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A cet imstant subtil ol 1'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 bientdt scellé par sa
zort. Ainsi, persuadé de 1l'origine tout humaine de tout ce
qui est humain, aveugle qui désire voir et sait que la
auit n'a pas de fin, 1l est toujours en marche. Le rocher
roule encore. Je laisse Sisyphe au bas de la montagne! On
retrouve toujours son fardeau. Mais Sisyphe enseigne la
fidélité supérieure qui nie les dieux et souldve les
rochers. Lui aussi juge que tout est bien. Cet univers
désormais sans maitre ne lui paralt ni stérile ni futile.
Chacun des grains de cette pierre, chaque éclat minéral de
cette montagne pleine de nuit, & lui seul forme un monde.
La lutte elle-méme vers les sommets suffit & remplir un
coeur d'homme. Il faut imaginer Sisyphe heureux.

Albert Camus, Le mythe de Sisyphe.
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RESUME

Le fractionnement 4'un nomogénat de vers adultes, nous a

"

permis en 1985 d'identifier une <Iraction antigénique de

t

Schistosoma mansoni, d'une nasse moléculaire  relative de

28000 daltens {(P28). Aprés des expériences de vaccination sur

rongeurs (rats, souris, &t hamsters;, nROUS avons pu montrer
que deux des polypeptides, contenus dans cette fraction
protéiqusa, étaient capables d'induire la production

d'anticeorps ce classe IgG2aa.

Cas deux polypeptides ont R o analyseés par
2leztrophorése bi-dimensionnelle. De points 1isoélectriques
trés oproches §.3-6.5, ces polypeptides ont ¢&été identifieés

parmi l2s produits de traduction in vitro d'ARN wmessager du

arve infestante: l& schistosomuie. De

l,J

ver aduite et de la
masse moléculaire =t de points iscélectriques identiques a ce
gque nous avions obtenu avec les produicts de métaboliisme du
ver adulte, ces deux polypeptides semblaient ne pas subir de
modifications post-traductionnelles, et se trouvalent ainsi
8tre des candidats de choix en vue de leur expression dans
les modéles bactériens.

La présence de ces deux polypeptides a la surface de 1ia
larve infestante, <c¢ible des mécanismes de défense de
1'hdte vertébré, lors des phases précoces de
l1'infection, a été mise en évidence aprés marquage a 1' iode

125 des structures membranaires du schistosomule.




Des expériences de vaccination directe avec la fraction |

P28'de vers adultes de Schistosoma mansoni ont montré que ce §
groupe d'antigénes induisait un niveau de protection,contre
l'infection parasitaire, de l'ordre de 70+10%.

Enfin, étudiant la spécificité d'espece 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

({Schistosoma bovis).

En i2troite collaboration avec les laboratoires
Transgéne, 1'ADN complénmentaire de 1'ARN messager codant
pour deux antigénes de 1la fraction P28, a &té isolé,
séquencé et exprimé sous forme fusionnée a 1la portion N-
terninale produit codé par un fragment du géne <¢II du phage
lambda. ( recombinants P28.I et P28.II ).

Une homologie de séquence, partielle, avec la famille
des glutathion-S~-transférases, a &té mise en évidence,
analyse confirmée par des tests enzymatiques réalisés avec
l'antigéne P28.I produit dans E.Coli, montrant une activité
enzymatique de type GSH-transférase.

La séquence de 1'ADNc de 1l'antigéne P28.I1I montre quant
a elle de fortes homologies avec 1les enzymes & activicé

phosphoglycéromutase.

L'analyse, in vitro, de 1' activité de la réponse

humorale anti-P28.I, a permis de démontrer sa nature

[
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cytotoxique en présence de cellules offzctrices. Deux classes
d'anticorps sont produites: I33 -t JgE. Alors 7que, la riponse

humorale est retournée a son nivsau dz2 base,l'infection par

Schistosoma mansoni induit, dés la premildre semaine, une
nouvalle production 4' anticorps spécifigquement dirigés
contre 1l'antigene P28.1I attestant dJe 1'2xXistence d'une

mémecire cellulalire, potentialisatrice de la réponse humorale.
Les pourcentages de protection induits par l'antigene

recombinant ont été de 1' ordre de €5+5.5% chez le rat

i

rrj

ischer, et de 50+4% chez le nhamster, l'un des hotes

{U

s rlus
permissif a l'infection par S.mansoni.

Une expérience de vaccination impliguant 3 ©bpabouins
femelles a &té réalisée dans notre laboratoire. Troils de ces
babouins ont £té utilisés en tant que contrdle, =t immunisés
avec des extraits membranaires de E.Coli, les autres étant
vaccinés avec deux doses de P28.I recombinant.

L' analyse, in vitro, de 1la reéeponse humorale chez les
primates, a permis de mettre une nouvelle fols en évidence,
le rdle prioritaire des anticorps de classe =© dans
l'activation des cellules effectrices, ici des éosinophiles
humains.

Les pourcentages de protection obtenus ont varié de 45
a 82%. D'autre part, 1'étude anatomopathologique, effectuée
sur les foies de tous les primates, a révélé gue tous les
animaux vaccinés avec l'antigéne P28, présentaient une forte
réduction {(de 55 a 86% par rapport aux animaux contrdles) du

nombre d‘'oeufs présents dans le tissu hépatigue et auquel

11




sont associées les principales manifestations pathologiques

liées a cette parasitose.
L'activité de 1l'antigéne P28.II n'a pour 1'heure pas
encore été complétement explorée. Des eoxpériences de

transfert passif de sérums anti-P28.II ont néanmoins permis
d'obtenir une réduction de la charge parasitaire de 1'ordre

de 70% chez le rat Fischer.
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Le travaill, présenté ici, se situe dans le contexte
des recherches visant & l'élaboration d'un vaccin synthé-
tique dans la schistosomiase.

Trois espéces : Schistosoma mansoni, agent de 1la

schistosomiase intestinale, Schistosoma haematobium res-

ponsable de la schistosomiase urinaire, et Schistosoma

japonicum gul touche plus particuliérement le systeéme ar-
térioveineux, affectent 1'Homme sur les trois continents
africain, sud-américain, et asiatique. (Fig. 1)

Une autre sspéce Schistosoma bovis affecte le beétail

t provoque d' impeortantes pertes économnigues pour les

®

rays localisés dans les zones d'endémies.

L'établissement de modéles d'infection expérimentale a
permis d'analyser les relations existant entre le parasi-
te et son hdte, la mise en évidence de mécanismes régis-
sant concomitamment la destruction de nouvelles larves
infestantes et le maintien de 1la population parasitaire
adulte initialement établie, ainsi q@u'une meilleure
compréhension des nanifestations, anatomopathologigues et
immunopathologiques, déclenchées par la présence du para-
site dans 1l'ocrganisme nhote.

La mise au point de modéles in vitro de destruction
du parasite falsant intervenir des systémes de cytotoxici-
té dépendante de la présence d'anticorps spécifiques de

Schistosoma mansoni ont révélé 1'existence, & la surface

23




Ny,

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

a) Schistosoma haematobium, agent de la schistosomiase
urinaire; b) Schistosoma mansoni, agent de la bilharziose
intestinale ; c¢) Schistosoma japonicum, qui affecte 1le
systéme artério-veineux. D'apres Ralph Muller . Worms and
Disease. A manual of medical helminthology.1975
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I.CYCLE BIOLOGIQUE DE SCHISTOSOMA MANSONT

l.Cescription générale dua cycle

Schistosoma mansoni est un ver de la famille des
trématodes gui sévit essentiellement dans les régions
tropicales et subtropicales des continents africains et
sud-américain. Le cycle du parasite (Fig. 2) est assuré
par des Planorbes du genre Biomphalaria. Lorsque certains
paramétres de l1l'écosysteme sont favorables, les mollusques
aquatigques libérent un grand nombre de larves infestantes
dénommées cercaires. C'est cette forme aquicocle du pa-
rasite gqui infeste 1'homme par voie trans—-cutanée.

En traversant la peau de 1' héte, les cercaires
perdant leur partie caudale =t se transforment ainsi en
schistosomules. Ceux-ci se dirigent progressivement vers
les poumons, et poursuivent leur migration jusque dans 1le
foie, ol ils acheéevent de se différencier en schistosomes
miles et femelles. Les femelles portant les oeufs
s'installent dans les vaiseaux capillaires du systéme
nésentérique, ou elles 1ibérent leurs oeufs. Cesux-ci,
munis d'un éperon latéral, traversent les tissus et plus
particuliédrement la paroi intestinale, événement qui
précéde leur élimination dans les selles.

Au contact de 1l'eau, l'oeuf é&cldét et libeére une
larve «c¢iliée ou miracidium, gqui nageant rapidenment,
infeste le mollusque. Le miracidium se développe dans cet

héte intermédiaire, en sporocyste primaire dans lequel
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bourgeonnent des sporoccystes sscondaires. Cas sporocystes
se transfcrment a 1leur tour en cercaires infestantes

pour 1'hdte vertébré assurant la pérennizé du cycle.
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2.Description des stades du parasite en contact avec
1'hdéte vertébré

2.1 La cercaire
La cercaire ou "furcocercaire" ea2st une larve commu-
nément appelée "téte", munie d'une queue bifide, dont la

[n]

moyenne de vie varie entre 8 et 10 heures pour des tempé-
ratures de 20 a 24°C. La caractéristique majeure de ce
stade est 'existence de glandes préacétabulaires qui

libérent, 1lors de la pénétration dans 1'hdte vertébré,

des enzymes destinées a lyser les tissus.

sl
)
-

t

Le schistosomule

au cours de la pénétration gque la cercaire se

ct

Clesg
transforme =2n schistosomule en perdant sa partie caudale.
Queue et glycocalyx cercarien ont disparu. Le schistoso-
mule s'allonge rapidement et migre vers les poumnons qu'il

gagne vers ls 6&me jour.

2.3 Le ver adulte

~

Le schistosome adulte mesure de 56 a 17 mm, &n moyan-
ne, les femelles étant généralement plus grandes gue les

méles. Celui-ci, plus trapu, posséde un canail

Fh

gyné&cophore dans lequel s'installe la emelle
(Fig. 3). Hématophages, ces parasites vivent ancrés
aux parois des vaisseaux, par l'intermédiaire d'une

ventouse ventrale, résistant ainsi au courant sanguin.
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Figure 3. Couple de vers adultes de Schistosoma mansoni

Miles et femelles vivent appariés dans la circulation vei-
neuse hépatique de 1'hdéte vertébré. La femelle (a), plus
fine et plus allongée que le md3le (b) se trouve lovée au
sein du canal gynécophore de ce dernier (c). ( X 43)




Les ceufs nunis d'un épercn latéral sont capables de

résister au courant sanguin et de pénétrer au travers

des tissus. Dans 1leur tentative 4' &vasion, nombre
d'oeufs restent prisonniers des tissus de 1'hdte,
phénoméne a4 1l'origine de la formation des granulomes,

et accompagné de réactions inflammatoires.

32



II.IMMUNITE A SCHISTOSOMA MANSONT

5

Rechercher des molécules synthetiques, a pouvoir
vaccinant, c'est tout 4'abord pouvoir'disposer de modeéles
aniraux dont les réactions immunitaires sont relativement
bien connues, et aussi proches que possible de celles
des organismes & vacciner. Dans le cas qui nous préoccupe
ici, 1a schistosomiase, le degré de susceptibilité de
1'hdote vis—-a-vis du parasite se détermine par de nmultiples

critéres expérimentaux:

0

Le pcurcentage de cercalres pénétrant effectivement

dans 1'erganisme par rapport au nombre de cercaires

-L'inportance de la charge parasitalre représentée
par le nombre de vers adultes présents dans l'organisme
infszcts.

~-Le nombre d'oeufs présents dans 1'organisme ainsi

gue lsur lcocalisation.

Le nombre d'oeufs, présents dans les selles de 1'hdte
infecté est, encore & ce jour, le critére le plus utilisé
dans les tests diagnostiques de "terrain", dans 1les zones

'endémie, pcur déceler cette parasitose et en évaluer

Tt

importance clinique.

1.Inmunité natureslle dans les modéles animaux

1.1 Parmi les modeéles animaux utilisés en laboratoire,

le hamster est sans conteste le plus susceptible a 1'in-
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fection par S.mansoni. Cette aspéce est utilisée dans las
laboratoires peour assurer la pérennité du cycle parasitai-
re en conjonction avec un #£levage de mollusques. Les
adultes atteignent 1leur complite maturité entre 35-40
jéurs &t pondent un grand nombre d'oeufs wviables qui aprés
leur éclosion en miracidium, sont utilisés pour infecter
ies mollusques. La permissivité de cet hdte est telle
qu'une surinfection (21000 cercaires) engendre inévitable-

ment la mort de 1l'animal 40 jours aprés 1'infection.

1.2 La souris est également trés utilisée comme modeé-

périmental, principalement par 1l'école anglo-saxonne.
Son degré de susceptibilité est sensiblement identigue
a celui du hamster, mails ne permet pas d'obtenir un nom-
bre de vers adultes et d'oecufs aussi important que 1' hbéte
précédent.

1.3 Le rat est un modele particulier dans 1'étude
de la schistosomiase. 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 gquatriéme semaine, la charge parasitaire chute bruta-
lement, et 1la majeure partie des parasites est é&liminée 3
la sixiéme semaine (1, 2 ). Parallélement, la réponse hu-
morale se maintient et s'amplifie bien au-dela de la dis-
parition des parasites, suggérant la persistance d'un
nombre résiduel de vers, maintenant 1le stimulus antigéni-

que .
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1.4 Le singe Rhésus est &également un hbéte trés sus-
ceptible a l'infection par S.mansoni, si ces n'est que le
nombre d'oeufs pcrndaus, ainsi que le ncmbrs de
vers adultes, décroit rapidement cnez les singes

soumis & une infection nassive ( 3).

Dés 1958, Kagan ( 4) partage les populations hdétes
du parasite en trois catégories reposant sur leur suscep-
tibilité 4 l'infection:

~les hbtes résistants
-les hdtes partiellement résistants
-ies hotes susceptibles
Ces relations entre l'immunité naturelle de chaque

. .

espéce et le schistosome se trouvent compliquées a 1'inté-

rieur de chacune d'entre elles par les variations des
caractéristiques phénotypiques pouvant se manifester
dans une espéce donnée. Kagan ( 4) démontre ainsi que

les souris <C3H et DBA sont dJd'avantage susceptibles a
l'infection que 1les souris CFI. La population de vers
adultes est de 30% plus élevée <chez les souris CFI que
dans le cas des deux autres souches.

Les mécanismes de cette immunité naturelle s'expri-

ment & différents niveaux:

—-Au niveau de 1a barriére cutanée, ou
l1'exemple extréme est celuili du pigeon, chez lequel, les

cercaires sont détruites au niveau de 1'épiderme. Mais,
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5

dans 1la plupart des <cas, cestte résgistancs au parasite
s'exprime surtout dans 1'établissement d'une population
réduite de vers, ou l'élimination du parasite a des stades
tardifs . Si, dans tous les <c¢as, la pénétration des
cercaires dépend de mécanismes enzymatigues ( 5), leur
efficacité wvarie en fonction de 1'hbte: chez le rat, 50%
des cercaires sont détruites dans la peau alors que seule-

ment 10% sont détruites i ce niveau chez le hamster ( 6).

-Au niveau du développement larvaire:
une fols dans 1'héte, le parasite se heurte a de nultiples
facteurs de résistance gqu'ils soient spécifiques ou non.
SPurnell ( 7) observe ainsi que 1les vers méles sont mieux

-

développés chez le hamster médle gque chez 1le hamster

]

emelle. Cette hypothése d'une action des hormones
sexuelles de 1'hdéte sur la population parasitaire a été
confirmée par le fait que 1'injecticn de testostérone a
des souris infestées réduit la capacité de ponte du
parasite ( 8) &t qua 1' injection d' antitestostérone (9)
provoque des anomalies dans le développement des
organes sexuels des vers miles et femelles ( disparition
des testicules du mdle, régression des ovaires chez les
femelles ).

Plus surpr=znant est le c¢as du rat, ou encore du
singe Rhésus, chez lesquels la majorité des parasites est
brutalement éliminée aprés 4 a 7 semaines d'infection.

Le fait que le pourcentage de vers détruits soit plus
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faible chez des singes ayant subi une splénectomie (10) ou

4]

chez des rats thymectomisés (11), ne permet pas de
restreindre aux seuls mécanismes immunitaires ce phénomene

d'élimination "tardif" de la population parasitaire.

2. Immunité acquise dans les modéles animaux

des degrés divers, de nombreuses especes animales

=]

développent une résistance a la réinfection. Selon toutes
vraisemblance cette immunité "acquise" s'élabore en deux
Temps : contre la population de vers adultes, au cours de
la premiére infection, puis contre les stades larvaires
au Sours de la seconde infection. Le maintien de 1la
pepulaticon de vers adultes en dépit du caractére immun de

1'héte wvis-a-vis des stades larvaires a été appelé par

Smithers et Terry "immunité ccncomitante" (12).
2.1 Résistance contre la population parasitaire

adulte au cours d'une primo-infection

Chez la souris, la production d'oeufs libérés dans
les selles diminue rapidement a 60 Jjours environ apres
1'infection. Une analyse approfondie (13,14) montre gue
l'oviposition reste de £fait c¢onstante jusqu'au 100 éne
jour mais que les oeufs ne parviennent plus a gquitter les
les tissus de 1'héte en direction de la lumiére intesti-
nale. Il semble que les réactions du systéme immunitaire

vis—a-vis des enzymes libérées par 1les oeufs pour
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traverser les tissus soisnt a l'origine de ce phénoméne.

Mous avons précédemment abordé le cas du rat =t son
aptitude & éliminer la population parasitaire & un stade
avancé de son développement. Il semble gu'aprads une phase
de résistance naturelle, dont la barriére cutanée repré-
sente l'un des principes actifs, se développe rapidement
une résistance née de 1l1l'infection méme, réponse qui
dépasse de loin celle observée dans d'autres espeéces
telles gque 1le hanmster, la souris, ol 1le singe dans les
mémes conditions d'infection (15).

~ s 4 :

2.2 Reésistance aux stades larvaires consécutive a une
primo-infection

Le cas le mieux étudié est celui du singe Rhésus. Ce

dernier devient complétement résistant & la réinfection

aprés une premiére infecrtion. Cette résistance s'établit

entre 16 semaines & 1 an aprés la primo-infection selon

les autaurs (16,17,18). Les mécanismes de résistance

mettent en Jjeu a la fois des mécanismes humoraux et des

mécanismes cellulaires.

3. Mécanismes immuns

L'immunité a8 la réinfection dans la schistosomiase
apparailt multifactorielle, impliquant des anticorps
d'isotypes différents, les facteurs du complément et

diverses populations cellulaires appartenant au systeéme
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immunitaire. L'une des principales difficultés de 1'4tude
de ces différents éléments, =t de ieur interaction, réside
dans la nature méme de cette parasitémie qui est caracté-
risée par un processus dynamique de maturation du ver.
La complexité du cycle rend difficile 1'étude in vivo des
mécanismes de défense impliqués dans la résistance au
parasite et c'est gréce & la maitrise de divers modéles
développés in vitro que 1'on doit aujourd'hui de mieux
comprendre les interactions qui se développent entre 1le
parasite et le systéme immunitaire de 1'héte au cours de

l1'infecticn.

-

3.1 Mécanismes effecteurs non spécifiques

Les facteurs du complément sont en grande partie
responsables de la destruction non épécifique du parasite.
Le complément peut &tre directement activé au niveau de la
membrane du schistosomule (19) et induire la destruction

de la 1larve. Cette activité du complément peut étre

amplifiée lorsqu'on 1le combine & des cellules portant le

récepteur C3b tels que des <¢éosinophiles normaux. (20)
Certaines lymphokines, comme le MIF (21), sont
capables d'activer des macrophages normaux et de provoquer

la mort des larves .
Utilisant des macrophages de rats 11 a également été
montré que ces cellules pouvaient étre activées par des

IgG aggrégées non spécifiques de la cible parasitaire. (22)
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3.2 Mécanismes effecteurs spécifiques
—-Anticorps létaux

Clegg et Smithers {(23) ont observé que les anti-
corps IgG de sérums de singes Rhésus immuns étaient létaux
pour le parasite en présence de complément. Cette obser-
vation a par la suite été étendue a de nombreuses espeéces
dont le rat et la souris {24,25). Néanmoins, la

signification biologique in vivo de cette classe d'anti-

corps n'est pour le moins pas réellement établie. Le
transfart passif d'anticorps IgG (26), ayant montré une
activirté cytotoxique in vitro, n'a pas induit un pourcen-
tage de protection similaire chez la souris.

-Coopération entre cellules effectrices et
anticorps ( ADCC: Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity ) '

Les deux principales caractéristiques des réac-
tions 4'ADCC contre le parasite sont gu'elles impliguent
des cellules non-lymphoides telles que 1les éosinophiles,
les macrophages, ainsi que les plaquettes, et que les
anticorps dirigés contre 1le parasite, interagissant avec
les récepteurs cellulaires, sont de classe E et dans
certains cas de classe G principalement avec 1' éosino-

phile.
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~L'éosinophile

- ~

A. Butterwortnh (27,2

[es]

,29)‘démontre que des éosi-
nophiles humains normaux sont capables de tuer les schis-
tosonules, in wvitro, en présence d' anticorps - IgG
provenant de patients infectés par S. mansoni.

Bien qu'initialement décrit dans la schistosomia-
se humaine, la plupart des données relatives & 1' activa-
tion, des <éosinophiles par l'intermédiaire de la réponse
humorale a été obtenue dans le modéle rat. L'activité des
¢osinophiles dépend d'au moins deux signaux 1'un étant
constitué par la liaison de l'anticorps au récepteur Fc de
ia cellule, l'autre produit par les facteurs libérés par
lezs mastocytes lors de l'interaction entre ces cellules et
les anticorps de classe anaphylactigques (30,31,32,33).

L' interaction entre IgG2a, principale sous-
classe d' IgG chez le rat, et 1' éosinophile (34) est
produite essentizllement avant la 6éme semaine d'infection
Ces anticorps capables de stimuler les mastocytes peuvent
interagir 1lorsqu'ils sont aggrégés avec les récepteurs
peur les IgE (35,36,37).

Si dans les stades précoces de 1' infection, dans
le modele rat, la coopération entre IgG2a et éosinophiles

constitue une barriére efficace contre l'invasion

H

parasitaire, il n'en est plus de méme vers la 10 éme
semaine , date 4 laquelle apparait unes autre sous-classe

d'IgG, 1'IgG2c qui, entrant en compétition avec les IgG2la
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au niveau du récepteur

N
j

At

'NJ

cgu=  1l'activita

(8]

[£9]
—
.

Dans le modéle rartc,

i

ont massivement produits au

constituent la seccnde classe d'anticorps

avec les éosinophiles. Aprés

cyzotoxigue des sérums de

cocpération avec des éosinophiles

cible parasitaire,

classe IgE.

la sixiéme

9]

expériences de

~ellulaire

cytotoxigue

&éosinophiles

lasse dans les sérums par passage sur

préincubation

de. 1' éosincphile,

das fosinophiles de rat

les anticorps 4

IgE

j-+

cours de 1l'infection (39) et

apte & coopérer

la 6éme semaine, l'activité

rats, lors d' expériences de

normaux et en présence

est principalement de aux

La nature IgE des facteurs

dans

avec des IgE non-spécifiques (40).

-Les macrophages

Des populations enrichies en macrophages
préincubées avec un sérum de rat immun, sont capables de
détruire in vitro 1les schistosomules de S.mansoni. Le
pré-chauffage du. sérum & 56°C détruit simultanément sa
capacité a induire 1'adhérence des cellules a
la surface du schistosomule et la cytotoxicité.
D'autre part le passage du sérum sur une colonne
d'affinité anti-IgE réduit de maniére importante la
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cytotoxicité induite (41). Ce =¥ des anticorps de
classe =, fut confirmé par des expériences d'inhibition,
par des IgE myé&lomat=auses éggrégées par le
dimethylsuberimidate ( 42,43 ), de la cytotoxicité des
macrophages, induite par des séruns d'infection
Cette interaction entre réponse humorale et
macrophage ast de plus compliquée par 1' action
modulatrice de certains peptides issus en particulier du
clivage des anticorps de c¢lasse G par les enzymes

protéolytigues du parasite (44). Les peptides issus de

ce clivage réduisent de maniére importante la cytotoxicite

dépzndante de 1' interaction entre macrophages et
anticorps de classe E, alors que les peptides produits
lors de la protéolyse des anticorps de classe E n'ont

aucune influence sur cette activiteé.

-Les plaquettes

Récemment, 1l a été démontré que des plaquettes
prélevées chez des rats infectés par S.mansoni, utilisées
& une concentration physiologique, exprimaient in vitro

leur capacité a détruire le schistosomule (45,46). Cette
activité est optimale lorsque le rat exprime son plus haut
degré 4 immunité a la réinfection. Les plaquettes
d'animaux sains ne développent lors des mémes tests aucune

activité cytotcxique vis a vis de la larve, alors que la

mise en contact au préalable de plaquettes "saines" avec
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s sérums de rats immuns riches en IgE induit 1la

1]

»d
destruction des parasites.

Cette fonction des plaquettes in vitre s
également au domaine de 1'in wvivo . Le transfert passif de
ﬁlaquettes provenant d'animaux dimmuns & des animaux sains
protégent ceux—ci contre 1' infection tout du moins

transitoirement alors gque le transfert de plaguettes

saines st inopérant.

L'ensemble de ces résultats indiguent que seule la
stimulation du systéme immunitaire pris dans son entier
ermettra d'obtenir une protection efficace contre cette

parasitose.
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ITT. LA SCHISTOSOMIASE HUMAINE

. Le contexte géographigue

l,...l

Les projets de développements hydrigques et agricoles
dans 1les 74 pays, ou cette parasitose est endémique,
contribuent aujourd'hui & son extension.

La stratégie, adoptée par 1'Organisation Mondiale de
la Santé (47), pour lutter contre cette parasitose
consiste en premier lieu a4 réduire la morbidité.

Plusieurs raisons sont & l'origine de ce choix :

-L'homme est lui-méme vecteur et contribue a
l'zxtension de l'endémis en se comportant comme un héte
susceptible. Les schistosomes s'y maintiennent durant des
périodes pouvant atteindre 20 ans. Dans les zones d'endé-
mies, ou 1les populations sont sans cesse exposées, le

niveau d'infection reste stable chez la population adulte;

-Les enfants sont les plus touchés; l'inten-
tensité et la fréguence de l'infection par S.mansoni sont

maximales au cours de la deuxiéme décennie de la vie

(48);

-Les méthodes de destruction des hdtes aqui-
coles sont trop coliteuses et nécessitent, pour étre
efficaces, des interventions répétées sur de longues
périodes.

Aujourd'hui la 1lutte sur le terrain se structure.

Elle passe par une évaluation épidémioclogique quantitative
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pays par pays, le suivi des patients de maniére péricdique

2t 1'é&ducation sanitaire des groupes humains les plus
exposés .

Sans mettre en doute la vglonté des Etats concernés,

le succés de cette entreprise est largement subordonné au

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

matériels, et financiers qu'elle exige.

2. Aspects clinigques

Nous nous bornerons ici & décrire, a titre d'exemple,

es aspects cliniques de i1a bilharziose intestinale &

- 1

Schistosoma mansoni.

La bilharziose intestinale évolue en plusieurs stades
consaqguence des différentes phases du développement
parasitaire. Lors de 1l'infestation, la réaction cutanée
reste discréte, demeurant, le plus souvent, silencieuse.
Aucun symptdme n'est observé durant les 3 a 4 semaines qui
suivent la contamination. Les symptdmes associés dépendent
bien évidemment du nombre de parasites infectants. On
observe un malaise général accompagné d'une fievre élevée
de type rémittent, sueurs, céphalées. Des manifestations
de type allergigque ({(urticaire, oedémes fugaces, myalgies
et arthalgies), &es troubles respiratoires et des signes
gastro-intestinaux complétent la symptomatologie. Vers le
quatriéme mois on enregistre une hyperleucocytose (15000-
20000) et une hyperéosinophilie de 1'ordre de 30 a 50%,

mais qui s'infléchit treés rapidement. Lorsque les parasi-
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tes atteignent le stade adulte =2t gue la ponte commence,
des poussées de diarrhés et des rectorragies discrétes ap-
paraissent. Les ceufs véhiculés par le courant porte vien-
nent en premier lieu thrombeser les ramifications intra-
hépatiques de la veine porte. Chaque oeuf provoquera la
formation d'un granulome constitué autour de la thrombose
et de 1l'endophlébite par un infiltrat iymphoplasmocytaire
f2osinophiiique. Au niveau du foilie, 1la présence des
granulomes déclenche une fibrose hépatique, qui génére &
son tour une hypertension portale et ses complications
propres. Le foie augmente de volume (splénomégalie).
Tardivement apparalssent une ascite et une circulation
ccllatérale. Finalement des hémorragies digestives
constituent 1le risque majeur de l'atteinte hépatique. Au
aiveau méme de l'intestin peuvent se former des tumeurs
conséquence de la présence d'un ver femelle pondant des
oeufs dans une veinule. D'autres complications peuvent
encore survenir soient au niveau pulmonaire du faiﬁ d'une
endartérite fibreuse se formant autour des oeufs embolisés
dans les branches des artéres pulmonaires, soit encore au
niveau du systéme nerveux central dfies a la présence
d'oeufs ou de vers adultes, engendrant une néoformation
intracrinienne ou une compression médullaire. Les formes
aiglies peuvent prendre 1'aspect d'une encéphalite ocu d'une

nmyélite transverse.

3. Traitement

s

La chimiothérapie est a l'heure actuelle 1le seul

47




outil dont nous disposions pour lutter contre cette
parasitémie. Deux schistoscemicides sont plus particulie-
rement employés: le praziquantel et 1'oxamniquine. Une
gtude épidémiolegigue réalisée récemment apreées traitement
a l'oxamniguine par l'équipe du Dr.A. Butterworth (49) a
révélé que, dans des conditions d'exposition a la réinfec-
tion comparables, sur un échantillon déterminé d'enfants,
le traitement ne permettait pas d' induire une
résistance a la réinfection. Apres traitement, les
patients se partagent en deux groupes 1l'un considéré comme
vis—-a-vis de S.mansoni (nombre d'oeufs présents
dans les selles < 30), l'autre considéré comme toujours
susceptiblzs (nombre d' ceufs présents dans les selles >
100). Deux iscotypes semblent en particulier impliqués dans
1l'induction de cet état de non—~immunité: 1'un de nature
IgH capable de Dblogquer 1la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps de classe G (50); l'autre de
nature IgG et principalement dirigé contre les antigénes
du stade oeuf du parasite (51).

Cette relation entre classe d'anticorps,
nature des antigénes contre lesquels 1ils sont plus
particuliérement dirigés, et 1'état d'immunité ou de
susceptibilité de 1'hdéte infecté, rend nécessaire une
présentation des antigénes déja décrits dans 1la
littérature internationale au moment oU nous présentons

nos propres travaux.
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IV. LES ANTIGENES DE SCHISTOSOME IMPLIQUES DANS L'IMMUNITE

Il serait fastidieux pour 1le 1lecteur, 4d'énumérer
ici, tous les antigeénes de schistosomes, ou plutdt
toutes les molécules biologigques du parasite vues
comme tels par le systéme immunitaire de 1'héte infecté.

Nous nous limiterons a décrire les antigénes
majeurs, non pas tant par leur importance quantitative

que par le potentiel vaccinant qu'ils représentent.

l.antigéne de surface de masse relative 38000 de
S.mansoni (GF38)

C.Dissous et coll. (52,53) ont montré gu'un antigeéne de
Mr 38000 était exposé & la surface de la cercaire et du
schistosomule. Cet antigéne majeur de surface, ou tout du
moins celui qui est le plus accessible aux techniques de
marquage des surfaces cellulaires, induit préférentiel-
lement, dans le modéle rat, une réponse humorale composée
d'IgG.

La production par J.M Grzych de deux anticorps mono-
clonaux de <c¢lasse G mais d'isotypes différents a permis
de disséquer l'activité immunologique de cet antigéne. Le
premier anticorps (54) de sous-classe IgG2a s'est révélé
fortement cytotoxigue pour le schistosomule, lors de tests
in vitro impliquant des populations de cellules effectri-

ces de rat enrichies en ¢éosinophiles. Cet anticorps

monoclonal IgG2a s'est montré protecteur contre S.mansoni
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lors d'expériesnces de transfert passif. Le second

anticorps monoclonal de classe IgG2c (38) était quant a

lui capable de bloguer, tant in vitro qu' in vivo

l'activité bioclogique de 1' anticorps monoclonal IgG2a.
La capacité des épitopes portés par l'antigéne de 38000 Da
a induire 1la production d'anticorps dont les activités
biologiques sont antagonistes 1l'unz de l'autre a également
été mise en évidence chez 1'homme par A.Butterworth et ses
collaborateurs (49) au Kenya. Ainsi deux groupes de
patients se sont dessinés suivant leur susceptibilité a 1la

s .

réinfection par S.mansoni. Des expérisnces de compétition

[

ont démontré que la réponse humorale chez 1'homme vis a
vis de l'épitope 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 Jjouer 1le rdle de 1'IgG2c décrite dans le modeéle
rat. 'existence de cette <c¢lasse est fortement liée &
1l'absence totale ou partielie d'immunité chez 1'homme.
Ces résultats renforcent 1'utilité du modéle rat pour la
compréhension de la réponse humorale dans la schistosomia-
se humaine.

Afin de contourner 1'obstacle gque constitue 1'induc-
tion par l'antigéne 38000 de la production d'immunoglobu-
lines bloquants, l'anticorps monoclonal IgG2a (Abl)
a été utilisé afin de produire un anticorps monoclonal
anti-idiotype (Ab2), c¢c'est & dire 1l'image interne de

1' épitope porté par 1l'antigéne de 38000 Da, induisant une
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réponse humorale protectrice (55).

6]

électionné pour  sa capacité & inhiber - la liaison
entre 1l'antigéne de 38000 Da &t 1'anticorps monoclonal
IgG2a, cet anticorps Ab2 a permis de vacciner des rats,
et d'obtenir dans ce modéle un haut degré de protection

de 1l'ordre de 75%.

Tout récemment, 1l'épitope glycannique porté par
l'antigéne de 38000 a été identifié au sein de diverses
souches de mollusques aquicoles dont 1la souche hoéte
utilisée dans notre laboratoire Biomphalaria glabrata et
un mollusgue marin Megatura crenulata. Cette observation
va permettre de déterminer la structure de cet épitope et

d'étudier plus précisément son rdle vaccinant (56).

2. Antigénes de masse relatives 22000-26000C de
S.mansoni

-~

Auriault et ¢oll. (57) ont, utilisant 1les produits

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

Schistosomula Released Products ), identifiés deux
antigénes de masse moléculaire 22000 et 26000. Injecté
chez 1le rat, le SRP induit une réponse humorale
globalement c¢ytotoxigque pour le schistosomule ainsi
que 1l'ont montré des expériences de cytotoxicité
dépendante de cellules effectrices ( principalement
macrophages et plaquettes ). L' isotype majeur

responsable de cette activité est IgE. Les expériences de
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"Western blot" ont montré gue les antiéorps IgE dans leé
sérums anti—-SRP étaient principalement dirigés contre deux
antigénes de magses apparentes 22000 et 26000
respectivement. Des expériences de vaccination menées sur
le primate par ce méme groupe, ont permis de démontrer gque
le SRP induisait une réponse anticorps chez le singe cyto-
toxique pour les schistosomules &t que l'isotype impliqué

était, la encore, de nature IgE (58).

A. Sher =t son équipe (59,60} viennent tout récemment
d'identifier un antigéne de masse apparente 97000 (PS7}),
présent dans des extraits membranaires de vers adultes de
S.mansoni. Cet antigéne, reconnu par des sérums de souris
vaccinées, par des cercaires irradiées, a été purifié par
la technique de gel filtration et utilisé dans
des expériences de vaccination <chez la souris. Un fait
original doit &tre noté : une réponse anticorps contre cet
antigéne n'a pu é&tre obtenue <c¢hez 1la souris gqu'en

utilisant un adjuvant bactérien Mycobactérium bovis souche

bacille Calmette et Guérin { BCG }. Les fractions
enrichies en P97 ont permis de protéger des souris contre
S.mansoni a 40-50%. Tout derniérement,l'ADN complémentaire

pour cet antigéne a été synthétisé et c¢cloné dans un vec-

vecteur phagique 1lambda gtll. Sa séquence a été
obtenue et a permis d'identifier <c¢et antigéne comme
appartenant a la famille des proctéines musculaires.
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Décrit pour étre la paramyosine du parasite, la structure
de cette protéine est hautement conservée et présente un
haut degré d'homologie avec une protéine nusculaire de

mollusque. (61)

A ce stade, 11 est intérasssant de constater que,
l'épitope glycannique porté par la GF38 et la P97, deux
des antigénes identifiés comme des structures vaccinantes
contre le parasite, sont également des molécules proches
cu identiques structuralement avec des molécules présentes

chez 1'héte invertébré.

Aucune expérience de vaccination utilisant
1' antigéne "recombinant" n' a, a c=2 jour, été
rapportée.

4. Antigéne de 200000 Da.

Selon une méthodologie identique & celle employée
pour l'identification de 1l'antigéne 38000, Hazdai et
coll. (62) ont produit deux anticorps monoclonaux d'isotype
IgGl. Ces anticorps monoclonaux se lient a un antigéne
multimérique, composé de deux chaines polypeptidigques de
masses relatives 30000 et 45000 liées entre elles par des
ponts disulfures pour donner un complexe de 200000 Da. Ce
complexe peut & son téur se dimériser par l'intermédiaire
de liaisons non covalentes ce qui aboutit & la formation
d'une macromolécule de 500000 Da. L' intérét de cette
structure réside dans l'activité biologique portée par les

anticorps monoclonaux qui ont permis sa caractérisation.
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Utilisés dans des expériences de transferts passifs, ces

anticorps monoclonaux ont protégéds des souris entre 40 et
80%. En outre, 1' antigéne purifié par immmunocaffinité
et utilisé dans des expériences de vaccination a donné de
17 & 30% de protection suivant 1les doses d'antigéne

injecté.
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A peu prés a la méme époque , Clegg et Smith (63) ont
purifié par inmmunocaffinité, grace a  deux anticorps
menoclonaux d'isotype IgM et IgG3, deux antigénes de
masse apparente 155000 et 53000. Ces deux antigeénes ont
pernis de vacciner des primates, avec un niveau de
protection de 41%, décrit comme statistiquement
significatif par les auteurs. Ces antigénes ont donné des

pourcentages d= protection identiques chez la souris.

A cette multitude de candidats & 1'élaboration d'un
vaccin dans la schistosomiase nous allons ajouter une
nouvelle famille d'antigénes & haut potentiel vaccinant.

Les pages, qui wvont suivre, vous en feront la description.
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EXPOSE DES TRAVAUX
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I.FRACTIONNEMENT DES PROTEINES DU STADE ADULTE DE

— e T, B S SR =

SCHISTOSOMA MANSONI

Avyant a l'esprit, la notion d'immunité concomitante
(12) selon laquelle 1la population adulte maintient, dans
1l'organisme hdéte, un stimulus antigénique propre a induire
une relative résistance vis—-a-vis d' une réinfection
larvaire, nous avons entamé nos travaux sur 1'identité
des antigénes a potentiel vaccinant en prenant comme

source antigénique la population de vers adultes.

OQutre cz=tte premiére hypothése de travail, deux

conditions supplémentaires s'imposalent & nous:

-1l ou les antigénes vaccinants devaient é&tre
inducteurs d'une réponse humorale détectable, et de nature
a €tre analysée dans les tests de cytotoxicité cellulaire
anti-parasitaire dépendante d'anticorps développés dans
notre laboratoire;

-le ou 1les épitopes inducteurs de cette répcnse
humecrale devaient étre préférentiellement de nature
protéique de sorte qu'ils puissent &tre produits de
maniére simple et guantitative par les techniques du

génie génétique.

Cherchant a produire des sondes anticorps dirigées
contre des structures épitopiques de nature peptidique, il
était indispensable de détruire toute conformation ou

association moléculaire immunogéne gqui ne pourrait &tre
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reproduite par les techniques du génie génétique, nous

entendecns pary la les modifications post—traductionnelles
produites in vive par le parasits, dont i'un des
exemples est le¢ pontage inter-catenae de chaines
polypeptidiques matures par l'intermédiaire de liaisons

disulfures.

Notre objectif n'était cependant pas de démasquer
en utilisant, par exemple, les techniques chimiques
de déglycosylation, des épitopes protéiques voilés
par des structures sucrées et qui de toutes les maniéres
ne seralent pas accessibles, naturellement, en tant que

rle

au systeme immunitaire lors de 1'infection.
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i1 nous fallait obtenir un compromis enctre
la nécessaire dénaturation des protéines produites par le
parasite de <fag¢on & obtenir des sondes immunologiques
dirigées principalement contre des structures primaires et
ia reconnaissance de <c¢es épitopes produits dans leur
conformation mnative et vus par le systéme immunitaire au

cours des premidres phases de l'infection.

Hous avons donc fractionné 1les protéines de vers

adultes, de S.mansoni, en gel de polyacrylamide en
présence d'agents détergents (Sodium Dodécyl Sulfate) et
d'agents réducteurs {f-mercaptoéthanol). La figure 4

présente les résultats de ce fractionnement.
Nous référant aux travaux réalisés dans notre
laboratoire (64) indiquant que la majeure partie des

antigénes peptidiques synthétisés in vitro avaient une
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masse nmoléculaire relative comprise entre 20000 et 1060000
daltons nous avons choisi de fractionner les protéines du
parasite sur un gel de polyacrylamide 13%. Le profil
obtanu figure 4 piste T montre la répartition sur ce
type de gel des protéines de vers adultes. Les protéines
sélectionnées en vue de leur purification ont été
-&férencées en fonction de leur masse moléculaire

apparente, déterminée dans les cconditions de 1'expérience.

Nous avons analysé 10 groupes de protéines de vers
adultes de S.mansoni. La masse moléculaire de ces groupes
de polypeprtides =2st respectivement de 28, 37, 40, 43, 55,
55, 58, 73, 78 kDa ainsi qu'un doublet de masse moléculai-
re de 85~50 kDa. L'intégriteé des fractions poly-
peptidiquss électroéluées est démontrée figure 4 (pistes 1
a 10 }. Des rendements de l'ordre de 80% ont été obtenus
lors du fractionnement en SDS-PAGE des protéines du ver
adulte et ce sans dégradation apparente des structures
moléculaires é&lectroéluées, exception faite de la fraction

2 de 37 kDa.
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Figure 4. Fractionnement des protéines de vers adultes
de Schistosoma mansoni

La piste T représente la répartition des
polypeptides et des glycoprotéines du ver adulte apreés
migration en gel de polyacrylamide 13% en conditions

dénaturantes et réductrices ( tampon d'échantillon : 3%
Sodium Dodécyl Sulfate, 5% p- mercaptoéthanol, 62.5mM
Tris-HCl pH 6.8) visualisées apreés coloration au Bleu de
Coomassie Brillant R250. Les pistes 1 a 10
représentent les 10 fractions électroéluées a partir du
profil T et réanalysées afin d'en contrdler
l'intégrité avant que d'étre utilisées afin

d'immuniser des groupes de rats Fischer.



II.IMMUNISATION DE RATS FISCHER AVEC LES DIFFERENTES
FRACTIONS PROTEIQUES DE S.MANSONTI )

i.Identification de fractions protéigques immunogenes

Aprés deux injections d'environ %0 ug de chacune des
conmposantes constitutives du ver adulte de S.mansoni, les
sérums des animaux ont été collectés et testés. Il est
entendu gque , recherchant des antigeénes de nature polypep-
tidique et présents comme tels chez 1le parasite mature
nous devions tester les sérums pour leur aptitude & recon-
naitre une ou plusieurs structures parmi les produits de
traduction in wvitro obtenus par expression de 1'ARN messa-
ger du ver adulte ou de la larve infestante dans un lysat

d .

{8

réticulocytes de lapin. Nous devions é&galement retrou-
ver cet antigene parmi les protéines synthetisées par le
parasite vivant. Le dernier volet de cette recherche en
forme ce triptique était d'identifier l1'antigéne de nature
protéigque a la surface de la larve infestante : l1e schis-
tosomule, 1le transformant ainsi en une cible potentielle
pour les défenses immunitaires de 1'hdte infecté.

Les résultats de cetts analyse sont montrés figure 5.
Des dix fractions parasitaires, dénaturées, seules trois
d' entre elles ont induit une reponse anticorps
détectable de classel G de la part de l'animal immunisé.
I1 s'agit des fractions correspondant a des masses
relatives apparentes de 28000, 78000, 85000 ainsi
que lz montre l'analyse des complexes immuns élués de

la protéine A - sépharose, obtenus aprés incubation des
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antigénes synthétisés par 1le ver adulte avec les
différents Sérums (Fig.5a). De ces troils antigénes
seuls les ‘éntigénes de 28000 et 85000 Daltons ont
été 1identifiés parmi les produits de traduction in vitro

d'ARN de vers adultes (figure 5b.).

Finalement seule 1la fraction antigénique de 28000
daltons a pu étre isolée & partir des molécules associédes
a la surface du schistosomule et sélectivement marquées a

'"iode 125 (Figure 5¢). Cette fraction antigénique co-mi-
gre avec les antigénes majeurs associés & la surface du
schistoscmule, identifiés par C.Dissous et g¢oll. (52),
possedant une masse moléculaire apparente en SDS-PAGE de

30-40 kDa.
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Figure 5. Analyse de la réponse anticorps apreés
immunisation avec des fractions SDS-PAGE de

S.mansoni

(a). Les complexes immuns, formés entre les anticorps,
provenant de sérums d'infection ou d4' immunisation, fixés
a4 la protéine A couplée & 1la sépharose CL4B, et les
protéines synthétisées in vitro par une population
mixte de vers adultes maintenue en survie en présence de
méthionine 3%S, ont été analysés sur gel de polyacrylamide
13% ( SRS: sérum de rat normal, SRI: sérum de rat
d'infection, SLS: sérum de lapin sain, SLH: sérum de lapin
hyperimmun, 28kDa: sérum de rat immunisé avec la fraction
de 28000 Daltons, 78kDa: sérum de rat immunisé avec la
fraction de 78000 Daltons, 85 kDa: sérum de rat immunisé
avec 1la fraction de 85000 Daltons. (b) Une analyse
identique a été réalisée avec comme source d'antigénes les
produits de traduction in vitro d'ARN total de ver
adulte. (c) La source d'antigéne est ici les composants de
surface de la larve infestante le schistosomule
préalablement marqués par 1l'iode 125.
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Au  wvu du nombre d'antigénes, de masse moléculaire
aprarente <comprise entre 20‘et 100 kDa, reconnus par des
sérums d'infection de rats Fischer (Fig. 6 a,b piste SRI)
ou par des sérums de lapins hyperimmuns, vaccinés avec des

doses massives d'homogénat brut de vers adultes de

S.mansoni (Fig. 6 a,b piste SLE ), il apparait que

1'isolement et la dénaturation des groupes de protéines
considérées a affecté le pouvoir immunogéne de ces
derniéres, restriction faite & ce que nous n'avons étudié
i2i1 ques le versant humoral de la réponse immune.

D'emblée, les antigeénes de la fraction P28 réunissent

-

la plupart des caractéristiques gque nous avions £fixédes:

-Présence simultanée aux deux stades cle=fs du
parasite chez 1'héte vertébré: le schistoso-

mule 2t le ver adulte

-Accessibilité des antigénes au niveau de la-

membrane larvaire

-Présence des antigénes de la fraction P28
parmi les produits de traduction in vitro

d'ARN total de vers adultes
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2.Etude de 1'activité biologigue anti-schistosome des
sérums dirigés contre les fractions P28,P78 et P85

Le réle potentiel de ces trois fractions
antigéniques P28, P78, P85 dans de futures expériences de
vaccination a été analysé par l'étude de leur aptitude
4 détruire in vitro, en coopération avec des cellules
effectrices, la 1larve infestante, le schistosomule. Pour
ce faire, =2n étroite collaboration avec le Dr. J-M Grzych,
des populations d'éosinophiles de rats ont été purifiées
puis incubées 48 heures en présence de chaque sérum et de
schistosonmules ‘"peau" (figure 6).

Des trois sérums seul le sérum dirigé contre la frac-
tion P28 a montré une capacité a détruire les schistosomu-

les en coopération avec des cellules cffectrices.Apreés

5 essals réalisés en double, l'activité létale du sérum

(€3]

anti-P28 s'est située entre 38.0+10.0 et 65.5+5.5% . Ces
valeurs n'ont de sens gque rapprochees des valeurs obtenues
avec des sérums d'infection lesquels ont induit, dans des
conditions expérimentales similaires, 41.0+10.0 a 85.5+ 5%
de mortalité parmi les schistosomules. L'activité des sé-—
runs dirigés contre les deux autres fractions antigéniques
est restée du niveau de celle obtenue avec des sérums de

rat immunisés avec de 1l'adjuvant conplet de Freund seul

soit de 1l'ordre de 0 a 10+5% de mortalité larvaire.

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

des seuls sérums, préalablement décomplémentés, n'a pas
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1

révél: une activitcé Cytocide intrinséque, confortant
ainsi 1'effet de coopération entre sérums et cellules
effectrices.

Au-dela des variatiocns d'activité, enregistrées entre
chaque expérience, et associges dans la piupart des cas a
des niveaux d'activité variables de la population éosino-
phile elle-méme, ces premiers résultats indiquaient que
tout ou partie de 1la fraction P23 isolée a partir d'un
homogénat de vers adultes était capable d'induire une ré-
ponse anticorps létale pour le parasite.

C'est donc naturellement vers cette fraction
antigénigue du parasite qu'ont porté nos efforts de

racherche.
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Figure 6. Activité biologigque 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 réalisée & raison de 6000 cellules
effectrices ( cellules provenant du péritoine de rats LOU)
pour un schistosomule durant 48 heures & 37°C sous 5% de
COz. Le pourcentage de cytotoxicité est exprimé comme un
rapport du nombre de schistosomules morts sur le nombre
total de schistosomules.
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IIT ETUDE DES ANTIGENES DE LA FRACTION DE 28000 DALTONS DE

—— A ———  —— ————— e L D, DTl e Sl oSl S

S.MANSONT

1. Analyse des antigénes reconnus par les anticorps de
rats

L'électrophorése bidimensionnelle en conditions déna-
turantes initiée par O'Farrell dés 1975 (65) consiste a
réaliser successivement une focalisation isoélectrique en
présence d'urée 9M suivi d'une électrophorése en gel de
polyacrylamide, en présence de SDS. Des études en
électrophorése bidimensionnel des complexes immuns formés

par 1l'incubation soit d'un homogénat de protéines de vers

[o

adultes marquées par la méthionine 35S (Fig. 7a), soit
de polypeptides synthétisés en systéme acellulaire a
partir d'ARN messager de vers adultes (Fig. 7b), soit
encore d'un extrait de la surface du schistosomule
(Fig. 7¢) avec des sérums de rats immunisés avec 1la
fraction P28 isolée sur gel de polyacrylamide, amontre
l'existence de deux polypeptides. Leur masse moléculaire
apparente est de 28000. Leurs points isoélectrigques sont
par ailleurs extrémement proches et situés aux valeurs

6.3 et 6.5 du gradient de pH.

o
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Figure 7. Analyse ' bi-dimensionnelle des composants
immunogéniques de la fraction P28 de S.mansoni.

(a) Les antigénes 1isolés a partir des protéines totales
de vers adultes préalablement marquées a la méthionine
30g par 10wl de sérum anti-P28 ont été séparés
successivement par électrofocalisation ( gradient de pH
4.8-9.0 ) puis électrophorése en gel de polyacrylamide
SDS 13%. (b) antigeénes isolés par 10 pl de sérum
anti-P28 a partir de produits de traduction in vitro
d'ARN total de vers adultes de S.mansoni. (c)
antigénes isolés par 10yl de sérum anti-P28 a partir des
composants de surface de 10000 schistosomules E
préalablement marqués a 1l'iode 125 par la lactope dase
puis solubilisés a 0°C par du Nonidet P40 0.5%.
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2. Localisation "géographigque" des antigénes de 28000
Daltons sur le ver adulte et le schistosomule de
Schistosoma mansoni

Une premiére =XxXpérience réalisée sur des parasites
entiers (vers adultes ocu schistosomule) n'a, a notre
grande surprise, au wvu des résultats obtenu lors du
marquage a 1l'iode des téguments de la larve infestante,
pas permis de mettre en évidence wune fluorescence de
surface positive significative.

Au niveau de coupes transversales de parasites
(Fig.8), il apparait gue la distribution des antigénes de
la fraction P28 est ubiquitaire et parenchymateuse, gque ce
soit au niveau du ver adulte (Fig. 8 A) ou au niveau du
schistesomule (Fig. 8 B). Toutefois, 1les antigénes se
trouvent fortement concentrés au niveau des épines
dorsales du parasite mature, lisu d‘'échanges privilégié
avec le biotope (Fig. 8 A sp).

De fait, il nous fallait admettre, & ce stade, qu“up

.
ou des antigénes qui ne sont pas, & proprement parlegfﬁéé
antigénes de surface, se trouvent, par des mécanismes
d'excrétion ou de sécrétion, exposés transitoirement & la
surface de la larve, et Que ce caractére "transitoire" est
suffisamment "permanent" pour gue ces antigénes soient
reconnus comme <cibles par les nmécanismes effecteurs de

1'héte.
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Figure 8. Localisation des antigénes de la fraction P28
de S.mansoni au niveau des tissus du parasite

Des coupes transversales de vers adultes (A,C) ou de
schistosomules (B,D) sont incubées en présence de sérums
de rats de spécificité restreinte a la fraction P28 (A,B)
ou en présence de sérums de rats sains (C,D). Les
complexes immuns constitués sont révélés par incubation
avec des anticorps anti-immunoglobulines de rats marqués a
la fluorescéine. Les antigenes de 1la fraction P28 se
trouvent fortement concentrés au niveau des épines

dorsales du parasite comme en atteste l'intensité de 1la
fluorescence a ce niveau (A Sp.).




IV ANALYSE DE L'ACTIVITE ANTI-SCHISTOSOME DE LA REPONSE
IMMUNITAIRE DIRIGEE CONTRE LA FRACTION P28 DE S.MANSONI

-
=

i.8tude cinétigue de la réponse humorale anti-fraction P28

La fraction antigéne ,préparée en gel de polyacryla-
mide SDS-PAGE, a été inoculée a des rats Fischer femelles
en présence d'adjuvant complet de Freund soit en injection
sous—cutaneée, soilt en injection intrapéritonéale. Aprés
deux injections a 14 jours d'intervalle les animaux ont
&té saignés de manidre hebdomadaire. La présence d'anti-
corps de ciasse G a é&té testée par incubation des sérums
avec un homogénat de vers adultes préalablement marqués a
l1a méthionine %%S et de protéine A - sépharose préincubée
avec des anticorps anti-IgG de rat. La spécificité de ces
anticorps a £té mise en évidence par 1l'analyse des comple-
xes immuns constitués.

1.1 Les résultats d'immunisation par voie sous—cuténéé
Lok h
sont montrés figure 9. La réponse anticorps de natureiidé
( fixation sur protéine A-sépharose pré-incubée avec un
sérum de lapin anti-IgG de rat )} apparait aprés deux
injections de 100 pg chacunes A4 15 jours d'intervalles =t
double en intensité aprés une quatriéme injection (Fig.
Sa). Au-dela l'injection répétée d'antigéne provoque une
suppression totale de cette réponse humorale.

L'activité Dbiologique de cette réponse anticorps a été

analyseée in vitro commea précédemment. L'activiteé
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Figure 9. Etude de la réponse humorale déclenchée lors de
l'injection de la fraction P28 par voie sous-
cutanée.

a) Complexes immuns formés par incubation d'antigénes
obtenus par marquage métabolique de vers adultes avec des

sérums anti-P28 (1: une injection de 100pg., 2: deux
injections a 15 jours d'intervalle, 3: trois injections,
4: quatre injections), un sérum de rat sain (SRN), un
sérum d'infection de rat (SRI), ou des sérums dirigés

contre soit un extrait NP40 de vers adultes, soit une
fraction d'antigeénes solubles de vers (ESA). b) Activité
biologique in vitro des sérums précités caractérisée par
leur potentiel d'activation de 1l'activité cytotoxigque
d'éosinophiles de rats sains.



stimulatrice de la Eonction cytocide d'4éosinophiles de
rats sains vis-a-vis au schistosonmule ne
cesse d'augmenter jusqu' A la quatriéme injection 4d' anti-
gene entrainant dans le  mellleur des cas 80% de
destruction des larves, r2sultat sensiblement é&gal a
celui obtenu avec un sérum d'infection (Fig.Sb). Aucune
activité n'a non plus été enregistrée avec des sérums

dirigés contre des extraits détergents de vers adultes

(Fig. 9 ligne NP40) ou dirigés contre un homogénat brut

de VEers {(Fig. 9 ligne ESA). Les sérums anti-ESA ne
semblent différer des sérums d'infection dJue par
leur inaptitude a reconnaitre un groupe d'antigeénes de

masse moléculaire apparente conprise entre 20 et 30 kDa.

1.2 Des résultats similaires ont été obtenus lors de
l'injection de la fraction P28 par voie intrapériton2ale
(Fig. 192), mais avec des doses d'antigénes deux fois plus

faibles (50ug par injection et par rat). La présence

d'anticorps de classe G anti-fraction P28 de S.mansoni

est révélée dés la premiére semaine suivant la seconde
injection et se maintient lors des injections suivantes
jusqu' a la 4 2me inoculation. A ce point précis, la ré-
ponse anticorps chute Dbrutalement et la réponse humorale
n'est plus stimulable par de nouvelles injections d'anti-
gene (Fig. 10a). Ce phénoméne d'induction d'une tolérance

apparente, vis-a-vis des antigénes F28, chez

la population animale aprés de multiples injections
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Figure 10. Analyse de la réponse humorale anti-P28 apreés
inoculation par voie intra-péritonéale

Les sérums obtenus aprés une (I.1l), deux (I.2),..., cing
{I.5) injections de 50pug d'antigénes de la fraction a 15
jours d'intervalle ont été utilisés pour immunoprécipiter
les antigénes 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'antigéne s'exprime $Sgalemant au niveau de l'activicé
biclogigque des sérums (Fig. 10b). Deux situations diffe-
rentes sont cobservées zn fonction du nombre d'injections.
Les groupes de sérums obtenus aprés deux et trois
injections montrent une importante capacité & détruire,
les schistosomules, en coopération avec les

&osinophiles. Les niveaux de cytotoxicité des sérums

sont du méme ordre que ceux obtenus précédemment soit

[

65-70 %. Apres la 2 éme injection, alors gue la réponse

anticorps semble se maintenir, l'activité cytotoxigue des

117}

&rums chute aux alentours de 35% puis disparait zn ménme
temps que la réponse humorale apreés la cinguieme
injectiocn.

Si les mécanismes aboutissant, en fonction d'un mode
de présentation particulier de 1l'antigéne, a cel ou tel
état d'immunité sont encor mal connus, il ressort des

résultats précédents deux faits capitaux:

-deux injections d'antigénes sont nécessaires et
suffisantes pour induire un état d'immunité propre a dé-
truire les schistosomules;

-la voie d'injection influe sur la dose d'antigéne
requise pour déclencher une réponse humorale détectable;

~-l'inoculation répétée d'antigénes de la fraction
P28 aboutit & un état de tolérance avec pour conséguence
immédiate la disparition de la réponse humorale

spécifique.
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s impliqués dans la réponse humorale
s avec la fraction P28 de S.mansoni

2.Etude des isotyp
des animaux vaccin

o

=
.

e

Des axpériences de déplétion et de compétition ont
été réalisées afin de déterminer les isotypes impliqués
dans le déclenchement de l'activité cytotoxique des cellu-
lies effectrices vis 4 vis du schistosomule.

Lors de vaccination en présence d'adjuvant complet de
Freund, il apparait gque 1l'isotype majeur impliqué dans le
déclenchement de l'activité c¢ytotoxique des éosinophiles
est IgG2a comme le montre la figure 11. Le pourcentage de
mortalité des schistosomules est réduit de prés de 60%
Lorsque les ¢éosinopniles sont pféincubés avec une IgG2a
myélomateuse non spécifique et préalablement aggrégée se-

-

icn le protocole expérimental décrit par M.Capron 2t ccll

L

{34) . Ce résultat indique que dans les conditions de vac-—
cination faisant appel a l'adjuvant complet de Freund
dans le modele rat Fischer, 1l'isotype majeur impligué dans

la destruction du parasite in vitro est de nature IgG2a.

Des expériences de cytortoxicité ont également été
réalisées, en paralléle, avec deux autres types de
cellules effectrices: macrophages et plaquettes ( ces
derniéres n'étant pas a proprement parler des cellules au
sens strict ). Les sérums obtenus aprés deux injections
d'antigeénes de 1la fraction P28 (I.2) ont activé 1la
fonction cytotoxique des plagquettes sanguines provenant de

rats sains induisant la destruction des schistosomules
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Figure 11. Isotype impliqué dans 1le mécanisme d'ADCC
déclenché par les sérums anti- (P28 + adjuvant
complet de Freund)

L'expérisnca est réalisée avec un sérum de rat Fischer
anti-P28 obtenu aprés deux injections d'antigenes (I.2).
Les éosinophiles ont été préalablement incukés durant deux
heuvres soit dans 1e milieu de culture seul (Minimum
Essential Mediun MEM), soit en présence d'IgG2a

myélomateuses aggrégées (100pg d'imnunoglcbulines/300000
cellules). Les sérums de rats 4'infecticn SRI, ou de rats
immunisés I.2 sont ajoutés & une dilutien finale de
l1/16izgne.
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avec un pourcentage d'efficacité de 1'ordre de

70%+10%. (Fig. 12b). Ce pourcentage est équivalent & celui
obtenu avec des populations cellulaires enrichies en
éosinophiles intra-péritonédaux de rats (Fig. l1l2a). Cette
activité décroit tres rapidement aprés la troisiéeme

injection d'antigéne pour s'annuler totalement au-dela.
L'activité de ces sérums avec des macrophages est restée
assez moyenne avec un taux de mortalité du parasite de
l'ordre 40+10% et dans tous les cas trés inférieur a la
mortalité induite par un sérum d'infection dans les mémes

conditions expérimentales (Fig. 12c¢).

Les travaux démontrant une relation privilégiée entre
les anticorps de classe E avec ces types cellulaires,
dans le déclenchement d'une c¢ytotoxicité anti-parasitaire
(45,46), laissaient supposer .gque des anticorps de cette
nature étaient impliqués. Il ne nous a néanmoins pas été
possible de détecter lors d'expériences de "Western Blot"
la présence d'anticorps de classe IgE spécifiquement

dirigés contre les antigenes de la fraction P28.

A ce stade de l'expérience nous en sommes restés au
domaine des hypothéses pour expliquer cette activation des
plaquettes par les sérums anti-P28: soit que des quantités
infimes, méme non détectables par 1les techniques en
vigueur, suffisent a 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
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Figure 12. Analyse comparée de la réponse humorale anti-

P28 dans trois des principaux modeéeles de

cellules effectrices: éosinophiles, plaquettes,
macrophages.
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de certaines populations lymphocytaires et en particulier

des lymphocytes d'origine thymigues

80

(66,67,68).



3.Expériences de transfert passif de sérums anti-P28 & des

rats Fischer sains

Des groupes de c¢ing rats Fischer ont £té exposés a
une infection d'épreuve, par 1000 Zfurcocercaires de
S.mansoni, suivie, aprés un délai de trois heures, d'une
injection intra-veineuse de 1.5ml soit des sérums anti-P28
dont nous venons de voir l'activité in vitro, soit de
sérums de rats sains a titre de contrdle.

Les résultats sont montrés figure 13. Ce que nous

avions c<btenu lors de 1l'expérimentaticen in vitcro, se
trouve largement reproduit ici in vivo. Le sérum obtenu
apres deux injections de 50ug d'antigénes P28 (Fig.l1l3 I.2)
conférs le meilleur niveau 4d'immunité anti-schistosome
avec une réduction de la charge parasitaire d'environ
£5+10% par rapport aux animaux contrdles ayant regu du
sérum sain. L'effet négatif du surdosage des antigénes est
également reproduit avec une perte importante du pouvoilr

protecteur des sérums obtenus apreés plus de trois

injections d'antigénes.(Fig 13 sérums I.4, I.5).
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Fig 13. Expérience de transfert passif de sérums anti-P28

Les sérums I.1-1.5 dirigés contre la fraction P28 de
S.mansoni purifiée par SDS-PAGE ont été transférés 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 contrédles.




4.Expériences de vaccination sur Rongeurs utilisant la
fraction P28 de S.mansoni

flous appuyvant sur le&s  résultats précédemment obtenus
dans les modeéles in vitro, nous avons vacciné des popu-
lations d'hdétes semi-permissifs (rat Fischer) et d'hotes
permissif (souris Balb/c¢). Les animaux c¢nt reg¢u par voie
intrapéritonéale deux injections de 50 ug d'antigéne dans
le cas des rats et de 50 ng dans le cas des souris puis 4
semaines aprés la seconde injection les animaux ont subi
une infection d'épreuve. Deux types d'adjuvants ont été
enployés: soit comme précedemment 1'adjuvant complet de
Freund, soit 1'hydroxyde d'aluminium ccuramment emplo&é
dans 1la vaccination humaine. La figure 14 montre les
resultats indiquant le nombre de parasite collectés apres

perfusion des animaux.
Chez le rat (hbéte 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 extrémement &levés, de l'ordre de 50-70% .

Les rats vaccinés soit avec la fraction P78 ou la
fraction P85 n'ont montré aucune réduction de la charge
parasitaire comparativament aux animaux contrdles. Dans

le cas de l'antigéne P78 une augmentation, de l'ordre de

25-30% de la permissivité des animaux vis-a-vis de
S.mansoni a été enregistrée lors de toutes les

33




- 200
~ 974

~ 68

~ 43

P28 ..
a. -257

~ 184

~ 143

rat souris

o
Nb.de vers récoltés

SAB 28kDa - SAB 28kDa - SAB 28 kDa
+ACF +HA +ACF

Figure 14. Vaccination de rats Fischer et de souris Balb/C
par 1la fraction P28 de S.mansoni purifiée en

SDS-PAGE
a) Analyse en gel bidimensionnel dans les conditions
décrites par O'Farrell de 1la fraction antigénique
électroéluée.

b)Nombre de vers recueillis aprés perfusion: SAB, groupe
d'animaux vaccinés par la sérum albumine bovine soit en
présence d'adjuvant complet de Freund (ACF) soit en
présence d'hydroxyde d'aluminium (HA) ; 28 kDa groupe
d'animaux vaccinés avec la fraction P28. Les rats ont regu
deux injections de 50ug de protéines par voie
intrapéritonéale, les souris ont rec¢u deux injections de
50ng par voie intrapéritonéale.



exXpériences.

Chez la souris (hdte permissif) :

Les pourcentages de protection ont été de beaucoup
inférieurs a ceux obtenus dans le précédent modéle.
Néanmoins 1les valeurs de 40-43% de réduction de la charge
parasitaire sont du méme ordre de grandeur que celles
enregistrées lors d'expériences de vaccination faisant

S).

(6]

appel & des antigenes purifiés (63,
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De 1l1l'ensemble des résultats obtenus, il ressort que
tout ou partie des antigénes de la fraction P28 de
S.mansoni est capable de provogquer une réponse immunictaire

fortement protectrice vis-a-vis du parasite.

lLLa nature protéigue de ces antigénes permettait
d'envisager leur production par les méthodes du génie
génétique.

Un dernier point restait toutefois a établir. Les

schistosomes ont subi comme tocute espeéece vivante une

évolution qui, de 1l'unité, a conduit A& wune diversité de
formes. Il &tait denc fascinant de savoir si ce groupe
d'antigénes inducteurs d'une réponse immunitaire
protectrice vis-a-vis d'une espéce particuliere de
schistosones, en 1l'occursnce S.mansoni, se trouvait
dtre conserve chez d'autres formes majeures du
parasite tel que S.haematobium, S.japonicum, ou encore
S.bovis qui affecte gravement lz2s zones d'élevage. La
figure 15 montre gue les sérums dirigés contre 1la

fraction P28 de S.mansoni reconnaissent des antigénes
de 28000 Daltons parmi des extraits solubles de vers
adultes de S.japonicum (Fig.1l5 piste 4) et de S.bovis
(Fig.1l5 piste 6). L'expression de ce groupe d'antigénes

chez S.haematobium est plus délicate a affirmer bien

gu’'ayant obtanu des signaux positifs ceux-ci sont

d'intensité trop faible pour étre montrés ici.
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Figure 15. Analyse de 1l'expression des antigénes de la
fraction P28 de $S.mansoni chez les autres
formes majeures de la schistosomiase.

Des homogénats solubles de vers adultes de S.mansoni
(1,2), de S.japonicum (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
antigénes 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

=l

Ayant ainsi identifié une fraction antigénique de

e

S.mansoni A pouvolr vaccinanct, tout au moins dans les
modeéles de rongeurs considérés, at présente dans
différentes espeéces de schistosomes, nous avons en
collaboration avec P. Sondermeyer, du laboratoire de
Biologie Moléculaire de Transgéne & Strasbourg, réalisé le
clonage moléculaire et l'expression en vecteur plasmidigue
de ces antigénes P28 reconnus par les sérums de rats
exprimant le mellleur degré de résistance a 1l'infection

rar S.mansoni.

1.Sélection de clones phagiques (lambda gtll) sxprimant
les antigenes de la fraction P28

L'étape initiale de construction de 1a librairie
d'ADNc est fort proche de celle employée par Efstradiatis
(69) et Williams (70). L'ADN complémentaire double brin
fut préalabliement fractionné sur gradient isocinétique
(sucrose 5-20%) afin d'optimiser la taille des fragments
clonés dans le vecteur lambda. Les fractions correspondant
a des fragments d'ADNc de 500-4000 paires de bases ont été
regroupées. Les extrémités de 1'ADNc ont ¢été allongées
de 10-15 résidus de dG en utilisant la terminale transfé-
rase. (71)

Le c¢riblage de la banque d'ADNc a été réalisé a fai-

ble dilution des phages. Les sérums de rats et de 1lapins
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dirigés contre la fraction P23 produitsa aprés
fractionnenent en SDS—-PAGE ont permis d' identi-~-
fier deux populations de c¢lones. La premiére contient
1'ADNe¢, codant pour un antigene reconnu par les sérums
des deux espéces, et gue nous avons dénommée P28.1I; la
seconde contenant 1'ADNc codant pour un antigéne reconnu
uniquement par le sérum des rats vaccinés avec 1la
fraction SDS-PAGE P28 et dénommée P28.II. Les premiers
ADHNc isolés ont été analysés en gel d'agarose comme

il est montré figure 16.

Le fait que l'antigéne P28.I soirt reconnu
conconitamment par deux espéces animales a été considéré
par nous comme un gage d'immunogénicité non restreinte a
une espece animale particuliére. Nous avons donc en
premier lieu étudié la nature et l'activicé biologique de

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

Trois clones phagiques, sélectionnés pour leur capacité a
exprimer les antigénes P28, ont été amplifiés en culture
liquide sur E.Coli Y1090. Aprés lyse, les phages ont été
purifiés et 1'ADN du phage lambda gtll extrait. Les
produits de 1la digestion par ECoRI de 1'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 TGO7 sélectionné par les seuls
sérums de rats (P28.1I); (3) clone TGO08 sélectionné par
les sérums de rats et de lapins (P28.I)




2. Etuds ds l'antigéne P28.T de la fraction P28

2.1 Etude de la séquence de l'antigene P28.1I

De ce premier criblage trois candidats indépendants
lambda TG06, lambda TG08, lambda TG09 ont été sélectionnés
et séquencés suivant la technigque de la terminaison de
chaine, subséquemment aprés clonage dans le vecteur M13.

Un oligonucliéotide synthétisé a partir de la séquence
de 1'ADNc¢ du clone lambda TGO06 a été utilisé pour un nou-
veau criblage de la bangque d'ADNc mais cette fols contsenue
dans lambdéda dgtlC. De ce criblage, deux c¢lones dénommés
lambda TGl0 et lambda TGll ont £té isolés et séquencés.
Les zones de recouvrement des séquences des portions

d'ADNc contenues dans chacun de ces c¢lones sont montrées

figure 17a..
ilous avons ainsi pu reconstituer un ADNc d'une
longusur de 783 paires de bases suivi d'une gueue

poly-(A). La ctraduction de la séguence ayant son origine a
partir de 1a méthionine située en position 7 donne par
déduction une protéine composée de 211 acides aminés avec
une masse mcléculaire relative de 23000. (Fig. 17b)
L'iderntit® z2ntre cet antigsne cloné dans E.Coli et la
fraction P28 de S.mansoni purifiée en SDS~-PAGE a é&té par

la suite confirmée par des segments de ségquence obtenus a

partir de fragments de protéolyse trypsique de l'antigene
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P28 £lectroélué, purifié sur EPLC en vphase inverse

( Figure 17b). Ces fragments correspondent a différentes
zcnes de ia séquence de 1'ADNc. Aucune séguence
répétitive n 'a pu &tre aise en é&vidence. D'autre part,

3"

nous n'avons pu mettre en lumiére aucune séquence "signal
(message peptidique situé du cdté de 1l'extrémité N-
terminale de la protéine permettant 1l'insertion de la

protéine dans la membrane ).

Ce point pose & nouveau le probleéme du transport de

l'antigéne P28.I vers la surface du parasite et de son

accessibilité aux anticorps de 1'hdte.
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481 S1%
GCT GTT GGG GAC AAA GTA ACT CTA GCT GAT TTA GTC CTG ATY GCY GTC ATT GAT CAT GTG6G ACT GAT CT6 GAT AAA GGA ;TT
Als Val Gly Asp Lys Val Thr Leu Ala Asp Leu Vel Leu Ile Ala Val Ile Asp His Val The Asp Leu Asp Lys Gly Phe

571 601
AAG TAT CCT GAG ATC CAT AAA CAT C6A GAA AAT CTE TTA 6CC ABT TCA CCG CBT TTG GCG AAA TAT TTA TC6 AAC AGG CCT

Lys Tyr Pro 6lu {le His Lys His Arg Agn A r Pro Arg Leu Alas Lys Tyr Leu Ser Asn Arg Pro
- sn Leu Leu a % * Pro *

661 831

TTC TAA ACC TAT CAA CAG AAA GCT €66 TBT AAC 6A6 ATT TAA 6AT ATT GAT AST AAA GGA CTA 676 TCA CCT TTYT TAC AAG
Phe z*»

751 781 311

GTCATTTGTTTTATGGOTGTTTITTITTICGCAATTETTATTAAAATTAACTTAGTTTCCTETITAAAAA

Figure 17 Séquence nucléotidique et protéique de
l'antigéne P28.I de Schistosoma mansoni

a) Position relative des différents ADNc des clones lambda
correspondant & tout ou portion de 1'ARN messager codant
pour l'antigéne P283.I. Les fléches signalées par (1), (2)
figurent 1les oligonucléotides de synthése qui ont 2té
utilisés pour la sélection des clones lambda TG1l0 et TGll;
b} Séquence nucléotidique et protéique (déduite de 1la
préceéedente} de l'antigéne P23.I. Les sé&guences encadries
représentent les séquences de trois peptides, issus de 1la
digestion trypsique de 1la fraction F28, produite par SDS~-
PAGE a partir d'un homogénat de vers adultes de S.mansoni.

Les positions étoilées représentent les résidus nen
identifiés.
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2.2 Etude de la fonction de l'antigéne P28.I

v

La comparaison de 1la séquenée de 1l'antigene P23.T
avec celles d'autres séquences protéigques, par 1'égquipe du
Pr. B. Ketterer du Middlesex Hespital Medical School de
1'Université de Londres, nous a permis de découvrir
un certain degré d'homologie séquentielle avec une enzyme
impliquée dans des processus d'oxydo-réduction : la gluta-
cthion transférase (Figure 18a). Plus que d'une enzyme il
s'agit d'une famille polymorphe, <c¢odée par une famille
de genes ayant probablement un ancftre commun. L'antigéne
P28.I présente une homologie avec ces différentes formes.
Chez 1le rat trcis familles nultigéniques de glutathion-S
transférases ont é&été décrites {(72). L'antigéne P28.1I
présente une homologie mixte avec les 1/2 et 3/4 dont, en
particulier, 75% d'homologie avec l'extrémité N-terminale
de 1a forme 1 correspondant au deuxiéme exon du géne de
structure codant pour la glutathion-S-transférase de rat
forme 1 (73). Par ailleurs des tests enzymatiques
réalisés par A. Vidal, ( Transgeéene }, sur des
lysats «clarifiés de cultures Dbactériennes contenant le
plasmide & promoteur PL intégrant 1'ADNc P28-I a révélé
que l'antigéne recombinant était effectivement fonction-
nel et montrait une forte activité " glutathion-S-transfé-
rase" (figure 138b).

Des lors, il était c¢rucial dans 1'coptique de notre
approche vaccinale d'analyser l'existence d'une réaction

épitopique croisée avec les glutathion-S—-transférases des
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hotes vertébrés et principalement celles de 1'homme. L'en-—
zyma asssociée a l'activité glutathion-S—transférase de
S.mansoni a £té préalablement purifiés a partir 4' homogé-
nat de wvers adulte . Des expériences de "Western blot" ont
confirmé {Fig.19a) que l'antigéne P28-1I £tait bien respon-
sable de cette activité enzymatique chez le parasite, 1la
fraction purifiée, sur <colonne de glutathion, a partir
d'un homogénat de vers adultes de S.mansoni, étant reconnu
par des sérums de rats anti-P28.7T.

Des expériences de reaeconnaissance des différentes
glutathion-S-transférases { Rongeurs =t Homme figure
19k) par les anticorps de classe G n'ont montrée aucune
réactivité éritopique croisée majeure avec 1les

enzymes des hétes putatifs de S.mansoni (Fig. 19c¢).

Les anrtigenes fixzés sur feuille de nitrocellulcse,
ayant préalablement été incubés avec les sérums anti-
F28.I, ont é&té mis en contact avec des sérums de lapin
anti-gluthation-S-transferases de rat {(famille 1 et 2).
La figure 19d aontre gu'il existe une forte communauté
antigénique entre les gluthation-S—-transférases de rat et

la gluthation-S-transférase humaine Pi.
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S.mansoni 9 YFDGRGRAESIRMNMTLVAAGYV
T N T T R R I P
Forme 1 3 YFDGRGRMEPIRWLLAAAGYV
L T e I I L I O O O
Forme 2 8 YFNARGRMECIRWLLAAAGYVY
S.mansoni 70 S LAI ARYMAKKHHMMGETDEE
1 | H t
I N N T S N I R
Forme 3 73 SNAIHMRTYLARKHHALCGUETEEE
L] ol Pl I
Forme 4 73 S NAILRYLGRKHNLCGETETEE
S .mansoni 152 GDKVTLATD
P |
Forme 3 149 G DKV TYVD
| | Ll
Forme 4 149 G N K ITYVD

Figure 18 Etude de la fonction glutathion-S-transférase
de l'antigéne P28.1I

(a) Analyse des zones d'homologies entre 1les formes 1/2,

3/4 des GSH-transférases de rat et 1l'antigéne P28.I

{ G. dglycine, A. alanine, V. wvaline, 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 transférase de 1l'antigéne P28.I (A.
Vidal communication personnelle)
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Figure 19 Analyse d' une potentielle communauté

antigénique entre 1' antigéne P28.I et les
glutathion-S-transférases du rat et de 1'Homme

a) Fraction purifiée sur colonne de glutathion a partir
d'un homogénat de vers adultes de S.mansoni. transférée
sur feuille de nitrocellulose puis incubée avec un sérum
de rat anti-P28.I; b) glutathion-S-transférases de rat (R)
et d'Homme (H) analysées sur gel SDS-PAGE: 1 (H)sous-unité

a, 2 (H) sous-unité u, 3 (H) sous-unité n, 4 (R) sous-
unité 4, 5 (R} sous-unité 3, 6 (R) sous-unité 2, 7 (R)
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-
P28.1I; d) Incubation subségquente du "blot" (c) avec un
sérum de lapin anti-glutathion-S-transférase de rat (sous-
unités 1/2).



2.3. Spécificité d'espéce de l’'antigeéne P28.1I

Ainsi que nous 1'avions réaiisé avec les sérums de
rats vaccings avec la fraction P28 produite a partir 4d'un
nomogénat de vers adultes de S.mansoni. Nous avons analysé
la spécificité d'espéce de 1'antigéne P28.I. Les résultats
sont montrés figure 20.

Le signal positif enregistré sur les pistes de

nitrocellulose sm.2, sj.4, et sb. 6 indigque que 1'antigéne

P28.I de S.mansoni est également exprimé chez Schistosoma

japonicum et Schistosoma bovis, ouvrant dans ce dernier

cas de nouvelles possibilités d'applications au niveau de
la vaccination vétérinaire, puisque S.bovis est a
i I §

l'origine d'importante pertes &conomigues pour les pays en

voie dz développement situes dans les zones d'endémies.
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Figure 20 Analyse de la spécificité d'espéce de l'antigéne
P28.I de Schistosoma mansoni

Des eXxtraits bruts de S.mansoni (sm.), S$.japonicum (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'antigéne P28.I (piste 2,4,6).



2.4 Etude du réle vaccinal de 1°' antigéne P28.1

e in vitro de la réponse humorale dirigée
re 1l'antig2ne P28 I

Préalable indispensable a l'expérimentation vaccinale
l1'analyse de la réponse anticorps déclenchée 1ors‘de la
vaccination de rongeurs a l'aide de 1l'antigeéne P28.I a &té
effectuée dans les tests de cytotoxicité anticorps dépen-
dante de cellules effectrices ( éosinophiles, plagquettes,
macrophages ). La figure 21 montre 1l1l'activité de cette
réponse en présence d'éosinophiles normaux de rat. Le
pourcentcage de cytotoxicité obtenu avec des serums non
chauffés augmente aprés la deuxiéme injection pour attein-
dre un optimum de 50+10.% {(Fig. 21c). Aprés chauffage des
sérums, <ce pourcentage chute a 20.353+5.5% (Fig. 214} .De
plus, les expériences de déplétion des sarums en IgE par
passage sur immuno-adsorbant anti-IgE montrant une
réduction de l'activité des seéerums a des valeurs proches
de zZ&ro (Fig. 21e}. Ces résultats indiquent que
l'antigéne p28-I inoculé en présence d'hydroxyde

d'aluminium semble induire une réponse anticorps active

de nature IgE. Néanmoins, la perte totale d'activité
laisse panser que 1’ activité thermorésistante
(activiteé IgG dépendante) a également été piégée

sur la colcnne d'affinité.
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B. Résultats de vaccination in vivo dans les
nmodéles rongeurs

Vvingt (rats et 20 hamsters ont été vaccinés par deux
injections de c¢II-P28.I an présence de 1.25 mg d'hydroxyde
d'aluminium. Les animaux ont été exposés a 1000 cercaires
tols semaines apreés avoir recu le rappel de vaccination,
et perfusés 21 jours apres 1l'infecticon dans 1le cas des
rats et 35 jours aprés apres l'infection dans le cas des
hamsters. Les résultats sont montrés figure 22. En ce qui
concerne la population de rats ,1l'analyse des immuns com-

pl

o

Xes élués comme précédemment de la protéine A-sépharose
montre au jour de l'infection 1'absence de réponse humora-—
le «circulante d'isotype G. Au 8 &me jour, l'infection
provogque une nouvelle stimulation antigénique induisant
une réponse humorale spécifiquement dirigée contre l'anti-
geéne P28, cette réponse sSe maintient en intensité jus-—
gu'au Jour de la perfusion. Des résultats identiques ont
été obtznus lors de l'analyse de la réponse humorale chez
le hamster. (Fig. 22a)

La réduction de la charge parasitaire enregistrée a-
preés perfusion a été de 65% pour la population de rat et

de 50% pour la population de hamsters. (Fig. 22b)
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Figure 22 Vaccination de rats Fischer et de hamsters

(Mesocricetus auratus) contre 1l'infection
expérimentale A& Schistosoma mansoni

a) Analyse de la cinétique post-infection de la réponse
anticorps de classe G chez les rats vaccinés.
Immunoprécipitation d'antigénes radiomarqués produits par
marquage métabolique de vers adultes: 1. Rat contrdle, 2.
jour de l'infection, 3. 8 jours aprés l'infection, 4. 15
jours aprés l'infection, 5. 21 jours apreés l'infection, 6.
sérum de rat anti-fraction P28 de S.mansoni.
b) Nombre de vers adultes récoltés aprés perfusion. Les
pourcentages de protection ou plus exactement de réduction
de la charge parasitaire sont exprimés par rapport au
nombre de vers récoltés & partir des animaux vaccinés avec
des extraits membranaires de E.Coli.




C. Vaccination de Frimates par 1' antigéne P28.1

¥

b~

Etape déterminante dans 1'élaboration d'un vaccin

(

contre la ou plutét les schistoscmiases humainss, une
expérience de vaccination chez huit babouins femelles a
&té réalisée, utilisant 1'antigéne P28.I =xprimé comme
précédemment sous forme fusionnée au cII.

Le protocole de vaccination est détaillé au chapitre
Matériels et Méthodes .

Des quatre singes vaccinés seul 1'un d'entre eux
(Babouin n°7 avant recu 409 ug de <¢II P28 I) a élaboré une
réponse anticorps de nature IgG détectable (Figure 23ai.
Les tests de cytotoxicité réalisés en sytéme héeterologue
{ sérunms de primates - cslilules effectrices humaines ) ont
permis d'établir 1la prévalence de la réponse anticorps
d'isotype & dans le déclenchement de l'activiticée cyto-
cide des cellules effectrices humaines et principalement
des éosinophiles. Le niveau de cette activité variait se-
lon les individus de 35 a 30% .

Néanmoins , du fait de 1'absence d'anticorps anti-IgE
spécifigque d'espéce, il ne nous a pas été possible de met-
tre en évidence au niveau moléculaire la présence d'IgE se
liant spécifiquement a l'antigéne P28-I.

Aprés un suivi de quatre semaines suivant la seconde
injection , tous les singes ont atteint des degras d'immu-
nité sous tendus in vitro par des pourcentages de cytoto-

Xicité dépendant de cellules effectrices de l'ordre de 50%
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Figure 23 Réponse humorale et plaquettaire des singes
vaccinés par l'antigéne P28.I

A)Analyse en "Western blotting"” de la réponse humorale de
classe IgG du babouin N°7 (Aa), le singe N°3 vacciné avec
400pug d'extrait membranaire de E.Coli étant pris comne

contréle (Ab).
B) Analyse du degré d'activation des plaquettes
naturellement "armées" 8 jours apreés l1'infection
d'épreuve. La plupart des plaquettes des singes vaccinés
sont actives vis-a-vis du parasite (singe N©°5,6,7), alors
gu'aucune activiteé notable n'est enregistrée avec les
plaquettes des singes contrdle (1,2,3).




Czs résultats suggéraent que la majorité des IQE anti-
S.mansoni se trouve liée A la surface des celliules =ffec-
trices .

Les pourcentages <de protection obtenus pour chaque
animal (Fig. 24a) s'échelonnent entre 45 et £2%. Seul le
babouin n°’7 ne s'est pas trouvé protégé contre
1' infection. D'autre part, il est & noter que des
injections massives d'antigéne Dbactérien induit une
réduction de 1la c¢harge parasitaire non spécifique
d' antigéne. MNéanmoins, 1'analyse anatomopathologique
réalisée sur les foies des singes vaccinés en comparaison
avec ceux des singes immunisés a l'aide d'extraicts
membranaires de E.Coli, a mis en évidence une raduction
guantitative ( de 59 & 86% selon l'animal, Fig. 24b) et
qualitative (réduction de la superficie moyenne Fig. 24c¢}

des granulomes dans le tissu hépatigque .
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3. Ztude prélininair:

13 avec i1'antigénes P23.I indiquant

Les résultacts obten !
qu’une protacticn efficace, bien gue partiells, pouvait

étre obtenue aussi bilen chez las rongeurs que chez les
primates, nous ont &ncouragé a poursulvre dans cette voie.

De pius le caractére partiel dz la réducticn de 1la
charge parasitaire, lors des expériences de vaccination

-~

par 1'antigéne P28.I, &t ce quslque soit le modéle animal

z

considéré, impose d'envisager 1l'élaboration d'un cocktail
vaccinal multigénigue.

Pour des raisons principalement 1:i

Tie

es, auX

difficultés zrencontrées dans l'expression de la protaine

-4

P23.II dans lz modeéle plasmide PL-E.Coli, e développemant

de 1'étud ‘&gt trouvé

(0]

de son petentiel vac¢cinant g

retardé. Les résultats gue nous présentons 1ci sont

d'avantage une fenétre ouvertsa sury i'avenir du
développenent d'un vaccin dans ia gschistosomilase et
laissent présager gue 1'activité vaccinante de 1'antigéne
P28.1 pourra é&tre optinmisée par 1'adjonction d'autres

antigénes prodults par recombinaison Jénétique.

3.1 Etude de la séguence de l'antigéns $28.I11

ﬂ/n

La Ssaguences 4du clone lambda TGC7, zxprimant
l'antigéne reconnu par les seuls sérums de racs vaccinés,
est nmnmontré figure 25. Une £tude préliminalire de cette

séquence a révélé une forte nhomologie de séquence avec la

phosphoglycéromutase de Levure. A nouveau comme pour le
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cas de 1 'ant
communauts anrt
vertébr2s de S.mansoni. Pour 1'he

1'injsction d=e

¥

immunisés

Une étude,

£2
£

igéne 228.I se
igénique avec

pese le probl2me d'une
izs znzymes 2s hotes

cet antigsene ait produit, chez les rats

elques perturbaticns Fue cea soit.

portant sur

l'existence de communautés

antigéniques avec les =2nzymes de mammiferes, est =2n cours

au laboratoire.
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XXXThrIXXSerXlXLeuAspThrCystpLysAsnﬁetAlaSerLySXIXLysAana1ArgtysSerSerArQSQrsluxxanltXXA;nCysﬁysGInTnfTrpargclyfhrair
GluLeuAs?LeuﬂsnTrpl1ePranlThrLysThrTrpArgLeuﬁsnGluArgMeLTyrGlyAlaLeuGinG1yLeuGsnLysSer$luThrAlaﬁlaLysH1sGlyleleGlnLal

- - 391 azl a5l
TAQRATATGGAGACBTGCTT&TGATATACCTCCCCCTCCTGTTGACATTTCQGQTCCTCCCTTCCCCGGT&ATGAACCGAAGTATCCCTTaCTTGQCTCTTCCTGCATACCﬁcﬁTACTE
.euLYSTYéGIYAsPValLeuHetlleTy?LeuProLeULevLeuThtheGlnIleLeuAlaSerPran1HeLﬁsnGlnSerﬂetProTvae”ThrLéqprQQ1?T¥;H;:':Ek::x
xxxgsnhetcluThrtysLeulXlTerhPSErPrOSErCySXXXHiSPh?ﬁPgS?fSEFLPuPrQAPg(!)Xx)ThrLygUBle;LEUrhTXXALEUFh?L?UHIS F.r ;r.}; .
LysIlgTrpArgArgAlaTyrﬁspIIeFroProProProvalAspI1eSerﬁspProAr3PhePﬁ0ClvﬁsnGIUPVOLvsTVfﬁl3L9”L?”“5?59'59'“V5119 roAr3inr

|

st 591 “71 : - |
aSTGTTTAAAGSQCQCTGTTCARQGTGTAETGCCATTTTBGTTTGATACTATTTCTGCAAGTAT&QAGACACGCGA&CGGGIYCTGA‘TETEECCCA1GCHAACGCTTIAACHLC;E11A
ServaIXXXArgThrLeuPhenanalTerysHisPheGlyLeuIleLeuPheLeuGInVa1XXXArgagpalaAsnArgphexxxLeuser?roHetGlthrUglleClUﬁ;iE:r

uaiphELysclyHisgyssqrrhrcysrhrg13119Leuv31xxxryrTerheCysLySTerysc1uThrArgrhrclyserGSoCysArgprQIrpLysGltheLlsSe; Lgvigr
EysLeuLysAspThrValGlnArgUa1LevProPheTerheAsthrI19S9rA1aSerlleLysArgﬁrgcluCanalLeulleUalﬁlaHlscluasn\erLeu raAl 3l en

Figure 25. Séquence nucléotidique et protéique (déduite

de la séquence en nucléotides) de l'antigene
P28.1I1

L'ADNc du clone phagique TGO7 a été séquence par la
technique de terminaiscon de chalne. La séquence en acides
aminés a &té déterminée par déduction. Les acides aminés
déduits de codons impligquant plusieurs possibilités, sont
représentés par des étoiles.
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3.2 Activité in wircro =t 1n vive des sérums anti-
FP28.IT

2
]

cher males, vaccings, szelcn 1le

!

Les sérums de rats Fi

prctocole précédemment €tabli pour 1'antigéne P28.I, par

-

deux injections intrapéritonéales de 50pg 42 P28.II

- -

exprimee dans E.Coli, ont été prélevés 11 Jjours aprés 1=

-
S

s

. ) . e - . 3 _ ‘ ,
Les rtasts de cytotoxicitéd, réalisés an prasance

18

d'eosincphiles intrapéritongaux de rats sains, ont nontréd

fmr e _ . . . I, -
{Fig. Z&a) gue ces seérums étaieznct capables ds détruire
. l one 3.~ - = - 9 +q e
Jusgu'a 30% dses larves ds S.mansoni, in vityo.
De plus, des zxpériznces ia traznsia2rt passifi d=

s2ryums anti-228.I1 ont montré gu'ils vpouvaient induilrs une
importance réduction de iz zharge sarasicairs
{ jusgu

ils solent,posentc

L& prcbléme de savolr pourqueil la fraction P28 native qui

dela de 70%, alcrs que les antigénes P28.I et P28.IT

semkblient capables des mémes peorizrmances.

Les antigénes &n mélangs déclencinent-ils des
réactions antagonistes l1'une de 1'autre, ou la fraction

P23 purifizse a partir dz vers adultes de S.mansoni

[4

contient =21le <Z'autres facteurs de régulaticn négative

gue nous n'aurions ras &ncore caractérisés ?
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g2st d'oras et dfja  :nvisagdéde a2t permectra  sans 4doute de
répondrz, tcut au meins partisllement, a c<ces quastiocons.

NZannoins, iltactivicé cytoxique des sé&rums  anti-
P23.11, 2st un 2lément posirtit 2t uns& chance

+

supplémentaires de parvanir, & ccurt terme, a 1'élaboration

L3 ]

d'un vaccin efficace dans la schistosomias=s.
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Figure 26 Etude de la réponse humorale anti-P28.II chez
le rat Fischer

'}

a. Analyse de l'accivicté cytotoxique des sérums anti-
P228.II en présence d'éosinophiles de rats normaux. SRS:
sérum de rat sain,  SEI:  sérum de. ‘rat d'infection;

SR P28I1: serum de rat anti-P23.II prélevé apreés deux
injections d'antigéne recombinant.

b.Transfert passif de 1.5m1 de sérums anti-P28.II & des
rats sains trois heures aprées l'infection d'épreuve. En

ordonn£e ast représenté le nombre de vers récoltés apreés
parfusion hépatique.
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Au dela du  débat, ds saveir, 2i un wvaccin Zans
la schistosomiase doit &cre efficacs a 1C0% ou doit
autoriser le maintien d'une population riduits de  vers
adultes propre a indulre uns immunitd Jurable, 11 denmeure

gque la démonstration de 1'apti

4

ot

ude d4' une orotéine
produitse par génie génétique & induire dans les modéles
animaux un degré de protection significatif vis—a-vis de
Schistosoma mansoni nous semble 2tre faite. Les voies
ouvertes par ces premiers travaux sont multiples et
parcemées d4d'embuches.

La faizabilits d'un vaccin efficace a cant
pourcent dans 1les affections parasicaires, en général,
reste 3 établir.

A 1l'heurs actuelle, 1l&s pourcentages de protaction

les plus é&levés (jusqu'a 90%) ont &té obtenus avec
P 3 g

des mélanges de conpeses antigéniqgues conmplexes rtel
que le SRP décrit par Auriault et coll.(37), ou le SWAF

|

décrit par 1'é&quipe du MNIH dirigée par A. Sher (39).

A l'intérieur de ces mélanges ont été identifiés les
principes wvaccinants ( antigenes de 22-26000 Daltons dans
le cas du SRP, antigéne de 97000 Daltons dans le cas du
SWAP). A 1l'heure actuelle sezul 1'antigéne de 57000 Daltons
a été produit par ¢génie génétique wmais nous ignorons s'il
a gardé son activité vaccinantsa.

Pour l'instant, seul 1l'antigéne P28-I a pu étre employé
sous sa forme produite dans un systéme d'expression E.Coli

pour des expériences de vaccination dans différents



modeéles animaux: Rengeurs, Prim =T récemment

&}

93]
i
(4]
10}]

jo!
bt

Bovidés. Son activité protectrice partislle devra 2tre

renforcée par divers moyens.

A

D'ores et déja, de nouveaux mocdes de présentation de
l'antigene ont été nmis en ceuvre ainsi que de nouveaux

systemes d'expression tel gque le nodgle Levure et le

modéle Vaccine déja employé avec succés par la société
Transgéne dans le cadre d'un programme de vaccination
antirabique a 1' aigde d'un antigéne obtenu par

recomnbinaison génétique.

Comme nous l'avons nmontré le deuxiéme composant inmuno-
génique de la fraction P28 de S.mansoni a également é&té
produit par génie génétigue. Utilisé dans des expériences
d'immunisation «c¢hez des rongeurs, nous avons pu amontrer
que cet antigéne induisait une réponse anticorps <ytotoxi-
que, provoquant, ia vitro, la destructicn de 70 a 50% des
larves. Ces résultats permettent d' envisager la
construction par génie génétigue d'un antigéne a deux
tétes qui potentialisera la réponse immune de 1'hdéte vis-
a-vis de deux cibles distinctes présentes a la surface du
parasite, augmentant d'autant les chances d'induire 1la
destruction de ce dernier.

Les résultats obtenus tant in vitro qu';g vivo laissent
a penser gque la réponse humorale, dont 1l'activicé

cytotoxique est supportée par les cellules effectrices,
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est d'isotrype polydisperse. Elle psut Ztre 42 nature IgG2a
comma ce fut le cas lors de  nos pramiers &ssais
d'immunisation, ou esnccre de nactura IgE. L'orientation

vers une réponse isotypique détzrminée :ncore  mal

i
[}
1
]

maitrisée. Dans tous les cas l'induction de telle ou telle
type de réponse est multifactorielle et si la nature de
1'héte (rat, souris, ou primate) est prepondérante, la
voie d'injection, les doses d'antigénes ainsi que le choix
de l'adjuvant sont autant de paramétres qui, =n complément
de l'antigénicité intrinséque de P28.I, influent sur

1'évolution de la réponse immune.

—~

Auriault et coll. T4) ont 2tudié 1la réponse
lymphocytaire anti-?228. Csgs auteurs ont purifié et
maintenu en culture en présence d'extralts parasitaires

des lymphocytes T 4d' animaux vaccinés par ia fraction F28

purifide en SDS—-PAGE. Ces auctaurs ont pu montrer, apres

un long séjour in vitro, que ces lymphocytes étaient
restimulés par 1'antigeéene produit cette foilis par E.Coli.
De plus le transfert de ces lignees lymphocytaires, a
des rats sains, a permis de rendre, dans de fortes

proportions, (80%) <c¢es animaux résistants a 1'infection
expérimentale par S.mansoni. Du fait de ce transfert 1la
réponse humcraie anti-pP28 s'ast trouvée activée plus
précocément lors de l'infection.

Plus récemment c¢e méme groupae, en coliaboration avec
1'&quipe de A. Tartar, 4& 1'Institut Pasteur de Lille, a

mentré que des peptides de synthése {&traient capables de
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stimuler la proclifération o

prealablement stimulées par ia molécule zntiere,
identifiant ainsi des épitopes T priviligiss Le long Ze la
chaine polypeptidique de l'antigéne PF28.I. Cette approche
nous permettra peut-&tre d'cptimiser 2ncore 1'efficacitcé
du vaccin anti-schistosome.

Ainsi, réponses cellulaire =t humorale interagissent

Y

.1, a

3
[de]

aboutissant, aprés stimulation par 1'antigene P2

i

1'induction d'un niveau de protaction de l'ordrs de 65-70%
dans les modeéles rongeurs utilisés.

Les eXpériences, qui vont maintenant se dérouler sur le
terrain, en Afrigque notamment, vont sSeules déterminer
1'2fficacité reéelle de ces antigénes 2t permettront
d'établir si lss antigénes P28.I et P28.II gue nous venons
de décrire seront les composantes intégrales ou partielles

d'un vaccin dans la schistoscmiase.



MATERIELS ET METHODES
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I.PARASITES

Une souche portoricaine de Schistosoma mansoni, dont
le cycle est maintenu artificiellemesnt au laboratoire chez
une planorbe (Biomphalaria glabrata) et le hamster doré
(Mesocricetus auratus), a été utilisée dans toutes les

exXxpériences. Les souches de Schistosoma japonicum et de

Schistosoma bovis nous ont été aimablement fournies par le

Dr. Tsuji (Tockyo) et le Dr. Delourdes (Lisbonne) .

1l.V=2rs adultes

Les vers sont collectés par perfusion portals avec de
l'zau physioclogique héparinée chez des hamsters , entre 35
et 40 jours apreés l1l'infection. Les vers sont ensuite
lavés par 5 fois 100 ml de milieu MEM ( Minimum Essential
Medium ) contenant 100 u/ml de pénicilline et 20 ug/ml de

streptonycine.

2.Cercaires

Les mollusques 1infectés sont exposés a la lumiére
durant 1230 et & une température de 30°C. Les cercaires
sont ainsi libérées dans 1l'eau, puis purifiées et concen-
trées par ascension dans une fiole Jaugée vers une source

de lumiere .




3.5chistosomules

a.Schistosomulas "peau"

Le passage des cercaires A Travers une peau
abdominaie de souris ( Balb/C) a ¢té initialement décrit
par Clegg et Smithers (23). Les cercaires récoltées comne

précédemment décrit sont déposées dans un nilieu HLEG (Hy-
drolysat Lactalbumine Earle Glucose ) contenant 100 u/ml
de pénicilliine et 50 pg/ml de streptomycine ,au dessus
d' une peau abdominale de souris fraichement prélevée et

les schistosomules sont récoltés au bout ¢z trois heures

d'incubation a 37°cC.

b.Schistosomules "mécaniques"

Les cercalres placées & + 4°C et & 1l'obscurité
durant 30 minutes, sédimentent puis sont resuspendues
dans 2-3 ml d'eau. Tétes ot gueues sont séparées par
agitation sur "Vortex" pendant 2 mn suivie d'une centrifu-
gation, pendant 10 mn & 500g, sur un coussin composé
d'une solution isotonique de Percoll a 54% (Fercoll 54 ml,

NaCl 9% 6 ml, milieu MEM 40 =l).




)

II.FRACTIONNEMENT DES PROTEINES DE VERS ADULTES (76)

Les vers adultes obtenues par ’perfusion de 30
hamsters sont lavés S5 fois en tampon PBS (Phosphate de
Sodium 10 mM pH 7.4, NaCl 0.15 M) afin d'éliminer 1les
débris tissulaires provenant de 1'hdéte. Aprés avoir été
concentrés par sédimentation les vers sont solubilisés
dans du tampon PBS & 1l'aide d'un Pctter—-Elvehjem.
L'homogénat ainsi obtenu est centrifugé & 5000 tours/mn
durant 20 mn, dans un rotor HB4 (Sorvall), afin d'élimi-
ner 1le matériel inscluble. L'homogénat est ensuite addi-
tionné d'un volume de tampon d'échantillion 2X (Tris-HC1
125 =mM pH 6.8, SDS 6%, saccharose 20%) et chauffé a
100°C pendant 3 mn. Des fracticns aliquotes de 2 nag de
protéines sont fractionnées en gel de polyacrylamide-SDS.

L’'alectrcocphorese est effectuée dans les conditions
décrites par Laemmli (75). Des gels de 1.5 mm &'épaisseur
(14 x 16 cm) ont été utilisés. Les protéines sont rtout
d'abord concentrées dans un gel de polyacrylamide & 5% pH
6.8 puis fractionnées sur un gel réticulé de maniére homo-
géne & 13% pH 8.82.

Aprés électrophorese, 1les protéines sont colorées
par incubation dans une solution contenant 0.85 g pour
1000 de Bleu Brillant de Ccomassie, 30% de méthanol =t 10%
d'acide acétigue. Aprés 2 heures les gels sont mis a
décolorer toute la nuit dans une solution aqueuse conte-

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




Les bandes de protéines sont référencées en fonction

A

de leur poids wmoléculaire apparent, pulis découpées a
&

o

aide d'un scalpel avant d'étre transférées sur un gel
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. 28). La bande est immergée dans un puit
formé dans le gel de soutien contenant 2ml 4d'un tampon
composé de Tris—-HCl1l 52.5 mM pH 6.3, SDS 1% ,et de glycé-
rol 40%. Une seconde solution de HaCl 2 M est déposée
constituant une interface a la frontiére de lagquelle les
protéines se c¢oncentreront lors de 1l'électroélution.
L'élution est réalisée sous un voltage constant de 80 V
pendant 5 heures. Les protéines sont récupér£es au niveau
de 1'interface NaCli-Glycérol a l'aide d'une pilpette Pas-—
teur par aspiration douce. La <fraction protéique ainsi
obtenue est ensuite dialysée contre de 1'eau bi-distillée
puis concentreée par lycphilisation. <Chaque £fraction
protéique est ensuite analysée en gel de polyacrylamide-

SDS afin d'en contrdler 1'intégritcé.
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Figure 27 Schéma du gel d'électroélution des protéines
fractionnées en SDS-PAGE

(a) 2M NaCl dans 1l'eau bi-distillée. {b) Tampon de
récupération des protéines: 40% en glycérol, 62.5 mM Tris-—
HCY, pH 6.8, SDs  0.1%. (c) fractions protéigques incluses
dars l'acrylamide du gel de fractionnement. (d) gel de
support constitué par de 1l'acrylamide 13% en tampon Tris-
BC1 3 75nmM pH 3% 8, 0L 1% SES"
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IIT.PRODUCTION DES SERUMS POLYCLONAUX

i1.Immunisation de rat Fischer par 1l'antigéne
fractionné

Apres 1lyophilisation chagque fraction protéique, est
resuspendue dans 500 yl d’'eau physiologique puis mélangée
par agitation sur "Vortex" & 500 ul d'adjuvant complet de
Freund. L'eéquivalent de 40 pyg d'antigéne est injecté par
voie intrapéritonéale A& chague animal en 1'cccurence des
rats Fischer m&les d'environ 200g. Une seconde injection
est réalisée 14 jours aprés la premiére immunisation. Le
sang des animaux ainsi immunisés est collecté, de maniére
hebdomadaire, au niveau du sinus rétro-orbitaire. Les

sérums sont fractionnés et conservés a -20°C avant utili-

sation .

2.Sérums d'infection

Dix rats Fischer mAles ont &été infestés a la suite
d'une mise en contact, pendant 30 mn, avec 1000 cercaires

au niveau de 1'abdomen. Le sang collecté comme précédem-

~

z. A -

ment, a été prélsvé a différentes périodes aprés 1l'infec-

tion.
Les sérums humains ont été obtenus apreés

ponction intraveineuse chez des patisnts présentant tous
les criteres immunopathologiques d'une schistosomiase.

3.Les séruns de lapin hyperimnmun

De l'ordre de 1lmg d'antigéne brut de vers adultes est
inoculé selon 1le protocole décrit par Vaitukaitis et

coll (77).
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IV.EXTRACTION DE L'ARN TOTAL DES STADES ADULTES ET

i e — e ———— ——— o——————m i 0} s i

LARVAIRES DE S.MANSONI (78)

xtraction de 1'ARN de vers adultes

Les vers adultes prélevés comme précédemment décrit
scnt lavés en milieu MEM puis incubés dans ce méme milieu
durant 30 mn a 37°C. Les parasites sont ensuite
sclubilisés dans une solution de guanidium thiocyanate 4M
composéa de 10 mM acétate de sodium pH 5.5, 2 mM EDTA pH
8.0, 1% sarcosyl, et 5% pB-mercaptoéthanol. L'homogénat
est centrifugé a 10000 tours/mn durant 20 mn dans un rotor
HB4 { Sorwvall ) afin de sédimenter le matériel insoluble.
La solution est ensuite soniguee 3 fois 10 seccondes de
sorte que 1'ADN génomique soit décruit. Le sonicat est
déposé sur un coussin de CsCl de densit@ 1.81 contenant 190
nM acétate de sodium pH 5.5 et 2 =M EDTA pH 8.0 puis c¢en-—
trifugé a 26000 tours/mn durant 20 heures dans un rotor
SW41 ( Beckman ) a 20°C. Le culot d4d'ARN obtenu est resus-
pendu dans 1 ml d'eau préalablement autoclavée 2h a 140°cC.
Deux eXxtractions par du phénol:chloroforme ( 1:1 ) sont
réalisées, suivies de deux extractions par un mélange de
chloroforme:alccol iscamylique { 24:1 ). L'ARN contenu
dans 1la phase agqueuse est précipité par addition de 2.5
volumes d'éthanol a -20°C et de 0.1 volume d'acétate de
sodium 3M pH 5.5. L'ARN est stocké dans 1'éthanol pour
les longues périodes d'inutilisation. Avant usage, le
précipité d'acides nucléiques est sédimenté a leOOO

tours/mn durant 20 mn dans un rotor HB4 & 4°C. Le culot
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est lavé wnar de 1'ézhanol a 70% dans de 1l'zau puils

séché sous wide avant d'Ztre vrepris dans de 1'=2au. La
concentration ainsi que lz degrée de pureté relatif de 1la

préparation de 1'ARN sont appréciés raspectivement par

&

Tt

la lecture de 1'absorbance dsz l1a solution a 260 nm et par
le calcul du rapport des absorbances a 260 nm et 280 nm.

Cette dernidére valeur doit étre proche de 2.

2.Extraction de 1'ARN de schistosonmule

Les cercalres ont &té mécanigquenment transformeéees en
schistosomules puis incubées 3 heures dans du milieu MEM a
37°C sous 5% de CO,. Les larves ainsi obtenues oat ¢té
cengelées dans 1' azote ligquide. Environ 7x10° schisto-
somules ont £té broyés dans 1'azote liguide =n utiliisant
un mortier, la poudre est ensuite rvapidement homogénsisée
dans une solution de guanidium thiocyanate 4. Le r=ste
de la procédure d'extraction a été décrite au paragraphe

précédenct.



V.PREPARATION DES ANTIGENES RADIOMARQUES

i.Marguage métaboligue de vers adultes

Dix <c¢ouples dz vers adultes sont lavés en milieu MEM
déplité en méthionine et cystéine, puis incubés pendant 1
heure dans c¢e méme milieu, & 37°C scus une atmosphére &

5

a\D

de CO_,. Le mnmilieu est ensuite rencuveléd et additionné

-

z : - 33 - . N - .
ds 1.85 MBg de méthionine S. L'incubaticn est poursui-
vie pendant 12 heures supplémentaires. Les vers adultes
sont ensuite lavés dans 10 volumes de MEM sans méthenine &

00 vl Jde tampon

[¥]]

4°¢C, avant d'étre honogénéisés dans
Tris-HC1 10 mM pH 7.4, & 1l'aide &' un Potter-Elvehjem.
La radicactivité incorporée est évaluée en traitant 1ui
d'incubat dilué dans 500 pul d'eau, par 250 pl d'une solu-
tion de soude 1N contenant de la méthionine 0.63 M et de
1'H,0, 0.68%. ©On incube a 37°C durant 15 mn. La réaction
est arrétée par addition de 1 ml de TCA 25%. Le matériel
TCA~-précipitable est filtré sur papler Whatman GF/C en
lavant par du TCA 8% puis par de l'esau froide. Les filtres
sont ensuite placés dans des fioles de comptage et 5 ml
d'agualyte {Becker Chemicals, Holland) sont ajoutés. Le

£y

comptage s'effsctue dans un compteur a scintillation 1li-

.quide LKB.
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2.Production de polypeptides synthétisés in vitro en
lysat de réticulocytes de lapin (79)

-

La technigue de traduction in vitro dans un lysat de
réticulocytes de lapin ,dent 1'ARY endogéne a &té préala-
blement hydrolysé par 1'addition de la nucléase de nmicro-
coccus ,a &€té utilisée pour produire les polypeptides im-
matures de deux des stades du parasite : le ver adulte et
ie schistcsomule. 7.8 pg d'ARN total sont incubés,
pendant 1 heure, & 30°C, en présence de 30 ul d'un homo-
génat contenant 70% de lysat de réticulocyte lapin {( Amer-
sham, Grande-Bretagne }, 59.2 kBg/ul de méthionine marquée
1.69 m d'acétate de potassium et .90 mM de magneésium. La
radioactivité incorporée dans le matériel TCA-précipitable

est évaluée comme précédemment.

3.HMarquage des protéines de surface du schistoscmule

Dix schistosomules sont lavés 3 fois dans du tampon
PBS (Phosphate de a 10 mM pH 7.4, JaCcl 150 mM). Les
schistosomules sont marqués en tampon PBS dans un volunme

final de 250 pl contenant 18.5 MBg d'icde 123, 12.5ul NaI

(1 mg/ml1) et 12.5p1 de lactoperoxydase (img/ml). La
réaction s' effectue a4 20°C pendant 15 mn . La réaction
est arrétée par l'additicn de 150 uwg de Hal et
1'iode 125 1libre est é&liminé par 10 ml de tampon

PBS stabilisé & 4°C.(80,81)
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vV IMMUNOPRECIPITATION DES PRODUITS RADIOMARQUES

1. Immunoprécipitation des produits de traduction in
vitro

12000 Bg sont diiués dans un tampon A ( Tris—-HC1l
10mM, pH 7.4, EDTA 2 nmM, NaCl 0.15M, WNP40 0.5%) et sont
incubés durant 18 heures avec 10yl de sérum immun. Les
complexes immuns formés sont adsorbés sur 10mg de Protéine
A-Sépharose (poids sec) préalablement gonflée et lavée
dans une solution agqueuse contenant de la méthionine
froide 5mM, puis équilibrée dans le tampon A. Aprés deux
heures de contact & température ambiante les billes de
Protéines A-Sépharose sont lavées par 1 ml de tampon A, et
ce 8 a 10 fois consécutivement. Le dexrnier lavage est
réalisé en tampon Tris-HC1l 10mM, EDTA 2mM. Les complexes
immuns sont élués par 40ul de tampon Tris—-HCl 52.5mM, pH
6.8, SDS 2%, Saccharose 10%, Bleu de Bromophénol 0.005%.
L'élution est réalisée au bain-marie pendant 3mn a 100°C.
Les produits élués sont ansuite analysés en gel de
polyacrylamide-SDS dans les conditions précédemment
décrites.

2. Immunoprécipitation des produits de marquage
métaboliques et des produits de rarquage de surface

Les conditions expérimentales sont identiques a
celles décrites précédemment seul le tampon A est remplacé
par un tampon B Tris-HCl 10mM, pH 7.4, 0.5% Triton X100,

SDS 0.3%, NaCl 0.15M, EDTA 2nM.
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PROTEINES SUR FEUILLE

VI "WESTERN BLOTTING" QU TRANSFERT ELECTROPHORETIQUE DE
DE NITROCELLULOSE

l.2lectrotransfert

Le transfert de protéines suy feuille de
nitrocellulose a été réalisé dans les conditions
expérimentales décrites en 1979 par Towbin et ¢oll. (82)
Les protéines sont tout d'abord fractionnées sur gel SDS-
PAGE dans les conditions décrites par Laemmli (75). Le gel
de fractionnement est ensuite mis =2n contact avec un
feuille de nitrocellulose préalablement équilibrée dans 1le
tampon de transfert (20mM Tris, 150mM glycine, 2C%
méthancl). L'ensemble est placé en "sandwich"” enctre deux
feuille de papier Whatman N°1 et deux plaques de
Scotchbrite également égquilibrées dans 1le tanpon de
transfert. L'électrotransfert proprement dit est réalisé a

100mA durant 1 heure a température amnbilante.

2.Révélation de complexes immuns sur feuille de
nitrocellulose

Aprés le transfert, la feuills de nitrocellulose est
saturée en tampon Tris-HCl 10mM pH 7.4, 0.15M NacCl, 3% en
protéines de lait. Les bandelettes de nitrocellulose sont
ensuite incubées 18h & 4°C (ou 2h & température ambiante)
avec soit des sérums d'immunisation, d'infection, soit
encore des sérums d'animaux sains ou pris comme contrdle.

Les sérums sont en général dilués au 1/100éme dans le méme
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tampon. Les bandelettes sont ensuite lavées en tampon
Tris-HC1 10mM pH 7.4, 0.15M NaCl, 0.5% KP40, puis
incubées avac des anti-anticorps spécifiques d'espéces
(voire d'isotypes) margqueés par la peroxydase. Les
complexes immuns ainsi constitués sont révélés par
incubation, subséquente, aprés trois lavages, avec une
révélateur: Tris-HC1l 10mM pH 7.4, 0.13M MaCl, 3 pour 1000

0.06% 4-Chloro-l~Naphtol (p/v).
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VII.CLONAGE DE L'ADN COMPLEMENTAIRE CODANT POUR L 'ANTIGENE

e T e e e e e e e e

e e e e S

l.Construction de 1a bangue 4'ADN complémentaire

La construction et le criblage de la banque d'expres-
sion d'ARN de vers adultes ont é&té réalisés dans les
conditions expérimentales décrites par Y. Le Bouc et coll.
(71). La synthése du premier brin d4d'ADNc ainsi que du
second Dbrin a été réalisée selon les indications
publiées par Efstradiatis {69}.

Four 1la construction de la bangue d'ADNcC proprement
dite 1la transférase terminale a été fournie par 3RL. La
synthése d'une gueue poly-dG est réalisée en presence de
SU d'enzyme et de dGTP marqué au Tritium durant 3 min a
37°C. La réaction est stoppée par addition 4d'EDTA 5mM
final dans 1'incubat <t chauffage 4 63°C durant 5 min.
100ng d’ ADNc ainsi traités sont ensuite 1iés a un
oligomere de synthése phosphorylée 5'-dAATTCCCCCCCCCCC-3!
La r2action d'hybridation est réalisée durant 16 heures
a 50 °cC.

La réaction de ligation au vecteur Lambda gtl0 est
réalisée & 4°C durant 6 & 24 heures en tampen de ligation
{ 130 mM Tris-HCXI , pH 7.6 , 20mM MgCl , 2mM spermidine,
20 mM DTT, 1 =mM ATP ), en présence de 5 pg de lambda
NM607 digéré par EcoRI et de 4U de T4 ADN ligase. L'ADN

Ky

est ensuite concentré par précipitaticn & 1l'éthanol.
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(i

L'ampaguetage de 1'ADY dans les tes de pnages a été

ct

décrit par Murray (34) La bangue d dté amplifiée sur
E.Coli POF101.

Aprés amplification, les phages sont concentrés par
précipitation au polyéthyléne glycol 6000 a 10% final en
présence de NaCl 1M. La purification de la population de
phages est poursuivie par deux centifugations en gradient
de CsCl. L'ADN des phages est extrait par lyse des tétes.

Les inserts d'ADN complémentaire sont récupérés par diges-—

i

tion EcoRI =t purifiés sur gradient de sucrose. Les rac-
tions correspondant & des fragments 4'ADN de 500 & 2000
raires de bases sont collectées, dialysées, =2t concan-
trées par précipitation éthanolique. Les inserts ainsi
purifiés sont ensuite insérés dans un vecteur d‘expression
dérivé du phage lambda gt 11 gqui permet 1'expression de
génes étrangers sous le contrdle du promoteur du gene laci
(promoteur PL)' La protéine st eXprimée sous une forme
fusionnée avec la f-galactosidase.

2.Criblage de la bangue et sélection des clones
exprimant l'antigeéne de 28000

Un échantillcn de cette bangue produite en lambda
gtll est inoculé sur la souche de E.Coli Y1080 & wune
dilution de 105 phages par boite de 86 mm de diamétre.
Aprés une phase de prolifération a 42°C durant 2 heures,
l'expression de la protéine de fusion, sous le contrdle du

Y

promoteur du lacZ est induite a 37°C en presence d'un

136




inducteur métaboligue 1'isopropyl-a-D~thiocgalactopyrano-
side. Les protéines synthétisées sont adscrbées sur
filtres de nitrocellulose. Les filtres sont saturés par
du sérum de veau foetal & 3% en tampon °BS puis incubés en
présence solt du sérum de rat anti-P28& soit en présence du
sérum de lapin , durant deux heures a 20°C ou 12 heures a
4°C en tampon PBS. Les filtres sont ensuite lavés en
tampon PBS durant 30 minutes puis incubés en présence
d' anticorps anti-rat ou anti-lapin couplés & la biotine.
Le complexe ainsi constitué est révélé par 1l'addition de
de peroxydase couplée & la streptavidine suivie d'une
révélation enzymatique en présence de 4-Chloro-l-ifapntol

{HRP, Bio-Rad) =t 4° H G, a 1 pour 1000 en tampon PBS.

3.Expression de 1'antigéne P28 dans E.Coli

Afin d'exprimer l'antigéne P23 dans E.Coli, avec un
rendement satisfaisant, un dérivé du plasmide 4d'expres-—
sion pPTGY908, dénommé pTG1l924 ( Transgéne ), a été utili-
sé. Ce vecteur contient une origine de réplication, 1le
promoteur PL du bactériophage lambda et la ségquence de
fixation des ribosomes de <¢II incluant 1'extrémicé N-
terminale du geéne <¢II avec, @n particulier, un site de
restriction EcoRI unique situé a guelques 39 paires de
bases en aval du codon d'initiation de traduction ATG du

géne cII et en phase avec celuil-ci.
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VITTI VACCINATION DES PRIMATES

Huits primates, ayant subi au préalable une nmise en
quarantaine de deux mois, ont été vaccinés au laboratoire
soit avec un extrait membranaire de E.Coli, soit avec

T

1' antigéne P28.I contaminé par 20% de produits de F.Coli.

BABOUTINI N° E.COLI cII-P28.1
2 2 fois 100ug -
3 2 fois 200ug -
4 bilharzien -
5 - 2 fois 100ug
<) - 2 fcis 100ug

- 2 fois 200ug

3 - 2 fois 200ug

Les animaux ont reg¢u, mélangé a l'antigene, 1.285mg
d 'hydroxyde d'aluminium a chaque injection. Quatre
semaines aprés la seconde injection les animaux ont été
sounis & une infection d'épreuve par 600 furcocercaires de
S.mansoni. Les animaux ont &té perfusés 45 Jjours apres
l'infestgtion et les vers ont été collectés puis comptés.
Des échantillcns de tissu hépatique ont été fixés par
1' acide picrique. L'étude anatomcpatholeogique des

échantillons a été réalisée par J.A Grimaud, & Lyon.
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