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A cet instant subtil où l'homme se retourne sur sa vie, 
Sisyphe, revenant vers son rocher, contemple cette suite 
d'actions sans lien qui devient son destin, créé par lui, 
uni sous le regard de sa mémoire et bientat scelle par sa 
tort. Ainsi, persuadé de l'origine tout humaine de tout ce 
qui est humain, aveugle qui désire voir et sait que la 
suit n'a pas de fin, il est tûujours en marche. Le rocher 
roule encore. Je laisse Sisyphe au bas de la montagne! On 
retrouve toujours son fardeau. Mais Sisyphe enseigne la 
fidelit6 supérieure qui nie les dieux et souléve les 
rochers. Lui aussi juge que tout est bien. Cet univers 
désormais sans maître ne lui paraît ni stérile ni futile. 
Chacun des grains de cette pierre, chaque éclat minéral de 
cette montagne pleine de nuit, à lui seul forme un monde. 
La lutte elle-même vers les sommets suffit à remplir un 
coeur d'homme. Il faut imaginer Sisyphe heureux. 

Albert Camus, Le mythe de Sisyphe. 
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RESUME 

Le fractionnement d'un no:noq&nac de vers adultes, nous a 

perxis Sn 1 9 8 5  d'identifier ,>ne Zr3ction ancigfnique de 

Schistosoma mansoni, d'une :lasse -;iolécuiaire relative de 

25000 daltcns ( P 2 8 ) .  Après des expériences az y?accination sur 

nngeurs E S ,  souris, e c  nazscers:, nous avons pu montrer 

que deux des polypeptides, contenus dans cette fraction 

proczlqua, itzient capables d'Lnciu3rz la proàuction 

i'anticcrps ce classe IgGSa.  

c j  2 3  cieu:-: solypeptides  nt 2 t 2  analysés par 

iïe=trophoresa bi-airnensionnelle. Ce points iso~lectriqües 

trés grocnes 6 . 3 - 6 . 5 ,  ces polypeptides ont 2 idsntifiés 

p a r x i  lts prsduics de traauccion In vitro d'X2IJ messagEr du 

ver 3duïca it de ia Larvs izfestante: le scniscososuie. De 

xasse -~oi4culaire 2c de points isciiectriques identiques a ce 

que nous avions obtenu avec les proàuics de ~~étaboiisne du 

ver adulce, ces deux polypeptides semblaient ns pas subir de 

modifications post-cradücclonn~llcs, ec se ~rûuvaient ainsi 

Stre des candidats ds choix <n vue de leur expression dans 

les nodéles. bactériens. 

La prssence de ces cieux polypeptides à ia surface de ia 

larve infestante, cible ces micanismes de défense de 

l'hôte vertibré, lors des phases précoces de 

l'infection, a éti mise en ividence après marquage a 1' iode 

125 des structures membranaires du schistosomule. 



Des expériences de vaccination direct2 avec la fraction 

F28 de vers adult~s de Schistosoma mansoni ont aontré que ce 

groupe d'antigènes induisait un niveau de protection,contre 

l'infection parasitaire, de l'ordre de 70+10%. 

Enfin, itudiant la spécificiti d'espèce de cette 

fraction antigénique, il est apparu qu' elle était présente 

chez les autres formes majeures de schistosomes, aussi bien 

de la schistosomiase humaine (Schistosoma haematobium, 

Schistosoma japonicum) que de la schistosomiase animale 

(Schis tosoma bovis 1 . 

in Stroite collaboration avec ies laboratoires 

TransgGne, l'ADN complémentaire de 1'BRN messager codant 

gour deux antigènes de la fraction F28, a Sté isolé, 

séquenci 2t exprixé sous forme fusionnée à la portion N- 

ter?inaie produit codé par un fragxent du gZne cII du phage 

lambda. ( recombinants P28.I et P28.11 1 .  

Une homologie de séquènce, partielle, avec la famille 

des glutathion-S-transf6rasesI a ét6 mise en évidence, 

analyse confirmie par des tests enzymatiques rialisés avec 

l'antigène P28.2 produit dans E.Coli, xontrant une activit.5 

enzymatique de type GSH-~razsférase. 

La séquence d2 i'ADNc de l'antigène P28.11 montre quant 

à elle de fortes homologies avec les enzymes à activité 

phosphoglycéromutase. 

L'analyse, in vitro, da 1' activité de la rkponse 

humorale anti-P28.1, a permis ae démontrer sa nature 



- -  - n -ytotoxique en priçence 3s  c-lidlcs , f f ; c r r i z ? s .  ,s31x classes 

- . -  d'anticorps s o n ~  proàul+s~: Z ; ;  -: _ Z L .  ,,ces 7 1 ~ 2 ,  1 a a -2ponse 

humorale est rztournie à s33n n i v c 3 u  52 ,21rz, i ' infzictlon 2ar 

Schistosoma mansoni induit, dis la sririsr? ilaainz, cna 

nouvalle production d' anticorps spécifiquexent 5irigGs 

contre l'antigène P23.I attestant Ce il?xistcnce d'une 

m9mcire cellulaire, potencialisatrice de la raponse hunorale. 

Les pourcentages de proc2ction induits par l'antigène 

reconbinant ont été d2 1' ordre de 6555.5% chez 12 rat 

' e1scher, ec O2 5924% chez 12 5amsr2r. i ' u r ,  àes r - 6 ~ 2 ~  1:s c l u s  

pernlssii à l'infectlon par S.mansoni. 

Une îxpSrience de vaccinacion impliquant Y 3aaouins 

femelles a At6 réaliske dans notre laboratoire. Trois de css  

babouins ont Sté utilisés Zn canc que controle, immunisés 

avec des extraits membranaires ae E.Coli, les autres 6tanr 

vaccines avec deux doses de F2V.I rzcombinant. 

L' acalyse, in vitro, de la réponse humoraie chez las 

1 primaces, a permis de mettre une nouvelle fois en ividence, 

i le rSle prioritaire des anticorps de classe Z dans 

l'activation dss celluies effectrices, ici das éosinophiles 

hunains . 
Les pourcentages de protection o~tenus ont ~ïarié de 45 

à 52%. D'aucre part, l'étude anatomopathologique, effectuée 

sur les foies de tous les prinates, a r 5 v k l é  yu2 tous 12s 

I animaux vaccinés avec l'antigène 2 2 5 ,  présentaient une forte 

r6duction (de 55 à 86% par rapport aux animaux contrôles) du 

i nombre d'oeufs présents dans le tissu hépatique et auquel 

i 



sont associé~s les principales nanifêsrations pathologiques 

liges à cette parasitose. 

L1activit& ds l1antigèn3 P23.11 n'a pour l'heure pas 

encore été co~plètement sxplorée. Des zxpériences de 

transfert passif d? sérums anci-228.11 ont néanmoins permis 

d'obtenir une réduction de la charge parasitaire de l'ordre 

de 70% cher lz rat Fischer. 
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INTRODUCTION 



. . Le travail, présent5 221, se situe sans le ccntzxte 

6;s recherchês visant à l'&lnboration d'un vaccin synthé- 

tique dans la scnistosomiase. 

Trois espèces : Schistosoma mansoni, agent de la 

schistosomiase intestinale, Schistosoma haematobium res- 

ponsablc rie la schistosoniase urinaire, et Schistosoma 

japonicum qui touche plus particulièrement le systême ar- 

térioveineux, affectent l'Homme sur les trois continents 

africain, sud-amgricain, et asiatique. (Fig. 1) 

Uns autre 2spèce Schistosoma bovis affecte le bktail 

et 2ro-~oque d' importantes pertês éconoziques pour les 

pays localis&s aanç les zones a'~nd&mies. 

L'établissament de modèlzs d'infection expirimentale a 

permis cï'analyser las relations existant entre le parasi- 

te et son hOte, la nise 2n Êvidence de mécanismes rggis- 

sant concomitamment la destruction de nouvelles larves 

infestantes et le naintien de la population parasitaire 

adults initialement itablie, ainsi qu'une meilieure 

conpriherision des canifestations, anatomopatho~ogiques et 

ixmunopathologiques, diclenchSes par la présence du para- 

sita dans i'crganisme hôte. 

La mise au point de aocéles in vitrg ds destruction 

du parasitc faisant intervanir des systèmes de cytotoxici- 

ti dépendante de la prssence c'anzicorps spjcifiques de 

Schistosoma mansoni ont réveié l'existence, à la surface 



c.. 

Figure 1. Répartition géographique de la schistosomiase à 
travers le monde. 

a) Schistosoma haematobium. agent de la schistosomiase 
urinaire; b) Schistosoma mansoni. agent de la bilharziose 
intestinale ; c) Schistosoma ia~onicum, qui affecte le 
système artbrio-veineux. D'aprés Ralph Muller . Worms and 
Disease. A manual of medical helminthology.1975 



dss larves icfescanzss, d ' a n ~ l q s ~ e s  zibizs, Ecnt la :Sali- 

r ,  ~i a assise par i'an2iyce f : c lkcd lc? i ze .  

. _ < ?  Sar ~ L ~ L ~ I L L - S ,  %CS ~r357aa:.: - f 2 e ~ t ~ t s  ~ Z I , I S  1 2  30raFne 

,a :CS ,- aaniguiati3ns g2n;ciquss a n  C L S  d l x  àzrniSres 

annési, orc psrrls uns ztpprocnê Z n t q r ?  p l ~ s  sjecialisie 

ü.;s pz-oblivr.2~ posés dans la i u t ~ e  contre les dzrnières 

grendes andimiss e~ndiales, iellzs cLue 1e paiudisne it 

la ccniçt:so:niasa, en p2rTectant 1' isolement, it la 

produeci~n xassivs d' ancigènes ircpliqués dans i'lnduction 

d ' ~ ~ n s  réponsz humorale protectrice. 

. - 
C S  rr=-;a'l:.: -reni=ent iaar sourc? -r, ; 'appui~nt sur 

1 i ~  ;Isrmrcus?s données scizntifiques, qui S C  s ~ r , t  accu- 

r.+ulz-.s au zsl~rs C ~ S  dernières décennl?~, se ri?pporcanr, au 

p 3 r a z i . z ~  a i n s i  qu'a 1' acquisition d'un écac a1irnr;;unite. 

C ' ;SE 9 par La prisencacicn de cec ' S r i  tac;e 

sci2ncif l q , ~ ~  s r-ous zornnencerons a v a n t  que 6 ' ab~raer 

zotrs 2rcprs csntriaucion. 





1.CYCLE BIOLOGIOUE DE SCHISTOSOMA MANSONI 

Schistosoma mansoni est un ver de la famil12 acs 

trknatodes qui sévit essentiellement dans les régions 

çropicales et subtropicales des continents africains et 

sud-amkricain. Le cycle du parasite (Fig. 2) est assuré 

par des Planorbes au gsnra Biomphalaria. Lorsque certains 

paraaktres de l'écosystème sont favorables, les mollusques 

aquatiques libèrent un grand nonbre de larves infestantes 

aincxnies cercaires. C'est cette forme aquicole du pa- 

rasire qui infeste l'homme par voie trans-cutanie. 

En traversant la peau de 1' hôte, 12s cercairzs 

gerd2n~ l a u r  partie cauaals zt se transiorment alnsi en 

schisr;oso~iules. Ceux-ci se dirigent progressiverrient vers 

lts pourcons, et poursuivent leur migration jusque dans ie 

foiz, OU ils achèvent de se diffirencier en schistoso;nes 

aâles et femelles. L2s femelles portant les ozufs 

s'install?nt dans les vaiseaux capillaires du système 

mésentérique, où elles libèrent leurs oeufs. Czux-ci, 

inunis d'un éperon latéral, traversent les tissus et plus 

particuliérement la paroi intes~inale, évènement qui 

précède leur flixination dans les selles. 

Au contact de l ' ~ a u ,  l'oeuf 2clÔt zt libère une 

lar-~e ciliée ou miracidium, qui nageant rapidement, 

infeste le mollusque. L z  miracidium se développe dans cet 

hôte intermediaire, en sporocyste prinaire dans lequel 
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Figure 2. Cycle biologique de Schistosoma mansoni 

D'après Ralph Muller. Worms and Disease. A manual of 
medical helminthology. 1975 
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bourgzonnent des sporocystes s~crndalses. C 2 s  sporocystes 

se transfcrxent à l ~ u r  tour sn cercalres infestantes 

pour i'hdte vertzbr5 Gssuranr la ~ é r e n n i = é  du cycle. 



contact avec 

2.1 La csrcairc 

La cercaire ou "fcrcoccrcaire" est une larve commu- 

n&menc appelSe "t6teM, xunle d'une queu2 bifide, dont la 

xoycnne de vie varie entrz 8 et 10 heures pour des tempé- 

ratures de 20 à 2 4 O C .  La caractiristique najeure de ce 

stade 2sc lle:xistence de glandes prkachtabulaires qui 

libèrent, lors de la pénétration dans l'hôte vertébré, 

des enzyxes destinées à iyser les tissus. 

- 9 
L sst au cours de la p2nétration que la cercaire se 

tracsforme en scnlstosomule en perdant sa parcie caudale. 

eueue c c  glycocalyx cercarien ont disparu. Le scnistoso- 

xule s'allonge rapidement et aigre vers las pcuriions qu'il 

gagne vers 12 Sème jour. 

2.3 Le ver adulte 

Le schistosome adultz mesure di? 5 à 17 na, =n zoyzn- 

ne, les feinzlles étant ginéralement plus granues que les 

mâles. Celui-ci, plus trapu, possSde un canai 

gynicophore àans lequel s ' installe la f emellc 

(Fig. 3 ) .  I-iématophages, c2s parasites vivent ancrés 

aux parois des vaisseaux, par l'intermédiaire d'une 

ventouse ventrale, résistant ainsi au courant sanguin. 



Figure 3 .  Couple de vers adultes de Schistosoma mansoni 

Mâles et femelles vivent appariés dans la circulation vei- 
neuse hépatique de l'hôte vertébré. La femelle (a), plus 
fine et plus allongée que le mâle (b) se trouve lovée au 
sein du canal gynécophore de ce dernier (c). ( X 43) 



2.4 L'ceuf 

Les osufs n ~ n i s  d'un ipervn latéral sont capables de 

risister au courant sanguin et de pénitrer au travers 

des tissus. Dans leur tentative d' ivasion, nombre 

d'oeufs restent prisonniers dzs tissus de 1 'hôte, 

phénonéne à l'origine ci2 la formation des granulomes, 

et accompagnk de réactions inflammatoires. 



SCHISTOSOMA MANSONI 

Xechzrchar dzs ~ o l ~ c u l e s  synthétiques, à pouvoir 

vaccinant, 2'est EOUC d'abord pouvoir disposer de modèles 

anixaux dcnt les réactions irmunitaires sont relativement 

bi2n connues, et aussi proches que possible de celles 

des organisxes à vacciner. Dans le cas qui nous préoccupe 

izi, l a  schistosomiase, le degri de suscepcibilit& de 

l'h6ts 1-is-à-vis du parasite se dktermine par de multiples 

cricères expérimentaux: 

-Ls pcurcencagê iic cercaires pénétrant effectivement 

uans l'crganisrne par rapport nu nombre Se cercaires 

SprilyGZ2S. 

-L1i:;portance ae la cnarge parasicaire représentée 

par 1s >ombre de vers adultes présents dans l'organisme 

-52 loebre d'oeufs pr5sênts dans l'organisme ainsi 

GUS lzur localisation. 

Le nombre d'oeufs, prêsents dans les sellas de l'hôte 

infecte est, encore a c 2  jour, le critère 12 pius utilisé 

dans les tests diagnostiques de "terrain", dans les zones 

d'endémie, pcur déceler cette parasitose et e n  ivaluer 

I'ixportance clinique. 

1.Izxuniti zaturelle dans les modèl?s animaux 

1.1 Parmi les modèles animaux utilisés en laboratoire, 

12 hamster est sans conteste le plus susceptible à l'in- 



fzcticn par S.mansoni. Cette rspgce est utilisée dans 12s 

laboratoires pour assurer la pirennitj du cycle parasitai- 

re în conjonction avec un ilevage de i~ollusques. Les 

adultes atte,ignent leur cornplate naturité entre 35-40 

jours st pondent un grand no~bre d'oeufs viables qui après 

leur éclosion en miracidium, sont utilisés pour infecter 

les mollusques. La permissiviti de cet hôte sst tells 

qu'une surinfection (21000 cercaires) engendre inévitable- 

ment la mort de l'animal 40 jours après l'infection. 

1.2 La souris sst également très utilisée comme ~nodè- 

l,? sap&rinental, principalement par l'acole anglo-saxonne. 

Soz degri de susceptibilité est sensiblement identique 

i ceiui nu hamscer, mais ne permet pas d'obtenir un nom- 

bre de vers adultes et d'oeufs aussi important que 1' hôte 

1.3 Le rac est un modèle particulier dans l'4tude 

de 13 schistosomias~. En effet, le rat laisse pénétrer les 

cercaires et permet au parasite d'effectuer sa migration 

jusqu'au stade hépatique. A ce stade, aux alentours de 

la quatrième semaine, la charge parasitaire chute bruta- 

lement, et la majeure partie d2s parasites est éliminée à 

la sixième semaine (1, 2 1 .  Parallèlement, la riponse hu- 

morale se xaintiznt et s'amplifie bien au-delà de la dis- 

parition des parasites, suggérant la persistance d'un 

nombre risiduel de vers, maintenant le stimulus antigéni- 

que . 



4 Le singe RhSsus est igaicmect un hôte trSs sus- 

rzptiblg à l'infection par S.mansoni, si c z  n'îsc que le 

nombre d'oeufs pc~aus, ainsi que le r-cmb-e d2 

aars adultzs, dScroit rapidement chez les singes 

sounis à une infection ~assive ( 3 ) .  

Dès 1958, Kagan ( 4 )  partage les sopulations hôtes 

du parasite en trois catégories reposant sur leur suscep- 

tibilité à l'infection: 

-les hôtes résistants 

-les nôteç partiellement résistants 

-les hôtes suscepcibles 

Ces relatrons entre l'irnm~nicé naturelle de cnaque 

ispècz ec le schistosome se crouvent compliquées à i'int2- 

r i e ~ r  de chacune d'entre ellas par les variations des 

caractéristiqu;~ phénocypiquas pouvant se manifester 

dans une espSce donnfe. Kagan ( 4 )  dimontre ainsi que 

12s souris Z3H ex DBA sonc d'avantage susceptibles à 

l'infection que les souris CFI. La population de vers 

adultes esc de 30% plus élevée chez les souris CF1 que 

dans le cas des d e ~ x  autres souches. 

Les ïnécanisries de cette immunité naturelle s'expri- 

ment à différents niveaux: 

-Au nivzau ce la barrisre cutanée, 05 

l'sxemple extrêae est celui du pigeon, chez lequèl, les 

cercaires sont détruites au niveau de l'spiderme. Mais, 



dans la plupart des cas, cette risistance au parasite 

s'exprime surtout dans 1'5taPlissexent c'üne sopulation 

reduite de vers, ou i'&li~inaii~n du parasite à des scades 

tardifs . Si, dans tous les cas, lc pinetration des 

cercaires dépend 02 xécaniçmes enzymatiques ( 5 ) ,  leur 

efficacité varie en fonction de l'hôte: chez le rat, 50% 

des c2rcair;s sont détruites dans la peau alors que seule- 

ment 10% sont détruites à ce niveau chez 12 hamster ( 6 ) .  

-Au niveau du développement larvaire: 

une fois dacs l'hôte, le parasite se heurte à de multiples 

f2cceurs de risistance qu'ils solenc spécifiques ou non. 

?urne11 ( 7 )  observe ainsi que 12s vers mâles sont mieux 

d5veioppis chez le hamster mâle que chez le hamster 

ferellc?. Cette hypothêse d'une action des hormones 

sexueilrs de l'hôte sur la population parasitaire a ét5 

confirxée par le fait que l'injection de testostirone à 

des souris Infestkes réduit la capacité de ponte du 

parasits ( 5 )  et qu? 1' injection d' antitescostSrone ( 9 )  

provoque des anomaiies dans le développement des 

organes sexuels des vers mâles et fêmellss ( disparition 

des testicules du nâle, régression des ovaires chez les 

femelles ) . 
Plus surprznant est le cas du rat, ou encore du 

singe Rhésus, chez lesquels la najorité des parasites est 

brutalement Sliminée après 4 à 7 semaines d'infection. 

Le fait que le pourcentage de vers détruits soit plus 



faible chez des singes ayant subi une splénectomie (10) ou 

chez des rats chymec;o~içis (111, cz pernet sas de 

restreindre aux ~ 2 ~ 1 s  ~.icaniçxes inaunitaires ce phénongne 

d'&liIRination "tardif" de la population parasitaire. 

2. Immunité acquise dans les modèles animaux - 

A 62s d2gr&s divers, de nombreuses especes animales 

développent une résistance à la réinfection. Selon toutes 

vraisemblance cette immunité "acquise" s'élabore en deux 

ienps : zontre la population de vers adultes, au cours de 

;a prls!Péz-e infection, puis contre 12s stades larvaires 

a 12 I C ~ ~ S  de la seconde inf~ccion. Le maintien de la 

population ci2 vers adultes en dgpit du caractère immun de 

l'hct, vis-a-vis des stades larvaires a été appelé par 

Srni~k~~rs et Terry "inmunité ccnconitante" (;SI . 

2.i Résistance contre la population parasitaire 
aaulte au cours d'une primo-infection 

Chez la souris, la production d'oeufs libérés dans 

les selles dininue rapidement à 60 jours environ aprSs 

l'infection. Une analyse approfondie (13,141 montre que 

l'oviposition reste de fait consKante jusqu'au 100 &me 

jour mais quz les oeufs ne parviannent plus à quittsr les 

les tissus de l'hôte en dirsction dg la lumière intesti- 

nale. Ii semblê que les riactions du systSme immunitaire 

vis-à-vis des enzymes libérées par les oeufs pour 



Erav2rse.c les tissus soisxt A l'origine de c e  phénomène. 

Fous avons précédzrnz~nt abord6 Ic cas du rat et son 

aptituds a &ilminer la population parasitaire 5 un scade 

avancé d? son ciéveloppenen~. Il semble qu'aprjs une phase 

de résistance naturelle, dont la barrizre cutanie repré- 

sente l'un dss principes actizs, sa développe rapidement 

une résistance née de l'infection même, réponse qui 

dépasse de loin celle observée dans d'autres îspèces 

telles que le hamster, la souris, où le singe dans les 

-2êmîs conditions d'infection (15). 

2.2 ZSçistance aux stades larvairss consécu~ive à une 
primo-infection 

L? cas l e  mieux étudié est celui du singe Rhésus. Ce 

dtrnier dsvient complètement résistant à la réinfection 

spras une premiére infècrion. Cette résistance s'dtablit 

entrs 16 sezaines à 1 an apres la primo-infection selon 

les autsurs (16,17,18). Les ~écanismes de résistance 

mettent en jeu à la fois des mécanismes humoraux et des 

mécanismes cellulaires. 

3. Mécanismes immuns - 

L'immuniti à la riinfection dans la schistosomiase 

apparaît multifactorielle, impliquant des anticorps 

d'isotypes diffirents, las facteurs du complément et 

diverses popxlations cellulaires appartenant au système 



irnr.unitaiz-e. L'une des 2rinclpales difficultés de l'5tud~ 

de ces différsnts iiém?nrs, st de leur interaction, réside 

dans ia nacure m ê m e  de c ~ t t e  parasitémi2 qui est caracté- 

risée par un processus dynamique de maturation du ver. 

La co;nplexité du cycle rend difficile l'étude in vivo des 

mécanismes de défense impliqués dans la résistance au 

parasite et c'est grâce à la maîtrise de divers modales 

d6veloppis vitro que l'on doit aujourd'hui de mieux 

coxprendrz les interactions qui se développent entre le 

9arasice st le systSme immunitaire de l'hôte au cours de 

l'lnfzccivn. 

3.1 I-h5canismes effecteurs non spécifiques 

LES facteurs du complément sont en granue partie 

responsabl2s de ia destruction non spécifique du parasite. 

Le coxpi5rneat peut être directement activé au niveau de la 

membrane du schistosomule (19) et induire la destruction 

de la larve. Cette activité du complément peut être 

amplifiée lorsqu'on le combine à des cellules portant le 

rkcepteur C3b tsls que des éosinophiles normaux.(20) 

Certaines lynphokines, comme le MIF (211, sont 

capables d'activer des macrophages normaux et de provoquer 

la mort des larves . 
Utilisant des macrophages de rats il a également été 

montré que ces cellules pouvaient être activées par des 

IgG aggrSgées non spécifiques de la cible parasitaire.(22) 



? 0 
J . L  Micanismes effecteurs spécifiques 

Zlzgg et S2ichers ( 2 3 )  onE ~bservi que 12s anti- 

corss 7gG de sérums de singes Rhésus immuns &taient létaux 

pour 12 parasite en présence de coaplément. Cette obser- 

vation a par la suite Sté étendue à de nombreuses espèces 

dont le rat et la souris (24,251. Néanmoins, la 

sigriificacion biologique in vivo de cette classe d'anti- 

corps n'est pour le moins pas réellement établie. Le 

cransfzrr passif d'anticorps IgG (SU), ayanr montré une 

acclviti cytotoxique in vitro, n'a pas induit un pourcen- 

tage de protection similaire chez la souris. 

-Coopération entre cellulss effectrices at 
anrizorps ( ADCC: Antibody Dependent Cellular 
Cytotoxicity ) 

Les deux principales carac~érisciques des réac- 

tions d'ADCC contre le parasite sont qu'elles impliquent 

des cellules non-lymphoïdes telles que les éosinophiles, 

les macrophages, ainsi que les plaquettes, et que les 

anticorps dirigis contre le parasite, Inreragissant avec 

12s ricepteurs cellulaires, sont de classe E et dans 

cert.ains cas de classe G principalement avêc 1' kosino- 

phil-. 



A. Butterworth 1 2 7 , 2 3 , 1 9 1  dimontr2 qce des &osi- 

nophiles numains n3rmaux sont capables de tuar les schis- 

cosomulzs, - in vitro, en présmce d' anticorps IgG 

provsnant dz patients infectés par $. mansoni. 

Bizn qu'initialenent décrit dans la schistosomia- 

se humaine, la plupart des donnses relatives à 1' activa- 

n ion, 62s iosinophiles par l'intermidiaire de? la réponse 

humorale a été obtenue dans le modèle rat. L'activité des 

Sosinophilês dépend d'au moins deux signaux l'un étant 

constitué par la liaison de l'anticorps au récepteur Fc de 

l a  celiu;e, l'autre produit par les facteurs libérés par 

12s lnascocytcs lors de l'interaction entre ces cellules et 

les anticorps de classe anapnylactiques 130,31,32,33). 

L' intzraction entre IgGSa, principale sous- 

classe d' IgG chez le rat, zt 1' &osinophila ( 3 4 )  est 

proauite essentiellement avant la 6ème semaine d'infêction 

Ces anticorps capables de stimuler les 2astocytes peuvent 

interagir lorsqu'ils sont aggrégés avec les récepteurs 

peur les IgE (35,36,371. 

Si dans les scades prhcoces de 1' infection, dans 

le modèle rat, la coopération entre IgGSa et iosinophiles 

constitue une barrière efficace contre l'invasion 

parasitaire, ii n'en est plus d? nême vers la 10 &me 

semains , date à laquelle apparaît une autre sous-classe 

d'IgG, 1'IgGSc qui, entrant en compétition avec les IgG2a 



au nlv~au du ricsptcur ceiiulairz de 1' iosincphile, 

3 - c - 2 q ~ 2  ;'acrivit5 cycotsxiçu~ dcs Qosinophilîs de rat 

( ? E l .  

2ans 1s nod&l2 rut, lzç -2ticorps dz  classs I g E  

sont saçsivzxent prociüits au cours de l'infzccion ( 3 9 )  et 

constitu~nt la ssconde classe d'ancicorps apte à coopérer 

avsc 12s iosinopnilzs. Après la 6èmc semaine, l'activité 

cytotcxique d2s séru3s de rscs, lors c i '  2xpiriences dz 

cocpgration avec des éosinophiles normaux et en présencs 

de la cible parasitaire, îst principalement dûe aux 

:r~~iccrgs fit2 c;asse IgE. La nature IgE cies facteurs 

- * 9 3 3 C ' " -  - i n  d z s  &osinophiles dans les sérums de rats 

e s  E P P ~ Ç  la sixiZric s-:mains d' infection, a &té 

- ,  zsrncnzr52 par  ES zxpériences 22 dipi6tion de cert3 sous- 

~ 1 2 5 ~ 2  d ~ n s  lês sérums par pnssags sur coionns d'affinit& 

ou par Zss exp5riences 32 2rAincubation des 4oçinophilzs 

avec das IgE non-sp&cif iques ( 4 0  1 . 

-Les macrophages 

Des populations enrichies en zacz-ophages 

prkincubées avec un sérum de rat i:nmun, sonc capables dé 

ditruire in vitro les schistosomules de S.mansoni. Le 

pri-chauffage du- sérun à 55OC détruit simultanément sa 

capaciti A induire l'adhérence des cellules à 

la surface du schistosomule et la cytotoxiciti. 

D'autre part le passage du sérum sur une colonne 

d'affinité anti-IgE r&duit de nani2re importante la 



cgtotoxiciti induite (41). Cs 1 des anticorps de 

classa 2 ,  fut confirnê par des expériences d'inhibition, 

Par d2s IgE .~yiloaatsuses agyrsgies Far le 

dia~thylsuberiaidate i 42,43 1 ,  de la cytotoxicitS des 

xacropnages, induite par iies sêrurns d'infection 

Cette intaraction encre réponse humorale et 

xacropnage îst de plus compliquée par l'action 

nodulatrice de certains peptides issus en particulier du 

clivage des anticorps dz classe G par les enzymes 

p~ot&oiytiques Gu parasite (44). Les p2ptides issus de 

ce cllvagz réduisent de manière ixportante ia cytotoxicit2 

dipêndmtî de 1' interaction entre macropnages et 

anticorps dî classe E, alors que Ics peptides produits 

lors ae ia srotiolyse des anticorps de classe C n'ont 

aucune influence sur cette activité. 

-Les plaquettes 

RScemment, il a été djmontrj que des plaquettes 

prélevées chez des rats infectés par S.mansoni, utilisées 

à une concentration physioiogique, exprimaient & vitro 

lzur capacitk à détruire le schistosomule (45,461. Cette 

activité est opcimale lorsque le rat exprime son plus haut 

degré d' inmunita à la riinfzction. Lîs plaquettes 

d'aninaux sains ne développent lors des mêmes tests aucune 

activitj cytotcxique vis à vis de la larve, alors que la 

mise an contact au préalabla de plaquettes "saines" avec 



des serums de rats i:xxunç riches en I g E  induit la 

des~rcction d2s parasices. 

Cstce fcnction des plaquettes in vicrg ç'ktenc 

Sgalsmenc au doKaine ci- l'in vivo . Le transfert passif de 

plaqusttes provenant d'anixaux immuns à des animaux sains 

protègsnt ceux-ci contre 1' infection tout du moins 

transitoirement alors que le transfert de plaquzttes 

saines ~ s t  inopérant. 

L'ensemble de ces risultats indiquent que seule la 

s~inuiution du systérne im~.unitaire pris dans son entier 

per?,ettra c'obtenir une protection efficace contre cette 

parasïtcse. 



III. LA SCHISTOSOMIASE HUMAINE -- 

1. Le contexce géoqra~hique - 

Les projets de développements hydriques eL agricoles 

dans 12s 74 pays, où cette parasitose sst sndémique, 

contribuent aujourd'hui à son extension. 

La stratégie, adoptie par l'organisation Mondiale de 

la Santé ( 4 7 ) ,  pour lutter contre cette parasitose 

consiste en premier lieu à réduire lamorbidité. 

Plusieurs raisons sont à l'origine de ce choix : 

-L'bonne êst lui-aême vecceur et contribue à 

l'::<tension de l'endémis en se coaportant comme un hôte 

scscz-cible. L2s schistosomes s'y saintiennent durant des 

?@riodes pouvant attzindre 20 ans. Dans les zones d'endé- 

nies, CU les populations sont sans cesse exposées, le 

nivêau d'infection reste stable chez la population adulte; 

-Les enfants sont les plus touchés; l'inten- 

tensitS et la fréquence ii2 l'infection par S.mansoni sont 

maximales au cours de la deuxième décennie de la vie 

( 4 8 )  ; 

-Les méthodes de destruction des hôtes aqui- 

coles sont trop coûteuses et nécessitent, pour être 

efficaces, des interventions répétées sur de longues 

périodes. 

Aujourd'hui la lutte sur le terrain se structure. 

Elle passe par une évaluation épidc5miologique quantitative 



pays paz pays, le suivi des pa~ients de manière périodique 

2t l'iducation saniraire des groupes humains les plus 

exposés . 
Sans mettre en doute la volonté d2s Etats concernis, 

le succès de cette entreprise est largement subordonné au 

désir de ceux-ci de mettre en oeuvre les moyens humains, 

matSrielsr et financiers qu'elle exige. 

Aspects cliniques 

lTous aous bornerons ici à dfcrire, à titre d'exemple, 

les aspeccs cliniqu~s de l a  3ilharziose intestinale à 

Schistosoma mansoni. 

La bilharziose incestinala évolue en plusieurs stades 

cons&qu?nce des différentes phases du développement 

parasitaire. Lors de l'infestation, la rsaction cutanée 

reste discrète, demeurant, 1s plus souvent, silencieuse. 

Aucun symptôme n'est observé durant les 3 à 4 semaines qui 

suivent la contamination. Les symptômes associés dépendent 

bien évidemment du nombre de parasites infectants. On 

observe un nalaise général accompagné d'une fièvre élevée 

de type rémittent, sueurs, cephalées. Des manifestations 

de type allergique (urticaire, oedèmes fugaces, myalgies 

et arthalgies), des troubles respiratoires a t  des signes 

gastro-intestinaux complètent la symptomatologie. Vers le 

quatriéme mois on enregistre une hyperleucocytose (15000- 

20000) et une hyperéosinophilie de l'ordre de 30 à 50%, 

mais qui s'infléchit très rapidement. Lorsque les parasi- 



tss 3~teignent le stadz a d s i c e  zt que la ponte commence, 

des poussées de diarrhie sr des rectorragies discrètes ap- 

paraissenr. Lss oeufs vihiculis par 13 courant porte vien- 

nent en premier lieu thromboser 13s ramifications intra- 

népatiques de la veine porte. Chaque oeuf provoquera la 

foraation d'un granulome constitué autour de la thrombose 

ec de l'endophlibice par un infiltrat iyrnphoplasmocytaire 

Aosinophiiique. Au niveau du foie, la présence des 

granulomes déclenche une fibrose hkpatique, qui génSre à 

son tour une hypertension portale et ses complications 

propres. Le foie augmente de voiume (splénomégalie). 

Tardivement apparaissent une ascite et une circulation 

cclia~Srals. Finalzmenc des hémorragies digestives 

constituent le risque majeur de l'atteinte hépatique. Au 

-?iveau niême de l'intestin peuvent se former des tumeurs 

cons&quencè de la présence d'un ver femelle pondant des 

oeufs dans une veinule. D'autres complications peuvenc 

encore survenir soient au niveau pulmonaire du fait d'une 

endartérite fibreuse se formant autour des oeufs embolisés 

dans les branches des artères pulmonaires, soit encore au 

niveau du système nerveux central dûes à la présence 

d'oeufs ou de vers adultes, engendrant une nSoformation 

intracrânienne ou une compression midullaire. Les formes 

aigües peuvent prendre l'aspect d'une encéphalite ou d'une 

myélite transverse. 

3. Traitement - 

La chimiothérapie est a l'heure actuelle 12 seul 



outil dont nous disposlocs pour lutter contre cztc? 

parasitémie. Deux schistosonicides sont plus particuliè- 

renenc znpioyés: le praziquantsl et l'oxamniquine. Une 

écuds épidémiologïque réalisée ricemment après traitement 

à l'oxamniquine par l'&quipe du 3r.A. Butterworth ( 4 9 )  a 

révélé que, dans des conditions d'exposition à la riinfec- 

tion comparables, sur un Bchantiilon déterminé d'enfants, 

1s traitement ne permettait pas d'induire une 

résistance à la riinfection. Après traitement, les 

patients se partagent en deux groupes l'un considéré comme 

1 1  i,,.niun" ; - vis-à-vis de S.mansoni (nombre d'oeufs présents 

<ans  les selles < 20), l'autre considér€ comme toujours 

süsceptibl? (nombre d' oeufs prisents dans les selles > 

130). Deux içocypes semblent En particulier impliqués dans 

l'induction de cet itat de non-immunité: l'un de nature 

IgM capa~le de bloquer la cytotoxicité cellulaire 

dépendante des anticorps de classe G (50); l'autre di? 

nature I g G  et principalement dirigé contre les antigènes 

du stade oeuf du parasite (51). 

Cette relation entre classe d'anticorps, 

nature des antigènes contre lzsquels ils sont plus 

particulièrement dirigés, et l'itat d'immunité ou de 

susceptibilitê ds l'hôte infecté, rend nécessaire une 

présentation des antigènes déjà décrits dans la 

littérature internationale au aoment où nous présentons 

nos propres travaux. 



IV. LES ANTIGENES DE SCHISTOSOME IMPLIOUES DANS L'IMMUNITE -- 

Il serait fastidieux pour le lscteur, d'énumérer 

ici, tous 12s antigènes de schistosomes, ou plutôt 

toutes les molécul~s biologiques du parasite vues 

comme tels par le système immunitaire de l'hôte infecté. 

Nous nous limiterons à décrire les antigènes 

majeurs, non pas tant par leur importance quantitative 

que par le potentiel vaccinant qu'ils représentent. 

l.:%ntlaéne surface masse relative 38000  de 
S.mansoni (GP38) 

C.Dissous 2t co11.(52,53) ont montré qu'un ancigène de 

llrr 3 9 0 0 0  itait exposi a la surface de la cercaire et du 

schistosomule. Cet antigéne majeur de surface, ou tout du 

-nains celui qui est le plus accessible aux techniques de 

marquage des surfaces cellulaires, induit préférentizl- 

lement, dans le modéle rat, une réponse humorale composée 

d'IgG. 

La production par J.M Grzych de deux anticorps mono- 

clonaux de classe G mais d'isotypes différents a permis 

de disséquer l'activité immunologique de cet antigène- Le 

premier anticorps ( 5 4 ) .  de sous-classe IgG2a s'est révélé 

fortement cytotoxique pour 1s- schistosomule, lors de tests 

in vitro impliquant des populations de cellules effectri- - 

ces de rat enrichies en éosinopniles. Cet anticorps 

monoclonal IgG2a s'est montr6 protecteur contre S.mansoni 



lors d'zxpériencîs B e  transfert passif. Le second 

ancicorps nonocional de classe IgG2c ( 3 8 )  itait quant à 

lui capable de bloquer, tant Ln vitro qu' in vivo 

l'activité biologique de 1' anticorps monoclonal IgG2a. 

La capacité des épitopes portés par l'antigène de 3 8 0 0 0  Da 

à induire la production d'anticorps dont les activités 

biologiques sont antagonistes l'une de l'autre a également 

été zise en évidence chez l'homme par A-Butterworth et ses 

collaborateurs (49) au Kenya. Ainsi deux groupes de 

patients se sont dessinés suivant leur susceptibilité A la 

rsinfection par S-mansoni. Des expériances de compétition 

on: démontri que la réponse humorale chez l'hoxme vis à 

vis 22 l'kpitope reconnu par l'anticorps monoclonal IgG2c 

est fortement exprimée par la population non immune. Chez 

l'homme ce sont des anticorps de classe IgM qui 

semblent jouer le rôle de l'IgG2c décrite dans le modèle 

rat. L'existence de cette classe est fortement liée à 

l'absence cotale ou partielie d'immunité chez l'homme. 

Ces risultats renforcent l'utilité du modèle rat pour la 

compréhension de la réponse humorale dans la schistosomia- 

se humaine. 

Afin de contourner l'obstacle que constitue l'induc- 

tion par l'antigène 3 8 0 0 0  d2 la production d'immunoglobu- 

lines bloquants, l'anticorps monoclonal IgG2a (Abl) 

a ét2 utilise afin de produire un anticorps monoclonal 

anti-idiotype (kb21, c'est à dire l'image interne de 

1' épitope porté par l'antigène de 3 5 0 0 0  Da, induisant une 



réponse humorale protectrice ( 5 5 ) .  

Sél2ctionnS pour sa capacit3 a inhiber la liaison 

entre l'antigène de 33000 Da si l'ùnticorps monoclonal 

IgGSa, cet anticorps Ab2 a perais d ê  vacciner des rats, 

et d'obtenir dans ce modèle un haut degré de protection 

de l'ordre de 75%. 

TOUL ricemment, l'épitope ylycannique porté par 

l'antigène de 33000 a été identifié au sein de diverses 

souches de mollusques aquicoles dont la souche hôte 

utilisse dans nocue laboratoire Biomphalaria qlabrata et 

Ln xollusqut marin Meuatura crenulata. Cette observation 

va perxzttre de déterxiner la structure de cet épitope et 

d'etudier pius précisément son rôle vaccinant (56). 

Y. Xntiqèneç masse relatives 22000-26000 - 
S. mansoni 

Auriault & coll. (57) ont, utilisant les produits 

d'excrétion-sécrétion in vitro des schistosomules ( SRP: 

Schistosomula Released Products 1 ,  identifiés deux 

antigènes de masse moléculaire 22000 et 26000. Injecté 

chez le rat, le SRP induit une réponse humorale 

globalement cytotoxique pour le schistosomule ainsi 

que l'ont montré des expériences de cytotoxicité 

dépendante de cellules effectrices ( principalement 

macrophages et plaquettes 1 . L' isotype majeur 

responsable de cette activité est IgE. Les expériences de 



"Wsstern blot" ont moneré que 16s anticorps IgE dans les 

sérums anti-SRP étaient principalement dirigés contre deux 

antigines de nasses apparentes 2SGûO ec 26000 

rzspeccivement. Dss expériencês de vaccination menées sur 

le primate par ce même groupe, ont permis de démontrer que 

le SRP induisait une réponse anticorps chez le singe cyto- 

toxique pour les schistosomules it que l'isotype impliqué 

était, l a  encore, de nature IgE ( 5 3 ) .  

A. 3her et son jquipe (59,601 viennent tout récemment 

d'idêntifisr un antigine de nasse apparente 97000 (P971, 

grisent eans des extraits menbranaires de vers adultes de 

S.mansoni. Cet antigène, reconnu par des sérums de souris 

vaccinées, par ùes cercaires irradikes, a été purifié par 

la technique de gel filtration et utilisé dans 

des expériences d2 vaccination chez la souris. Un fait 

original doit Gtre noté : une réponse anticorps contre cet 

antigène n'a pu Être obtenue chez la souris qu'en 

utilisant un adjuvant bactérien Mycobactérium bovis souche 

bacille Calmette et Guérin ( BCG 1 .  Les fractions 

enrichies en P97 ont permis de protéger des souris contre 

S.mansoni à 40-50%. Tout derni&rement,l'ADN complémentaire 

pour cet antigène a été synthétisé et cloné dans un vec- 

vecteur phagique lambda gtll. Sa séquence a été 

obtenus et a pernis d'identifier cet antigène comme 

appartenant à la famille des procèines musculaires. 



Décrit pour êcre la paramy9si.n- du parasite, la structure 

de cette protéine esc haucemen~ co~servée et présente un 

haut degré d'honologie avec une prociine :2usculaire de 

mollusque. (61) 

X ce stade, il est intér-ssant de constater que, 

l'épitope glycannique porté par la GF38 et la P97, deux 

des antigènes identifiés coxme des structures vaccinantes 

contre le parasite, sont Sgalement des molécules proches 

CU identiques structuralement avec des molécules présentes 

chez l'hôte invertébré. 

Aucune expérience de vaccinacion utilisant 

1' ancigsne "recombinant" n' a, A c? jour, kt5 

rapportée. 

4.  Antigène 200000 Da - 

Selon une méthodologie identique à celle employée 

pour l'identification de l'antigène 38000, Hazdai et 

coll.(62) ont produit deux anticorps monoclonaux d'isotype 

IgG1. Ces anticorps monoclonaux se lient à un antigène 

multimérique, composé de deux chaînes polypeptidiques de 

nasses relatives 30000 et 45000 liées entre elles par des 

poncs disulfures pour donner un complexe de 200000 Da. Ce 

complexe peut à son tour se dimériser par l'intermédiaire 

de liaisons non covalentes ce qui aboutit à la formation 

d'une macromolécule de 500000 Da. L' intérèt de cette 

structure réside dans l'activiti biologique portée par les 

anticorps monoclonaux qui ont permis sa caractérisation. 



5tilis5s dans des expiriences de transferts passifs, ces 

ancicorps ~onoclonaux ont prot5gis des souris entre 4 0  et 

80%. En outre, 1' ancigène purifié par imnmunoaffinité 

et utilisj dans des 2:~pSriences de vaccination a donne de 

1 7  à 30% de protection suivant les doses d'antigène 

injsctk. 

A peu près à la même époque , Clegg et Smith ( 6 3 )  ont 

purifii par i~munoaffinitS, grâce à deux anticorps 

2.0noclonaux d'lsotype IgM ec I g G 3 .  dzux antigénes de 

casse apparente 125000  et 53000. Ces deux antigènes onc 

germis de vaccinîr des primaces, avec un niveau de 

protection de 41%, dfcrit ccmme statisciquernent 

signiLicaclf par les auteurs. Ces antigènes ont donné des 

pourcentages dz protection identiques chez la souris. 

A cette multitude de candidats A l'ilaboration d'un 

vaccin dans la schistosomiase nous allons ajouter une 

nouvelle famille d'antigènes à haut potentiel vaccinant. 

Les pages, qui vont suivre, vous en feront la description. 



EXPOSE DES TRAVAUX 



1.FRACTIONNEMENT DES 
SCHISTOSOMA MANSONI 

PROTEINES STADE 

Ayant à l'ssprit, la ?otion 3d'inmuniti concoinirance 

(12) selon laquelle la population adulte maintient, dans 

110rganisx2 hôte, un s~imuiuç antiginique propre à induire 

une relative risistance vis-à-vis d' une réinfection 

larvaire, nous avons entamé nos travaux sur l'identiti 

des antigènes à potentiel vaccinant en prenant comme 

source antigénique la population de vers adultes. 

O u t r ~  cette première hypothése de travail, deux 

conditi2ns suppi~mencaires s'imposaient à nous: 

-le ou 12s antigSnes vaccinants devaient être 

inducteurs d'une réponse humorale dktectable, et de nature 

à ftre analysée dans les tests de cytotoxicité cellulaire 

anci-parasitaire dépendante à'anticorps déveiopp6s dans 

notre laboratoire; 

-le ou les épitopes inducteurs de cette répcnse 

humorale devaient êtrz préférentiellement de nature 

protéique de sorte qu'ils puissent être produits de 

manière siinple eE quantitative par les techniques du 

génie génétique. 

Cherchant à produire des sondes anticorps dirigées 

contre des structures épitopiques de nature peptidique, il 

étaic indispensable de détruire toute conformation ou 

association moléculaire immunogène qui ne pourrait être 



reproduite par 12s tecnniyues du ginie génStique, nous 

entandcns par là les xouifications post-traductionneiles 

proauites in vivo par 1% parasitz, tionr l'un des 

exe:nples est li pontage inrer-catsnae de chaînes 

polypepridiques natures par l'inzerntidiaire de liaisons 

disuifures. 

Notre objectif n'irait cependant pas de dkmasquer 

en utilisant, par exemple, les cechniques chimiquss 

de déglycosyiation, des épitopes protéiques voilis 

par des structures sucrées et qui de toutes les manières 

ne ssraiznt pas accessibles, naturellzmen~, Zn tanc que 

cibieç au systeme immuni~aire lors de l'infection. 

21 nous fallait obtenir un compromis encre 

la n=cessair? dénaturation des protéines produites par le 

parasite de façon à obrenir des sondes immunologiques 

dirigées principalement concre des structures primaires et 

la reconnaissance de ces 2pitopes produits àans leur 

conformation nacive et vus par le système inimunitaire au 

cours dss premières phases de l'infection. 

Nous avons donc fractionné les protéines de vers 

adultes, de S.mansoni, 2n gel de polyacrylamide en 

présence d'agents detergenxs (Sodium Dodécyl Sulfate) et 

d'agents r5ducteurs (P-mercapt~éthanol). La figure 4 

présente les résultats de ce fractionnement. 

Nous référant aux travaux rSalisis dans notre 

laboratoire (64) indiquant que la majeure partie des 

antigènes peptidiques synthétisés in vitro avaient une 



xasse xoléculaire relativz? coxprise sntre 20000 et 1GG000 

daltsns nous avons choisi de fractionner les protiines du 

parasite sur un gel de polyacrylanide 2 3 % .  Le profil 

obtenu figure 4 pistz T aontre la ripartition sur ce 

ty2e de gsl des prctéines de vers adultes. Les prot6ines 

sélectionn2es en vue de leur purification ont ét2 

réf5rencées en fonction de leur masse moléculaire 

apparrntê, ditêrxinée dans 12s conditions de l'expérience. 

I:ous avons analysé 10 groupes de protiines de vers 

aiultes ci2 S.mansoni. La nasse xoléculaire de ces groupes 

~E 2.olyprptides est respectivement de 28, 37, 40, 43, 55 ,  

3 5 .  5 ,  73, 78 kDa ainsi qu'un doublet de ;r.asse rr!oléculai- 

r fie 85-30 kDa. L'intégrité des fractions poly- 

pepcidiquts ilectroélu2es est démontrée figure 4 ipistes 1 

à 13 1 .  Dîs rendenents de l'ordre de 80% ont été obtenus 

lors du fractionnsment en SDS-PAGE des protéines du ver 

adulte et ce sans dégradation apparents des structures 

moléculaires &lectroilu~es, exception faite de la fraction 

2 de 37 kDa. 
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La piste T repriuaate la 

polypeptides et des glycoprot4ine# du 
migration en gel de polpacryluide 1 
denaturantes et rdductricer ( tarpon d'4chantillon : 3% 
Sodium Dod6cyl Sulfate, 5% B- mercaptoethanol, 62.5mM 
Tris-HC1 pH 6.8) visualis9es aprds coloration au Bleu de 
Coomassie Brillant R250. Les pistes 1 10 
représentent les 10 fractions électroéluées A partir du 
prof il T et réanalysées afin d'en contr8ler 
l'intégritb avant que d'être utilisées afin 
d'immuniser des groupes de rats Fischer. l 

I 



1I.IMMUNISATION DE RATS FISCHER AVEC LES DIFFERENTES 
FRACTIONS PROTEIOUES DE S.MANSON1 

1.12encification fractions ~rotéiaues immunoqènes 

Après Cieux injections d'environ 50 p g  de chacune des 

composantes constitu~ives du ver adulte dc S.mansoni, les 

sérums des animaux ont ét5 collectés et testés. Il est 

entzndu que , recherchant des antigènes de nature polypep- 

cidique et prisents comme tels chez 12 parasitz mature 

nous devions tester les sérums pour leur aptitude à recon- 

naître une ou pluçi2urs structures parmi les produits de 

trac-az~ion in vicro obtenus par expression de 1'ARN messa- 

ger <a ver aàulte ou de la larve infestante dans un lysat 

Z r  r&ticulocytes Ce lapin. Nous devions également retrou- 

ver c e t  an~igsne parmi 12s protéines synthétisées par le 

pnrasit2 vivanr. Le dernier vol2t de cette rscherche en 

=or-e CS triptique ktaic d'identifier l'antigène de nature 

prockique la surface de la larve infestante : lz schis- 

tosomule, 12 transformant ainsi en une cible potentielle 

pour les difenses immunitaires de l'hôte infect&. 

Les résultats de cecte analyse sont xontrbs figure 5. 

Des dix fractions parasitaires, dénaturées, seulzs crois 

d' entre elles ont induit une réponse anticorps 

détectable de classe G de la part de l'animal Immunis6. 

Il s'agit des fractions correspondant à des masses 

relatives apparentes de 28000, 78000, 85000 ainsi 

que 12 montre l'analyse des complexes immuns élués de 

la protéine X - sépharose, obtenus apris incubation des 



antigènes synthétisis par 12 ver adul~e avec les 

dif fsrents sérums (Fig. Sa1 . De ces trois antigènes 

seuls les antigenes de 28000 et 55000 Daltons ont 

été identifiés parni les produics de traduction in vitro 

d'XRN de vers adultes (figure 5b.j. 

Finalement seule la fraction antigénique de 28000 

daltons a pu 2tre isolée à partir des molécules associées 

à la surface du schistosomule et sélectivement marquées à 

l'iode 125 (Figure 5c). Cztte fraction antigénique co-mi- 

sre avec les antigines majeurs associés à la surface du 

schistosc~ule, identifiés par C.Dissous c o l l .  (521, 

posskdanc une zasse moléculaire apparente en SDS-PAGE de 

33-40 kDa. 
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avec la fraction de 8Sti40 D.ltom. (b) Une analgrne 
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produits de traduction a d'AM total 6+ ver 
adulte. ( c )  La source d'amtfebe est ici 188 c0mp08ant8 de 
surface de la larve infestant8 le schistosomule 
prealablement marques par l'iode 125. 



Au v-1 du nombre d'antigènes, de nasse moliculaire 

apparente compris2 entre 20 tt 1 G O  kDa, reconnus par des 

sirums d'infection de rats Fischer (Fig. 6 a,b piste SRI) 

ou par des sjrums de lapins hyperimmuns, vaccinés avec des 

doses massives d'homogénat brut de vers adultes de 

S.mansoni (Fig. 6 a,b piste SLH ) ,  il apparaît que 

l'isolemsnt et ia dénaturation des groupes de protéines 

considirées a affecte le pouvoir inmunogène de ces 

derniérer, restriction faite à ce que nous n'avons étudié 

. . 
:cl qus le versant humoral de la rkponse immune. 

D'smbiSe, 12s antigènes ds la fraccion P23  réunissent 

la plupart des caract5ristiques que nous avions fixies: 

-Présence simultanée aux deux stades clefs du 

9arasite chez 1'Bôce vert,SbrG: le schiscoso- 

-3ule st le ver adulte 

-Accessibiliti des antigènes au niveau de la 

membrane larvaire 

-PrSsence des antigènes de la fraction 228 

parmi 12s produits de traduction in vitro 

d'ARN total de vers adultes 



2.Etude de lractivit& bioioaisue anti-schistosome des 
sfrums dirigés contre lzç fractions P28,P78 et P85 

Le rôle potentiel de ces trois fractions 

antigkniques P28, P 7 8 ,  PS5 dans de futures expériences de 

vaccination a été analysé par l'étude de leur aptitude 

à détruire in vitro, en coopération avec des cellules 

effectrices, ia larve infestante, le schistosomule. Pour 

ce fairî, en Stroite collaboration avec le Dr. J-M Grzych, 

d2s populations d'éosinophiles de rats ont été purifibes 

puis incubées 48 heures en présence de chaque sérum et de 

scnlstososüles "peau" (figars 6 ) .  

ûzs trois sérums seul le sirum dirig2 contre la frac- 

cion P28 a montrh une capacité à détruire les schistosomu- 

Les en coopération avec des cellules effectrices.Bprès 

5 essais réalisés en doable, l'activité létale du sérum 

anti-P28 s'est situse encre 38.0210.0 et b5.525.5% . Ces 
valeurs n'ont de sens que rapprochées des valzurs obtenues 

avec des sérums d'infection lesquels ont induit, dans des 

conditions expérinentales similaires, 41.0+10.0 a 35.55 5% 

de mortalité parmi les schistosomules. L'activité des sé- 

rums dirigés contre les deux autres fractions antigéniques 

est restée du niveau de celle obtenue avec des sérums de 

rat immunisés avec de l'adjuvant complet de Freund seul 

soit de l'ordre de O à 1025% de nortalité larvairz. 

D'autre part, l'incubation des parasites en présence 

des seuls sérums, prialablement décomplémentés, n'a pas 



iivéli une activitS cytocidz intrinsigue, confortant 

ainsi l'effet de coopkration entre séruas et cellules 

zffectrices. 

Au-delà des variations d'activité, enregistrées entre 

chaque expérience, et associties dans la plupart des cas à 

des niveaux d'activitê variablzs de la population éosino- 

phile elle-mgme, ces premiers résul~ats indiquaient que 

cout ou partie de la fraction P23 isolGe a partir d'un 

homogénac de vers adultes était capable d'induire une ré- 

ponse anticorps létale pour le parasite. 

C ' E S ~  donc naturellement vers cetie fraction 

mti~inique du parasite qu'ont porté nos efforcs de 

recherchs. 



O 
78 kDa 85 kDa 28 kDa SRN SRI 

Figure 6. Activité biologique des sérums de rats Fischer 
anti-P28, P78, P85 en présence de populations de 
cellules effectrices, enrichies en éosinophiles, 
provenant de rats sains. 

La réaction est rkalisée à raison de 6000 cellules - -- 
effectrices ( cellules'provenant du péritoine de rats LOU) 
pour un schistosomule durant 48 heures a 37OC sous 5% de 
C o n .  Ls pourcentage de cytotoxicité est exprimé comme un 
rapport du nombre de schistosomulss xorts sur le nombre 
total de schistosomules. 



III ETUDE DES ANTIGENES DE LA FRACTION DE 28000 DALTONS DE - 
S. MANSONI 

1. Analyse deç antlqènes reconnus par - 3 s  anticorps - 
-ats 

L1ilzctrophor&se bidimensionnelle en conditions dina- 

turantes initiée par O'Farrell dis 1975 ( 6 5 )  consiste à 

réaliser successivement une focalisation isoélectrique en 

présence d'urée 9M suivi d'une électrophorèse en gel de 

polyacrylamide, en présence de SDS. Des itudes en 

électrophorèse bidimensionnel des complexes immuns formés 

par l'incubation soit d'un homoginat d? protiines de vers 

a6ultss marquses par la méthionine 3 3 s  (Fig. 7a), soit 

de polypeptides synthitisés en système aceliuiaire à 

partir Ù'ARN messager de vzrs adultes (Fig. 7b), soit 

sncore d'un extrait de la surface du schistosomule 

(Fig. Ïc) avec des sérums de rats immunisés avec la 

fraccion 1 2 8  isolée sur gel de polyacrylamide, flontre 

l'existence de deux polypeptides. Leur masse moléculaire 

apparente est de 28000. Leurs points isoéleccriques sont 

par ailleurs extrênement proches et situés aux valeurs 

6.3 et 6.5 du gradienc de pH. 



Figure 7. Analyme , b4-dhnmionnelle de. composant8 
imnurog4niquam de la fraction P28 de -. 

(a) Les antigdnes isoles A partir des protéines totales 
de vers adultes praalablement marquées à la méthionine 
3 5 S  par 10 vl de sérum anti-P28 ont étb séparés 
successivement par électrofocalisation ( gradient de pH 
4.8-9.0 puis électrophordse en gel de polyacrylamide 
SDS 13%. (b) antigene8 isolés par 10 ~1 de serum 
anti-P28 A partir de produits de traduction vitro 
d'AM total de vers adultes de m. (cl 
antigdnem isolés par 1 0 ~ 1  de s6rum anti-P28 partir des 
coaipomants de surface de 10000 schistosomules 
prbalablement mrquBs & l'iode 125 laet 
D U ~ S  solubilisés A O°C par du Nonidet P40 0.54. 

a,- 



2. Localisation "qioara~hique" des antiaenes de 28000 - 
Daltons çur 12 ver adulte et ie schistosonule d e  
Schistosoma mansoni 

Une premiire 2xpérience réalisée sur des parasites 

entiers (vers adultes ou schiçtosomule) n'a, à notre 

grande surprise, au vu des risultats obtenu lors du 

marquage à l'iode des tiguments de la larve infestante, 

pas permis de mettre en évidence une fluorescence de 

surface positive significative. 

Au niveau de coupes transversales de parasites 

iFig.S), il apparazt que la distribution des antigènes de 

la fraccion P28 est ubiquitaire et parenchymateuse, que ce 

soit au niveau du ver adulte (Fig. 8 A) ou au niveau du 

schlstosomuie (Fig. 8 B I .  Toutefois, les antigènes se 

trouvent fortenent concentrés au niveau des épines 

dorsales du parasite xacurr, iiêu d'échanges privilégié 

avec 12 biotope (Fig. 8 X sp). 

De fait, il nous fallait admettre, à c z  stade, qu'un 
3 

ou des antigines qui ne sont pas, à proprement parler d&s 

antigènes de surface, se trouvent, par des micanismes 

d'excrétion ou de sécrétion, exposés transitoirement à la 

surface de la larve, st que ce caractere "transitoire" est 

suffisamnent "permanent" pour que ces antigenes soient 

reconnus comrce cibles par les nécanisnes effecteurs de 

l'hôte. 



Figure 8. tocrlimrtlun &.a de la fraction P28 
de au niveru &a tiamtu du paramite 

Des coupes tran8versale8 de ver8 adulte# (A ,C )  ou de 
schistosomule~ (B,D) mont incub6.s en prbsence de sérums 
de rats de sp6cificit6 restreinte la fraction P28 ( A , B )  
ou en presence de sbrums de rats sains ( C , D ) .  Les 
complexes immuns constitu6s sont rév616s par incubation 
avec des anticorps anti-inununoglobulines de rats marqués A 
la fluorescéine. Les antigdnes de la fraction P28 se 
trouvent fortement concentrés au niveau des épines 
dorsales du parasite comme en atteste l'intensité de la 
fluorescence A ce niveau (A Sp.). 



IV ANALYSE DE L'ACTIVITE ANTI-SCHISTOSOME DE LA REPONSE - 
IMMUNITAIRE DIRIGEE CONTRE LA FRACTION PS8 DE S.MANSON1 

i.Ztude cicétiaxe & réponse humoralz anti-fraction 

La fraction antigéne ,préparSe en gel de polyacryla- 

ride SDS-PAGE, a +té inocuije a des rats Fischer femelles 

en ~réssrc2 d'adjuvant complet de Freund soit en injection 

sous-cutanée, soit en injection intrap&ritonéale. Xpr2.s 

~ B U X  injections à 14 jours d'intervalle les animaux ont 

éti saignés de caniare hebdomadaire. La présence d'anti- 

corss di cIass~ G a kt& testée par incubation des s2ruïns 

avsc -Jn hozogénat de vers adultes przalablenent fiarqués a 

;a :?échLonine .$'S et dz protéine B - sépnarose préincubée 

avec 52s anticorps anti-iyG de rat. La sp~ciEiciti de c2s 

anticorps a ité nise en évidence par l'analysz des comple- 

xas innuns constitués. 

1.1 Les rksuitats d'immunisa~ion par voie sous-cutansé, 
ji fi 
. >' 

sont montrés figure 9. La réponse anticorps de nature.,.lge 

( fixation sur protéine A-sépharose pré-iacub6e avsc un 

sirum de lapin anti-IgG Ge rat ) apparalt apr&s deux 

injections de 100 ~g chacunes a 15 jours e'intervalies et 

double en intensitk aprSs une quacrisma injection (Fig. 

Ça). Au-delà l'injection rspitie d'antigène provoque une 

suppression totale de cette réponse humorale. 

L'activité biologique de cette raponse anticorps a étk 

analysée in vitro comme! pricédemment. L'activits 



1 2 3 1 SRN SRI NP40 ESA 

Figure 9. Etude de la réponse humorale dbclenchee lors de 
l'injection de la fraction P28 par voie sous- 
cutanée. 

a) Complexes immuns formes par incubation d'antigenes 
obtenus par marquage metabolique de vers adultes avec des 
sérums anti-P28 (1: une injection de 100pg. 2: deux 
injections à 15 jours d'intervalle, 3: trois injections, 
4: quatre injections), un serum de rat sain (SRNI, un 
sérum d'infection de rat (SRI), ou des sérums diriges 
contre soit un extrait NP40 de vers adultes, soit une 
fraction d'antigènes sol~bles de vers (ESA). b) Activit2 
biologique in vitro des séruas précites caractérisée par 
leur d'activation de l'activité cytotoxique 
d'éosinophiles de rats sains. 



sti:?,uiatrice Ce la f3nction cytocide d' iosinopniles de 

rats sairs vis-à-vis du çchistoso~ule ne 

cesse d'auqzznter jusqu' 1 la quatrlkme injection d' anti- 

gins sntraînant dans le zieilleur des cas 80% de 

dzstruction des larves, risuitat sensiblement igal à 

celui obtenu avec un sérum d'infection (Fig.9b). Aucune 

activit5 n'a non plus été înregiçtrée avec des sérums 

dirigés contre ues zxtraits cécergents de vers adultes 

(Fig. 9 ligne NP401 ou dirigis contre un homogénat brut 

32 -7Ers (Fig. 9 ligne ESk) . Lis sérums anti-ESA ne 

sl~blant différer des sérums d'infection que par 

leur icapcituue a reconnaître un groupe d'antigsnes cie 

nassz xoléculaire apparente coxprise entre 20 2 c  30 k3a. 

1.2 Des résultats similaires ont été obtenus lors cïe 

l'injection de la fraction PS8 par voiz intraperiton+ale 

(Fig. 131, nais avec des doses d'antigènes deux fois plus 

faibles ( 5 0 p g  par injection et par rat). La prssence 

d'anticorps de classe G anti-fraction P 2 8  de S.mansoni 

est rivilée dis la première semaine suivant la seconde 

injection et se maintient lors des injections suivantes 

jusqu' A la 4 &me inocuiation. X ce point précis, la ré- 

ponse anticorps chute brutalement et la réponse humoral€ 

n'est plus stimulablê par de nouvell2s injections d'anti- 

gène (Flg. 10a). Ce phénomine d'induction d'une tolérance 

apparente, vis-à-vis des antigènes F S 8 ,  chez 

la population aninlale aprds de multiples injections 



SRN SRI 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 

Figure 10. Analyse de la réponse humorale anti-P28 aprés 
inoculation par voie intra-péritonéale 

Lcs sérums obtenus après une (1.11, deux (1.21, . . . ,  cinq 
(1.5) injections de 50ug d'antigénes de la fraction à 15 
jours d'intervalle ont été utilisés pour immunoprécipiter 
les antigènes produits par marquage métabolique d'une 
population mixte de vers adultes (a) puis utilisés comme 
précédemment dans des tests de cytotoxicité impliquant 
des éosinophiles intrapéritonéaux de rats sains.(b) 



d f  antig,%ne 1 -,,prix2 --,- Agalzrent 3u niveau de l'accivicé 

biologique des siruxs (Fig. LOS). C?ux situations diffé- 

rentes sonc cbservees en fonccion du nombre d'inj~zctions. 

Les groupes de sérums obtenus aprGs deux et trois 

Injectiocs montrent une importance capacité à détruire, 

les scnistosornules, en coopération avec les 

Sosinophiles. Les niveaux de cytotoxicité Jes sérums 

sont du même ordre que ceux obtenus précédemment soit 

55-70 % .  Après la 3 ème injection, alors gus la r2ponse 

anr,icorgs senblê se maintenir, l'activiti cytocoxbque des 

çSrums cnate aux alantours ci2 35% guis disparaît Sn zême 

teTps que la rkponse hur;;orale après la cinquième 

inj?cti.cn. 

Si les ~ic3nismes aboutissant, en fonction d'un xode 

de présentation particulier de l9antiç&ne, à cel ou ta1 

itat d'immunitj sonr encore mai connus, il ressort des 

rksultats précédents deux faits capitaux: 

-deux injections d'ancigines sont nécessaires et 

suffisantes pour induire un Star d'immunité proprz à dé- 

truire les schistosom~leç; 

-ia voie d'injection influe sur la dosa d'antigène 

requise pour diclencher ui~e réponse humorale dstectable; 

-Ifinoculation répétie d'antigènes de la traction 

P28 aboutit à un état de tolirance avec pour conséquence 

immkdiatz la disparition de la réponse humorale 

spécifique. 



3.Etuds des isotvgec inpliquis dans réponse humorale 
des aninaux vaccinSs avec la fraction PSS G> S-xansoni 

Das ?xp&rienczs de d&pl&tion 2t de coizpétition ont 

&té réalisies afin de cléterminer les isotypes iapiiqués 

dans le àiclencheaent ds l'activité cytotoxique des cellu- 

izs effectrices vis à vis du schistosomule. 

Lors de vaccinacion en présence d'adjuvant complet de 

Freund, il apparaît que l'isotype majeur impliqué dans le 

diclsnchement de l'activité cytotoxique des éosinophiles 

s s t  IgGSa cozae 12 zontrz la figurz 11. L2 pourcentage de 

mortaliti des schiscosomulzs est rjduit de prbs (le GO% 

lorsque les &osinopniles sont préincubés avec une IgG2a 

nyéior,ateuse non spécifique et préalablement aggrégie se- 

Icn le protocole expérimencal àécrit par 3l.Capron c cc11 

134)  . Ce résultat indiquc que dans 12s csnditions Ge vac- 

cination faisant appel a l'adjuvant complec de Freund 

dans le modèle rat Fischer, l'isotype zajeur izpliqui dans 

la destruction du parasite in vitro est de nature IgGSa. 

Des expériencês de cycocoxicitk ont &galement été 

réalisées, en parallèle, avec deux autres types de 

cellules 2ff2ctrices: xacrophagzs et plaquettes ( ces 

dernières n'étant pas à proprement parler des cellules au 

sens strict 1 .  Lzs sérums obtenus apres deux injèctions 

d'antigènes de la fraction P28 (1.2) ont activé la 

fonction cytotoxique des plaquzttes sanguines provenant de 

rats sains induisant la destruction des schistosomules 
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Figure 11. Isotype impliqué dans le mécanisme d'ADCC 
déclenché par les sérums anti-(P28 + adjuvant 
complet de Freund) 

L'expiriznce est r5alisée avec un sérum de rat Fischer 
anti-228 obtsnu apris deux injections d'antigénes (1.2). 
Lss éosino~niles ont été préalablsment incubSs duranc deux 
hscres soit dans le milieu de culture seul (Minimun 
Essential M ~ d i u a  HEM!, soit en prêsence d11gG2a 
A~,yélozateuses aggrégées (100vg d'imnunûglûbuiines/300300 
cellullç) . Les sSzcms 3 2  racs d'infecticn SRI, ou de rats 
4 .nn AA.,-..unFs&s 1.2 soxc ajourss à Kne diluticri final? de 
11 16i&xs. 



avec un pourcentage d'efficacité de l'ordre de 

70%+10%.(Fig. l2b). Ce pourcentage ast iquivalent à celui 

obtenu avec des populations cellulaires enrichies en 

éosinophiles intra-péritonhaux dê rats (Fig. l2a). Cette 

activité décroît très rapidement après la troisième 

injection d'antigène pour s'annuler totalement au-delà. 

L'activité de ces sérums avec des macrophages est restée 

assez moyenne avec un taux de mortalité du parasite de 

l'ordre 40510% et dans tous les cas très inférieur à la 

mortalité induite par un sirur d'infection dans les mêmes 

conditions sxpérimentalês (Fiq. 1 2 ~ ) .  

Lss travaux dénontrant cne relation priviligiée entre 

les anticorps de classe E avec ces types cellulaires, 

dans le déclenckemen~ d'une cytotoxicicS anti-parasitaire 

( 4 5 , 4 6 ) ,  laissaisnt supposer que des anticorps de cette 

naturs étaient inpliqués. Il nz nous a néanmoins pas ét& 

possible d2 détect2r lors d'expériences de "Westsrn B l o t "  

la préssnce d'anticorps de classe I g E  spécifiquement 

dirigés contre les antigènes de la fraction P28. 

A ce stade de l'expérience nous en so:nmes restes au 

domaine des hypothèses pour êxpliquer cette activation des 

plaquettes par les s6rums anti-P28: soit que des quantités 

infimes, nême non détectables par les techniques en 

vigueur, suffisent à activer les fonctions effectrices de 

certains types cellulaires, soit encore que cette 

activation passe par d'autres facteurs sériques pouvant 

provenir par exemple de l'activation par la fraction P28 



a. Cytotoxiciie depenaante a'eosinopniles 

O - 
S N  SRI 1.1 1.2 1.3 

b. Cytotoxicité dépendante de plaquettes 

SRI 1.1 1.2 1.3 

c. Cytotoxicité dépendante de macrophages 

SRI 1.1 1.2 1.3 

Figure 12. Analyse comparée de la réponse humorale anti- 
P28 dans trois des principaux modéles de 
cellules effectrices: éosinophiles, plaquettes, 
macrophages; 



de certaines populations lyxphocytnires et en particulier 

des lymphocytes d'origine thymiques ( 5 6 , 6 7 , 6 8 ) .  



3.Espériences transfert passif de sérums anti-D28 des 
racs Fischer sains 

Des groupes de cinq rats Fischer ont &té sxposis à 

une infection d'&preuve, par i O O O  furcocercaires de 

Ç.mansoni, suivie, aprês un délai de crois heures. S'une 

injection intra-veineuse de 1.5ml soit des sérums anti-P28 

Gont nous venons de voir l'activité in vitro, soit de 

sêrums de rats saics à cicrs de controls. 

Les résultats sont moncrés figure 13. Ce que nous 

avions cbtenu lors de l'expérimentation in vitro, s e  

crouve largement rsproduit ici in vivo. L e  sirum obcenu 

apzès deus injections d 2  5 0 p g  dgantig&nes ES8 (Fig.13 I.2! 

conf2ra 1~ aeilleur niveau d'iamunité anci-scnistosone 

avec une ~Sduction de la charç2 parasitaire d'environ 

65510% par rapport aux anizaux concr6les ayant rzçu du 

ssrurn sain. L'affet négatif du surdosage des antigènes cst 

également rsproduit avec unê perta ixportante du pouvoir 

protecteur des sirurns obtenus après plus Ce trois 

injections d'antig$nes.(Fig 13 siruxs 1.4, 1.5). 



Fig 13. Expérience de transfert passif de sérums anti-P28 

Les sérums 1.1-1.5 dirigés contre la fraction P28 de 
S.mansoni purifiée par SDS-PAGE ont été transférks A des 
rats préalablement infestés (3 heures auparavant). 21 
jours aprés le transfert, les animaux ont été sacrifiés. 
Les vers en cours d' évolution ont été récoltés par 
perfusion portale des foies puis comptés. Le pourcentage 
de protection a été établi par rapport au nombre de vers 
recueillis chez les animaux contrôles. 



i.Ex~&riences vaccinacion sur ?.onszurs utilisant la 
fraction P20 de Ç.2ansoni 

.Tous appuyant siir 12s r5sult~tts pricidenment obterius 

dans les xodSles vitro, nous avons vacciné des popu- 

lations d'hôtes semi-pernissifs (rat Fischari et d'hôtes 

permissif (souris Balb/c). Les animaux cnt reçu par voie 

intrapiritonéale deux injections de 50 ug d'antigsne dans 

i le cas des rats et de 50 ng dans le cas des souris puis 4 

semaines aprés la seconae injection les animaux ont subi 

une infection d'iprêuve. Deux types d'adjuvants ont &té 

e:nployis: soit comme pricédemment l'adjuvant complet àa 

Frecnd, soit l'hydroxyde d'alurniniarr. ccuramment employé 

dans la vaccinacion numaine. La figure 14 x~ncre les 

rÊçultats indiquant le nombre de parasite collectis après 

perfusion des animaux. 

Chez le rat (hôte semi-permissif): 

Que la fraction antigénique soit présentée en pré- 

sence d'Adjuvant Complet de Freund ou en présence d'hydro- 

xyde d'aluminium, les pourcentages de protection se sont 

révélés extr&rnemenc ilevks, Ge l'ordre de 50-70% . 
Les rats vaccinés soit avec la fraccion 273 ou la 

fraction 2 8 5  n'ont xontré aucune réduction cie la charge 

parasitaire comparativement aux ani:naux contrôles. Dans 

I le cas de l'anciggne P78 une augmentation, de l'ordre de 

25-30% de la per~issivité des animaux vis-à-vis de 

S.mansoni a été enregistrée lors do toutss les 



- ZOO - 974 - 68 

- 43 

. . 

a)  Analyse en gel MbiDISHiame1 d m 8  lem conditions 
décrites par O 1 1  6. Ir fraction antigdnique 
~lectro~luis. 
b)Nombre de vers recueillia aprdm perfusion: SAB, groupe 
d'animaux vaccines par 1. s b r u  albumine bovine soit en 
présence d'adjuvant complet de Freund (ACF) soit en 
prbsence d'hydroxyde d'aluminium (HA); 28 kDa groupe 
d'animaux vaccines avec la fraction P28. Les rats ont reçu 
deux injections de 50pg de protéines par voie 
intrapéritonéale, les souris ont reçu deux injections de 



expériences. 

Chez la souris (hôte permissif) : 

Les pourcentages de protection ont été de beaucoup 

inférieurs a ceux obtenus dans le précédent modile. 

Néanmoins les valeurs de 40-43% de reduction de la charge 

parasitaire sonc du aême ordre de grandeur que celles 

enregistries lors d'expériences de vaccination faisant 

appel à des antigènes purifiés ( 6 3 , 5 9 1  . 



3e l'ensembla des risultats ob~enus, il ressort que 

tout ou partie des antigènes de la fraction P28 de 

S.mansoni est capable de provoqüer -me réponse iamuniraire 

fortenent protectrice vis-à-vis du parasite. 

La nature protiique de ces antigènes permettait 

d'envisager leur production par les aéthodes du génie 

génétique. 

Un dzrnier soint restait toutefois à établir. Les 

schistosomes ont subi comme toute espèce vivante une 

évolution qui, de l'uniti, a conduit à une diversitz de 

- 7 forzss. -- Srait dcnc fascinant de savoir si ce grcupe 

cries d ' a n c i g  ' inductzurs d 'mi2  ripons2 iamunitaire 

grotîctzice vis-à-vis d'ïne sspece particuli&re de 

schlstosones, ~n l'occur-nce S.mansoni, se tr~uvait 

Stre cons sr7%.& zhez d'autras f ornles majeures du 

parasita tsl qLe S.haematobium, S.ja~onicum, ou encore 

S.bovis qui affecre gravenent 1 ~ s  zones d'slevage. La 

figure 15 xontrs que les sirums dirig6s contre la 

fraction P23 de S.mansoni reconnaissent des antigènes 

de 28000 Daltons parmi des extraits solubles de vers 

adultes de S.iaponicum iFig.15 2iste 4 )  at de S.bovis 

(Fig.15 piste 6). L'expression de ce groupe d'antigènes 

chez S.haematobium est plus délicate à affirmer bien 

qu'ayant obtznu des signaux positifs ceux-ci sont 

d'intensité trop faible pour être montrés ici. 



Figure 15, Analy~e de l'expression des antigdnes de la 
fraction P28 de W o n i  chez les autres 
formes majeures de la schistosomiase. 

Des homogénats solubles de vers adultes de S.mansoni 
1 2  , de S , J a w n i c w  (pistes 3 , 4 ) ,  et de S.bovis (pistes 
5,6) ont été fractionnés sur gel de polyacrylamide 13% 
puis transférés sur feuille de nitrocellulose. Les 
antigènes ainsi fixés ont été incubés soit en présence 
de sérum de rat sain (pistes 1,3,5), soit en présence de 
sérum anti-fraction P28 de S.mansoni (pistes 2 , 4 , 6 ) .  



V.CLONAGE DES ANTIGENES P28 DE SCHISTOSOMA MANSONI 

Xyanc ainsi id~ntifi6 un= fraction antigénique de 

S.mansoni A gouvoii vaccinant, zoüt au noins dans les 

modeles de rongEurs considérés, et grésente dans 

différentes espices de schistosomes, nous avons en 

coliaboracion avez P.  Sondermeyer, du laboratoire de 

aiologii >loliculaire de Transgène à Strasbourg, réalisé le 

clonage moiiculaire et l'expression en vecteur plasmidique 

d2 cos antigènes P28 reconnus par les sérums de rats 

zxprinant le aeilleur degré de résistance à l'infection 

par S.mansoni. 

1.SSiecti~n clones ~nauiques (iambda qtll) exprlriant 
les ancisènts ia frac~ion P28 - 

L'itape initiale de construction de ;a librairie 

d'ADNc est fort proche de ceilz employée par Efstradiatis 

( 6 9 )  et William ( 7 0 ) .  L'ADN complénentairè double Drin 

fut préalabiement fractionné sur gradient isocinétique 

(sucrose 5-20%) afin d'optimiser la taille des fragments 

clonés dans 1s vecteur larn~da. Les fractions correspondant 

à des fragments d'XDNc de 500-4000 paires de bases ont été 

regroupées. Les extréxicés de 1'ADNc ont Sté allongées 

d2 10-15 risidus de dG en utilisant ia terminale transfé- 

rase. (71) 

Le criblage de la banque d'XDNc a ét& rialisé à fai- 

ble dilution des phages. Les sérums de rats et de lapins 



dirigis contre la fraction P28 produit2 aprjs 

fractionnenient en SDS-PAGE ont parais d' identi- 

fier deux populations de clones. La première contient 

l'XDIJc, zodant pour un antigène reconnu par les sérums 

des deux espèces, et que nous avons dénommée P2S.I; la 

seconde contanant 1'ADNc codant pour un antigène reconnu 

uniquement par le sérum des rats vaccinés avec la 

fraction SDS-PAGE PS8 et dénomxi2 P28.11. Les premiers 

ADIJc isolés ont été analysés en gel d'agarose comme 

il est montré figure 15. 

Le fait qUe l'antigène P28.1 soir reconnu 

conco:~itamrr,ent par deux espèces aninales a é t i  consideré 

sar nsus comme un gage d'iamunogénicité non restreinte à 

un? esp&cs aninale particulière. Nous avons donc en 

grexizr lieu écudié la nature ec l'activité biologique de 

cet antigène. 



Figure 16 Analyse de 1'ADNc de S.mansoni intégré au phage 
lambda gtll codant pour les antigénes de la 
fraction P28 

Trois clones phagiques, sélectionnés pour leur capacité 2i 
exprimer les antigénes P28, ont été amplifiés en culture 
liquide sur E.Coli Y1090. Après lyse, les phages ont été 
purifiés et l'ADN du phage lambda gtll extrait. Les 
produits de la digestion par ECoRI de l'ADN phagique 
ont été analysés sur gel d'agarose 1% en tampon Tris 89mM, 
EDTA 2.5 mM, Borate 89mM, pH 8.3. PM: ADN de phage lambda 
sauvage coupé successivement par HindIII et EcoRI; (1) 
clone TG06 sélectionné par les sérums de rats et de lapins 
anti-P28 (P28.I); (2) clone TG07 sélectionné par les seuls 
sérums de rats (P28.11); (3) clone TG08 sélectionné par 
les sérums de rats et de lapins (P28.L) 



S. Etude d~ l'antiqène P23.1 de la fraction P29 --- 

2.1 Ztude de ia séquence de l'zintiq&na P2ô.I 

D s  ce premi2r criblage trois candidats indépendants 

laabda TG06, lambda TG08, lambda TG09 ont été sélectionnés 

ec séquznces suivant la technique de la tzrminaison de 

chaîne, subséquemment après clonage dans le vecteur MIS. 

Un oligonucléotide synthétisé à partir de la séquence 

d2 1'ADNc du clone lambda TG06 a été utilisé pour un nou- 

vsau criblage de la banque d'BDNc aais cetCs fois cont2nue 

dans larnbca gtlG. De ce criblage, deux clones Ùénomniés 

ia,?.Dda TSlO zt lambda TGil ont Sté isolss ec siquencks. 

L;s zonzs iie recouvrement dzs séquences des portions 

-3'XD:Tc c?ntznaes dans chacun de czs clones sont  ontr rés 

filure 1 - a . .  

;Tous a-zcns a i , ? s i  pu reconstitudr un ADJc d'une 

longuzur de 783 paires de bases suivi d'une quzue 

poly-(XI. La traduction de ia séquence ayant son origine à 

partir d2 13 xkthionine sicuse Sn position 7 donne par 

déduction üne procjina cor.pos&s Gz 211 acidzs aainss avec 

une nasse ncléculaire rziative de 23000.(Lig. 17bj 

L'ider-citS sntr? cet antigsne cloni dans Z.Coli et la 

fraction F2ô ds S-mansoni purifiiz en SDS-PAGE a &té par 

la suite confirmé? par des segments de séquence obtenus à 

partir de fragnents de protéolyse trypsique de 1'antigSne 



L23 ile~ztroAlué, purif i2 sur EPLC 2n ?hase inverse 

( Figure 1 7 b ) .  Ces fragaencs corr?spond~nt A différentes 

zcnes d2 la siquence de 1 ' - A D N c .  Xucüne siquence 

rkpétitive n 'a pu e t r e  .3ise en avidence. D'autre part, 

aous i~'avo~s pu mettre ec luxière aucune siquence "signai" 

(message peptidique situé du côté de l'extrêmité 11- 

terminal2 de la protéine permettant l'insertion de la 

protéi~e dans la menbrane 1 .  

Ce point pose à nouveau le problame du transport de 

1 ' r antiggns P28.I vers la surface du parasite e t  de son 

accesslbiliti aux anticorps de l'hôte. 
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Figure 17 Séquence nucléotidique et protéique de 
l'antigéne P28.1 de Schistosoma mansoni 

a) Position relative des différents XDNc des clones lambda 
correspondant à tout ou porcion de I'ARN messager codant 
pour l'antigéne P23.1. Les fl&cnes signalées par (1),(2) 
figurent les oligonucl&otides de synthése qui ont été 
utilisés pour la sélection des clonis lambda TG10 ex TG11; 
b) Siqusncs nucléotidique it protAique (dzdkits à e  la 
pricédente) de l'antigène P2U.I. Lss s&qusncss encadries 
repu&sentent les siquences de crois peptides, issus de la - digestion trypsiquz de la fraction F28, produite par SDS- -- 
PAGE à partir d'un homogénat de vers adultes de S.mansoni. 
Les positions étoilées représentent les résidus non 
identifiés. 



2.2 Ztude de ia fonction de l'antigsne 2 2 8 . 1  

La csnparsison de 1 s  szquznce de l'antiçène P2S.I 

avec celles d'atitr~ç siqüences pr~~iiques, 2ar l'cquipe du 

Pr. B. Kettèrer du PIiZdlesa:~ Bcspltal Neaical School de 

l'Université de Londres, nous a pernis de ùécouvrir 

un certain degri d'honologie sequentielle avec ? m e  enzyme 

iixpllquie dans dss processus d'oxydo-réduction : la gluta- 

chion transférase (Figure 18a). Flus qu? d'unz enzyme il 

s'agit d'une famille polynorphe, codée par une famille 

de gènes ayant probablcaent >Ln ancarre zomnun. L'antigène 

2 2 8 . 1  prbsente uce homologie avec ces différentes fornds. 

Zhsz 1s rat trcis f anillzs -micigéniques ce gl-~ta~hion-S 

transf&rases ont i t b  d2crites ( 7 2 ) .  L'antigGne P2â.I 

présente une honologie nixce avec las i/Y et 3 / 4  donc, en 

particuiisr, 7 5 1  ~ ' h o ~ n o l o g l ~  avec l'extrêmit& N-terminale 

dz la forae 1 corresgondant au deuxizme exon du gin2 de 

structure codaat pour la giutathion-S-transfirase de rat 

forne 1 ( 7 3 ) .  Par ailleurs dzs tests enzymatiques 

réalisés par A .  Vidal, ( Transgène 1 ,  sur des 

lysats clarifiés de culturcs 3acrSrisnnes ccntenant le 

plasmide à promoteur PL intégrant 11ZIDT3c P2U-1 a rivélé 

qu2 lVantig&ne reconbinanc 2 ~ 1 i t  effectivement fonction- 

nel et xontrait une forte activlti " glutathion-S-transfi- 

rase" (figure 18b). 

Dès lors, il Scait crucial dans i'~ptique de notre 

approche vaccinale d'analyser l'sxistence d'une r6action 

épitopique croisée avec les glutathion-S-transférases des 



hôtez vsrtSbrés zt principalemznt cellzs de llho:?rne. L'en- 

zyae açssociée à liactivitG glutachion-S-transfkrase de 

S.mansoni a été pr5alabiement purifi52 3 ~artir d' ioaogé- 

nat de vers adulte . iles exp6riences de "Western blot" ont 
confirmé iLig.i9a) que l'antigine P28-I était bien respon- 

sable de cette activiti enzymatique chez ie parasite, la 

fraction purifiée, sur eoionnz de glutathion, A partir 

d'un horrogénat de vers a~ultes de S.mansoni, etanc reconnu 

par des sirums de rats anti-P28.1. 

Des elcpkriences de raconnaissance des ciiffirentes 

çlutatnion-S-transférases ( Xongeurs zt iioaxe figure 

19b) par lîs anticorps de ciasse G c'ont aontrée aucune 

r5activlti épitopique croisée n:a j eure avec 12s 

enzyxes des hotes p~tatif s de S .mansoni (Fig. 13c) . 

Les ancigin~s fixés sur feuillz de nitroc~llulose, 

ayant prialablzment &té incub&s avec les sérums anti- 

F28.1, ont Sti xis en contact avec dès s6rurns lapin 

anti-gluthation-S-transferases de rat (famillz 1 et 2 ) .  

La figure 19d inontre qu'il existe une forte communauté 

antigénique entre les gluthation-S-transférases de rat et 

la gluthation-S-transféras2 humains Pi. 
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Figure 18 Etude de la fonction glutathion-S-transférase 
de l'antigéne P28.I 

(a) Analyse des zones d'homologies entre les formes 1/2, 
3/4 des GSH-transférases de rat et l'antigène P28.1 
( G. glycine, A. alanine, V. valine, L. leucine, 
I.isoleucine, M. méthionine, F. phénylalanine, P-proline, 
S. sérine, T. thréonine, C. cystéine, N. asparagine, 
Q. glutamine, Y. tyrosine, W. tryptophane, D. aspartate, 
E. glutamate, H. histidine, K. lysine, R. arginine. (b) 
Activité glutathion transfirase de l'antigéne P28.I (A. 
Vidal communication personnelle) 



':sets absence ne r&action croisse zncre 12s enzynss 

de l'koiz vertkbrg et du parasite rsc pour 12 moins 

dnccur3qeant3, z c  laisse prisayzr que l'antigene n'induira 

-as da -&actions aùto-innuneç cB:z i'icdividu vaccinê. 

Du soicc de vue fonc~ionnel, 12s giütathion-S- 

t bL -..- ansf érases +.tant i:npliquées d<ans des processus de 

ditoxification de kcogues, et dans ?es réactions de 

zkd~ction des psroxydes (au niveau nembranaire 2ar 

2:-le~ple), nous pouvons ènvisager que ifantig&nz P23.I 

2st ixpliqui dans les micanismes développés par le 

rarasirs pour ;is;ster aux agrassions du çyscirne 

i m  .,.,,UT-Ltairz, Gone i 'un cias outils est la libiration d'ions 

s ~ ~ s r o x y c e s  sar ~~s ceilulzs zffzctrlces. Uans cetcê 

hypocheae le "pi5qeage" de i'~nzyxe par les x~ncicorps au 

nivead zembranaire augxen~erai~ 13 suscepribiiiri ds 

la larve ~ ~ ü x  f cnctLons lytiquc2s des celiülss ?f f ectrices. 



Figure 19 Analyme d e  une potentielle cornmunaut6 
antigdnique entre 1' antigdne P28.1 et leu 
glutathion-S-tranaf6ramea du rat et de l'Homme 

a) Fraction purifibe sur colonne de glutathion à partir 
d'un homogénat de vers adultes de ~.manuoni, transférée 
sur feuille de nitrocellulose puis incubée avec un sérum 
de rat anti-P28.1; b) glutathion-S-transférases de rat (RI 
et d'Homme (Hl analysees sur gel SDS-PAGE: 1 (Hlsous-unité 
a, 2 (Hl sous-unité u, 3 (Hl sous-unité n, 4 (RI sous- 
unité 4, 5 (RI sous-unité 3, 6 (R) sous-unité 2, 7 (Rl 
sous-unité 1/2; c) "Western blot" des glutathion-s- 
transférases précitées et distribuées selon un ordre 
identique, mis en incubation avec un sérum de rat anti- 
P28.1; d) Incubation subséquente du "blot" (cl avec un 
sérum de lapin anti-glutathion-S-transférase de rat (sous- 
unités 1/21. 



2.3. Spécificitk d'espèce de l'antigène PSS.1 

Ainsi quz nous L'avicns rialisi avec 12s sirums de 

rats vaccin4s svec la fraction P23 produite a partir d'un 

honog6nac de vers adultes G ê  S-mansoni. Nous avons analysé 

la spjcificiti d'espèce de l'antigène PS8.1. Les rbsultats 

sont montrés figure 20. 

Le signal positif enregistré sur les pistes de? 

nitrocellulose sm.2, sj.4, et sb. 6 indique que l'antigène 

PS3.1 de S-mansoni est kgalement exprimé chez Schistosoma 

jawonicum et Schistosoma bovis, ouvrant dans ce dernier 

cas de nouvelles posçibilit5s d'applications au niveau de 

la vaccination vétérinairs, puisque S.bovis est à 

l'originz d'importante pertes économiques pour les pays en 

voie ds d2veloppement situis Cans les zones d'endémies. 
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Figure 20  Analyse de la spécificité d'esgéce de l'antigéne 
P28.1 de Schistosoma mansoni 

Des extraits bruts de S.mansoni (sm.), S..ia~onicum (sj.), 
et S.bovis (sb) ont été transférés, aprés fractionnement 
en gel de polyacrylamide, sur feuille de nitrocellulose, 
puis incubés en présence de sérums de rats sains (pistes 
1,3,5) ou en présence de sérums de rats vaccinés avec 
l'antigène P28.I (piste 2 , 4 , 6 ) .  



2.4 Etüde dü rôls vacclnal de 1' antigène F28.I 

A. E c ~ d e  in vicro de la repense humorale dirigis 
contrs Itarîtig2ne P38 I 

Prialabls indispensable à l'expérixentation vaccinalz 

I'anaiyse de la réponse anticorps déclenchée lors de la 

vaccination de rongeurs à l'aide de l'antigine P28.I a &té 

sffectuSs dans lzs tests de cytotoxiciti anticorps dépen- 

d a n t ~  de cellules effectrices ( iosinophil~s, plaquettes, 

aacrophages 1 .  La figure 21 montre l'activité de cette 

r2ponse en présence d'iosinop8iles normaux de rat. L z  

p3urcencage cie cytotoxicité obtenu avzc das siruns non 

cnauff5s augments aprés la deuxième injection pour atcein- 

dre un optisum de 50110.% iFig. SIC). Après chauffage des 

sérüxs, ce pourcentage chute à 2 0 . 5 + 5 . 5 %  (Fig. Sldl .Dri 

plus, 12s expiriances ds dsplétion dss siruns in IjE par 

passage sur ixmuno-adsorbant anti-IyE montrznt uns 

réduction ci2 l'activit6 des sirums 3 des valzurs procnes 

de zéro iFig. Sie). S2s résultats indiquent que 

l'antigéne P S S - I  inoculk en présence d'hydroxyde 

d'aluminiun semble induire un2 réponse anticorps active 

de nature I g E .  PJéanmoins, la perte totale d'activité 

laisse pi3nser que 1' activité thsrmor&sistante 

(activité IçG dépencan~e) a igalement été piégée 

sur la colonne d'affinité. 



Figure 21 Activité cytotoxique in vitro des sérums anti- 
P28.I 



B. Xésultats ci2 vaccination vivo dans ies 
modèles rcngeurs 

Vingt (rats et 2 0  hamsters ont &té vaccinés par deux 

injzctions de cII-P28.I Sn présence de 1.25 -2g d'hydroxyde 

d'aluminium. Les ariznaux ont Sté exposés à 1000 cercaires 

tois senaines aprjs avoir reçu le rappel de vaccination, 

et perfusks 2 1  jours après l'infecticn dans le cas des 

rats et 35 j ~ u r s  après aprss l'infection dans le cas des 

hamsters. Les résultats sont montrés figure 22.  En ce qui 

concerne la population de rats ,l'analyse des immuns com- 

plews &iués comme préc6dernment de la protéine A-sépharose 

-~ontre au jour de l'infêction l'absence de riponse humora- 

1e circuiante d'lsotype G. Au 3 &me jour, l'inf~ction 

provoque uns nouveliz stimuiation antigenique in~uisant 

uile réponse hunoiale spécifiquement dirigée contre l'antl- 

gène 3 -etc2 riponse sa xaintient en intensitk jus- 

qu'au jour de la perfusion. D t s  résulxats idsntiquss ont 

&té obtrnus lors de l'analysz d~ la r2ponse huA~orale chsz 

le hamster. (Zig. 2 2 a f  

La réduction de la charge parasitaire =nregistrse a- 

prés perfusion a éti de 6 5 %  gour la population d~ rat et 

de 50% pour la population de hamsters.(Fig. S2b) 



-- - - --- - - 
Figure 22 v a c c Z m t h  64 ri- lie- 8t 6+ -ter8 

' rnoa ioar  



C. Vaccination 6e ?rimat-s par 1' antigSne ?28.I 

Eta-e d-t~rminanta dans i'5laboracion d'un vaccin 

contre la +au plutôt 1=s schistoscniases huyain~s, u n s  

experience de vaccination chez huit babouins fzneiles a 

&té rAalis&e, utilisant l'antigène P28.1 2xprimé comme 

grécédemment sous forme fusionnée au cII. 

Ls protocols de vaccinacion est détqillé au chapitre 

Matériels et Méthodes . 
Des quatre singes vaccinis s2u1 l'un d'èntre eux 

(Babouin n07 ayant reçu 403 i ~ g  de cII 228  1) a Slaborh une 

répons2 anticorps 52 nacurz IgG ditectable (fiçur2 S 3 a 1 .  

L G s  tzsts de cytotoxicitS réalises en sytène hetéroiogue 

( sgru~.s de prinates - cellul~s sff2ctrices kumalnes ) onE 

pernis d'stablir la prévalence de la r6ponse anticorps 

d'isotyp? E dans le dicienchernent de l'activititi cyto- 

cids dss cellules effectrices tumain2s et principalement 

des iosinophiiss. L î  nivsau fie cettz activiti variait se- 

lon les individus de 35 à 8 0 %  . 

?Tianmoins , du fait de l'absence d'anticorps anti-IgE 

spicifique d'espacz, il ne nous a pas 6th possi.512 de met- 

tre en Svidence au nivzau ~oiicuiaiue la presence d'IgE se 

liant rpicifique~e~t A lraatig&ne PSV-1. 

Xpréz :Ln suF7?i 3 2  quat-3 sezaines suivqnc In seconde 

injection , tous 12s singes ont atteint das dzgr2:; d'irr:mu- 

nit& s ~ u s  ~ 2 n d ~ ~  ic vitr3 par d2s pourcentages dê cytoto- 

xicit5 dEpendant de zeliules effectrices de l'ordre de 50% 
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Figure 23 Réponse humorale et plaquettaire des singes 
vaccinés par l'antigéne P28.1 

AlAnalyse en "Western blotting" de la réponse humorale de 
classe IgG du babouin NO7 (Aa), le singe NO3 vacciné avec 
400pg d'extrait membranaire de E-Coli étant pris comme 
contrôle (Ab). 
BIAnalyse du degré d'activation des plaquettes 
naturellement "armées" 8 jours après l'infection 
d'épreuve. La plupart des plaquettes des singes vaccinés 
sont actives vis-à-vis du parasite (singe N05,6,7), alors 
qu'aucune activité notable n'est enregistrée avec les 
plaquettes des singes contrôle (1,2,3). 



Css r&sultats suggèrant que la najoriti des IgE anti- 

S.mansoni 52 trouve liée à ia surface des cellules ~ffrc- 

triz2s . 
Les pourcentages Ue protection obtznus pour chaque 

aninal (Fig. 24a) s'ichelonnen~ entre 45 et 82%. Seul 1s 

babouin n07  ne s'est pas trouvé protigé contr~? 

1' infection. D'autre part, il est à noter que des 

injections massives d'antigine bactériczn induit une 

réduction de la charge parasitaire non spécifique 

d ' antigèns . IJéanmoins , l'analyse anatonopathologique 

rkalisée sur les foies des singes vaccinés en comparaison 

avec ceux des singes innunisés A l'aicis d'axtraits 

~exbranaires de E-Coli, a zis Zn ividenca une riducticn 

quanritacive ( ci2 59 à 86% seion l'animal, Fig. SIb) ec  

qualitative (réduction de la superficie moyenne Cig. S4cl 

des çranulo~~ç dans 1s tissu hkpatiquz . 
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22s z ~ s u l r ~ c ~  ~ b t e ~ ~ s  avec l'anrigene 2 2 3 . 1  indiqüant 

qu'une procsc~isn ~ f f  izace, 5+ -n qce partiîilz , ?cuvait 

icre obcenus aussi bizn cnez ILS rongzurs iue chez 12s 

prixates, cous on: encourage a poursuivre aans cette vois. 

De plus 12 caract&re partiel Ci? la rsduccion ë z  la 

charge parasitaire, lors dcs cxpérienceç G e  vaccinacion 

par l'antlgèze P28.1, et ce quclque soit le nodS1ê minal 

considéré, impose d'envisager l'élaboration d'un cocktail 

vaccina1 -nultiçinique. 

F c ~ r  des ralsons orinclpaisment i:lès, 32:~ 

difficul~és ienconcré.ss dans 1'i;rpression de la ;rotzinc 

L23.II dans lt .xoci&lz plas*nidê PL-E.Csii, 12 daveiopperdnt 

de l'étüde ci son pcc2n~iel vaccin an^ s'est crouvk 

rstardh. L e s  r5sultacs que nrus pr4sznizons ici sont 

d ' avancage u c e  - è i ? . t c ~ ~  z A 0;1ver~ 2 s u r  - A I O  J d ~ !  

de-ieloppezdnt ci' ;ln vazcir- ,  Zan3 11 srh:stcso.~ins2 et 

laissent présager que l'activlci vaccicante de l'aniigine 

P28.I pourra itre optlalsse par l'adjonction d'autres 

antigénes produits jar reco:r:b;n~isor. jen;tique. 

3.1 Etude de la séqu?nce às l'antisin? P28.II 

La siquecc2 du clone iarbcia TGC7, ~xprimant 

l'antiyinê zzconnc par its s e ~ l s  c&ru,?.s de racs ïaccin,~, 

est nontré Liqdre 25. Une 2 ~ u d s  p-é1lminai:e de cetta 

séquence a r5vilS une forta i~orologi& di siquence avec la 

phosphoglycéromutase de Levure. A nouveau comme pour le 



c3ç d2 L c A , e n ~  7 2 3 . 1  s e  pese 12 p r o b l P ~ s  a',~ne 

co~~sonsut5 snzigknique -7kc 1,s ~ ~ 2 z y - e ~  dzs hôtzs 

v e r ~ é k r s s  ds S .mansoni . ?ou:- I ' F:ur - ,  ; il ~ > a  sezblo p a s  zue 

l'injsction àe C ~ E  anclgzne a i t  pr3dait, chez Ics rats 

izmunis5s qüelquzs p2rtürbations que c soic. 

Une ecude, portant sur l'$xista~ce de coxsunautés 

antigéniqües avec 12s 2nzynes de nammifères, est Sn cours 

au laboratoire. 



Figure 25. Séquence nucléotidique et protéique (déduite 
de la séquence en nucléotides) de l'antigène 
P28. II 

L'AûNc du clone pnagique TG07 a Sté siquencs pür la 
technique de t3rminaison de chaîne. La séqusnce en acides 
aninés a tic& diterninêe par déduction. Lis acicies aminss 
déduits de codons inpliquant plusieurs possibiiitês, sont 
représentés par des titoiiss. 



3.2 Acrivici in ï i ~ r ~  tt 7 i - ~ c  des siru-YS a n t i -  
PLS. II 

Lzs sPrums de rats lischrr ? ? l e s ,  -raccic5s, sslcn le 

prctocole précSdem;nenc e t a b l i  poür lraniig=ne P S 9 . 1 ,  par 

2 .. 1 1 --: 
. . - d.- = n j ~ c ~ i o n s  intrap6ritonéales da 5 0 p g  ds P2S.11 

. , ~xp-::::.+~ 23,s C.Zol_i, ont $ r é  pr&l,v&ç 14 jsurç zpr&s 13 

ra_uy&l. 

. . s E,?SES .ie cy.toc~:<ici=$, - 1 .LE ,,, . - I - t S J P - c 2  - - A L L  

à'toçinopniles incrapéritsnSaux de rats sains, ont montré 

, - .  ; p  - 'i - -  .-Y 7 *.12 
- .. - . ,  zes ceru-ç itai:-r,-, ~ 3 . 3 7 ~ c . i . 1 ~  - +  : -3. - e 3 )  .A-. G f  C r ' L L - : !  

j~~~~~ 2 ~ : ~  d , ~ ,  &arves - 9 s  S . : : 3 n s o ~ i ,  \-iris. 

33 ,- - -  , . , 225 a . - ~ E r ~ . ; f i ~ 2 S  .le - - c n s f s r c  > , 3 s s l r  . - j - - .Le 

s2ru::s anti-32S.IZ ont zoncr& ÇYJ'; ,-s 7 ;~ouv.3-j?nt i r , d u i r h  

r&<u, -c ic r ,  ie 4 z, Lr!p:2rt 3r,cs A -. ~ n l r g z  2 , ~ r ~ ~ l r a i y c  

I 7 .  ; jusqu'à / 5 C $ )  2 e 3 ; .  

C z s  r&sulcar_s, ;;sr ~ n s c u r a ; ; ê a ~ c s  q . i '  i l s  rDi?r?t, gos2nc  

1s -rcb:t.xo de savo'r coürquoi la iz,crion P 2 Z  native qii i  

, - e V -  bL-As-iznc las deux arL;iziries n'insuii pas ne yrocoction 2u 

delà de 7095, a l c r s  qu? les antigènes 2 2 8 . :  2t 223.11 

senblênt capzbles 2 2 s  mS-:?ç ;zrfsinan~:s. 

Les anziçines - ~ i i a n g =  d2cl=1:~::2nt-ils dcs 

- .  7 . n -  réactions ancagonistss - - -  se l'sutrc, ou la fractior, 

PS3 purifiie 9 gnrtii 6 s  ?ers adultes da S.mansoni 

contient 2115 <'autres 2azcèurs 22 rigulation nkgativz 

que nous n'aurions pas  èncore caractkrisés ? 



;a crnscruc~lc~ d ' u ~ ~ z  prctGin3 de fcsion F?V.I-P23.II 

2st C'3-3s ct d 2 j à  ;nvLsag5e ~;t s2rrnêstra sans 23uce 2 s  

~ S p û n c l r  i , ccü:  ÛL :>oins partiz1izc.e~~~ i ~ 2 s  quzsriions. 

:~IEan~oics, l ' 3c~ivité cyto>:ique ifs çiru7.s anti- 

? 2 3 .  II, SSL tiil él2menc posicif =E un? chance 

suppii~entaire de parvznir, à ccurt Eerae, à i'élaboration 

d'un vaczin efficzce dans la çchis~osomiass. 



SRS 

Figure 26 Etude de la reponse humorale anti-P28.11 chez 
le rat Fischer 

a. Analyse de l'acciviré cytoroxique des sérucs anti- 
P28.II en prbsence d'éosinophiles de rats normaux. SRS: 
sérur; de rat sain. SRI: sérum de rat d'infection, 
SR P 2 B i I :  sérum de rat anti-P28.11 prélevé apres deux 
injections d'antigène recombinant. 
b.Transfert passif de 1.5ml de sçrums anti-P28.11 21 des 
rats sains trois heures apres l'infection d'épreuve. En 
ordonn6e est représencé le nombre de vers recoltbs après 
perfusion hsparique. 



DISCUSSION 



Ar: delà du dibar, 2s sci.;:zFr, t i  -ri .-acri,-, >ans 

L F +  la schistoso~iaçe ioit 2 - r -  c c  i O cü d o ~ t  

auroris2r 1e zaintiîn d' ~LZ- pcgu;aci ;n : 2dulsr 2 vers 

adultes propre à indulrs un? i.7.1~~L~i~G i ü i a b l e ,  11 cimeure 

q la démonstration de 1 ' ; ~ + i ~ , ~ a e  3' .in2 2rotiine 

produits par génie g2nétique à induire dans 12s xodSles 

zni,xaux an degré da protsction siuni?icatlf vis-i-vis de 

Schistosoma mansoni nous sembls 2 t re  Eaitî. Les voias 

ouvertes par ces premiers travaux sont muitiples et 

parcernées d'ernbuzhes. 

La faisabilit5 d ' LE -?  , L - c ~ n  - df f lcace a zcnt 

pourcsnt dans las affections parasizaircs, en gendral, 

reste i écablir. 

A l'heurs actuelie, izs pourcencagzs a e  pro~2ction 

les plus ilevés (jusqu'à 9 G % )  onr =t& obtsnüs avec 

des ?&langes ds cornpcses anrigéniqües CO.?P~~IIZS cel 

que 1s SXP cikcric par hurïault et zoll.i57), ou le SWA? 

décrit par i 'iquipe du PI IH  dirigée par A .  S h s r  \ 5 9 )  . 

B L'intéris~r de ces %&langes ont kt& icentifiis les 

principes vaccinants ( anrigines dz 22-26000 Daltons dans 

le cas du SZP, antlgèna de 97ûOG Dal~ons dans le cas du 

SWAP). A l'heure accuelle ssul l'antigene d? 97000 Dalcons 

a écé produLt par génie gécétlqua xaiç nous lgcorocs s'il 

a gardj son sctivicA vaccinant?. 

Pour l'instant, seul l'antigène PIU-I a pu étre a~ployb 

sous sa forria pr5duite dacs un systkme C'expression E.ïoli 

pour des èxpérienceç de vaccination dans différents 



~odjles animaux: Xcngeurs, Lriza~3s, --K plas récêmrnent 

3oviais. Son activitg protact~izz ~nrtl-li, Gzvra 2 t r e  

renforcée par divsrs 310~2~s. 

D'ores et d€jà, de nouveaux roues 3 prêssntation de 

i'antigine ont été zis an osuvre 2insi que de nouveaux 

systèmes d'expression tel que 1è riodile Lzvllre et le 

modèle Vaccine dijà employé avec succ&s par la çoci6ré 

Transgène dans le cadre d'un programme de vaccination 

antirabique à 1' aide d ' ? m  antigène obtenu par 

r2cosbinaison génitique. 

Comme nous l'avons nontri ie di-uxièrne composant ir.:muno- 

génique de la fraction - 25  aê S.mansoni a kgalenent éti 

produit par gkniz génétique. UtilisZ dans dss expériences 

d'im~unisation cnez aes rongeurs, nous avons pu .nontrer 

que c2t antigins inàuisait une zkponse ancicorps zytotoxi- 

que, provoquant, in vitro, ia 2estruczion de 79  à 9 6 %  ass 

larves. Ces résultats psrrnect2nt d' envisager la 

construction par génie génétiqus d'un antigène à deux 

tetes qui potentialisera la riponse in:mune ci2 l'hôte vis- 

à-vis de deux cibiss distinctes présentes à la surface du 

parasite, augmentanc d'autant Izs chances d'inuuire la 

destruction de ce dernier. 

Les rjsultats obtsnus tarit in vitro qu'in vivo laissent 

à penser que la réponse kuaorale, dont l'activité 

cytotoxique est supportée par les cellules sffectrices, 



2st d'isotype poiydisperse. Zi12 3;-E Z s r d  52 natuzs IçGS3 

comma cî fut le cas iors (2; 20s przniers cssaiç 

- -7 d' i:nnunisation, cu snccre e c -  -yu. ; ' zriênta~ion 

-7ers une ripcnse isotypiqüe dkz=r~ln&< =SC snccre aal 

naîtrisie. Dans tous les cas l'inducrisn de ~ 2 1 1 2  ou celiz 

Lype de riponse est multifactorialle et si la nature de 

l'hôte (rat, souris, ou pri-yats) est ?r-pondirantz, la 

voie d'injection, les doses ci1antig2nes ainsi que ls choix 

de f'adjcvant sont autant de paranètres qui, ên complément 

de l'antigénicité intrinçique de PS8.1, influent sur 

1'4volution de la réponse imncne. 

Aurlault -- et coll. ( 7 4 )  n t  2tudii ia rsp~nse 

lymphocytaire anti-128. C2s auteurs ont purifié êt 

naintenu en culture en prssence d'sxtraits parasicaires 

des lymphocytes T d' animaux vaccinss par ia fraction PZ8 

purifise en SDS-PAGE. Cês auc2urs ont pu :?entrer, après 

un long sSjour in vitro, que css lyxpnocytes itaient 

restimul4s par l'antigène produit cette fois par E-Coli. 

De plus la transfert de ces lign2es lymphocytaires, à 

des rats sains, a perxis de renare, d a m  de fortes 

proportions, ( 30°6) ces aninaüx risis tants à 1 ' inf êction 

expérimentale par S.mansoni. Du fait de ce transfert la 

repense numoralz anti-PS3 ç ' e s c  trouvée activiî plus 

précoc6rnent lors fie l'lnfec~ion. 

Plrs ricemment c2 x2me groupz, an colia~oration avec 

l'squipe de B. Tartar, Z l'Institut Pasteur de Lille, a 

aontré qui des peptides de synthèse :+aient capables de 



- .  sti,?.ular la proiiZSrari3n ~2 A--.- ' - +=s  A - -  Iy:~phocytaires 

prSzlablem~nt stimulies par Lz , o , 4 c u l S  - -ntieze, 

. . -  7 7 identifiant -iir,si d2s ipi~oges i T - L - * - - - ~ ~  s - -  -cng 52 la 

chaîne polypeptidique de ifan;igtne P23.I. Cect.2 ~ipproche 

nous perxettra peut-êrrs d'cptl-~iolr Sncora i'?ffizaciti 

àu vaccin anti-schistosone. 

Ainsi, riponsès cellulaire 2:  ;?c,.:orals i~tzragissent 

aboutissant, après stixulation par lSsnciç&ns 228.1, à 

l'induction d'un niveau de protêction de l'ordrt de 65-70% 

iians les modsles rongeurs utilises. 

Les expériences, qui vont 3aintgnan~ sd djrou~zr sui Ir 

terrain, e.n Afrique notannent, uonc seul~s Likterniner 

1'2fficacité réelle d 2  cas antigenes 2t per-nectront 

d'établir si 12s an~igsnks P2S.I et 233.11 que nous venons 

de dicrire saront 12s composancss incégralès ou parcielles 

d'un vaccin dans la sctis~osorniase. 





Uns souchê portcricainz de Schistosoma mansoni, dont 

le cycle est naintenu artificiellem?nt au laboratoire chez 

une planorbe (Biom~halaria slabrata) zt is karstsr doré 

(Mesocricetus auratus), a éti utilisée dans toutes 12s 

expériences. Les souches de Schistosoma japonicum et cie 

Schistosoma bovis nous ont été aimablenent fourniss par le 

Dr. Tsujl (Tokyo) et le Dr. Delourdes (Lisbonne) . 

1 .V-rç adultes 

Les vers sonc collect&s par perfusion porcal? avêc de 

l'eau physiologique héparinée chez des hamsters , entre 35 

st 40 jours apris l'inf2ction. L2s vers sont ensuite 

lavés par 5 fois 103 ml ae milieu HEM ( Minixum Essential 

Mediuz ) contenant 100 u/ml dz pSniciliinî et 5 3  p g / m l  de 

s treptoinycine . 

Les ~ollusques infêctés sont axpcsis à la lumiers 

durant ln30 et à une tempSrature d2 30OC. Lzs csrcaires 

sont ainsi libSries dans l'eau, puis purifiées et concen- 

trkes par ascension dans une fiole j a u g i e  vzrç Lnr source 

de lumiére . 



a.Scnistosor.ul~s ">eauw 

Le sassage Cas c.rrcaires 3 - -,avers -+ cne peau 

abdominale de sourlc i B a l b / C )  a &t& initialement dScrit 

par Clegg et Smitners ( 2 3 ) .  Lès zercaires ricolties comme 

précédemment décrit sont diposSes dans un ziTi?u HLBG (Hy- 

drolysat Lactaibumine Earle Glucose coct~nant i G O  u / - x l  

de pénicilline et 50 pg/ml de streptomycine ,au dessus 

d' une peau abdominale de souris fraîchement prélevée et 

ies schistosomules sont récol~fs au bout C z  trois heures 

d'incubation à 37OC. 

b.Schistosonules "mécaniques" 

L z s  cercaires placées à 7 4 O C  E à i'o~scurité 

durant 30 ninutes, sidinen~ent puis sont risuspendues 

dans 2-3 ml d'eau. T6tes et qusues sont s5paries par 

agitation sur "Vortex" pendant 2 nn saivie d'une centrifu- 

gation, pendant 10 mn à 5GOg, sur an coussin compose 

d'une solution isotonique ds Percoll a 54% (Percoll 54 ml, 

NaCl 9% 6 n1, ailieu MEM 40 31). 



PROTEINES VERS ADULTES 

Lss vers adultes obtenues par perfusion de 30 

hamsters sont laves 5 fois en caxpon PBS (Phosphate da 

Sodium 10 mM pH 7.4, NaCl 0.15 M) afin d'éliminer les 

débris tissulaires provenant de l'hôte. Après avoir été 

concencrSs par sédimentation les vers sont solubilisés 

dans 2u tampon PBS h l'aide d'un Pctter-Elvehjem. 

L'homogénat ainsi obtenu est centrifugé à 5000 tours/mn 

durant 20 mn, dans un rotor HB4 (Sorvall), afin d'élimi- 

ner le mzciriel insoluble. L'honogénat est ansuite addi- 

tiocné d'un volume de tampon a'écnantillon 2X (Tris-HCl 

1 2 5  XM pH 6.8, SDS O%, saccharose 20%) d t  chauffé à 

1ÛO0C pendant 3 mn. Des fraccicns aliquotes de 2 ~g de 

protSines sonc fractionnées en gsi ds polyacrylamioe-SES. 

L' Alzctrcphorise est sffectu&e dans lès corditions 

dicrites par Laemali ( 7 5 ) .  Dzs g e l s  Ge 1.5 sn d'hpaisseur 

(14 x 16 cal ont été utilisis. L2s protsines sont cout 

d'abord concentries dans un gel de polyacrylsmide à 5% pH 

6.8 puis fractionnées sur un gel réticuli de aaniire homo- 

gine à 13% pH 8 . 2 .  

Après ilecirophorèse, las protiines sont coiories 

par incubacion dans Lnt çolçcion c~ntenant 0.35 g pour 

1000 dz Bleu 3riilant de Cco~.assie, 53% de -:ichanol ac 1C% 

d'acide acétique. Après 2 hzures les gzis sont mis à 

dicolorer toute la nuit dans une solution aqueuse conte- 

nant 20% de nithano1 et 8% d'acide acétique. 



Les bandes de procSiaes cant z&fkr<:ncéss Zn fonction 

de leur poids -Tol&cuiair~ apparent, suis d6cocp&es 21 

l'aide d'un scalpel lvant Q'ître transf&r&es sur 1-n gel 

d'ilution (Fig. 2 3 )  . La band2 ~ s t  :xnsrç5e dans un puit 

forné dans le gel de soucisn zo~cenant 2rnl d'un tampon 

composé d2 Tris-HC1 52.5 mM pH 6.3, S 3 S  1% ,it de glycb- 

rol 46%. Uce secondc solttion ds IiaCl 2 M est déposée 

constituant tne interface à la frontière de laqusllz les 

protSines se concentreront lors ds l'éiectroelution. 

L'élution est réalisie sous ün voltage constanz de 80 V 

p~ndant 5 hsurss. Les protsinzs sont rec~pSrzes au niveau 

de i9iat?rface NaCi-Giycirol à l'aiZè d ' 7 - m ~  plpetta Pas- 

teLr par aspiration douce. La fraccion protsiqui ainsi 

obtenue sst ensuite dialysée contze de ; ' ë ? u  bi-distillée 

puis concentrée par lycpnilisatron. Chaque fraction 

protilquî est 2nsuite anaiysés en gel Ze p~lyacrylamide- 

SDS afin d'en contrôler l'intégrité. 



anode + 

cathode - 

Figure 27 Schéma du gel d'électroélution des proteines 
fractionnées en SDS-PAGE 

(a) 2M NaCl dans l'eau bi-distillée. (b) Tampon de 
récupération des protéines: 40% en glycérol, 62.5 mM Tris- 
HC1, pH 6 . 8 ,  SDS 0.3%. (cf fractions protéiques incluses 
dars l'acrylanide du gel de fractionnement. (dl gel de 
support constitué par de l'acrylamide 13% en tampon Tris- 
HC1 3 7 5 ~ M  pH 3.8, 0.1% SES. 



1II.PRODUCTION DES SERUMS POLYCLONAUX 

î.ls~unisation de rat Fischer par l'antiqène 
fractionni 

Après lyophilisation zhaque fraction protÈiqüe, est 

resuspendue dans 500 ~1 d'eau physiologique puis mélangse 

par agitation sur "Vortex" à 500 g 1  d'adjuvant complet de 

Freund. L'équivalent de 40 ug d'antigène est injecté par 

vole intrapéritonéale à chaque animai en l'cccurence des 

rats Fischer mâles d'environ 200g. Une seconde injection 

est réalisée 14 jours après la première immunisation. Le 

sang des animaux ainsi ixmunisés est collacté, dî naniSre 

kebcomadaire, au niveau du sinüs rétro-~r~itaire. Les 

siru~s sont fractionn€s et conservés à -2Q°C avant ~cili- 

sacion . 

2. Sérums d'infection 

Dix rats Fischer mâles ont S r i  infes~ss à la suite 

d'une aise en contact, pendant 30 sn, avec 1û00 cercaires 

au niveau de l'abdomen. Le sang coilrct& comme pricédem- 

ment, a ét& prélevé à différentes périodes aprfs l'infec- 

tion. 
Les sérums humains ont itS obtenus après 

pox~ction- ir~travêirieuse chez di-s patients présentant tous 

les critires ixmunopatholzqiques d'uae schistoson;iase. 

De l'ordre de lmg d'antigène brut de vers adultes est 

inoculé selon le protocole décrit par Vaitukaitis et 



1V.EXTRACTION DE L'ARN TOTAL DES STADES ADULTES ET 
LARVAIRES DE S.MANSON1 (73) 

1.Extraction 1'ARN & vers adultes 

Lss vers adultes prélsvés conme précédemment décrit 

sont lavks en zilieu MEN puis incubés dans ce même ~ i l i e u  

durant 30 nn à 37OC. Les parasites sont ensuite 

soluSilisés dans une solution de guanidium thiocyanate 4M 

coaposés de 10 mM acétace de sodium pH 5 . 5 ,  2 mM EDTX pH 

3.0, 1% sarcosyl, et 5% F-mercaptoéthanol. L'homoginat 

est czntrifugé à 10000 tours/~n durant 20 mn cians un rotor 

3 B 4  ( SorT~all 1 afin ds sédinencer le xatiricl insoluble. 

La solution est ensuite soniqui2 3 fois 10 seccndes ciie 

sorte que l'ADN génomique soit ditruit. Ls sonicac est 

déposi sur un coussin de CsCi ce densiti 1.S1 contênant 1 C  

mM acecate de sodium pH 5.5 et 2 %M EDTX pH 3.0 puis cen- 

trifugé à 26000 tours/mn durant 20 heures dans un rotor 

SV41 ( Beckman à 20°C. Le culot d'ARN obtenu cst resus- 

pêndu dans I nl d'eau prialablement aucoclavSe 2h à i40°C. 

Deux extractions par du phéno1:chloroforme ( 1:1 1 sont 

réalis&es, suivies de deux extractions par un mélange de 

chlorofor~e:alcool isoamylique i S4:l 1 .  L'ARN contenu 

dans la phase aqueuse est précipi~s par addition de 2.5 

volumes d'éthanol à -20°C et de 0.1 volume d'3cétate de 

sodium 3M pH 5.5. L'ARN est stock5 dans l'éthanol pour 

les longues périodes d'inutilisation. Avant usage, ie 

précipité d'acides nucléiques est sédiment& à 10000 

tours/nn durant 20 mn dans un rotor HB4 à 4OC. Le culot 



est lavS de " e~hanoi ' a 70% 6ans de l ' ~ a u  puis 

sichg SC-2s -:ide 3-zanc d'Strs izpris dans 52 l'-.au. La 

concîntracion ainsi que 12 degre  de purzt2 reldtif d2 la 

préparation de 1'XF.M sont apprsciis rzssectivement par 

la leccüre de IfabsorSance de la solution 5 263 n m  et par 

12 calcul du rapport des absorbantes à 250 nx st 2 5 0  nm. 

Cette dsrnisre valeur doit Gtre prcche de 2. 

2 .Extraction L'XRN schiscosomule 

Les cercaires ont été ~écaniquecier,~ cransforicées ?D, 

sc~istosoxulîs puis incubées 3 heures aans du  nil lieu b1EPl à 

3 7 O C  sous 5% ds CO,. Les larves ainsi 2branues ont &ti 

ccnçelk~s cians 1' azote liquide. Znviron 7x13; schisto- 

sonu?ss onc ici broyés dans i'azot~ liquids ?n ~tilisant 

un morzi2r, la poudrs z ç t  ens~ite iapid~inent nomogSniisée 

dans uns solutian de? guanidiun thlocyma~i 41-1. L e  reste 

de la procidure d'extraction à iti dscrltz au paragraphe 

pricédent. 



V.PREPARATION DES ANTIGENES RADIOMARQUES 

l.i!ar~uaqe inktabolique & vers adultcs 

31x couples d3 vers adultes sont lavés en milieu MEM 

dépl&té en méthionine et cystéinê, pais incubes pendant 1 

heure aans ce :Gme milieu, à 3 7 O C  scus une atnosphire à 

5% de CO;. Le milieu est ensuite rcncuvelé st additionné - 
ds 1. 85 PfBq de méthionine "S. L'incubaticn est poursui- 

vie 2êndant 12 heurzs supplémentair2s. Lss vers a d a l ~ e s  

sont ensiiite lavjs 5ans 10 voiu~~es ce MEI-1 sans zktncnin~ a 

La ï-adicactivita incorporée esc évaiuee Zn traitant i u i  

d'incubat dilué àans 5 0 0  DI à'êau, par 250 pl d'cne çolu- 

tion de soude ii.1 ccntznant de la ,n.-.thlonir-e 0 . 6 8  _:M et de 

l t H , O ,  3 . 6 8 % .  Oc incube à 5 Y ° C  d u r a n c  15 mn. La réaction ., 
2st arritée par addition de 1 mi c 2  TCX 25%. Lz matSriel 

TCA--récipitable est filtre sur papier Whatman GF/C en 

lavant par du TCX 8% puis par de l'?au froicii. L=s filtres 

sont ensuitê placés dans des fiolss ds comptage et 5 ml 

d'aqualyte (Becker Chemicals, Holland) sont ajoutés. Lî 

coxptage s'effsctue dans un compteur à scintillation li- 

quide LKB. 



2,Production de polypeptides synthitisés In vitro en 
lysat d; réticulocytes & lapin ( 7 9 )  

La tzchniq~e de traciuction vitro dans un lysat de 

réticulocyteç de lapin ,dont 1'XRi: zoldogine a ité priala- 

blenent hydrolyçk par I'addition de la nucl&ase ce micro- 

coccus ,a 5th utilisie pour produire les polypeptides in- 

matures de deux des stades du parasite : le ver adulte et 

i2 ~chistc~onule. 7.8 pg dfXi?PJ total sont incubés, 

pendant 1 heure, à 30°C, en présence de 30 y1 d'un homo- 

ginat contenant 70% de lysat de réticulocyte lapin ( Xner- 

shain, Grande-Bretagne 1 ,  59.2 kBq/bl de -néthIonine xarquse 

1.69 ~ . î 4  d'acétatê de potassiu~ S C  7 . 9 0  nM ce magnêsiur.. La 

radioactivitA iccorpcrée dans 12 :na~eiritl TCA-prkcipitable 

est Bvaluée comme précédemnent. 

s ~ r f  ace scniçtoscmule 

2 :  schistosomules sont lavis 3 fois dans du tampon 

PBS (Phosphate de i7a 10 nM pH 7.4. IIaC1 1 5 9  xM) . Lss 
schistosomules sont narqués en tampon ?BS dans un volume 

final de 250 ~1 contênant 13.5 Maq à'icde 125, 12.5~1 Na1 

(1 mg/xl) et 12.5~1 de lactopêroxycase i i m g / : 2 l ) .  La 

réaction s' effêctue A 20°C psnàant 15 m n  . La rlaction 
est arrêtée par l'addition d O p de IJaI zt 

l'iod2 125 libre est ilixiné par 13 ml de tampon 

PBS stabills2 4OC. (80,311 



V IMMUNOPRECIPITATION DES PRODUITS RADIOMAROUES - 

1. I~muno~récipLtation deç produits ~raduction in - 
vitro 

i2000 Bq sont dilués dans un tampon A i Tris-HC1 

10n;M, pH 7.4, EDTA 2 mM, HaCl C).151~It iJP40 0.5%) et sont 

incubés durant 18 heures avec 1 0 ~ 1  de sirun immun. L2s 

complsxes inmuns formés sont adsorbés sur 10mg de Protéine 

A-Sépharose (poids sec) préalablement gonflée et lavée 

dans une solution aqueuse contenant de la méthionine 

froide 5y.M, puis équilibrée dans 1s tampon B .  Après deux 

heures de contact a température amblante les billes ae 

Protéines A-Sépharose sont lavees par 1 al CS taxpon A, et 

ce 8 a 10 fois consécutivement. Le azrnier lavage est 

réalis6 en tazpon Tris-iiC1 lOmM, ZDTA SRM. Les c~nplexes 

irrmuns sont élués par 4 0 ~ 1  de tampon Tris-HC1 52.5xM, pH 

6.3, SDS 2%, Saccharose IO%, Bleu de Sronophéno1 0 . 0 0 5 % .  

L'élution sst réalisée au bain-marie pendant 3mn à 100°C. 

L2s produits élués sont snsuite anaiysks en gzl de 

polyacrylanide-SDS dans les conditions préckdemment 

décrites. 

2. Iamunopricipitation des produits -2 Taracase 
~taboliclues ~ o d u i t s  & ?arquase & surface 

Les condicions sxpérimentalas sont identiques à 

celles décrites prjcédenment seul lz tampon A est remplacé 

par an tampon 3 Tris-HC1 10nM, pH 7.4, 0 . 5 %  Triton X100, 

SDS 0.3%, KaCl 0.1514, EDTA 2nM. 



VI "WESTERN BLOTTING" TRANSFERT ELECTROPHORETIOUE DE 
PROTEINES SUR FEUILLE DE NITROCELLULOSE 

Le transftrt de protéines sur feuiile de 

nitrocellulose a été réalisi dans les conditions 

expérimentales décrites en 1979 par Toubin et coll. ( 8 2 )  

Les protéines sont tout d'abord fractionnées sur gel SDS- 

PAGE dans les conditions décrites par Laemmli ( 7 5 ) .  Le gel 

de fractionneinent est ensuite nis en concact avec un 

feuillc de nitrocellulose préalablement équilibrée dans le 

tampon de transfert (20aM Tris, 150zM qlycize, 2G% 

méthanol). L'ensemble est placé en "sandwich" encrs deux 

feuil12 de papisr Whatnan Nol 2 deux plaqugs dz 

Srotchbzite également équilibrizs dans i raapon de 

transfzrt. L'ilzctro~ransfêrt proprement dit ?SC rjalisi à 

100nA durant 1 heure à température aiabiante. 

2.Révélation de com~lexes imnuns sur feuille & 
nitrocellulose 

Apras le transfert, la feuillz de nitrocellulose est 

saturée en tampon Tris-HC1 iOmM pH 7.4, 0.15M NaCl, 3% en 

protéines de lait. Les bandeletces de nitrocellulose sont 

ensuita incubées 1Sh à 4OC (ou Uh à température ambiante) 

avec soit des sérums d'immunisation, d'infzction, soit 

encore des séruns d'animaux sains ou pris comme contrôle. 

Les séruns sont en général dilués au l/iOOème dans le même 



tampon. Les bandelgttes sont 2nsuite lavées en tampon 

Tris-HCl 1Grnl .I  pH 7.4, 0.15M fJaC1, 0 . 5 %  NP40, puis 

inccbées avec des anti-anticorps spécifiquès dlespSces 

(voire O'isotypes) narqués par la peroxydase. Les 

coxplzxes imxuns ainsi constitués sont rivélés par 

incujation, subséquente, après trois lavages, avec une 

rivélati-ur: Tris-EC1 10mM pH 7.4, 0.15N I J a C 1 ,  3 pour 1000 

H, 02, 0.06% 4-Chloro-1-IJaphtol fp/vi . 



VII.CLONAGE DE L'ADN COMPLEMENTAIRE CODANT POUR L'ANTIGENE 
DE MASSE RELATIVE APPARENTE 28000 - 

1.Construction ds banque d'ADN complémentaire 

La construction st 12 criblage de la banque d'expres- 

sion d'XRN de vers adultes ont &té rialisis dans les 

conüitions expérinentales décrites par Y. Le Bouc et coll. 

(71). La synthèse du premier brin d'ADPJc ainsi qucl du 

second brin a et& ~Éalisie selon les Indications 

publiées par Efstradiatiç ( 6 9 1 .  

É O L ~  la construction de la banql~e atADl:c proprement 

dita la transfirase terzinaie a été fournis par 3RL. La 

synthèse d'kne queus poly-dG est riaiisie en présence ds 

5U d'enzyms ?t de dGTP narqué au Tritiu.3 durant 3 xin a 

3 7 O C .  La -&action est stoppée par addition d'E3TA 5rr.M 

final dans l'incubat et chaufflge ? 5 3 O C  iurant 3 xin. 

100ng d'XDNc ainsi traitgs sont e n s ~ i ~ e  liés à un 

oligomere de synthèse phosphorylé 5'-dAATTCCCCCCCCCCC-3' 

La rbaction d'hybridation sst réalisée durant 16 heures 

A 30 OC. 

La réaction de ligacion au -Jectsur Lambda gtlO èst 

realisie à 4OC durant 6 à 2 4  heures en tarnpcn d r  ilgation 

( 130 KM Tris-ZC1 , g3 7.5 , 30sM N g C l  , 2nM sp?rxidine, 

20 nM 3TT, 1 xP1 AFP ) ,  ec prisencz de 5 p g  de lambda 

NM607 digéré par E c a R I  êt ds 4U de T4 ADN ligase. L'XilN 

est ensuite concentré par précipitaticn à l'éthanol. 



L'zmpaquetage de L ' A D 2 1  dans les tstes de pnages a kt6 

dkcrit par Murray ( 3 4 )  La banque a St& amplifiée sur 

Z.Coli POPlOi. 

Xpris ac;plification, 12s phages sont concentrés par 

précipitation au polyéthylène glycol 6000 à 10% final en 

présence de NaCl 1M. La purification dê la population de 

phages est poursuivie par deus centifugations en gradient 

de CsC1. L'ADN des phages est extrait par lyse des têtes. 

Les inserts d'ADN complémentaire sont récupérés par diges- 

tion EcoRI et purifiis sur gradient de sucrosz. Les frac- 

tions cor~espondant à des fragments A ' k C i J  de 500 a 20GO 

paires de bases sont collecties, diaiysies, z c  zonczn- 

Crées par précipitation itnanolique. L s s  insercs ainsi 

purifiis sont ensuize insirés dans un veccsur d'expression 

dérivi du phage lambda gt il qui permet l'expression de 

gènes Strangers sous le contrôls du promociur du gine lazS 

(promoteur PL). La protéine sst txprimée sous üne forme 

fusionnée av2c la 6-galactosidase. 

2.Criblaqe de la banque sélection des clones 
~ x ~ r l m a n t  l'antiqène & 2E000 

Un ichantillcn de cctte banque produite en lambda 

gtll est inoculi sur la souche de E.Coli Yi090 à une 

dilution ds 105 yhagss par boîte de 36 mx de diamètre. 

Aprés une phase de prolifération à 4 2 O C  dur an^ 2 heures, 

l'expression de la proteine de fusion, sous le contrôle du 

promoteur du lac?, est induite à 37OC en prGsence d'un 



inaucteur ~étabolique l'isopropyl-a-D-thlogalact~pyrano- 

side. Les protéines synthc5tisies sont adsorbies sur 

filtres cie ~i~rocellulose. Les filtres sont saturés par 

du sjrum us -,-$au foetal à 3% en tampon SBS puis incubis en 

prbsence soit Gu sfrum de rat anti-P28 soit en présence du 

sérum de lapin , durant deux heures a 20°C ou 12 heures 

4OC en tampon PBS. Les filtres sont ensuite laves en 

taxpon PBS durant 3G minutes puis incubks 2n prisence 

d' anticorps anti-rat ou anti-lapin couplés à la biotine. 

Le complexe ainsi constitué est révélé par l'addition de 

de peroxydase couplée à la streptavidine suivie d'une 

r2viiation enzymatique en présence de 4-Cnloro-l-~Japntol 

(HR?, Bio-Rad) at d' H-O, à 1 poar 1000 en tampon PBS.  - i 

3.E:cpression l'antioène P23 dans E.Coli 

Afin d'sxprinier l'antigène P23 aans o.Coli, avsc un 

rendement satisfaisant, un dErivi a d  plasaiae i'îxpr3s- 

sicn gTG9C8, aénomrrié pTG1924 ( Transgène 1 ,  a Été utili- 

sé. Ce vecteur conïzient une origine dc riplication, le 

promoteur PL du bactériophage lam~da et la çéquznce ds 

fixation des ribosomes de cII incluant 1'-xtrémiré N- 

terxinale du gène cII avec, ?n particulier, un site de 

restriction EcoRI unique situ6 à quelques 33 paires de 

bases en aval du codon d'initiation d2 traduction ATG du 

géne cII et en phase avec celui-ci. 



VI11 VACCINATION DES PRIMATES 

Huits primaces, ayant subi au préalable une mise en 

guarantains de deux mois, ont été vaccinés au laboratoire 

soit avec un extrait membranaire de E-Coli, soit avec 

i' antigène P25.I contaminé par 20% de produits de E-Coli. 

BABOUIN No E.  COLI 

- 

2 fois 1 0 0 p g  

2 fois 2 0 0 p g  

bilharzien - 

2 fois 100pg 

2 fcis 1 0 0 p g  

2  fcis 2Gûpg 

2 fois 2 0 0 p g  

Les animaux ont reçu, mélangi à l'antigène, 1.23~g 

d'hydroxyde d'aluminium à chaque injaction. Quatre 

semaines après la seconde injection les animaux ont été 

soumis à une infzction d'épreuve par 600  furcocercaires de 

S.mansoni. Les animaux ont 6t5 perfusis 45 jours après 

l'infestation et les vers ont été collectés puis conptés. 

Des échantillcns dê tissu nipatique ont &t& fixés par 

1' acide picriquz. L'étude anatonopatholcgique des 

échantillons a été rialisie par J.X Griniaud, à Lyon. 
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