avec le SDIF. Cet e f fe t  e s t  observé auss i  bien e n  

repense primaire que secondaire, e t  chez des  r a t s  bons ou mauvais producteurs 

d'IgE. Enfin, l e  SDIF inhibe la  dégranulation mastocytaire in vitro e t  in vivo 

ainsi que l'activation des  plaquettes. 



L'efficacité du SDIF au cours de l'infection res te  A démontrer mais i l  

pourrait être une des  explications de l'immunosuppression de meme qu'il pourrait 

participer A la  regulation de certains mécanismes effecteurs. Les propriétes 

biologiques de  c e t t e  molécule permettent  d'envisager d e s  applications 

pharmacologiques dans plusieurs domaines. 





La multiplicité d e s  équipes de  recherche t ravai l lant  actuellement dans l e  

monde s u r  l'immunoloaie de l a  schistosomiase tdmoigne certainement du 

remarquable in té r4 t  porté par l e s  immunologistes A l 'étude de ce t t e  parasi tose.  

La bilharziose ou schistosomiase dont l'agent est le trématode Schistosoma 

a t t e i n t  actuellement plusieurs  centaines de  millions d'individus dans  des  zones 

endémiques t ropicales  e t  subtropicales. Parmi l e s  moyens d e  lu t te  envisagés pour 

éliminer ce fléau, l'obtention d'un vaccin const i tuerai t  bien évidemment une 

méthode de  choix. Or il s ' es t  t r P s  vi te  avéré que l'obtention d e  ce vaccin pose des 

problPmes particuliers l i é s  la nature de l 'agent infectant.  Le f a i t  que l e s  

schistosomes soient  d e s  métazoaires donc d e s  organismes complexes par  rapport 

A d'autres aaentci comme l e s  bactér ies  ou les virus  e t  qu'ils soient d e s  pa ra s i t e s  

a rendu indispensablet dans  l e  but d'obtenir un vaccin efficacet de comprendre 

d'abord quels  mécanismes réq issent  l a  réponse immunitaire de  l'hbte paras i té  e t  

sur tout  de trouver les movens d'orienter c e t t e  réponse vers  une immunité 

protectrice. 

A cdté de la  s t ra tgqie  vaccinalet l e s  travaux s u r  l'immunologie de  l a  

schistosomiase ont é ~ a l e m e n t  permis de  rdpondre a des  quest ions fondamentales 

concernant les re la t ions  hbte-parasite. En e f f e t ,  l a  survie  prolongde du paras i te  

chez un hbte immunologiquement compétent e s t  l e  rgsu l ta t  d'un équilibre complexe 

en t r e  l a  reponse immunitaire d e  l'hbte visant  A éliminer le parasi te  et un cer tain 

nombre de mécanismes qui vont permettre au  paras i te  d'échapper c e t t e  réponse 

ou tou t  au  moins d'en limiter l e s  e f fe t s .  Dans le cas  de  l a  schistosomiase pa r  

exemple, l e s  mécanismes de défense élaborés par  l'hbte permettent d'empecher 

partiellement une réinfection et donc limitent l'augmentation de  la  charge 

paras i ta i re  qui pourrait  e t r e  f a t a l e  a l'individu, mais les schistosomes d e  l a  

premiPre infection échappent aux mécanismes immunitaires qu'ils ont eux-m0mes 

s u s c i t é s  e t  s u r v i v e n t  c h e z  l e u r  h ô t e  p e n d a n t  



de nombreuses années. Les recherches sur l ' immunolo~ie de l a  schistosomiase ont 

a insi  amené à une r l v i s ion  des notions concernant l e  parasitisme. Par exemple, 

l'existence de structures antigénique5 communes entre les  schistosomes, leur 

hbte intermédiaire, leur hôte déf in i t i f  e t  des molluscidés plus éloignés dans l a  

phylogénie témoiqne d'un processus de conservation au cours de l'évolution. Ce 

processus pourrait Btre l'une des c l l s  de l a  spécificité de l'adaptation du 

parasite A son hBte. 

L'étude des relat ions hôte-parasite a permis de mettre en évidence de 

nouveaux concepts qui ont trouvé par l a  suite des applications en dehors de 

l'immunoloqie parasitaire. Par exemple, l a  mise en évidence de récepteurs pour 

1'IqE sur les  macrophages, l e s  Bosinophiles ou les  plaquettes a pour origine des 

observations réalisées dans l e  modPle parasitaire. Cette découverte a i n i t i é  

toute une série d'observations sur le  r81e de ces celluleç dans diverses 

pathologies l iées 1'IqE. La mise en évidence du r61e effecteur des plaquettes au 

cours de l a  schistosomiase a été suivie par de nombreux travaux sur l'implication 

des plaquettes dans certaines pathologies. De meme l a  production par les  

parasites de substances immunomodulatrices est  un des mécanismes de défense 

du parasite, mais ces immunomodulateurç par leur capacité de stimuler ou 

d'inhiber de façon non spécifique l e  systeme immunitaire pourraient Btre u t i l i sés 

comme agents pharmacologiques. 

Les travaux décri ts dans ce mémoire sont une i l lustrat ion de cette 

ddmarche qui  A par t i r  d'observations faites dans l e  modPle parasitaire aboutit A 

une généralisation du concept e t  A des applications en dehors du cadre de 

l'immunologie parasitaire. Nous nous sommes intdressés b. une molécule libérée 

par les  schistoaomes, molécule qui pourrait participer A l'un des mécanismes de 

ddfense du parasite en induisant chez l'hdte un état  d'immunosuppression. Les 

propriétés de cette rr~olécule analysées in v i t ro  e t  in vivo permettent d'envisager 



également d e s  applications pharmacologiques dans  plusieurs domaines d e  la 

pathologie. 

1 . CARACTERI ST I  QCIES GEblERALES DE. L '  INFECT1 ON 

Suivant l'espilce de  schistosome infectante,  d iverses  pathologies peuvent 

être c a r a c t é r i s é e s :  S. haematobium e s t  r e s p o n s a b l e  de  l a  b i lha rz iose  

uro-génitale, S. jaoonicum de la bilharziose artério-veineuse e t  S. mansoni 

provoque une symptomatologie intest inale  e t  hépatique. C'est ce t t e  derniPre 

espèce qui a é t é  notre modele d'étude. 

Le cycle de S. mansoni f a i t  intervenir deux hétes .  L'héte intermédiaire l e  

mollusque Biomphalaria ~ l a b r a t a  e s t  infecté par  les formes la rva i res  miracidiae. 

Une ma tu ra t ion  chez l e  mollusque f a i s a n t  i n t e r v e n i r  p l u s i e u r s  s t a d e s  

intermédiaires conduit a la libération de cercaires,  l a rves  infoctantes  qui nagent  

e t  viennent au  contact de  l a  peau de  l'h8te définitif. Lorsqu'elles péniltrent A 

t r ave r s  l a  peau de leur  hbte,  l e s  cercaires  perdent leur queue e t  s e  transforment 

e n  schistosomules. Ceux-ci migrent peu A peu jusqu'au poumon puis au foie t o u t  

e n  évoluant v e r s  l e  s t a d e  de ver adul te  male ou femelle. Le male t ransporte  la  

femel le  l ovée  d a n s  s o n  cana l  gynécophore jusqu'aux p e t i t s  v a i s s e a u x  

mésentbriques e t  i l s  s 'arrgtent dans  l e  colon e t  l e  rectum. Au cours d e  ce 

t ransport ,  l a  femelle pond d e s  oeufs  qui pourront s'accumuler dans  l e s  t i s s u s t  

susc i tan t  a ins i  l a  formation de granulomes inflammatoires. Des oeufs  pourront 

t raverser  l a  paroi in tes t ina le  pour e t r e  élimines dans l e s  sel les .  Dans l 'eau 

douce, l'oeuf bcldt rapidement donnant un miracidium cilié qui pénbtre chez l 'héte 

L'homme e s t  l'hbte définitif  naturel  de  S. mansoni mais l'approche 

expérimentale e s t  faci l i tée  par  la possibili té d'utiliser diffbrents  modbleci 

d'infection animale. Le degré de  résis tance A l'infection ainsi  que l e s  

caractér is t iques de l'immunité développée son t  t r è s  variables suivant  l e s  h e t e s  



OKAGAN, 1955). Certains  comme la sour i s  ou  l e  hamster son t  totalement 

permissifs  c'est a dire  qu'ils permettent l e  développement du paras i te  hsqu 'au 

s t ade  adulte. I l s  présentent  t r P s  peu d'immunité e t  meurent d e s  le quarantiPme 

jour de l'infection. Le r a t  e s t  un hdte semi-permissif chez qui l e s  schistosomules 

évoluent jusqu'au s t a d e  adulte mais la quasi-totali té de la population parasi ta ire  

e s t  re jetée ve r s  l e s  troisihme-quatrième semaines d'infection. Ceci s'accompagne 

de l 'dtablissement d'une fo r t e  immunité l a  rdinfection. L'homme e s t  un h e t e  

permissif mais il développe cependant une immunitd A l a  réinfection dont l e s  

caractér is t iques sont  t r P s  proches de  ce l les  développdes par l e  rat .  Ceci explique 

l e  choix f a i t  par notre  laboratoire de  l a  schistosomiase expérimentale du r a t  

comme modele de  travail. 

2. MECANISMES DE L'IMMUNITE. 

I l  ne s 'agit  pas ici de f a i r e  une étude cornplPte de  l'immunité dans  l a  

schistosomiase mais simplement d'en décrire l e s  caractéristiques essent iel les .  

Ceci devrait  nous conduire aborder d'une manihre plus détai l lée  l a  description 

d e s  mecanismes de régulation qui vont permettre  a u  parasi te  d'echapper à c e t t e  

réponse imrriunitaire ou tou t  au moins d'en limiter l e s  e f f e t s  l e s  plus néfas tes .  

2.1. Caractéristipues de l'immunité 

* Des expériences réa l i sées  chez l e  singe Rhésus ont permis de montrer que 

l'immunité susci tée par  la présence de  ve r s  adul tes  s'exerce non p a s  contre ces 

memes formes adul tes  mais seulement contre l e  jeune s t ade  larvaire ou 

schistosomule (SMITHERS e t  TERRY, 1969). Cet t e  immunité d i te  concomitante 

emp@che une réinfection de l'hbte tou t  e n  maintenant chez celui-ci une charge 

parasi ta ire  relativement stable.  Ceci explique pourquoi l e s  pa ra s i t e s  survivent 

aus s i  longtemps chez un hbte immunocompétent s a n s  qu'il y a i t  d e  surcharge 

p a r a s i t a i r e  f a t a l e .  L'immunité concomitante  e x i s t e  éga l emen t  d a n s  la 

schistosomiase humaine puisque MAC CULLOUGH e t  BRADLEY (1973) ont pu 



montrer une remarquable s tab i l i t é  du nombre d'oeufs émis au  cours du temps chez 

un groupe d'enfants a t t e i n t s  par S. haematobium. Chez le r a t ,  l'immunit4 apparaf t 

au  moment du r e j e t  d e s  ve r s  c 'est  dire  A par t i r  de  la quatrihme semaine 

d'infection (MADDISON e t  coll., 1970). Qn peut penser  que l e  développement d e  

l'immunité A l a  réinfection chez l e  r a t  s o i t  l a  conséquence d'une libération 

massive d'antigénes résu l tan t  de la  lyse  d e s  vers. 

* L'immunité acquise présente  d e s  caractér is t iques t rP5  particulières t a n t  

s u r  l e  plan humoral que cellulaire. Une f o r t e  production d'anticorps est observée 

au  cours de  l'infection. Cet te  réponse humorale e s t  effectivement un facteur  

essent ie l  de l'immunité (SHER e t  coll., 1975) (BAZIN e t  coll., 1980) (CAPRON et 

coll., 1980) mais nécessi te  pour induire une protection significative la 

participation de  cellules effectrices.  On retrouve comme dans  d'autres infections 

par  helminthes au  cours d e  l a  schistosomiase expérimentale ou humaine une 

importante production d'immunoglobulines de  c lasse  IgE (OGILVIE e t  coll., 1966) 

(SADUN e t  W R E ,  1970). Parmi celles-ci s eu l  un faible pourcentage correspond a 

d e s  anticorps spécifiques du paras i te  (DESSAINT e t  coll., 1975) (ROUSSEAUX e t  

coll., 1973, 1980). Une corrélation e s t  néammoins observde en t r e  l e  développement 

de l'immunité A l a  réinfection e t  l a  réponse IgE spécifique du paras i te  

(ROUSSEAUX e t  coll., 1973). Parmi l e s  ant igdnes responsables  de l'induction de la 

réponse IgE, deux molécules de 22 e t  26 C<Da présentes  dans les produits  

d'incubation d e s  schistosomules induisent la production dlIgE impliquées dans  

I'immunité protectrice (AURIAULT e t  coll., 1985). Une protéine de 23 kDa antigéne 

de S. mansoni et considérge actuellement comme l e  meilleur candidat pour l e  

vaccin induit également une réponse IgE protectrice (BALLOUL, communication 

personnelle). 

Les  IgE son t  normalement produi tes  e n  quant i tés  l imitées  e t  s o n t  

soumises à un contrdle t r è s  s t r i c t  qui e s t  en  part ie  opecifique de l'isotype. I l  

ex i s t e  un premier niveau de contrdle génétique démontrb par l 'existence de  



l ignées de souris e t  de r a t s  bonnes productrices ou mauvaises productrices d'IgE 

(LEVINE, 1971). Ce caractPre bon ou mauvais producteur sera i t  l i é  A l'existence 

p lus  ou moins développée de cellules T si~ppressives spécifiques de l'isotype IgE, 

dont l a  mission e s t  de maintenir l a  production d'IgE A des taux fa ib les 

(WATANABE e t  coll., 1976). La  synthese des IgE par l e s  lymphocytes B portant  

des IgE  de surface es t  sous l e  contrble des lymphocytes T. De nombreux facteurs 

solubles d'origine T contrdlant l a  synthése des IgE on t  été décri ts (ISHIZAKA, 

1984) (KATZ, 1980). Certains de ces facteurs ont  une a f f i n i t é  pour I'IgE comme l e s  

"IgE-binding factor" décri ts par ISHIZAKA. Les "IgE binding factor" auront une 

ac t iv i té  suppressive ou potent ial isatr ice suivant leur  degré de glycosylation, 

cet te dernière &tant  régulée aussi par d'autres facteurs d'origine T (revue par  

ISHIZAKA, i984). Une lymphokine produite par l e s  lymphocytes T CD-4 + appelée 

IL-4 posePde aussi une ac t iv i té  amplif icatrice de l a  réponse IgE (COFFMAN e t  

col]., 1986). L'activité stimulante de l'IL-4 e s t  totalement supprimée en présence 

d' interféron 6 produit  par une autre sous-population de lymphocytes T CD-4+ 

(COFFMAN e t  CARTY, 1986). On comprend donc l'extrgme dépendance de l a  

rCponse IgE par rapport aux lymphocytes T. L a  production massive dlIgE au cours 

des helminthiases es t  l e  résu l ta t  d'une dysrégulation de ce systPme de contrdle. 

II y aurai t  potent ia l isat ion de toutes l e s  réponses IgE préexistantes A 

l ' infection? ce qui expl iquerait  l e  faible pourcentage dlIgE de spcScificités 

parasi ta i res par rapport A l'ensemble des IgE produites. Lorsque l'on infecte par  

N ~ D D o S ~ ~ O ~ Q Y ~ U S  brasi l iensis des r a t s  préalablement immunisés vis-A-vis d'un 

antigene non parasitaire, on ddclenche une réponse IgE de type secondaire 

vis-a-vis de cet antigPne (ORR e t  BLAIR, 1969) (JARRETT e t  STEWART, 1972). 

Des produi ts  d'origine parasi ta i re seraient responsables de l a  potent ial isat ion 

de l a  réponse IgE (STROMBERG, 1980). Une ac t iv i té  potent ial isatr ice modérée e s t  

observée avec des produits d'incubation de vers adultes de schistosomes 

(ROUSSEAUX e t  coll., 1982). Une act iv i té  beaucoup plus marquée est  retreouvée 

avec des produits d'incubation de schistosomules (VERWAERDE e t  coll.? 1986). 11 



s'agit de sér ine  pro téases  h activité de type kalliKréine. Un d e s  fac teurs  d e  

stimulation de  l a  glycolysation d e s  "IgE binding factor"# produit par d e s  

lymphocytes Tt e s t  également une enzyme de  type kallikréine (IWATA e t  co1l.t 

1933). La production par l e  parasi te  de fac teurs  capables de  s e  subs t i tuer  & d e s  

fac teurs  d'origine cellulaire pourrait expliquer l a  dysregulation du systPme d e  

contrble de  l11gE. 

n Des réactions d'hypersensibilit é re ta rdée  contre d e s  ant igenes 

paras i ta i res  on t  pu ê t r e  mises e n  évidence cer ta ines  périodes d e  l'infection. 

Ces  réactions peuvent s'observer vis-&-vis d e s  schistosomules au niveau de l a  

peau notamment mais e l l e s  on t  particulibrement é t é  é tudiées  au  niveau hépatique 

oh l e s  oeufs  susciterit  la formation de  granulomes inflammatoires responsables  

d e s  manifestations pathologiques (DOMINGO e t  WARREN, 1967, 1963). 

2.2. Les mécanismes e f fec teurs  s ~ e c i f i a u e s  

De multiples aspec ts  de l a  réponse immunitaire apparaissent  

thymodépendants. Les animaux A fonction thymique déficiente, in fec tés  par  S, 

mansoni présentent  une t r P s  faible résis tance a l a  réinfection. Ceci s'accompagne 

d'une diminution d e s  réact ions d'hypersensibilité retardée,  de  l'hyperéosinophilie 

et de  la production d'anticorps notamment de  classe IgE (CAPRON M. e t  coll., 

1983) (PHILIPPS et coll., 1983). Néammoins, contrairement aux infections 

bactériennes e t  virales,  l e 5  lymphocytes T ne semblent pas  impliqués dans  d e s  

mécanismes de cytotoxicité (BUTTERWORTH et coll., 1979). Bien que l e s  

schistosomules puissent  acquerir A leur surface les antigPnes du systPme majeur 

d'histocompatibilitd nécessaires  pour que l e s  lymphocytes cytotoxiques (CTL) 

so ien t  eff icaces (SHER e t  coll., 19731, ceux-ci sont  capables d'adhérer aux 

schistosomules mais pas  de  l e s  tuer  (BUTTERWORTH e t  coll., 1979)(VADAS e t  

coll., 1979). Cet te  absence d e  cytotoxicité pourrait  ê t r e  due so i t  A une absence d e  

génération d e s  CTL, s o i t  & une diminution de leur  pouvoir cytolytique, s o i t  A la 

na ture  de la  cible, l e  schistosomule qui rendrai t  inefficace ou s e r a i t  lui-même 



réfractaire  au  mécanisme de cytolyse par  CTL. Aucun argument expérimental ne 

permet pour l ' instant d e  trancher e n  faveur de  l'une ou l 'autre de c e s  hypothbses. 

ELLNER e t  coll. (1 982) décrivent l a  capacité de lymphocytes périphériques de 

su j e t s  s a i n s  s t imulés  par  la  phytohémagglutinine A de t u e r  l e s  schistosomules. Il  

s 'agirait  d'une activite; de type LAK ("Lymphocyte Activated Killer Cell") c'est A 

dire d e  cellules lymphocytaires activité cytotoxique non sphcifique. Ce t ravai l  

e s t  tres critique e t  n'a pu e t r e  reproduit dans  aucun au t re  laboratoire. 

Par contre,  d e s  mécanismes de cytotoxicité tou t  A f a i t  originaux 

dépendants d'anticorps ont  é t é  décrits. L'originalité d e  ces observations repose A 

la f o i s  s u r  l e  type de cellules impliquées (cellules de l'inflammation et 

plaquettes) e t  s u r  l e  type d'anticorps concern6 (anticorps anaphylactiques de 

classe IgE ou IgGZa chez l e  rat). Ces  mOcanismes de  cytotoxicité dont la  cible e s t  

l e  s t a d e  larvaire ou schistosomule (revue par CAPRON et  DESSAINT, 1935a) font  

donc intervenir: 

* d e s  macrophaqes ou d e s  monocytes e n  association avec d e s  anticorps de 

classe m. 

Des  macrophages de r a t  s a in  incublis avec du sérum de  r a t  immun adhèrent  

aux s c h i s t o s o m u l e s  e t  s o n t  capab le s  d e  les tuer .  P a r  d e s  expbr i ences  

d'immunoadsorption l a  nature IgE d e s  anticorps impliqués dans  ce mécanisme a pu 

@t re  démontrée (CAPROM et coll., 1975) (CAPRON e t  coll., 1977). Ces  travaux 

suggeraient pour la  premiPre f o i s  l'existence de récepteurs  pour l e  Fc d e s  IgE s u r  

d'autres cellules que l e s  mastocytes e t  l e s  basophiles. Des études ul tér ieures  

ont effectivement permis de caractér iser  ce récepteur e t  de montrer que 

l 'interaction de 1'IgE avec son récepteur s u r  l e  macrophage conduit ;i l'activation 

de celui-ci (DESSAINT e t  coll., 1?7?atb). Des monocytes humains ainsi  que d e s  

macrophages de babouins incubés avec d e s  sérums de s u j e t s  bilharziens son t  

Ogalement capables de  tuer  l e s  l a rves  (JOSEPH et coll., 1978). 



* d e s  é o s i n o ~ h i l e s  en cooperation avec d e s  mastocytes e t  des  anticorps de 

classe I& ou m. 

Des éosinophiles humains incubés en  présence d'anticorps IgG présents  

dans  les sdrums de su j e t s  bilharziens, tuent  l e s  schistosomules (BUTTERWORTH 

e t  coll., 1975). Chez l e  r a t ,  l e  meme mécanisme a & t é  décrit par  M .  CAPRON et coll. 

(1978). Deux t y p e s  d 'an t icorps  peuvent  etre incrimines,  l e s  q u i  

representen t  l a  seconde classe d'anticorps anaphylactiques chez l e  rat, e t  l e s  IgE 

(CAPRON M. e t  coll., 1981a). De plus l e s  mastocytes jouent l e  r61e de cellules 

accessoires  dans ce systéme (CAPRON M. e t  coll., 1978). La dégranulation d e s  

mastocytes provoqulie par  leur  interaction avec l e s  anticorps anaphylactiques 

l ibere des fac teurs  dont cer ta ins  comme le tetrapept ide ECFA ("eosinophil 

chemotactic factor  of anaphylaxis") sont  ac t iva teurs  d e s  éosinophiles (CAPRON 

M. e t  coll., 1981b). L'existence d'un mécanisme de  cytotoxicité dépendant d'IgE a 

maintenant é t é  confirmée dans  l a  schistosomiase humaine (CAPRON M ., 1984) 

a ins i  que l e s  caractér is t iques du rbcepteur de I'IgE s u r  les dosinophiles humains 

(CAPRON M .  e t  coll., 1986a). 

* d e s  plaauet tes  en  association avec de l'W. 

Plus récemmerit JOSEPH e t  coll. (1983) ont  décrit  l e  r81e cytotoxique que 

peuvent jouer l e s  plaquet tes  vis-A-vis d e s  schistosomules. LA encore, l e s  

anticorps IgE sont  impliqués e t  ce mécanisme fonctionne auss i  bien chez l e  r a t  

que chez l'homme. Ces  t ravaus tou t  A f a i t  originaux ont  conduit A l a  description 

d'un rdcepteur pour l e  Fc d e s  IgE a l a  surface d e s  p laquet tes  (CINES e t  coll., 

1986) (JOSEPH e t  coll., 1986). 

De plus, a lors  que l e s  plaquet tes  semblaient sur tout  impliquees dans  l e s  

processus de coagulation, c e s  travaux on t  permis de  mettre e n  evidence 

l'importance de  c e s  cellules daris l'imniunité (CAPRON e t  coll., 1985b) e t  e n  

particulier dans  cer taines pathologies comme l'asthme A l'aspirine (AMEISEN e t  

c01l.r 1935). 



La participation de ces  mécanismes in vivo dans l'immunité 

anti-parasitaire a Bté suggérée par  un cer tain nombre de travaux. Des anticorps 

monoclonaux J9G2, e t  IgE spécifiques dJantig&nes de  S. mansoni sont  capables d e  

conférer aux animaux receveurs une protection significative A une réinfection 

(GRYZCH et coll., 1982) (VERWP.ERDE e t  coll., 1987). Les cellules e f fec t r ices  

(macrophages, cSosinophiles, plaquettes) prdlevées chez d e s  animaux infec tés  

portent A leur surface l e s  anticorps IgE ou Ig02= e t  induisent par  t r ans fe r t  

passif  d e s  niveaux de  protection s ignif icat i fs  chez l e s  animaux receveurs (revue 

par  M. e t  A. CAPRON, 1986b). 

Toutes  ce5 observat ions s u r  l e s  mécanismes e f fec teurs  ont obligé l e s  

immunologistes A reconsidérer l e  r81e d e s  anticorps anaphylactiques qui é t a i t  

jusqu'alors limité A l 'hypersensibilité immédiate. De plus, e l l e s  ont conduit a l a  

description du récepteur de type II pour 1'IgE s u r  l e s  cellules inflammatoires e t  

s u r  l e s  lymphocytes (revue par CAPRQN e t  coll., 1986), ce qui a permis d e  

souligner l'importance insoupçonnée de cer ta ines  cellules (macrophages, 

éosinophiles e t  plaquettes) non seulement dans  l'immunite; anti-parasitaire mais  

Bgalement dans des  processus immunopathologiques comme l'allergie. Par  

exemple, l e s  macrophages possédant des  récepteurs  pour l e  Fc d e s  IgE s o n t  

act ivés  par d e s  complexes immuns à IgE e t  l ibérent  de 1'interleuKine 1 (IL-i l .  

Celle-ci a in  vitro, par  un mécanisme de rhtrocontrble positif ,  un e f f e t  stimulant 

s u r  l a  synthese  d'IgE <MAZINGUE e t  coll., 1987). Ce mécanisme pourrait  

const i tuer  une boucle d'amplification d'une s y n t t ~ é s e  dlIgE précédemment induite. 

Dans d e s  s i tua t ions  a haut  taux d'IgE (parasi tose ou allergie) d e s  complexes A 

IgE pourraient activer l e  macrophage, ce qui conduirait A la l ibération d'Il-1 e t  a 

la stimulation de  l a  synthkse d1IgE. 



2.3. L'immunité non s ~ é c i f i a u e  

A cdté de c e s  mécanismes d i t  spgcifiques car  fa i san t  intervenir d e s  

anticorps de  spécificite parasi ta ire ,  i l  ex is te  d e s  mécanismes d i t  non spécifiques. 

Les macrophages sont  capables de  tuer  d e s  schistosomules s ans  l 'intervention 

d'anticorps IgE s ' i ls  on t  étd préalablement act ivés  par une lymphokine appelée 

MIF ou "Macrophage Inhibitory Factor" (BOUT e t  coll., 198 1 ). D'autres 

immunostimulants t e l s  que l e  BCG ou le  muramyldipeptide peuvent induire une 

f o r t e  résis tance A l'infection ocr A la réinfection (BOUT e t  coll., 1977) (MAHMOUD 

e t  coll., 1979). C e s  mécanismes d'immunité non spdci f ique  o n t  4 t é  

particulièrement m i s  e n  évidence chez l a  souris. Leur importance dans l'infection 

humaine r e s t e  encore à dgmontrer. 

L'activation du complément par  la  voie a l te rne  au niveau d e  la membrane du 

schistosomule e s t  responsable d'un e f f e t  schistosomicide (MACHADO e t  coll., 

1975) (SANTORO e t  coll., 1979). Cet e f f e t  cytocide e s t  amplifié lorsque d e s  

cellules possédant un recepteur pour le  C3bt comme l e s  éosinophiles, son t  ac t ivés  

en  présence de complément (OTTESEN e t  coll., 1977) (RAMALHO-PINTO e t  coll., 

1978). 

Des mécanismes de  cytotoxicité f a i s an t  intervenir des  celluleo Nh' 

("natural killer") ont  é t é  décri ts  chez la sour i s  (ABE e t  coll., 1983) (ATTALAH e t  

coll., 1980). Ces  mécanismes n'ont jamais pu & t r e  mis en évidence chez le rat .  De 

plus une fo r t e  diminution de  I'activite NK e s t  observée chez l e s  pat ients  a t t e i n t s  

de bilharziose (FELDMEIER e t  coll., 1985). 

Bnfin, l e s  plaquet tes  dont on a vu precédemment qu'elles pouvaient e t r e  

act ivées par  de  I'IgE, peuvent aus s i  Otre rendues cytotoxiques in vi t ro vis-&-vis 

d e s  l a rves  s o u s  l'action de  l a  proteine C-reactive (protOine de l'inflammation) 

(BOUT e t  coll., 1986) ou s o u s  I'actior~ de lymphokines en  particulier d'interfëron -6 

(PANCRE et coll., 1987). La participation de ce mécanisme in  vivo e s t  probable car  



des cel lules T "helper" (CD-4+) d'animaux in fectés ou de sujets bi lharziens 

produisent ces lymphokines aprés in teract ion avec de l'antigéne de S. mansoni. De 

plus, des plaquettes de r a t  incubées avec de l ' in ter féron 'll pu is  transférées A un 

an ima l  i n f e c t é  confPrent  a celu i -c i  une immuni té  p ro tec t r i ce  (PANCRE,  

communication personnelle). 

Cet te brPve descript ion des mécanismes de l'imrriunité dans l a  

schistosomiase amPne quelques réflexions. M&me s i  l e s  informations données par  

l e s  études réal isées in v i t r o  res ten t  fragmentaires, il n'en demeure pas moins 

qu'elles ont permis d'analyser précisément ces mécanismes. Par a i l leurs  de 

nombreux arguments expérimentaux la issent  penser que ces mécanismes in v i t r o  

sont  l e  r e f l e t  de ce qu i  se passe réellement au cours de l' infection. L a  

connaissance de ces mécanismes a permis d'analyser l e s  antigPnes de l a  surface 

du schistosomule reconnus par  l e s  anticorps anaphylactiques, ces antigènes cibles 

des mécanismes ef fecteurs étant  par dé f in i t ion  des antigPnes potentiel lement 

vaccinants. Nous ne décrirons pas i c i  ces antigPnes dont certains sont  déja en 

phase d'expérimentation vaccinale chez l e s  pr imates e t  l e s  bovidés. Cependant, 

l 'étude de l'immunité ne sera i t  pas complète s i  e l le  ne tenai t  pas compte de 

l'existence de mécanismes de régulat ion qu i  vont permettre au parasite de se 

défendre contre l a  réponse immunitaire de son hdte. 

3. MECANISMES DE DEFENSE DU PARASITE 

Malgré l a  d ivers i té  e t  l 'efficacité des mécanismes effecteurs 

précédemment décrits, l e  parasite de premihre in fect ion su rv i t  chez son hbte  

souvent pendant de t r e s  nombreuses annees. Ceci es t  probablement l e  résu l ta t  

d'un équil ibre s u b t i l  entre l e s  mécanismes effecteurs Claborés par l'hbte e t  des 

mécanismes de défense mis en oeuvre par l e  parasi te pour Bchapper A l a  réponse 

immunitaire de l'hdte. Les parasi tes présentent par rapport  aux autres agents 

infect ieux certaines par t icu lar i tés qu i  peuvent expliquer cet te survie prolongée. 



Certains pa ra s i t e s  ont  une localisation intracellulaire ou A l ' intérieur d'un kyste  

tandis  que d'autres ont  une s t ruc ture  membranaire t r é s  complexe, ce qui dans  l e s  

deux c a s  l e s  protége des  réact ions immunitaires. Des produits d'excr9tion et de  

s4cr4tion parasi ta ire  (antigeniques ou non) contribuent à l a  modulation du 

systPme immunitaire de I'hbte. Les s t ruc tures  antigéniques d e s  paras i tes  s o n t  

par a i l leurs  soumises & d e s  variat ions au  cours du cycle évolutif s e  t raduisant  

par exemple chez les helminthes par  l'expression diantigPnes spécifiques d e  

stade. 

Dans l e  cas des  schistosomest cer tains  d e s  mécanismes de défense du 

parasi te  ont  pour but  de neut ra l i se r  l e s  mécanismes e f fec teurs  spécifiques ou  

non spOcifiques de  façon A permettre  l e  dOveloppement d e s  schistosomules a p r é s  

leur penetration tandis  que d 'autres  mécanismes permettent  l a  survie du paras i te  

adulte e n  affectant  s a  suscept ibi l i té  aux m9canismes effecteurs  e t /ou  l a  

rQactivit9 globale du systéme immunitaire de l'hdte. 

3.1. Acuuisition d 'an t i~ i?nes  d'hbte 

Les observations in i t ia les  réa l i sées  par  DAMIAN (1964,1967) puis par  

CAPRON e t  coll. (1965) ont  montre l'existence de déterminants antigéniques 

communs en t r e  le  schistosome e t  leur hbte vertébré. L'acquisition de  c e s  

ant igenes s e  f a i t  chez l e  schistosomule dans  l e s  quinze jours qui suivent  la 

péndtration d e s  la rves  chez leur  hbte  (CLEGG e t  ÇMITHERS, 1971). Des ant ighnes 

de  groupe sanguin en  particulier d e s  glycolipides, des  glycoproteines, l 'd2 

macroglobuline, d e s  immunoglobulines ainsi  que d e s  déterminants du systPme 

majeur d'hicitocompatibilitd ont  pu a ins i  l t r e  carac t i r i ses  à l a  surface du paras i te  

(DGAN e t  SELL, 1972) (DEAN, 19741 (GOLDHING e t  coll. 1976) (DAMIAN e t  coll., 

1973) (KEMP e t  coll., 1977) (SHER e t  coll., 197S). 

Le mécanisme d'acquisition de c e s  antigPnes n'est  pas  clairement 

demontré. Diverses hypothéses ont  Btd avancees mais aucune démonstration 



expérimentale n'a pu confirmer l'une ou l 'autre de  ces  hyputhb.es.  On peut 

cependant comprendre que l a  présence de ces  ant igenes A la surface du paras i te  

puisse l e  protéger  d e s  réactions immunitaires de  l'hdte. L'acquisition d e s  

antigPnes d1h8te e s t  d'ailleurs en corrélation avec l'acquisition de l a  résis tance 

aux mécanismes e f fec teurs  (CLEGG e t  SMITHERS, 19721. 

3.2. Présence d e  r 6 c e ~ t e u r s  ou d'acce~tcurs a la surface des  schistosomules. 

La présence A l a  surface d e s  schistosomules d'un accepteur pour l e  Fc d e s  

IgG a 6 té  montré par  d e s  techniques de r o s e t t e  (TORPIER e t  coll., 1979). Cet te  

observation s'est avérée particuliPrement in té ressante  puisque la  fixation d e s  

IgG s u r  cet  accepteur e s t  suivie d'une protéolyse des  IgG par d e s  enzymes 

d'origine parasi ta ire ,  une sérincsprot6ase e t  une aminopeptidase (AURIAULT e t  

coll., 198ia). Les  pept ides  l ibérés  l o r s  de  ce t t e  protéolyse ont une activite 

inhibitrice d e r  fonctions macrophagiques s e  t raduisant  par une diminution de la 

libération des  enzymes lysosomales, de l'incorporation d e  glucosaminet de la 

génération d'anion strpercrxyde e t  de la  phagocytose. I l s  sont  en  particulier 

capables d'inhiber l a  cytotoxicité d e s  macrophages dépendante d'IgE (AURIAULT 

e t  coll., 1980)(AURIAULT e t  coll., 198ib). L'activité inhibitrice de ces  produits d e  

clivage e s t  essent iel lement  due A un tripeptide de s t ructure Thr-Lys-Pro (TKP) 

contenu dans l e  second domaine constant d e s  IgG (AURIAULT et co1l.t 1983b). P a r  

sa capacite d'inhibition d e s  fonctions macrophagiques, ce tripeptide pourrait  

participer A l a  régulation de mécanismes e f fec teurs  spécifiques e t  non 

sp6cifiques dans  l'environnement direct d e s  schistosomules. Il  représente  

Bgalement un exemple de  molécules d'origine paras i ta i re  dont on peut  espcirer 

élargir l e  champ d'action e t  trouver d e s  applications pharmacologiques. 

L'utilisation du TKP comme agent anti-inflammatoire est actuellement en  cours 

d'étude. 



3.3. Récepteurs pour l e  complement 

La présence d'accepteurs pour l e  C i q  (SANTORO e t  coll., 1980) (OUASSI e t  

coll., 1931) e t  l e  C3b (OUASSI e t  ~011.~  1980) a l a  surface du s t ade  larvaire a €34 

caractérisée.  Ces  s t ruc tures  disparaissent  t r P s  rapidement a u  cours de  

l'évolution d e s  schistosomules. E l les  ne son t  déja plus détectables a u  moment oh  

l e s  schistosomules sont  au  niveau du poumon (DIAS DA SILVA e t  KAZATCHKINE, 

1980). Les  schistosomules son t  par  a i l leurs  capables d'activer le  complément l a  

f o i s  par  la voie classique et par  l a  voie al terne (SANTORO e t  coll., 1980) m a i s  

s a n s  que c e s  récep-teure, so ien t  impliqués. Par  contre, FEARON (1980) a t t r ibue  un 

rBle inhibiteur de l a  cascade d'activation du complément aux récepteurs, ce  qui 

pourrait  représenter  une possibili té de  régulation d e s  mécanismes e f fec teurs  

dépendants du comp1e;ment. 

3.4. R é ~ u l a t i o n  de la  fonction d e s  mastocytes 

Les  mastocytes n'ont pas  de  fonction effectrice directe s u r  l e s  

s c h i ~ t o s o m u l e s ~  mais l'histamine libérée l o r s  de la  dégranulation mastocytaire a 

une fonction régulatrice de sous-populations lymphocy t a i r e s  possédant l e  

rOcepteur correspondant (ROCKLIN et coll., 1979). Des médiateurs l ibérés  par les 

mastocytes s o n t  également nécessaires  A l 'activation d e s  éosinophiles qui  

pourront a lors  tuer  l e s  schistosomules (CAPRON M .  e t  coll., 1978). Les taux dJIgE 

produites au  cours de l'infection son t  considérables e t  leur  interaction avec l e s  

mastocytes devrai t  (stre responsable de réact ions anaphylactiques permanentes, 

ce qui s e r a i t  d'ailleurs incompatible avec une survie  de  lJh8te. Au contraire, peu 

de manifestations allergiques sont  observées chez l e s  su j e t s  parasités.  Une 

association negative en t r e  l e  parasitisme e t  l'allergie dans  l e s  zones d'endémie a 

même é t é  d e c r i t e  (ANDERSON, 1974) (GODFREY* 1975). Les é t u d e s  

épidémiologiques sont  a s sez  contradictoires s u r  ce sujet ,  mais il appa ra f t  

clairement qu'il n'y a e n  tou t  ca s  pas  d'incidence plus élevée d e s  réactions 

anaphylactiques dans  les zones endémiques (revue par JARRETT et  MILLER, 



1982). Ceci suggirre l'existence de mécanismes de  regulation so i t  au  niveau de 

l 'interaction en t r e  I'IgE et l e s  recepteurs  s u r  l e s  cellules effectr ices  de 

l'hypersensibilité immédiate, so i t  au niveau de l'efficacité d e s  cellules 

e f fec t r ices  elles-memes. Une compétition en t re  les IgE de  d i f fe ren tes  

spécif ic i tés  pour l a  fixation s u r  l e s  rdcepteurs mastocytaires e s t  l'une d e s  

hypothPses envisagées. JARRETT e t  coll. (1971) ont  montré que d e s  rhactions 

cutanées passives sont  inhibées par  préincubation avec des  sérums de  r a t s  

infectds  par N i ~ ~ o s t r o n o v l u s  brasiliensis. Cependant les memes au teurs  ont  

obtenu d e s  r é su l t a t s  opposCs e n  travaillant non plus e n  sensibilisation passive, 

mais directement chez d e s  animaux immunisés (JARRETT e t  coll., 1930). Dans 

c e t t e  s i tuat ion plus  proche d e  la réalité,  d e s  animaux hyperimmunisés vis-&-vis 

d'un allergéne ne sont  p a s  protéges d e s  réactions cutanées ou du choc 

anaphylactique par  l e s  IgE non spécifiques indui tes  par l'infection parasitaire.  La 

présence d'anticorps bloquants IgG a Bté aus s i  évoquée (OTTESEN e t  coll., 1981) 

mais i l s  agiraient plus en camplexant les antigbnes dans  la  circulation qu'en 

en t ran t  en  compétition avec les IgE la  surface du mastocyte. Cet te  hypothese 

nous semble peu vraisemblable car l e s  quant i tes  dtantigi?ne necessaires  pour 

fa i re  dégranuler l e s  mastocytes sont  minimes. Enfin, une diminution d e  l a  

réactivité mastocytaire pourrai t  auss i  ê t r e  un moyen de  contrbler l'amplitude d e s  

réact ions anaphylactiques. Nous verrons qu'un facteur d'origine parasi ta ire  peut  

inhiber la  dégranulation mastocytaire (MAZINGUE e t  coll., i980). Le phénomène de  

desensibilisation doi t  aus s i  e t r e  pr i s  en  ligne de compte. I l  s 'agi t  aprPs une 

exposition A I'antigPne d'une période t rans i to i re  pendant laquelle l e  mastocyte 

n'est p a s  capable de  degranuler (SOBOTKA e t  coll., 1979). Ceci a é t é  a t t r ibué  s o i t  

a une endocytose ou une élimination d e s  IgE A l a  surface d e s  cellulesr so i t  i une 

perturbation temporaire d e s  flux calciques (DEMBO e t  GOLDSTEIN, 1980). Dans l e  

ca s  d'une infection parasi ta ire ,  l a  constarite exposition aux allergPnes 

paras i ta i res  pourrait  effectivement entraf ner ce t t e  d ~ s e i ~ s i b i l i s a t i o n  endogdne. 



3.5. Resulation de  la  fonction d e s  é o s i n o ~ h i l e s  

Lors  de l a  mise e n  évidence du mécanisme de cytotoxicité f a i s a n t  

intervenir l e s  éosinophiles en  association avec d e s  anticorps de classe IgE ou 

IgGZar il e s t  apparu que ce mécanisme é t a i t  plus ou moins efficace a di f fé ren tes  

périodes de  l'infection (CAPRQN M. e t  coll., 1979). L'incapacité d e s  éosinophiles 

de r a t s  in fec tés  depuis 10 semaines t u e r  l e5  schistosorrrules a pu ê t r e  rel iée  au 

bloquage de l eu r s  récepteurs  pour le Fc d e s  immunoglobulines par d e s  complexes 

imrr~uns. Au cours de l a  schistosomiase humaine, d e s  complexes immuns peuvent 

a u s s i  inhiber l e  mécanisme de cytotoxicité dépendant d'éosinophiles e t  d'IgG 

(BUTTERWORTH e t  coll., 1977). 

L'existence d'anticorps bloquants capables d'inhiber la cytotoxicité d e s  

éosinophiles a étd démontrée la f o i s  chez le rat e t  chez l'homme, mais il 

semblerait  que dans  ces  deux mod&lesr l e s  i so types  d e s  anticorps bloquants ne  

so ien t  pas  l e s  memes. Un anticorps monoclonal d e  rat d'isotype IgG2c spécifique 

d'un antigene 38 kDa de l a  surface du schistosomule, non cytotoxique par  

lui-memer bloque l'activité cytotoxique de  l'ariticctrps IgG2, de m@me spécificité 

(GRYZCH e t  ~ 0 1 1 . ~  1984). Cet  e f f e t  inhibiteur de l'IgG2, e s t  confirmé in vivo c a r  

l'injection de  ce t  anticorps inhibe fortement la protection induite par l e  

t ra i tement  avec lt1gG2,. Chez l'homme, une étude réal isée chez un groupe 

d'enfants bilharziens a montré que deux cat6gories peuvent e t r e  individualisées 

suivant  l 'état  d e  leur immunit&. A p r k  t ra i tement  cer ta ins  enfants  présentent une 

fo r t e  sensibi l i té  à la réinfectionr tandis  que d'autres y sont  relativement 

r é s i s t an t s  (BUTTERWORTH e t  ~ 0 1 1 . ~  1?84r 1985). La cytotoxicité des  &osinophiles 

induite par  incubation avec d e s  skrums bilharziens e s t  t r é s  variable suivant l e s  

donneurs. Cependant un t ravai l  récent montre que la  déplétion de sérums 

bilharziens e n  IgM permet de res taurer  l a  cytotoxicité d e s  éosinophiles. L a  

quant i te  d'anticorps bloquants d'isotype IgM e s t  plus  importante dans  l e s  sérums 

d'enfants sens ib les  que dans  les sérums d'enfants rés i s tan ts .  II semblerait donc 



que l'immunité ex is te  dans  l e s  deux groupes mais que son expression s o i t  bloquée 

chez l e s  s u j e t s  sens ib les  par l a  présence de ces  anticorps (KHALIFE e t  coll., 

1986). I l  e s t  possible que d'autres i so types  aient  aus s i  un pouvoir bloquant mais  

ceci r e s t e  A démontrer. Ces r é su l t a t s  ont une importance considérable car dans  l e  

cadre d'une vaccination, i l  faudra or ienter  la réponse humorale vers  l a  production 

d'anticorps e f fec teurs  e t  l imiter la  production d'anticorps bloquants. 

Par contre, d e s  produits d'excrgtion du schistosomule ont  une act ivi té  

stimulante s u r  l e s  éosinophiles en  augmentant a l a  f o i s  l'expression d e s  

récepteurs  pour le  Fc d e s  IgG e t  leur act ivi té  cytotoxique vis-A-vis d e s  

schistoeiomules. Une act ivi té  protéaiique de type collagénase présente  également 

chez l e  ver  adulte e s t  l e  support de ce t  e f f e t  amplificateur (AURIAULT e t  coll., 

1983a). 

3.6. R é ~ u l a t i o n  de la  fonction d e s   laa au et tes 

Une lymphokine (PASL ou Pla te le t  Activation Suppressive LymphoKine) 

l ibérée lo r s  de l 'activation de lymphcicytes T CD-@+ possPde Urie act ivi té  

inhibitrice de l a  cytotoxicité plaquettaire (PANCRE e t  co1l.t 1986). Ce t t e  

inhibition s'exerce auss i  bien s u r  d e s  p laquet tes  act ivées par  d e s  anticorps IgE 

que par de l 'interfëron I . L'activité globale d'un surnageant de cellules T non 

fractionnées e n  CD4 e t  CD8 e s t  d'ailleurs inhibitrice, ce qui montre que l 'activité 

PASL domine l 'activité interféron a . Des p laquet tes  de r a t s  infectés  (pr4leuées 

au  moment où e l l e s  son t  cytotoxiques) incubées in  vi t ro avec de la  PASL p u i s  

t r ans fé rées  A d e s  animaux infect& ne conférent p a s  de  protection contrairement 

b d e s  p laquet tes  non t r a i t é e s  (PANCRE, communication personnelle). 

Les mécanismes de régulation décr i t s  précédemment visent  A diminuer 

l'efficacité d e s  mécanismes effecteurs,  so i t  par l a  rr~odification de  la surface d e  

la cible que constitue le s c h i s t o ~ o m u l e ~  s o i t  en  diminuant l e  pouvoir cytotoxique 

d e r  cellules effectrices.  A c6t4 de c e s  mecanismes , on peut observer chez 



l'hdte parasi té  un é t a t  d'immunosuppression qui affecte de façon générale le  

systéme immunitaire. Etant  donne que mes travaux personnels concernent 

l'immunosuppression, une description plus détaillée de ce processus au cours de  

différentes infections parasi taires sera  abordée dans  le  chapitre suivant. 

4. ETABLISSEMENT DE L'IMMUNOSUPPRESSION 

L'existence d'un é ta t  d'immunosuppression chez I'hdte parasité a é té  

observde au cours de multiples infections parasi taires (CAPRON e t  coll., 1977b) 

(revue par TERRY e t  HUDSON, 1982). Il ne s'agit pas  ici de fa i re  une étude 

exhaustive de l'immunosuppression dans toutes  l e s  infections parasitaires. Nous 

avons seulement décrit ici l e s  f a i t s  l e s  plus marquants, qui perrriettent d'illustrer 

les divers mécanismes m i s  en jeu. L'immunosuppression est particuliarement 

prononcée au cours de la  malaria e t  de la  trypanosomiase mais s'observe 

iga lement  d a n s  l e s  infec t ions  A helminthes e t  e n  par t icul ier  dans  l e s  

schistosomiases expérimentales e t  humaines. La méthodologie employée pour 

caractériser l'immunosuppression e s t  l a  m@me dans tous l e s  modPles d'infection. 

La production d'anticorps vis-A-vis d'un antigPne homologue ou hétérologue e s t  

suivie chez l'animal infecté. Des t e s t s  cutanés in vivo et d e s  t e s t s  de 

prolifératiori lymphocytaire in vitro permettent d'apprécier la  réponse A 

mediation cellulaire. La capacité de rejeter  des  gref fes  allogéniques ou de fa i re  

une réponse de type greffon contre hdte constituent dgalement des  cr i tPres 

d'appréciation de l'imrnunosuppression. Enfin la résistance d'un animal parasi te  

vis-&-vis d'une autre infection parasitaire, bactérienne ou virale ou du 

développement de tumeurs e s t  souvent étudiée. NOUS décrirons dans un premier 

temps l e s  manifestations connues de l'immunosuppression au cours de diverses 

infections parasitaires. Nous nous limiterons aux modéles qui ont permis d'en 

analyser les mécanismes e t  en insistant  sur  l'immunodépression dans l a  

schistosomiase. Puis nous tenterons d'analyser l e s  mécanismes qui peuvent @ t r e  

responsables de l 'altération de la réponse immunitaire de 11h6te infect6. 



4.1. Caractér is t iques de l'immunosuppression 

4.1.1. Immunosuppression associée aux infections par  Plasmodium 

Une faible rêponse humorale h divers antighnes e s t  observée dans  l e s  

populations infectées  par  Plasmodium ainsi que expérimentalement chez les 

sour i s  infectdes en phase chronique (MAC G R E W R  et BARRt 1962) (SALAMAN e t  

cctll., 1969) (revue par TERRY e t  HUDSONt 1982). 

La diminution de  l'immunité a mediation cellulaire apparaf t  variable se lon  

l'agent infectant t  l'infection par  Plasmodium berahei ayant un e f f e t  plus marqué 

que l'infection par  Plasmodium ~ o e l i i .  Une diminution de la réponse lymphocytaire 

à l a  PHA a 6 t é  observée au  cours d e s  infections par P. berahei chez la s o u r i s  

(JAYAWARDENA e t  coll., 1975) e t  l e  r a t  (SPIRA et coll., 1976). Les  réact ions 

d'hypersensibilité re ta rdée  ainsi  que l 'hypersensibilité de  contact sont  également 

a f f ec t ées  (JAYAWARDENA et ~011 .~  1975) (LIEW e t  coll., 1979). 

Les  sour i s  in fec tées  par  P. yoelii ou P. bershei  présentent  une sensibi l i té  

accrue au  developpement de  sarcornes (SALAMAN et  coll., 1'769) e t  d e  lymphomes 

(WEDDERBURNt 1970) (BOMFORD e t  WEDDERBURN, 1973) (JERUSALEM, 1968). Un 

re ta rd  dans l e  rejet  de  g re f f e s  cutanées e ç t  également observe chez c e s  animaux 

(SENGERS et 1 P7il. De plus, l'étude histologique de  diff6rents  organes  

lymphoides montre une diminution du nombre d e  cellules T e t  B e t  une 

augmentation d e s  cel lules  "nulles" (KRETTLI et NUSSE NWEIG, 1974). Enf in t  

l'infection par  Plasmodium e s t  associée à une susceptibili té accrue vis-A-vis 

d'infections concomitantes & trypanosomes (COXt 1975) (COXt 1976). 

4.1.2. Immunosup~ression associée aux infections par t r v ~ a n o s o m e s  

L'immunodépression au  cours de  l a  trypanosomiase africaine se manifeste 

par  une diminution de la réponse anticorps aux xénoantigénes (GOODWIN e t  coll., 

1972) (FREEMAN e t  1973) (MURRAY e t  coll., 1973) (LONGSTAFFE, 1974). 

L'altération d e  l'immunité h médiation cellulaire semble plus  difficile a mettre e n  



évidence b ien qu'une diminution de l a  réponse pro l i férat ive aux mitogbnes T e t  B 

a i t  pu  ê t re  observée (JAYAWARDENA e t  WAKSMAN* 1977) (CORSINI e t  coll., 

1977). Une immunodépression sévPre a été rriontrée chez des pat ients infectés par  

Trv~anosoma qambiense agent de l a  maladie du sommeil, avec en part icul ier une 

t rPs f o r t e  réduction des reactions d'hypersensibilité retardée (GREENWOOD e t  

coll., 1973). 

La s i tua t ion  es t  t rPs comparable dans l a  trypanosomiase américaine dont  

l'agent es t  Tr~panosjoma cruzi. Les a l térat ions observees sont l e s  suivantes: 

diminution de l a  réponse des lymphocytes T e t  B aux mitogPnes (ROWLAND e t  

KUHN, 1978) (RAMOS e t  coll., 1979), diminution de l a  réponse aux antigénes 

thymodépendants e t  indépendants (CLINTON e t  coll., 1975) (SCHMUNIS e t  coll., 

1977) CUNNINGHAM e t  coll., 1978) RAMOS e t  coll., 1973)~ dépression de 

l'immunité A mediation cellulaire (REED e t  coll., 1977). 

4.1.3. Immunodé~ression au cours des trichinoses 

L'infection de l a  souris par Trichinella s ~ i r a l i ç  entrafne une diminution de 

l a  reponse anticorps au v i rus de l'encéphalite japonaise B (CYPES e t  coll., 1973) 

e t  aux globules rouges de mouton (FAUBERT e t  TANNER, 1971) a ins i  qu'une 

survie prolongée des gre f fes  allogéniques cutanées (SVET-MOLDAVSKY e t  coll., 

1970) (CHERNYAKHOVSKAYA e t  coll., 1972). 

4.1.4. Irnrnunodé~ression au cours de l a  schistosomiase 

Une diminution de l a  réponse anticorps suivant une immunisation par des 

globules rouges de mouton (MOTA-SANTOS e t  coll., 1976) ou par de l a  toxine 

tétanique (BRITO e t  coll., 1976) e s t  observée chez l e s  sour is  infectdes par  

Schistosoma mansoni. De mame l a  capacité de produire des anticorps vis-A-vis 

dlantigPnes thymodependants es t  al térée chez l e s  pat ients en phase chronique de 

l a  maladie (NASH e t  coll., 1973). 



La réponse A médiation cellulaire apparaf t  Ogalement modulée au  cours de 

l'infection. Chez l a  souris ,  l a  réact ivi té  d e s  cellciles T $ des  mitogPnes non 

spécifiques e s t  diminuée A par t i r  d e  la troisiPme semaine d'infection (PELLEY e t  

coll., 1976). Ceci e s t  associé avec une diminution de la fonction "helper" d e s  

lymphocytes T (RAMALHO-PINTO e t  coll., 1976). Des observations s imilaires  on t  

é t é  r éa l i s ées  dans l a  schistosomiase expérimentale du rat .  Une diminution d e  la 

réponse prolif 6rative d e s  lymphocytes aux mitogene5 e t  A d i f fé ren ts  antigPnes 

e s t  observée A par t i r  de la  quatriPrne semaine d'infection. Les réactions 

d'hypersensibilité re ta rdée  sont  également diminuées a pa r t i r  de c e t t e  période 

(CAMUS e t  coll., 1979). Chez l'homme, il f au t  distinguer les phases aiguë e t  

chronique de  la  maladie. Alors que des  lymphocytes de s u j e t s  en phase aiguë I 

répondent de  façon in tense  aux antigPnes paras i ta i res ,  l e s  cellules de  pa t ien ts  e n  

phase chronique presentent  peu ou p a s  de réponse vis-A-vis d e s  mPmes 

préparations antigéniques (OTTESEN e t  coll., 1976) (OTTESEN e t  coll., 1978). 

Cependant d e s  r é s u l t a t s  contradictoires montrent ce r t e s  une diminution de l a  

réactivité lymphocytaire vis-A-vis de  l ' a n t i g h e  d'oeuf mais aus s i  une 

augmentation de la  réact ivi té  A Ifantigene de  ver adul te  e t  de cercaire 

proportionnelles avec la durée d e  l'infection (COLLEY e t  coll., 1977a). Ceci peut  

s'expliquer par la  t r P s  grande variabilité individuelle de la réact ivi té  

lymphocytaire ainsi  que par l a  difficulté de  connaî t re  d e  façon précise les 

conditions d'infection et l 'état  clinique de cer ta ins  patients.  Une 6tude réa l i sée  

s u r  29 en fan t s  soudanais fortement infectés  par  Schistocioma mansoni e t  I 

l 

Schistosoma haematobium montre l'existence chez ces  en fan t s  d'un syndrome 
l 

immunodéficitaire acquis important. Le compartiment lymphocytaire T e s t  

numériquement redui t  a lo r s  que l e  compartiment ly mphocytaire B augmente. La 
1 

réponse proliférative à la Concanavaline A a ins i  que l e  rapport  OKT-4/OKT-8 (T 1 

helper/ T suppresseur+ T cytotoxique) diminuent (GASTL et coll., 1984). Une 

d9ficience dans  l a  production d'interleukine 2 par  c e s  lymphocytes a in s i  qu'une 

diminution de l 'activité d e s  cellules "natural killer" ont pu e t r e  caract6r isées  



(FELDMEIER e t  coll., i985a e t  b). Chez les su j e t s  fortement infectés  par  

Schistosoma haematobium (WILKINS e t  BROWN, 1'377) ou Schistosoma mrnsoni 

(KAMAL e t  HIGASHI, 1?82), l 'hypersensibilit4 retardée cutanée à di f fé ren ts  

antighnes e t  l a  réact ivi té  d e s  lymphocytes in v i t ro  A la phytohémaglutinine (PHA) 

son t  fortement diminuées e t  témoignent d'une a t t e i n t e  de  l'immunité cellulaire. 

L'une d e s  réact ions d'hypersensibilitéi re tardée les plus caractér is t iques 

au  cours  de  la schiotosomiase e s t  constituée par  l a  formation de  granulomes 

autour  d e s  oeufs  de schistosomes. Ces formations s o n t  l e  résu l ta t  d'une 

interaction en t re  d e s  cellules immunocompétentes e t  l e s  oeufs  de schistoaomes 

(WARREN e t  coll., 1967). Les composants histologiques d e  ces  granulomes s o n t  

principalement des  macrophages, d e s  lymphocytes, des  cellules épithéliales e t  

fibroblastiques e t  une quant i té  importante d'éosinophiles (VON LICHTENBERG, 

1962) (MOORE e t  coll., 1976). L'intensité de la réponse d e  l'hdte vis-&-vis d e s  

oeufs  de  parasi te  diminue fortement dans la phase chronique de la  maladie, ce qui 

se t radui t  par une réduction de  la tai l le  du granulome (BOROS e t  coll., 1975). La 

modulation du granulome observée A l a  fo is  chez l a  sour i s  e t  l'homme e s t  le  reflet 

non p a s  d'une modification de  l'antigénicite d e s  oeufs  mais bien d'un changement 

du s t a t u t  immunitaire de  l'hbte. 

L'altération d e s  défenses  immunitaires d e  l'hbte paras i té  e t  en  particulier 

la diminution de l'immunité à médiation ce l lu l a i~e  l a i s sen t  penser que l a  survie  de 

g re f f e s  allogéniques doi t  Btre prolongée chez un sujet  parasi té .  CAPRON et coll. 

(1972) on t  a ins i  pu montrer que d e s  gref fes  tumorales se développent de façon 

plus importante chez d e s  hamsters  irifectés par  Schistosoma mansoni, A coridition 

que l'infection s o i t  antér ieure A l 'administration d e s  cellules tumorales. De même 

d e s  g r e f f e s  de peau allogéniques sont  fac i l i t ées  chez d e s  individus presentant  

une schistosomiase chronique (ABOUL-ENEIN e t  coll., 1982). 



L'augmentation de l a  sensibi l i té aux infections parasitaires, bactériennes 

ou v i ra les représente une autre conséquence de l 'a l t6rat ion du systPme 

immunitaire de l'hbte parasité. Cette hypothPse a été i l lus t rée  de façon t o u t  A 

f a i t  originale par l e s  espériences de HAQUE e t  coll. 11981). Le r a t  e s t  

normalement un hbte rés is tan t  A l ' infect ion par l a  f i l a i re  Dipetalonema viteae. 

Les larves n'atteignent jamais l e  stade adulte e t  aucune microfilarémie sanguine 

ne peut Otre détectbe dans ces conditions. Par contre chez des r a t s  athymiques 1 

a ins i  que chez des r a t s  préalablement in fectés par Schistosoma mansoni, on 

observe l e  développement de vers adultes e t  l 'apparit ion de microf i laires dans l a  

circulation. 11 faut  pour obtenir ce résu l ta t  fa i re  coincider l a  période 

d'immunosuppression indui te par l ' infection par Schistosoma mansoni avec l a  
I 

maturation sexuelle des larves de f i la ires. Les infect ions A Plasmodium berqhei 
I 

(YOELI, 19561, A Tr~panosoma cruzi OXLQETZEL e t  coll., 19731, A L is te r ia  (COLLINS 
l 

e t  coll., 1972) sont également favorisees chez les  animaux a t te in ts  de l 
l 

schistosomiase. I 

4.2. Les mécanismes de l ' immunosup~resaion 

Plusieurs mécanismes sont suggérés pour expliquer l'imrnunodlipression. 

Suivant l es  infections, l e s  mécanismes seront d i f fë rents  e t  il est  rriême prübable 

que plusieurs micanismes soient impliqués au cours d'une mlsme infection. 

La compétit ion antigénique entraf  ne l a  suppression d'une réponse immune A 

un antigène par  l 'administration préalable d'un autre antigene non apparenté. 

Lors d'une infect ion parasitaire, il est évider12 que l a  décharge antigénique e s t  

considérable e t  que l a  nature des antigenes l ibgrés par l e  parasite varie avec ! 
l 'évolution de celui-ci chez son hbte (antigénes de stade pour l e s  métazoaires ou 

var iat ion antigénique pour certains protozoaires). Peu d'arguments expérimentaux 

pe rmet ten t  d ' impl iquer l e  phénoméne de compét i t ion  ant igénique dans  



l ' é t ab l i s semen t  de  l ' immunosuppression. Cependant  une deficience d e s  

macrophages dans  leur capacité de présenter  llantigPne a é t é  observbe au cours  

du paludisme (LOOSE e t  coll., 1972) (WARREN e t  WEIDANZ, 1976) e t  d e  l a  

trypanosomiase (MURRAY e t  coll., 1974) (BAGASRA e t  coll., 1981). C e t t e  

déficience pourrait  Q t r e  l iée  à une compétition pour l a  présentation d e s  ant igénes 

A l a  surface du  macrophage. 

4.2.2. Stimulation d e  cellules suppressives non spécifiques 

L'existence de cellules T suppressives rion spécifiques ou de  macrophages 

s u p p r e ~ s e u r s ~  responsables  de l 'altération de l'immunité a é t4  décrite au  cours de  

d i f fé ren tes  infections. Les  é tudes  e f fec tuées  s u r  le  paludisme humain et 

expbrimental on t  su r tou t  montré une stimulation de macrophages ayant une 

fonction suppressive (CORREA e t  coll., 1980) (PLAYFAIR, 1980). La participation 

d e  macrophages suppresseursj e s t  également évoquée dans l'infection par T. cruzi 

(CUNN1NGHP.M e t  KUHN, 1980a et b) e t  par  T. brucei (CORSINI et co1l.t 1977) 

(GROSSKINSKY e t  ASKONASf 1981). La libération par  ces  macrophages activés d e  

substances immunomodulatrices pourrait expliquer leur  fonction suppressive. E n  

e f f e t ,  de s  taux élevbs d'interféron d son t  re t rouvés  chez d e s  animaux infec tés  

par  P. berahei (HUANG e t  coll., 1968) ou par  T. cruni (RYTEL e t  MARSDEN) 197CI). 

Les  prostaglandines E2 (BANCROFT e t  ASKONAÇ, 1982) ainsi  que l'interleukine 1 

(WYLER* 1979) (CLARK e t  coll., 1981) pourraient Bgalement Btre impliquees d a n s  

la s u p p r e s s i o n  macrophagique. D 'au t res  a u t e u r s  montrent  a u  con t r a i r e  

l'implication d e  cellules T suppressives (JAYAWARDENA e t  WAKSMAN, 1977). Urie 

déficience d e  l a  fonction T "helper" a é t é  caracter isée au cours d e  l a  

trypanosomiase A T. cruzi (REED e t  coll., 1934) l i ée  A une ir~capacité d e s  cel lules  

T d'animaux infec tés  à produire e t  A répondre A l'interleukine 2 (HAREL-BELLAN 

e t  co1l.c 1983). Des populations suppresçives non spécifiques peuvent e t r e  

indui tes  in v i t ro  sous  l'action d'antighnes d'onchocerca volvulus (OUASSI e t  coll., 

1983). Enfint d e s  cellules T suppressives capables de supprimer une réponse 



anticorps ont  é t é  observées chez des  souris  infectdes par T. soiral is  (JONES e t  

c01l.c 1976). 

Au cours de la schistosomiaset PELLEY e t  coll. (1976) pensent que la ponte 

des  oeufs qui coïncide avec le  début de l a  suppression de la  prolifération 

lymphocytaire Tt représenterait  un for t  stimulus antigénique capable d'induire la  

formation d'une population de cellules T suppressives. Chez des  su je ts  a t t e in t s  

de la  forme hépatosplénique de la  maladie, des  cellules splgniques T suppressives 

o n t  également é t é  c a r a c t é r i s é e s  (ELLNER e t  coll., 1980). Des  ce l lu les  

suppressives adhérentes peuvent aussi  jouer un r8le dans l'établissement de 

l'immunosuppression (TODD e t  coll., 1979) (OTTESE N, 1979). Certains antigbnes 

parasitaires induisent une libération d'histamine qui in vitro tout au moins inhibe 

la  prolif tsration l y  mphocy taire  (HOFSTETTER et coll., 1983). 

Les populations cellulaires impliqudes dans la modulation du granulome 

cher l a  souris  seraient  d e s  lymphocytes T possédant l e s  marqueurs Lyt 2+ Ia+ 

1-J+ e t  sensibles l'action de la  cyclophosphamide (COLLEY, 1976) (COLLEY e t  

coll., 1979a) (CHENSUE e t  BOROS, 1979) (GREEN e t  COLLEY, 1981). Cet te  

population suppressive présente chez la  souris  en phase chronique de la maladie 

inhiberait l a  production du facteur inhibiteur de l a  migration (MIFI nécessaire a u  

recrutement d e s  macrophages au s i t e  inflammatoire (CHENSUE e t  coll., 1980) 

(CHENSUE et coll., 1983). L'activité suppressive e s t  supportée par  un facteur 

soluble A spécificitd anii-idiotypique (ABE e t  COLLEY, 1984). En réalité d e s  

interactions complexes entre différents  types de cellules suppressives seraient  

responsables de la  modulation du granulome (CHENSUE e t  coll., 1981). Des  

cellules portant des  récepteurs pour l'histamine (lymphocytes e t  macrophages) 

présentes dans l e  granulome pourraient aussi  exercer une activité suppressive 

apres  activation via le  recepteur correspondant (WEINSTOCK e t  coll., 1783). Par 

ailleurs, des  lymphocytes T de pat ients  bilharziens en phase chronique son t  

restimulables in vitro par l e s  idiotypes portés par  des  anticorps dirigés contre 

d e s  arttighnes d'oeufs de S. mansoni. Une population lymphocytaire A spécificitds 



anti-idiotypiques s e  développe donc au cours de l'infection (LIMA e t  coll., 1986). 

La fonction de ce t te  population r e s t e  A déterminer. 

Au cours de la  schistosomiase expérimentale du ra t ,  la  présence d'une 

population T suppressive a Oté dérriontrée A partir de la quatriéme semaine 

d'infection, ce qui correspond h l a  période de non rBactivité lymphocytaire d e s  

r a t s  infectés (CAMUS e t  coll., 1979). Outre des  cellules suppressives, diverses 

expériences montrent l a  présence de facteurs sériques suppresseurs inhibant 

spécifiquement la  réponse aux antigénes parasi taires (COLLEY e t  coll., 1977b) 

(OTTESEN e t  POINDEXTER, 1930). Certains de ces facteurs pourraient (Itre d e s  

complexes immuns (ROCKLIN e t  coll., 1980). 

4.2.3. Activation ~olyclonale  des  IY mphoc~tes  B 

Alors que dans  la plupart des  infections parasi taires évoquées 

précédemment l a  capacité de produire des  anticorps vis-A-vis dlantigc?nes non 

p a r a s i t a i r e s  e s t  f o r t e m e n t  d iminuée ,  paradcrxalement  u n e  

hyperimmunoglobulinémie est souvent constatée au cours de ces  infections 

(HOUBA e t  ALLISON, 1966). 11 s'agit d'une production massive d'immunoglobulines 

de spécificité non parasitaire, IgM au cours de la  trypanosomiase, IgG e t  IgM a u  

cours de la malaria e t  IgE au  cours des  helminthiases (COHEN, 1974). Certains de 

c e s  anticorps réagissent en  particulier avec des  antigénes homologues mais e n  

ddpit de la présence de ces  autoanticorpst l'incidence des  maladies auto-immunes 

n'est pas plus grande dans l e s  zones endémiques. GREENWOOD (1974) suggere que 

l'hyperglobulinémie soi t  le résultat  d'une activation polyclonale des  lymphocytes 

B. Une substance mitogPne d'origine parasitaire stimulerait l e s  lymphocytes B, ce 

qui conduirait une synthPse désordonnée d'immunoglobulines. Des act ivi tes  

mitogéniques ont  effectivement é t é  retrouvées dans l e s  surnageant5 de globules 

rouges humains infectés par P. falciparum (GHEENWQOD e t  VICK, 1975) e t  dans  

d e s  ex t ra i t s  de T. brucei e t  de T. conaolense (ESURUOSO , 1976) (MANSFIELD e t  

coll., 1976). Le phénomène d'expansion polyclonale d e s  lymphocytes B e s t  e n  



relation étroi te  avec l'immunosuppression car l a  phase de synthPse anarchique 

d'immunoglobulines e s t  suivie d'un épuisement des  cellules 3 roactives qui 

seraient  a lo r s  incapables de répondre aux stimuli antigéniques (CORSINI e t  col1.t 

1977). En e f fe t ,  MOLLER (19771 a montré que l'action simultanée de deux 

mitogbnes a d e s  doses optimales pouvait résul ter  en une absence de stimulation. 

4.2.4. Modulation de la réponse immunitaire Par d e s  facteurs d'orioinri 

parasitaire. 

Peu d'exemples de facteurs ayant une activité suppressive directe sur  l a  

production d'anticorps sont  connus dans l e s  infections par protozoaires. Un 

métabolite du tryptophane, le tryptophol (indole-3-ethanol) synthét isé par les 

trypanosomes inhibe la  production d'anticorps chez des  souris  immunisées par d e s  

globules rouges (ACKERMAN e t  SEEDt 1976). Des fractions solubles de T. musculi 

e t  T. lewisi peuvent également jouer un r81e immunomodulateur bien que la  cible 

de ces  facteurs, lymphocyte T ou B ou macrophaget ne soi t  pas  identifiée 

(ALBRIGHT et  coll., 1977) (ST CHARLES e t  ~011 .~  1931). Une activité suppressive 

de la  prolifëration lymphocytaire induite par un mitogPne a é té  mise en évidence 

dans l e s  cultures de leishmanies (FARAH et  co1l.t 1976). Des facteurs shriques 

suppresseurs sont  retrouvBs au cours de l'infection par T. cruzi (CUNNINGHAM et  

KUHN, 1930a e t  b) mais l'origine strictement parasitaire de ces facteurs r e s t e  a 

démontrer. 

Le concept d'une modulation de la réponse immunitaire par d e s  facteurs 

d'origine parasi taire  est certainement mieux i l lustré dans l e s  infections par  

métazoaires. Une diminution de la réponse anticorps peut Btre obtenue chez d e s  

sour is  saines en  injectant so i t  du s4rum de souris  parasi tées par T. spiral is  ou un 

ext ra i t  salin de larves (FAUBERT et TANNER, 1971, 1974a). Ce facteur 

cytotoxique liber6 seulement par le  s tade  larvaire du parasite pourrait expliquer 

en partie l'immunosuppression observée au s tade  de la migration larvaire a ins i  



que la destruction de  la corticale e t  d e s  cen t r e s  germinatifs d e s  ganglions 

lymphatiques (FAUBERT e t  TANNER, 1974b). Des substances inhibitrices d e  l a  

prolifération lymphocytaire produites par  l e s  f i l a i r e s  de Dipetalonema v i t eae  

pourraient aus s i  e t r e  impliquées dans  l'immunosuppression observde au cours  de  

c e s  infections (CUNA, 1982). 

Dans l e  ca s  de  la schistosomiase, l'activation d e s  cellules suppress ives  

présentes  chez l e s  pa t ien ts  infectés  par  Schistosoma mansoni peut 4 t r e  r l a l i a l e  

avec de  l'antigene d'adulte (COLLEY e t  coll., 1978) ou d e  l'antigéne d'oeuf 

(ROCKLI N e t  coll., 198 1 ). Certaines préparationci antig éniques a ins i  que d e s  

produits d'excrétion-sécrétion d e s  d i f fé ren ts  s t a d e s  du paras i te  son t  capables de  

reproduire chez des  animaux non infectés  cer taines caractéristiques de  

l'i mrr~unosuppr~ession. L'exposition de lymphocytes d e  su j e t s  s a i n s  a de  l'antigbne 

d'oeuf ou de cercaire induit  une suppression de la réponse proliférative l a  PHA 

(COLLEY e t  coll., 1979b). L'injection d'une préparation antigénique de v e r s  

adul tes  induit une suppression de l a  réponse ant icorps e t  de  l 'hypersensibilité 

re ta rdée  chez d e s  sour i s  immunisées avec d e s  globules rouges de  mouton 

(MOTA-SANTOS e t  coll., 1977). Au cours de l a  transformation in  vitro d e s  

cercaires en  schistosomules, d e s  fragments  de membranes e t  de glandes s o n t  

l ibéres  dans l e  milieu de  culture. Ce matériel a une activite inhibitrice d e  l a  

prolifération lymphocytaire e t  pourrait jouer un rdle  de défense pour le  pa ra s i t e  

e n  diminuant l e s  réactions anti-schistosomule juste a p r b  la penbtration (VIERA 

e t  coll., 1986). De meme l o r s  de l'éclosion des  oeu f s  de schistosome in vitro, lé 

liquide libéré inhibe l a  prolifération de lymphocytes de  hamsters  s t imules  par d e s  

mitogénes (WRIGHT e t  coll., 1982). L e  facteur  inhibiteur n'est p a s  cytotoxique e t  

l e  m e m e  e f f e t  e s t  observé s u r  des  cellules d'animaux sa ins  ou infectés. Enfin un 

facteur  suppresseur  l ibéré par l e s  ve r s  adul tes  a é t e  décrit dans  no t r e  

laboratoire  (DESSAINT e t  coll., 1977). Ce facteur  appelé SDIF ou Schistosome 

Derived Inhibitory Factor f a i t  l'objet d'un paragraphe spécial (4.4.) car I'enserrible 

de  ce mémoire e s t  consacré A l'étude d e s  propriétés  biologiques du ÇDIF. 



4.3. Consé~uences  de l'immunosuppressiun 

Les conséquences de  l'immunosuppression associée A une infection 

parasi ta ire  sont  considérables. Tout d'abord, par  l 'affaiblissement de  s o n  

systPme immunitaire, l'hdte e s t  moins efficace dans  s a  l u t t e  contre l e  parasi te .  

De plus l'augmeritatian de la  vulnérabilité aux a u t r e s  infections de  quelque 

nature que ce s o i t  favorise les infections concomitantes. L'immunosuppression 

e s t  auss i  un paramPtre dont il f au t  tenir  compte dans  l e  cadre d'une vaccination 

q u i  r i s q u e  d ' ê t r e  moins e f f i cace  chez un s u j e t  immunodéprimé. Ceci a 

effectivement étO observé A maintes repr i ses  aus s i  bien daris l e s  modPles 

animaux qu'au cours d'infections humaines (MAC GREGOR e t  BARR, 1962) 

(WILLIAMSON e t  GREENWOOD, 1975). 

4.4. Le SDIF 

En  1977, l e  concept d e  fac teurs  immunorégulateurs d'origine paras i ta i re  

commençait A trouver quelque réal i té ,  en  particulier avec l e s  travaux de  

FAUBERT e t  TANNER s u r  l'infection par Trichinella s ~ i r a l i s  (1975). DESSAINT e t  

coll. (1977) ont donc exploré c e t t e  hypothPse e t  on t  t e s t é  l 'effet  d'incubats de  

ve r s  adul tes  de Schistosoma mansoni su r  la  prolifération lymphocytaire. Pour 

obtenir c e s  incubats, l e s  ve r s  adu l t e s  sont  placés dans  une solution hypotonique, 

ce qui provoque la  rdgurgitation du contenu du tube digestif .  I l s  montrent qu'une 

act ivi té  inhibitrice d e  la  prolifération lymphocytaire e s t  retrouvée dans la 

fraction dialysable de  l'incubat (P.M .< 10000). Une act ivi té  similaire e s t  retrouvée 

dans  l e s  surnageants  de  culture d e  vers  adultes,  donc dans  d e s  conditions p lus  

physiologiques. Cet  e f f e t  inhibiteur s'exerce sur d e s  lymphocytes d'espilces 

d i f fdrentes  (rat- homme- souris)  s t imulés  par d e s  mitogènes ou par un antigène 

e t  n'est p a s  dO A une act ivi té  cytotoxique. Par  f i l t ra t ion s u r  des  membranes de  

dialyse, l e  poids moléculaire de  ce facteur apparaf t  s e  s i t u e r  en t re  300 e t  2000, 

compte tenu  de l'imprécision de  ce type de technique. L'activité e s t  thermostable 



(chauffage iOO°C, 5 minutes). Ce facteur f u t  appel4 par l a  su i te  SDIF pour 

"Schistosome Derived Inhibitory Factor". Nous avons poursuivi ce t ravai l  qui  

v i sa i t  A definir l e s  propriétés  biologiques du SDIF in vi t ro e t  in  vivo, a 

caracter iser  l a  ou l e s  molécules e t  A analyser leur  participation d a n s  

l'immunosuppression chez l'hbte parasité.  Les diverses  act ivi tés  biologiques que 

nous allons exposer  sont  peut-etre at t r ibuables  d i f fé ren tes  molécules, mais  

nous avons regroupé sous  le terme SDIF l'ensemble d e s  act ivi tés  contenues d a n s  

la  fraction dialysable de l'incubat de vers  adul tes  de  Schistosoma mansoni. 



RESULTATS 



REÇULTATS 

1. INDUCTION D'UNE IMMUNOSUPPRESSION IN VIVO 

Etan t  donné les r é s u l t a t s  obtenus in vi t ro par  DESSAINT e t  coll. (19771 s u r  

l'inhibition de  l a  prolifération lymphocytaire par  l e  SDIF, l a  premiPre démarche 

c o n s i s t a i t  A s a v o i r  si l e  SDIF e s t  capable  d' induire i n  vivo une 

immunosuppression comparable A celle observée chez l'animal infecté. L e s  

cr i tPres  choisis pour apprécier ce t t e  immunosuppression sont  la  réact ivi té  

lymphocytaire et l 'hypersensibilité retardée. En complément, des  expériences 

r éa l i s ées  par HP.GIUE e t  coll. (1981) su r  l 'augmer~tation de  l a  susceptibili té A 

d'autres infections aprPs t rai tement  par le SDIF seront  analys4es dans  la 

discussion. 

i .i. Réponse lvm~hocyta i re  a m P s  traitement i n  vivo par  l e  SDIF 

1.1.1. E f f e t  du SDIF s u r  l a  ~ r o l i f é r a t i o n  induite Dar la  ConA 

D e s  r a t s  Fischer reçoivent 200 ul de  SDIF par  voie intrapéritonéàle 

pendant 4 jours de su i t e ,  l e  groupe contrâle recevant l e  mÉrme volume de sérum 

physiologique. Les  cel lules  spléniques de ces  animaux sont  prélevées t ro i s  jours 

aprPs l a  derniPre injection de SDIF e t  cul t ivées in v i t ro  en présence d e  

concanavalin A (Con/.). Un marquage avec de la  methyl-thymidine t r i t i ée  permet 

d'apprécier l a  prolifération. La Figure 1 montre l e s  courbes dose-réponse d e s  

cellules d'animaux s a i n s  et t r a i t é s  par  l e  SDIF. Alors  que l e s  cellules d'animaux 

s a i n s  prolifPrent en  présence de  ConA (dose optimale 0,i ug/ml), l e s  cellules 

provenant d'animaux t r a i t é s  par le SDIF sont  incapables de  répondre quelle que 

s o i t  la concentration de  ConA util isée.  



Effet du traitement par le SDIF 
sur la prolifération lymphocytaire 

+ SDIF 
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FIGURE 1: Des rats sains reçoivent 200 pl de SDIF quotidiennement 
pendant quatre jours. Les cellules spléniques sont prélevées trois jours 
après la dernière injection de SDIF. Les lymphocytes sont stimulés par la 
ConA et la prolifération appréciée après 48 heures de culture par la 
mesure de l'incorporation de thymidine tritiée. (Les coefficients de 
variation sont inférieurs à 10%). 

E f t e t  du SOIF sur  l a  réponse r,pi4cifiaue vis-j-vis de S.mansoni 

La meme expérience que précédemment e s t  ce t t e  fo is  réal isée avec des r a t s  

Fischer in fec tés  par  S. mansoni de façon A pouvoir étudier l a  réponse 

proliférative vis-&-vis de l'antigéne homoloaue aprPs t rai tement  par le  SDIF. Les 

r a t s  son t  in fec tés  au  jour O e t  recoivent 200 ul de SDIF au:.: jours 4, 51 6 e t  7.  Les 

animaux contrdles infec tés  reçoivent du s4rurn phslsiologique A l a  place du SDIF. 

Les cellules spléniques sont  prélevées 10 jours ap ré s  le  début de l'infection e t  

cu l t iv les  e n  présence d'antigéne de  ver adulte de  S. mansoni. A ce t te  période de 

l'infection* l e s  cellules d e s  animau:.: infectés  répondent encore bien aux mitoaénes 

e t  A ilantigene puisque l ' im munosuppression s ' installe seulement a ~ r é s  l a  



troisigme semaine d'infection !CAMUS e t  coll., 1979). Comme pr@cédemment+ l e s  

cellules d'animau:.: ayant  reçu du SDIF sont  incapables de répondre A l 'antigéne 

a lors  que l e s  cellules du groupe contrele (animaux seulement infectés) prol i férent  

en  présence de l'antigéne (Figure 2). 

Effet du traitement par le SDIF 
sur les lymphocytes de rats infectés 

105, 
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Ag S. Mansoni (pglml) 
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FIGURE 2: Des rats Fischer sont infectés par 500 cercaires de S. 
mansoni. Les rats reçoivent 200 FI de SDIF aux jours 4,5 ' 6  et 7 aprés 
l'infection. Les cellules spléniques prélevées 10 jours après l'infection 
sont cultivées en présence de différentes concentrations d'antigène des. 
mansoni. La prolifération est mesurée 5 jours plus tard par 
l'incorporation de thymidine tritiée. (Les coefficients de variation sont 
inférieurs à 10%). 

1.1.3. Existence d'une oopulation suopressive a p r e s  t ra i tement  Dar le SDIF 

Les macrophages peuvent Ptre gliminés d'une population cellulaire par 

adhérence au plastique. Par  contre il exis te  une sous-population de cellules T 

suppress ives  qui n'adhérent pa s  au  plastique mais son t  re tenues  par passage s u r  



laine de nylon. La déplétion en une population adhérente A l a  laine de nvlon d e s  

cellules de r a t s  non infectés  t r a i t é s  par l e  SDIF permet de res taurer  la  réponse 

~ r o l i f é r a t i v e  A l a  ConA. Par  contre l'élimination d e s  cellules adhérentes  au  

plastique n'est pas  suf f i san te  (Fioure 3). Ceci suaaPre la présence d'une 

population suppressive non spécifique adhérente h l a  laine de nvlon. 

Induction d'une population suppressive 
par traitement avec le SDIF 

C. NAdh PI. 
C. NAdh L.Nyl 
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FIGURE 3: Des rats sains reçoivent 200 pl de SDIF pendant quatre jours. 
Les cellules spléniques sont prélevées trois jours plus tard et les cellules 
adhérentes au plastique ou à la laine de nylon sont éliminées. Ces 
différentes populations sont stimulées par la ConA et la prolifération 
mesurée aprds 48 heures de culture par l'incorporation de thymidine 
tritiée. (Les coefficients de variation sont inférieurs A 10%). 

Pour confirmer l'existence de ce t t e  population. des  expériences de 

cocultures ont é t é  real isées .  Des cellules non adhérentes  A l a  laine de nylon 

d'animaux t r a i t é s  par  l e  SDIF sont  capables comme nous venons de  l e  voir de 

répondre A l a  ConA. Lorsque c e s  cellules s o n t  cultivées en  présence de  cellules 



t o t a l e s  du mPme groupe, on observe une abolition to ta le  d e  l a  réponse A l a  ConA. 

La coculture réa l i sée  avec d e s  cellules d'animaux s a i n s  n'a pas  d'effet  s u r  l a  

prolifération IFiaure 4). I l  ex is te  donc bien dans  l e s  splénoc./tes d'animaux 

t r a i t é s  par le SOIF une population adhérente A l a  laine de nylon A activité 

suppressive non spécifiaue. 

Induction de cellules T suppressives 

105 après traitement par le SDIF 
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FIGURE 4: Des cellules spléniques non adhérentes à la laine de nylon 
d'animaux traités par le SDlF sont cultivées an présence de cellules 
spléniques totales des mêmes animaux. La réponse proliférative des 
cellules vis-à-vis de la ConA est mesurée par l'incorporation de thymidine 
tritiée aprés 48 heures de culture. (Les coefficients de variation sont 
inférieurs à 10%. 

La meme act ivi té  suppressive non spécifique est observée avec d e s  

cellules d'animaux infec tés  t r a i t é s  par l e  SDIF. Le passaae  sur  laine de nylon 

permet de r e s t au re r  l a  réact ivi té  de c e s  cellules vis-A-vis de la  ConA. Cependant 

l'elimination de  l a  population suppressive par  passage s u r  laine de nylon ne 

permet pas  de rétabl i r  l a  réponse proliférative vis-A-vis de llantiaPne de S', 



mansoni p a r  p a s s a o e  s u r  la ine  de  nylon (Fiaure  5 ) .  On peu t  supposer  l 'existence 

d e  deux t y p e s  de  cel lu les  s u p p r e s s i v e s  aprPs  t r a i t e m e n t  par  l e  SDIF, l'un é t a n t  

cons t i tué  d e  ce l lu les  non spécif iques  adhéran t  A l a  la ine  d e  nylon et l 'autre d e  

ce l lu les  spéc i f iques  d 'ant iaénes  de S. mansoni e t  non adhéren tes  & l a  laine d e  

nvlon. 

Induction d'une population suppressive 
par traitement avec le SDIF 

chez des rats infectés 

i+ C. Totales 
+ C. NAdh PI. 
4 C. NAdh. L. Ny 
+ Témoin Infectés 

Ag S. mansoni (pglml) - 
- 

FIGURE 5: Des cellules spléniques non adhérentes à la laine de nylon 
d'animaux infectés et traités par le SDIF sont cultivées en présence de 
cellules spléniques totales des mêmes animaux. La réponse proliférative =*/ 
de ces cellules vis-à-vis de l'antigène S. mansoni est mesurée après 5 
jours de culture in vitro par l'incorporation de thymidine tritiée. (Les 
coefficients de variation sont inférieurs à 10°/~). 

1.2. E f f e t  du SDIF s u r  une réact ion d 'hypersensibi l i t& r e t a r d é e  

Des  s o u r i s  C57B1/6 s o n t  s e n s i b i l i s é e s  p a r  injection in t raveineuse  d e  

globules  r o u g e s  de  mouton. Quatre  jours p lus  t a rd ,  une injection du m8me antigPne 

au niveau d e s  couss ine t s  p l a n t a i r e s  permet d e  déclencher une rgaction 



d'h\/persensibil i té r e ta rdke .  La mesure du gonflement de  l a  p a t t e  permet  

d'apprécier l ' in tensi tg  d e  c e t t e  réaction.  Pour é tud ie r  l ' e f fe t  du SDIF, p lus ieurs  

protocoles  o n t  é t é  u t i l i s é s :  

* injection d e  SEIF  3 h avan t  la sens ib i l i sa t ion  pour t e s t e r  l ' e f fe t  du SDIF 

s u r  l a  phase  d'induction. 

* injection d e  SDIF 10 a u  5 h avan t  l'injection déclenchante pour t e s t e r  

l ' e f fe t  du SDIF s u r  l 'expression de  l 'h\ /persensibil i té r e ta rdée .  

E a n s  t o u s  les cas ,  l e  SDIF injecté p a r  voie in t rapér i tonéa le  inhibe le 

gonflement d e  l a  p a t t e ,  ce qui  suggPre que ce f a c t e u r  e s t  ef f icace  a u s s i  bien a u  

s t a d e  de l'induction que  de  l 'expression de l 'hvpersensibil i tk r e t a r d é e  lFiaure  6 ) .  

Aucune i n h i b i t i o n  n ' e s t  o b s e r v é e  chez l e s  animaux r e c e v a n t  d u  s é r u m  

physioloaique a l a  p lace  du SDIF. 

Effet du SDIF sur une réaction 

d'hypersensibilité retardée 
301 T 

sensibilisation challenge challenge 

A: Témoin 

FIGURE 6: Des souris sont sensibilisées par injection intraveineuse de 
lo5 globules rouges de mouton au jour O. Au jour 4, une injection de 
rappel de 20 pl d'une suspension de globules rouges à 10% est faite dans 
l'un des coussinets plantaires tandis que l'autre reçoit 20 pl de solution 
saline. Le diambtre des coussinets plantaires est mesuré 24 heures plus 
tard. Les résultats sont exprimés en moyenne de la différence entre les 
diamètres des deux coussinets plantaires +/- écart-type. L'injection de 
SDIF est faite par voie intrapéritonéale (200 yl) avant la sensibilisation ou 
l'injection de rappel. 



L'injection de SDIF in vivo e s t  suivie d'une altération du s\/stPme 

immunitaire de l'hdte, se traduisant en particulier par une diminution de la 

capacité des  l\!mphocvtes â proliférer en prbsence de stimuli spécifiques e t  non 

spécifiques e t  uar une réduction des  réactions d'hypersensibilité retardée. Par 

ailleurs HAGUE e t  coll. 11981) ont pu aprés traitement par le  SDIF rendre 

susceptibles des  r a t s  normalement rés is tants  A l'infection par Dipetalonema 

viteae (Tableau 1). 

TABLEAU 1 

SUSCEPTlBlLlTE DES RATS A L'INFECTION PAR DIPETALONEMA VITEAE 

APRES INFECTION PAR S.MANSON1 OU APRES TRAITEMENT PAR LE SDIF 

Traitement Microfilarémie (moyenne +/- écart-type) Nombre de vers adultes 

Contrôle O O O O O 

Infection par 30 +/- 12 40 +/- 15 36 +/- 14 1 8 + / - 8  1 6 + / - 9  

S. rnansoni a 

SDIF~ 40 +/- 16 64 +/- 14 32 +/- 12 24 +/- 12 22 +/- 11 

- 

a: les rats sont infectés par S. mansoni 14 jours avant l'infection par D. viteae . 
b: le SDIF est injecté 4 fois du jour 8 au jour 11 après l'infection par D. viteae. 

(D'après HAQUE et coll., 1981). 

Ces résul ta ts  rejoignent l e s  observations réal isées chez le  r a t  infecté par 1 

S. mansoni. A partir de la  quatrieme semaine d'infection, l a  réactivité 

l?rmphocytaire aux antigénes e t  aux mitogPnes ainsi  que l 'intensite des  réactions 



d'hypersensibilité retardée diminuent (CAMUS e t  coll., 1979). Une population A 

activi té suppressive non spécifique adhérente b. l a  laine de nylon a également été 

mise en évidence. L'élimination de cette population permet de retrouver une 

réponse prol i férat ive normale vis-&-vis des mitogiines mais ne permet pas de 

rétabl ir  l a  réponse aux antigPnes de S. mansoni exactement comme dans l e  cas du 

SDIF. 11 est  possible que l e  passage sur laine de nylon n'élimine pas l a  to ta l i té  

des cellules suppressives e t  qu'une faible quantité de ces cellules soi t  suff isante 

pour inhiber l a  prol i férat ion des cellules réactives aux antigènes de S. mansoni 

alors que l ' inhibit ion de l a  prol i férat ion lymphocytaire induite par l a  ConA 

necessite une plus grande quantité de cellules suppressives. On peut aussi 

imaginer que l'injection de SDIF a un ef fe t  inhibiteur direct sur les  cellules qui 

5e trouvent engagées dans l e  cycle cellulaire. Nous verrons par l a  suite l o r s  de 

l'étude du mécanisme d'action du SDIF que c'est effectivement l e  cas. Ceci 

expliquerait que les  cellules réactives aux antigènes de S. mansoni soient les  

premiPres inhibées par l'injection de SDIF. 

L'inhibition de l'hypersensibilité retardde pourrait également Qt re  

attribuée A l a  préserice de ces cellules suppressives. Lors des réactions 

d'hypersensibilité retardée, des lymphocytes sont engagés dans l e  cycle 

cellulaire. L'inhibition de leur prol i férat ion par l e  SDIF pourrait également 

rendre compte de l a  diminution des réactions d'hypersensibilité retardde 

observée aprPs traitement par l e  SDIF. D'autres mécanisrries peuvent aussi 9tre 

envisagés comme l' inhibit ion par l e  SDIF de l a  production de lymphokines ou de 

l 'effet des lymphokines sur les  cellules effectrices de l'hypersensibilité 

retardee. Enf in un e f f e t  direct du SDIF sur les  cellules effectrices ne peut gtre 

exclu. En ef fet  nous verrons par l a  suite que l e  SDIF peut agir sur d'autres 

cellules que les  lymphocytes. 

Les observations coïncident également en ce qui concerne l'augmentation 

de l a  susceptibil i té aux autres infections. En e f fe t  l a  thymectomie, l e  traitement 



par le SDIF ou l'infection par  S. mansoni rendent l e  r a t  sensible l'infection par  

la f i la i re  Dipetaionema vi teae (HAQUE et  ~ 0 1 1 . ~  1981) (ces r é su l t a t s  s o n t  exposés  

dans  l e  chapitre 4.1.4. d e  l'introduction). Ces  t ra i tements  sont  eff icaces si l'on 

f a i t  coïncider l 'état  d'immunosuppression avec l e  développement d e s  larves e n  

ve r s  adultes. Le f a i t  que l e  mëme phénomPne so i t  observé chez d e s  animaux 

athymiques renforce l e  rdle  d e s  lymphocytes T dans  l a  résis tance naturelle du r a t  

A l'infection par  la  f i la i re  e t  suggPre que l e  t ra i tement  par l e  SDIF ainsi que 

l'infection par S. mansoni son t  responsables  de modifications de  l'immunité T 

dépendante. 

Au cours d e s  expériences réa l i sées  in  v i t ro  par  DESSAINT e t  coll. (19771, 

le SDIF ne semblait  p a s  induire l a  l ibgration de fac teurs  suppresseurs  dans  l e  

milieu de culture, a lo r s  que nous avons observé que l'injection de  SDIF in vivo 

s e r a i t  responsable de  la génération d'une population suppressive. I l  est tou tefo is  

difficile de comparer d e s  mécanismes d'action in  vi t ro et in  vivo. Les m @ m e s  

divergences on t  dé ja é t é  ddcri tes  pour d'autres molécules immunosuppressives 

comme la  cyclophosphamide. Celle-ci a un e f f e t  inhibiteur s u r  l e s  cellules e n  

division. Les lymphocytes B y sont  particulièrement sens ib les  mais l'immunité A 

médiation cellulaire e s t  également affectée par  ce t  agent. En particulier cer ta ins  

travaux montrent l'dlimination de sous-populations de cellules T suppress ives  

par  la  cyclophosphamide (revue par SHAND e t  coll., 1777) a lors  que d 'autres  

r e l a t en t  l'induction de  cel lules  suppressives (McINTOSH e t  coll., 1982). Un t rava i l  

réal isé  A par t i r  de  lymphocytes d'animaux t r a i t é s  A l a  cyclophosphamide montre 

par  a i l leurs  l a  difficulté d'analyser in  vi t ro la réact ivi té  lymphocy t a i r e  d'animaux 

t r a i t é s  in  vivo (MILTON et coll., 1976). 

Cet te  premiere s é r i e  de r é su l t a t s  permet de  montrer que le  SDIFi lorsqu'il 

e s t  injecté A un anirr~al, reproduit chez celui-ci l e s  caractéristiques d e  

l'immunosuppression observée chez l'animal infecté par S. mansoni. Ceci ne  

représente  bien entendu que d e s  arguments indirects  quant A la ree l le  



participation du SDIF dans  l'immunosuppression de l'héte infecté. La présence 

d'un facteur dialysable inhibiteur de la  prolifération lymphocytaire dans les 1 

sérums de r a t s  infectés depuis 4 semaines pourrait constituer un argument en 

faveur d'une libération de SDIF au cours de l'infection (DESSAINT et coll., 1977). 

Cependant il e s t  connu que des  facteurs inhibiteurs de l a  prolifération 

lymphocytaire e t  en particulier des  peptides existent  également dans l e s  sérums 

de suje ts  sains,  ce qui rend l'interprétation de ces  résul ta ts  difficile (OCCHINO 

e t  coll., 1973). D'autre part t  l e s  quantités de vers  adultes  ut i l isées pour préparer 

le SDIF sont  difficilement compatibles avec une charge parasitaire normale. On ne 

peut cependant exclure l a  possibilit6 que l e  SDIF s o i t  libéré de façon permanente 

en quantité infime dans un micrc-environnement oh il se ra i t  efficace. D'autre 

part, chez le r a t  l'expulsion massive des  vers  lo r s  de la  quatriPrne semaine 

d'infection pourrait entrainer une libération importante de SDIF. Ceci correspond 

effectivement A la période oh l'immunosuppression apparaf t. 

Pour cilucider le r41e joué par le  SDIF dans l'immunosuppression de l'h4te 

parasi té  ainsi que pour étudier l e s  mécanismes m i s  en jeuj il  semblait difficile 

d'aller plus loin en ut i l isant  du SDIF non purifié. De plusj l'infection parasitaire 

représente un modPle t r P s  complexe A analyser e t  il nous a paru judicieux pour 

étudier l e s  propriétés biologiques du SDIF de s o r t i r  du contexte de l'infection 

parasitaire. Le chapitre suivant e s t  donc consacré a la  purification du SDIF qui a 

Bté réalisée dans un premier temps par nous-mlmes puis confide à l'industrie 

pharmaceutique. 



2. PURIFICATION DU SDIF 

2.1. Travaux réalises A l ' Inst i tut  d'Immunoloaie cliniaue de Berne 

Des études préliminaires ont montré que l a  composition globale du SDIF 

est extrêmement complexe. 

Composition cilobale du SDIF produit Dar 10000 vers. 

Poids sec: 16 mg 

Protéines: 5,2 mg 

Saccharides: 4,7 mg 

Na: Ot8 mg 

K: 0,3 mg 

Cl: 0,s mg 

Triglycgrides: 1 mg 

L'analyse d'acides amiriés e t  des monosaccharides montre l a  présence dans l e  

SDIF de tous les  amino-acides e t  monosaccharides courants. 

La stratégie de puri f icat ion du SDIF do i t  tenir compte de l a  nécessité 

d'uti l iser un t es t  biologique pour suivre les fractionnements. Pour &tre testees 

en act ivi te biologique, les  fractions doivent donc gtr-e dbbarrass6es des composés 

toxiques e t  ceci ne peut (Itre réalise par dialyse, étant donné l e  poids moléculaire 

du SDIF. Les séparations doivent donc gtre fa i tes dans l'eau ou dans des tampons 

volatiles, ce qui  l imi te l e  choix des méthodes biochimiques utilisables. 

La structure e t  mOme l a  nature chimique du SDIF &tant inconnue, une 

densité optique de 206 nm ou de 229 nm (suivant les appareils uti l isés) a 6te 

choisie pour suivre les  fractionnements. 



La prolifération de d i f fé ren tes  l ignées lymphocytaires T e s t  inhibée par  l e  

SDIF (cf chapitre 3). Nous avons donc choisi comme moyen de  suivre I'activité 

SDIF au  cours des  fractionnements l a  mesure de  l'inhibition de  l a  prolifération de  

lignées lymphocytaires (lignée CTL-L dépendante d'IL-2 ou lignée JurRat 

indépendante d'IL-2). 

2.1.1. Chromatoaraohie de ael f i l t ra t ion 

Les  premiers e s s a i s  d e  séparat ion s u r  membrane Amicon avaient  montré 

une localisation de  l'activité inhibitrice de la  prolifération dans  l a  fraction de 

P.M. en t r e  500 e t  i000 (DESSAINT e t  coll., 1979). Une gel  f i l t ra t ion s u r  une 

colonne CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance) TSK-2000 a é t é  

réal isée avec du matériel  brut  r ep r i s  dans de  l'eau. La Figure 7 (page suivante) 

montre  le prof i l  d e  c e t t e  CLHP e t  l ' a c t iv i t é  biologique d e s  f r a c t i o n s  

correspondantes. Nous avions remarque que le SDIF brut  absorbe A 375 nm. Nous 

avonc donc également suivi le profil  de fractionnement b c e t t e  longueur d'onde. 

L'activité biologique se retrouve effectivement dans  l e s  f ract ions avoisinant un 

poids moléculaire d e  500. De plus, A ce s t ade  l'absorption A 375 nm e s t  toujours 

associée A l'activitd biologique. Ces  fract ions on t  é t é  rassemblées,  lyophylisées 

e t  u t i l i sées  pour l e  fractionnement suivant. 

2.1.2. CLHP en phase inversée 

La colonne ut i l isée é t a i t  une colonne de  s i l ice  greffée C-18. L'élution se 

fa i sa i t  par  un gradient l inéaire de  O A 5096 d'acétonitrile. Deux f rac t ions  

correspondant A d e s  temps de  rétent ion de 1 min (SDIF-A) e t  14 min (SDIF-BI 

montrent une activité inhibitrice de  l a  prolifération d e s  CTL-L (Figure 8) .  11 f a u t  

remarquer que l e s  zones d'activité SDIF-A e t  SDIF-B correspondent aux deux pics 

d'absorption A 375 nm. L'analyse d e s  pentes  d e s  courbes dose-reponse du SDIF-A 

e t  du SDIF-B montre que la pente  correspondant au  SDIF-A e s t  plus proche d e  

celle du SDIF brut. La courbe dose-réponse du SDIF-B présente  par  contre une 
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FIGURE 8: Inhibition de la prolifération lymphocytaire T par des 
fractions de CLHP en phase inversée. Les fractions actives obtenues aprés 
gel filtration sont rassemblées et injectées sur une colonne de silice 
greffée RP-18 equilibrée dans l'eau. L'élution est réalisée par un gradient 
linéaire d'acétonitrile de O à 50 %. Les fractions (1 ml) sont lyophylisées, 
reconstituées au volume original dans du RPMl additionné de 1 % de 
sérum de veau foetal et testées sur la prolifération des CTL-L à une 
dilution finale du 114. L'axe des Y est inverse pour visualiser 
I'activite inhibitrice. 



pen te  plus  f a i b l e  (Fioure 9 ) .  En f a i t ,  nous  avons  observé  que la rappor t  (en D.O.) 

SDIF-BISDIF-A auamente avec la durée  du stockage du SDIF bru t ,  meme 

s o u s  forme lvophylisée.  En s e  b a s a n t  s u r  l a  D.O. A 206 nm, l e  SDIF-A r e p r é s e n t e  

environ 2,6 % du matgriel  b r u t  e t  l e  SDIF-B 0,9 "/o. 

Effet du SDIF-A et du SDIF-B 
sur la prolifération des CTL-L 
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FIGURE 9: Des cellules de la lignée CTL-L sont cultivées en présence de 
différentes dilutions de SDlF-A ou de SDIF-B. La prolifération des cellules 
est mesurée 48 heures par Pincorporation de thymidine tritide. 

A p r é s  ge l  f i l t r a t i o n  e t  CLHP e n  phase  inverske,  nous  avons  obtenu deux 

f r a c t i o n s  inhibi t r ices  d e  l a  prol i fera t ion l y m p h o c ~ t a i r e .  L'une d e s  f r a c t i o n s  

(SDIF-A) e s t  t r é s  hydrophile, t a n d i s  que l 'autre e s t  p lus  hydrophobe puisque 

re tenue  s u r  une colonne de  Ci8. C e s  deux préparat ions ,  t o u t  comme le SDIF b r u t  

p r d s e n t e n t  une coloration jaune e t  absorben t  h 375 nm. De plus,  l e  f a i t  que la 

q u a n t i t é  d e  SDIF-B augmente avec  la durée  de stockage du  SDIF b r u t  suggPre 



qu'il puisse y avoir un processus de  conversion du SDIF-A e n  SDIF-B. Cependant, 

l e s  pentes  d e s  courbes dose-réponse ne s o n t  p a s  l e s  memes e t  une pe r t e  

d'activité e s t  l iée A c e t t e  conversion. Pour comprendre l e s  relat ions e n t r e  

SDIF-A e t  SDIF-B, il faudra i t  connaf tre l e s  s t ruc tu re s  de ces deux molécules. 

Le SDIF-A qui possède la  majorité de  l 'activité biologique (si l'on u t i l i se  
1 

d e s  préparations de SDIF brut  récentes) n'est p a s  retenu s u r  l a  colonne de C18. 

Par la  su i te ,  nous avons u t i l i sé  une colonne C8 semi-préparative. LA encore, le l 

1 

SDIF-A n'est pas  retenu. D'autres e s s a i s  en chromatographie d'échange d'ions l 

(anions ou cations) n'ont p a s  permis de re ten i r  l 'activité SDIF-A quelles que l 

so ien t  l e s  conditions de  pH ou de  force ionique. De ce fa i t ,  l e  SDIF-A e s t  

certainement encore un mélange t r è s  hétérogène e t  l a  caractérisation chimique ne  

pouvait & t r e  abordée avec ce t t e  préparation. Nous avons donc ut i l isé  c e t t e  
1 
l 

fract ion semi-purifiée pour un cer tain nombre d'expériences biologiques t and i s  

que l a  purification e t  la détermination de l a  s t ruc ture  é t a i t  confiée A l a  firme 
l 

Rh8ne-Poulenc Sant é. I 

2.2. Travaux r0a l i sés  par  la firme Rh8ne-Poulenc l 
1 

Le rriatér.ie1 brut é t a i t  préparé dans  notre  laboratoire e t  envoyb sous  forme 

lyophylisée. Les t e s t s  biologiques on t  é t é  rba l i sés  chez RhBne-Poulenc, mais 

nous avons personnellement confirmé l a  localisation de l 'activité biologique d a n s  

cer ta ins  d e s  fractiorinemerits. 

La séquence de purification apparat  t dans  l e  tableau 1. La premiPre é t ape  

e s t  une CLHP en  phase inversée s u r  colonne de C i 8  . Paradoxalement, l 'activité 

SDIF est retenue s u r  c e t t e  colonne, a lo r s  que nous n'avions jamais pu obtenir ce  

rbsul tat .  En réal i té ,  ce comportement apparaf t  t o u t  B f a i t  spécifique de c e t t e  

colonne, puisque d e s  chromatographies r ea l i s ées  chez Rhbne-Poulenc avec 

d'autres colonnes ont  confirmé l'absence de rétent ion du SDIF s u r  l e s  colonnes d e  

phase-inversée. En particulier, l a  Phenylalariine e n  t a n t  qu'acide aminé libre doi t  



normalement ne pas  e t r e  retenue s u r  une colonne Ci8 .  Or l a  phén\/lalanine est 

é ~ a l e m e n t  retenue s u r  ce t t e  colonne e t  Gluée e n  m&me temps que le  SDIF. Qn 

verra d'ailleurs par l a  su i t e  que l a  grande quant i té  de  Phenvlalanine l ibre  

contenue dans l e  SDIF brut  a gclrne le  fractionnement. On peut suspecter  la  

présence d'un contaminant s u r  c e t t e  colonne qui ret iendrai t  un certain nombre de 

composés dont l e  SDIF e t  Phenylalanine. Ceci a reprbsenté  une chance car c e t t e  

premiére  é t a p e  d e  pu r i f i ca t ion  permet  d'éliminer un grand nombre d e  

contaminants. D'autre par t ,  un fractionnement réal isé  s u r  ce t t e  colonne e t  suivi  A 

375 nm montre que l e  pic d'absorption maximum s e  trouve dans la  fraction 8 a l o r s  

que l 'activité biolooique s e  trouve dans  l e s  f ract ions 9 e t  10. Ce résu l ta t  permet 

donc d'éliminer l ' h ~ p o t h é s e  d'une activité SDIF associée A un composé 

chromophore. 

TABLEAU 2 

SEQUENCE DE PURIFICATION DU SDIF 

CLHP sur silice Cl 8 + 
Ractions 9 et 9 0 

t. 
Colonne de cellulose puis CHLP sur silice diol 

J + + + + 
Ermions A++ e9 D E b+ 

\\ + 
CLHP sur silice C-18 + 

(Fractions 9 et I O *  
/ I 

Spectre de ,masse Concentration 

t 
Elimination de la Phenylalanine 

t Dessalage 
/ \I 

Spectre de masse Analyse d'acides aminés 
1 

P.M. 428 
+ 

1 AA misin de Giycine 



La deuxiPme chromatographie e s t  réa l i sée  s u r  une colonne d e  cellulose 

s u i v i e  d'une CHLP s u r  s i l i c e  diol. L 'ac t iv i té  biologique se r e t r o u v e  

majoritairement dans  l a  fractiori A e t  un peu dans  l a  fraction B. De plus, une 

act ivi té  inhibitrice e s t  re trouvée dans  l a  f ract ion Ft mais l a  pente d e  l a  courbe 

dose-réponse e s t  plus faible. Qn peut s e  demander si ce t t e  f ract ion F ne 

correspondrait p a s  au  SDIF-B que nous avions trouv9 l o r s  d e s  fractionnements 

précédents. Malheureusementt aucune ddtermination de  citr-ucture n'a dtd fa i te  s u r  

c e t t e  fraction F. Les  f rac t ions  A e t  B ont é t é  chromatographiées A nouveau s u r  

sil ice Ci3. L'activitO biologique se retrouve effectivement dans  l e s  f ract ions 9 et 

10. En concentrant ce s  fractions,  un précipité contenant A l a  fo i s  l e  SDIF e t  de  l a  

Phenylalaniné s ' es t  formé. Le SDIF ne présentant  p a s  de  groupement amine libre,  

l a  Phenylalanine a pu e t r e  éliminée par  action du phénylisothiocyanate qui 

transforme l e s  acides aminés e n  dérivés phénylthiocarbamylés (PTC-AA). Par  

ce t t e  technique, une préparation de  SDIF homogène a pu @t re  obtenue. Son 

activité biologique a Bté vérifiée. Bien qu'il ne s o i t  p a s  possible de mesurer l a  

quant i té  de SDIF présente* il semblerait  que celui-ci s o i t  actif A de tres fa ib les  

doses. 

Le spectre  de  masse réa l i sé  s u r  ce t t e  préparation montre l 'exister~ce d'un 

composé de P.M. 423. L'analyse d'acides aminés réal isée ap ré s  hydrolyse acide ne 

permet pas  de d4tecter  l a  pv4serice d'acides aminés hormis un acide aminé dont le 

comportement est t r è s  voisin d e  celui du glycocolle. De plus* l'analyse du spectre  

de masse la i sse  penser  que l e  SDIF e s t  un composé extrgmement hydrophile, ce 

qui rejoint l e s  observat ions s u r  l e  comportement chromatographique de c e t t e  

molécule. Aucune str-ucture de  famille chimique connue ne peut e t r e  re l iée  A celle 

du SDIF. 

Pour déterminer la  s t ruc ture  du SDIF, il faudrai t  avoir recours A d e s  

techniques comme l a  résonnance magnétique nucléaire ou la  spectroscopie 

infra-rouge aprPs transformation de  Fourier. A priori, cela suppose de  disposer  



d'une quant i té  d e  fraction purifiée 21 l'homogénéité non compatible avec l e s  

quant i tés  de SDIF brut  que l'on peut produire de façon raisonnable. Cependant* l e  

rendement de fractionnement n'est  certainement p a s  optimalisé. De plus, il d o i t  

ex i s t e r  d e s  techniques miniaturisées plus  adaptées  A notre problème. C e s  

r é su l t a t s  s o n t  bien entendu décevants dans l a  mesure oh ils ne permettent p a s  de  

donner la  s t ructure du SDIF. Cependant i l s  ont l e  mérite de démontrer que  

l 'activité inhibitrice de l a  prolifération e s t  supportée par  au minimum une 

molécule de P.M. 423. Le comportement inhabituel de ce t te  molécule e n  

chromatographie e t  le f a i t  que son  spec t re  de masse ne puisse d t r e  associé P 

celui d e s  composés de famil les  chimiques connues renforce encore l 'interet po r t é  

A ce t t e  mol9cule. I l  s 'agit peut-&tre d'une s t ruc ture  tou t  A f a i t  originale qui  

pourrait  expliquer l e s  ac t iv i tés  biologiques observées.  

L'ordre choisi pour exposer les r é s u l t a t s  de c e t t e  thPse ne correspond pas 

forcément A l'ordre dans  lequel on t  é t é  réa l i sdes  l e s  expériences. Ceci explique 

pourquoi cer ta ines  d e s  expériences qui vont suivre o n t  é t9  f a i t e s  avec du SDIF 

brut  tandis  que d 'autres  l'ont é t é  avec du matériel purifié par  nos s o i n s  suivant  

le protocole décri t  précedemment et que nous appellerons RP-SDIF. Le RP-SDIF 

correspond e n  f a i t  au  SDIF-A obtenu aprPs gel f i l t ra t ion  e t  CLHP en  phase 

inversée. Le SDIF-B n'a p a s  é t é  ut i l isé  car son act ivi té  e s t  moindre sur tout  si l e  

SDIF brut est de  fabrication rkcente. 

Nous avons dans  un premier temps t e n t é  d'approcher le mécanisrr~e 

d'inhibition de  l a  proliferation lymphocytaire par  l e  SDIFt puis nous verrons 

quel les  fonctions lymphocytaires peuvent Btre a l t é r é e s  sous  l'action du SDIF. 

Enfin, nous verrons que l e s  ac t iv i tés  d'autres cellules immunocomp4tentes 

peuvent auss i  e t r e  modulées par  ce facteur. 
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3. APPROCHE DIJ MECANISME F 'ACTION DU S D I F  

3.1. E tude  d e  l a  spécif ic i té  d e  l a  cible 

L e s  expér iences  d é c r i t e s  d a n s  ce chapi t re  o n t  é t é  r é a l i s é e s  A l a  f o i s  a v e c  

du  SDIF bru t  e t  avec d e  l a  f ract ion semi-purifiée (RP-SDIF). L e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  d a n s  l e s  deux c a s  s o n t  identiques.  filous n e  mentionnerons ic i  que ceux 

o b t e n u s  avec le RP-SDIF. Nous avons  t e s t é  l ' e f f e t  inhibi teur  du SDIF s u r  la 

prol i féra t ion d e  d i f f é r e n t e s  l i anées  cel lu la i res .  L'oriqine d e  c e s  l i a n é e s  es t  

indiquée d a n s  le Tableau 3. 

TABLEAU 3 

ORIGINE DES LIGNEES CELLULAIRES 

CTL-L 

E L-4 

HSB-2 

JURKAT 

K562 

L929 

P3 

RM-1 

TH-P 

U-266 

U-937 

WEHI-3b 

WIL-2 

Souris 

Souris 

Homme 

Homme 

Homme 

Souris 

Souris 

Homme 

Homme 

Homme 

Homme 

Souris 

Homrne 

Lymphome T dépendant d'IL-2 

Lymphome T, produit de l'IL-2 

Lymphome T, produit de 1'11-2 

Lymphome T, produit de 1'11-2 

Lignée myelomonocytaire 

Fibroblastes 

Myelome B 

Myelome B 

Lignée monocytaire 

Plasmocytome, produit des IgE 

Lignée monocytaire 

Lignée myelomonocytaire, produit de 1'11-3 

Lymphome B, exprime des récepteurs FcE 

D e s  lymphomes  T t  d e s  l \ /mphomes B e t  un p lasmoc\ / tomec  d e s  l i g n è e s  

m a c r o p h a ~ i q u e s  e t  d e s  f i b r o b l a s t e s  de  d i f f é r e n t e s  espPces  o n t  é t é  u t i l i sés .  Le 



SDIF é t a i t  a jou té  a u  débu t  de  l a  cul ture  e t  la prol i féra t ion appréciée  A 24 e t  48 

h e u r e s  de  cul ture  par  mesure de  l ' incorporation de  thymidine t r i t i ée .  La Figure  10 

montre l e s  courbes  dose-réponse d e s  l i a n é e s  dont  l a  prol i féra t ion e s t  inhibée p a r  

l e  SDIF t a n d i s  pue l a  Figure  i l  montre c e l l e s  d e s  l i a n é e s  non a f f e c t é e s  pa r  l e  

ÇDIF. Qua t re  d e s  cinq l i g n é e s  dont  l a  prol i féra t ion e s t  for tement  inhibOe par  le 

SDIF s o n t  d e s  lymphomes T. L e s  l i a n é e s  JurKat, EL-4 e t  HSB-2 peuvent  produire 

d e  l'IL-2 (GILLIS e t  coll.. 1980) (FARRAR et  coll., 1980) (STADLER e t  coll., 198 1) 

t a n d i s  que les CTL-L s o n t  dépendantes  d'IL-2 (BAL-R e t  coll., 1979). Le f a i t  que 

la prol i fëra t ion d e  c e s  q u a t r e  l iunées  s o i t  inhibée montre que l ' inhibition d e  la 

prol i féra t ion d e s  l ignées  T p a r  l e  SDIF est un phénomPne indépendant de  l'IL-2. 

La cinquiPme l i anée  e s t  l a  Wehi-3b. qui e s t  une l ignée m ~ e l o m o n o c ~ t a i r e  mais q u i  

possède  l 'antiailne Thy-1 e t  pourra i t  a i n s i  p r é s e n t e r  c e r t a i n e s  r e l a t i o n s  avec l e s  

l i g n é e s  l r m p h o c ~ t a i r e s  T (LEE e t  coll., 1982). La courbe dose-réponse e s t  l inéa i re  

d a n s  une fa ib le  gamme d e  concentra t ions ,  d e s  di lu t ions  s é r i e l l e s  d e  2 e n  3 f a i s a n t  

t r P s  rapidement d i spara i ' t r e  l ' e f fe t  inhibiteur.  

Effet du SDIF sur la prolifération 
de différentes lignées 

1 14 111 6 1/64 Contrôle 
Dilution de RP-SDIF 

i+ JURKAT 
+ HSB-2 

+ CTL-L 

FIGURE 10: Courbes dose-réponse des lignees sensibles l'action du 
SDIF. 2x1 o4 cellules dans 0,1 ml de RPMl-5 %de SVF sont incubées avec 
0,1 ml de différentes dilutions de SDIF-A en RPMI-1% de SVF. 
L'incorporation de thymidine tritiée (pour les Jurkat, Wehi-3b, HSB-2 et 
CTL-L) ou la dégradation enzymatique du MTT (pour I'EL-4) sont mesurees 
après 48 heures de culture. 



L e s  a u t r e s  l iunées  ce l lu la i res  t e s t é e s  s o n t  d ' o r i ~ i n e  lymphocytaire BI 

macrophaqique ou f ibroblas t iaue.  Pour c e s  l i anées ,  l ' incorporation de  thymidine 

t r i t i é e  mesurée  a p r é s  48 h de  cul ture  e n  présence d e  SDIF est la  mgme que d a n s  

l e s  c u l t u r e s  témoins (Fiaure  1 1). Cependant, lo r sque  l a  prolif éra t ion Otai t  

mesurée a p r P s  24 h d e  culture,  nous  avons  observé  pour c e r t a i n e s  l iunées  une 

l égère  inhibit ion de  l ' incorporation d e  thymidine d a n s  l e s  cu l tu res  r é a l i s é e s  e n  

présence d e  SDIF. Ce t  e f f e t  é t a i t  t r a n s i t o i r e  et n e  pouvait  p l u s  e t r e  dé tec té  A 48 

hr. On p e u t  donc penser  Que l e  SDIF peut  a u s s i  a g i r  s u r  c e s  cel lu les  mais qu'il 

s'agit seu lement  d'un r e t a r d  dans  la prol i fëra t ion a l o r s  que l 'e f fe t  inhibi teur  est  

i r révers ib le  pour l e s  l i g n é e s  T. 

Effet du SDIF sur la prolifération 
de différentes lignées cellulaires 

Dilution de SDIF 

* RM-1 
-+ U-937 
4 TH-P 
+ K562 
+ L929 

-c WIL-2 
4 U 266 

FIGURE Il : Courbes dose-réponse des lignees insensibles à l'action du 
SDIF. 2 x 1 0 ~  cellules dans 0.1 ml de RPMl-5 % de SVF sont incubées avec 
0,1 ml des différentes dilutions de SDIF-A en RPMI-1 % de SVF. 
L'incorporation de thymidine tritiee est mesurée aprbs 48 heures de 
culture. 



3.2. Absorption du SDIF par les  cellules 

Ne possédant ni une préparation homogene de SDIF ni l a  possibi l i te de 

marquer cette molécule, nous ne pouvions aborder l'étude d'un récepteur pour l e  

SDIF. Cependant, quelques expériences préliminaires ont été fa i tes  pour savoir s i  

l 'activité SDIF peut @tre absorbée par certaines cellules. 

Dif férentes lignees cellulaires ont été incubées avec du RP-SDIF pendant 3 

heures A 4°C ou a 37°C. Aprés centrifugation, leci surnageants sont testés sur l a  

prol i fërat ion de l a  lignée Jurkat. L'établissement de courbes dose-réponse de ces 

surnageants avant e t  aprPs incubation avec les  lignées cellulaires permet de 

calculer l e  pourcentage d'absorption de l 'activite SDIF. Lorsque nous avons 

réalisé ces expériences avec des lignées comme l a  Wil-2 ou K562, nous nous 

sommes aperçus que en dehors dé l a  présence du SDIF les  surnageants de ces 

lignées pouvaient par eux-memes avoir une act ivi té inhibitrice de l a  prol i férat ion 

des Jurkat. Le facteur inhibiteur présent dans ces surnageants étant de poids 

moléculaire trPs supérieur A celui du SDIF, nous l'avons éliminé par passage sur 

Sephadex-G25. Les fractions de pe t i t  poids moléculaire ont ensuite été testées 

de l a  m@me façon sur l a  prol i férat ion des cellules Jurkat. AprPs 3 heures 

d'incubation avec l a  lignée T Jurkat, on constate qu'environ 70% de l'activité SDIF 

a disparu. Le meme résul tat  a été obtenu que l'incubation so i t  fa i te  A 37°C ou A 

4'C (Tableau 4). 



TABLEAU 4 

ABSORPTION DU SDIF PAR LES CELLULES DE LA LIGNEE JURKAT 

TI SDIF~  ell lu les Dilutions de surnageants testées4 ?Ao 

' C utilisées ~ b s o r ~ t i o n ~  

pour l'absorption3 1 18 1/16 1/32 1/64 

4 - 45809 

+ 381 2284 12657 26352 

+ Jurkat 6574 20218 23125 36921 69 

37 + 689 4222 12417 19878 

+ Jurkat 10329 18144 26528 33125 73 

1 : Température d'incubation de l'expérience d'absorption. Les cellules utilisées pour 

l'absorption sont préincubées seules 1 h soit à 4°C soit à 37'C. 

2: RP-SDIF en solution dans du RPMI-1 % SVF. 

3: Un culot de l o 7  cellules est incubé avec 0,8 ml de RP-SDIF pendant 3 h. 

4: Les surnageants sont testés sur la prolifération des cellules de la lignée Jurkat. 2x1 o4 
cellules sont cultivées pendant 24 h et la prolifération mesurée par incorporation de 

thymidine tritiée. 

5: Le calcul du pourcentage d'absorption est décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes 

(5 3.14). 

Les diffërentes l ianées t e s t é e s  Jurkat, Wil-3 e t  h562 ne montrent pas de 

diff4rence dans leur capacité; d'absorber l'activité SDIF alors que seule  la  lignée 

Jurkat voit s a  prolifération inhibée par le SDIF (Tableau 5 ) .  



TABLEAU 5 

ABSORPTION DU SDlF SUR DES LIGNEES CELLULAIRES NON T 

- 

SDIF~  ell lu les Dilutions de surnageants testées3 YO 

utilisées ~ b s o r ~ t i o n ~  

pour l'absorption2 1 /4 1 /8 1/16 1/32 

1 : Préparations de RP-SDIF en RPMI-1 % SVF 

2: Les cellules utilisées pour l'absorption et le RP-SDIF sont préincubés séparément à 4°C 

pendant 1 h. Un culot de lo7 cellules est incubé avec 0,8 ml de SDlF pendant 3 h. 

3: Les surnageants sont chromatographiés sur Sephadex-G25 et les fractions de petit 

poids moléculaire testées sur la prolifération de cellules de la lignée Jurkat. 2 x 1 0 ~  

cellules sont cultivées en présence des surnageants pendant 24 h. La prolifération est 

mesurée par incorporation de thymidine tritiée. 

4: Le calcul du pourcentage d'absorption est décrit dans le chapître Matériel et Méthodes 

(9 3.14). 

La cinGtique d'absorption d e  l'activité SDIF a été  suivie A 4'C avec la 

liun4e JurKat. Une absorption rapide de l'activité e s t  observée pendant l e s  trente 

premieres minutes d'incubation. Pratiquement aucune différence n'est ensuite 

observée entre 1 h e t  3 h d'incubation (Fiaure 12). 



Cinétique d'absorption de I'activité SDIF 

Temps (min) 

FIGURE 12: Cinétique de l'absorption de I'activité SDIF par les cellules 
de la lignée Jurkat. l o 7  cellules sont remises en suspension dans 0,8 ml 
de SDIF-A et incubées à 4'C pendant différentes périodes. Les sumageants 
de ces cultures sont ensuite testés sur la prolifération des cellules Jurkat 
et l'incorporation de thymidine mesurée à 24 heures. Le calcul du 
pourcentage d'absorption est décrit dans le chapitre Matériel et méthodes 
(9 3.14). 

Nous avons  vu d a n s  le chapi t re  3.1. que la courbe dose-réponse d e  l ' e f fe t  

inhibi teur  du SDIF s u r  l a  l ignée Jurka t  Otait l inéa i re  seulement  d a n s  une t r è s  

fa ib le  gamme de  concentra t ions  (Figure 10). Le meme e f f e t  a & t é  observé e n  ce qu i  

concerne l e  phénoméne d'absorption. Pour d e s  concentra t ions  e n  cel lu les  va r ian t  

d e  i0): ioé A 1?:106, 7099 de  l 'activité SDIF e t a i t  absorbée.  Une concentration e n  

c e l l u l e s  c inq f o i s  p l u s  f a i b l e  !0.2?:106) n ' e s t  p l u s  c a p a b l e  d ' a b s o r b e r  

suff isamment  de  SDIF pour l ever  l ' inhibition de  l a  prol i féra t ion d e s  Jurkat  

(Figure  13). Les  expér iences  d 'absorption on t  é t é  r é a l i s é e s  d, 4*C, ce qui r a l e n t i t  

f o r t e m e n t  l e s  p h é n o m e n e s  d ' e n d o c y t o s e  m a i s  n e  les  b l o q u e  p a s  
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complètement. Pour éliminer cet te  h?/oothése, il faudrait compl&ter ces  

expQriences par des  mesures de l'absorption de l 'act i \~i té  SDIF sur des  cellules 

f ixées A la  glutaraldehvde, t ra i tées  par de la  trypsine ou encore sur d e s  ext ra i t s  

membranaires. 

Adsorption du SDIF en fonction 

80 i du nombre de cellules 

O I 1 I 
d 

100 101 
-5 1 02 

Nombre de cellules x 10 

FIGURE 13: Des aliquots de 0,8 ml de SDIF-A sont incubés avec des 
suspensions de cellules Jurkat à différentes concentrations pendant 3 
heures à 4%. Les surnageants de ces cultures sont ensuite testés sur la 
prolifération des cellules Jurkat et l'incorporation de thymidine tritiée 
mesurée à 24 heures. Le calcul du pourcentage d'absorption est décrit 
dans le chapitre Matériel et Méthodes (5 3.14). 

3.3. Ef fe t  du ÇDIF su r  le  cycle cellulaire des  l y  mphocytes T 

Nous avons montré précédemment que l'inhibition de la prolifération par le 

SDIF sJe:zerce préférentiellement sur  des  lymphocytes T. Nous avons cherché d 

savoir s i  cet e f fe t  s e  t raduit  par un bloquage des  cellules en un point précis du 



cvcle cellulaire.  Pour cela  nous avons  donc analyse  un cer ta in  nombre d e  

pa ramet res  d 'activation du l\!mphoc?/te. 

3.3.1. Cinetioue d e  l ' inhibition de  la prol i f&rat ion Dar le SDIF 

Des l\/mphoc\:tes pér iphér iques  humains s o n t  cu l t ivés  e n  présence de PHA 

e t  l e  RP-SDIF e s t  a jout& A d i f f é r e n t s  t emps  a v a n t  ou a p r e s  l 'addition de PHA. 

Lorsque l e s  lvmphoc\:tes s o n t  préincubés 24 h e u r e s  avec le SDIF, p u i s  l a v é s  e t  

mis e n  contact  avec  la PHAt aucune inhibit ion d e  la prol i féra t ion n ' e s t  observe;et 

ce qui suggere  que l e  SDIF n'a p a s  d'action s u r  d e s  l ~ r n p h o c v t e s  qu iescen t s  

(Tableau 6 ) .  De plus,  c e t t e  observat ion confirme l 'absence d 'ef fe t  cytotoxique 

d i rec t  du SDIF s u r  l e s  cellules.  

TABLEAU 6 

EFFET DU SDlF SUR LES LYMPHOCYTES QUIESCENTS 

Expérience Incorporation de 3~-~hymid ine 

cpm, moyenne +/- écart-type 

Témoin 

SDlF 1 :10 

SDlF 1 :20 

SDlF 1 :40 

Des lymphocytes périphériques de sujets sains sont incubés pendant 24 heures avec du 

SDlF ou du milieu, lavés et cultivés en présence de PHA pendant 48 heures. 

L'incorporation de thymidine est mesurée apres un marquage de 6 heures. 

Si l e  SDIF e s t  ajoute; e n  mPme t e m p s  que l a  PHA ou 24 h e u r e s  aprés ,  on 

observe un e f f e t  inhibi teur  important s u r  l a  prolifération.  Par  contre  lorsque l e  

SDIF e s t  a jouté  p l u s  t a r d r  l ' e f fe t  inhibi teur  ne  s 'exerce p l u s  (Tableau 7). Le SDIF 

n e  semble donc p a s  avoir  d'action s u r  l e s  l\/mphocytes qu iescen t s  mais i n t e r f é r e  
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avec l e  processus d'activation qui conduit l a  cellule b l a  phase S du c\/cle 

cellulaire. 

TABLEAU 7 

CINETIQUE D'INHIBITION DE LA PROLIFERATION LYMPHOCYTAIRE PAR LE 

SDlF 

Temps Expérience Incorporation de 3~-~hymid ine  tritiée 

d'addition (c.p.m., moyenne +/- écart-type) 

du 

SDlF 48 heures 72 heures 

Oh Témoin 764 +/- 3 1 8 

PHA 67044 +/- 441 9 

SDlF 1:10 30314 +/- 5250 

SDlF 1 :20 55222 +/- 3884 

24 h Témoin 851 +/- 640 

PHA 73215 +/- 761 0 

SDlF 1 : I O  63669 +/- 51 39 

SDlF 1 :20 63869 +/- 1 1 863 

48 h Témoin 

PHA 

SDlF 1 :10 

SDlF 1 :20 

Des lymphocytes périphériques de sujets sains sont cultivés en présence de PHA (dilution 

finale 1:4000). Le SDlF est ajouté à différents temps après l'addition de PHA. 

L'incorporation de thymidine tritiée est mesurée à 48 et 72 heures après un marquage de 

6 heures. 



3.3.2. E f f e t  du SDIF sur de5 événements associés au  cycle cellulaire 

Toujours en u t i l i s a n t  des lymphocytes humains st imules par l a  PHAt nous 

avons déterminé par  cytof luorométr ie l a  propor t ion de cel lules en phase Gi du 

cycle cel lulaire en présence ou non de SDIF. Une colorat ion a. l'acridine orange 

permet d'apprbcier l a  d is t r ibu t ion  des cel lules dans l es  d i f férentes phases du  

cycle cellulaire. Lorsque nous avons u t i l i sé  des concentrations en lect ines 

induisant une pro l i fé ra t ion  optimale, l ' e f f e t  inh ib i teur  du  SDIF é ta i t  beaucoup 

moins Bvident. C'est pourquoi dans toutes ces expëriences, nous avons u t i l i sé  des 

concent ra t ions  subopt imales.  L e  Tableau 8 montre qu'avec de t e l l e s  

concentrations en lectines, un pourcentage relat ivement fa ib le  de cellules passe 

en phase Gi. Méme lorsque l e  SDIF est  ajouté au  début de l a  culture, aucune 

diffërence dans l e  pourcentage de cellules passant en phase Gi n'a p u  et re notée. 

Par contre l ' incorporation de thymidine réal isée avec l e s  mgmes cellules e s t  

inhibée de 86% pour une d i lu t ion  de SDIF au 1/5 e t  65% pour une d i lu t ion  au i/iO. 

Ces résu l ta ts  suggérerit donc que l ' inh ib i t ion n'est pas due une diminution du  

nombre de cel lules entrant  dans l e  cycle sous l 'action du mitogéne. 



TABLEAU 8 

EFFET DU SDlF SUR L'ACTIVATION LYMPHOCYTAIRE 

Temps de Expérience Pourcentage de cellules en 

l'analyse 

GO G1 S,G2, M 

24 h PHA 77 23 O 

+ SDlF 1 :5 8 0 2 O O 

+ SDlF 1 :IO 76 24 O 

48 h PHA 75 22 3 

+ SDlF 1 :5 78 20 2 

+ SDlF 1 :10 72 27 4 

72 h PHA 67 27 

+ SDlF 1 :5 68 25 

+ SDlF 1 :10 6 1 33 

Des lymphocytes périphériques de sujets sains sont cultivés en présence de PHA (dilution 

finale 1 :4000) et de SDIF. Après 24, 48 et 72 heures de culture, la distribution des 

cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire est analysée au cytofluorographe 

apres coloration à I'acridine orange. 



Au cours de l a  phase Gi du cycle cellulaire, un certain nombre de marqueurs 

apparaissent  A l a  surface de la  cellule. Les récepteurs  pour l'interleukine 2 

(CD251 apparaissent  relativement tcjt (BETTENS e t  coll., 1984) tandis  que l e s  

récepteurs  pour l a  t rans+err ine (CD?) sont  détectables  e n  fin de phase Gi 

(HERCEND e t  coll., 1?:311. De meme que nous n'avions pas  détecté de  différence 

dans  l e  contenu en ARN ent re  l e s  cultures f a i t e s  e n  présence ou non de SDIF, de 

mtsme aucune différence n'apparaf t en ce qui concerne l e  pourcentaae de cellules 

portant d e s  rkcepteurs pour l'IL-2 e t  l a  t ransferr ine (Tableau 9) .  La dens i té  d e s  

récepteurs  estimée par l ' intensité de fluorescence des  cellules marau4es n'est 

pas  modifi4e non plus. 

TABLEAU 9 

EFFET DU SDlF SUR L'EXPRESSION DES RECEPTEURS POUR L'IL-2 ET LA 

TRANSFERRINE. 

Temps Expérience Pourcentage de cellules positives 

de 

l'analyse An ti-Tac Anti-Transferrine 

24 h PH A 3 1 

+ SDlF 1 :5 32 

+SDlF1:10 24 

PHA 35 

+ SDlF 1 :5 40 

+ SDlF 1:10 33 

Des lymphocytes périphériques de sujets sains sont cultivés en présence de PHA (dilution 

finale 1:4000) et de SDlF pendant 24 ou 48 heures. Les résultats sont donnés en 

pourcentage de cellules positives. Le bruit de fond des cellules cultivées sans PHA est 

déduit. 

* Anti-Tac: anticorps monoclonal reconnaissant le recepteur pour 1'11-2. 



La production d''IL-3 s e  f a i t  éaalement  p a r  d e s  l\/mphocytes ac t ivés  a u  

cours  d e  la phase  Gi. I l  a consommation autocrine d e  l'IL-3 produi te  e n  phase G1 

par  l e s  ce l lu les  e n  phase  Ç du cycle cellulaire.  STADLER e t  coll. (1981) o n t  montré 

que d e s  a a e n t s  comme l'hydro!:vurée qui o n t  l a  p ropr ié té  d e  bloquer la 

prol i féra t ion d a n s  l a  t r a n s i t i o n  Gi-S provoquent une accumulation d e  l'IL-2 d a n s  

le s u r n a a e a n t  par  manque d e  consommation d e  l'IL-2 e n  phase  Ç. Nous avons  donc 

t e s t é  c e t t e  hypothèse  e n  d o s a n t  l 'activité biologique d e  l'IL-2 p r é s e n t e  d a n s  d e s  

s u r n a g e a n t s  de  cu l tu res  d e  lymphocvtes s t i m u l é s  par  la PHA e n  présence ou non 

d e  SDIF. LA encore,  l a  concentration e n  PHP. u t i l i sée  e s t  suboptimale de  façon A 

s e  p l a c e r  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d e  f a i b l e  p r o d u c t i o n  d'IL-2. L 'addi t ion 

drh\/dro:.:vurée accrof t d'un fac teur  10 l e  tau:< d'IL-3 d a n s  l e s  s u r n a g e a n t s  

(Tableau 10). On c o n s t a t e  pue l e  SDIF e s t  a u s s i  responsable  d'un accroissement 

de  l a  quan t i t é  d'IL-3 contenue d a n s  les surnageants .  11 e s t  probable que le meme 

mécanisme s o i t  m i s  e n  jeu pour c e s  deux moléculest A savo i r  une production 

normale d'IL-2 mais une diminution d e  l a  consommation de  l'IL-2 e n  phase S 

conduisant a une accumulation d'IL-2 d a n s  l e  surnageant .  

TABLEAU 10 

EFFET DU SDlF SUR LA PRODUCTION D'IL-2 

Expérience IL-2 (U/rnl) dans les surnageants de 

PHA 26 +/- 7 26+/- 8 O 

PHA + SDlF 1 :5 1 25 +/- 40 111 +/- 158 200 +/- 106 

PHA+SDlF1:10 35+/-8 29 +/- 10 29 +/- 7 

PHA + HU 264 +/- 42 258 +/- 48 207 +/- 21 

Des lymphocytes périphériques de sujets sains sont cultivés en présence de PHA et de 

SDIF ou de 2 rnM d'hydroxyurée (HU). Les surnageants sont prélevés à différentes 

périodes de culture, dialysés et testés en activité 11-2 sur la prolifération de cellules de 

la lignée CTL-L. 



Ces observat ions ont  é t é  confirmées par le f a i t  qu'un exces d'IL-2 n'est 

p a s  capable de  lever l'inhibition exercée par l e  SDIF su r  une prolifération 

dépendante d'IL-2. Nous avons u t i l i sé  deux types  de  populations cellulaires pour 

c e s  expériences. On peut  par t i r  d'une culture lymphocytaire mixte (MLC) 

(lymphocytes cultivés e n  présence de  cellules d'un donneur histoincompatible) 

dér iver  d e s  l ignées dont l a  prolifération s e r a  A la f o i s  dependante de l a  

restimulation par  I'antigene (en l'occurence il s'agit d'un alIoantigene) et par  d e  

l'IL-2 (DAVIDSON, 1977) (LARSSON et  col]., 1980). La deuxieme population e s t  

constituée d e  b l a s t e s  i s s u s  de la  stimulation d e  splénocytes de  sour i s  par  l a  

ConA. Après 72 h de cul ture  e n  présence de ConA et lavage, l e s  b l a s t e s  ne s o n t  

plus  réac t i f s  A l a  ConA mais sont  par  contre sens ib les  A l'IL-2 (ANDERSSON e t  

coll., 1979). Ces  cellules s o n t  d'ailleurs souvent u t i l i sdes  comme cibles pour l e  

dosage de  l'activitg biologique de  1'11-2. Ces deux populations ont  donc é t é  

cultivées e n  présence d e  quant i tés  croissantes  d'IL-2 e t  l 'effet du SDIF s u r  la 

prolifération de  ces  cel lules  a é t é  mesuré par l'incorporation de thymidine 

t r i t i ée .  Les  Figures  14 e t  15 montrent effectivement un e f f e t  inhibiteur du SDIF 

s u r  l a  prolifération de c e s  cellules. 



Effet du SDIF sur une réaction 
lymphocytaire mixte secondaire 

IL-2 (pl/ puits) 

FIGURE 14: Des CTL obtenus après culture lymphocytaire mixte de 12 
jours sont cultivés en présence de différentes concentrations d'IL-2 et de 
SDIF. La prolifération est mesurée par l'incorporation de thymidine tritiée 
à 24 heures. 



Effet du SDIF sur la prolifération 
5 dépendante d'IL-2 de blastes 

1 0 , -  

Témoin 
SDIF 50 pllml 

I SDlF100pIIml 1 

log2 de la dilution d'IL-2 1 

FIGURE 15: Des lymphoblastes obtenus par préculture de cellules 
spléniques 72 heures avec de la ConA sont cultivés en présence de 
différentes concentrations d'IL-2 et de SDIF. La prolifération est mesurée 
par l'incorporation de thymidine tritiée à 24 heures. 

Pour l e s  p lus  f o r t e s  concentra t ions  e n  IL-2, on  observe dans  l e s  c u l t u r e s  1 
r é a l i s é e s  e n  absence d e  SDIF s o i t  un o l a t e a u  d a n s  le c a s  d e s  l ignees  MLC, s o i t  i 
une diminution de  l a  prol i fbra t ion dans  l e  c a s  d e s  b l a s t e s ,  ce  qui témoigne d'un 

excPs d'IL-? d a n s  l e  milieu. MCme en  présence d e  ce  large  excés,  l a  p ro l i fë ra t ion  1 
d e s  ce l lu les  e s t  inhibée par  le ÇDIF, ce qui  sugg&re que c e t  e f f e t  inhibi teur  e s t  1 
indépendant du s igna l  de l iv re  par l'IL-?. i 

1 



3.3.3. Recherche d'un point  d 'ar re t  d a n s  le cycle cel lu la i re  

Nous a v o n s  vu précedernrnent que l e  SDIF n'a p a s  d 'activité s u r  les ce l lu les  

e n  GO n i  s u r  p lus ieurs  paramPtres  de  l a  phase Gi. Une a u t r e  technique permet  

d 'analyser l ' e f f e t  du SDIF s u r  d e s  cel lu les  d a n s  l e s  d i f f é r e n t e s  p h a s e s  du c\/cle 

cellulaire.  I l  s ' a ~ i t  d'un procédé d e  centr i fugat ion qui  sé lect ionne l e s  cel lu les  e n  

fonction de  l e u r  ta i l le .  O r  ce pararnetre var ie  a u  cours  du cycle cellulaire. Une 

suspens ion  cel lu la i re  d e  l a  l i ~ n e e  Jurka t  a é t é  s é p a r é e  p a r  c e t t e  méthode. L e s  

d i f f é r e n t e s  f rac t ions  o n t  .+té a n a l y s é e s  a u  c v t o f l u o r o ~ r a p h e  a p r e s  coloration A 

l 'acridine oranoe. 

TABLEAU 11 

SEPARATION DES CELLULES JURKAT PAR ELUTRIATION 

l 

N' Vitesse Distribution des cellules1 Incorporation des cellules 3 ~ - ~ h y  ( ~ ~ r n ) ~  , 

@Pm) 1 

l 
I 

Gla Glb S,G2,M 0->2 h 2->4 h 4->6 h 6->18 h 

1 
1 2420 26 69 5 943 1720 3741 68358 I 

2 2300 9 87 4 1491 3164 7045 104195 l 
l 

3 2200 12 81 7 3179 6726 11386 115490 l 

81 8 
l 

4 2150 11 4078 8405 13252 94764 

5 2100 3 83 14 4928 7809 11761 56188 I 

6 2050 4 7 1 25 8744 12725 18064 72120 

7 1900 6 40 54 13565 16745 16068 69904 I 
1 

8 1700 3 22 75 6082 5149 4711 96824 \ 

' )  1 
1: Des aliquots des différentes fractions obtenues par élutriation sont analysées au + I 

1 
cytofluorographe après coloration à I'acridine orange. 1 
2: Après élutriation, les cellules des différentes fractions sont mises en culture. Des 

marquages à la thymidine tritiée sont réalisés aux différents temps indiqués. 



L'analyse du tableau I l  montre que d i f fé ren tes  populations cel lulaires 

enrichies en  cel lules en phase Gi ( f ract ion 1 4) ou en cellules en phase StG2tM 

( fract ion 8) peuvent ê t re  obtenues par ce t te  technique. Ces populations 

cel lulaires ont  été mises en culture en présence ou non de RP-SDIF e t  

l ' incorporation de thymidine t r i t i é e  e s t  mesurée aprPs d i f fb ren tes  périodes de 

culture. Les  résu l ta t s  de l ' incorporation de thymidine correspondant aux 

marquages des d i f férentes populations cel lulaires cult ivées en l'absence de SDIF 

sont donnés dans l e  Tableau i f .  

Le premier marquage (de O A 2 heures de culture) confirme l e s  résu l ta t s  

obtenus par  cytofluorométrie. La f rac t ion  7 qu i  e s t  l a  plus enrichie en  cel lules en 

début de phase S e s t  l a  f ract ion qu i  incorpore l e  p lus a lors que l a  f ract ion i a 

besoin de p lus  de 6 heures pour commencer h synthét iser de l'ADN. On peut no ter  

que certaines cel lules de l a  f ract ion 8 entrent dans un second cycle au cours du  

dernier marquage (6 A 18 heures de culture). E n  présence de SDIF, on observe une 

inh ib i t ion  de l ' incorporation de thymidine variable suivant l e s  populations 

cel lulaires e t  leur  évolut ion dans l e  cycle cel lulaire (Figure i6). C'est l a  

p ro l i fé ra t ion  des cel lules de l a  f ract ion 1  qui  e s t  l a  plus affectée par l e  SDIF 

tandis que l e s  cel lules de l a  f ract ion 8 ne l e  sont  pratiquement pas au cours du  

marquage dé 2 A 6 heures; e l les ne sont inhibées que lorsqu'elles reviennent dans 

l a  phase S du  second cycle. Ces r45u l ta ts  montrent que l a  p lus  grande inh ib i t ion  

e s t  observée lorsque l e s  cellules sont t ra i tées  par  l e  SDIF peu de temps avant de 

passer de l a  phase Gi A l a  phase S du cycle cellulaire. Lorsque l a  majorité des 

cel lules a effectué l a  t rans i t ion  GI-S1 l ' e f f e t  inh ib i teur  du SDIF es t  a lo rs  

minimal. E n  conclusion, il semble que l e  SDIF agisse sur l e s  cel lules en fin de 

phase G i  o u  en début de phase S. On peut imaginer que l e  bloquage de l a  

p ro l i fé ra t ion  se fasse au niveau de l a  t rans i t i on  Gi-S comme dans l e  cas de 

l'hydroxyurée. 



F R A C T I O N  NUMBER*  

2-4H 
3 

4-6 H 
H - T D R  P U L S E S  

FIGURE 16: Effet du SDIF sur le cycle cellulaire des cellules Jurkat. 
Différentes fractions cellulaires obtenues par élutriation sont cultivées en 
présence ou non de SDIF. Les numéros des fractions correspondent à ceux 
qui figurent dans le Tableau 1 1, Les résultats sont exprimés en tant que 
pourcentage d'inhibition de l'incorporation de thymidine tritiée dans les 
cultures faites en présence de SDlF par rapport aux cultures témoins. 



3.4. Discussion 

Les premiers travaux r éa l i s é s  s u r  le  SDIF par DESSAINT e t  coll. (1977) 

avaient montré une inhibition de  l a  prolifération d e s  lymphocytes. Il  s 'agissai t  

a lors  d e  populations lyrnphocytaires périphdriques ou provenant d'organes 

lymphoides, c'est A dire  de populations hétérogPnes contenant non seulement 

d i f fé ren tes  sous-populations lymphocytaires mais également d'autres cellules 

comme d e s  macrophages. De façon A pouvoir determiner si le SDIF exerce un e f f e t  

inhibiteur sélectif  de  cer ta ines  populations cellulaires, nous avons ut i l isé  d e s  

cellules cultivées in  vi t ro e n  lignées continues. Nous avons vérifié que 

l'inhibition de l'incorporation d e  thymidine t r i t i ée  observde pour cer ta ines  

l ignées n'est p a s  due A un e f f e t  cytotoxique. I l  e s t  dvident que si l'on dépasse un 

certain seuil ,  l e  SDIF peut etre cytotoxique comme la  plupart des  molécules A 

act ivi té  biologique. Cependant nous avons u t i l i se  pour c e t t e  étude comparative 

su r  l e s  l ignées l e s  mgmes concentrations non cytotoxiques de SDIF par  rapport A 

un meme nombre de  cellules. Nous avons également vér if ié  que la  diminution de 

l'incorporation de thymidine t r i t i ée  n'est p a s  due A un phénoméne de  dilution 

isotopique due A la présence de  thymidine froide dans l e s  préparations de  SDIF. 

En e f f e t ,  une corrélation e s t  observée en t r e  l a  réduction du nombre de  cellules 

appréciée par observation microscopique e t  l a  diminution de l'incorporation de 

thymidine. Pour cer ta ines  l ignées nous avons apprécié l a  prolifëration par l a  

mesure d'une activité enzymatique e t  avons pu également observer un e f f e t  

inhibiteur du SDIF. 

La prolifération de t o u t e s  l e s  l ignées cellulaires T t e s t é e s  jusqu'8 présent  

est inhibée par l e  SDIF. Cet  e f f e t  e s t  observé auss i  bien sur d e s  l ignées 

ddpendantes d'IL-2 que s u r  d e s  l ignées indépendantes. D'autres éléments 

confirment par  a i l leurs  que l'inhibition exercée par  le SDIF n'a p a s  d e  rapport 

direct avec l e  signal délivré par l'IL-2 puisque nous avons montré que ce facteur  

ne modifie ni  l a  production d'IL-2 ni l'acquisition d e s  récepteurs  pour l'IL-2 au  



cours  du cycle cellulaire. De plus, un excPs d'IL-2 ne permet p a s  de lever  

l'inhibition de  l a  prolifération de cellules dépendantes d'IL-2. Parmi l e s  l ignées 

t e s t é e s ,  l a  prolifération de l a  lignée Wehi-3b e s t  affectée par l e  SDIF. Cet te  

l ignée dont l a  particularité e s t  de produire de  façon constitutive de  l'IL-3 (LEE 

e t  coll., 1982) e s t  d'origine myelomonocytaire (KOREN et coll., 1975) mais l a  

présence de llantigPne Thy-1 s u r  ce t te  lignée pourrait  l a  rapprocher d e s  l ignées 

lymphoïdes. E tan t  donné l e  nombre limité de  l ignées que nous avons t e s t ée s ,  c e s  

rd su l t a t s  n'excluent d'ailleurs p a s  que d'autres l ignées non T puissent  b t r e  

sens ib les  A l'action du SDIF. 

Avec l e s  a u t r e s  l ignées que nous avons t e s t é e s  l 'effet  inhibiteur du SDIF 

é t a i t  tou t  A f a i t  différent.  Durant l e s  seize premiPres heures de culture e n  

présence de SDIF, nous avons souvent observé une phase de  latence prolongée 

mais ce t  e f f e t  d t a i t  t rans i to i re  e t  suivi d'une période oh  l'incorporation d e  

thymidine htai t  mlme parfois  supérieure A celle d e s  cul tures  contrbles. Un e f f e t  

similaire a é t é  montré avec un agent pharmacologique l e  phorbol rnyristate 

acé ta te  (PMA). Cet agent inhibe temporairement l a  progression des  cellules dans  

l e  cycle en  bloquant l e s  cellules en phase Gi (MOSES e t  coll., 1980). Ce bloquage 

temporaire accroft  l a  synchronicité d e s  cellules e t  e s t  suivi d'une augmentation 

du nombre de  cellules en t r an t  en  phase S (TOME1 e t  coll., 1981). Alors que la 

p r o l i f é r a t i o n  i n d u i t e  p a r  le LPS ( a c t i v a t e u r  polyclonal  p l u s  o u  moins  

thymodépendant d e s  lymphocytes B) e s t  inhib6e par l e  SDIF (DESSAINT e t  coll., 

19771, nous montrons ici que la  prolifération de  l ignées lyrnphocytaires B e s t  peu 

ou p a s  a f fec tée  par  l e  SDIF. On peut difficilement comparer la  prolifération d e  

cellules tumorales avec la prolifération d'une sous-population lymphocytaire B 

normale stimulée par  un activateur polyclonal, d'autant plus que l'activation par  

l e  LPS peut e t r e  thympodépendante. Pour expliquer ce s  divergences, i l  faudrai t  

connaf t r e  l e s  exigences metaboliques de c e s  populations cellulaires ainsi  que 

l e k )  point(s) d'impact du SDIF s u r  l e s  événements m6taboliques associés  au cycle 



cellulaire. Ces  r é su l t a t s  apparemment contradictoires peuvent lltre rapprochés de 

ce qui a é t é  observé pour une au t re  molécule immunosuppressive, l a  cyclosporine 

A qui e s t  maintenant largement ut i l isée e n  t ransplantat ion pour l imiter le  r e j e t  

d e s  greffes.  Ce t t e  molécule a un e f f e t  t r P s  puissant  su r  la  prol i f i ra t ion 

lyrnphocytaire T (WIESINGER & BOREL, 1979) e t  pendant plusieurs années un 

e f f e t  sélectif  s u r  les lymphocytes T a é t i  a t t r ibué  A ce t t e  molécule (revue par  

SHEVACH, 1985). En rdalitd la cyclosporine A peut  aus s i  avoir d e s  e f f e t s  s u r  l e s  

lymphocytes B (KUNh'L & KLAUS, i?80), e f f e t s  qui s a n t  d'ailleurs variables e n  

fonction de  la na ture  de  la stimulation et de l 'dtat  de  maturation d e s  lymphocytes 

B (KLAUS & HAWRYLQWICZ, 1984). 

La sélect ivi tg  d'action du SDIF s u r  cer taines populations cellulaires aura i t  

pu s'expliquer par  la  présence ou l'abserrce d'un récepteur pour l e  SDIF A l a  

surface d e s  cellules. Malheureusement nous n'avions p a s  l e s  moyens de  faire  une 

véritable étude s u r  l e  récepteur du SDIF. Cependant l e s  exph iences  d'absorption 

s u r  d e s  culots cellulaires montrent que l'on peut absorber l'activitei SDIF s u r  d e s  

cellulest  que ce s o i t  4'C ou 37'C. Ce processus est dépendant du nombre d e  

cellules e t  preisente une cinétique comparable A celle de l a  fixation de  l'IL-2 s u r  

son  récepteur (ROBB e t  coll., 1981). Nous avons tout  A f a i t  conscience de la 

précarité de c e s  informations mais pour démontrer l a  présence d'un récepteur, il 

faudrai t  bien évidemment disposer  d'une rr~olécule marquée. Cependant l e  fa i t  que 

l'activité SDIF s o i t  absorbée s u r  d e s  cellules qu'elles so ien t  inhibees ou non par  

le SDIF montre que la  sélect ivi té  d'action ne peut probablement p a s  s'expliquer 

pa r  une diffërence dans  l a  capacité de f ixer  le SDIF. Ceci a dé& é t é  observé pour 

l a  cyclosporine A. Des clones sélectionnés pour leur résis tance ou leur  

sensibi l i té  A l a  cyclosporine possPdent t ous  le meme récepteur (KOPONEN & 

LOOR, 1983). 

L'analyse d e s  événements assoc iés  au  cycle cellulaire montre que l e  SDIF 

a g i t  s u r  l e s  cellules qui s o n t  dans l e  cycle e t  n'a pas  d'action directe  su r  l e s  



cellules en phase GO. Il  semble que l e  bloquage s e  f a s se  en fin de phase G1 ou en  

tout  de début de phase S puisque la  progression d e s  cellules en phase Gi s e  f a i t  

normalement. Le contenu en ARN, l'acquisition des  récepteurs pour l'IL-2 e t  pour 

l a  transferrine ainsi que la  production d'IL-2 s e  font normalement. En 

sélectionnant des  populations cellulaires de la  lignée T JurKat enrichies e n  

différentes phases du cycle cellulaire, nous avons confirmé que le bloquage 

s'effectue au niveau de la  trxtnsition Gi-S. A l'époque oQ nous avons réalisé c e s  

expériences, l'analyse au cytofluorographe ne nous permettait  pas de distinguer 

l e s  cellules en phase S des  cellules en phase G2 ou M.  On ne peut donc pas exclure 

que sous l'action du SDIF un second point d'arret existe  en phase G2 ou M. 11 e s t  

connu que la  transition Gl-S e s t  un des  points de restriction du cycle cellulaire. 

Dans le cas des  lymphocytes B, il existe  t ro is  points de restriction dont un e n  

phase G2 (MELCHERS e t  coll., 1985). Il  apparaft aussi  que lorsque le  SDIF est 

ajouté A des  cellules qui sont  en fin de phase S ou en  G2,M, l'effet inhibiteur du 

SDIF sur  l'incorporation de thymidine des  cellules entrant dans le  second cycle 

e s t  moindre. Ceci pourrait Q t re  relié A un accroissement du nombre des  cellules 

ayant pour conséquence une absorption du SDIF répartie su r  un plus grand nombre 

de cellules e t  donc une efficacité moindre. Outre l 'effet d'absorption, il e s t  

possible aussi  que le  SDIF s o i t  rapidement inactive in vitro. Nous avons 

d'ailleurs observé dans des  cultures de splénocytes de souris stimulés par l a  

ConA que la prolif ération é ta i t  fortement inhibée pendant 48 A 72 heures e t  que 

aprPs ce t te  période l 'effet inhibiteur disparaissait  sauf si l'on rajoutait A l a  

culture du SDIF frais. Ce phénom8ne d'inactivation e s t  observé seulement e n  

prdsence de cellules e t  l'activité SDIF ne disparaft  pas si l'on incube le  SDIF 

dans le milieu de culture pendant 48 heures A 37'C. Nous ne savons pas  quelle est 

la part  de l'absorption du SDIF par l e s  cellules dans ce processus d'inactivation. 

L'emploi d ' inhibi teurs  enzymatiques pourra i t  peut -e t re  appor ter  d e s  

éclaircissements A ce sujet. 



Les lymphocytes T normaux produisent l a  p lupar t  de leurs  lymphokines a u  

cours de l a  phase Gl du cycle cellulaire. Ce processus n'est donc pas inhibé par  l e  

SDIF. Néammoinst comme l e  SDIF inhibe l'expansion clonale des lymphocytes Tt on  

peut  supposer que cette molécule aura des e f f e t s  inh ib i teurs in v i t r o  e t  in v i v o  

sur l e s  réponses T dépendantes nécessitant une pro l i fé ra t ion  des lymphocytes. 

Nous al lons vo i r  au cours du  chapitre suivant t r o i s  exemples de l 'e f fe t  du SDIF 

sur des rdponses T dépendantes. Le  premier es t  l a  génération de lymphocytes 

cytotoxiques in vi tro, l e  second l a  p ro l i fé ra t ion  d'un lymphome T in vivo, e t  l e  

troisi i lme l a  production d'anticorps e t  notamment d'anticorps IgE in vivo. 



4 .  EFFET D U  SDIF S U R  CERTAINES FONCTIONS LYMPHOCYTAIRES T 

4.1. Ef fe t  du SDIF s u r  l e s  Irmphocvtes T c v t o t o x i ~ u e s  (CTL) 

Au cours  des  expériences ini t ia les  r éa l i s ées  par DESSAINT e t  coll. (197719 

il e s t  apparu que l a  prolifération lymphocvtaire induite dans  une réaction 

lymphocytaire mixte e s t  inhibée par l e  SDIF. I l  est connu que d e s  lymphocytes 

cytotoxiques peuvent P t r e  induits au  cours d e s  réactions lymphocytaires mixtes. 

Nous avons recherché si l'inhibition de la prolifdration s e  t radui t  par une 

diminution d e  l a  génération d e s  e f fec teurs  cytotoxiquesi a ins i  que l e s  re la t ions  

avec la génération de cel lules  suppressives.  L'effet du SDIF s u r  l'expression de  

la fonction cytotoxique a également é t6  analysé. 

4.1.1. E f f e t  du SDIF s u r  la  ~ é n b r a t i o n  de CTL 

Des cellules spléniques de sour i s  C57/B16 dont l e s  haplotypes sont  H-zb 
son t  cultivées en présence de cellules spléniques de sour i s  DBA/2 (H-2d) 

préalablement irradiées. Une culture f a i t e  en  présence de cellules syngéniques 

i r radiées  s e r t  de contrdle. AprPs 5 jours de  culturei l e s  lymphocytes s o n t  

prélevés, l avés  e t  le  nombre de cellules viables compté. Leur act ivi té  cytoto:.:ique 

e s t  t e s t é e  s u r  des  cibles marquées au 5 1 ~ r  provenant de sour i s  DEA/?. Au bout 

d e s  5 jours d e  culture, l e  m&me nombre de cellules viables a é t é  observé que l e s  

cellules s t imulantes  so ien t  synqéniques ou allogéniques. De meme l a  présence du 

SDIF ne modifie pas  l e  nombre de cellules viables e n  f in  de culture. 11 semble donc 

que ce nombre de cellules mesuré aprPs 5 jours de  culture ne reflPte p a s  l a  

prolifdration. Par contre,  une diminution d'environ 50% de l 'activité cytolytique 

e s t  observée lorsque l a  culture lymphocytaire mixte a é t é  f a i t e  e n  présence d e  

SDIF (Tableau 12). 



TABLEAU 12 

EFFET DU SDlF SUR LA GENERATION DE CTL 

Cellules Cellules YO % libération de 51 Cr 

effectricesa stimulantesa cell. viv. b 

incubées avec 20:lc 5:1 1,25:1 

Milieu C57BU6 23 12 +/- 1,8 5,8 +/- 1,8 O 

Milieu DBN2 29 50 +/- 4,6 45 +/- 2,1 26 +/- 2,7 

SDlF DBN2 25 27 +/- 3,7d 21 +/- 1 ,gd 10 +/- 1 ,gd 

(46 %)e (54 (52 '10)~ 

- - -  

a: Des cellules spléniques de souris C57E31/6 (6x10~) sont cultivées en présence de 

cellules stimulantes irradiées (3x10~) pendant 5 jours. Un aliquot de SDlF est ajouté 

chaque jour (concentration finale = 100 pllml). 

b: Pourcentage de cellules viables par rapport au nombre de cellules totales au jour 5. 

c: Rapport cellules effectrices: cellules cibles (basé sur le nombre de cellules viables). 

d: p< 0,005. 

e: % inhibition de I1activit6 cytotoxique. 

Lorsque l'on ut i l ise  comme précurseurs des  CTL des  th \ /moc~ tes+  la 

ohnération d e s  CTL e s t  dépendante de  l'addition d'une source de lvmphoc\/tes T 

helper rad iorés i s tan ts  (BAUM 8, PILARShT, 1978). Ces  cellules "helper" produisent 

de l'IL-? nécessaire a la  génlrat ion des  CTL. Nous avons util isé ce svstéme 

expérimental pour anal\/ s e r  l 'effet  du SDIF directement sur  l e s  précurseurs d e s  

CTL. Les  populations "helper" sont  obtenues par cocultures de cellules spléniques 

de sour i s  C57/B16 e t  de cellules i r rad iées  de sou r i s  DBA/Z . Apres 48 heures de  

culture, ce s  cellules s o n t  i r r ad i i e s  pour empgcher toute proli+ération ultkrieure 

e t  a joutées  A une culture l\/mphocvtaire mixte contenant ce t t e  fo is  d e s  
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t h ~ m o c v t e s  d e  s o u r i s  C57B1/6 comme cel lu les  e f f e c t r i c e s  e t  d e s  s p l é n o c \ ~ t e s  

i r r a d i é s  d e  s o u r i s  DBA/2 comme cel lu les  s t imulantes .  AprPs cinq Jours  de  cultures 

l ' ac t iv i té  c\!toto:.:iuue de  c e s  cel lu les  e s t  t e s t e e  comme précédemment. Comme l e  

montre l e  Tableau 13, l a  genérat lon d'une ac t iv i t é  c\/toto,:iuue est obtenue 

seulement  lorsuue l e s  cel lu les  "helper" s o n t  p r é s e n t e s  d a n s  l e  svs teme.  C e t t e  

générat ion e s t  pratiquement to ta lement  inhibée lorsque la seconde réac t ion  

lyrnphoc\/taire mixte e s t  réalisCe e n  présence d e  SDIF. L'addition d e s  cel lu les  T 

"helper" d a n s  ce s \ / s t&me e s t  nécessa i re  comme source  d'IL-2 car les thvmocvtes 

ne  s o n t  p a s  capables  d'en produire suff isamment  pour induire l a  prol i féra t ion d e s  

p recurseurs  CTL. 

TABLEAU 13 

EFFET DU SDlF SUR LA GENERATION DE CTL EN PRESENCE DE CELLULES T 

HELPER 

- 

Cellules Cellules Cellules YO % Libération 51 ~r 

effectricesb stimulantesb ~e lpe ia  Cellules 

incubées avec viablesc Bd 
- - - - -  

Milieu C57B116 + 16 O O 

Milieu DBN2 16 5 +/- 1 3,1 +/- 1,9 

Milieu DBN2 + 3 O 66 +/- 12 42 +/- 2 

SDlF DBN2 + 31,5 12,5 +/- 1 , 3 ~  7,5 +/-l,gf 

- -- 

a: Les cellules helper sont obtenues par cocultures de 8x1 o6 cellules spléniques de souris 

C57BV6 et de 8x1 o6 cellules spléniques irradiées de souris DBN2 pendant 48 h. 

b: Des thymocytes de souris C57BV6 (cellules effectrices) sont cultivées en présence de 

1 x106 cellules helper irradiées et de 5 x 1 0 ~  cellules stimulantes de souris DBAI2 

irradiées pendant 5 jours. 

c: Pourcentage de cellules viables au jour 5. 

d: A et B = 2x1 o6 et 0.5~1 o6 thymocytes ajoutés à 2x1 o4 cellules cibles. 

e: p< 0,02 

f: pe 0,005 



Nous avons vu au cours  du chapitre précédent que le SDIF n'affecte pas  l a  

production d'IL-2. L'effet que nous observons ici pourrait  s'expliquer par  un e f f e t  

s u r  les precurseurs  d e s  CTL s o i t  direct  soit rnédié par une population a act ivi té  

suppressive.  Ce t te  deui:iPme hypothese a Bté envisagée e t  t e s t é e  dans le s y s t e m e  

expérimental suivant.  

4.1.2. Ef fe t  du SDIF s u r  l a  aéntiration de cel lules  s u ~ p r e s s i v e s  non 

spécifiques 

On peut obtenir  par  culture pendant 3 a 7 jours de  cellules spléniques i n  

v i t ro  une génération de cel lules  suppressives  non spécifiques. Ces cellules on t  

l a  propriété lorsqu'elles son t  a joutées  A une culture lymphocytaire mixte d e  

supprimer l a  génération d e s  CTL (HODES & HATHCOCK, 1976). Nous avons donc 

r e a l i s é  une c u l t u r e  lymphocytaire  m i x t e  d a n s  l e s  condi t ions  d é c r i t e s  

prlicédemment en  y ajoutant d e s  cellules spléniques i s s u e s  d'une préculture de 7 

jours f a i t e  en présence ou non de SDIF. A l ' issue d e s  5 jours de  culture l a  

c ~ t o t o x i c i t é  d e s  cellules i s s u e s  de l a  culture lymphocytaire mixte e s t  t e s t é e  de la 

meme maniPre que précédemment. Dans le Tableau 14 figure le  pourcentage d e  

cellules viables rlicupér6es A l a  fin de l a  cul ture  lymphocytaire m i x t e  de  5 jours 

en  présence ou non de cel lules  suppressives.  La Figure 17 montre l e  pourcentage 

de  cytotoxicité correspondant pour ce s  d i f f é r en t e s  populations. Lorsque la 

préculture a é t é  f a i t e  en l'absence de SDIF, c e s  cellules peuvent exprimer l eu r  

pouvoir suppresseur  puisqu'aucune génération de  CTL n'est obtenue au  cours de la 

culture lymphocytaire mixte. Par  contrer lorsque l a  préculture a é t é  f a i t e  e n  

prdsence d e  SDIFr on observe une génération de  CTL pratiquement similaire a 

celle d'une culture lyrnphocytaire mixte normale, ce qui montre que l a  présence du 

SDIF a empfichti le développement de l 'activité suppressive.  Cet  e f f e t  n 'es t  pa s  dQ 

a une cytotoeicité du SDIF s u r  l e s  cellules puique l e  meme nombre de  cellules 

viables  e s t  obtenu A l a  f in  d e  l a  préculture de  7 jours en  présence ou en  absence 

de SDIF. Ceci confirme l 'observation réa l i sée  au  cours de l a  géneration 



TABLEAU 14 

EFFET DU SDlF SUR LE DEVELOPPEMENT DE CELLULES 

SUPPRESSIVES NON SPEClFlQUES 

Cellules suppressivesa 

(1x106) 

Préculture faite avec: 

% ~ei iu~esb 

viables à J5 

140 

1: Milieu 4 9 

2: SDlF 50 pllrnl 89 

3: SDlF 100 pllrnl 98 

4: Cellules spléniques 140 

fraîches 

a: Des cellules spléniques de souris C57BU6 sont précultivées 7 jours 

avec ou sans SDlF et ajoutées à une culture lyrnphocytaire mixte. 

b: Une culture mixte est réalisée par coculture de 4x1 o6 cellules effectrices de souris 

C57B116 et de 1 x 1 0 ~  cellules stimulantes irradiées de souris DBAl2. Les cellules 

suppressives issues de la préculture sont ajoutées au jour O. Les cellules sont comptées à 

la fin de la culture de 5 jours et testées en activité cytotoxique. 



Effet du SDIF sur la génération 
de cellules suppressives non spécifiques 

*O 1 

1 00 1 O' 1 O* 
Rapport effecteurlcible 

FIGURE 17: Les caractéristiques des populations cellulaires concernées 
sont indiquées dans le tableau 12. La cytotoxicité de ces cellules est 
testée au jour 5 sur 2x1 o4 cellules cibles LI 210. La lyse des cellules 
cibles contrôles (EL-4) est inférieure à 10 Oh.  
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d e s  CTL en culture I\ irnphoc~taire mixte oh l 'effet  du SDIF apparaissai t  n e t  au 

niveau de l a  génération d e s  CTL a lors  pue le  nombre de cellules ne re f le ta i t  p a s  

ce t  e f fe t .  

4.1.3. E f f e t  du SDIF s u r  l'e>:pression d e  la cvtoto:.:icit& d e s  CTL 

Le SDIF e s t  ce t t e  fo is  ajouté dans  le t e s t  de c\/toto>:icitê. Quand l e s  

effecteurs  c\/toto>:iques son t  oréincubês avec le  SDIF 1 heure avant l'addition d e s  

cibles une inhibition de l 'activité crto1:tticiue dépendante de la  dose de SDIF e s t  

observee (Fiaure 1:3). Par contre, lorçaue l e  SDIF e s t  a.jout& en mgme temps que 

l e s  effecteurs  e t  l e s  cellules cibles, l 'effet  inhibiteur e s t  trPs redui t  e t  n 'es t  

observé que pour l e s  plus f o r t e s  concentrations dé  SDIF. De mlsme une inhibition 

modérée e s t  obtenue si l e s  e f fec teurs  son t  préincubés avec l e  SDIF puis lavés  e t  

m i s  en contact avec l e s  cibles. 

Effet du SDIF sur l'activité des CTL 

O 10 20 30 40 50 

Concentration SDlF (pllml) 

-+ sans Preincub. 

FIGURE 18: L'activit6 cytotoxique des cellules effectrices (4x1 05/ 
puits) est testée sur des cibles (2x1 o4lPuits) en presence de SDIF. Les 
effecteurs sont pr8incubés ou non avec le SDIF m m e  i'indique la légende. 



4.1.4. Discussion 

La génération d e  lymphocytes cytotoxiques au  cours d'une réaction 

lymphocytaire  mixte e s t  dépendante  d e  deux s ignaux,  l 'un dé l iv ré  p a r  

1'alloantigPne présent  s u r  l a  cellule stimulante e t  l e  second é tan t  l'IL-2 produite 

par  des  cellules T "helper" (TEH &TEH? 1980). Ce processus implique une 

prolifération d e s  précurseurs d e s  CTL ainsi  que celle d e s  cellules produisant 

l'IL-2. I l  ë t a i t  donc probable que l e  SDIF s o i t  capable d'inhiber la génération de 

CTL d'autant plus que nous savions déja que le SDIF inhibe la  prolifération au  

cours d'une réaction lymphocytaire mixte (DESSAINT e t  coll.? 1977). Nous avons 

effectivement observé une inhibition de  la  génération d e s  CTL e n  présence de 

SDIF. Ce facteur  n'ayant pas  d'activité s u r  l a  production d'IL-2, il s 'agit  

probablement d'un e f f e t  direct s u r  la  prolifération e t  peut-9tre s u r  la 

différenciation des  précurseurs d e s  CTL. Une au t r e  hypothése aura i t  pu @ t r e  

l'induction de  cellules suppressives par  le  SDIF. Nous avons vu qu'in vivo 

l'injection d e  SDIF é t a i t  suivie d'une absence de réact ivi té  lymphocytaire due A l a  

presence d'une population A activité suppressive. Par  contre in v i t ro  il n'a jamais 

é t é  possible de  montrer l'induction par  le  SDIF d'une population suppressive. 

Cependant nous avons t e s t é  ce t te  hypothPse dans  l e  cadre de la  génération d e s  

CTL. On peut  par  culture de cellules spléniques in  v i t ro  s a n s  stimulation exogPne 

observer l e  developpement de cellules suppressives capables ensui te  d'inhiber l a  

génération de CTL a u  cours d'une culture lymphocytaire mixte (HODES & 

HATHCOCK, 1976). Bien que l e  mécanisme de ce phénoméne ne so i t  p a s  connu, l e s  

cellules suppressives o n t  é t é  ident i f iés  comme d e s  lymphocytes T e t  l eur  

ginérat ion e s t  dépendante d'IL-1 e t  d'IL-2 (DUCLOS e t  coll., 1986). Cet t e  

dépendance l a i s s e  penser  que des  événements associés  au cycle cellulaire on t  l ieu 

au  cours de  l a  génération d e s  cellules suppressives.  Dans ces  conditions, i l  

semble normal que l e  SDIF exerce un e f f e t  inhibiteur su r  l e  développement de  c e s  

cellules. La particularité du systPme expérimental ut i l isé  ici ne permet p a s  de  



généraliser c e s  observations a d'autres populations suppressives,  ceci d'autant 

plus que la  notion de cellules suppressives r e s t e  encore mal définie. 

L'inhibition de l 'activite cytoto>:ique d e s  CTL par l e  SDIF représente  la 

seule  observation d'un e f f e t  inhibiteur su r  un lymphocyte qui n'est p a s  en 

prolifération. En e f f e t  l'expression de  l 'activite cytolytique d'un CTL e s t  

indépendante de la  phase du cycle cellulaire dans  lequel il s e  trouve (SEHALY e t  

coll., 1981). Cependant il doi t  ex is te r  des  événements métaboliques commun5 

ent re  l e  cycle mitotique e t  la délivrance du coup lé tha l  d'un CTL. La quercitine qui 

e s t  un agent pharmacologique voisin du cromoglycate de sodium a ins i  que cer ta ins  

anticorps monoclonaux (revue par  BONAVIDA e t  coll., 1982) inhibent A la f o i s  la 

prolif ération d e s  lymphocytes T e t  leur ac t iv i t l  cy tolytique (SCHWARTZ e t  coll., 

1982). En particulier l e  cytosquelette qui e s t  bien entendu impliqué au  cours de  la 

mitose e s t  a u s s i  un élément majeur dans  l 'eepression de l a  cytotoxicité (KUPFER 

e t  DENNER, 1954) (YANELLI e t  coll., 1986). La participation du cytosquelette 

dans  ces  deux phènomèmes pourrait  e t r e  un argument en faveur d'un e f f e t  du SDIF 

A ce niveau. Nous dgvelopperons ce t te  hypothese au  cours de la  discussion finale.  

Nous avons d l c r i t  l'existence au  cours de l a  schistosomiase d e  mécanismes 
I 
l 

ef fec teurs  f a i s an t  intervenir d e s  cellules de l'inflammatior~ e t  sur tuut  l'absence 
i 

1 

de  mécanismes de cytotoxicité impliquant des  CTL. I l  s e r a i t  évidemment t en t an t  

de rel ier  c e t t e  absence avec l 'effet  du SDIF s u r  l e s  CTL. Cependant il e s t  l 

probable que l e  SDIF s o i t  l ibéré en  fa ib les  quant i tés  e t  qu'il ne s o i t  actif que 
1 

dans  l e  microenvironnement du parasite.  II faut  aus s i  garder en mémoire l e  f a i t  I l 

que l e  SDIF est  libér6 par l e s  vers  adultes.  I l  e s t  donc possible que l e  SDIF 

participe l a  régulation des  CTL diriges contre l e s  schistosomes mais ceci r e s t e  I ~ 
A démontrer. Si  cela é t a i t  verifie, ce s e r a i t  un nouvel exemple d'un mécanisme de 

i 

dCfense permettant au  parasi te  d'échapper A la réponse immunitaire de  son hbte. l 
l 



Le SDIF ayant  un e f f e t  in vi t ro s u r  l e s  CTL, i l  aura i t  é t é  particulidrement 

in té ressant  d'étudier son  e f f e t  in vivo s u r  l e  r e j e t  de g re f f e s  allogéniques. On 

s a i t  en  e f f e t  que l e s  CTL sont  l e s  cellules e f fec t r ices  de  ces  r e j e t s  (revue par 

CERROTTINI e t  BRUNNER, 1974). Nous avions projeté de  fa i re  cet te  é tude 

lorsqu'une molécule synthétique s e r a i t  disponible car l 'utilisation du SDIF en  

t ransplantat ion représente  une d e s  applications pharmacologiques envisageables. 

Malheureusement, comme nous l'avons; mentionné dans  l e  chapitre 2, nous n'avons 

p a s  pu disposer  de c e t t e  molécule. 

4.2. Ef fe t  du SDIF s u r  l a  survie de sour i s    or te uses d'un l ~ m ~ h o m e  T 

4.2.1. Résu l t a t s  

Etan t  donné la  sensibi l i té  particulidre d e s  lymphomes T in vi t ro A l 'action 

du SDIF? il nous a semblé in te ressant  de vérifier c e t  e f f e t  in  vivo. Pour celat d e s  

sour i s  C57Bl/6 reçoivent des  cellules de la  lignée EL-4. Normalement, l e s  s o u r i s  

meurent e n t r e  l e  quinziéme e t  l e  vingtieme jour apres  l'injection des  cellules 

(Figure 19). Lorsque l e s  souris  reçoivent du SDIF durant l e s  jours qui suivent  

l'injection d e s  cellulest leur survie e s t  prolongée de quelques jours ( 5  jours pour 

l e  groupe 2). Le meilleur protocole e s t  celui oh l e  SDIF e s t  injecté aux jours 0, 1, 

2 e t  3. Les injections multiples de SDIF sont  nécessaires  probablement car  l e  

SDIF e s t  rapidement éliminé dans l'organisrrie. Pa r  contre s i  l'on prolonge l e  

t r a i t e m e n t  quo t id i en  par  l e  SDIF, on provoque chez l a  s o u r i s  une 

immunosuppression qui  cont reba lance  l ' e f f e t  i nh ib i t eu r  du SDIF s u r  l a  

prolifération d e s  cellules tumorales ( r6su l ta t s  non figurés). 
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Figure 19 

14 16 18 20 22 24 

Jours 

FIGURE 19: EFFET DU TRAITEMENT PAR LE SDIF SUR LA 
SURVIE DE SOURIS PORTEUSES D'UN LYMPHOME T 

Chaque groupe expérimental contient 5 souris qui reçoivent au jour O par 
voie intrapéritonéale 1 o5 cellules de la lignée EL-4. 

Groupe 1 : Contrôle 
Groupe 2: SDIF (Jours 0-1 -2-3) 
Groupe 3: SDIF (Jours 0-2-4-6) 

Ces r 9 e u l t a t s  pré l iminai res  montrent  que  l e  SDIF p e u t  exe rce r  un e f f e t  

inhibi teur  d e  l a  p ro l i f é ra t ion  de  l\/mphomes T i n  vivo. 11 e s t  évident  qu'une 

prolongation de  1) s u r v i e  de  5 jours p e u t  p a r a f t r e  dé r i so i re ,  mais il f a u t  p rendre  

e n  compte que l a  p ro l i f é ra t ion  du lvmphome é t a i t  fu lgurante  puisqu'elle abou t i t  A 

la mort d e  l'animal e n  20 jours. La réduction d u  nombre d e  ce l lu les  i n j e c t e e s  

a ssoc iée  l a  sur \ /e i l lance  de  l a  croissance  tumorale  par  d ' au t res  pa ramét res  que 

l a  simple morta l i té  d e v r a i t  p e r m e t t r e  d 'affiner c e s  expér iences  e t  d e  t rouver  un 

protocole d e  t r a i t e m e n t  p a r  l e  ÇDIF q u i  s o i t  eff icace.  D'autre p a r t  c e s  r é s u l t a t s  

montrent  a u s s i  que l e  SDIF e s t  bien une molécule immunosuppressive ca r  d a n s  l e s  

protocoles  q u i  c o n s i s t a i e n t  a in jec ter  de  p e t i t e s  d o s e s  d e  SDIF répéteiesr nous  

avons  o b s e r v e  un e f f e t  inverse  A s a v o i r  une fac i l i t a t ion  d e  l a  croissance  



tumorale. Dans le  cas  oh l'on veut év i te r  cet  e f f e t  immunosuppresseur, i l  faudra 

probablement d'une par t  espacer  l e s  injections de  SDIF tout  en  augmentant l e s  

quant i tés  injectées,  e t  d'autre par t  un t rai tement  local pourrait aus s i  limiter l e s  

e f f e t s  immunosuppresseurs de ce t t e  molécule. 

4.3. Ef fe t  du SDIF s u r  la  production d'anticorps 

Au cours de ce t t e  é tudet  nous nous sommes particulihrement i n t é re s sés  a 

l a  production d'anticorps de classe IgE, ceci pour plusieurs raisons. Des  

molécules immunosuppressives comme l a  cyclophosphamide peuvent exercer 

suivant l e s  doses  ou l e s  protocoles u t i l i s é s  un e f f e t  inhibiteur ou stimulant de l a  

réponse IgE (TANIGUCHI R TADAt 1971). Or, on observe au  cours de la 

s c h i s t o s o m i a s e  une product ion mass ive  d'IgE. Nous avons  vu que l a  

potentialisation de l a  réponse IgE e s t  li4e h. la libération de fac teurs  solubles  

par  l e s  parasi tes .  I l  é t a i t  donc in té ressant  de voir s i  l e  SDIF en t a n t  que facteur  

immunosuppresseur a un e f f e t  s u r  l a  réponse IgE. 

4.3.1. Effe t  du SDIF s u r  une réponse IpE primaire 

1 
i Deux souches de rat, l e  Lewis e t  l e  Brown-Norway, ont é t é  choisies en : fonction de leur capacité A f a i r e  respectivement une faible ou for te  rdponçe IgE. 

C e s  deux groupes d'animaux sont  immunisés avec 10 ug d'antigéne ovalbumine 
1 

1 dinitrophénylée (DNP-OVA) e t  10 mg d'hydroxyde d'alurr~ine comrne adjuvant. Le 

taux d'IgE spécifiques anti-DNP e s t  mesuré par  un t e s t  de fixation su r  bi l les  

recouvertes de  l'antigène e t  révélation par  ut i l isat ion d'un anticorps anti-IgE 

radiomarqué. 

Dans l e  cas  d e s  r a t s  Lewis, l e  SDIF e s t  injecté au cours d e s  jours qui  

précédent ou suivent l'immunisation. Comme l e  montre l a  Figure 20t l a  réponse 

IgE devient détectable 8 jours aprPs l'immunisation , a t t e in t  son maximum a u  

douziPme jour e t  redescend ensuite.  



Effet du SDIF sur la réponse IgE 
E primaire du rat Lewis 

Témoin 
c SDlF0,25 ml 
4 SDlF0,5 ml 
-0- SDIF 0,8 ml 

L 
O 4 8 12 16 20 

Jours 

FIGURE 20: Les rats Lewis sont immunisés avec 10 pg de DNP-OVA et 
10 mg d'AL(OH)3. Le traitement par le SDIF a lieu aux jours 1, 3 et 4 

après l'immunisation. Les groupes d'animaux témoins reçoivent du sérum 
physiologique à la place du SDIF. 

Aucun e f f e t  du SDIF n ' e s t  obse rvé  lo r sque  celui-ci a é t é  in-kcté a v a n t  

l'immunisation ( r é s u l t a t s  non f i au rés ) .  Par  contre ,  une inhibi t ion dépendante d e  la 

dose  d e  SDIF e s t  obse rvée  lo r sque  ce  +acteur  a é t é  in jec té  au:.: p u r s  1, 3 et 4 

a p r h s  l'immunisation. Au maximum de  l a  r éponse  IgE (jour 12) l ' inhibition e s t  d e  

51 e t  71 % pour d e s  d o s e s  r e s p e c t i v e s  de  0.5 e t  0.3 ml. 



En ce qui  concerne lei; r a t s  B r o ~ n - N o r w a i / ~  l e  mPme protocole a é t é  sui\,*i. 

En  plus ,  un groupe de  r a t c  r eco i t  du SDIF e n  une d o s e  unique e n  m&me temps  que 

l'anticjéne. L'amplitude de  13 réponse  IqE obtenue chez c e s  r a t s  e s t  10 f o i s  

supér ieure  A celle obtenue avec  l e s  r a t s  Lewis  (Figure  31). 

Effet du SDlF sur la réponse IgE 
primaire du rat Brown-Norway 

c SDIF 0,05 ml 
* SDlF 0,15 ml 
+ SDlF0,2 ml 

O 4 8 12 16 20 
Jours 

FIGURE 21: Les rats Brown-Norway sont immunisés avec 10 pg de 
DNP-OVA et 10 mg d'AL(OH)3. Le traitement par le SDlF a lieu aux jours 
1,3 et 4 suivant l'immunisation sauf pour la dose de 0,5 ml administrée en 
une fois au jour O. 

LA encore,  une inhibit ion dépendante  de  l a  d o s e  e s t  obtenue.  Dans  l e  c a s  

ou l e  SDIF a é t é  in jec té  e n  une f o i s  e n  mPme t e m p s  que l Jan t igéner  la suppress ion  

de  l a  r éponse  IgE e s t  pra t iquement  to ta le .  I l  f a u t  a u s s i  remarquer que l e s  d o s e s  

d e  SDIF n é c e s s a i r e s  pour inhiber  l a  r éponse  IgE d'un r a t  Brown-Norwa\/ s o n t  

moindres que pour un r a t  Lewis,  a l o r s  que l a  réponse  IgE e s t  p lus  impor tan te  

d a n s  le premier  que d a n s  l e  second cas .  
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4.3.3. Effe t  du SEIF sur la réponse IqG 

Les sérums des animau:.: ut i l ises dans l e s  experiences orécédentec ont é t é  

analysés dans un t e s t  de FARR (MENDEN e t  FARR, 1073) qui permet d'apprécier A 

la fo i s  l'affinité e t  la capacité des  anticorps obtenus a fixer l'antiqene. La 

production maximale d'anticoros ariti-DNP e s t  obtenue au jour 16. Le t e s t  3 

éaalement été  réalisé au .bur 38 car c'est & cet te  période que sont produits l e s  

anticoros de plus forte affinité. Le traitement par le SDIF ne modifie pas  

l'affinité des anticorps produits, mais par contre la  capacité de fixer l1antigi?ne 

e s t  réduite de 43 % (jour 16) e t  40 (jour 28) chez l e s  animaux t r a i t é s  par le ÇDIF 

(Tableau 15). 

TABLEAU 15 

EFFET DU SDlF SUR LA PRODUCTION D'ANTICORPS IgG ANTI-DNP 

Jour 16 Jour 28 

Témoins Ka = 1,78x1 o1 Ka = 4,3x1 o1 
+/- 0 , 2 7 x 1 0 ~ ~  M-l +/- 0 , 6 6 x 1 0 ~ ~  M - l  

SDlF 

+/- 0,29x1 O-' O +/- 0,12x10-~ O 

Des rats Brown-Norway immunisés vis-à-vis de DNP-OVA sont saignés au jour 16 et 28 

apres l'immunisation. Le SDlF (0,5 ml) est injecte aux jours 1, 3 et 4 après 

l'immunisation. L'affinité des anticorps et la capacité de fixer l'antigène (ABCB3) sont 

mesurées par un test de Farr. 

(a): ABC mesurée à 33 O/O de saturation (nmoles de DNP liées /ml de sérum) ' 

(b): Non significativement diffbrent du témoin 

(c): p< 0,0001 



4.3.3. E f f e t  du SDIF s u r  une re;ponc,e IqE secondaire 

Nous avons  d'abord cherche A savo i r  si l ' e f fe t  du SDIF injecté  l o r s  d'une 

immunisation primaire p e r s i s t e  a u  moment du rappel. L e s  d i f f e r e n t s  aroupes  d e  

r a t s  Brown-Norwav u t i l i s é s  pour l e s  e:.:périences p récéden tes  o n t  donc subi  une 

injection de  rappel  de  1 ua de  DNP-OVP,. La rgponse IgE secondaire  e s t  mesuree 5 

jours p lus  tard .  L e s  animaux t r a i t é s  p a r  l e  SDIF a u  moment de l 'immunisation s o n t  

capables  comme l e s  animaux non t r a i t é s  d e  f a i r e  une réponse IaE secondaire 

(Tableau 16). Cependant lorque l a  réponse primaire a é t é  fo r tement  per turbée (95 

'96 d'inhibition pour le aroupe SDIF 0.5 m l  au  jour 01, la réponse secondaire e s t  

éaalement r6dui te  (environ 50 %). 

TABLEAU 16 

REPONSE IgE SECONDAIRE CHEZ DES RATS AYANT RECU DU SDlF LORS DE 

L'IMMUNISATION PRIMAIRE 

Traitement % Inhibition Taux d'lgE Taux d'lg E 

par le SDlF IgE spécifiques spécifiques spécifiques 

(jour O) (Jour 13) (Jour 29) (Jour 34) 

29 +/- 15 102 +/- 17 

SDlF 0,05 ml a 43 5 +/- 3 103 +/- 16 

SDlF 0,l ml a 52 23 +/- 21 117 +/- 8 

SDlF 0,25 ml a 75 36 +/- 12 108 +/- 7 

SDlF 0,8 ml a 78 16 +/- 10 84 +/- 6 

SDlF 0,5 ml 95 21 +/- 16 54 +/- 1 1  

Des rats Brown-Noway sont immunisés avec du DNP-OVA au jour O. Ils reçoivent en plus 

du SDlF aux jours 1,3 et 4 (a) ou au jour O (b). L'antigène est injecte Ci nouveau au jour 

29 et la réponse IgE secondaire mesurée au jour 34. Les taux d'lgE sont exprimés en 

nglml d'anti-lgE fixés (moyenne +/- Acart-type). 



Par contre,  i'injection de  SDIF s u  .jour 27 en mgme temps que l'injection de 

rappel de l'antighne en t r a ine  une reduction importante d e  la  réponse IaE 

secondaire. Les doses néce5saires pour inhiber l a  réponse secondaire sont o lus  

faibles  que pciur !a réponse arimaire (Figure 221. 

Effet du SDIF sur 
une réponse IgE secondaire 

Témoin 0.02 0.05 0.1 0.2 

SDIF, ml 

FIGURE 22: Des rats Brown-Norway sont immunisés avec du DNP-OVA. 
Une injection de rappel est faite au jour 29 en même temps que différentes 
doses de SDIF. La réponse IgE secondaire spécifique est mesurée au jour 
34. 



4.3.4. Discussion 

E tan t  donné que l e s  immunosuppresseurs peuvent suivant l e s  c a s  exercer  

d e s  e f f e t s  pos i t i f s  ou néga t i f s  s u r  une réponse IgE, nous ne savions p a s  A priori  

quel s e r a i t  l 'effet  du SDIF. C'est pourquoi nous avons réa l i sé  ce t t e  étude s u r  

deux souches de r a t  l'une de phénotype bon rcipondeur IgE e t  l 'autre de  phénotype 

faible répondeur. Avec l e s  protocoles que nous avons u t i l i sés ,  l e  t ra i tement  pa r  

le SDIF a un e f f e t  inhibiteur s u r  l a  production d e s  ant icorps  IgE s'il e s t  f a i t  dans  

l e s  P u r s  qui suivent  l'immunisation. Le mhme trai tement  f a i t  dans  les jours qui 

préccident l'immunisation n'a p a s  d'effet. Nous avons vu que l e  SDIF e s t  in v i t ro  

un agent  inhibiteur de  l a  prolifération lymphocytaire. On peut penser  que s o n  

act ivi té  s'exerce in  vivo s u r  l a  prolifération d e s  cellules réact ives  A llantig&ne. 

Son inefficacité quand il e s t  injecté avant l 'antigène pourrait  & t r e  a t t r ibuee  A une 

inactivation rapide de  la molécule soit par d g ~ r a d a t i o n  s o i t  par absorption par  les 

cellules. Ce r é su l t a t  e s t  un argument en  faveur  d'une absence de cytotoxicité du 

SDIF s u r  l e s  cellules lymphoïdes puisque l a  réponse IgE obtenue dans c e s  

conditions est d'amplitude égale A celle d e s  animaux non t ra i tés .  Ceci est a u s s i  

confirmé par le f a i t  que d e s  animaux t r a i t e s  par  l e  SDIF l o r s  de l'immunisation 

primaire fon t  une réponse secondaire normale. 

De plus p e t i t e s  quant i tés  de SDIF son t  nécessaires  pour inhiber l a  réponse 

IgE d'un r a t  Brown-Norway que celle d'un r a t  Lewis. La régulation de  l a  réponse 

IgE f a i t  intervenir d e s  cel lules  suppressives  dont  l 'activité e s t  plus importante 

chez les s u j e t s  de phénotype faible répondeur IgE (CHIORAZZI e t  coll., 1977). Le 

SDIF ayant  une action su r  les cellules en  proliferatton, l a  différence de  

sens ib i l i t é  d e s  réponses  IgE du r a t  Lewis e t  du r a t  Brown-Norway pourrait  

s'expliquer par un plus  grand nombre de cellules act ivées  (A l a  fo i s  "helper" e t  

su r tou t  suppressives)  chez l e  r a t  Lewis. L'inhibition de populations suppress ives  

e t  e n  m e m e  temps de populations "helper" par le  SDIF aurai t  d e s  e f f e t s  

neutral isants ,  ce qui expliquerait  que pour observer  une inhibition comparable A 



celle observée cher le  r a t  Brown-Norway, il faille des  quantités de SDIF plus 

importantes. 

L'inhibition de la  production d'anticorps n'est pas sélective de l'isotype 

IgE, puisque le  t e s t  de Farr  montre une inhibition de l a  capacité de fixer 

l'antigène des  sérums d'animaux t r a i t é s  par le  SDIF. L'effet du SDIF sur  l a  

production d'anticorps non IgE (40 X d'inhibition) apparaf t cependant moins 

dramatique que s u r  la réponse IgE (95 X d'inhibition). Par contre l'affinitg d e s  

anticorps n'est pas  modifiée, ce qui peut s'expliquer par le  fa i t  que le  SDIF 

exercerait un e f f e t  sur  la prolifération des  lymphocytes T "helper" avec pour 

conséquence une diminution de l a  quantité d'anticorps produits, mais pas  d'effet 

su r  leur avidité. Le mécanisme de cet te  inhibition n'étant pas connu, il e s t  

difficile d'analyser ces résultats ,  mais l'on peut supposer que l'inhibition de l a  

prolifération des  lymphocytes T par le  SDIF participe A la  modulation de l a  

réponse anticorps. La réponse IgE é tant  strictement thymodépendante, on 

comprend pourquoi elle se trouve particulihrement affectée par le SDIF. 

Le f a i t  qu'il y a i t  une production massive d'IgE au cours de la 

schistosomiase e s t  A priori en défaveur d'un rdle joué par le  SDIF au cours de  

l'infection. I l  e s t  effectivement possible que le  SDIF ne joue pas de rble au cours 

de l'infection ou qu'il a i t  une action t rPs  locale s a n s  e f fe t  sur  l a  réponse 

anticorps. On peut toutefois remarquer que l e s  doses de SDIF ut i l isées pour c e s  

expériences sont  tout  A f a i t  incompatibles avec l e s  quanti tés  qui pourraient ê t r e  

libérges chez un h8te mdme infecté de façon sévi?re. Or la cyclophosphamide 

exerce un e f fe t  amplificateur de la réponse IgE seulement A t r P s  faibles 

concentrations. I l  e s t  possible que le  SDIF administré aussi  en t r è s  faibles 

quanti tes  mais de façon repétée a i t  un e f f e t  amplificateur su r  la réponse IgE. On 

s a i t  que la  production d'IgE spécifiques vis-A-vis d'un allergPne e s t  réduite chez 

des  animaux qui portent une parasitose au moment de l'induction de ce t t e  reponse 

(JARRETT e t  coll., 1980) (ORR e t  BLAIR, 1980). La potentialisation de l a  réponse 



IgE s'observe par  contre avec des  animaux chez qui la  réponse IgE anti-allergéne 

e s t  déjA induite e t  qui sont  ensui te  infectés.  La régulation de  la  réponse IgE a u  

cours d e s  infections paras i ta i res  apparaf t  donc comme un phénomPne t r P s  

complexe e t  multifactoriel. Des ac t iv i tés  potent ial isatr ices  !sérineprotéase 

décrite par VERWAERDE e t  coll., 1986) ainsi qu'inhibitrices (SDIF) de l a  

production d'IgE libtsrées par  l e  parasi te  on t  étts décrites,  mais leur implication 

au  cours de l'infection r e s t e  encore A démontrer. 

Ces r é s u l t a t s  permettent comme dans  l e  c a s  préclident d'envisager pour 

ce t t e  molécule d e s  applications pharmacologiques extremement i r ~ t é r e s s a n t e s  

dans  l e  domaine de l'allergie. Nous verrons dans  l e  chapftre  suivant que le  SDIF a 

non seulement un e f f e t  s u r  la production d e s  anticorps responsables d e s  

phlinomenes allergiques mais e s t  capable a u s s i  d'inhiber l e s  fonctions effectr ices  

de deux cellules impliquées dans l e s  manifestations allergiques, l e s  mastocytes 

et l e s  plaquettes.  On peut donc penser que l 'association de ces  deux propriétes  

conduirait A l'obtention d'un agent pharmacologique t r P s  puissant. 



5 .  EFFET DU S D I F  S U R  LES F O N C T I O N S  E F F E C T R I C E S  D'AUTRES 
CELLULES 

Nous avons vu au  cours d e s  chapi tres  pr6cédents que l e  SDIF exerce un 

e f f e t  inhibiteur su r  la  prolifération des  lymphocytes T e t  que ceci a pour 

conc,Bquence une altératicrn d e s  fonctions immunitaires T dépendantes. En terme 

de prolifération, nous avons vu également qu'il ex is te  une relat ive sélect ivi té  

d'action du SDIF vis-A-vis d e s  lymphocytes T. Cependant cela n'exclut p a s  L 

priori un e f f e t  du SDIF s u r  d'autres phénomènes que la prolifération e t  s u r  

d'autres cellules que l e s  lymphocytes. 11 nous e s t  apparu in té ressant  de t e s t e r  

l 'effet  du SDIF su r  l e i  cellules impliquées dans l e s  mécanismes effecteurs  de  l a  

e,chistosomiase c'est A dire  l e s  macrophages, mastocvtes, éosinophiles et 

plaquettes.  Dans l e s  svs t émes  expérimentaux que nous avons ut i l isés ,  i l  n'a p a s  

é t e  possible de mettre e n  évidence un e f f e t  direct  du SDIF s u r  l e s  fonctions 

macrophagiques ni s u r  l e s  éosinophiles. Par contre, l a  dégranulation d e s  

mastocytes e t  l'activation plaquettaire sont  sens ib les  A l'action du SDIF. Nous 

dgvelopperons donc l e s  r é s u l t a t s  concernant ces  deux populations cellulaires. 

5.1. Ef fe t  du SDIF s u r  la  dkqranulation des  mastocytes 

5.1.1. E f f e t  du SDIF s u r  l a  déqranulation des  mastocytes in vi t ro 

Des mastocytes péritonéaux de r a t  sont  sensibi l is4s  passivement in v i t ro  

avec du sérum provenant d'animaux immunises par  de l'ovalbumine (OVA). La 

présence d'IgE anti-OVA dans c e s  sérums a é t é  vérifiée au préalable. La 

dégranulation mastocytaire induite par  addition de l'antiggne e s t  appréciée par  l a  

mesure de  l a  l ibération de  sérotonine marquée préalablement incorporée dans l e s  

mastocytes. La préincubation des  mastocytes avec l e  SDIF 30 minutes avant l a  

sensibilisation inhibe t rPs  significativement la dégranulation (Tableau 17). 



TABLEAU 17 

INHIBITION DE LA DEGRANULATION MASTOCYTAIRE PAR LE SDlF 

Expérience Préincubation % Libération % Libération % Inhibition 

avec spontanée(a) sérotonine 

Anti-OVA Milieu O 

+ OVA SDlF 10 CLJ 0,03 

SDlF 20 pl 0,58 

SDIF 30 pi 1,86 

Composé Milieu 

48/80 SDlF 10 CLJ 
SDIF 20 pl 

Polymyxine B Milieu 

SDlF 10 pl 

SDlF 20 pi 

Des mastocytes péritonéaux de rats sont préincubés 30 min avec du SDIF à 37°C. La 

dégranulation est induite par incubation avec un sérum anti-OVA (50 FI) + OVA (50 pg), ou 

par 50 pl de composé 48/80 (1 0 pglml) ou par 50 pl de polymyxine B (1 00 pglml). 

(a) Libération de sérotonine par les mastocytes incubés seulement en présence de SDIF. 

(b) NS = Non significativement différent du témoin sans SDIF. 

Le mrirme pourcentaoe d'inhibition e s t  obtenu avec du SDIF chauffé 1 heure 

A 100°C (46 pour le  SDIF non chauffé e t  43 % pour le SDIF chauffé). Le SDIF 

seul n'induit pas de libération de sérotonine. Lorsque la dégranulation e s t  induite 

par des composes chimiques comme le composé 48/80 ou la  pol$/mv>:ine Bt on 

observe aussi  un e f f e t  inhibiteur du SDIF (Tableau 17). 



.A.orés une oreincubation d e s  mastoc!ltes avec l e  SDIF, l e s  ce l lu les  s o n t  

l a v é e s  t r o i s  f o i s  e t  r e m i s e s  en  suspens ion  d a n s  l e  milieu de culture. La  

dégranula t ion e s t  a l o r s  indui te  s o i t  par  l a  ool\/m\!>:ine B s o i t  par  une réact ion IaE 

anti-OVA + DVA. Dans ce5 conditions, l ' e f fe t  inhibi teur  du SDIF s u r  la 

dégranula t ion o e r s i s t e  mPme a p r é s  lavage d e s  cel lu les  (Tableau 18). 

TABLEAU 18 

INHIBITION DE LA DEGRANULATION MASTOCYTAIRE PAR LE SDIF APRES 

LAVAGE 

Préincubation Lavage Anti-OVA + OVA Polymyxine B 

avec 

% Libération % Inhibition % Libération % Inhibition 

sérotonine sérotonine 

Milieu 30,3 +/- 1,4 26,2 +/- 0,9 

SDlF10CLJ - 19,5 +/- 0,8 36 19,9 +/- 0,2 25 

Milieu + 29,3 +/- 1,2 22,1 +/- 1,5 

SDlF10p.I + 19,8 +/- 0,5 32 12,7 +/- 1,7 43 

Après préincubation des mastocytes avec le SDIF, les cellules sont lavées ou non avant le 

déclenchement de la dégranulation induite soit par une réaction OVA + Anti-OVA ou par la 

polymyxine B. 

5.1.2. E f f e t  du SDIF s u r  l a  déqranulation d e s  mas tocy tes  in  vivn 

On peut  apprécier  l a  dearanula t ion d e s  mas tocv tes  in vivo par  la mesure du  

diamétre  d e s  réac t ions  cu tanees  consécut ives  A l'anaphyla:.:ie. C e s  réac t ions  

c u t a n é e s  s o n t  d i t e s  p a s s i v e s  IPCA=Passive Cutaneous  anaphv1a::is) lorsqu 'e l les  



son t  f a i t e s  par injection locale d'un sOrum contenant des  IaE chez un animal sain.  

El les  sont  d i t e s  act ives  lorsqu'elles s o n t  effectuées chez un animal immunisé 

vis-a-vis d'un antigène. Dans l e s  deus: cas ,  l'injection de l'antigène par voie 

systémique ou de façon locale provoque une réaction visualisée chez l'animal par  

l ' in ject ion d'un co lo ran t  qu i  s e  l i e  aux p r o t é i n e s  e t  dont  la d i f fus ion  

extravasculaire s e r a  proportionnelle A l ' intensité de  l a  rëaction anaphylactique. 

Enfin, on peut comme in v i t ro  provoquer une dégranulation e t  donc une réaction 

cutanée par injection locale de composés chimiques comme le composé 48/80 e t  l a  

polymyxine B. 

Le SDIF e s t  injecté localement 15 minutes avant l e  déclenchement de la  

réaction cutanée. Les animaux contrdles reçoivent l e  m@me volume de sérum 

physiolagique. Dans l e s  t r o i s  s i tua t ions  exposées prëcédeniment, on observe une 

réduction t rPs  importante du diametre d e s  réactions cutanées après  injection de  

SDIF (Tableau 19). 
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TABLEAU 19 

EFFET DU SDlF SUR DES REACTIONS CUTANEES CHEZ LE RAT 

Test 

- 

Préinjection Surface moyenne % Inhibition 

A : Polymyxine Sérum Phy. 

SDlF 

Composé 48/80 Sérum phy. 

SDlF 

B : Anti-OVA + OVA Sérum phy. 

(ACA) SDlF 

C: (PCA) 

S. Mansoni Sérum phy. 

SDlF 

Anti-OVA + OVA Sérum phy. 

SDlF 

Contrôles 

SDlF seul 

Sérum phy seul 

Des réactions cutanées sont provoquées sur le dos de rats Wistar par injection soit: 

A: d'agent chimique induisant directement la dégranulation: Polymyxine ou Composé 

48/80 (100 FI par voie intradermique en même temps que I'injection intraveineuse de 

Bleu d'Evans). 

8: d'ovalbumine (OVA) à des animaux immunisés préalablement par le même antigène. II 

s'agit d'une réaction d'anaphylaxie cutanée active (ACA). L'injection de I'antigène se fait 

par voie intradermique en même temps que I'injection intraveineuse de colorant. 

C: de sérum de rat immunisé contre l'ovalbumine (Anti-OVA) ou de sérum de rat infecté 

par S. mansoni (1 00 pl par voie intradermique 48 h avant I'injection déclenchante). La 

réaction cutanée est provoquée par injection intradermique de I'antigène correspondant 

(OVA ou Antigène de S. mansoni ) au même site et d'injection intraveineuse de colorant. II 

s'agit d'une réaction d'anaphylaxie cutanée passive (PCA). 

Dans tous les cas le SDIF ou le sérum physiologique sont injectés au même site 15 min 

avant I'injection déclenchante. 
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Dif fë ren tes  dilutions. d e  SDIF on t  é t é  t e s t é e s  s u r  une réact ion 

a n a o h ~ l a c t i s u e  ~ a s s l v e .  Un e f f e t  inhibi teur  s t a t i s t i u u e m e n t  significatif  e s t  

observé seulement  Dour l e s  deux p lus  f o r t e s  concentra t ions  de  SDIF. De mBme que 

nous  l 'avions observé Dour l ' inhibit ion de  l a  prol i féra t ion l~/mphoc\,,taire, l ' e f fe t  

inhibi teur  s u r  l a  dkgranuiation disparaf  t rapidement par  dilution du SDIF (Tableau 

30). 

TABLEAU 20 

INHIBITION DE PCA PAR DIFFERENTES DOSES DE SDlF 

Préinjection Surface moyenne % inhibition P 

+/- écart-type (mm2) 

- - 

Sérum phy. 153 +/- 12 

SDlF 1 :10 1 1 1 +/- 22 27 

SDlF 1 :4 108 +/- 16 29 

SDlF 1 :2 49 +/- 6 68 

SDlF 1 :1 42 +/- 1 73 

- - 

100 pi de sérum contenant des IgE anti-OVA sont injectés par voie intradermique. La PCA 

est déclenchée par injection intraveineuse de 5 mg d'OVA et de 4 mg de bleu d'Evans. Le 

SDlF (100 p l  des dilutions indiquées) est injecté localement 15 minutes avant le 

déclenchement de la réaction. 



Le Tableau 21 montre l e s  d iamPtres  d e s  réac t ions  cu tanées  o b t e n u s  

lo r saue  l e  SEIF  e s t  in.iecté A d i f f é r e n t s  t emps  a v a n t  l e  déclenchement d e  l a  

réact ion dlanaphvlai:ie cutanée pass ive  (PCA! Dar in.iection de  l 'antigéne.  Lorsque 

le SDIF e s t  injecté 4:3 h e u r e s  avan t  l lant igPne+ il n'v a pas  d'inhibition de l a  PCA. 

L'inhibition ma>:ixale e s t  observée quand le SDIF est  injecté 3 heures  ou 30 min 

a v a n t  l'ovalbumine. Un t e m p s  de contact  avec  le SDIF e s t  cependant nécessa i re  

puisque llin.jection s imul tanée de l'antiqilne e t  du SDIF donne une réact ion de  PCA 

ident iaue A ce l l e  d u  témoin (Tableau 21). 

TABLEAU 21 

INHIBITION DES REACTIONS CUTANEES PAR INJECTION DE SDIF A 

DIFFERENTS TEMPS AVANT LE DECLENCHEMENT DE LA REACTION 

Temps Surface moyenne O/O Inhibition P 
+/- Ecart-type 

.......................................................... 
Témoin 30 min 215 +/- 12 

SDlF 48 h 215 +/- 24 O NS 
SDIF 24 h 146 +/- 10 33 < 0,005 

SDlF 3 h 80 +/ - 26 63 < 0,005 

SDlF 30 min 89 +/- 23 62 < 0,005 ;"> 
SDlF O 205 +/- 6 5 NS I \  ILE 

Des réactions de PCA sont réalisées comme précédemment. Le SDIF est injecte à 

différents temps avant l'injection de l'antigène et du colorant (de - 48 h à O avant le 

déclenchement de la réaction). 



5.1.3. E f f e t  du SDIF s u r  l e  choc s n a ~ h y l a c t i ~ u a  

Le cobaye e s t  un animal extrtsmement sensible aux réact ions 

anaphylactiques. On peut  chez ce t  animal, aprPs sensibilisation vis-a-vis d'un 

allergène, déclencher un choc anaphylactique mortel par réintroduction de 

lJallergPne. Des cobayes ont  é t é  immunisés avec de l'ovalbumine et sépa rés  en  

deux groupes. Le premier (5 cobayes) reçoit  du serum physiologique e t  l e  second (3 

cobayes) du SDIF 30 minutes avant  l'injection d'ovalbumine responsable du 

déclenchement du choc anaphylactique. Les animaux témoins sont  t o u s  morts d a n s  

l e s  24 heures  qui on t  suivi  l'injection d'ovalbumine a lors  que l e s  animaux t r a i t é s  

par l e  SDIF ont  survécu s a n s  exception. I l  e s t  difficile, vu l e  nombre d'animaux 

u t i l i sés  pour ce s  expériences d'affirmer le  rdle protecteur du SDIF dans le choc 

anaphylactique, mais nous ét ions l imités par  la quant i té  de SDIF nécessaire pour 

t r a i t e r  ces  animaux. 

5.1.4. E f f e t  du SDIF s u r  l e s  réactions anaphylactiaues du s inae 

Bien que l 'effet  du SDIF n'ait pu Btre t e s t e  s u r  des  réactions cutanées 

chez l'homme, son eff icaci te  a cependant pu Btre vérifiée chez un primate 

Erythrocebus ~ a t a s .  La réaction cutanée e s t  induite par l'injection d'un sérum de 

pat ient  allergique e t  dé lJallerg&ne correspondant. I l  ex is te  d e s  réact ions 

croisées  suffisamment importantes pour sensibi l iser  l e s  cellules de  singe avec 

d e s  immunoglobulines humaines.  L'injection de  SDIF inhibe  de f a ç o n  

dose-dépendante l 'intensité de l a  réaction anaphylactique, exactement comme cela 

a é t é  observé chez l e  r a t  (Tableau 22). 



TABLEAU 22 

INHIBITION PAR LE SDIF DES REACTIONS CUTANEES CHEZ LE SINGE 

Test Préinjection Surface (mm2) O/O Inhibition 

Sérum de patient Sérum phy. 6,O 

allergique (1 11 6) SDlF pur 3,4 

+ allergène 112 5-5 

114 6,1 

Sérum de patient Sérum phy. 4,8 

allergique (1132) SDlF pur 1,3 

+ allergène 112 3,3 

114 3,4 

Différentes dilutions d'un sérum de patient allergique sont injectées par voie 

intradermique dans la peau de l'abdomen d'un singe Erythrocebus patas . 18 h plus tard, le 

SDlF ou du sérum physiologique sont injectés au même site que le sérum 15 min avant 

l'injection intraveineuse de l'allergène et du bleu d'Evans. La surface des taches est 

mesurée avec un planirnetre. 

5 . i . 5 ,  Inhibition d'un mècanisme de c:~totoi:icitè dépendant d'éosinophiles 

e t  de mastocytes, 

L'un d e s  mécanismes e f fec teurs  décri ts  au cours de la schistosomrase t a i t  

intervenir d e s  éosinophiles sensibi l isés  par des  anticorps de classe IaE ou igG2,. 

Ce mécanisme r e ~ u i e r t  l a  participation des  mastocsltes ( M .  CAPRON e t  coll., 

1978). Ceux-ci dègranulent par interaction des  anticorps IgE ou IgGZ, f i x é s  A 

leur sur face  avec d e s  antiaenes parasi ta ires .  Certains produits de la 

déaranulation mastoc\/taire activent I1&osinophile e t  l e  rendent cytotoxiques. 



Nous avons t e s t é  l ' e f fe t  du SCIF su r  l a  cvtoto:.:icité des  éosinophiles 

vis-&-vis d e s  schif tosonules .  Les r&su l t a t s  du Tableau 31 montrent une 

inhibition de 76 X de la cvtotoxicité en présence de SDIF dans le  cas  d'une 

population mixte cantenant environ 60 % d'éosinophiles e t  15 X de mastoc./tes. 

Une population fortement enrichie en éasinophileç, e t  dépourvue de mastocytes 

n'est p a s  capable de tuer  l e s  schistosomules sauf si on a.joute dans l e  svstgme 

des  mastocvtes ou des  produits de  déaranulation mastoc\/taire. Dans l e  ~ r e m i e r  

cas  -addition de  mastoc~/tes-  la  prbsence de SDIF entraf ne une for te  réduction de 

l a  c\/ totor:icité a l o r s  que  d a n s  l e  second c a s  -addi t ion  de p rodu i t s  d e  

dégranulation- l e  SDIF n'a aucun e f f e t  (Tableau 23). Ces r é s u l t a t s  montrent que 

l e  SDIF n'interfére pas  avec l a  fonction cytotoxique des  éosinophiles mais e s t  

seulement capable d'inhiber l a  dégranulation rnastocvtaire. 

TABLEAU 23 

INHIBITION DU MECANISME DE CYTOTOXlClTE DEPENDANT D'EOSINOPHILES 

PAR LE SDIF 

Cellules effectrices % cytotoxicité +/- Ecart-type % Inhibition 

sans SDlF avec SDlF (1 0 pl) 

Population totale 56,7 +/- 8,2 13,7 +/- 2,8 76 

Eosinophiles 8,8 +/- 1,4 12,2 +/- 2,9 O 

Eosinophiles + 25 % 37,1 +/- 5,3 19,2 +/- 1,2 4 8 

mastocytes 

Eosinophiles + surnageants 30,1 +/- 5,1 34,1 +/- 2,4 O 

de dégranulation 

mastocytaire 

- - 

Chaque population de cellules effectrices est ajoutee dans le rapport 6000:l à des 

schistosomules préalablement incubés dans du sérum de rat infecté. Les surnageants de 

dégranulation mastocytaire sont préparés par incubation de mastocytes de rats infectés 

avec un antisérum anti-lgE. 



5.2. E f f e t  du ÇDIF c u r  l ' s c t i~ .~a t ion  p laaue t t a i re  

L'un d e s  mbcariismes e f f e c t e u r s  connus a u  cours  d e  la schis tosomiase  f a i t  

in te rven i r  d e s  p l a q u e t t e s  sanauines .  Celles-ci peuvent  e t r e  a c t i v é e s  par  d e s  

an t i corps  IRE e n  in te rac t ion  avec l'antiogne (JOSEPH e t  ~ 0 1 1 . ~  1?53), par  d e s  

l\/mphokines dont l ' in terféron (PAFICRE e t  coll.+ 1987) ou  encore p a r  c e r t a i n s  

neuromédiateurs  comme la subs tance  P (DAMONMEVILLE, communication 

personnelle) .  Le SOIF allant un e f f e t  inhibi teur  s u r  deux p rocessus  d'er:oc\/toset A 

s a v o i r  l 'activité cvtol\ / t ique d e s  CTL e t  la déçiranulation mastoc\/ taire,  s o n  e f f e t  

a é t é  t e s t é  s u r  l ' ac t ivat ion p laque t ta i re  indui te  s o i t  p a r  d e s  ant icorps  IgE s o i t  

pa r  l a  substance P. 

Des p l a q u e t t e s  de  su..iets s a i n s  s o n t  préincubées 30 minutes avec  le  SDIF, 

pu i s  mises en  contact  avec  l e s  schis tosomules  e t  a c t i v é e s  s o i t  par  de  l a  

subs tance  Pt s o i t  p a r  du serum d e  pa t i en t  in fec té  pa r  S. mansoni s o i t  p a r  du sérum 

de  p a t i e n t  a l lera ique au venin d e  au@e e n  présence de  l 'al leraene correspondant.  

Dans c e s  t r o i s  s i t u a t i o n s t  l e  SDIF inhibe fo r tement  l a  c\ / totocicité d e s  p l a q u e t t e s  

s u r  l e s  s c h i r t o ~ , o m u l e s  (F iaure  23 e t  24). Le SDIF n' a p a s  d ' e f f e t  s u r  l e s  

schis tosomules  e n  l 'absence d e  p laque t tes ,  d e  mgme qu'aucune cvtotoxicite; n 'es t  

obse rvee  e n  presence de  SDIF lorsque l e s  p l a q u e t t e s  n e  s o n t  pas  act ivées .  La 

préincubation d e s  p l a q u e t t e s  avec l e  SDIF a v a n t  l 'addition d e s  schis tosomules  

auamente l e  taux d'inhibition de l a  cytotoxic i té ,  mais on peut quand mbme 

observer  un e f f e t  du SDIF quand t o u s  l e s  r é a c t i f s  s o n t  a j o u t é s  en  mbme temps. 



Effet du SDlF sur 
l'activation plaquettaire 

100 1 

FIGURE 23: Des plaquettes de sujets sains sont préincubées 30 minutes 
avec du SDlF puis mises en contact avec de la substance P ou un sérum de 
patient infecté par S. mansoni et des schistosomules. La cytotoxicité est 
mesurée par observation microscopique à 24 h. 

1 : Substance P 1 o - ~  M 
2: "+SDlFlOpf 
3: " + SDlF 20 pl 

5: Sérum de patient infecté par S. mansoni 
6: "+SDlFIOpI  
7: " + SDlF 20 pl 



Effet du SDlF 

sur l'activation plaquettaire 

RGURE 24: Des plaquettes de sujets sains sont prBincubées avec du SDIF 
30 minutes puis mises en contact avec du sBrum de sujet allergique au 
venin d'hyménopt&re, de l'allergène correspondant et de schistosomules. 
La cytotoxicitd est mesurée par observation microscopique a 24 h. 

1 : SBrum de patient allergique + Allergène 1 nglml 
2: " + SDIF 2 ul 
3: " + SDlF l&l 
4: " + SDlF 20 pl 

5: SBrum de patient allergique + Allergène 10 pg/ml 
6: " + SDlF 2 ut 
7: II + SDIF 1 6 i 1  
8: " + SDlF 20 pl 



5.3 Discussion 

Le:. rb su l t a t s  que noue avons obtenus montrent un e f f e t  inhibiteur du ÇDIF 

s u r  l a  dégranulation mastocvtaire in  v i t ro  e t  in  vivo. In vitro,  nous avons u t i l i sé  

pour mesurer l a  déqranulation une rribthode de  mesure de la  l ibération de  

sérotonine par  des  cellules préalablement marquées. Ce t t e  méthode donne d e s  

r é s u l t a t s  t ou t  A f a i t  comparables A ceux obtenus par  observation morphologique 

de la dégranulation (MAZINGUE e t  coll., 1978). L'incubation des  mastocytes avec 

du ÇDIF seul  n 'entrafne pas  de  libération de s&rotoninei ce qui montre une 

absence de cytotoxicite du SDIF vis-A-vis de ces  cellules. De plus, la prësence de  

sérotonine froide dans  l e s  préparations d e  SDIF aura i t  en t ra fné  un échange avec 

la sérotonine rnarquge incorporge dans l e s  cellulest ce qui aurai t  provoqué une 

augmentation de  la  l ibération du marqueur dans l e  milieu. Le SDIF inhibe auss i  

bien l a  dégranulation mastocytaire induite par  une réaction anaphylactique 

dépendante d'IgE ou d'IgGsa que par d e s  agents  chimiques bien que dans  l e  ca s  du 

composé 45/80 l'inhibition s o i t  moins spectaculaire. Ceci peut s'expliquer par  le 

f a i t  que l a  dégranulation induite par l e  compose 48/80 s e r a i t  l a  conséquence d'un 

mécanisme d i f fé ren t  de celui de l 'activation classique (JOHNSON e t  coll., 1974) 

(DIAMANT, 1967)  (KALINER e t  AUSTEN, 19741. Le f a i t  que l e  ÇDIF inhibe l a  

dégranulation mastocytaire induite par d e s  composés chimiques permet de penser  

que ce fac teur  n'interfëre p a s  avec la  fixation de l'IgE s u r  son récepteur mais 

modifie plutdt  un d e s  événements métaboliques nécessaires  A l a  dégranulation. 

Ceci e s t  d'ailleurs confirmé par  l e s  expériences réa l i sées  in vivo. LA 

encore, l e s  réactions cutanées induites par  des  agen t s  chimiques s o n t  inhibées d e  

l a  meme façon que cel les  indui tes  par une réaction anaphylactique. De plus, dans  

l e  c a s  d'une reiaction IgE anti-OVA + OVA, l e  SDIF e s t  injecté aprPs que l e s  

mastocytes so ien t  sens ib i l i sés  par 1'IgE. Ceci confirme que l e  ÇDIF n'interfgre 

p a s  avec l a  fixation d e s  IgE s u r  leur r6cepteur mastocytaire. Le mOme nombre 

d'injections a é t é  effectué dans  chacune des  s i tuat ions,  de façon A éliminer 



l'hypothese d'une inhibition due au traumatisme de l'injection intradermique. Le 

ÇDIF seul  n'induit pas  de réaction positive, montrant a ins i  qu'il n'a p a s  d'activité 

cytotoxique directe  su r  l e s  mastocytes de  l a  peau. Ce que nous avons observé 

un niveau local a pu Ptre  confirmé d'une part  chez l e  singe (ce qui permet 

d'esperer l e  miime e f f e t  du SDIF s u r  d e s  cellules humaines) e t  d'autre par t  au  

niveau de l'organisme puisque l e  choc anaphylactique mortel du cobaye est 

supprimé par  injection préalable du SDIF. Les conditions dans lesquelles nous 

avons inhibé le choc anaphylactique ne son t  probablement pas  optimales, mais 

é t an t  donné la lourdeur de  ces  expériences, il ne nous a pas  é t6  possible de  

t e s t e r  différentes; doses  de SDIF ni diff é r en t s  protocoles. 

Un d e s  mécanismes e f fec teurs  dans  l a  schistosomiase f a i t  intervenir d e s  

éosinophiles en coopération avec d e s  mastocytes ( M .  CAPRON e t  coll., 1978). Nous 

montrons ici que l e  SDIF peut inhiber ce mécanisme non par  un e f f e t  direct  sur  l e s  

eosinophiles mais en  empgchant la  l ibération de  médiateurs mastocytaires 

nécessaires  A l'activation d e s  éosinophiles. Au cours de  l'infection, ce mécanisme 

de cytotoxicité appa ra î t  plus  ou moins efficace suivant l e s  périodes. M. CAPRON 

e t  coll. (1979) o n t  montré qu'il y a une modulation de l 'activité d e s  éosinophiles 

au  cours de l'infection par d e s  complexes immuns A S. mansoni. On peut aus s i  

penser  qu'il ex i s t e  une régulation de  l 'activité mastocytaire e t  que le SDIF s e r a i t  

un de  ces  éléments régulateurs. Si ce facteur  e s t  capable de moduler l 'activité 

mastocytaire au  cours de l'infection, cela aurai t  des  conséquences non seulement 

s u r  l e  mécanisme effecteur  que nous venons de voir, mais cela pourrait  auss i  l l tre 

une explication de  l a  faible incidence d e s  manifestations allergiques chez l e s  

s u j e t s  parasi tés .  Comme dans  l e  ca s  de  l a  réponse lymphocytaire, nous n'avons 

cependant pas  d'arguments d i rec ts  pour affirmer cela. 11 faudrai t  disposer d'un 

moyen de mesurer l a  l ibération de SDIF au  cours de  l'infection, ce qui e s t  

conditionné par  l a  connaissance de l a  s t ruc ture  de la  molécule de SDIF. 
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Un au t r e  mécanisme ef fec teur  de la schistosomiase f a i t  intervenir l e s  

plaquet tes  qui peuvent Ptre  act ivées s o i t  par d e s  lymphokines s o i t  par d e s  

anticorps IgE. Les schistosomules son t  t u é s  par d e s  produits de dégranulation d e  

la plaquette. Un contact direct schistosomule plaquette n'est pas  nécessaire. Par  

contre,  l a  plaquette doit Btre activée, car  l e s  produits d'une lyse  de  plaquet tes  

non act ivées ne sont  pas  capables de  t u e r  l e s  schistosomules. Si l e  mécanisme de  

la lyse  e s t  actuellement e n  cours d'étude dans  not re  laboratoire,  a n  peut quand 

m8me supposer qu'il ex i s t e  d e s  similitudes en t re  l a  cytotoxicité plaquettaire e t  

l a  dégranulation mastocytaire e t  que l'activité inhibitrice du SDIF s'exerce a u  

m@me niveau pour ce s  deux types  cellulaires. Nous discuterons plus  en  détai l  de  

c e t t e  hypothPse ultirieurement (chapftre Discussion). Comme dans  l e  cas  d e s  

mastocytes, l 'activation plaquettaire e s t  modulée au  cours de l a  schistosomiase 

(JOSEPH e t  coll., 1983). Le taux dlIgE spécifiques e t  leur degré de complexation Y 

e s t  certainement pour quelque chose. L'équilibre en t r e  la production d'interféron 

(PANCRE e t  coll., 1987) qui stimule l e s  plaquet tes  et la  production de PASL qui 

l e s  inhibe (PANCRE e t  coll., 1986) e s t  également un d e s  éléments de c e t t e  

régulation. Le SDIF par s a  capacité d'inhiber l'activation plaquettaire,  quelque 

s o i t  l 'agent act ivateur  pourrait  auss i  participer A la modulation de ce mécanisme 

effecteur.  



DISCUSSION ET CONCLUSION 



L'immunité des  infections parasi taires e t  plus particulièrement de  la  

schistosomiase e s t  dominée par deux grandes perturbations de la réponse 

immunitaire: 

1) une immunodépression caractérisée par une diminution des  réponses aussi bien 

vis-A-vis d e s  antigene5 parasi taires que non parasitaires. 

2) une hyperproduction d'IgE polyclonales. Les anticorps IgE spécifiques du 

parasi te  participent a d e s  mecanismes effecteurs dirigés contre celui-ci. Ces  

mécanismes font intervenir des  macrophagesr d e s  4osinophiles en association 

avec des  mastocytes ou d e s  plaquettes. La majorité des  IgE produites n'a pas  de 

spécificité parasitaire e t  leur r61e n'est pas  connut mais il  e s t  en tous cas 

associé A une augmentation des  réactions anaphylactiques. 

Notre étude a donc porté s u r  l'un des  mécanismes par lequel le  parasi te  

lui-mdme induit des  modifications de l a  réponse immunitaire de l'hbte. DESSAINT 

e t  coll. (19771 avaient décrit la  libération par l e s  vers  adultes de S. mansoni d'un 

facteur inhibiteur de la  prolifération lymphocytaire. Nous avons poursuivi c e s  

travaux en  recherchant les différentes cibles de ces  facteurs regroupés sous  le 

nom de  SDIF (Schistosome Derived Inhibitory Factor). Nous avons identifie 

Lsqu'A présent  t ro is  cibles des  act ivi tés  SDIF : l e s  lymphocytes T, les 

mastocytes e t  l e s  plaquettes. Les act ivi tés  biologiques du SDIF ont  é t é  précisées 

dans différents  systPmes; certaines de ces act ivi tés  sont en relation avec 

l'infection parasitaire, tandis  que d'autres ont e t d  étudiées en dehors du 

contexte de l'infection parasitaire. 



1) in vivo: 

- l'injection de SDIF des animaux sains induit chez ces animaux une 

immunodépression traduite par une baisse de l a  réponse lymphocytaire aux 

antigPnes e t  une diminution des réactions d'hypersensibilit6 retardee. 

- cette immunodépression induite par l e  SDIF permet l'établissement d'une 

infection chez un h8te normalenient non permissif. 

- les  rdactions cutanees d'hypersensibilité immédiate chez l e  r a t  e t  l e  singe ainsi  

que l e  choc anaphylactique mortel du cobaye sont inhibés par l'injection préalable 

de SDIF. 

- dans un systPme d'immunisation hapténe-porteur, le  SDIF inhibe les  rgponses 

IgE primaire e t  secondaire. 

- l a  prol i f0rat ion des lymphomes T chez l a  souris est  inhibee par l e  SDIF. 

2) in vitro: 

- l e  SDIF inhibe l a  prol i férat ion lymphocytaire induite par des activateurs 

spécifiques ou polyrlonaux sans manifester d'effet cytotoxique. 

- l a  prol i férat ion dé lignées non lymphoïdes ou de lignees lymphoi'des B n'est pas 

affectée par le  SDIF alors que les  cellules absorbent le  SDIF. 

- l a  genérat ion dé lymphocytes cytotoxiques e n  systeme de réac t ion  

lymphocytaire mixte es t  inhibée par l e  SDIF. Cet e f fe t  n'est pas d o  a une 

inhibit ion de l a  production d'IL-2. 

- l'effet inhibiteur s'exerce également sur ]a géndration de cellules suppressives 

non spécifiques. 



- l 'activité inhibitrice du SDIF s'exerce s u r  l e s  lymphocytes cytotoxiques non 

seulement au  s t a d e  de leur  générationt mais également au  s t ade  de l'expression 

de leur act ivi té  cytolytique vis-&-vis de l eu r s  cibles. 

- l a  dégranulation mastocytaire induite par d e s  agents  dégranulants ou par  une 

réaction anaphylactique e s t  inhibée par une préincubation d e s  mastocytes avec l e  

SDI F . 
- l e  mécanisme de  cytotoxicité dépendant d'éosinophiles dirige contre l e s  

schistosomules e t  dans  lequel l e  mastocyte joue l e  r81e d e  cellule accessoire e s t  

inhibé par  l e  SDIF. L'action de  c e t t e  molécule s'exerce directement s u r  le 

mastocyte e n  empechant sa degranulation e t  par  consequent l'activation de  

1'4osinophile par  d e s  produits de dégranulation mastocytaire. 

- le  mécanisme de cytotoxicité dépendant d e s  plaquet tes  e s t  également inhibé par  

l e  SDIF. Cet te  act ivi té  est observée auss i  bien quand les plaquet tes  s o n t  

act ivées par interaction avec d e s  anticorps IgE que sous  l'action d'un 

neuromédiateur. 

Nous; nous sommes i n t é r e s s é s  au  SDIF, premièrement parce que ce facteur  

peut représenter  un d e s  moyens de défense du parasi te  contre l'hbte. 

DeuxiPmement, l e  SDIF peut Btre ut i l isé  comme sonde pour l 'analyse d e s  

évhnemen t s  a s s o c i é s  a u  cycle ce l lu l a i r e  ( inhibi t ion d e  l a  p r o l i f é r a t i o n  

ly mphocy taire),  a in s i  que pour l'analy s e  d e s  signaux conduisant l'exocytose 

(inhibition de l'activité CTL, de l a  dégranulation mastocytaire e t  de  l 'activation 

plaquettaire). Enfint l e s  propriétés  de ce facteur  nous la i ssen t  entrevoir d e s  

applications pharmacologiques inthressantes .  Les  ten ta t ives  de purification du 

SDIF ont  permis d'aboutir A l'obtention d'une préparation homogène de  P.M. 428 

mais l a  s t ruc ture  d e  la mol4cule n'a pu Btre déterminée. Nous al lons A p resent  

discuter successivement c e s  diff ë r en t s  points. 
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Des travaux réalisés dans notre laboratoire (CAPRON e t  coll., 1930) ainsi 

que par d'autres équipes ont montré que l e  parasite met en oeuvre toute une 

stratégie qui lui permet d'échapper A l a  réponse immunitaire de son h8te. 

L'induction d'une immunosuppression f a i t  part ie de ces moyens de d4fense. Comme 

nous l'avons montré dans l'introduction, de trPs nombreux travaux décrivent I 

l'existence chez un hdte parasité d'un état  d'immunosuppression. Ceci a 4té I 

observé également dans l a  schistosomiase expérimentale e t  humaine. 1 
L ' ident i f ica t ion des mecanismes mis en  jeu dans l 'établ issement de I 

l 

l'immunosuppression reste par contre beaucoup plus dif f ic i le. Parmi les  diverses 

hypothéses envisagées, il a été suggéré que l e  parasite l ibère des mol6cules 
1 

capables de moduler l a  réponse immunitaire de l'hbte. Nous apportons i c i  des 

arguments en faveur de cette hypothbse puisque l e  SDIF injecté A des animaux I 

sains induit  une immunosuppression dont les  caractéristiques sont comparables A 

celles observees cher les  animaux infectés. De plus, l e  SDIF, tout  au moins in I 

vitro, module l 'act ivi té effectrice de deux cellules impliquées dans l'immunité I 

protectrice, A savoir les  plaquettes e t  l es  mastocytes. Ces observations 

apportent des arguments indirects quant au r81e de ce facteur dans l a  1 
l 

modification de l a  réactivité de l'hbte infecté par les  schistosomes. il est vra i  l 

1 
que les  quantités de schistosomes ut i l isees pour mettre en évidence des ef fets in I 

v i t ro  sont incompatibles avec une charge parasitaire normale. Cependant, nous 
1 
l 
l 
l 

avons observé que les  traitements in vivo nécessitaient comparativement de plus 

l 
pet i tes quantités, mais il fa l la i t  répéter l es  injections probablement P cause 

1 
d'une demi-vie courte de cette molécule dans l'organisme. Par exemple, alors 

qu'in v i t r o  une dose de 50 u l  de SDIF pour 106 cellules est  nécessaire pour 

inhiber l a  prol i férat ion lymphocytaire, in vivo quatre injections de 100 ul 
I 

suff isent (sans chercher A optimaliser les  conditions) pour induire une l 

immunosuppression, le  nombre de cellules concernées pouvant @tre estimci A 2 x 
, 
l 

108 par souris. On peut penser qu'une l ibérat inn de SDIF en quantités infime5 i 
l 

mais de façon continue au cours de l ' infection pourrait @tre  responsable de I 



certains effets biologiques dans l e  microenvironnement des parasites. Le SDIF 

étant l ibéré par l e  ver adulte e t  non par l e  schistosomulet on peut penser que son 

activi té s'exercera dans l'environnement de l a  veine porte OCI sont localis4s l e s  

schistosomes. Il serai t  d'ailleurs intéressant de comparer, pendant l a  période 

d'immunosuppression chez un animal infecté, l a  réactivi té lymphocytaire de 

cellules d'organes lymphoïdes proches ou plus éloignés des parasites. Des 

expdriences complémentaires seront nécessaires pour vciritablement démontrer l a  

participation du SDIF A l a  genilse de l'immunosuppressiont sa responsabilité dans 

l'établissement du polyparasitisme e t  dans l a  modulation de certains mécanirnes 

effecteurs, e t  pour déterminer si l a  résistance des vers adultes A l a  réponse 

immunitaire de I'hbte peut en part ie Btre l iée A l a  l ibérat ion de SDIF par celui-ci. 

Bien que nous ayons montré expérimentalement un e f f e t  inhibiteur du SDIF sur l a  

réponse IgEt il faudrait déterminer dans les  conditions de l'infection s i  le  SDIF a 

un ef fet  pos i t i f  ou négatif sur l a  rOponse IgE. Pour cela, il faudrait pouvoir 

disposer de l a  molécule e t  d'anticorps spécifiques du SDIF. Un dosage du SDIF par 

anticorps marqués permettrait  peut-8tre de déterminer s i  ce facteur es t  

effectivemerit l ib6ré au cours de l'infection. Le t ransfer t  passif d'anticorps 

anti-SDIF complPterait cette étude en montrant les  conséquences de l a  

neutralisation du SDIF sur l e  déroulement de l'infection. 

Les schistosornes ne représentent pas un exemple unique de production de 

facteur immunosuppresseur. Nous avons vu dans l'introduction que d'autres 

parasites produisent ce type de molécules. E n  réal i tet on retrouve ce concept au 

niveau de l'immunitb antivirale oh les  infections par l e  virus Heroes simolex sont 

associées A l a  production d'un facteur de pe t i t  poids mol6culaire d'origine virale 

inhibiteur de l 'activité de certaines lymphokines (SHERIDAN e t  coll., 1987). Un 

peptide synthétique homologue d'une protéine de l'enveloppe de rétrovirus 

HTLV-1 e t  II possbde des act ivi tés immur~osuppressives (CIANCIDLO e t  coll-, 

1985). Un pigment d'origine bactériennei l a  pyocyanine produite par Pseudomonas 

aeruoinosa a des effets inhibiteurs sur l a  prol i férat ion despendante d'IL-2 des 



lymphocytes T (MULHARDT e t  coll., 1986). Les  champignons produisent de  

nombreuses molécules immunomodulatrices dont l'exemple le plus célebre e s t  l a  

cyclosporine A decouverte par BOREL e t  coll. (1976). Une al térat ion du systPme 

immunitaire e s t  souvent associ6e aux développements de  tumeurs malignes. Des  

substances immuno~uppressives sont  effectivement produites par l e s  cellules 

tumorales (ROTH e t  coll., 1982). Ces exemples (il e n  ex is te  beaucoup d'autres) 

montrent que nos  observat ions dans l e  modPle parasi ta ire  de l'infection pa r  

schistosomes ne sont  p a s  anecdotiques. Quelle que s o i t  la nature de  l 'agressiont 

il y a etablissement d'un équilibre en t re  la réponse immunitaire de l 'h8te e t  d e s  

mécanismes d e  défense blaborés par  l'agent agresseur  pour échapper A c e t t e  

réponse. La production d e  substances immunosuppressives représente  l'un de  c e s  

moyens. 

Si dans  l e  ca s  d'infections, l'immunosuppression s'avere néfas te  pour 

l'individu, il ex i s t e  d e s  s i tua t ions  oZi l'induction d'une immunosuppression s e r a  

souhaitée. Avec l'avenement des  techniques de transplantation d'organes, 

l'obtention d'agents pharmacologiques capables d'induire une immunosuppre~sion 

s'est avérée d'une importance cruciale (revue par CARPE NTER e t  STROM , 1914). 

Dans l e  but de l imiter l e s  r e j e t s  de greffes ,  il fa l la i t  trouver d e s  agen t s  capables 

de diminuer l e s  defenses  immuriitaires s a n s  pour au tan t  provoquer de  réact ions 

secondaires t rop  importantes. De meme, d a n s  l e  t ra i tement  de  cer ta ines  maladies 

auto-immunes, l 'uti l isation d'agents pharmacologiques capables de  reduire 

l ' ag re s s iv i t4  du  s y s t è m e  immunitaire  t o u t  e n  main tenant  un niveau d e  

surveillance normal pouvait g t r e  envisage (revue par  M IESCHER e t  BERIS, 1984). 

Notre propos n'est p a s  ici de donner t o u t e s  l e s  ac t iv i tés  des  d i f fdrents  

immunosuppresseurst mais simplement de comparer au  niveau du mécanisme 

d'action le SDIF aux a u t r e s  molécules util isées.  

Les  glucocorticoïdes ont é té  l e s  premiers agents  u t i l i sés  e n  

transplantation. I l s  s o n t  encore t rPs  souvent administrés  b. faibles  doses e n  



association avec d'autres molécules comme la  cyclosporine A. Ces molécules o n t  

de multiples e f f e t s  e t  il n'est p a s  toujours facile de dissocier l eu r  act ivi té  

anti-inflammatoire de leur  activité immunosuppressive. Le récepteur de c e s  

agents  e s t  cytosolique, l e  complexe récepteur-stéroïde pénbtre dans l e  noyau, se 

l i e  A l'ADN e t  modifie la transcription e t  par  conséquent la  traduction (revue par  

BACH, 1975). 

Il  ex i s t e  ensui te  d e s  analogues de  purines dont les plus couramment 

u t i l i s é s  sont  l'azathioprine et la 6-mercaptopurine. I l s  bloquent l a  synthèse  

d'acide inosinique, précurseur de l'adénine e t  de la guanine e t  s o n t  donc d e s  

inhibiteurs de la réplication de l'ADN en  phase S du  cycle cellulaire (BALIS et 

coll., 1958). Bien que ceci s o i t  toujours l'objet d e  controversesr c e s  a g e n t s  

auraient  une act ivi té  sélect ive s u r  l e s  lymphocytes T quand i l s  sont  administrés  à 

faibles  doses  (revue par CARPENTER e t  STROM, 1984). 

Les agents  alkylants t e l s  que la cyclophosphamide ont  un e f f e t  de 

dénaturatiorr de  1'P.T)N par  l iaison avec l a  guanine. Les  cellules sont  a l o r s  

bloquées en phase G2 du cycle cellulaire. I l  ex is te  d e s  mécanismes d e  réparat ion 

de I'AUN, ce qui f a i t  que la  durée du t rai tement  e t  l e  protocole u t i l i sé  ont une 

Bnorme importance. Aux fa ib les  doses,  la cyclopho.jphamide aura une ac t iv i té  

préf4rentielle s u r  l e s  cel lules  a vie courte tandis  qu'a f o r t e s  doses,  l 'effet  s e r a  

beaucoup moins spécifique (SHAND, 1979). Ces molécules son t  de moins en moins 

u t i l i sées  car e l l e s  ont  comme inconv9nient majeur d'avoir d e s  e f f e t s  mutagPnes et 

donc de provoquer d e s  leucémies (LOUIES e t  coll., 1980). 

Le methotrexate bloque la  conversion de l'acide déhydrofolique en acide 

tétrafolique. L'acide folique é t an t  impliqué dans  l a  synthPse d e s  purines, 

l'inhibition de la  prolifération s e  f a i t  en  phase Ç du cycle cellulaire. Ce t t e  drogue 

est difficilement util isable A cause de la faible différence en t re  l e s  d o s e s  

toxiques e t  thérapeut iques (revue par NYDEGGER, 1985). 



La cyclosporine A est  une des drogues les  plus ut i l isées actuellement. Son 

absence de cy to tox ic i té  su r  I'hématopoïPse conjuguée A un po ten t ie l  

immunosuppresseur puissant distingue clairement cette molécule des précédentes 

(revue par HESS e t  coll., 1986). Cette substance extra i te de champignons est un 

peptide cyclique hydrophobe de masse moléculaire 1202 présentant un acide aminé 

jusque li inconnu. La cyclosporine a des e f fe ts  A l a  fo i s  sur l'immunitd humorale 

e t  cellulaire. Les CTL y sont particuliPrement sensiblesc alors que les  cellules 

suppressives sont relativement épargnees (revue par HESS e t  coll., 1985). L'effet 

majeur s'exerce par inhibit ion de l a  production de lymphokines e t  en particulier 

d'IL-2 par les  lymphocytes CD-4+ (BUNJES e t  col]., 1981). On peut observer dans 

les  cellules t ra i tées par l a  cyclosporine A une absence de synthPse d'ARNm 

correspondant aux lymphokines dont l a  synthPse est inductible par activation 

cellulaire tandis que 1'ARNm produit de façon constitutive n'est pas affecté 

(GRANELLI-PIPERNQ e t  coll., 1984). L'inhibition par l a  cyclosporine A s'exerce 

donc plus t 8 t  dans l e  cycle cellulaire que celle du SDIF. Nous avons montré que le  

SDIF inhibe l a  transit ion Gl-S du cycle cellulaire ou bloque les  cellules eri début 

de phase S. Etant  donné l a  cinétique d'inhibition du cycle cellulaire par le  SDIF, il 

est possible que l e  SDIF interfére avec l e  métabolisme des purines ou des 

pyrimidines nécessaires P l a  réplication de l'ADN. Son activi te au niveau du cycle 

cellulaire ressemblerait p lutdt  a celle des agents alkylants ou des analogues de 

purines, alors que l a  cyclosporine A agi t  au début de l a  phase G1. Ceci a des 

conséquences en termes de production de lymphokines, puisque dans l e  cas du 

SDIF, leur synthese se fa i t  normalement , tout  au moins in vitro, alors que dans 

l e  cas de l a  cyclosporine A l a  production de lympl-iokiries riecessaires A l a  

poursuite du cycle cellulaire es t  inhibke. En  réalite, in vivo l a  production de 

lymphokines est associée i un processus d'expansion clonale. Lors de traitements 

in vivo, ou in v i t ro  lorqu'une expansion clonale est  necessaire, l e  bloquage de l a  

prol i férat ion par l e  SDIF pourra avoir finalement des consequences comparables P 

celles induites par l a  cyclosporine A. De plus, dans l e  cas de l a  cyclosporine A, l a  



production d'IL-2 e s t  inhibée mais ni l e s  proliferations dépendantes d'IL-2 ni 

l'acquisition d e s  rdcepteurs pour l'IL-2 ne sont  a f fec tées  (HESS, 1985) 

(MIYAWAKI e t  co1l.t 1983). Lors d'un t rai tement  par l a  cyclosporirte A en  dose 

d'entretien, s'il exis te  suffisamment d'IL-2 produite aprPs stimulation par  d e s  

antigPnes de  l'environnement, il pourra y avoir expansion clonale de CTL et 

déclenchement du re je t  de  g re f f e s  (HESS e t  TUSCHKA, 1980). Par contre, l e  SDIF 

inhibe A la f o i s  l a  prolifération e t  l'expression de  l 'activité des  CTL. De plus, c e s  

deux molécules ayant  d e s  e f f e t s  séquent iels  complémentaires s u r  l e  cycle 

ce l lu l a i r e ,  o n  peu t  p e n s e r  que  l e  t r a i t e m e n t  p a r  une a s s o c i a t i o n  

SDIF-cyclaciparine A devrai t  ê t r e  d'une grande efficacité dans  l a  survie de  

g r e f f e s  allogéniques. 

Les  évPnerr~ents métaboliques qui conduisent une cel lules  de l ' e ta t  

quiescent A l a  mitose commencent à Ptre connus (revue par  ROZENGURT, 1986). 

L'entrée dans  le cycle cellulaire se f a i t  généralement par  interaction d'un ligand 

avec son  récepteur bien que cer tains  agen t s  comme l e  PMA puisse activer l a  

cellule s a n s  l'intermédiaire du récepteur. L e  ligand peut Btre par  exemple 

I'antigéne ou un facteur  de  croissance ou une hormone. La fixation d e  ces  l igands 

aux récepteurs  membranaires e s t  suivie de la  délivrance de  signaux d'activation 

membranaires puis  cy tosoliques. Cependant l a  synthése d'ADN commence 

seulement 10 A i5 h aprPs l'addition du ligand, ce qui montre la complexité d e s  

évPnements métaboliques m i s  en  jeu. Nous avons vu que le  SDIF inhibe la 

prolifération cellulaire assez  tardivement dans  l e  cycle cellulaire. Ceci veut d i r e  

que l e s  signaux précoces d'activation t e l s  que l'activation de  la  protéine kinase 

Cc l e  turn-over lipidique ou l e s  changements de flux ioniques ne  sont  p a s  

affectés .  11 s e  peut que ce t t e  molécule a i t  un e f f e t  s u r  l e  métabolisme d e s  

purines ou d e s  pyrimidines ou de  tou t  au t re  métabolite impliqué dans l a  

réplication d e  l'ADN. E tan t  donne que nous avons également observé d e s  e f f e t s  

inhibi teurs  de  la  dégranulation mastocytaire, de  l'activation plaquettaire et 

d'activitt! cytolytique d e s  CTLt on peut se demander quel pourrait Btre le  point 



commun expliquant l'inhibition par l e  SDIF de c e s  d i f fé ren ts  processus 

cellulaires. L'activité cytolytique d e s  CTL passe  par un mécanisme d'exocytose de 

granules qui vont provoquer d e s  lés ions  rnembranaires au  niveau d e s  cellules 

cibles  (PODACK, 1985). L'un d e s  const i tuants  d e  c e s  granules e s t  une protéine 

appelée perforine, dont la par t icular i té  e s t  de s e  polymeriser pour former d e s  

complexes tubulaires  qui vont perforer  la membrane de la cible. I l  y a donc une 

dégranulation localisée or ientée ve r s  l a  zone de contact e n t r e  la cellule 

effectr ice e t  l a  cellule cible. Ceci suppose une mobilisation des  microtubules e t  

du cytoquelette e n  ggnéral (KUPFER et DENNER, 1984) IYANELLI e t  coll., 1986). 

Dans l e  ca s  de  l a  dlgranulation mastocytaire, les microtubules s o n t  également 

impliqués. L'utilisation de drogues comme l a  colchicine ou l a  vinblastine entraf ne 

d e s  changements morphologiques importants des  microtubules des  mastocytes de  

r a t s  (PADAWER e t  GORDON, 19551 e t  inhibe leur dégranulation, Par contre, dans  

l e  c a s  de l a  plaquette,  naus ne connaissons p a s  encore l e  mécanisme de l a  

cytotoxicité. La plaquette contient effectivement d e s  granules mais aucun 

argument ne permet de d'affirmer que leur  dégranulation s o i t  impliquée dans  la 

cytotoxicité. En ce qui corrcerrie l 'inhilition de l a  proliferation, d e s  drogues 

comme l a  colchicine ou l a  vinblastine induisent une dépolymérisation d e s  

microtubules et ont  un e f f e t  stimulant s u r  la  synthPse d'ADN de f iLroblastes  

induite par  d e s  fac teurs  de  croissance (FRIEDKIN e t  coll., 1979) (WANG e t  

ROZENGURT, 1983). Au contraire l e s  agen t s  qui s tab i l i sen t  l e s  microtubules 

inhibent l 'initiation de  l a  synthhse d'ADN (CROSSIN e t  CARNEY, 1931). 11 s e r a i t  

t en t an t  de  penser  que l e  SDIF agi t  au niveau des  microtubulest ce qui permettrai t  

d'expliquer l e s  diffdrentes  ac t iv i tés  apparemment contradictoires que nous avons 

observées avec c e t t e  molécule. I l  s e r a i t  in te ressant  de determiner exactement l e  

ou les dvPnements métaboliques concernés, d'autant plus que si c e t t e  hypothhse 

é t a i t  v é r i f i é e ,  l ' u t i l i s a t ion  d e  c e t t e  drogue  a p p o r t e r a i t  peut -$ t re  d e s  

renseignements s u r  l'importance d e s  microtubules a l a  fo i s  dans  l 'initiation de  la 

phase S du cycle cellulaire e t  daris l e s  processus d'exocytose. D'autres 



hypothPses peuvent a u s s i  g t r e  envisagées,  comme un bloquage du métabolisme 

énergétique de  la  cellule ou une modification de l 'utilisation d e s  ca t ions  

bivalents en t r a fnan t  d e s  a l té ra t ions  du potent iel  membranaire. Ces  deux 

dernières  hypothéses nous semblent néammains peu probables du f a i t  de l'action 

tardive du SDIF sur l e  cycle cellulaire a lors  que c e s  évPnements s o n t  impliqués 

dans  l ' init iation de l'activation lymphacytaire. 

La compréhension du mécanisme d'action du SDIF permettrai t  peut-9tre 

auss i  d'analyser pourquoi cer taines cellules (lymphocytes T par exemple) s o n t  

plus sens ib les  que d'autres A l'action du SDIF. Nous avons montrei qu'il ex i s t e  une 

certaine sélect ivi té  d a n s  l'inhibition de  la prolifération de  l ignées cel lulaires  

mais que c e t t e  sélect ivi te  ne peut @ t r e  rel iée A l a  capacité d'absorber ou non 

l 'activité SDIF. Cet te  capacité pourrait  e t r e  rel iée  so i t  & l a  présence d'un 

recepteur membranaire ou cytosolique, s o i t  A une captation de la  molécule par  

endocytose. Diverses hypothèses pourraient expliquer la sélect ivi té  d'action du 

SDIF s u r  cer taines l ignées cellulaires. Dans l e  c a s  d'un récepteur rnembranaire, il 

faudrait  admettre  que le SDIF s e  fixe s u r  t o u t e s  l e s  cellules mais que le  s ignal  

d'inhibition n'est p a s  transmis de  l a  m l m e  façon. Dans lfhypothPse d'une 

pénétration du SDIF A l ' intérieur de  la  cellule, l'existence ou non d'un récepteur  

cytosolique ou l e  bloquage d'une voie métabolique spécifique de cer taines cel lules  

pourrait expliquer les e f f e t s  s é l ec t i f s  du ÇDIF. On peut supposer que la 

sélect ivi té  d'action du SDIF s o i t  l iée A une dépendance plus ou moins f o r t e  d e s  

cellules vis-&-vis d'une réaction métabolique qui r e s t e  A déterminer. 

Les  e f f e t s  du SDIF su r  l e s  réponses humorales particuliPrement IgE et  s u r  

l a  dégranulation mastocytaire conduisent tou t  naturellement A aborder l'étude 

pharmacologique du SDIF en relat ion avec l 'hypersensibilité immediate. De plus, 

l e s  mastocytes ne s o n t  plus l e s  s eu le s  cellules impliquées dans  l e s  phénomPnes 

d'hypersensibilité i m  m édiate. Les  plaquet tes  e n  particulier son t  impliquées dans  

cer taines pathologies comme l'asthme A l'aspirine (AMEISEN e t  coll., 1985).  Une 



molécule comme l e  SDIF ayant  à la f o i s  une activité s u r  l a  production d e s  

anticorps e t  s u r  l e s  fonctions effectr ices  d e s  cellules impliquées dans  l e s  

phénoménes d'allergie pourrait  const i tuer  un out i l  pharmacologique puissant. 

Nous avons décrit  les propriétés  immunosuppressives du SDIF e t  nous 

avons discuté précédemment de son mécanisme d'action. L'avantage présent6 par  

l e  SDIF par  rapport A d 'autres molécules immunosuppressives agissant  au  m&me 

moment dans  l e  cycle cellulaire est sa re la t ive  sélect ivi té  vis-A-vis d e s  

lymphocytes Tt encore que ceci a i t  é t é  démontré seulement avec d e s  l ignées 

 cellulaire^ tumorales. L'activité SDIF appa ra f t  complémentaire de  celle d e  la 

cyclosporine A e t  une ut i l isat ion d e  c e s  deux molbcules e n  association pourrait  

peut-etre aboutir  A d e s  e f f e t s  spectaculaires dans  l e  t ra i tement  d e s  r e j e t s  de  

gref fes  ou de maladies auto-immunes. 

Lorque nous avons commencé il etudier les propriétés  biologiques du SDIF, 

t rPs  rapidement s'est posée l a  question de la  na ture  chimique de ce t t e  molécule. 

Les  premiers e s s a i s  de  caractér isat ion biochimique ont  montré que l 'activité 

inhibitrice de l a  prolifération lymphocytaire é t a i t  supportée par un facteur  de  

faible poids moléculaire (< 2000). E t a n t  donné la complexité du mélange ini t ia l  

(fraction dialysable de l'incubat) e t  l'obligation d e  suivre l e s  fractionnements e n  

t e s t a n t  une act ivi té  biologique, nous nous sommes t rPs  vite heurtés  il un 

problPme délicat. L e s  techniques u t i l i sées  pour l a  sbparation d e s  macromolécules 

n'étaient p a s  applicables. Nous avons vu qu'en CLHP, l'activité SDIF n'est  p a s  

retenue s u r  l e s  colonnes que nous avons u t i l i sées ,  ce qui ne nous a pas  permis 

d'obtenir d e s  préparations suffisammant homogPnes pour aborder l 'étude 

structurale.  De plus, ce comportement chromatographique l a i s sa i t  supposer que l e  

SDIF n'est p a s  un peptide ou tou t  au  moins p a s  une s t ruc ture  peptidique 

classique. Des t ra i tements  de  la  fraction dialysable de l'incubat par  des  enzymes 

de  type t rypsine ou subt i l is ine ont é t é  réal isés .  L e s  r é su l t a t s  é ta ien t  diff ic i les  A 

in te rpré te r  car  d e s  t r aces  d'enzymes ont per turbé l e  test biologique mais i l  



semblait toutefois  que l'activité SDIF n'était pas abolie par le traitement 

enzymatique. Pendant ce temps, nous avions montré que le  SDIF présente d e s  

p r o p r i é t é s  biologiques suff i samment  i n t é r e s s a n t e s  pour envisager  d e s  

applications pharmacologiques. C'est pcrurqcroi d e s  neigociations avec l'indust~.ie 

pharmaceutique ont é t é  entreprises, dans le  but de leur confier l'analyse 

structurale du SDIF e t  l'exploitation éventuelle de la  molécule. AprPs de 

nombreuses tractations* la  firme RhBne-Poulenc Santé a accepté de prendre en 

charge la purification e t  l'analyse structurale du SDIF. Leurs reisultatç 

confirment que ce t te  nïa~2:uie e s t  extrgmement hydrophile e t  que s a  structure 

n'est pas  peptidique. Le spectre de  masse réalisé donne une masse moléculaire de 

428 mais ne permet pas  de donner une structure, ni mdme de classer  le  SDIF dans 

une famille chimique connue. En terme de reritabilité, il e s t  évident que le  SDIF 

n'est intéressant  A exploiter que s'il peut é t r e  prdparé par synthPse chimique. I l  

n'est pas  envisageable de continuer A le  préparer A partir  de schistosomes mgme 

avec un protocole de purification simple e t  optimalisé. Dans l e  cas de l a  

cyclosporine A, agent immunosuppresseur produit par des  champigr~ons, la 

synth3se chimique e s t  réalisable mais t rPs  coQteuse e t  l a  production se f a i t  

industriellement partir des  champignons. La différence e s t  que ceux-ci son t  

cultivables en fermenteurs a lors  que l e s  schistosomes ne sont  m@mes pas  

cultivables in vitro e t  que le  cycle de S. mansoni doit é t r e  obligatoirement 

maintenu par passage chez l'animal. Ceci explique pourquoi l e s  industriels n'ont 

pas  voulu procéder A une analyse structurale plus poussde. On ne peut pourtant 

pas  exclure que mdme si la structure n'est pas peptidique* elle n'en soi t  pas pour 

autant  synthétisable. On peut aussi imaginer que l e s  schistosomes ne sont p a s  

l e s  seu l s  organismes A produire ce type de molécules e t  que d'autres sources 

p u i s s e n t  g t r e  t rouvées ,  mais  ceci e s t  bien entendu conditionné par  l a  

connnaissance de la  structure du SDIF. 

Il faut  aussi  remarquer que tous  l e s  e s s a i s  de purification du SDIF ont  

porte s u r  l'identification de la  molécule inhibitrice de la prolifération 



lymphocytaire. Or nous avons décrit  plusieurs ac t iv i tés  biologiques avec la  

fraction dialysable de l'incubat de s ~ h i s t o s o m e s ~  s u r  l e s  lymphocytes, mastocytes 

e t  plaquettes.  Pour d e s  ra i sons  de commodité nous avons regroupé ces  ac t iv i tés  

s o u s  l e  terme SDIF. En réal i té ,  nous n'avons pas  la certi tude que tou te s  l e s  

ac t iv i tés  observées  soient  dues  A c e t t e  molécule de P.M. 428. Nous avions e n  f a i t  

décidé de f a i r e  ce pari  e t  de  vérifier avec l a  molécule synthétique ou tou t  au  

moins avec une préparation homogene que l e s  d i f fé ren tes  act ivi tgs  s o n t  

supportées  par  une seu le  molécule. Cet i  n'a pu ii tre f a i t  car l e s  quant i tés  de  SDIF 

purifié obterrues ont permis seulement de  vérif ier  l 'activité inhibitrice de la  

prolifération lymphocytaire e t  de  fa i re  le spectre  de  masse. 

En conclusion, no5 travaux ont  permis de mettre  e n  évidence la  l ibération 

par  l e  paras i te  d'un facteur  A act ivi té  immunomodulatrice dont l e s  cibles connues 

son t  l e s  lymphocytes T i  les mastocytes et l e s  plaquettes.  Ces  r é s u l t a t s  

apportent  une contribution A l a  compréhension d e s  relat ions hdte-parasite e t  

montrent que l a  production de  fac teurs  solubles  A ac t iv i tés  immunomodulatrices 

f a i t  partie de  l a  s t r a t ég i e  élaborée par  l e  parasi te  pour échapper A l a  réponse 

immunitaire de  l'hbte. L'ensemble de ce t ravai l  déborde du cadre d e  l'immunologie 

parasi ta ire  car  l e s  propriétés  de  ce facteur  permettent d'envisager d'une pa r t  de  

l 'utiliser comme sonde dans  l'analyse d e s  mécanismes de  l 'activation cellulaire, 

e t  d 'au t re  p a r t  l a i s s e n t  e n t r e v o i r  d e s  app l i ca t ions  pharmacologiques 

intéressantes .  Les diff icul tés  rencontrees dans la  mise en évidence de  l a  

s t ruc ture  de  ce facteur  ne nous ont  p a s  permis de  répondre jusqulA présent  un 

cer tain nombre de quest ions fascinantes  quant son  mécanisme d'action, s a  

participation rée l le  a l'immunité au  cours de l'infection e t  son  ut i l isat ion 

potentielle comme agent pharmacologique. Néammoins, l ' intérbt porté par  

plusieurs  f i rmes  pharmaceutiques aux propriétés  de  ce t t e  molécule permet 

d'espérer que l a  determination de l a  s t ructure pourra s e  f a i r e  e t  que les 

quest ions r e s t e e s  e n  suspens  pourront finalement Btre résolues.  
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MATER1 EL ET METHODES 

1 . MATER1 EL D'OR1 GINE PARASITAI RE 

1 . i  . Le cycle parasi ta ire  

Une souche porto-ricaine de Schistosama mansoni e s t  maintenue au  

laboratoire chez son  hBte intermédiaire Biom~halar ia  a labra ta  e t  un hhte  définitif  

l e  hamster doré Mesocricetus auratus .  

1.2. Préparation de  l'incubat de ve r s  adul tes  

Les ve r s  adul tes  s o n t  obtenus par perfusion de l a  veine porte d e s  hamsters  

40 jours aprPs l'infection. 10000 ve r s  sont  incubés pendant 3 h 30°C dans 10 m l  

d'eau disti l lée.  AprPs décantation d e s  vers,  l'incubat e s t  f i l t r é  s u r  une membrane 

Millipore (0.22 um) (Millex GS, Molsheim, France) e t  dialysé contre de l'eau 

disti l lée.  La fraction dialysable e s t  concentrée par évaporation s o u s  vide e t  

lyophilisée. Cet te  préparation e s t  reprise  dans  1 m l  de sérum physiologique ou de  

milieu de culture. El le  représente  en t r e  ?O e t  30 mg de matériel  en poids sec. 

1.3. P r é ~ a r a t i o n  d e s  schistosomules 

Les schistosomules sont  préparés  par  pénétratiori transcutanée de  

cercaires  selon l a  méthode de CLEGG e t  SMITHERS (1972). 

1.4. Préparation de l'incubat de schistosomules 

Les  schistosomules s o n t  obtenus par agitation mbcanique d e s  cercaires  

s e l o n  l a  technique  d é c r i t e  p a r  RAMALHO-PINTO e t  coll. (1974). L e s  

schistoçjomules son t  ensui te  incubés 4 h dans du PBS additionné de glucose A 1 % 

pour éliminer la majorité d e s  enzymes cercariales e t  l avés  6 fo i s  en PBS. I l s  s o n t  



ensui te  incubés ib h A 37°C en PBS ster i le .  L'absence de contamination 

bacterienne e s t  contrblée. 

1.5. P r é ~ a r a t i o n  d e s  antiuiznes parasitaires.  

La prèparation antigénique de Schistosoma mansoni e s t  réal isée suivant la 

technique dècrite par CAPRON e t  coll. (1965). 

2. P U R I F I C A T I O N  DU SDIF  

Une chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) e s t  réal isée s u r  

une colonne TSK-2000 (7.5~600 mm) iLKBt Lucerne, Suisse) Bquilibrée dans  de l'eau 

bidistillée. Le débit  e s t  de  Ot5 ml/min e t  l a  détection est fa i te  P 206 nm. Des  

fract ions de 0,5 m l  sont  collectées e t  t e s t d e s  en  activitcs biologique. Les  

fract ions act ives  son t  rassemblées,  lyophylisées e t  injectées  su r  une colonne d e  

CLHP en  phase inversée (RP-18) (250 r: 5 mm) (Waterst Paris,  France) équilibree 

dans  de  l'eau. Le débit  e s t  de 2 ml/min et l'élution s e  f a i t  avec un gradient 

l inéaire de O à 50 % d'acetonitrile. Des fract ions de  Ot5 m l  sont  collectées, 

lyophylisées pour éliminer l'ac0tonitrile e t  t e s t é e s  en activité biologique. 

3. ANIMAUX 

Des r a t s  Lewis males (130-200 g) e t  d e s  r a t s  Brown-Norway males 

(160-180 g) (CNRS, Orléans, France) sont  u t i l i s é s  pour l'étude de la  réponse IgE. 

Des r a t s  Fischer males (200-240 g) provenant de notre  animalerie son t  utilisGs 

pour l e s  rbactions d'anaphylaxie cutanee passive (PCA) e t  pour l e s  infections par  

S. mansoni. Les r a t s  son t  infectés  par voie transcutanée par 500 ou 1000 

cercaires. Des r a t s  Hooded-Lister (1 80-200 g) (Animal supplierst  Londres) son t  

u t i l i s é s  pour l'obtention de sérums riches en  IgE. 



Dea sourir  CS?Bl/b e t  DB.4/3 !6-12 semaines) [CNRS) sont  u t i l i sées  pour 

l e s  expériences concernant l e s  l\tmphocvtes cvtotoxiques (CTL). Des cobayes 

t r icolores  sont  u t i l i sès  pour l e s  études s u r  l e  choc anaphylactique. 

4. CULTURES CELLULAIRES I N  CJITRO 

4.1. Milieu:: d e  culture 

Pour t ou te s  l e s  cultures, le milieu de  base e s t  l e  milieu RPMI-1640 

additionné de 5x10 '~  M de 2-mercaptoethanol, 2mM de  dutamine e t  i mM d e  

pvruvate de sodium. Suivant l e s  cultures, 1, 5 ou 10% de  sérum de veau foe t a l  

(SVF! décomplémenté par  chauffaae 1/2 h A 56 'Ct son t  a joutés  dans l e  milieu de  

culture. 

P r e ~ a r a t i o n  des  lvmohocytes 

La ra te ,  l e s  aanalions ou l e  thymus de sour i s  ou de  r a t s  sont  prélevés e t  

dilacéres dans une soluticln tamuonnée de Hanks (Hank's Buffered Sa l t  Solution ou 

HBSS). La suspension cellulaire e s t  passée A t r ave r s  un f i l t r e  de nvlon e t  dans  le 

cas  de cellules spléniques t r a i t é e  par une solution de NH4C1 0.15 M 5 min A 4°C  

pour eliminer l e s  hématies. Dans cer tains  cas,  l e s  cellules adhérentes  a u  

plastique sont  éliminees par incubation de 2 heures  s u r  d e s  bo f t e s  de Pétr i  e n  

plastique (Nunclon, Roskildet Danemark). Dans d'autres expériences, un passage 

s u r  laine de nylon e s t  réa l i sé  suivant la  technique de GREAVES e t  coll. (1976) .  

Pour obtenir d e s  lymphocytes humains, d e s  prelévements sanauins s o n t  

r8a l i sés  chez des  donneurs s a ins  s u r  100 U/ml d'héparinate de sodium (Roche 

Diacinostica, Bale ,  Suisse). L e s  c e l l u l e s  rnononuclees s o n t  i s o l é e s  p a r  

centrifuaation su r  ~ r a d i e n t  de  Ficoll-Roncapon 440 (densité 1.077) (Pharmacia 

Fine Chemicals, Upsalla, Suedej 30 min A 800x0. L'interphase contenant l e s  

cellules mononuclees e s t  recueillie, lavbe 3 f o i s  avec du HBSS, e t  remise e n  

suspension dans du RPMI-5% SVF. 



4.3. Lianées cellulaires 

Les l ianées cellulaires sont  maintenues e n  culture continue dans du  

RPMI-19% SVF. Les repiquaaes sont  effectu6s une ou deux fois  par  semaine 

suivant  l e s  l ianées.  

4.4. T e s t s  de prolif ération 

Pour l e s  t e s t s  e f fec tues  s u r  l e s  l ianées cellulaires, 0.1 ml de suspension 

cellulaire en RPMI-5% SVF contenant 2x104 cellules e s t  incubé avec 0.1 m l  de  

SDIF A d i f fë ren tes  dilutions en RPMI-1% FCÇ en  microplaque de 96 pui t s  A fond 

p la t  (Nunclon). Après 18 h ou 36 h d'incubation, l e s  cul tures  sont incubées e n  

prksence de 18.5 kBq de méth\/l thymidine t r i t i ée  (185 GBq/ mmol) (C.E.A., Gif s u r  

Yvette, France) 6 h avant l a  récolte. L'incorporation de th\/midine e s t  déterminée 

a p r é s  f i l t ra t ion  d e s  cul tures  s u r  f i l t r e s  de verre  avec un collecteur de cellules 

(Titertek harves te r t  Skatron, Lirbtien, NorvPae) e t  comptage des  f i l t r e s  dans un 

compteur h scintil lation liquide. Dan5 l e  ca s  de la lignée EL-4 qui n 'était  p a s  

capable d'incorporer la  thvmidine a lors  que l e s  cellules étaient  en proliferation, 

nous avons u t i l i se  un au t r e  t e s t  qui consiste h mesurer une activité enzymatique 

proportionnelle au  nombre de cellules vivantes (GREEN e t  coll., 1984). Apres 24 

ou 4E heures de culturet 25 ul d'une solution & 10 mo/ml de bromure de  

3(4c5-dimethvl-thiazo\/1-2-\/1) 23-dipnen~ltetraziolium (MTT) {Siama, St. Louis, 

Mo) en  PBS s o n t  a joutés  dans  l e s  pui ts  de culture e t  incubés 4 heures A 37°C. Les 

p l a q u e s  s o n t  e n s u i t e  c e n t r i f u a é e s t  l e s  s u r n a a e a n t s  é l iminés  e t  10 u l  

d'isopropanol acidifié a joutés  dans l e s  puits. Les plaques son t  lues A 540 nm avec 

un appareil  de lecture spécialement adapté (Titertek El isa  Reader). 

Les l ~ m p h o c ~ t e s  normaux de r a t ,  de souris ,  ou humains sont  s t imulés  par  

d e s  mitoaènes: Ph~tohémaalut inine (PHA) (Difco, Detroit ,  M i )  e t  Concanavaline A 

(Con A) (Difco). Les  t e s t s  de  prolifération son t  rëa l i sëç  en  microplaque a fond 

plat:  100 ul d'une suspension cellulaire ajustee a 2x106 cellules / m l  s o n t  cultivés 



e n  présence d e  100 ul d e  SDIF A d i f f é r e n t e s  d i lu t ions  e t  de  50 ul  de  mitoahne 

(concentra t ions  indiquées; dans  l e  chapi t re  Résu l ta t s ) .  La mesure de  l a  

prol i féra t ion est  e f fec tuée  comme indiqué précédemment. 

4.5. Production dlinterleu&ine 2 (IL-2) d a n s  l e s  surnaaeantsj  

Une suspens ion  cel lu la i re  de  cel lu les  mononuclées humaines (2:( 106 ce l lu les  

/pu i t s )  est incubée e n  p laques  de  24 p u i t s  (Costart  Cambridget Ma) e n  présence d e  

SDIF (dilution f inale  1:5 ou  1:iO) ou de 2 m M  d'hvdroxirurée (Calbiochem, La J o l l a t  

CA) e t  de  PHA (dilution f ina le  1:500). L e s  s u r n a o e a n t s  s o n t  recuei l l i s  a p r e s  24, 48 

ou 72 heures  d e  culture e t  d ia l \ / sés  une nui t  con t re  du HBSS pour él iminer 

l 'activité SDIF r e s t a n t e  d a n s  l e s  su rnaaean t s .  

4.6. Dosaqe biolopiaue d e  l 'activité IL-2 

Ce d o s a ~ e  e s t  r b a l i s e  pa r  mesure de  l a  prol i féra t ion d e  cel lu les  d e  la 

l i anée  CTL-L don t  l a  croissance est dépendante d'IL-2 (BAKER e t  col1.t 1979). E n  

plaque d e  microt i t ra t ion 96  p u i t s  fond p la t ,  100 ul  d'une suspens ion  cel lu la i re  

contenant  5 >: i o 3  cel lu les  e n  RPMI-5% ÇVF s o n t  cu l t ivées  e n  présence de  50 ul d e  

s t a n d a r d  IL-3 (100 U/ml) lpreparat ion décr i t e  p a r  DUMONDE et PAPERMASTER, 

1954) ou d e  surnagieant A doser ,  e n  di lu t ions  sé r ie l l e s .  Pour t e s t e r  l ' ac t iv i té  

inhibi t r ice  du  SDIF s u r  la prol i féra t ion d e s  CTL-LI 50 ul  de  d i f f é r e n t e s  d i lu t ions  

d e  ÇDIF s o n t  ajoutbs.  A p r e s  36 heures  d'incubation, l e s  cu l tu res  s o n t  incubées e n  

présence de  18.5 kBq de  3 ~ - m e t h ~ l  thymidine e t  f i l t r é e s  6 h e u r e s  p lus  tard.  La 

q u a n t i t é  d'IL-2 d a n s  l e s  s u r n a o e a n t s  est calculcie d 'aprés  l a  méthode d e  ÇTADLER 

e t  OPPENHEI M (1982). 

4.7. Analyse d e s  r é c e ~ t e u r s  pour l a  t r a n s f e r r i n e  e t  Dour l'IL-2 

L'anticorps monoclonal Tac (LEONARD e t  coll., 1982) a é t é  fourni  par l e  Dr. 

T.A. WALDMAN e t  l 'anticorps OKT? p a r  Ortho Diaanost ics  S y s t e m s  (Johnson & 



Johnson, Spreitenbach, Suisse). Du PBS additionné de 0.1% d e  I\laN3 e t  de 3% de 

SVF a é t é  ut i l isé  comme tampon pour l a  coloration. 1 x 106 cellules dans  50 ul de 

ce tampon sont  incubées avec 5 ul d'OKT9 ou de Tac A des  dilutions respect ives  de 

1:100000 e t  1:500 30 min. A 4*C, puis  lavées 2 f o i s  dans l e  tampon e t  P nouveau 

incubées avec une solution contenant des  fragments  F(ab1'2 d'anticorps de chPvre 

anti-Immunoglobulines de sour i s  conjugués A de  l a  fluoresceine (Cappel, M alvernt 

PA) A une dilution finale de 1:200. La suspension cellulaire est ensui te  lavée deux 

fo is  dans  l e  tampon avant d ' l t re  artalyslie au  cytofluorographe. Un témoin e s t  

réal isé  e n  incubant seulement l e s  cellules dans  l e  conjugué fluorescent. Les  

analyses  de  fluorescence d e  membrane ont é t é  r éa l i s ées  avec le cytofluorographe 

(50H, Ortho instruments). 10000 cellules s o n t  analysées e t  l e s  r é s u l t a t s  

recueill is dans un ordinateur PDP 11 (Adcamp, AGi Dietilcon Suisse). Le 

pourcentage de cellules f luorescentes  mesuré dans  l e s  témoins a d té  sous t r a i t  

des r é s u l t a t s  expérimentaux. 

4.3. Cultures l y  mohocy t a i r e s  mietes  

Les cultures son t  r éa l i s ées  en plaques de culture 24 pui t s  (Costari  

Cambridge, Mass). Des splénocytes de  souris  C57B1/6 (Hz-b) sont  u t i l i sés  comme 

cellules répondeuses e t  d e s  splènocytes de sour i s  DBA/2 (HZ-d) comme cel lules  

stimulantes.  Les cellules répondeuses ( 6 x 1 0 ~  cellules) s o n t  cultivées 5 jours A 

37'C e n  présence de  3 x 1 0 ~  cellules stimulantes i r radiées  A 20 Grays avec une 

source d e  rayons X (10 Grays/mint 8 mAt 10 cm de la  source* f i l t r e  Al 117 

mm)(Massiot-Philipps, Argenteuil, France). Les  cellules s o n t  ensuite recueill ies 

e t  t e s t é e s  pour leur  activité cytoto;tique. 

4.9. P r é ~ a r a t i o n  de cellules T "helper" 

Les cellules T "helper" s o n t  obtenues par  cocultures de 8 x 1 0 ~  cellules 

répondeuses spleniques de  sou r i s  C57B1/6 e t  8x 106 cellules s t imulantes  



splgniques i r rad iées  (20 GY) de sour i s  DBAI3 selon l a  technique décr i te  par BAUM 

e t  PILARSH (1978). L'effet T "helper" de c e s  cellules est t e s t6  e n  cocultivant 

loa cellules "helper" i r rad iées  avec 4x 106 thvmocvtes svnqéniques e t  5x 106 

cel lules  s t imulantes  alloaéniques irradiées.  Les cellules son t  recueill ies 5 P u r s  

plus  t a rd  e t  t e s t 0 e s  pour leur  activité c\~toto,:ique. 

4.10. Obtention de  cellules s u ~ p r e s s i v e s  non s ~ é c i f i a u e s  

Les cellules suppressives  son t  obtenues en  cultivant 6 x 1 0 ~  splénocytes d e  

sou r i s  C57B1/6 dans  2 m l  de  RPMI-5% SVF 7 jours A 37'C (HQDES e t  HATHCOCK, 

1976). L'activité suppressive de  c e s  cellules e s t  t e s t é e  en cocultivant 1 x 1 0 ~  

cellules de l a  culture précedente avec 4x 106 cellules syngéniques répondeuses e t  

1!:10~ cellules s t imulantes  alloaéniques i r r ad i ée s  (cellules spléniques de sou r i s  

DBA/2). Cinq jours plus ta rd ,  l e s  cellules s o n t  recuei l l ies  e t  t e s t é e s  pour leur  

act ivi té  cytotoxique. 

4.1 1. Cellules c ibles  

Des b l a s t e s  son t  obtenues par  cul tures  de 25): 106 cellules splenrques d a n s  

20 m l  de  RPMI-10% de SVF e n  présence de  40 ug de concanaval~n Ac 24 ou 48 

heures  A 37°C. Dans cer ta ines  expériences l e s  cellules tumorales LlZiO 

d'origine DBA-2 et les cel lules  EL/4 d'origine C57B1/6 son t  éqalement u t i l i sées  

comme cellules cibles. Ces  cellules sont  incubées 90 minutes A 37°C d a n s  i m l  de  

RPMI-5% SVF contenant 3.7 MBq de 5 i ~ r  (chromate de sodium, CEAI GifIYvette,  

France). Les cellules son t  l avées  3 fo i s  avant  d'dtre u t i l i sées  dans l e  test de  

cvtoto::icité. 

4.12. T e s t s  de cytotoxicit@ 

Les tests son t  r éa l i s é s  dans  d e s  plaques de microtitration A pui t s  e n  

forme de V (Greiner, Nurtinaen, RFA). Chaque pui t s  contient 100 ul  de  cellules 



effectr ices  A d i f f l r e n t e s  concentrations e t  100 ul ( 5 x 1 0 ~  par puits) de cellules 

cibles marquées au 5 1 ~ r .  La plaque e s t  centrifugée 2 min A LO::gt puis incubée 4 

heures  à 3 f 0 c i  centrifugée B iOOxg e t  100 ul de surnaoeant compte dans un 

compteur oamma (Intertechnique, Plaisir ,  France). Le p o u r c e n t a ~ e  de libération d e  

5 i ~ r  e s t  exprimé suivant  l a  formule: 

Valeur expérimentale  - l i b é r a t i o n  spontanée ........................................... x 100 
Libé ra t ion  t o t a l e  - l i b é r a t i o n  spontanée 

La libération to ta le  e s t  déterminée aprPs lyse d e s  cellules cibles marqukes 

par  de l'HC1 1 M. La libération spontanée e s t  obtenue en  incubant l e s  cellules 

cibles  s eu le s  dans  l e s  mgmes conditions expérimentales. 

4.13. Etudes du cycle cellulaire au c~tofluorooraohe 

Les suspensions cellulaires sont  color6es par de l'acridine oranae e t  

analysées au  cvtofluarographe (modele SOH, Ortho instruments) selon la  technique 

décrite antérieurement (DARZYNKIEWICZ e t  ~ 0 1 1 . ~  1976) (STADLER e t  coll., 1980). 

Cet te  méthode permet d'analyser l e s  fluorescences ver te  e t  rouge correspondant 

respectivement A l'ADN e t  A l'ARN. Les cellules mortes (faible contenu en ADN)# 

e t  l e s  doublets cellulaires sont  e:,:clus par ajustement d e s  fene t res  du 

cytofluorographe. Le pourcentage de cellules en  phase GO e t  Gi du c:lcle cellulaire 

é t a i t  calcul6 suivant  l a  technique d6crite anterieurement IDARZYNMEWICZ e t  

coll.. 1976) (STADLER e t  coll., 1980) (KRISTEfiISEN e t  coll., 1983). 

4.14. A b s o r ~ t i o n  du SDIF s u r  l e s  cellules 

Différentes  suspensions cellulaires sont  incubees en presence de 0.8 ml de  

SDIF purifié A 37'C ou A 4.C. Les  surnageants  s o n t  ensui te  t e s t é s  s u r  l a  

prolifération de  cellules de la  lignee Jurkat. 0.1 m l  de surnageant en  dilution 

s6riel le  de 2 e n  2 e s t  cultivé avec 0.1 m l  de suspension cellulaire contenant 5x104 

cellules Jurkat. L'incorporation de 3 ~ - m e t h v l  Thymidine e s t  mesurée comme 



précédemment. Les  s u r n a a e a n t s  d e  l ionées  B ou macrophagiques é t a i e n t  souven t  

inh ib i t eurs  p a r  eux-memes de  l a  prol i féra t ion d e s  Jurkat .  Dans  ce c a s +  les 

s u r n a a e a n t s  é t a i e n t  d'abord chromatouraphiés s u r  une colonne d e  Sephadex-G25 

(PD-IO, Pharmacia, Upsalla,  SuPde) équil ibrée d a n s  d e  l 'eau dis t i l lée .  Puique l e  

SDIF e s t  de  fa ible  poids moléculaire, l e s  f r a c t i o n s  d e  p e t i t  poids  moléculaire 

e t a i e n t  l \ /ophil isèes,  r e m i s e s  e n  suspension d a n s  l e  volume or ia inal  d'eau 

d i s t i l l é e  e t  t e s t é e s  comme précédemment. C e s  f r a c t i o n s  de  fa ib le  p o i d s  

moléculaire é t a i e n t  dépourvues  d e  l 'activité inhibi t r ice  observée  dans  les 

s u r n a u e a n t s  init iaux.  Comme contrdle,  l e  m e m e  procédé é t a i t  r é a l i s é  avec du SDIF 

seul .  Pour determiner  le pourcentage d'absorption, d e s  courbes  dose-réponse o n t  

é t é  é t a b l i e s  pour l e  SDIF s e u l  e t  pour chaque surnageant .  Une di lu t ion donnant  

encore une inhibit ion d a n s  l e  t e s t  biologique é t a i t  choisie,  e t  l a  va leur  

expér imentale  correspondante  é t a i t  r e p o r t é e  s u r  la courbe dose-réponse du SDIF 

pour expr imer  l e  pourcentaae d'activité-SDIF résiduel.  

4.15. Techniaue d 'é lut r ia t ion 

C e t t e  technique e s t  r é a l i s é e  avec une cen t r i fugeuse  J6-M Beckman e n  

u t i l i s a n t  un r o t o r  A é lu t r i a t ion  Jb.  I l  s ' ag i t  de  s é p a r e r  l e s  ce l lu les  e n  fonction d e  

l e u r  taille. L e s  pa ramet res  d e  l a  centr i fugat ion s o n t  l e s  su ivan t s :  un debi t  d e  18 

mllmin est gardd constant .  Le milieu u t i l i s é  e s t  du PBS dépourvu d e  e t  d e  

Mg++ e t  contenant  0,Ol % dlEDTA e t  1 99 de stirumalbumine bovine, a j u s t é  A une  

osmola r i t é  d e  290 mOsm. La t empéra tu re  e s t  r ég lée  a 10°C. La v r t e s s e  du r o t o r  

&tait rédu i te  p a s  p a s  d e  2600 rpm 1300 rpm. Des  cel lu les  T Jurka t  ( 2 x 1 0 ~  

cel lu les)  provenant  d'une cul ture  e n  phase  exponentiel le s o n t  deposees  dans  l a  

chambre. Quatorze f rac t ions  d e  90 m l  s o n t  col lectees ,  l a v é e s  e t  a n a l r s e e s  a u  

c ~ t o f l u o r o g r a p h e  se lon  la technique décr i t e  précedemment. D e s  a l iquo t s  de  chaque 

f rac t ion  s o n t  cu l t ivés  e n  microolaques e n  présence d e  SDIF. 100 ul d e  suspens ion  

cel lu la i re  con tenan t  5 x 1 0 ~  ce l lu les  e n  RPMI-10 X d e  SVF s o n t  cu l t ivés  avec 100 u l  

d e  SDIF (dilution f ina le  d e  1/10,  1/30 e t  1/40). D e s  marquaoes A la thymidine 



t r i t i ée  sont  e f fec tués  de O a 2 heures,  de 3 A 4 heures,  de  4 A 6 heures e t  de 6 A 

18 heures  ap re s  l a  mise en  culture. L'incorporation de thymidine e s t  déterminée 

comme précédemment. 

REACTIONS D'HYPEf?SEPISIBILITE RETkRDEE 

Une réaction d'hypersensibilité re ta rdée  aux globules rouges de  mouton 

e s t  induite chez d e s  sour i s  C57B1/6 (KETTMAN, 1978). Une injection intraveineuse 

5 de  10 globules rouaes e s t  f a i t e  au  jour O. P.u jour 4, un rappel e s t  f a i t  par  

injection dans l'un des  cousi inet5 plantaires  de 20 ul d'une suspension de 

globules rouges a 10 49 dans  de 1'HBSS. L'autre pa t t e  reçof t  le  m9me volume 

dlHBSS. Le diamètre des  coussinets  plantaires  e s t  mesuré 24 heures plus  tard e n  

u t i l i san t  un micrometre ( M u t u t o ~ o  7309, Japon). Le r é su l t a t  donné correspond A l a  

différence de diamètre en t r e  l e s  deux pat tes .  

6. PROLI FERATI ON DE LYMPHOMES T I N  V IVO 

Des sour i s  C57%1/6 reçoivent une injection intrapkritonéale de 104 cellules 

de l a  lignée EL-4 sous  un volume d e  0.5 m l  de  PBS. Le SDIF e s t  injecte par voie 

intrapéritonéale s o u s  un volume de 0.2 m l  suivant différents  protocoles 

mentionnés dans le chapitre Résul ta t s  (4.2.). Les sour i s  contrdles reçoivent du 

sérum physioloaique A l a  place du SDIF. Le nombre de jours de survie d e  chaque 

sour i s  aprPs l'injection d e s  cellules tumorales e s t  reporté  sur  l e  graphique 

(chapitre Résul ta t s  4.2.). 

7 .  ETUDE DE LA REPONSE I Q E  

7.1. P r e ~ a r a t i o n  de  l'ovalbumine d in i t ro~hénylée  (DMP-OVA) 

100 mg d'ovalbumine (Sigma, S t  Louis, Mo.) s o n t  incubés avec 100 mg d'acide 

sulfonique 2,4-dinitrobenzPne (DNBS) (Eastman Qrganic Chernicalsr Rochester, 1 



N.Y.) e t  100 ma de carbonate de sodium dans 5 m l  d'eau. Le mélanoe e s t  maintenu 

s o u s  aai ta t ion 2t temperature ambiante pendant 16 heures. Le DNBS non couplé e s t  

éliminé par dialyse (EISEN e t  coll., 1953). La concentration en  DNP e s t  calculée A 

par t i r  de l'absorbance A 360 e t  280 nm. Mous avons utilise; d e s  préparat ions de  

DNP-OVA contenant 9 o r o u ~ e m e n t s  DElP par molécule d'OVA. La sérumalbumine 

bovine dinitrophénvlée tDNP-BSA) e s t  préparée de l a  mdme facon. 

Immunisations 

0,5 m l  de sérum ph\/siologique contenant 10 uu de  DNP-QVA e t  10 ma 

d'A1(OH)3 s o n t  i n j e c t é s  pa r  voie i n t r a p é r i t o n a a l e  h d e s  r a t s  Lewis ou  

Brown-Morwa~. Le SDIF e s t  injecté par voie intrapéritonaale so i t  aux jours 7, 3 

e t  i avant l'immunisation* so i t  en une injection e n  meme temps que l 'antiaéne, 

s o i t  aux jours 1, 3 e t  4 ap ré s  l'immunisation. 

Pour l a  réponse secondaire, 1 ua de DNP-OVA e s t  injecté par voie 

intrapéritonéale dans 0.5 m l  de sbrum physioloqique. Le SDIF e s t  injecté 

simultandment. 

7.3. Dociaae d e s  a n t i c o r ~ s  IaE anti-DNP 

Les anticorps IgE anti-DNP sont  mesurés par  une technique de RAST 

(Radio Alleroo Sorbent Tes t )  (WIDE e t  ~ 0 1 1 . ~  1967). La phase solide e s t  const i tuée 

de bi l les  de polvstvrilne (Seroa* Monaco). 100 bi l les  sont  incubées avec 20 ma d e  

DNP-BSA dans 100 m l  de  tampon carbonate O t i M c  pH 9,4 h température ambiante 

pendant 16 heures. Les bi l les  sont  lavées avec du sérum phvsiologique additionné 

de Ot04 49 de Tween 20. 

La fraction IaG d'un antisérum de mouton contenant d e s  anticorps anti-IçiE 

de r a t  (spécifiques du FcE) (donnés par  l e  Dr H. BAZIN) e s t  marquée par l a  

méthode A l a  chloramine T lGREENWOOD e t  coll., 1963) avec 9.25 MBq d'iodure d e  



sodium (Amersham, Grande-Bretagne). Les  anticorps anti-IgE marqués s o n t  

purif iés  par  chromatographie s u r  Sephadex G-25 (Pharmacia, Plaisir, France) e t  

s tockés A -20°C jusqu'à ut i l isat ion (activité spécifique de  259 kBq/ug). 

Les  bi l les  sont  incubées avec l e s  sérums de r a t  a différentes  dilutions e n  

PBS (PBS 0,05M, pH 7t4) contenant 3 % de polyéthylilne glycol (PEGt Serva* 

Heidelberg, RFA). Le mélange e s t  incubé pendant 8 heures  a température ambiante 

s o u s  agitation douce. AprPs t ro i s  lavages e n  serum physiologique Tween 0,04 Xt 

l'anti-IgE marqué e s t  ajouté (50000 cpm/tube). AprPs une nuit d'incubation a 

température ambiantet l e s  bi l les  son t  lavées  e t  la radioactivite associée aux 

bi l les  e s t  comptée dans  un compteur gamma (Intertechnique, Plaisirt  France). 

Les cpm obtenus par  comptage d e s  bi l les  son t  convertis en  ng d'anti-IgE 

f ixés  s u r  l a  phase solide aprPs déduction du bruit  de  fond obtenu en présence d e  

sdrum de r a t  sain.  

Une relat ion linéaire (r=0.939, p~.O,OOi) e s t  trouvée en t r e  l a  dilution du 

sérum e t  l a  quant i té  d'anti-IgE fixée* ce qui valide l'expression d e s  résu l ta t s .  

Une corrélation significative en t r e  la  technique du RAST e t  l a  technique 

d'anaphylaxie cutange passive (OVARY, 1958) a é t é  obtenue (r= Ot965, n=iO) 

7.4. Mesure d e s  taux d'anticorps anti-DNP 

Ceci a é t é  réal isé  par  la technique de  FARR (MENDEN et FARR, 1973) 

modifiée par  COX e t  TAUBMAN (1933). Cet te  technique consiste A uti l iser  du D N P  

t r i t i é  pour mesurer l'avidité d e s  anticorps e t  un deuxiPme traceur,  du  

32~-phosphate  disodique qui s e r t  de marqueur de volume e t  permet de  corriger 

l e s  données. 



7.5. Tra i t ements  s t a t i s t i p u e s  

La d i s t r ibu t ion  d e s  IuE é t a n t  log normale, les réciul ta ts  s o n t  t r a i t é s  a p r è s  

t ransformat ion loaari thmique par  analyse  de  variance bidirectionnelle.  

8. ETUOE DE LA DEGRANULATION MASTOCYTAIRE 

8.1. Obtention d e  sOrums r i ches  e n  IQE 

Des r a t s  Hooded-Lister s o n t  immunisés pa r  injection in t rapér i tonéale  d e  

10 uu d'ovalbumine (Miles, Buck%, England) e t  5 x 109 Bordetella p e r t u s s i s  

adsorbe  s u r  hydroxyde d'alumine ( P e r t h ~ d r a l ,  I n s t i t u t  Pas teur ,  Pa r i s )  (JARRETT 

e t  STEWART, 1974). Les animaux s o n t  s a i ~ n é s  14 jours p l u s  t a rd  e t  l e s  s é r u m s  

s t o c k é s  A -70 OC. 

8.2. Réact ions  d'anaphylaxie cutanée pass ive  iPCA) 

100 ul  d e  sérum anti-ovalburi~ina ou de  sérum de rat infectci (Jour  42) s o n t  

in jec tés  pa r  voie intradermique a d e s  r a t s  Wistar males. 48 heures  p l u s  t a r d ,  l e s  

réac t ions  de PCA s o n t  déclenchées par injection d a n s  l a  veine  dorsale  du  pén i s  d e  
1 

4 mg d e  bleu d 'Evans (UCB* Bruxel les ,  Belgique) et de  5 mq d'ovalbumine ou d e  2 I 

mg d'antiggne S. mansoni d a n s  1 m l  d e  serum physiologique. L e s  r a t s  s o n t  l 

s a c r i f i é s  30 minutes  plus  t a r d  e t  l e s  d iamPtres  d e s  t a c h e s  b leues  mesurés  s u r  la 

face  i n t e r n e  d e  la peau avec un planimetre.  

1 

8.3. Réact ions  d'anaphylaxie cutanée act ive  

Des  rats Wistar s o n t  immunisés su ivan t  le meme protocole que l e s  rats 

Hooded-Lister. 30 jours p lus  t a rd ,  une injection intradermique de  1 ug 

d'ovalbumine d a n s  100 ul de  sérum physiologique e s t  f a i t e  s u r  le d o s  de  c e s  

animaux. simultanément,  4 mg d e  bleu d'Evans d a n s  1 m l  d e  sérum physiologique 



s o n t  injectés par voie intraveineuse. Les  réactions s o n t  e;.:aminées comme 

précédemment. 

8.4. Réactions cutanées induites par  des  acients chimiques 

10 2 100 nq de composé. 48/80 (Sigma Co+ S t  Louis, Mo) ou 0.1 ug de 

Polymyxine B su l f a t e  (Sigma) dans 100 ul de sérum physioloqique s o n t  injectés 

localement a des  r a t s  Wistar en  miirme temps que l'injection intraveineuse de 

colorant. Les réactions sont  examinées comme précédemment. 

8.5. E f f e t  du SDIF s u r  l e s  réactions cutanées 

100 ul de ÇDIF son t  injectés au m&me s i t e  que l'antiserum ou l e s  agents  

chimiques 30 minutes avant l e  déclenchement de l a  réaction. Un contrale e s t  f a i t  

avec seulement une injection de SDIF. 100 ul de sérum physioloaique son t  i n ~ e c t é s  

la place du SDIF pour l e s  contrbles positifs.  

8.6. Déaranulation mastocrtaire in  vi t ro 

La technique consiste .A mesurer l a  l ibération de  sérotonine t r i t i ée  

préalablement incorporée dans l e s  mastocytes (MAZINGUE e t  ~ 0 1 1 . ~  1978). Des 

c e l l u l e s  p & r i t o n é a l e s  d e  r a t s  W i s t a r  s o n t  i n c u b é e s  a v e c  

(*3~)-5-hydrox y tryptamine creatinine su l f a t e  (370 GBq/mmol) (Amershami 

Versailles,  France) a une dose de 74 kBq pour 1 0 b a s t o c r t e s .  Le t e s t  e s t  réa l i sé  

en  plaques de microtitration fond plat  (Linbrot Flow Lab, Ecosse). 50 ul de 

suspension cellulaire (5 >: 1g4 mastocvtes par puits) sont  incubes e n  milieu de  

Eagle (Minimum Essent ia l  Medium ou MEM) avec l e s  agents  chimiques (composé 

48/80 ou polymy:.:ine B) ou avec 50 ul de sérum de r a t  anti-ovalbumine e t  de 50 ul 

d'une solution d'ovalbumine a 1 ma/ml. Les cellules sont  incubées 15 minutes a 

37'C avec l e s  aaentsj chimiques, ou 2 heures avec l e  sérum puis  15 minutes avec 

l'ovalbumine. Les plaques sont  c e n t r i f u ~ é e s  A 1000 }: g pendant 10 minutes. 50 ul 



-155- 

de surnaoeant sont  t rans térés  dans des  f ioles de comptaoe. Pour mesurer l a  

quantité de serotonine marquée libérable par l e s  mastocytes, l e s  cellules sont  

l ~ s é e s  par 50 ul de diaestine (Merck, Darmstadt, RFA).La radioactivité e s t  

mesur?&e dans un compteur A scintillation (Nuclear, Chicaoo, 111.1. Le pourcentaoe 

de libération de sèrotonine e s t  exprimé suivant la formule: 

X-S 
Y-- x 100 . .- 

T-S 

X e s t  la  radioactivité de l'échantillon; S l a  radioactivit4 correspondant a la  

libération spontanée e t  T A la  libération totale par la  dioestine. S représente 

environ i A 5 X de T. 

Test de cytoto:iicité dépendant d'éosinophiles 

Des schistosomules sont  sensibilisés pendant 1 nuit avec du sérum de r a t  

infecté prélevé au jour 28 (dilution finale 1/16). Les schistosomules sont  lavés e t  

incubés avec des  cellules péritonéales de r a t s  sains, contenant 40 A 60 % 

d'éosinophiles e t  7 h 15 ?4 de mastocytes. Le rapport effecteurcible e s t  de 

6000: 1. Pour certaines e.:p&riencesr l e s  mastocy t e s  sont  Btés de la  population 

selon la  technique de LYNCH e t  coll. (f978) par centrifugation sur  coussin de 

sérumalbumine (<i K de mastocytes). Des mastocytes purifiés sont ajoutOs A une 

concentration de 35 % A une population dépourvue de mastocytes. 

Des s u r n a ~ e a n t s  de déaranulation mastoc\/taire sont  obtenus par 

incubation de mastocvtes de r a t s  infectés (8 semaines d'infection) avec un 

antisérum anti-IuE de r a t  Idonné par le  Dr BAZIN) e t  ajoutes A raison de 50 ul 

dans l e s  puits d e s  t e s t s  de cytoto:ticité. Le SDIF e s t  ajouté en m e m e  temps que 

l e s  cellules effectrices. La crtoto::icité e s t  déterminée par lecture au microscope 

après 48 heures de contact ent re  l e s  effecteurs e t  leurs cibles. Les 

cichistosomules morts apparaissent opaques e t  sans  mouvement, a lors  que l e s  
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vivan t s  s o n t  b ien r é f r i n ~ e n t s  e t  mobiles. Le p o u r c e n t a ~ e  d'inhibition de  l a  

c\ / totoxicité e s t  calculé comme s u i t :  

% c r t o t o x i c i t ~  en p résence  de SDIF 
:< i n h i b i t i o n =  ( 1  - (-------------------------------------- > 1  x 100 

% c y t o t o x i c i t é  en absence de SDIF 

Induction d'un choc anaphylactiuue chez l e  cobaye 

D e s  cobayes  s o n t  immunisés p a r  injection in t rapér i tonêa le  de  5 mg 

d'ovalbumine e n  so lu t ion  d a n s  1 m l  d e  vaccin anti-caquelucheu:.: Per thydral  

( I n s t i t u t  P a s t e u r  Production). Deux mois plus  t a r d t  le choc anaphylactique est  

declenché p a r  injection in t rapbr i tonea le  d e  1 ma d'ovalbumine e n  solut ion d a n s  1 

m l  d e  sérum physioloaique. 30 minutes avant  le déclenchement d u  choct les 

animaux reçoivent  une injection in t rapér l tonéa le  de 3 ml d e  ÇDIF o u  de sérum 

p h ~ s i o l o g i q u e  pour l e s  contrbles.  

8.9. React ions  d'anaphylaxie cutanée pass ive  chez le s i n ~ e  

D i f f é r e n t e s  d i lu t ions  d'un sérum numain de p a t i e n t  al lergique au): aca r iens  

s o n t  in jec tées  p a r  voie intradermique s o u s  un volume d e  0.1 m l  s u r  l'abdomen d'un 

s i n a e  Ervthrocebus  ~ a t a s .  18 h p lus  t a r d ,  l e  SDIF (0.1 ml) e s t  in jecté  au meme 

s i t e ,  du  sdrum physiologique s e r v a n t  d e  contrdle. 15 min p lus  t a rd ,  une injection 

in t rave ineuse  (10 ml)  d'une solut ion de  Bleu d 'Evans A 0.1 96 e n  sérum 

physiologique e s t  rga l i sèe t  su iv ie  15 min a p r e s  d'une injection (10 ml) d'une 

so lu t ion  d'allergéne (1 f lacon d ' a l l e r ~ é n e  " D p t e r o n y s ~ i n u s " ~  e x t r a i t  1%) 

(Laboratoire d e s  S t a l l e r ~ é n e s t  F r e s n e s t  France). La sur face  d e s  t a c h e s  bleues e s t  

mesurée  avec un planimétre. 



9. MESURE CE LA CYTOTOXICITE PLAQUETTAIRE 

9.1. Isolement d e s  p laaue t tes  

L'ensemble d e s  manipulations e s t  f a i t  à tempdrature ambiante. Du sana de 

su j e t  sain e s t  prélevé s u r  anticoaaulant composé d'un mélanae d'acide citrique, de 

c i t r a t e  trisodique et de  glucose (ACD-C) selon l a  formule de CAEN et  coll. (1976) 

(6 volumes de sana  pour un volume d'ACD-C) e t  centrifuaé 15 minutes à 120 :.: a e n  

al iquots  de 5 ml.  Le plasma riche en  plaquet tes  est rassemblé e t  centrifuaé A 

2000 >: a pendant 15 minutes. Les p laque t tes  son t  remises  en susoension e t  

l avées  t ro i s  f o i s  en  seirum phvsioloqique additionné d'acide citrique (36 mM), de  

alucose 15 mM)+ de calcium (2 m M ) ,  de  magnésium (1 mM), de  BSA ( 0 3 5  X )  e t  de 

prostaglandine E l  (100 nM) {PATSCHEKE, 1981). Les plaquet tes  son t  comptées 

dans  un hématocytométre ap re s  dilution au 1/20 dans  une solution d'oxalate 

d'ammonium A 1 X .  La contamination leucoc./taire n'a jamais excede 10 l e u c o c ~ t e s  

pour 106 plaquet tes .  

9.2. Tes t  de crtoto>:icit& 

Les p laque t tes  s o n t  remises  e n  suspension dans  du MEM. 150 r: 106 

plaquet tes  d a n s  50 ul de  M E M  son t  incubées en plaques de microtitration tond 

p la t  (Nunclon) avec 20 ul  de sérum de su je t  sain,  50 ul d'aaent activateUr (sérum 

de su j e t  infect&+ ou sérum de su j e t  alleraique + a l l e r ~ P n e ,  ou substance Pl e t  75 

schistosomules dans 80 ul de MEM. AprPs 24 heures  de contact d 3 7 * C 1  l a  

c\rtotoeicité e s t  appréciée par observation microscopique. Nous n'avons p a s  

observe au cours  de c e s  t e s t s  d'aagrégation plaquettaire. 
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