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-RESUME-

L'application de la technique d'hybridation cellulaire dans le domaine de la
schistosomiase, a permis la caractérisation d'un antigéne 38kDa du Schistosoma mansoni.
Cet antigene de nature glycoprotéique représente l'un des immunogeénes majeurs de
différents systémes d'infection expérimentale et humaine.

L'étude des propriétés biologiques et fonctionnelles de deux anticorps monoclonaux
d'isotypes réspectif IgG2a et IgG2c spécifiques de cette molécule ont permis de définir sa
capacité 2 induire la production d'anticorps effecteurs en présence d'éosinophiles et
d'anticorps bloquant cette activité.

Ces investigations sont & l'origine de la démonstration chez 'homme d'anticorps
d'isotype IgM doués d'activité bloquante vis-a-vis du role effecteur d'anticorps d'isotype
IgG effecteurs.

Le role protecteur de 1'épitope défini sur la glycoprotéine 38 kDa par 1'anticorps
monoclonal d'isotype IgG2a a €t vérifi€ par la production d'anticorps anti-idiotypiques
qui miment certains parametres de l'infection par S.mansoni .

Enfin la démonstration de la répartition ubiquitaire de cet épitope oligosaccharidique
sur des structures moléculaires présentes sur différents stades de maturation du parasite
comme sa caractérisation sur différents mollusques d'eau douce ou marin, hdtes ou non
hotes des schistosomes pose le probléme de la signification biologique d'une telle

observation.
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies parasitaires posent au niveau mondial I'un des problémes les plus aigus
de santé publique, on estime en effet a plus de 2 milliards le nombre d'individus touchés
par ce redoutable fléau. Outre les aspects humanitaires, ces infections revétent une
connotation sociale et économique dramatique puisqu'elles représentent une entrave au
développement des pays ot elles sévissent (pays généralement regroupés sous le terme de
nations en voie de développement). D'une maniére presque contradictoire les progres de la
technologie par la multiplication des barrages et 1'élaboration de programmes d'irrigation
ont sensiblement contribué & l'extension de ces maladies, par la dissémination des hotes
intermédiaires vecteurs.

Les efforts engagés par le passé dans le contrdle de ces infections se sont surtout
orientés vers la chimiothérapie et la destruction des hdtes intermédiaires. Pourtant
l'apparition d'insectes vecteurs ou de parasites résistants a ces agents chimiques, le coiit
élevé de ces campagnes, ainsi que la fréquence de réinfection des populations autochtones
(villages proches des sites d'infections ) ont considérablement hypothéqué le succés de tels
programmes. Aussi la mise au point de méthodes d'immunoprophylaxie efficaces reste le
principal espoir dans la limitation de ces infections et justifie de fait les investissements
considérables consentis depuis quelques années.

L'étude des maladies parasitaires a connu au cours de cette derniére décade une
extraordinaire mutation, qui 1'a conduite du stade de 'observation phénoménologique et
descriptive des acteurs de l'immunité anti-parasitaire, 4 une phase d'investigation

moléculaire des mécanismes qui président a son expression.
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Ce domaine a tout naturellement bénéficié de l'introduction des méthodologies les
plus nouvelles notamment celles du clonage moléculaire et de I'hybridation cellulaire qui
sont a l'origine de la caractérisation de molécules potentiellement vaccinantes.

C'est dans ce contexte que nous développerons dans le chapitre consacré a nos
travaux expérimentaux, notre approche de l'identification des antigénes de Schistosoma

mansoni par le biais d'anticorps monoclonaux spécifiques de ce parasite.
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CHAPITRE I

L'IMMUNITE DANS LA SCHISTOSOMIASE.




INTRODUCTION

L'infection par Schistosome se caractérise par la présence de vers bisexués dans les
systtmes veineux portal et mésentérique de 'homme et de différents animaux de
laboratoire. Le parasite peut y séjourner pendant de nombreux mois voire méme plusieurs
dizaines d'années. Cette situation résulte d'un cycle complexe de migration et de maturation
du parasite ou alternent des phases "libres" aquatiques et des stades "captifs" dans
différents hotes. Les femelles pondenf des oeufs qui traversent la barriére intestinale et sont
éliminés par les selles. Au contact de I'eau douce, les oeufs libérent une larve ciliée, le
miracidium, qui infecte 1'hote intermédiaire et donne naissance aux sporocystes qui, par
multiplication asexuée, conduisent a 1'émission, dans le milieu aquatique, de
furcocercaires, formes infestantes pour 1'homme. L'infection cercarienne se fait par
pénétration active transcutanée. A ce stade la cercaire se transforme en schistosomule qui,
par le courant sanguin, migre dans le poumon, puis dans les veines mésentériques de 1'hote

définitif. Les phases de migration s'accompagnent de la maturation des parasites. Trente

jours apres la pénétration cercarienne, la ponte des oeufs débute, refermant ainsi le cycle
parasitaire (Fgure 1).

Bien que de nombreuses études cliniques et épidémiologiques aient permis I'étude de
certains parametres de 1'immunité chez I'homme (BUTTERWORTH et al 1982, 1984,
PHILLIPS et COLLEY 1978), la plupart des informations concernant les mécanismes de
I'immunité a ét€ acquise dans différents modeles d'infections expérimentales comme la

souris, le hamster, le rat, et quelque fois les primates.



FIGURE 1:

-LE CYCLE PARASITAIRE DE SCHISTOSOMA MANSONI-

(la RECHERCHE n°198: juin 1987)




A- L'IMMUNITE NATURELLE ET L'IMMUNITE A ISE :

1) Spécificité d'espece et intraspécifique :

Le degré de résistance a l'infection par Schistosome est trés variable selon les
especes animales étudiées et va de la résistance totale a l'infection jusqu'a la mort de
I'individu, en passant par tous les stades possibles. Sur ces observations, (KAGAN 1958)
propose une classification qui regroupe trois catégories : les animaux totalement résistants,
les hotes qui peuvent étre infectés mais qui ne permettent pas le développement complet du
parasite, et les animaux susceptibles.

Chez le hamster et la souris, considérés comme les hotes les plus sensibles, les
parasites se développent jusqu'au stade mature, s'accouplent et pondent des oeufs.
L'homme se comporte comme un hote susceptible et développe des infections pouvant
durer plusieurs années, qui restent d'ailleurs stables dans les populations d'dge adulte.
Parmi les différents systémes d'infection, le rat tient une place particuliere, et est considéré
comme un hote semi-permissif. 11 peut étre infecté par les cercaires de Schistosomes qui
évoluent ensuite jusqu'au stade de la migration hépatique. Puis, a partir de la 3¢me et de la
4eéme semaine apres l'infection, il rejette spontanément la population parasitaire qu'il
héberge (SMITHERS et TERRY1965b), (MADDISON et al 1970). Ce rejet est suivi
d'une phase d'immunité intense et prolongée a la réinfection (CAPRON-DUPONT 1974),
tandis qu'au niveau sérique s'expriment différents mécanismes immunitaires
spécifiquement dirigés contre les formes larvaires d'infection du parasite, appelées
schistosomules.

Outre les spécificités d'especes que nous venons de décrire, il semble qu'il existe
une différence de susceptibilité a l'infection au sein d'une méme espéce que l'on appelle
spécificité intraspécifique, observée chez I'homme et dans les modéles d'infections

expérimentales (CARDOSO 1953) (KAGAN 1958).



2) L'immunité acquise :

Comme dans de nombreuses infections causées par des virus et des bactéries, I'hote
infecté élabore différents mécanismes de défense qui font intervenir soit des populations
cellulaires sensibilisées (immunité cellulaire), soit des anticorps spécifiques de 1'agent

infectieux (immunité 3 médiation humorale).

a/La réponse cellulaire ;

L'immunité & médiation cellulaire s'exprime différemment en fonction de 1'hote
considéré. De nombreuses réactions témoignent de la'participation cellulaire dans la défense
de I'hdte vis-a-vis de l'infection parasitaire. Au niveau de 1'épiderme, la pénétration
cercarienne induit un afflux de leucocytes polynucléaires et de macfophagcs ; au niveau
pulmonaire chez I'animal immun, une intense réaction inflammatoire se développe autour
du schistosomule (VON LICHTENBERG et RITCHIE 1961).

Dans le cas particulier des hotes permissifs (hotes qui permettent la maturation
parasitaire et la ponte des oeufs de Schistosome), I'immunité a médiation cellulaire se
traduit par la formation d'un granulome périovulaire (constitué essentiellement de
leucocytes polynucléaires et de macrophages) causé par la libération dans les tissus
d'antigénes d'oeufs. La réaction de type granulome a €té assimilée par WARREN et al
(1967) a une manifestation d’hypersensibilit€ retard€e, transférable & un hote sain par
l'injection de cellules ganglionnaires ou spléniques d'animaux infestés parSchistosoma
mansoni, mais non pas par les sérums (VON LICHTENBERG et al 1962, 1963). La
formation du granulome peut d'autre part €tre inhibée par la thymectomie ou le traitement
par les sérums anti-lymphocytaires (DOMINGO er al. 1967, DOMINGO et WARREN
1968).



BORROS et WARREN (1970) ont montré que le matériel antigénique soluble de 'oeuf
peut , en petite quantité, induire une réaction d'hypersensibilité retardée granulomateuse
sans induire de formation d'anticorps détectables par la technique d'hémagglutination. La
technique de formation de granulome irn vitro a pu mettre en évidence le recrutement de
macrophages, lymphocytes, €osinophiles et fibroblastes autour de l'oeuf, et a clairement
montré la spécificit€ immunologique de la réaction (DOUGHTY et PHILLIPS 1981).

D'autres arguments en faveur de la participation des mécanismes cellulaires dans
I'immunité vis-a-vis de la schistosomiase ont été apportés par les expériences de transfert
de lymphocytes thymodépendants chez le rat (PHILLIPS et al 1975), ainsi que par les
expériences de rats thymectomisés (CIOLI et DENNERT 1976).

Il semble donc que l'on puisse impliquer les populations cellulaires
thymodépendantes dans les mécanismes de défense de 1'hote, bien que les lymphocytes T
d'animaux sensibilisés n'induisent in vitro aucune cytotoxicité significative de type CTL
vis-a-vis du stade larvaire du Schistosome (BUTTERWORTH et al. 1979a). 1l parait donc
encore difficile de définir précisément l'incidence réelle de la composante cellulaire de
I'immunité, du fait de I'extréme complexicité€ des parametres mis en jeu. La participation
thymique peut en effet faire intervenir directement les diverses sous-populations de
lymphocytes T, ainsi que d'autres éléments effecteurs de la réponse immune tels que les

anticorps thymodépendants de classe IgE ou IgG2a.

b/La réponse humorale :

Depuis 1958, de nombreuses méthodes de détection des anticorps spécifiques
décrites ont permis 1'étude des parametres de la réaction humorale (KAGAN 1958
CAPRON et al. 1965, 1966, 1969, 1972 ; SMITHERS et TERRY1969a). Pourtant,

aucune corrélation n'a pu €tre établie entre le taux des anticorps sériques et le statut



immunitaire de 1'hote infecté (NAIMARK et al 1957 ; CAPRONet al. 1967). Par exemple,
le rat Sherman est immun dés la 2éme semaine suivant l'infection, alors que le maximum
d'anticorps spécifiques est détecté a la 12¢me semaine d'infection (MADDISON et al.

1970).

Les expériences de transfert passif de sérum ont établi de fagon indiscutable le réle
prépondérant des anticorps dans l'immunité vis-a-vis de Schistosoma mansoni . PEREZ
(1974) démontre que l'activité protectrice du sérum de rat infecté est portée par la fraction G
des immunoglobulines ; SHER et al. (1975, 1977) établissent la méme corrélation chez la
souris. PHILLIPS et al. (1977) confirment ces observations chez le rat par l'injection de
sérum de rat infecté depuis 49 jours. CAPRON et al (1980), en transférant du sérum de rat
Fischer infesté, préalablement déplété sélectivement en anticorps de classe IgE ou IgG2a,
suggerent le role prépondérant de ces 2 isotypes dans 1'élaboration de 'immunité vis-a-vis
de Schistosoma mansoni.

Ces observations ont d'autre part été confortées par 1'effondrement des parameétres
de 'immunité a la réinfection induit chez le rat Fischer déplété sélectivement en cellules B
productrices d'anticorps, par l'injection néonatale de sérum anti-chaine lourde des

immunoglobulines M (BAZIN et al. 1980a).

¢/ L'immunité concomitante :

Des multiples travaux expérimentaux, comme des nombreuses études épidémio-
logiques réalisées chez I'homme, il apparait clairement que la cible essentielle de la réponse
immune est le stade larvaire d'infection, le schistosomule. Inversement, le parasite adulte,
qui semble pourtant étre le stimulus majeur de I'immunité, €lude la réponse immune qu'il

suscite, alors que le schistosomule est détruit. Cet aspect tres particulier de la réponse
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immune anti-parasitaire, originalement décrit par CLEGG et SMITHERS en 1971, a été
appelé immunité concomitante, par analogie & 1'immunité anti-tumorale, ol la greffe d'une
seconde tumeur sur des animaux porteurs d'une premiere tumeur ne permet pas le
développement de la deuxieéme tumeur et entraine un rejet de celle-ci.

L'immunité concomitante permet d'expliquer, tout au moins partiellement, la longue
persistance des infections par Schistosome, grice au maintien d'une charge parasitaire a
peu pres stable.Nous illustrerons dans le prochain paragraphe certains aspects de
I'immunité concomitante, par la description des différents mécanismes effecteurs de

I'immunité, dont la cible essentielle est le jeune Schistosome ou schistosomule.

B- APPROCHE IN VITRO_D 'IMMUNITE : LE A ME
EFFECTEURS.

L'étude in vivo de la réponse immune vis-a-vis d'un agent pathogene est difficile a
mettre en oeuvre, compte tenu de la multiplicité des facteurs mis en jeu, comme l'isotypie
des anticorps, les composants du complément, ou les différentes populations cellulaires qui
peuvent elles-mémes agir ensemble, ou indépendamment, a des périodes précises de
I'infection.

Du fait de cette situation complexe, 'étude des mécanismes de 1'immunité a été
abordée in vitro, grace a différentes techniques qui, certes, ne rendent pas compte de
I'ensemble des mécanismes impliqués dans la réponse immune, mais présentent l'avantage
d'une dissection fine, dans des "syst¢émes contrdlés”, des événements conduisant 3 la
destruction des cibles parasitaires. Ces travaux, initiés en 1972 par CLEGG et
SMITHERS, ont permis depuis la définition de nombreux mécanismes de cytotoxicité
impliquant le complément, ainsi que différentes populations cellulaires effectrices comme le

macrophage, 1'éosinophile, la plaquette et le neutrophile (tableau 1).
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TABLEAU I:
-LES ME ISMES EFFECTEURS DE LA SCHIST MIASE-

Mécanisme Isotype Complément Hétes Références
Y icité
Anticorps cytotoxique IgG ct Singe, Rhésus Clegg et Smithersl972

rat, lapin, homme Capron et al.1972,

1973, 1974, 1977

- icite llulai
dépendante  d'anticorps
Anticorps + neutrophiles IgG ct Rat Dean et al.l974
Anticorps + neutrophiles IgG, ct Cobaye Dean et al.l1975
Anticorps + éosinophiles IgG c~ Homme Butterworth et al.
1974
Anticorps + éosinophiles IgGy, c” Rat M. Capron et al.l1978a
Anticorps + éosinophiles IgG c Souris Ramalho-Pinto et al.
1979
Anticorps + éosinophiles IQE c” Ra£, homme M. Capron et al.l981la
Anticorps + macrophages IgE c” Rat A. Capron et al.l975
Anticorps + macrophages IgG, (o Rat Perez 1975
Anticorps + monocytes IgE (o Homme, babouin Joseph et al.1978

Anticorps + plaquettes IgE C Rat, homme Joseph et al.1983
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1) Mécanism érotoxicité : anticorps 16

CLEGG et SMITHERS (1972) révelent que le sérum de singe Rhésus infecté par
Schistosoma mansoni est capable de détruire in vitro , en présence de complément de
cobaye, 95 & 100 % d'une population de schistosomules. Chez le rat, le lapin, et 'homme,
CAPRON et al. (1972a, 1973, 1974) démontrent le méme mécanisme. Les anticorps
responsables de la mortalité ont ét€ identifiés dans ces différents modeles comme étant des
anticorps de classe IgG dont la cytotoxicité vis-a-vis du schistosomule ne s'exprime qu'en
présence de complément (CLEGG et SMITHERS 1972 ; CAPRON et al. 1972, 1973,
1974, 1977). Ces anticorps sont spécifiques d'especes, ils ne sont détectés que dans les
sérums humains infectés par Schistosoma mansoni et non chez les patients infectés par
Schistosoma bovis (CAPRON et al. 1974), et présentent d'autre part une spécificité de
stade puisqu'ils n'exercent aucune activité létale a l'encontre de schistosomules
pulmonaires de Schistosoma mansoni prélevés 7 jours aprés l'infection, chez le hamster et
la souris (CAPRON ez al. 1974). Cette sensibilité s'explique par l'acquisition d'un certain
nombre d'antigénes d'hte qui proteégent le ver contre les anticorps (CAPRON ez al 1965,
1968 ; DAMIAN 1964, 1967).

Bien que l'étude cinétique d'apparition de l'anticorps létal montre que les taux
lytiques maximaux corrélent avec la période d'immunité a la réinfection, et que le transfert
passif de sérums de rats infectés a des rats sains ait permis d'obtenir des taux de protection
élevés (jusqu'a 80 %) (CAPRON-DUPONT 1974 , PHILIPPS et al 1975), la pertinence
biologique de ces anticorps cytotoxiques reste toutefois a préciser.

En effet, la nécessité d'une source de complément hétérologue et l'inefficacité
démontrée du mécanisme en présence de complément homologue soulévent de nombreuses
interrogations. De plus, la synthese d'anticorps I€tal a pu étre induite chez le lapin par

l'injection de fractions membranaires du Schistosome adulte (CAPRON et al. 1974) et par



un antigéne isolé de la fraction membranaire (SHER et al. 1974a). Pourtant, les animaux
immunisés selon ces méthodes ne développent aucune immunité a la réinfection. D'autre
part, des taux élevés d'anticorps létal persistent chez 1'animal ayant perdu toute immunité a
la réinfection (PEREZ et al 1974). SHER explique ce phénomene de la fagon suivante :

1) In vivo les schistosomules sont moins fragiles qu'in vitro car ils acquierent
rapidement des antigénes d'hote qui les protégent de 1'action de cet anticorps.

2) La protection in vivo est médiée par un anticorps de méme spécificité antigénique
que l'anticorps 1étal mais de classe différente. Cet anticorps agirait dans les tissus a un
niveau inaccessible a l'anticorps l€tal détecté dans le sérum.

3) L'anticorps 1étal n'agit pas seul et pourrait coopérer avec différents constituants
humoraux ou cellulaires.

L'ensemble des arguments présentés ici ne permettent donc pas, pour le moment,
d'établir le role précis de ce mécanisme de cytotoxicité dans l'expression de I'immunité a la
réinfection. Il semble pourtant clair que les anticorps 1€taux ne représentent pas le seul

mécanisme impliqué dans la protection vis-a-vis du Schistosoma mansoni.

2) La cytotoxicité dépendante de cellules :

L'une des caractéristiques majeures des mécanismes cellulaires que nous allons
décrire réside dans le fait qu'ils n'impliquent pas les populations lymphoides habituellement
décrites dans d'autres infections, mais plutdt des cellules phagocytaires, parmi lesquelles le
macrophage et I'éosinophile tiennent une place importante (Figure 2).

D'une manigre surprenante, et bien qu'il ait été démontré par de nombreux travaux
expérimentaux la thymo-dépendance de la réponse anti-Schistosome, aucune information
claire n'a pu révéler la participation des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) dans la

destruction du Schistosome (BUTTERWORTH et al. 1979a). Cette absence de réponse
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FIGURE 2:
-SCHEMA GENERAL DES MECANISMES EFFECTEURS-

IgE  IgE/1gG2a

MACROPHAGE

SCHISTOSOMULE
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CTL est d'autant plus surprenante qu'il a ét€ démontré que les schistosomules peuvent
acquérir a leur surface des produits K/D ou I du complexe majeur d'histocompatibilité de la
souris (SHER et al. 1978 ; GITTER et DAMIAN 1982), ce qui est en principe une
condition nécessairement requise pour qu'une activité CTL puisse s'exprimer. Bien qu'une
réaction d'adhérence de lymphocytes alloréactifs de phénotype Lyt 172,37 ait été observée
sur des schistosomules, cette réaction est insuffisante pour détruire le parasite
(BUTTERWORH et al. 1979a; VADAS et al. 1979).

On ne peut a ce stade que spéculer sur les raisons de 1'absence de lyse des parasites
par les CTL, bien qu'il existe une étape de reconnaissance et d'adhésion cellulaire. Certains
mécanismes d'€vasion pourraient soit limiter soit abolir l'efficacité des processus lytiques

au niveau de l'interface CTL-parasite.

a/ La cytotoxicité dépendante du neutrophile :.

La participation du polynucléaire neutrophile dans les mécanismes de défense de
I'hote vis-a-vis du Schistosome a été suggérée par les travaux de DEAN er al (1974,
1975). Ces auteurs démontrent que des schistosomules incubés en présence de sérum de rat
infecté par Schistosoma mansoni et de neutrophiles de rat sain sont détruits apres 24 a 48
heures d'incubation, et que le facteur responsable de la lyse parasitaire serait un anticorps
de classe IgG. IIs rapportent d'autre part des observations similaires chez le cobaye et
attribuent ce role cytotoxique aux anticorps de classe IgG2. Pour ces auteurs, le
schistosomule serait opsonisé dans un premier temps par les anticorps spécifiques qui
permettraient, dans un deuxieme temps, la fixation des cellules effectrices, suivie d'un

relargage des enzymes lysosomiales du neutrophile, induisant la mort du parasite.
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Ces travaux ont été largement critiqués car les sérums utilisés expriment déja une activité
cytotoxique propre.D'autre part, les anticorps impliqués fixent le complément, et la
participation des neutrophiles, dans ce cas, n'est plus nécessaire pour assurer la
cytotoxicité.Des études plus récentes démontrent que les neutrophiles, bien que capables
d'adhérer a la cible parasitaire, ne lui causent aucun dommage (DAVID ez al. 1980). Aussi

le débat reste-t-il ouvert.

b/ La cytotoxicité dépendante du macrophage :

Deux mécanismes distincts de cytotoxicité ont été attribués aux macrophages, 'un
impliquant des anticorps de classe IgG, l'autre nécessitant la présence d'anticorps de classe

IgE.

*La cytotoxicité liée aux anticorps IgG :

Des cellules d'exsudat péritonéal de rat, incubées 4 heures a 4°C en présence de
sérum de rat immun inactivé par chauffage, présentent une forte adhérence aux
schistosomules. Aprés 24 heures de contact, les schistosomules sont fortement
endommagés, les immunoglobulines en cause sont des anticorps cytophiles de classe IgG1

(PEREZ 1975).

*La cytotoxicité lide aux anticorps IgE :

Des macrophages péritonéaux de rats sains, préincubés dans un sérum de rat immun
vis-a-vis de Schistosoma mansoni, adhérent fortement aux schistosomules de Schistosoma
mansoni , cette étape se traduit apres 20 heures d'incubation par la destruction de 70 4 90 %

des schistosomules (CAPRON ez al. 1975a et b).
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L'étude ultrastructurale révele d'une part d'importantes l€sions des structures
membranaires des schistosomules agressés et que d'autre part ces I€sions sont uniquement
induites par le macrophage. Le sérum de rat immun contient donc un facteur qui se fixe sur
les macrophages normaux, les rendant spécifiquement cytotoxiques du stade larvaire du
Schistosome. Le facteur responsable de ce phénomene est 1'IgE (CAPRON et al. 197 5a,
1975b), il est détruit par chauffage 3 heures a 56°C, par le mercaptoéthanol, et
I'immunoadsorption des sérums immuns par des anticorps spécifiques de la chaine lourde
epsilon des IgE abolit 'activité cytotoxique.

La présence de I'IgE a la surface du macrophage, incubé dans un sérum présentant
une activité cytotoxique, a €té visualisée par la technique d'immunofluorescence utilisant
des anticorps anti-IgE marqués a la fluorescéine et par la technique de formation de
rosettes, dans laquelle les hématies sont couplées aux immunoglobulines de classe E.

Les immuns complexes a IgE présents dans les sérums de rats infectés sont aussi
impliqués dans l'activation du macrophage, l'adsorption des sérums immuns par des
quantités croissantes de sérum de lapin anti-Schistosoma mansoni inhibe sensiblement
I'enrobement des schistosomules (CAPRON et al. 1975¢).

La spécificité anti-parasitaire des IgE dans la réaction de cytotoxicité a ét€ démontrée
par adsorption d'un sérum de rat immun par des antigenes de Schistosoma mansoni .
Celle-ci correspond a une décroissance de la cytotoxicité des macrophages IgE-dépendante,
d'une maniére dose-dépendante avec la concentration d'antigéne utilisée. L'utilisation
d'allergénes non parasitaires ou d'antigénes d'autres espeéces de Schistosomes tel que
Schistosoma bovis ne diminuait en aucun cas le taux de mortalité des larves .

L'interaction IgE-macrophages nécessite une étape de fixation de I'IgE 2 la
membrane cellulaire. Les expériences de JOSEPH etal. (1977) et DESSAINT et al. (1979)
démontrent l'existence d'un site de fixation spécifique et saturable pour 11gE. En effet, la
cytotoxicité dépendante du macrophage peut étre inhibée de fagon compétitive par des IgE

agrégées chimiquement, alors que 1'TgE monomérique n'a aucune action ; d'autre part,
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aucune inhibition n'a été décrite par les IgG monomériques ou agrégées. La fixation de
I'TgE entraine une activation du macrophage qui se traduit par une augmentation du taux de
GMP cyclique et par un relargage d'enzymes lysosomales et d'anions superoxydes
(DESSAINT et al. 1980 ; JOSEPH et al. 1980). Seules les formes polymériques de I'IgE
suscitent l'activation du macrophage, les formes dimeres étant le seuil minimal de
polymérisation permettant I'induction de 1a cytotoxicité.

Parallelement au systeme établi chez le rat, les travaux de JOSEPH et al. (1978)
décrivent un mécanisme similaire chez 'homme, ou I'IgE active les monocytes humains
normaux, les rendant cytotoxiques pour des schistosomules de Schistosoma mansoni .Si le
mécanisme de cytotoxicité dépendante du macrophage n'est pas encore prouvé in vivo , le
parallélisme étroit entre 1'établissement chez le rat de 1'immunité a la réinfection, de
I'évolution du taux d'IgE sériques et de l'activité cytotoxique du macrophage est néanmoins

a signaler.

¢/ La cytotoxicité dépendante de I'éosinophile :

Les premiéres évidences du rdle cytotoxique de 1'éosinophile ont €té rapportées par
BUTTERWORTH et al. (1974). Des éosinophiles humains normaux deviennent
cytotoxiques pour le schistosomule quand celui-ci est incubé en présence de sérums de
sujets parasités. Ce mécanisme, indépendant du complément, fait intervenir une IgG et ne
nécessite pas une présensibilisation des cellules effectrices (BUTTERWORTH et al. 1975,
1977a et b).

Trois étapes successives conduisent a la destruction du stade larvaire du
Schistosome par 1'éosinophile.

La premiere étape se traduit par un contact étroit entre la cible et la cellule.

L'adhérence de 1'éosinophile au schistosomule est induite par un anticorps spécifique qui se



fixe par son fragment (Fab'), a la surface du schistosomule, et réalise le pontage avec

'éosinophile, qui se fixe a l'anticorps par l'intermédiaire d'un récepteur pour le fragment
Fc de 'immunoglobuline.

La seconde étape est alors déclenchée : on observe une dégranulation intense de
I'éosinophile qui libére & la surface du schistosomule son contenu granulaire. Les granules
de I'éosinophile renferment une peroxydase (EPO), une protéine basique majeure (MBP)
ainsi que d'autres protéines cationiques (ECP).

L'étape finale correspond 2 la lyse de la cible par ces différentes substances qui
entrainent une désorganisation du tégument parasitaire (Mc LAREN et al. 1977 ;
BUTTERWORTH et al. 1979b ; OLSSON et al. 1977).

Le role de 1'éosinophile a été étudié dans différents systémes d'infection
expérimentale a Schistosoma mansoni, ces résultats sont présentés dans le tableau 2. Les
travaux de M.CAPRON er al. (1978a et b) révelent un aspect trés particulier de la
cytotoxicité dépendante d'éosinophiles chez le rat, celui de 1'activation de 1'éosinophile par
le mastocyte.Ces auteurs rappellent qu'en plus des €osinophiles, des mastocytes adhérent &
la surface du schistosomule opsonisé. Ils démontrent que le mastocyte seul n'induit aucune
cytotoxicité, mais que la déplétion en mastocytes entraine une chute considérable de
I'activité cytotoxique. L'activité cytotoxique peut €tre restaurée par des produits de
dégranulation mastocytaires, et tout particulierement par 'ECF-A, "Eosinophil Chemotactic
Factor of Anaphylaxis". L'ECF-A agit au niveau de l'expression des récepteurs pour le
fragment Fc des immunoglobulines G de I'éosinophile (M.CAPRON et al. 1981b). Par son
action directe sur I'expression des récepteurs Fc des IgG, le mastocyte stimule 1'activité
cytotoxique de 1'éosinophile. M.CAPRON et al. (1981b) décrivent un mécanisme similaire

d'activation de 1'éosinophile humain.
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Chez le rat Fisher, l'opsonisation du schistosomule par 1gG2a se manifeste dans les
sérums de rats infectés pendant les 6 premiéres semaines de l'infection (M.CAPRON et al.
1978a). Pendant cette période, les éosinophiles de I'animal immun détruisent le stade
larvaire du parasite en absence de sérum immun, les éosinophiles portant des anticorps
cytophiles spécifiques. Puis l'activité cytotoxique décroit et s'accompagne d'un blocage des
récepteurs Fc de 1'éosinophile, parallelement une diminution marquée de la production
d'anticorps spécifiques de classe IgG2a est observée (M.CAPRON et al. 1979). Ces
arguments plaident en faveur d'une réelle activité in vivo du mécanisme de cytotoxicité
dépendante d'éosinophiles.

L'investigation cinétique de la cytotoxicité chez le rat permet la découverte par
M.CAPRON et al. (1981a) d'un mécanisme de cyfotoxicité dépendante d'éosinophiles li€ a
I'TgE, 8 semaines apres l'infection parasitaire. Comme le mécanisme de cytotoxicité induit
par 1'[gG2a, la présence de mastocytes ou de facteurs mastocytaires est nécessaire.
L'éosinophile possede, en plus d'un récepteur pour le fragment Fc des IgG, un récepteur
spécifique pour I'IgE dont l'expression est modulée par 'ECF-A (M.CAPRON et al.
1981b) Aucune réaction croisée n'a ét€ mise en évidence entre le site de fixation de I'IgE et
celui de 1'IgG (M.CAPRON et al. 1981b).

Les mécanismes que nous venons de décrire nécessitent une phase de liaison étroite
entre I'éosinophile et la cible parasitaire, cette liaison est assurée par un anticorps spécifique
de classe IgG ou IgE, mais il faut cependant citer le rdle du complément dans les
phénomeénes d'adhérence de 1'éosinophile au schistosomule. RAMALHO-PINTO ez al
(1978) décrivent en effet un systéme de cytotoxicité nécessitant une coopération entre
I'éosinophile et le complément. Le composé C3b du complément permet la fixation de
l'éosinophile 4 la surface parasitaire par le récepteur C3b de 1'éosinophile. Le complément
peut agir seul, ou en synergie avec des anticorps spécifiques (Mc LAREN et

RAMALHO-PINTO 1979 ; ANWAR et al. 1979) (Tableau 2).
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TABLEAU 2:
-MECANISMES DE CYTOTOXICITE DEPENDANTS D'EQSINOPHILES

DANS L'INFECTION A SCHISTOSOMA MANSONI-

Facteur de reconnalssance Modéle Premiére description
IgG Homme Butterworth (1974)
IgG Rat Mackenzie (1977)
IgGoa Rat M. Capron (1978a)
IgGq Souris ~ Ramalho-Pinto (1979)
IgG Souris Kassis (1979)
IgE Rat M. Capron (1981a)

Complément Rat Ramalho-Pinto (1978)

Complément ' Homme Anwar (1979)
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Cet aspect fascinant du rdle de 1'éosinophile doit étre abordé avec prudence quant a sa
transposition dans l'expression réelle de I'immunité in vivo, du fait de I'extréme diversité
des facteurs humoraux et cellulaires impliqués dans la réponse immune. Il faut cependant
noter que les expériences de déplétion sélective en éosinophiles pratiquées chez la souris
par MAHMOUD et al. (1975), déclenchent une diminution sensible de l'immunité a la
réinfection, soulignant de fait la participation possible de 1'éosinophile dans le mécanisme

immunitaire.

d/La cytotoxicité dépendante de plaquettes :

La participation des plaquettes sanguines dans les mécanismes de cytotoxicité
vis-a-vis du schistosomule a ét€ clairement définie et établie grice aux travaux de JOSEPH
et al. (1983). Ces auteurs démontrent que des plaquettes prélevées chez le rat Fischer
infecté par Schistosoma mansoni tuent le schistosomule aprés quelques heures
d'incubation. Cette activité cytotoxique correle avec 1'état d'immunité 2 la réinfection et est
maximale aux environs de 7 semaines.De plus, des plaquettes isolées de sujets humains
normaux ou de rats sains peuvent €tre rendues cytotoxiques, si elles sont préalablement
incubées en présence de sérums de rats ou d'individus parasités, suggérant de fait
I'existence d'un facteur sérique toxique pour le parasite.

Des expériences ultérieures ont permis a ces mémes auteurs la caractérisation du
facteur responsable de la lyse parasitaire. La thermolabilité, la non-dépendance du
complément, ainsi que l'abolition totale du potentiel cytotoxique des sérums aprés passage
sur des colonnes d'affinité préparées a partir d'antisérums spécifiques des IgE, révélent le
role essentiel joué par I'IgE dans les manifestations cytotoxiques des plaquettes.

La pertinence biologique d'un tel mécanisme a pu étre étudiée in vivo au cours

d'expériences de transfert de plaquettes prélevées chez le rat infecté par Schistosoma



mansoni, & des animaux sains puis soumis a une infestation d'épreuve. Dans ces
conditions, des degrés significatifs de protection (70 %) ont pu étre obtenus, soulignant
ainsi le role potentiel de ce mécanisme dans 1'élaboration de l'immunité vis-a-vis du

Schistosoma mansoni.

3) Mécanismes_effecteurs et anticorps anaphylactiques :

L'étude des différents mécanismes de cytotoxicité souligne le rdle prépondérant joué
par certains isotypes d'anticorps et particulierement celui des anticorps dits
anaphylactiques. En effet, ces anticorps habituellement associés a une fonction néfaste dans
le cadre de I'anaphylaxie, se révelent, dans le cas des infections parasitaires, doués de
propriétés effectrices intenses, étroitement liées a l'expression de l'immunité

anti-parasitaire.

a/ Les anticorps IgE :

Bien que 1'élévation du taux d'IgE sérique au cours de la schistosomiase ait été un
parametre connu depuis les travaux de SADUN et GORE (1970), CAPRON et al. (1975a)
sont les premiers a définir 'aspect positif de cette réponse humorale par la découverte du
role cytotoxique qu'exercent in vitro des macrophages sensibilisés par 1'IgE de rat,
présente dans les sérums d'animaux infectés vis-a-vis de schistosomules de Schistosoma
mansoni..Cette observation est a l'origine de nombreuses études.

ROUSSEAUX-PREVOST et al. (1977, 1978), dans le modele de l'infection
expérimentale du rat par Schistosoma mansoni , démontrent que la phase de rejet du

parasite survenant entre la 3¢me et la 4€me semaine d'infection, s'accompagne d'une
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élévation importante du taux d'IgE totales et spécifiques de Schistosoma mansoni,

décelable au niveau sérique. Dans ce méme modele, ROUSSEAUX-PREVOST et al.
(1978) révelent un étroit parallélisme entre le taux d'IgE spécifiques présent dans le sérum
et la cinétique d'apparition de I'immunité & 1a réinfection. Ces observations reliées a la chute
du taux d'immunité transférable par le sérum immun déplété en IgE, apportent un faisceau
d'arguments en faveur du role positif de 1'IgE dans I'immunité de protection vis-a-vis de

Schistosoma mansoni .

b/ Les anticorps 1g(G2a :

La participation d'une seconde classe d'anticorps anaphylactiques dans les
mécanismes de défense de 1'hote vis-a-vis de Schistosoma mansoni a été€ révélée par les
travaux de M.CAPRON et al. (1978a). Ces auteurs établissent le role essentiel des
anticorps de classe 1gG2a dans l'induction de 1a destruction in vitro des schistosomules de
Schistosoma mansoni par les €osinophiles de rats sains. L'IgG2a (IgGa) représente la
classe majeure des immunoglobulines chez le rat (BAZIN et al. 1974). Elle a été définie par
BLOCH (1968) comme la seconde classe d'anticorps anaphylactiques chez le rat. L'TgG2a
se fixe au mastocyte et induit la libération des médiateurs de I'anaphylaxie comme la SRS-A
(Slow Reacting Substance of Anaphylaxis) (MORSE et al. 1968) et I'histamine (MORSE et
al. 1969 ; BACH et al. 1971a, 1971b). L'IgG2a inhibe la fixation de I'IgE au niveau des
mastocytes du rat et des cellules de basophiles leucémiques de rat (BACH er al. 1971b ;
HALPER et METZGER 1976). 11 faut cependant noter que la fixation de 1'[gG2a au niveau
des récepteurs mastocytaires est beaucoup plus labile que la liaison existant entre le
mastocyte et I'TgE (BACH et al. 1971b).

L'étroit parall€lisme existant entre la cinétique d'apparition de l'immunité i la

réinfection et la manifestation, au niveau sérique de 'animal infecté, d'une cytotoxicité



dépendante de l'éosinopﬁile, prend toute sa valeur dans le contexte des expériences de
transferts passifs de sérum immun déplété sélectivement en anticorps de classe 1gG2a
(CAPRON er al. 1980).11 apparait donc que les anticorps anaphylactiques, présents au
niveau des sérums de rats infectés par Schistosoma mansoni , représentent le support

essentiel de 'immunité & médiation humorale.
4) Signification biologique des mécanismes effecteurs :

Si l'efficacité des mécanismes effecteurs n'est plus 2 démontrer in vitro dans la lyse
de cibles parasitaires, elle souleéve néanmoins des interrogations quant a son expression
réelle au cours des processus biologiques conduisant a l'expression de l'immunité
anti-parasitaire. I faut a ce niveau premi€rement souligner qu'il existe une étroite relation
entre le développement d'une immunité protectrice a la réinfection vis-a-vis du Schistosome
tout au moins chez le rat, et I'évolution du taux d'anticorps anaphylactiques, de la quantité
d'immuns complexes a anticorps anaphylactiques et 1'expression dynamique in vitro des
mécanismes effecteurs (CAPRON et al. 1980). D'autre part, la déplétion sélective en
anticorps d'isotype IgG2a ou IgE des sérums de rats immuns conduit 2 un effondrement
substantiel de I'immunité induite par transfert passif de ces sérums (CAPRON ez al. 1980 ).

Si I'ensemble de ces données permet d'affirmer la participation des anticorps dans
l'installation d'un état d'immunité, il n'autorise pourtant pas de préjuger des populations
cellulaires entrant en jeu. Cependant, de récentes observations apportent de solides
arguments a leurs interventions.

Dans le cas des éosinophiles, des degrés €levés de protection ont été induits chez le
rat par l'injection, au niveau du site de pénétration cercarienne, d'éosinophiles prélevés
chez le rat infecté par Schistosoma mansoni (M.CAPRON et al. 1984). Ces éosinophiles

avaient d'autre part €t€ démontrés porteurs d'anticorps cytophiles et capables de tuer les
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schistosomules (M.CAPRON et al. 1979). Cette observation tient compte des données
histopathologiques révélant la présence in situ d'éosinophiles autour des schistosomules
attaqués (HSU et al. 1971 ; VON LICHTENBERG et al. 1976), et du fait que
I'administration de sérum anti-éosinophiles affecte le taux de protection anti-parasitaire chez
la souris MAHMOUD et al. 1975).

Des résultats similaires ont été rapportés dans le cas des macrophages et des
plaquettes prélevés chez le rat infecté dans les périodes ol I'immunité a la réinfection est
optimale (M.CAPRON et al. 1984 ; JOSEPH et al. 1983).

Aussi fragmentaires que puissent paraitre ces résultats, 'expérimentation in vivo a
néanmoins permis de confirmer les fonctions biologiques des anticorps et des cellules
identifiés in vitro chez 'homme ou chez le rat, et leur parallélisme avec 'expression de
I'immunité. La critique majeure que 'on pourrait apporter a ces systemes demeure dans le
fait qu'ils donnent une image simplifiée de I'enchainement des événements suscités lors de
la réponse immune, et qu'ils ne tiennent pas compte de I'évolution dynamique de celle-ci.
I1s occultent d'autre part les relations de modulation potentielles pouvant exister entre ces
différents mécanismes, aussi bien synergiques qu'antagonistes. De plus, il faut aujourd'hui
admettre que l'immunité vis-a-vis du Schistosome résulte plus d'une expression
multifonctionnelle de ces mécanismes plutot que de 1'exhaltation exclusive de l'un d'entre

cux.

5) Régulation des mécanismes effecteurs :

Si les nombreuses recherches effectuées dans le domaine de la relevence biologique
des mécanismes effecteurs suggerent de fait leur participation dans 1'expression de
lI'immunité in vivo , il semble néanmoins que leur efficacité d'expression soit soumise a

différents mécanismes de régulation qui limitent leurs potentialités. D'autre part, il apparait



clairement que le Schistosome a dii, au cours de 1'évolution, s'adapter a son environnement
et faire preuve d'une remarquable ingéniosité pour éluder la réponse immune qu'il suscite
chez I'hdte. Nous nous intéresserons plus particulierement ici aux phénomenes directement

impliqués dans I'expression des mécanismes effecteurs.

a/ Les molécules dérivées du parasite :

L'hypothése selon laquelle certaines molécules du Schistosome peuvent agir comme
agents inhibiteurs des fonctions de certaines cellules a ét€ suggérée par la démonstration in
vivo et in vitro de l'activité inhibitrice de certains produits métaboliques du Schistosoma
mansoni sur la prolifération des lymphocytes (CAMUS et al. 1979, 1981 ; DESSAINT et
al. 1977).

Ce facteur, dénommé SDIF pour Schistosoma Derived Inhibitory Factor, de faible
poids moléculaire et thermolabile, inhibe la prolifération des lymphocytes T et tout
particulierement celle des CTL dans une culture lymphocytaire mixte, mais sans inhiber la
production d'interleukine 2 IL2 (MAZINGUE et al. 1983). Des préparations purifiées du
SDIF exercent une activité sélective sur la prolifération des cellules T IL2-dépendante, par
contre, elles n'ont aucune activité sur les cellules B lymphocytaires, ou sur les
macrophages.

Le SDIF possede de plus une activité inhibitrice marquée sur la réponse IgE primaire
et secondaire, chez le rat immunisé par le systtme DNP-ovalbumine, quand celui-ci est
injecté simultanément ou peu de temps apres l'antigéne (LANGLET er al. 1984). Cet effet

peut étre attribué a I'action du SDIF sur la prolifération lymphocytaire.
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b/ Les peptides inhibiteurs du macrophage :

Certains peptides possédent aussi une activité régulatrice de l'activation du
macrophage. L'identification de ces peptides provient de 2 séries d'observations
convergentes, 1'une montrant l'existence d'un récepteur pour le fragment Fc des
immunoglobulines G a la surface du schistosomule (TORPIER et al. 1979), l'autre liée a la
démonstration du relargage d'enzymes protéolytiques par les Schistosomes aux différents
stades de leur maturation. Lorsque les molécules d'IgG se fixent au schistosomule par le
récepteur Fc, différentes enzymes commme les sérine-protéases et les aminopeptidases sont
capable de cliver les IgG et de conduire a la libération de différents peptides (AURIAULT
et al. 1980, 1981a).

L'activité des peptides ainsi 1ibérés a été étudiée dans différents systémes effecteurs,
et a conduit A la définition de leur réle inhibiteur dans l'activation et dans l'activité
cytotoxique du macrophage, ainsi que sur la production d'IL1 (AURIAULT et al. 1981a et
b).

Des études plus récentes ont permis la caractérisation chimique des séquences
peptidiques impliquées dans l'inhibition. Il s'agit d'un tripeptide Thr-Lys-Pro qui a depuis
été synthétisé et reproduit 'ensemble des effets des peptides obtenus par clivage des IgG
(AURIAULT er al. 1983, 1985). Ces deux aspects illustrent l'intérét de ces molécules
régulatrices, non seulement dans le contexte des relations qui lient I'hdte au parasite, mais

aussi dans leur utilisation en tant qu'agents anti-inflammatoires et immunosuppresseurs.



¢/ La régulation par anticorps :

Ce dernier mécanisme a récemment permis de démontrer le rle bloquant que
peuvent exercer certains isotypes d'anticorps sur I'expression du role cytotoxique porté par
d'autres isotypes d'anticorps. Nous développerons d'une maniére plus détaillée cet aspect

dans le chapitre consacré a nos travaux expérimentaux (article D).

d/ Modulation de 1a réponse immune par les complexes immuns :

Dans différentes infections parasitaires ou non parasitaires, les complexes immuns
jouent un réle régulateur de la réponse immune. Pour ce qui concerne la schistosomiase, il
a été démontré que des €osinophiles prélevés a différents moments de 1'infection sont
cytotoxiques in vitro pour les schistosomules, sans nécessiter 1'addition d'anticorps dans
le systeme. Des études par la technique de formation de rosettes ont montré la présence
d'anticorps cytophiles a la surface des €osinophiles cytotoxiques (M.CAPRON et al.
1979). Or, a certaines périodes aprés infection, essentiellement aprés une dizaine de
semaines, les €osinophiles de rats immuns sont incapables de tuer des larves, méme si
des anticorps spécifiques leur sont ajoutés. A cette période, les récepteurs Fc sont bloqués,
tout comme le sont des éosinophiles normaux incubés avec des sérums de cette période
particuli¢re (plus particulierement le culot d'ultracentrifugation de ces sérums) de l'infection
par Schistosomes. Par contre, a d'autres périodes, notamment aprés 6 semaines
d'infection, les sérums n'induisent pas une telle inhibition de la cytotoxicité par
éosinophiles. Ces expériences indiquent donc que la fonction effectrice des éosinophiles
n'est pas constante au cours de l'infection mais peut étre modulée a certaines périodes par

des complexes immuns (M.CAPRON et al. 1979).
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6) Les mécanismes effecteurs non spécifiques :

Certains composants humoraux ou cellulaires peuvent eux aussi agir directement sur

la destruction des parasites, et sans pour cela qu'intervienne une phase de reconnaissance
assimilable 2 la liaison spécifique qui lie 1'anticorps a son antigéne-cible.
Ainsi, l'activation du complément par la voie alterne, au niveau de la surface du
schistosomule, conduit a une mortalité tres significative de la larve parasitaire (SANTORO
et al. 1979). Ce résultat illustre I'un des aspects possibles des mécanismes de 1'immunité
non spécifique. L'activité toxique du complément peut €tre amplifiée par la présence de
cellules possédant les récepteurs pour certains composants C3b du complément, comme les
€osinophiles, qui peuvent alors étre activés en absence d'anticorps (ANWAR 1979 ; Mc
KEAN et ANWAR 1981 ; RAMALHO-PINTO et al. 1978). Les expériences de déplétion
en complément par l'injection du facteur du venin de cobra apportent un argument
biologique & ce mécanisme, car dans ces conditions, on observe une chute sensible de
I'immunit€ a la réinfection.

Inversement, la découverte de récepteurs pour les composants C1q (SANTORO et
al. 1979 , OUAISSI ez al. 1981) et C3b (OUAISSI ez al. 1980 ; SAMUELSON et al. 1980)
du complément a la surface du schistosomule, pourrait agir comme un mécanisme
d'évasion du parasite a la réponse immune, par inhibition de l'activation de la cascade du
complément (FAERON et al. 1980 ; IIDA et NUSSENZWEIG 1981).

Dans la schistosomiase murine, le role des cellules NK (Natural Killer) a aussi été
évoqué par une argumentation parallele du nombre de cellules et de leur état d'activation
(ATTALAH et al. 1980 ; ABE et al. 1983). Des études beaucoup plus documentées
concernant l'activité cytotoxique du macrophage de souris activé par les lymphokines, ont
aussi été rapportées (BOUT er al. 1981 ; JAMES et al. 1982 ; KUBELKA et al. 1982 ;

PECK et al. 1983). Poutant, ce mécanisme ne semble pas s'appliquer dans l'infection
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humaine ou l'activité cytotoxique des monocytes décroit au cours de l'infection (OLDS et
al. 1981).

Parall¢lement a ces observations, il est possible d'induire une forte résistance a
I'infection ou 2 la réinfection par différents immunostimulants non spécifiques tels que le
BCG, le corn factor, le muramyl dipeptide, ou l'induction d'une réaction inflammatoire par

des agents chimiques ou bactériens (BOUT et al. 1977 ; MAHMOUD et al. 1979).
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CHAPITRE 1.

IDIOTYPIE ANTI-IDIOTYPIE ET IMMUNISATION

ANTI-IDIOTYPIQUE.




INTRODUCTION

L'étude des infections parasitaires a bénéficié depuis 1982, grice aux travaux de
SACKS et al d'une nouvelle méthodologie d'approche, par l'utilisation d'anticorps
anti-idiotypiques permettant de construire des structures mimant les activités immunisantes
de différents antigenes parasitaires.

Nous n'avons pas la prétention, dans ce chapitre, de présenter d'une maniere
exhaustive l'ensemble des données concernant l'idiotypie des immunoglobulines
accumulées depuis plus de 20 années, tant la littérature est abondante . Mais nous nous
attacherons plut6t a présenter les aspects les plus marquants de ce domaine, pour jﬁstiﬁer
l'introduction des anticorps anti-idiotypiques dans notre approche de l'infection par

Schistosoma mansoni .

A- LA VARIABILITE DES IMMUNOGLOBULINES

Bien que toutes les immunoglobulines présentent une "architecture” moléculaire
identique qui résulte de l'association de 2 chaines lourdes H et de 2 chaines 1égeres L
(Figure 3), ces glycoprotéines se caractérisent par une large diversité d'olt I'on peut
néanmoins définir 3 niveaux essentiels de variabilité. Cette variabilité est étroitement liée

aux genes codant leurs chalnes polypeptidiques constitutives.
1) Les variations isotvpiques :

Les génes codant pour les variants isotypiques sont présents chez tous les individus
d'une méme espece et définissent, par exemple chez I'nomme, les différents isotypes. Ces
isotypes sont codés par les génes correspondant aux chaines lourdes¥1¥2¥3%4, W,a,t, 9,

et aux chaines légeres R, Aet (Figure 4a).
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2) Les variations allotypiques :

Elles dépendent de variations génétiques a l'intérieur d'une méme espece d'un

groupe d'individus, et mettent en jeu différents alleles d'un méme locus. C'est ainsi que les

variants allotypiques Gam(bo) de 1TgG3 correspondent a la présence d'un résidu

phénylalanine situé en position 436 de la chaine “K?, qui n'est pas retrouvé chez tous les

individus. Ces déterminants allotypiques sont généralement localisés dans les domaines

constants des chaines lourdes des immunoglobulines (Figure 4b)
3) Les variations idiotypiques :

Les parties variables, et plus particuliérement les régions hypervariables des
immunoglobulines expriment des déterminants antigéniques qui leur sont propres, et
distincts des marqueurs isotypiques et allotypiques. Chacun de ces déterminants est appelé
IDIOTOPE ;'la somme des idiotopes d' une partie variable constitue 1'TDIOTYPE
(Figure 4c).

Généralement, l'idiotype est spécifique d'un seul clone cellulaire : on parle alors
d'IDIOTYPES PRIVES (Id I). Mais parfois, différents clones cellulaires peuvent exprimer
le méme déterminant idiotypique, appelé IDIOTYPE PUBLIC ou RECURRENT (Id X).

Ces différents marqueurs idiotypiques ont été abondamment étudiés pour détecter et
comparer la structure des régions variables des immunoglobulines grice a la production de

différents anticorps spécifiques appelés anticorps anti-idiotypiques.
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B- STRUCTURE ET LOCALISATI DES IDIOTOPE

1) Structure :

Toutes les parties des régions Vi et V[ des immunoglobulines peuvent €tre
immunogenes, et définir de fait un idiotope. Ainsi, de nombreux déterminants idiotypiques
ont €té caractérisés dans les régions Vi et V1 des immunoglobulines, tant dans les parties
hypervariables que dans 1"ossature”. L'expression d'un idiotope nécessite parfois
l'association d'une région Vyy et V.. Il est toutefois difficile d'établir une regle générale

quant a la structure de ces motifs idiotypiques, les travaux de caractérisation ayant
généralement utilisé des antisérums polyclonaux qui,bien que préparés vis-a-vis d'une
immunoglobuline particuli¢re, sont toujours multispécifiques. Ce dernier aspect se clarifie

actuellement grace a l'introduction des anticorps monoclonaux.
2) Localisation des déterminants idiotypiques :

De nombreux arguments plaident en faveur d'une localisation des idiotopes au
niveau des régions variables et hypervariables des immunoglobulines.

- le fait que les spécificités idiotypiques sont liées a la fonction anticorps

- les fragments Fab, et dans certains systemes les chaines L et H isolées peuvent &tre

reconnues par des anticorps anti-idiotypiques.

- le fragment Fc de la protéine myélomateuse murine MOPC 315 porte les

déterminants antigéniques individuels de la protéine native.

- dans certains systemes d'anticorps anti-hapténe, il est possible d'inhiber

partiellement ou totalement la fixation des anticorps anti-idiotypes sur l'idiotype par
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I'hapténe. Ce dernier argument démontre clairement que certains déterminants
idiotypiques sont effectivement liés au site anticorps, bien que cette derniére

localisation ne soit pas exclusive.
-DE VERTE DE L'IDIOTYPIE

Les premicres observations concernant l'existence des spécificités individuelles des
immunoglobulines ont €té apportées presque simultanément en 1963 grice aux travaux de
OUDIN et MICHEL, dans le cas des anticorps de lapins immunisés contre Salmonella
typhii, et chez 'nomme par KUNKEL, MANNIK et WILLIAMS sur des anticorps
humains spécifiques de déterminants antigéniques des globules rouges.

KUNKEL et al avaient déja montré que les protéines de myélome posseédent des
déterminants antigéniques qui leur étaient propres, localisés dans le domaine variable des
immunoglobulines. En effet, des anticorps préparés contre une immunoglobuline
monoclonale et absorbés de fagon exhaustive avec d'autres protéines myélomateuses ou des
immunogloblilines isolées de sérums humains normaux, continuent a réagir spécifiquement
avec I'immunoglobuline immunisante.

Ces spécificités antigéniques furent dénommées spécificités antigéniques
individuelles des protéines de myélome.On sait aujourd'hui que 1'idiotypie des anticorps et
les spécificités antigéniques individuelles des protéines myélomateuses releévent toutes deux

du méme phénomene regroupé sous le terme d'idiotypie.

1) Expérience d'Oudin_ et Michel ; I'idiotvpie des anticorps

anti-Salmonella typhii :

Au cours de cette expérience initiale réalisée sur des lapins présentant la méme

constitution allotypique (Figure 5 ), des anticorps anti-Salmonella typhii ont été préparés

chez un lapin A.



-FIGURE 5-
-EXPERIENCE D'OUDIN ET MICHEL : L'IDIOTYPIE DES ANTICORPS
ANTI-SALMONELILA TYPHII.-

Le lapin A est immunis€ par S.zyphii. Le lapin B, de méme constitution allotypique que A

est immunisé par un agglutinat de S.fyphii anti-S.typhii de A. Le lapin B produit des
anticorps anti-idiotypiques qui sont précipités par le sérum A mais non pas par le sérum

Ag-
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Ces anticorps, recueillis lors d'une saignée Al, sont ensuite incubés en présence de la
Salmonelle immunisante. Les agglutinats ainsi obtenus sont alors injectés chez le lapin B.
Les sérums recueillis a partir du lapin B contiennent des anticorps qui ne réagissent que

contre les anticorps anti-Salmonella typhii prélevés chez le lapin A, mais aucune réaction
n'est observée avec le sérum du lapin A (A,) prélevé avant immunisation, ni avec le sérum

d'autres lapins immunisés par Salmonella typhii.. L'apparition dans ces conditions de
nouveaux déterminants antigéniques dans le sérum du lapin A était donc bien liée a la
production chez ce méme lapin d'anticorps anti-Salmonella typhii. L'antisérum B fut donc
appelé sérum anti-idiotypique puisqu'il reconnait les idiotypes A, c'est-a-dire les anticorps
anti-Salmonella typhii de A, qui sont eux-mémes définis par leur spécificité idiotypique.

Les anticorps immunisants anti-Salmonella typhii et les anticorps anti-idiotypiques
qui les reconnaissent, constituent le systeme idiotypique de Salmonella typhii.. Ce systeme
idiotypique est révélé par une réaction de précipitation qui, selon la terminologie de
Landsteiner, est appelée réaction homologue. Les nombreuses études réalisées par la suite
ont permis & Oudin et Cazenave de tirer une conclusion paradoxale démontrant que les
mémes déterminants idiotypiques peuvent se retrouver sur des anticorps dirigés contre
différents épitopes d'une méme molécule d'antigéne.

Dans le systeme idiotypique de Salmonella typhii, des réactions de précipitation entre
le sérum anti-idiotypique et un antisérum anti-Salmonella typhii obtenu chez un lapin autre
que le lapin A ont pu étre observées et caractérisent, selon la nomenclature de Landsteiner,
des réactions hétérologues. Ces réactions ont surtout été€ décrites dans d'autres systémes et
plus particulierement avec des anticorps synthétisés chez le lapin contre les polysaccharides

du Pneumocoque ou du Streptocoque.
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2) Production d'anticorps ou de sérums anti-idiotvpiques :

Des sérums anti-idiotypiques peuvent étre préparés par xénoimmunisation, en
injectant des anticorps humains a un lapin, mais dans ces conditions particulieres il est
nécessaire d'extraire préalablement des sérums anti-idiotypiques obtenus tous les anticorps
dirigés contre les déterminants non idiotypiques. Outre ces techniques d'épuisement des
sérums anti-idiotypiques, de tels sérums peuvent étre obtenus chez le cobaye tolérisé
préalablement par l'injection d'immunoglobulines normales d'un animal X, avant
I'injection de l'anticorps produit chez ce méme animal X. Ainsi le cobaye ne synthétise plus
que des anticorps spécifiques des déterminants idiotypiques.

Ces études de l'idiotypie se sont beaucoup développées chez la souris ou l'on
observe de nombreuses réactions hétérologues entre souris de la méme lignée. Cependant,
l'introduction de la technique des hybridomes dans ce domaine a largement contribué & la

caractérisation et a la dissection des déterminants idiotypiques.
3) Evolution des idiotypes au cours de la réponse immune :

Au cours de la réponse immune, les anticorps présentent une hétérogénéité moyenne
et une affinité pour I'immunogene croissant avec le temps. Des observations similaires ont
été réalisées dans le cas des systémes idiotypiques.

En fonction du temps, on observe soit 1'apparition, soit la disparition de nouvelles
spécificités idiotypiques méme si, dans le cas du systéme idiotypique de Salmonella typhii,
on a pu observer la réapparition du méme idiotype apres un intervalle de deux ans,doublée
d'une évolution de la répartition moléculaire des spécificités idiotypiques. Les travaux de
Oudin et Bordenave illustrent ce dernier point par la mise en évidence des mémes
déterminants idiotypiques sur des anticorps d'isotype IgM et IgG spécifiques qui

apparaissent de maniére séquencée au cours de la réponse immune.
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Ces résultats sont en accord avec le fait que les régions variables des chaines lourdes
s'associent aux divers C gamma ,C mu et C alpha.

Chez I'homme, les mémes déterminants idiotypiques ont €té€ retrouvés sur des IgM
et des IgG, myélomateuses. Dans ce cas, l'analyse des séquences des régions variables

montre qu'elles sont identiques.

Ces observations, tout comme la rareté des réactions hétérologues, traduisent
I'hété€rogénéité des populations d'anticorps, et indiquent que plusieurs molécules
différentes peuvent reconnaitre un méme déterminant antigénique. D'autre part, 1'utilisation
de souris de méme constitution génétique suggere que l'expression des idiotopes est
contrdlée par un petit nombre de génes puisque des souris différentes peuvent exprimer les

mémes déterminants idiotypiques.

D - LA THEORIE DU RE IDIOTYPIQUE: LA R LATION
IDOTYPIQUE,

La présence dans les régions variables des anticorps de déterminants idiotypiques
spécifiques capables de susciter la production d'anticorps anti-idiotypiques souléve de
nombreuses questions concernant le role de ces systemes dans l'expression d'une
modulation de la réponse immune. L'existence m€me d'anticorps anti-idiotypiques révele la
présence dans l'organisme de lymphocytes capables de reconnaitre les idiotopes des
différents anticorps. Ainsi, chaque molécule d'anticorps Abl porte des déterminants
idiotypiques qui lui sont propres, capables d'induire la production d'un anticorps Ab2 qui
le reconnait spécifiquement. Cet anticorps Ab2 portera lui-méme ses propres déterminants
idiotypiques qui & leur tour pourront conduire 2 la production d'anticorps Ab3 qui par la

suite seront reconnus par des anticorps Ab4, etc.



Les anticorps ainsi produits pourront soit étre dirigés contre des idiotopes situés |
dans le site de liaison de l'anticorps a 'antigéne (paratope), ou situés en dehors du paratope
(Figure 6). Dans ces conditions, seuls les premiers seront capables d'inhiber la liaison de
l'anticorps a son antigéne-cible. Certains de ces anticorps, nous le verrons plus tard,
peuvent mimer et jouer le role fonctionnel de 1'antigéne initial, et sont appelés anticorps
anti-image interne de 'antigéne, et peuvent de fait susciter différents effets modulateurs.
Leur effet global dépend de différents facteurs dont la plupart n'ont pas encore €té
€lucidés.

Outre les aspects modulateurs liés & l'identité structurale de ces anticorps
anti-idiotypiques avec I'antigéne, les anticorps anti-idiotypiques présentent la particularité,
par rapport aux antigenes, de posséder un fragment Fc, et donc d'interagir avec différentes
populations cellulaires immunocompétentes portant des récepteurs pour ce fragment Fc des

immunoglobulines.
1) La théori rne :

A partir de ces observations, JERNE (1974) a élaboré la théorie des réseaux
idiotypiques, qui pourrait expliquer le maintien de I'homéostase du systéme immunitaire.
Le concept central de la théorie de Jerne se base sur I'hypothése qu'a chaque antigéne ou
épitope correspond un idiotope, son image interne, en d'autres termes, que" 1' univers des
antigénes se confond du point de vue conformationnel avec celui des idiotopes".

Dans la théorie du réseau, trois acteurs principaux interviennent :

- le déterminant antigénique ou EPITOPE

- le déterminant idiotypique ou IDIOTOPE

- le site de liaison de l'anticorps a I'antigéne ou PARATOPE
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FIGURE6:
-REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA REGION VARIABLE DES

ANTICORPS-
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L'épitope E d'un antigéne X introduit dans un organisme se combine a un paratope pj. Ce
paratope p1 exprime lui-méme un idiotype iy qui sera lui-méme reconnu par un paratope py
porteur d'un idiotype i reconnu a son tour par un paratope p3. Dans cet ensemble, les
idiotypes exercent un effet stimulateur, les paratopes un effet inhibiteur. Il arrive qu'un
idiotype iy, li€ au paratope py;, soit reconnu par le paratope pq d'idiotype ij,. Lidiotype i,
est appel€ image interne de I'épitope E. Les molécules pij, qui portent I'image interne de
I'épitope E ont un effet activateur sur I'ensemble pyi{, I'ensemble ppiy exercent un effet
inhibiteur sur I'ensemble pyiy .

Ce schéma rend compte de la réponse immune de la mani¢re suivante: I'élimination
de I'ensemble pyiy (Abl) par l'antigéne supprime son effet inhibiteur sur I'image interne
Ppip €n méme temps que son effet stimulateur sur I'ensemble pjis . Ceci fait que les
cellules pqig E’:chappent a la suppression et expriment leur potentialité. La régulation de la
réponse immune s'opére quasi automatiquement car l'ensemble pi; nouvellement formé

stimule I'ensemble pjpip qui exerce son effet suppresseur sur lui. Cette cascade

d'interactions s'accompagne d'un accroissement des cellules productrices de 1'anticorps
Abl spécifique de I'épitope a l'origine de la mémoire immunitaire.
Ce schéma rend d'autre part compte de l'effet suppresseur induit par les anticorps

anti-idiotypiques . En absence de stimulation par l'épitope E les anticorps anti-idiotypiques

ppiy injectés artificiellement dans ce systeme peuvent se combiner & l'ensemble pyiy qu'ils
contribuent a éliminer , ce qui libere l'effet inhibiteur exercé sur 'image interne pnin qui

stimule alors I'ensemble p1i; comme le ferait I'€pitope E lui-méme (Figure 7).
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FIGURE 7:
-LA THEORIE DU RESEAU-




Bien que depuis 1974 certaines observations soient venues compliquer la compréhension
du réseau idiotypique, comme :

1° - l'existence d'idiotopes différents de ceux des immunoglobulines sur les
récepteurs des cellules T

2° - l'effet inhibiteur et non seulement stimulateur des anticorps anti-idiotypiques sur
la production d'anticorps

3° - l'induction par un anticorps Abl de la productions de plusieurs Ab2
ces études ne remettent pourtant pas fondamentalement en cause la théorie initiale de Jerne.

D'autres travaux sont compatibles avec la théorie et peuvent méme étre interprétés

pour certains d'entre eux comme une véritable confirmation du réseau idiotypique.
2) Arguments expérimentaux :

De nombreux travaux expérimentaux ont pefmis de vérifier la réalité biologique du
réseau idiotypique de Jerne. Ils ont d'autre part révélé les bases de l'activité
immunorégufatrice des interactions idiotypiques dans l'expression de 1'immunité, et ont
également permis de démontrer la réalité biologique de la production spontanée d'anticorps

anti-idiotypiques au cours de 'immunisation.

a/ Role immunorégulateur des interactions idiotypiques :

Selon les conditions expérimentales retenues, les anticorps anti-idiotypiques
stimulent ou inhibent la syntheése des anticorps. Les expériences les plus démonstratives

dans ce domaine ont ét€ pratiquées chez la souris.
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*[a suppression de la réponse anticorps .

Les souris Balb/c immunisées par la phosphoryl choline (PC) produisent des
anticorps anti-PC qui expriment un idiotype prédominant appelé idiotype T15. L'injection
d'antisérum anti-idiotypique spécifique de l'idiotype T15, préparé chez la souris ou le
lapin, supprime la réponse anticorps anti-PC. Ces travaux menés par COSENZA et
KOHLER (1972) conduisent a deux observations essentielles.

Chez la souris Balb/c adulte, l'injection de fortes doses de sérum anti-idiotypique
supprime de fagon transitoire la réponse immune anti-PC (3 a 4 semaines). Lorsque les
souris adultes surmontent cette suppression de courte durée, elles produisent des anticorps
anti-PC qui possédent les déterminants idiotypiques T15.

Inversement les injections néonatales de sérum anti-idiotypique installent uhe
suppression de la réponse anti-PC de longue durée (jusqu'a 15 semaines). Apres cette
période l'injection de la PC conduit & la production d'anticorps dépourvus de l'idiotype
T15.

Cette ({iffércnce de comportement pourrait s'expliquer par le fait que les sérums de
souris nouvellement nées contiennent de faibles quantités d'idiotype T15 contrairement aux
souris adultes. Il est donc possible que les quantités importantes de l'idiotype T15
présentes chez la souris adulte neutralisent rapidement les anticorps anti-idiotypiques
injectés.

Des expériences similaires de suppression ont été entreprises chez la souris A/J
immunisée contre I'hapténe phénylarsonate par HART er al 1972. Ces études révelent que

seuls les anticorps anti-idiotypiques natifs induisent cet effet suppresseur, a l'inverse de
leurs fragments Fab ou Fab'y, ce qui suggere de fait la participation des fragments Fc des

anticorps qui pourraient agir par le biais du complément.



70

Il semble d'autre part que cette suppression idiotypique soit un mécanisme
thymoindépendant puisqu'elle peut aussi bien €tre induite chez la souris Balb/c normale que

chez la souris Balb/c nu/nu, quasiment déficiente en cellules T.

*Exaltation de la réponse immune :

Par la technique de sélection clonale, EICHMANN et al (1975) sont parvenus a
transférer chez la souris A/J un clone cellulaire A5A, producteur d'anticorps
anti-polysaccharide du Streptocoque, obtenu a partir de souris immunisées par le
polysaccharide du Streptocoque. Chez la souris A/J, environ 90% des animaux expriment
le déterminant idiotypique ASA sur leurs anticorps anti-polysaccharide du Streptocoque, et
chez chaque souris, environ 25% des anticorps anti-polysaccharide du Streptocoque
posseédent ce méme déterminant qui est de fait un déterminant idiotypique public.

Dans ces conditions, l'injection d'anticorps anti-idiotypiques anti-ASA, préparés
chez le cobaye, peut induire ou supprimer la production d'anticorps anti-polysaccharide du
Streptocoquej La fraction purifiée dTgG2 anti-ASA exerce une activité suppressive sur la
synthese de l'idiotype ASA sans modifier les autres idiotypes. Cette capacité des IgG2 est
sans doute en relation avec leurs aptitudes a fixer le complément. Cette suppression est de
longue durée, et a pu €tre reliée a la présence de cellules suppressives.

Par contre, I'injection de la fraction purifiée des IgG1 anti-ASA sensibilise la souris
a I'égard du polysaccharide du Streptocoque qui se traduit par une stimulation de la
production des anticorps anti-polysaccharide du Streptocoque portant essentiellement
l'idiotype ASA. Il semble donc que les IgG1 anti-ASA réagissent sur les lymphocytes B,
trés probablement par l'intermédiaire d'un récepteur capable de reconnaitre le

polysaccharide du Streptocoque qui semble porter les déterminants idiotypiques ASA.
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In vitro, les expériences de TRENKNER et RIBLET (1975), réalisées sur des |
cellules de souris Balb/c immunisées par la PC indiquent que l'interaction des anticorps
anti-idiotypiques avec les récepteurs appropriés des lymphocytes B induit la production
d'anticorps anti-PC et que ces anticorps portent les déterminants idiotypiques contre
lesquels les anticorps anti-idiotypiques utilisés €taient dirigés. A dose relativement faible,
on obtient une stimulation des lymphocytes B tandis qu'a des doses 100 fois plus

importantes, on induit une suppression idiotypique.

La caractérisation de ces anticorps représente certainement 1'un des arguments

majeurs en faveur de la réalité physiologique du réseau idiotypique. L'existence de
I'ensemble p,iy correspondant aux auto-anticorps anti-idiotypiques spontanés, a été

observée dans le cas des immunisations par différents antigénes chimiques et dans le cas
des allogreffes. Dans ces systé¢mes on observe la production d'anticorps Ab2 parfois méme
d'Ab3.

Des anticorps anti-idiotypiques ayant fonction d'image interne ont été€ décrits . SEGE
et al dés 1978 montrent que les anticorps anti-idiotypiques des anticorps anti-insuline
peuvent mimer les effets de l'insuline. Dans ce cas, il existe une identité structurale
suffisamment étroite entre l'insuline et I'anticorps pour que cette image interne reproduise
les fonctions biologiques de I'hormone.

Des Ab2 spécifiques d'anticorps anti-acétylcholine ou anti-homologues structuraux
de l'acétylcholine peuvent se lier au récepteur de l'acétylcholine. Dans le cas de
I'immunisation de souris contre un analogue structural de l'acétylcholine, des anticorps
Abl sont produits mais spontanément on observe des auto-anticorps Ab2 dont certains sont

capables de se lier au récepteur de l'acétylcholine (CLEVELAND et al 1983).
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Des anticorps Abl, préparés contre l'allotype b6 de la région constante kappa des
immunoglobulines de lapin, induisent par immunisation la production d'anticorps Ab2 qui
reconnaissent tous les anticorps anti-b6.De plus, les anticorps Ab3 préparés vis-a-vis de cet
anticorps Ab2 réagissent avec les immunoglobulines de lapin portant la spécificité

allotypique b6, comme le faisait 'anticorps Abl (ROLAND et CAZENAVE 1981).
nclusion :

Les travaux que nous venons de rapporter ici et qui ne représentent malheureusement
qu'un trop bref résumé des nombreuses études réalisées dans ce domaine, indiquent
néanmoins l'extraordinaire évolution de la notion d'idiotypie accomplie depuis la
découverte en 1963 des variations idiotypiques.

Outre la caractérisation et la localisation moléculaire des motifs idiotypiques et
I'’étude de leur expression au niveau des immunoglbbulincs, les déterminants idiotypiques
et les réponses immunes qu'ils suscitent ont permis de reconsidérer l'extréme complexité
des mécanisrhes de régulation de la réponse immune. Ils ont conduit Jerne (1974) a
proposer une théorie rendant compte de I'homéostase du systéme immunitaire.

Cette théorie du réseau idiotypique a permis de mieux appréhender les effets
immunorégulateurs des interactions idiotypiques dans le maintien de 1'équilibre dynamique
du syst¢éme immunitaire, et d'ouvrir de fait de nouvelles perspectives dans
I'immunomanipulation de la réponse immune par le biais des potentialités propres des
différents anticorps anti-idiotypiques, selon qu'ils sont induits par des idiotopes
paratopiques ou non paratopiques. C'est dans ce contexte que nous développerons

maintenant l'aspect de l'immunisation anti-idiotypique.
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E- LES IMMUNISATI IDIOTYPIQUE
1-Les différents anticorps anti-idiotvpiques :

Comme nous l'avons déja évoqué dans ce chapitre, l'injection dans un organisme
d'un anticorps Abl conduit a la production d'anticorps Ab2 spécifiques des idiotopes de
I'anticorps Abl, mais qui expriment des propriétés tres différentes selon qu'ils sont
spécifiques d'idiotopes situ€s dans le paratope ou hors de celui-ci. C'est ainsi que sur la
base de la reconnaissance des idiotopes, on peut définir 4 catégories d'anticorps

anti-idiotypiques ( Figure 8):

a)-les anticorps anti-idiotypiques alpha:.( Ab2a) aussi appelés selon Oudin anticorps

anti-idiotype "vrais", spécifiques d'idiotopes non paratopiques

I

b)-les anticorps anti-idiotypiques beta (Ab2 8) qui sont induits par des idiotopes

paratopiques qui, puisqu'ils sont reconnus par l'anticorps Ab2 comme l'est I'épitope,
portent l'image interne de 'épitope. Ces Ab2 8 sont donc capables de mimer les propriétés
immunologiques fonctionnelles de cet épitope, et sont de fait capables d'induire la
production d'anticorps Ab3 qui doivent refléter les propriétés des anticorps Ab1 initiaux.

Ces anticorps présentent d'autre part la propriété d'inhiber la réaction Ab1-épitope.

¢)-les anticorps anti-idiotypiques gamma (Ab2Y) : ces anticorps, bien qu'ils inhibent

la réaction Abl-épitope, ne portent pas I'image interne de l'épitope. IIs sont
généralement dirigés contre des idiotopes proches du site de liaison anticorps-antigéne et
exercent leur effet par inhibition stérique ou modification conformationnelle du site

paratopique.
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FIGURE 8 :
-LES DIFFERENTS ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES-
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d)-les anticorps anti-idiotypiques epsilon (Ab28) : ces anticorps représentent une
catégorie un peu a part puisqu'ils reconnaissent d'une part les idiotopes présents sur

'anticorps Abl, mais aussi des structure présentes sur l'antigéne (BONA er al 1982).

Parmi les anticorps anti-idiotypiques, les Ab2 B tiennent une place toute particuliére
puisqu'ils portent 1'image interne de 1'épitope. De nombreux travaux ont ét€ consacrés a
I'étude de leur possible utilisation comme antigénes de substitution, dans 1’
immunoprophylaxie des maladies transmissibles.Mais leurs propriétés ont aussi été
exploitées dans des domaines aussi divers que la cancérologie,l'autoimmunité,la
transplantation d'organe et le diagnostic.

Avant d'illustrer ces différents aspects des immunisations idiotypiques ,il semble
opportun d'établir,grice a quelques exemples les relations liant un épitope a son image
interne portée par la molécule d'anticorps Ab28. Nous verrons comment au-dela d'une pure
relation d'identité moléculaire on peut concevoir d'une maniere plus large la notion
d'identité conformationnelle. Nous illustrerons ces propos grice aux modeles d'études

décrits par ROITT ez al 1985.

2)D

Considérons un €pitope hypothétique défini au niveau d'un antigéne par un

enchainement de 4 ou 5 acides aminés (Figure 9a).L'image de cet épitope portée par
l'anticorps Ab28 révele la méme séquence d'acides aminés dans sa région hypervariable
(Figure 9a) . Les chances d'obtenir ce méme motif sur I'anticorps Ab2 B sont difficiles a
estimer , et bien que ce type de combinaison soit compatible avec la divérsité des
anticorps,cette séquence d'acides aminés doit aussi tenir compte , pour é&tre efficace , de

son environnement peptidique dans la molécule qui influe sur sa configuration spatiale et

donc sur son degré d'identité avec 1'épitope .
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FIGURE9 :
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a) "Mimicrie" des résidus de contact.

Les sites de contact entre l'anticorps et l'antigéne doivent étre nombreux afin
d'assurer une bonne cohésion du complexe immun ,d'autant plus nécessaire que les
interactions mises en jeu sont de faible énergie. Ces liaisons multiples sont facilitées par la
structure en "creux et bosses” du site de fixation de l'anticorps . Les antigénes de petite
taille pénétrent profondément dans le site, alors que les antigénes globulaires établissent des
contacts beaucoup plus superficiels (Figure 10a et b). Dans ce dernier cas les points de
contact peuvent donc intéresser des acides aminés €loignés les uns des autres et méme
situés sur des chaines peptidiques différentes.

Si l'on suppose que le contact de l'antigéne s'exerce par 4 résidus présents
(Figure 11 a) des acides aminés placés de la méme maniere sur différentes chaines
peptidiques de l'anticorps Ab2 B peuvent donc simuler l'antigéne (Figure 11b). Dans ce
cas l'image interne est restituée par la disposition des résidus de contact et non par la forme
générale des molécules d'anticorps Ab2 et de l'antigéne qui peuvent étre donc trés
différentes. Dans ces conditions il n'est pas nécessaire de postuler une identité parfaite de
structure ,d'autres acides aminés pouvant assurer des liaisons similaires.On peut parler
dans ce cas d'antigéne de substitution pour un anticorps anti-Id méme s'il ne porte pas

l'image interne vraie .

b) Résidus de contact obligatoire.

La notion de réaction croisée entre un anticorps anti-Id et l'antigéne peut étre étendue
aux antigénes non protéiques comme les carbohydrates .Ces réactions avaient été
expliquées par ERLANGER (1985) par une identité conformationnelle ,mais ROITT et al
1985 proposent une autre hypotheése en relation avec la notion de résidus de contact

obligatoire : I'image interne ne serait plus définie par une identité conformationnelle, mais



78

FIGURE 1] :
"MIMICRIE DES RESTDUS DE CONTACT" -
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FIGURE 12 :
-RESIDUS DE CONTACT OBLIGATOIRE-
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par l'interaction avec des acides aminés dominants (Figure 12).Cette hypothese pourrait |
expliquer I'induction par une image interne protéique d'une réponse anti-polysaccharide
(BONA et KOHLER 1984) ou la production d'anticorps anti-Id contre de petites molécules
,comme les agonistes de l'acétylcholine (CLEVELAND et al 1983) ou vis- a- vis
d'agonistes de B adrénergiques (SCHEIBER et al 1980). Dans ces deux cas les anticorps
anti-Id ne ressemblent pas a I'agoniste mais comme ces agonistes ils interagissent avec les

mémes résidus de contact obligatoire au niveau des récepteurs (Figure 13 aet b).

Bien qu'il existe des méthodes immunoprophylactiques & I'encontre des principales
infections virales et bactériennes,la production de vaccins plus efficaces et surtout
dépouvus d'effets secondaires néfastes demeure aujourd'hui une priorité de tout premier
ordre .

En effet certains vaccins utilisant des agents pathogeénes atténués peuvent étre
toxiques, d’a;Jtre part la production de certains vaccins est limitée par les difficultés
d'obtention de quantité suffisante de matériel antigénique compatible avec son utilisation &
large échelle. Pour ces différentes raisons 1'élaboration de vaccins idiotypiques pourrait
palier & ces inconvénients grice a la production d'anticorps anti-idiotypiques ou & leurs
fractions dérivées ,permettant une production massive de matériel vaccinant dépourvu de
tout contaminant toxique inducteur de réactions secondaires.

Nous présenterons ici a 'aide de quelques exemples de la littérature les résultats
prometteurs obtenus dans le cas des infections virales, bactériennes et parasitaires

(Figurel4)
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FIGURE 13 :
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FIGURE 14 .
-PRINCIPE GENERAL DES IMMUNISATIONS ANTIL-IDIQTYPIQUES-
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a) Images internes d'épitopes viraux et bactériens.

De nombreux arguments en faveur de la pertinence physiologique des images
internes ont été apportés dans les infections bactériennes et notamment dans le systéme de
la phosphorylcholine.

Ces anticorps monoclonaux anti-idiotypiques couplés a I'hémocyanine de patelle
KLH peuvent se substituer a l'antigéne natif e‘t induire une immunité protectrice vis-a-vis de
l'infection par Streptococus pneumoniae chez la souris , alors que I'anti-Id seul ne révéle
aucune activité. Dans ces conditions il semble donc que le couplage a la KLH soit
indispensable pour la stimulation des cellules T.

Les travaux de STEIN et SODERSTROM (1984) démontrent que 1'administration
néonatale d'anticorps anti-Id spécifiques sensibilise I'animal vis-a-vis des Escherichia coli
de type K13 . Ce traitement conduit a une production beaucoup plus intense et précoce
d'anticorps anti-E.coli par rapport aux animaux non traités. Ces €tudes prennent un intérét
tout particulier car il est généralement admis que la réponse immune spécifique des sucres
est tardive et glifﬁcile a établir chez le sujet jeune.

D'autres auteurs ont utilisé les anticorps anti-Id pour stimuler la réponse humorale et
cellulaire vis-a-vis d'antigénes viraux. KENNEDY et al 1983 montrent que la production
d'anticorps IgM et IgG spécifiques des antigenes de surface du virus de I'hépatite B est
stimulée par un traitement anti-idiotypique préalable de la souris . ERTL et al 1984 par
préimmunisation anti-idiotypique protegent la souris de l'infection par le virus Sendai
(SV).

La stimulation de I'immunité a médiation cellulaire par les anticorps
anti-idiotypiques a été observée dans l'infection par le réovirus grice a l'injection préalable
d'un anticorps anti-Id syngénique dirigé contre un anticorps spécifique de 'hémagglutinine

virale (SHARPE er al 1984).
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Enfin UYTDEHAAG et OSTERHAUS (1985 ) produisent des anticorps |

neutralisant le polyvirus de type II chez I'animal par I'injection d'un anti-Id monoclonal .

b) Images internes d'épitopes parasitaires.

C'est dans l'infection par Trypanosoma rhodesiense que le rdle protecteur des
anticorps anti-idiotypiques a €té pour la premicere fois démontré ( SACKS ez al 1982).
Dans ce modele des anticorps polyclonaux anti-Id spécifiques d'anticorps monoclonaux

dirigés contre des antigénes variables du Trypanosoma rhodesiense (VAT) ont été préparés
chez la souris S/J. L'injection de la fraction IgGq purifiée chez la souris Balb/c modifie

considérablement le cours d'une infection ultérieure par le trypanosome par rapport au
groupe d'animaux témoins. Cette immunité s'exprime soit par une diminution de la
parasitémie, ou par une sélection des parasites exprimant le VAT correspondant.
Récemment SACKS er al. 1985 ont étendu leurs études a un parasite intracellulaire le
Trypanosoma cruzi. Ces auteurs ont produit des anticorps anti-Id polyclonaux de lapin
contre l'anticorps monoclonal WIC-29-26 spécifique d'un épitope glycanique de l'antigéne
72 kDa présent a la surface des stades trypomastigote et épimastigote du parasite
(SNARY et al 1981). Cette glycoprotéine GP 72 est capable d'induire une immunité
partielle chez la souris infectée par le stade métacyclique des trypomastigotes du
Trypanosome (SNARY et a/ 1983). L'immunisation de souris Balb/c,de cobayes et de
lapins par l'antisérum de lapin anti-WIC 29-26 conduit & la production d'anticorps
capables de se fixer a la GP 72 mais qui ne présentent aucune activité protectrice. Ces
résultats suggerent donc que les anticorps anti-Id injectés portent 1'image interne d'un

épitope sucré du Trypanosome.



¢) Anticorps anti-idiotypiques et cancer.

L'immunité anti-tumorale est un mécanisme complexe qui fait intervenir des
composantes humorales et cellulaires. Bien que certaines tumeurs expriment des antigénes
de surface spécifiques (FOLEY 1953), les essais immunothérapiques se sont révélés
décevants,et pourraient s'expliquer par un état de suppression des cellules T (NORTH et al
1982). Dans ces conditions les anticorps anti-idiotypiques du fait qu'ils se présentent sous
une forme moléculaire différente de l'antigéne nominal pourraient court-circuiter cette
suppression et stimuler I'immunité.Certaines observations semblent indiquer que les
anticorps anti-Id agissent au niveau de clones silencieux non stimulables par l'antigéne
(BONA etal 1981, CAZENAVE 1977).

KOPROWSKI et al 1984 montrent que seuls les patients atteints d'adénocarcinome
gastro-intestinal traités par des anticorps monoclonaux spécifiques de la tumeur ,qui
développent des anticorps anti-Id, présentent une réﬁﬁssion. Des résultats similaires ont été
décrits chez un patient atteint d'un lymphome a cellules B par MILLER ez al 1983. Le
succes de cesptraitements dépend de trés nombreux facteurs, comme la dose des anticorps
injectés,leurs isotypes,l'utilisation de protéines porteuses ou d'adjuvants, de la nature des
tumeurs et de leur état de progression.

A Tinverse dans certaines circonstances l'induction d'un état de tolérance ou de
suppression pourrait étre bénéfique dans le cas des maladies auto-immunes ou dans le cas

des transplantations d'organes.

d) Anti-idiotypes.maladies autoimmunes et transplantations,

La tolérance peut €tre définie comme une absence de réponse vis-a-vis d'un
antigéne. La tolérance a I'encontre des composants du soi n'est pas due & une absence de

cellules auto-agressives mais correspond a une suppression active de ces clones cellulaires

(COHEN et WEKERLE 1973 , FELDMAN et al 1985).
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Classiquement deux types de tolérance sont définis, la tolérance a faible dose, la
tolérance a forte dose,d'autre part il est possible d'induire une tolérance vis-a-vis d'un
hapténe par couplage sur des molécules porteuses tolérogenes. Dans ces conditions en
fonction de la forme d'injection ou de la dose administrée ,les anticorps anti-Id peuvent
étre utilisés dans la manipulation et l'orientation de la réponse immune.

La tolérisation par l'image interne a ét€ envisagée dans le cadre de la thérapie des
maladies autoimmunes .Dans la myastenia gravis, le récepteur pour 'acétylcholine est
impliqué, l'injection de l'image interne du récepteur (dans ce cas les cellules immunes du
patient portent le paratope ) bloque les cellules immunes du patient et arréte la maladie.
BROWN et al 1979 traitent avec succes la néphrite tubulointersticielle auto-immune induite
du cobaye par l'injection d'anti-Id dirigés contre des anticorps spécifiques des membranes
basales des tubes corticaux rénaux de lapin.

Dans le domaine des transplantations il est poésible par le biais d'anticorps anti-Id de
bloquer les interactions entre le systeme majeur d'histocompatibilité et les cellules immunes
B et T, puisque ces cellules portent elles- mémes ce type de déterminants,ce qui permet de
fait d'inhiberﬁles réactions de rejet greffon contre hdte ou hote contre greffon ( Mac

KEARN et al 1974).

e) Application des anticorps anti-idiotypiques au diagnostic,

L'étroite identité liant 1'image interne et 1'épitope a aussi été exploitée dans le
domaine du diagnostic dans les techniques de dosage d'un épitope dans une préparation
antigénique brute. POTOCNJAK er al 1982 décrivent le dosage d'un épitope de
plasmodium dans les glandes salivaires du moustique par une technique de compétition
entre un anti-Id marqué et I'antigéne de Plasmodium berghei .Ces travaux ouvrent des
perspectives prometteuses dans la production d'une nouvelle génération de réactifs

biologiques applicables au dosage des antigénes circulants dans les liquides biologiques.
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De fait il est possible a ce stade de dresser les premiéres conclusions concernant les
immunisations anti-idiotypiques et d'anticiper leurs développements dans un futur proche.

L'utilisation des anticorps anti-idiotypiques comme antigenes de substitution
représente une alternative prometteuse dans la production massive de matériel vaccinal pour
des antigénes non protéiques dont la synthé&se par les voies classiques du clonage
moléculaire est aujourd'hui impossible.De plus l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques
portant 1image interne d'un antigéne oligosaccharidique limiterait considérablement le délai
de la réponse immune souvent observ€ pour les structures sucrées.

Cependant,malgré les progrés réalisés dans les modeles d'immunisation anti-
idiotypique de nombreuses questions doivent trouver une réponse avant toute tentative
d'application chez I'homme.Ces différents aspects sont tributaires des doses et de la
posologie de 'administration des anticorps anti-idiotypiques permettant l'installation d'une
immunité efficace et prolongée.Ce probleme reste actuellement en suspens, car il est
difficile de pfévoir les doses optimales d'anticorps anti-idiotypiques a injecter, étroitement
dépendantes de leur nature isotypique, de leur degré d'identité avec l'antigéne nominal et
de l'affinité de ces préparations pour les cellules immunocompétentes de 1'homme.De plus
les perspectives d'immunisation anti-idiotypique nécessitent la mise au point d'adjuvants
naturels dépouvus de toute toxicité.

Enfin l'injection chez I'homme de protéines étrangeres peut induire des effets
secondaires néfastes,tels que des maladies sériques,une €limination rapide des anticorps
anti-idiotypiques ou I'induction de maladies a complexes immuns.

Ces effets nocifs pourront certainement €tre limités par la construction d'anticorps

chimeriques produits a partir des domaines variables des anticorps anti-idiotypiques de rat
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ou de souris et des domaines constants d'immunoglobulines humaines (MORRISON et al
1984), ou par la construction d'hybridomes homologues humains, ou l'isolement apres
traitement appropri€ de l'image interne portée par ces molécules, premiere étape dans la

construction d'images internes synthétiques.



88

CHAPITRE I1I.

TRAVAUX EXPERIMENTAUX.




89

OBJECTIFS ET STRATEGIE

Nos travaux expérimentaux s'inscrivent dans le cadre de l'approche immuno-
prophylactique de l'infection par Schistosoma mansoni.. Ces études entreprises depuis
1978 procedent du double intérét de la caractérisation des antigénes de Schistosome
potentiellement protecteurs et de I'analyse fine des mécanismes effecteurs et de régulation
de la réponse immune pouvant conduire a une approche rationnelle de
l'immunoprophylaxie des schistosomiases. Ces études nous ont conduits a envisager la
production d'anticorps monoclonaux de rat spécifiques du Schistosoma mansoni.

La construction d'’hybrides producteurs d'anticorps monoclonaux de rat se justifie
par le fait que le rat développe au cours de l'infection par le Schistosome une réponse
immune 2 de nombreux égards similaire & celle observée chez I'hnomme. En effet tous les
mécanismes effecteurs décrits chez le rat ont pu étre 2 leur tour identifiés dans l'infection
humaine et inversement (M.CAPRON etal 1986). Ces mécanismes, comme nous l'avons
décrit précédemment, font intervenir différentes populations cellulaires comme
I'€osinophile, le macrophage et la plaquette, et des anticorps de classes anaphylactiques.

C'est sur ces que bases nous avons élaboré une stratégie expérimentale pouvant se
résumer en trois points essentiels :

1) produire des sondes monoclonales spécifiques du parasite,
exprimant des propriétés biologiques identiques a celles observées dans les
sérums d'infection.

2) utiliser ces sondes pour caractériser et isoler les antigénes cibles
de ces mécanismes effecteurs.

3) obtenir par les méthodes du clonage moléculaire des antigénes

recombinants exprimant les propriétés fonctionnelles des antigénes natifs.
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Nos sondes monoclonales ont €t€ produites par la technique d'hybridation cellulaire,
a partir de cellules spléniques de rats infectés par Schistosoma mansoni et des cellules
myélomateuses de souris Balb/c (souche PX3 Ag8 ) ou de rat LOU souche IR 983F
(BAZIN et al 1980b) (Figure 15).
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FIGURE 15:
-PROTOCOLE DE PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCT.ONAUX-

=

A

Cellules spléniques,

iCellules de myélome

\/

EEEEEHE] ‘

Selection des hybrides

Detection des anticorps en milieu HAT

‘alvéoles positives”

. ’ . ———»Congelohon

/NN

Detection des anticorps l

clones positifs — — Congélation

|

[NOUVEAU CLONAGE |

l

MULTIPLICATION DES CLONES SELECTIONNES | ——» Congélatic

Croissance en culture ‘ Induction de tumeurs

Y

Surnageant de culture: Serum /liquide d ascite:
~1pg/ ml d’anticorps spécifique 5-20mg/ml d'anticorps

specifique



92

ARTICLE A : PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX SPECIFIQUES DU
SCHISTOSOMA MANSONI.

Ne disposant pas dans un premier temps de cellules myélomateuses de rat
exploitables dans un syst¢eme d'hybridation cellulaire, la production d'anticorps
monoclonaux de rat a €t€ envisagée dans le cadre de fusions hétérologues RAT X
SOURIS, utilisant des cellules myélomateuses de souris et des lymphocytes de rats infectés

par Schistosoma mansoni .

Bien que depuis les travaux originaux de KOLHER et MILSTEIN (1975) de
nombreux anticorps monoclonaux spécifiques d'antigénes divers aient été décrits,
l'application de cette méthodologie dans un systéme hétérologue soulevait de multiples

interrogations.
--Les fusions hétérologues permettent-elles la construction d'hybrides
sécrétant des anticorps monoclonaux de rat spécifiques du

Schistosome ?

--Les anticorps obtenus dans ces conditions expriment-ils des

activités biologiques ?

--Les hybrides hétérologues ainsi produits sont-ils stables ?
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L'étude des propriétés immunologiques et biologiques présentée dans cet

article a abouti aux résultats suivants :

1) Les hybrides cellulaires hétérologues obtenus dans ces conditions synthétisent
des anticorps monoclonaux de rat spécifiques du Schistosoma mansoni décelables
dans les surnageants de culture des cellules hybrides par la technique

d'immunofluorescence sur coupes de schistosomules.

2) Ces anticorps révelent une tres large diversité isotypique : 1gG2a, IgG2b, IgG2c,
IgM et IgE.

3) Certains de ces anticorps expriment dans les différents systémes étudiés des
niveaux de cytotoxicité vis-a-vis de la larve parasitaire comparables & ceux

couramment observés dans les sérums de rats infectés par S.mansoni.

4) L'incidence des populations cellulaires hybrides productrices d'anticorps est
relativement élevée, toutefois ces hybridomes hétérologues sont peu stables et

n'autorisent pas une production massive de matériel monoclonal.
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IMMUNOLOGIE. — Production d'anticorps monoclonaux anti Schistosoma mansoni.
Etude préliminaire de leurs activités biologiques. Note (*) de Claudie Verwaerde, Jean-Marie
Grzych, Hervé Bazin, Monique Capron et André Capron, transmise par Jean-Frangois Bach.

Les anticorps monoclonaux anti Schisiosoma mansoni ont été produits par hybridation de lymphocytes
spiéniques de Rats infectés par ce parasite et des cellules P3-X63-Ag8 BALB/c.

L'étude des activités biclogiques des surnageants a permis de caractériser la production d'anticorps IgE
a forte acuvité réaginique et d’anticorps qui. soit en présence de complément, soit en coopération avec des
¢osinophiles. ont témoigné d’une activité cytotoxique marqueée pour des schistosomules in virro. Cette métho-
dologie ouvre de nouvelles perspectives pour i'étude des fonctions des anticorps antiparasites et I'isolement
des antigénes cibles.

Monoclonal antibodies against Schistosoma mansoni have been produced by fusion of splenic Ivmphocytes
from S. mansoni infected Rats and P3-X63-Ag8 BALB/c cells.

In vitro and in vivo studies of the biological activities of these antibodies have led to the identification of
IgE antibodies with a high reaginic activity and antibodies which in a complement dependent or eosinophil
dependent system were shown to have a marked cytotoxicity for schistosomula in vitro.

This methodology seems 10 open new perspectives for the study of antibody function in immunity against
parasites as well as for the isolation of the corresponding target antigens.

INnTRODUCTION. — La relation originelle de Kohler et Milstein ([1], [2]) concernant la
possibilité de production d’hybrides cellulaires synthétisant des anticorps monoclonaux
a ouvert le champ 4 de nombreux travaux intéressant de multiples domaines de I'immu-
nologie. '

La récente démonstration du réle joué par certains anticorps d'isotype IgE ou IgG dans
les mécanismes immunitaires au cours de la schistosomiase humame ou animale [3], nous
a conduit & étudier la possibilité d’utiliser cette méthodologie pour la production d’anticorps
anti-parasitaires d’activité biologique connue. ' '

MATERIEL ET METHODES. — Les techniques de fusion cellulaire utilisées dans le présent
travail ont été directement inspirées des études de Howard et coll. [4), MacKeam et coll. [5]
et Clevinger et coll. {6].

La fusion est réalisée entre des cellules P3-X63-Ag8 BALB/c et des lymphocytes splé-
niques de Rats males Fisher consanguins infestés depuis 25 a 35 jours, par 1 000 cercaires
de Schistosoma mansoni.

La caractérisation des classes d'immunoglobulines présentes dans le surnageant
de culture de cellules hybrides a été réalisée par des techniques d'immunodiffusion utilisant
des antisérums spécifiques anti-immunoglobulines de Rat [7]. L'existence d'une specificité
anticorps antischistosome a été démontrée par technique indirecte d'immunofluorescence
effectuée sur coupe de schistosomules. L'activité biologique a été explorée par des techniques
de cytotoxicité in virro pour les anticorps de classe IgG et 1gM ([3]-[9]) et par la technique
d’anaphylaxie cutanée passive (PCA) pour les anticorps de classe IgE [10].

RESULTATS. — Au cours de trois expériences successives de fusion cellulaire ayant donné
lieu a la production d’environ 250 populations cellulaires (non clonées), 25 ont témoigné
d’une activité spécifique antischistosome clairement décelee par les réactions d'immuno-
fluorescence.

L’exploration systématique des activités biologiques i vitro et in vivo de ces 25 surnageants
a conduit a 'identification dans deux cas d’anticorps de classe IgE, possédant une activité
réaginique démontrée par des réactions de PCA d’un titre de l'ordre de 1/256. Ces anticorps
ont permis par ailleurs d'induire apres addition d’antisérum anti-e de Rat l'activation de
macrophages péritonéaux de Rat suivant la technique décrite par Dessaint et coll. [11].
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Dans cinq cas. des anticorps possédant une activité cytotoxique dépendante du
complément vis-a-vis de schistosomules cultivés in vitro ont été identifiés. L'activité léthale
a varié de 25 a 90 9, ces taux étant superposables a ceux couramment observés dans les

sérums de Rats infectés par S. mansoni (Tableau I) [9].

TaBLEAU |

Activité cvtotoxique dépendante du complément vis-d-vis de schistosomules in vitro
Cytotoxicité (%)
]

e "t —t=m—eee

Présence
de Sans

complement complément

Surnageants de cellules hybrides (%) :
non chautfés. .. ...t 67.8+12.3(% 13.8+1.7
chautfes (30mn. 36°C). . ........ ... ... .. ...... 40,6+ 5.0 .6=-6.6
Surnageants contréles (°). .. ... 19.9+ 3.3 14.9 = 5.8
Sérum de Ratinfecte (). ... ... ... ... ... .. ... 47.6+11.6 §.2=3.0
Sérum de Rat samn (.. ... ..ot 6.0+ 6.0 9.2 +-6.4

() Le pourcentage de cvtotoxicité est mesuré apres 4 jours d’incubation & 37° de schistosomules. de sur-
nageant de culture de cellules et de sérum de Cobayve frais ou inactivé par chauffage (movenne = ecart-type
de la moyenne).

(®) Les surnageants de culture de cellules (hvbrides ou contréles) sont concentres deux tors par lvophi-
lisation et incubés a raison de 100 ul de surnageant pour 60 pl de suspension contenant 30 schistosomuies
et 40 ul de serum de Cobave par alveéole.

() Le sérum do Ran est utilisé a raison de 100 pl de sérum de Rat non diluc (soil du serum de Rat infecte
depuis 3 @ 6 senuunes. soit du sérum de Rat normal).

(‘) Significauvement supérieur aux contréles (P < 0.05) et non différent du sérum de Rat infecte
(n : sept expériences concernant cing surnageants de culture).

Dans quatre cas, des anticorps spécifiques de classe 1gG2a ont eté caractérisés. Leur
utilisation dans un systéme de cytotoxicité in virro dépendant d’éosinophiles a permis
d’observer des pourcentages de léthalité variant de 30 a 80 °,. Un clone cellulaire. obtenu
a partir de ['un d’entre eux présente en présence d*éosinophiles une cvtotoxicité de 1'ordre
de 90 9;, similaire a I'activité observée dans les sérums de Rats infestés depuis 35 jours
(tableau II) [8].

DiscussioN. — Le présent travail. bien que préliminaire, démontre que 'utilisation
de lymphocytes prélevés chez des animaux en cours d'une infection parasitaire permet
I'obtention d’anticorps monoclonaux dotés d'une activité biologique vis-a-vis de cibles
parasitaires, comparable & celle observce dans les sérums d'animaux infectés.

La nature des lvmphocytes immuns utilisés n’est peut ¢tre pas étrangére au pourcentage
relativement élevé d hybrides producteurs et a la qualité fonctionnelle des anticorps produits

Dans I'état actuel de nos expériences. aucune corrélation n'a pu étre encore établie entre
l'activité biologique des surnageants de culture des populations hybrides et leur concen-
tration en anticorps spécifiques. Il est néanmoins permis de penser, a la lumiére des présents
résultats que I'obtention de ces anticorps monoclonaux ouvre des perspectives entiérement
nouvelles pour I'étude de la fonction des anticorps dans la réponse immune vis-a-vis des
parasites ainsi que pour la caractérisation et l'isolement des antigenes cibles.
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TaBLEAU 1T

Activité cviotoxique dépendante d’éosinophifes vis-a-vis de schistosomules in vitro

Cytotoxicité (%)

o
©o)
e i —e
Presence Sans
d"éosinophiles ¢osinophiles

Surnageants de cellules hybrides (%) :

non chauffés. . ... ... ... ... ... ... 47,2+ 2.1 3,2+1.9
chauffés (2 H. 56%) .. eeoeeieiennnn. 64.6 + 13.2 (%) 7.4+3.4
Surnageants contrdles (). ... .. ...... 16,6 + 5,3 3.4+1,9
Sérum de Rat infecté (). .............. 65,1 +1,9 2,34+1,2
Sérum de Ratsain (................. 14,1 +5,4 7,8+7.,0

(") Le pourcentage de cytotoxicité (moyenne + écart-tvpe de la moyenne) est mesuré apres 48 H d'incu-
bation a 37° de schistosomules sensibilisés au préalable par les surnageants ou le sérum de Rat et de cellules
péritoneales de Rat normal enrichies en éosinophiles (rapport cellule effectrice/cible = 6 000/11 [§).

() Les surnageants de culture de cellules (hybrides ou contréles) sont concentrés deux fois par lvophi-
lisation et incubés a raison de 150 pl de surnageant pour 50 ul de suspension contenant 30 schistosomules
par alvéole.

() Les cibles sont presensibilisées par du sérum de Rat infecté depuis 4 semaines par S. mansoni ou du
sérum de Rat sain & raison de 50 pl de sérum dilué au 1/8 pour 30 ul contenant 50 schistosomuies.

() Significativement supérieur aux contrdles (P < 0.05) et non différent du sérum de Rat infecté

(n : quatre expériences concernant trois surnageants de culture).

Les descriptions minutieuses de la technique de fusion et leur aide dans sa maitrise ont
été données par les professeurs F. W. Fitch (Université de Chicago), J. Davie et B. Clevinger
(Universite de Saint-Lous). La lignée celiulaire P3-X63-Ag8, nous a été donnee par le
professeur F. W. Fith; elle a été développée par G. Kohler et C. Milstein. La réalisation
des réactions de PCA sont de M™ R. Rousseaux-Prévost et les réactions d activation des
macrophages péritonéaux du docteur M. Joseph. Aide technique de M™ A. M. Schacht.

(*) Remise le 17 septembre 1979 et acceptée le 24 septembre 1979.
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ARTICLE B : ETUDE IN VITRQO ET IN VIVO DES PROPRIETES EFFECTRICES
D'UN ANTICORPS IgG2a MONOCLONAL_DE RAT SPECIFIQUE

DU SCHISTOSOMA MANSONI.

ARTICLE C : IDENTIFICATION D'UN ANTIGENE DE 38 KD DUSCHISTOSOMA

MANSONI PAR _UN ANTICORPS 1gG2a MONOCLONAL DE RAT.

L'instabilité des hybrides hétérologues nous a conduits en collaboration avec le Pr
H. BAZIN (Université de Louvain, Bruxelles ) & la mise au point d'un systéme
d'hybridation homologue RAT X RAT. Les anticorps monoclonaux préparés dans ces
conditions ont permis d'approfondir notre exploration des mécanismes effecteurs de la

schistosomiase et la caractérisation des antigénes cibles.

Dans ces deux articles nous nous sommes plus particuli¢rement attachés &
I'exploration des fonctions biologiques d'un anticorps monoclonal d'isotype IgG2a IPL

Sm1 spécifique du S.mansoni .

L'intérét porté a cet anticorps s'explique par le rdle prépondérant des anticorps
d'isotype IgG2a dans l'induction de la fonction cytotoxique de 1'éosinophile décrite
précédemment par M.CAPRON et a/ (1978a) dans le sérum de rats infectés par le
Schistosome. Nous souhaitions donc savoir si l'anticorps monoclonal IPL Sml
reproduisait les fonctions effectrices des IgG2a polyclonales d'un sérum de rat infecté
prélevé apres 4 semaines d'infection, pour pouvoir dans un second temps par les
techniques d'immunoprécipitation établir une relation directe entre un mécanisme effecteur

et l'antigéne cible qui le suscite.
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Nos travaux démontrent que l'anticorps IPL Sml d'isotype IgG2a reproduit
parfaitement le mécanisme d’ADCC défini par M.CAPRON et al (1978a) comme I'un des
mécanismes effecteurs essentiels de I'immunité dans la schistosomiase expérimentale du

rat.

1) L'anticorps IPL Sm1 est cytotoxique vis-a-vis des schistosomules de S.mansoni.

en présence d'éosinophiles de rat sain.

2) Cette cytotoxicité nécessite pour s'exprimer la présence de mastocytes dans les

populations cellulaires effectrices.

3) L'anticorps IPL Sml se révele hautement protecteur lorsqu'il est transféré
passivement chez l'animal, établissant un niveau de protection (50 a 60%)
comparable a ceux définis pour les anticorps polyclonaux ou par une infection

initiale ( CAPRON et al 1980).

4) L'antigéne cible de l'anticorps IPLSm1 a été identifié. Il s'agit d'une
glycoprotéine de poids moléculaire 38 kDa présente a la surface du schistosomule et
aussi caractérisée au stade de la cercaire. Cet antigéne est totalement relargué de la
surface du schistosomule en culture apres 24 heures d'incubation, est n'est pas

caractérisé au stade pulmonaire du parasite.

L'autre particularit¢ de l'antigéne 38 kDa est qu'il apparait comme 1'un des
immunogenes majeurs des différents systémes d'infection expérimentale et humaine
(DISSOUS et CAPRON 1982a). 1l est en effet responsable de la production

d'anticorps spécifiques chez 97% des sujets d'une population bilharzienne étudiée.
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IN VITRO AND IN VIVO EFFECTOR FUNCTION OF RAT IgG2a MONOCLONAL
ANTI-S. MANSONI ANTIBODIES'

JEAN-MARIE GRZYCH,? MONIQUE CAPRON, HERVE BAZIN,?> anp ANDRE CAPRON

From the Centre d'Immunologie et de Biologie Parasitaire (INSERM U 167, ERA CNRS 422). Institut Pasteur, 15 rue Camille Guérin,
59019 Lille Cedex (France)

Rat igG2a monoclonal antibodies have been produced
after fusion of spleen cells from LOU/C rats infected with
S. mansoni for 5 wk and IRS83F nonsecreting rat mye-
loma cells. The cell supernatants of one particular igG2a-
producing clone (IPL Sm1) as well as ascitic fluids in-
duced by this clone revealed anti-S. mansoni activity
detected by immunofluorescence on schistasomuia sec-
tions. In vitro studies of the effector function of such
antibodies revealed that the rat igG2a monocional anti-
bodies mediated high levels of rat eosinophil-dependent
cytotoxic effect against S. mansoni schistosomula, simi-
lar to that obtained with 5-week infected rat serum.
Passive transfer experiments carried out with IPL Sm1
ascitic fluid showed a significant level of passive protec-
tion against a challenge infection. These results indicate
a possible use of the monoclonal antibodies in analyzing
in vivo functions of igG2a antibodies, as well as in isolat-
ing potentially protective target antigens.

The first demonstration of ABCC mechanisms involving eo-
sinophils and antibody came from Butterworth et al. (1-3) who
demonstrated that normal human eosinophils were able in vitro
to kill S. mansoni schistosomula in the presence of 1gG anti-
bodies from S. mansoni-infected patients. Two successive
steps were necessary for the killing of schistosomula in vitro,
eosinophil activation, and the subsequent lysis of the parasite
by eosinophil Cegranulation products (4). Although eosinophii-
mediated cytotoxicity was initially described in human schis-
tosomiasis, most of the information concerning eosinophil ac-
tivation and its relationships with immunity has been obtained
in experimental models. Capron et al. (5) have described rat
eosinophil-dependent cytotoxic antibody in serum from S. man-
soni experimentally infected rats. Using a solid phase absorp-
tion procedure, it was shown that rat igG2a antibodies were
involved in this eosinophil-mediated cytotoxic effect during the
early period of immunity (5). Analyzing the cell populations
involved in this IgG2a mediated-cytotoxicity, mast cells were
shown to enhance eosinophil cytotoxic activity significantly (5).

If ecsinophil-dependent cytotoxicity has been clearly estab-
lished in vitro. no direct demonstration of the in vivo relevance
of such a mechanism has been reported untii now. However, a
series of indirect arguments strongly suggested some retation
with immunity to reinfection in the rat model: whereas normal
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rat eosinophil-dependent cytotoxicity can be induced by IgG2a
antibody present in rat serum at the early period of infection,
eosinophils from S. mansoni-infected rats can directly kill non-
opsonized schistosomula at the precise periods when 1gG2,
antibodies induce killing by normal eosinophils. Mareover, in
this model, anti-S. mansoni antibodies can be detected on the
surtace of infected rat eosinophils (6). The role of IgG2a in
immunity was suggested more precisely by serum transfer
experiments, the selective 19G2a depletion of immune serum

resulting in a partial decrease in the passively transferred
immunity (7).

In order to investigate further the major role of IgG2a in the
acquired immunity of the rat against S. mansoni, we have
applied the hybridoma technology described by Kéhler and
Milstein (8, 9). In a previous paper, we reported preliminary
results on the isolation of mouse/rat hybrid cell supernatants
containing igG2a antibodies able to induce rat eosinophil cy-
totoxicity against S. mansoni schistosomula in vitro (10). How-
ever, the relative instability of such hybrids, together with the
limited use of a heterologous system (mouse/rat hybridization)
led us to deveiop a rat/rat system of hybridization and to study
the in vitro and in vivo and biologic activity of these rat mono-
clonal anti-S. mansoni antibodies.

MATERIALS AND METHOQDS

Myeioma cells. The nonsynthesizing myeloma cell line IR38F (11) is
derived from a LOU/C rat immunocytoma. This cell line presents a hypo-
xanthine guanine phosphoribosy! transferase deficiency, is resistant to 20
ug/mi of 8 azaguanine and dies in Littiefield's medium (12). Continuous
cultures are obtained in Duibecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 15% (v/v) fetal calf serum (FCS) (medium A).

Immune cells and sera. Female LOU/C rats (180 10 200 g) were exposed
to 1500 S. manson: cercanae (Puerto Rican strain) by percutaneous infec-
tion (13). The spleen was aseptically removed 5 weeks after the primary
infection ana a cell suspension was prepared by homogernization in DMEM
buffered with 25 mM HEPES.* pH 7.3 (medium B). Erythrocytes were
ehminated by using the Ficoll-Hypaque procedure. LOU/C rats intected for
4 to 5 weeks or uninfected LOU/C rats were the source of infected rat
serum, or normal rat serum. respectively.

Fusion tecnmgue. For hybridization, myeloma cells (washed twice with
medium B) and spieen celis were mixed at a ratio of 1:5 and pelleted
together at 400 g for 5 min. Fusion was performed according to the method
of Galfre et al. (14). modified by the use of polyethyiene glycol/dimethyt
sulfoxide (PEG/DMSQ) (PEG 1500, 30 g, DMSO 6.2 mi, 42 mi of phos-
phate-buftered saiine (PBS)). Hybrid cells were selected in the presence of
HAT medium (medium A supplemented with 10™* M hypoxanthine, 2 X
10~7 M aminopterin and 1.6 x 107*M thymidine) in 24 flat-bottomed wells
(Nunclon, Denmark). When cell muitiplication had started. the HAT medium
was replaced by HT medium (HAT medium without aminopterin). Hybrid cell
culture supernatants from each weil presenting a dense culture were col-
lected and screened for their immunogiobulin content.

* Abbrewations used in this paper; DMEM, Dulbecco's modified Eagle’'s me-
dium; FCS, fetal calt serum; medium A, OMEM supplemented with 15% (v/v)
FCS: HEPES, N-2-hydroxyethyl piperazine-N'-2-ethanesulionic acid; medium B,
DMEM buttered with 25 mM HEPES. pH 7.3: PEG/DMSO, polyethylene glycol/
dimethyl sulfoxide; HAT, DMEM medium suppiemented with fetal caif serum,
hypoxanthine, aminopterine and thymidine, HT, DMEM medium supolemented
with fetal calt serum, hypoxanthine and thymidine: MEM/NRS/TRI. Eagle's
minimal essential medium supplemented with normal rat serum (NRS) and syn-
thetic tripeptide (TRI): PBS, phosphate-buttered saline, pH 7.2: FITC, fluorescen
isothiocyanate conjugated anti-rat immunoglobulin antisera.
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Cloning procedure. Cells producing anti-S. mansoni antibodies were
cloned into 96-weil microtiter plates (Linbro. USA) by the limiting dilution
method with normal BALB/c mouse peritoneal adherent cells as a feeder
layer.

Induction of ascitic tumors: After 8 days of cuiture of positive clones, 1
x 107 cells were injected subcutareously into LOU/C rats. Three weeks
tater, solid tumors induced Dy the injection of hybrid cells were removed
and 2 x 107 cells obtained after homogerization of the tumors were injected
into the peritoneal cavity of LOU/C rats. Ascitic fluids were collected 2
weeks later by i.p. puncture and stored at - 20°C until use.

Indirect fluorescence assay. S. mansoni schistosomula were prepared
according to the method of Ramalho-Pinto et al. (15) and immediately deep
trozen. Sections of 8 um were made and were overlayed either with samples
ot supernatants that hagd been concentrated threefold by lyophiiization or
ascitic fluids at various dilutions. After 30 min conrtact and three washings
in PBS, FITC-conjugated anti-rat immunoglobutin antisera prepared in rab-
bits (Miles Yeda Laboratories, Israzei) were added for 30 min. The slides
were then washed three times in PBS, the last washing containing Evans
blue at a final concentration of 1/10 000 as counterstain. Five-week
infected rat serum was used as a posttive control and normal rat serum,
cuiture supernatant, or ascitic fiuid was obtained from the iIR983F myeloma
as a negative control.

Immunodiffusion analysis. Quchteriony tests were carried out with 125
ul hybrid cell supernatants and 20 ul specific antisera to rat IgA, igM, 16G1,
19G2a, 1gG2b, 1gG2c, and IgE immunogiobulins (16). The supernatant of
IR983F celis was used as a negative control. Titration of 1gG2a in ascitic
tiuids was carried out by the technique of Mancini et al. (17) by using

" monospecific antisera to rat igG2a (16) and rat monoclonal immunoglobuiins
as standard for IgG2a (16).

Eosinophil-dependent cytotoxicity. The cytotoxicity assay was performed
on S. mansoni schistosomula prepared according to the method of Clegg
and Smithers (18), as previously described by Capron et al. (5). Briefly,
eftector cells were obtained from LOU/C rats stimulated 48 to 72 hr
previously by i.p. injection of 10 ml 0.9% NaCl sterile physiologic saline;
peritoneal cavities were washed with 20 mi Eagle’'s minimum essential
medium (MEM) containing penicillin (100 U/mi). streptomycin (50 ug/mi),
1% normal rat serum (NRS). 20 ng/mt synthetic tnipeptide (gtycyi-histidyi-
tysine, Calbiochem, San Diego, CA) and 25 IU/mt calcium heparinate
(MEM/NRS/TRI). Eosinophil-rich popuiations were prepared by aliowing
these peritoneat celis (5 to 7 X 10°/mi in MEM/NRS/TRI) to adhere to
plastic Petri dishes for 2 hr at 37°C. The nonadherent cells of each Petn
dish were recovered, poocled, and washed twice \n MEM/NRS/TRI. After
staining with Discombe’s diluent or toluidine blue, this cell population
contained 40 to 90% eosinophils and 4 to 10% mast ceils. In some
experiments, mas! celi-depieted populations were prepared atter centrifu-
gation of the eosinophit rich population on 22.5% metrizamide (Nyegaard,
Oslo. Norway) according to the method of Lynch et al. (19). This popuiation
referred to as the mast cell-depieted population contained SC to 98°%
eosinophils and less than 0.1% mast cells. The cytotoxic assay was carried
out in sterile plastic microplates with flat-bottomed weils (Nuncion, Den-
mark). Fifty schistosomula were added to each well and incubated overnignt
with 100 yi hybrid ceill supernatants that had been concentrated twofold by
lyophilization, 100 ul ascitic fluids at different dilutions. or 100 ul normal or
infected rat serum at a final gdilution of 1/16 to 1/32 (all these factors
having been previously heat inacuvated for 2 hr at 56°C). After 18 hr
incubation at 37°C, effector cells were added in 100 ul of MEM/NRS/TRI
at a ratio of 6000 effector cells to 1 schistosomulum. The plates containing
effector cells and sensitized targets were incubated in 5% CQO, humidified
atmosphere at 37°C. The percentage of cytotoxicity was measured after 24
to 48 hr by microscopic examination.

Passive transfer experiments. Ascitic fluids (2 ml) were injected i.v. into
LOU/C rats (10-wk-old, 180 to 200 g) that had been infected with 1000 to
1500 S. mansoni cercariae 4 hr previousiy. Parasite burdens were evaluated
5 days later by lung recovery according to Sher et al. (20) or 3 wk later by
liver perfusion (21). The numbers of lung schistosomula or liver worms
obtained from rats injected with ascitic fluids induced by IPL Sm 1 clone or
by the myeloma cell line JR983F were compared to those obtained trom
rats injected with 2 mi physiologic saline. The percentage of protection was
caiculated by the tormula (22): (A — B)/A X 100 where A = the number of
worms recovered from rats injected with 2 mi physioiogic solution, and 8
= the number of worms recovered from rats injected with 2 ml ascitic fluid
(IPL Sm 1 clone or control).

Infection of tumor-bearnng rats. LOU/C rats were injected subcutane-
ously with cells from the positive cione or IR983F myetoma (1 X 107 cells
to each rat). After 2 weeks of tumor gevelopment, these rats together with
normai LOU/C rats were infected with 1500 S. mansoni cercariae and the
level of protection was measured by the lung recovery technique as de-
scribed above.

RESULTS

Biologic activity of hybrid cell supernatants. Among the 450
hybrid cell supernatants obtained from 9 successive cell fusion

RAT MONOCLONAL ANTI-S. MANSONI ANTIBODIES

experiments, 17 demonstrated specific anti-S. mansoni anti-
bodies detected by immunofluorescence on schistosomula
sections. In most of the cases, an intense fluorescence reaction
was observed at the membrane level.

The biologic activity of these 17 supernatants was explored
in the rat eosinophil-dependent cytotoxicity assay against
schistosomula targets (Tabie 1). One particular supernatant
from the B42.11 cell population was able to induce high level
of heat-stable cytotoxicity at a similar level to that observed
with a 5-wk infected rat serum (5). Immunodiffusion test re-
vealed the presence of IgG2a immunoglobulin in this superna-
tant. To confirm the cytotoxic activity of this S. mansoni specific
antibody, three successive cloning experiments were per-
formed. Several clones, producing IgG2a antibody and induc-
ing a significant cytotoxic effect in the presence of rat eosino-
phils were isolated. One of these clones, named IPL. Sm 1, was
selected for further investigation and used for the production
of ascitic fluids (Table ).

Biologic activity of ascitic fluids induced by the IPL Sm 1
clone. The specificity of the activities of ascitic fluids induced
in LOU/C rats by the clone IPL Sm 1 containing 1 to 3 mg/ml
1gG2a specific antibody was studied by immunofluorescence
on schistosomuia sections and in eosinophil-dependent cyto-
toxicity. Ascitic fluids from the myeioma celis IRS83F was used .
as a control. Results presented in Tabie Il indicate that a very
significant level of cytotoxicity could be observed up to a
ditution of 1:4000, and this can be ciearly reiated to resuits
obtained by immunofluorescence. No activity could be de-
tected with contro! ascitic fluid.

TABLE |
Eosinoptul-dependaent cytotoxiCity of nybnd cell supernatants
Antibody Saurce’

% ot Cytotoxicity®

B42.11 imtial hyorid cell supernatant® 790 £ 7.1
842.11 BG.-AH,,-AB. (IPL Sm,) clone cell supernatant® 854 » 6.2
B42.11 8G.-AH,,-AB, clone cell supernatant- 79.7 £ 54
B42.11 BG.-AH.,-AC; clone cell supernatant* 58.4 = 3.8
B842.11-BG.-AH,;-AC.; clone cell supernatant® 57.8 £ 15.6
B42.11 BG.-AH.,-AD,, clone cell supernatant® 69.4 + 0.8
842.11-BGa.-AH . ,-AE; clone celt supernatant® €80 +1.9
IR983F celi supernatant 8.1 52
5 week-nfected rat serum?® 90.3 £ 0.7
Normai rat serum? 63 =x0.7

“ All the factors were heat inactivated for 2 hr at 56°C.

°The percentage of cyfotoxicity was evaiuated after 48-hr comtact with
effector cells (LOU/C rat peritoneal cells enriched in eosinophils, 58% eosino-
phils, 4% mast cells {mean of two experiments = SD).

¢ One hundred microliters of cell supernatant concentrated threefold by ly-
cphilization,

? One hundred microliters of rat serum diluted to 1 /4 in MEM/TRI/NRS (i‘inal
dilution: 1/16).

TABLE It
8iologic activity of ascitic fluids proguced by the IPL Sm 1 clone

immunotiuorescence

" .
Antibody source Activity on schis~

Final dilution Tos0mua Cytotoxicity®
IPL Sm 1 ascitic fiuid 1/8 ++++ 1000+ 0
1/16 ++++ 89.6 + 9.6
1/32 + 4+ + 90.9 + 8.3
1/64 ++++ 91.8+1.3
1/128 ++++ 956 = 0.6
1/256 ++++ 886 x 4.6
1/512 ++++ 88.1 = 10.5
1/1,024 +4+++ 85.1 + 4.6
1/2,048 +4+++ 81.6x 26
1/4,096 +++ 725x7.4
1/10.000 + 352 +152
IR983F ascitic fluid 1/8 - 40 x07
S-week intected rat serum 1/32 + 4+ 4+ 593 x78

* All the tactors were heat inactivated tor 2 hr at 56°C.

® The percentage of cytotoxicity was evaluated after 48-hr contact with
ettector cells LOU/C rat peritoneai ceils enriched in eosinophits 40% eosinophils,
8% mast celis) (mean ot duplicate experiments * SD).
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Mast cell involvement. When the effector ceil population was
depleted of mast ceils (to less than 0.1%) by centrifugation on
metrizamide, a dramatic decrease in eosinophil-dependent cy-
totoxicity induced by monoclonal 1gG2a antibodies was ob-
served (Table Iif).

Passive transfer experiments. The protective role of mono-
clonal IgG2a antibodies in immunity was investigated by pas-
sive transfer experiments. Two different protocols have been
used. In the first, ascitic tluids from the IPL Sm 1 clone; control
ascitic fluid (IR983F) or physiologic saline were injected i.v. (2
mi/rat) into normal rats exposed 4 hr previously to 1500 S.
mansoni cercariae. The level of immunity was measured by
recovery of lung schistosomula 5 days after infection. Results
of four representative experiments are shown on Table IV. In
all the experiments, rats receiving the ascitic fluids from the
IPL Sm 1 clone, presented a lower number of lung schistosom-
ula when compared to rats receiving contro! ascitic fluids or
saline. The level of protection ranged between 27 and 58%
and the resulls were statistically significant at the p < 0.05
level. No significant protection was obtained after injection of
control ascitic fluids.

In the second series of experiments, normal rais were in-
jected with 1gG2a monocionat antibodies, contro! ascitic fiuid
or saline, 4 hr after intection with 1000 cercariae. The parasite
burden was evaluated 3 wk later by liver perfusion (Table V).
The level of protection obtained in the case of specific mono-
clonal igG2a antibodies ranged between 53 and 62% and the
results were highty significant (p < 0.001). No protective effect
was conferred by the injection of control ascitic fluids either in
the case of ascitic fluid induced by IR983F myeloma celis, or
with ascitic fluid obtained from clones producing monocional
lgG2a directed against unrelated antigen (human igE) (Expt.
3).

Infection of tumor-bearing animals. In preliminary experi-
ments, when rats grafted with IgG2a producing hybridoma celis
were directly infected with S. mansoni, they presented a lower
number of lung schistosomula when compared o contro!l rats.
The level of protection (around 40%) was similar to that ob-
tained by the lung recovery technigue in the passive transfer
experiments.

DISCUSSION

The present results confirm our initial observation concerning
the possibility of producing in a mouse/rat system of hybridi-
zation, anti-S. mansoni monoclional antibodies expressing a
defined biologic activity (10). We have described here the
production of a stable rat/rat hybridoma, secreting 1gG2a
monoclonal antibody directed against schistosomula, and me-
diating a high level of rat eosinophil-dependent cytotoxicity
against S. mansoni schistosomula in vitro, comparable to that
obtained with infected rat serum (5). The studies carried out on

TABLE Wt

Role of mast cells in rat eosinophif dependent cytotoxic activity induced by
1gG2a monocional antibody
% Cytotoxicity®

Antibody Source’ EMector cells Eftector cells depieled of

mast cets
IPL Sm 1 ascitic fiuid 83.0x 1.4 32549
IR 983 F ascitic fluid 150299 155+14
4-week infected rat serum 83.0=x7.1 205+ 6.4
Normal rat serum 13.0 + 4.8 25 %07

* Ascitic fluids and sera were heat inactivated for 2 hr at 56°C and diluted to
1/32 (tinal concentration).

° The percentage of cytotoxicity was evaluated after 48-hr contact with
ettector cells (LOU/C rat peritoneal cells enniched in eosinophits: 83% eosino-
phils, 3% mast celis) or LOU/C rat pentoneal cells depleted of mast cells (98%
eosinophils, less than 0.1% mast celis) (mean ot duplicate experiments + SD).

2741
TABLE IV
Passive immunization of LOU/C rats with 19gG2a monoclonal antibody: lung
recovery
Expt. No. Material Injected* No of L:I:g:Sgrsg(osom~ % Immunity© p Value
1 \PL Sm 4 44.0 + 986 27 <0.02
IR983F 68.0 26 o]
Saline 60.3 £ 98
2 IPL Sm 1 29.0+ 98 36 N.S.7
{RO83F 69.0 £ 1.2 0
Saline 440 £ 14.8
3 IPL Sm 1 18.0 + 8.7 58 < 0.05
IRO8B3F 287 23 34 N.S.
Saline 43075
4 IPL Sm 1 746 £ 150 27 <0.05
IR98B3F 1004 = 227 3 N.S.
Saline 103.2 = 24.0
5 IPL Sm 1t 52.5 = 20.6 42 <0.05
IR983F 96.0 = 20.0 o]
Saline 83.6 = 21.7

* Two milliliters of ascitic fluid (either IgG2a producing IPL Sm 1 or IR 983 F
control) or 2 mi saline were injected i.v. to each rat (groups of 15 rats tor each
experiment).

° The number of worms was estimated by lung recovery 5 days atter the
challenge intection with 1500 cercanae.

© The percentage of protection was evaluated by companng the mumber of
schistosomuia in rats injected with ascitic fiuigs (IgG2a or control) 1o the number
of schistosomula in rats 1hjected with saiine

? Not signihcant.

TABLE Vv

Passive immunization of LOU/C rats witn igG2a monoclonal antibodies: iver
perfusion

No ot werms® Re-

Expt No.  Matenal Injected* Covered = SO % Immunity* p Vaiue

1 1PL Sm t 310 =x 122 61 <0.001
IRG83F 686 = 159 14 N.§.¢
Saline 798 =71

2 IPL Sm1 244 98 62 <0.001
IR983F 498 = 184 23 N.S.
Saline €43 =174

3 IPL Sm 1 404 » 158 53 <0.001
IR983F 996 = 16.8 o] N.S.
Ci-19° 76.5 192 11 N.S.
Saline 86.0 = 226

* Two mulliiters ot ascitic fluid (either IgG2a producing IPL Sm 1 or IR 983 F
control) or 2 mi of saline were Injected i.v. to each rat (groups of 15 rats for each
expenment).

° The number of worms was estimated by liver perfusion 21 days -after a
challenge intection with 1000 cercanae.

¢ The percentage of iImmumity was evaluated by comparing the numbers of
worms in rats injected with ascitic fluids (IgG2a or controls) to the number of
worms (n rats injected with saline.

? Not significant.

¢ Ascitic Huid induced by clone producing IgG2a directed against human IgE.

ascitic fluids induced by 1gG2a-producing clone (IPL Sm 1)
revealed positive results both in immunofluorescence and in
eosinophil-dependent cytotoxicity up to high dilutions of the
monoclonal material. The investigations concerning the bio-
logic properties of this monoclonal antibody clearly indicated
the mast cell dependency of the cytotoxic mechanism involved
in the killing of young S. mansoni schistosomula by rat eosin-
ophiis as previously described by Capron et al. (5).

The demonstration of similar biologic in vitro activities ex-
hibited by our IgG2a monoclonal antibody and antibodies pres-
entin infected rat serum emphasizes the interest in using such
monoclonal material as a too! for the investigation of the in vivo
bioclogic role of 1gG2a antibodies in acquired immunity to S.
mansoni. The highly .significant level of protection against S.
mansoni infection observed in the passive transfer experiments
is the first direct demonstration of the essential in vivo role
played by this antibody subclass. The protection obtained
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against S. mansoni infection in rats grafted with 1IgG2a secret-
ing hybrid cells, when compared to rats injected with nonse-
creting myeloma cells, confirmed the direct in vivo role of
IgG2a antibodies in rat immunity. Passive transfer experiments
of infected rat serum depleted of IgG2a immunoglobulins have
already suggested the implication of 1gG2a in resistance to S.
mansoni infection (7). The level of protection observed in rats
treated with IgG2a monoctonal antibody is comparable to that
obtained with untreated infected rat serum. It should be noticed
that the number of worms recovered from control LOU/C rats
was rather low («<10%), but comparable, however, in the same
conditions of age and weight of rats (10 wk-old, 200 g), with
previously published results (23, 24). As it has already been
demonstrated, important variations concerning both innate im-
munity and immunity to reinfection exist between different
strains of rats (25). Further investigations are therefore nec-
essary to evaluate in the LOU/C rats, the level of immunity
induced either by a first infection or by passive transter of
LOU/C infected rat serum, and also to compare the protective
activity of IgG2a monoctonal antibodies in other strains of rats.
In our experimental conditions of passive transfer expenments,
the parasite burden evaluated by the liver perfusion technique
clearty indicated a higher levei of protection, compared to the
resuits obtained with the lung recovery technique. Two expia-
nations are possible, either a technicat problem resuiting from
the lack of reproductbility inherent to the lung recovery tech-
nique, or, more likely, the hypothesis of a postiung immunity,
as has been shown in the case of the mouse (26) and suggested
in rats (M. Capron, unpublished results). The monocional anti-
bodies could induce damage to schistosomuia /17 vivo during
the first 5 days of infection, but killing might only become
apparent after the tung stage, suggesting therefore a difference
in the effector mechanisms operating in vitro and in vivo. These
observations are in contrast with the recent findings of Tayior
and Butterworth who failed to demonstrate a cytotoxic activity
with mouse anti-S. mansoni monoclonal antibodies either with
human eosinophils of with complement (C) (27). Taylor and
Butterworth explained this lack of a cytotoxic effect by the
limited number of schistosomula surface antigens recognized
by monocional antibodies, limiting therefore the destruction of
the parasitic target by effector mechanisms. Similar hypothesis
have been put forward by Howard et af. {(28) to explain the lack
of lytic activity of anti-rat MHC monocional antibodies. A further
possibie explanation of the failure to detect cytotoxic activity
due to monoclonal antibodies consisted in the selection of
monoclonal antibodies that are not directed against the anti-
genic determinants inducing in vivo the production of cytotoxic
antibodies. In the case described here, the (PL Sm 1 igG2a
antibody seems to have biologic properties similar to the poly-
clonal IgG2a present in infected rat serum and is therefore able
to kill S. mansoni schistosomuia in the presence of rat eosin-
ophils and mast cells. Similar observations on the role of anti-
S. mansoni monoclonal antibodies were recently reported by
Smith et al. (29), who demonstrated a relationship between C-
dependert cytotoxicity mediated by a mouse IgM monocional
antibody and the level of in vivo protection against S. mansoni
infection in mice. Nevertheless, this igM-dependent mechanism
has not been reported during the course of mouse infection
and therefore the biologic relevance of this monoclonal anti-
body-dependent mechanism remains to be elucidated.
Recently, the use of monoclonal antibody synthesized by the
IPL Sm1 has allowed the characterization and isolation from S.
mansoni schistosomula membrane of a 38,000 m.w. antigen.
This particular schistosomula surface antigen was shown to
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react with polyclonal antibodies present, not only in infected
rats, but also in various infected hosts, including humans,
maonkeys, and mice (30). This antigen defined by the 1gG2a
monocional antibody seemed therefore to represent the target
of an effector mechanism operating both in vitro and in vivo
and might be considered as a potentially protective antigen
(31).

In conclusion, the demonstration that a monoclonal antibody
directed against surface antigen of Schistosoma mansoni was
able to mediate in vitro eosinophii-dependent cytotoxicity and
to induce a significant protection against S. mansoni infection
provides a strong argument to the in vivo role of the eosinophil-
dependent effector mechanism in rat immunity.
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SCHISTOSOMA MANSON! SURFACE ANTIGEN DEFINED BY A RAT MONOCLONAL
IgG2a’

COLETTE DISSOUS,? JEAN-MARIE GRZYCH, anD ANDRE CAPRON

From the Centre d'lmmunologie et de Biologie Parasitaire, Institut Pasteur, 15 rue Camille Guérin, 59019-—Lille Cédex, France

A schistosomula surface antigen of 38,000 daltons has
been isolated by using a rat monocional igG2a that has
been shown to confer protection against S. mansoni
infection by passive transfer in rats. This antigen is one
of the previously characterized surface proteins reacting
with sera from various infected hosts, including rat,
mouse, monkey, and human. Studies on parasites of
different developmental stages indicated the presence of
this antigen on cercariae and skin-derived or mechani-
cally transformed schistosomuta.

" A number of hosts develop resistance to reinfection by
Schistosoma mansoni. The immune response is primarily di-
rected against the young schistosomula of a subsequent chal-
lenge (1), and recent studies have been aimed at characterizing
surface antigens of schistosomula (2-4) that might be involved
in the host-parasite interactions. In previous works, lactoper-
oxidase-catalyzed radioiodination was used to label schisto-
somula surface proteins, and surface antigens of 30,000 to
40,000 daltons were isolated from detergent extracts of sur-
face-labeled parasites by immunoprecipitation with infected rat
sera (3). The development of hybridoma techniques (5) has
recently allowed the selection of an anti-S. mansoni monoclonal
IgG2a secreted by a hybrid cell line resulting from the fusion of
myeloma cells with splenocytes of infected rats.® Immunofiuo-
rescence studies have shown the binding of the monocional
antibody to the surface of schistosomula, and this paper is
concerned with the characterization of the corresponding an-
tigen at the surface of parasites of different developmental
stages. We also demonstrate that antibodies specific for this
surface antigen are present in sera collected from human and
different animal species infected by S. mansoni.

MATERIALS AND METHODS

Parasites. A Puerto Rican strain of Schistosoma mansoni was used in all
experiments, Skin schistosomula were collected 3 hr after application of
cercariae to isolated pieces of Swiss mouse abdominal skin (6). Mechani-
cally transformed schistosomula were prepared by shearing off the tails of
cercariae by using a vortex mixer (7), angd the cercarial bodies were
separated from the tails by sedimentation through 54% Percoll. Parasite
bodies were extensively washed in Eagie's minimal essential medium
(MEM),* then incubated in the same medium at a concentration of 2000
parasites/mi at 37°C in a CO, humidified atmosphere. Lung-stage schis-
tosomuta were recovered from Fischer rats 5 days after exposure to 5000
cercariae. Lungs were chopped, and released schistosomuia were purified
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from contaminating host tissues and cells by sedimentation through 45%
Percoli (8).

Antibodies. Sera were collected from rats 14 wk after percutaneous
exposure to 1000 cercariae. Immune sera were obtained from C57BL/6
mice infected by 50 cercariae for 11 wk and from Erythrocebus patas
monkeys 16 mo after exposure to a total of 1000 cercariae. Infected human
sera were collected from patients with parasitologically confirmed schisto-
somiasis.

Anti-S. mansoni monoclonal IgG2a was secreted by a hybrid cell line (IPL
Sm1) resulting from the fusion of IR 983F myeloma cells (9) with spleen
lymphocytes of Lou/C rats infected for 5 wk by 1500 cercariae, as de-
scribed by Grzych et al.® The anti-S. mansoni specificity was detected by
immunofluorescence on schistosomuia sections. and hybrid ceils were
turther cloned three successive times by the limiting ditution method. One
clone, named IPL Sm1, was grown in Lou/C rats and the ascitic fiuid was
coliected. Control ascitic fluid (IR 983 F) was obtained by growing IR 883
F cells in rats.

Isolation of surface antigen. Parasites of different developmental stages
were labeled by lactoperoxidase-catalyzed radioiodination (10). Detergent
extracts of surface-labeled parasites were incubated with antibodies, and
immune complexes were adsorbed on protein A-Sepharose beads as pre-
viously described (3). In experiments in which ascitic fluid was used as an
antibody source, immune complexes were isolated on protein A-Sepharose
beads previously incubated with 10 gl of rabbit anti-rat igG serum.

SDS-PAGE analysis. Immune complexes eiluted from protein A-Sepha-
rose beads were electrophoresed in 13% polyacrytamide gels according to
the procedure of Laemmli (11). For autoradiography, dried gels were placed
in contact with Kodak X-Omat RP film (Eastman Kodak Co.. Rochester. NY)
between Cronex intensifying screens (Dupont de Nemours, France) for 2
days at —~70°C.

Chemicals. '** was supplied by the Radiochemical Centre (Amersham,
U. K.) and lactoperoxidase by Sigma (St. Louis, MO). Rabbit anti-rat igG
serum was a Nordic product (Tilburg, The Netherlands). Protein A-Sepha-
rose and Percoll were purchased from Pharmacia (Uppsala, Sweden).

RESULTS

Surface antigen defined by IPL Sm1. We have previously
reported that infected rat sera reacted with schistosomula
surface antigens of 30,000 to 40,000 daltons (3, 4). In these
experiments, schistosomula surface proteins were labeled by
lactoperoxidase-catalyzed radioiodination, and surface anti-
gens were isolated from detergent extracts of surface-labeled
parasites after incubation with infected rat sera. Immune com-
plexes were adsorbed on protein A-Sepharose and analyzed
by SDS-PAGE. The same rationale was followed in the exper-
iment presented in Figure 1A in which surface proteins of skin
schistosomula were incubated with the rat monocional 1gG2a
(lane 2). The monoclonal antibody recognized a schistosomula
surface antigen with an apparent m.w. of 38,000 * 1000
(mean of 10 experiments) as determined by comparison with
the migration of standard proteins. This antigen was effectively
precipitated by antibodies produced during rat infection (lane
3), and it was no longer isolated with the use of infected rat
sera from a surface protein extract that had been previously
incubated with IPL Sm1 ascitic fluid (compare lanes 3 and 4).

Surface antigens of 30,000 to 40,000 daltons have been
already shown to react with infected mouse, monkey, and
human sera (4). Therefore, it was necessary to confirm that
antibodies specific for the antigen defined by IPL Sm1 were
present in animal and human sera. Results of experiments in
which the surface antigen was previously isolated by precipi-
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Figure 1. ldentification of schistosomula surface antigen reacting with the

monoclonal 1IgG2a. A, A detergent extract of 500 surface-labeled skin schisto-
somula was incubated with 10 ul of IR 983F ascitic fluid (1) or 10 ul of IPL Sm1
ascitic fluid (2). The mixture was allowed to react with protein A-Sepharose beads
previously coated with rabbit anti-rat IgG, then eluted products were analyzed by
SDS-PAGE. The protein A unbound material from 1 and 2 was further incubated
with 10 ul of infected rat serum, and immune complexes were adsorbed on
protein A-Sepharose beads, then analyzed respectively in lanes 3 and 4. Kd =
kilodaltons. B. Immune complexes formed by incubation of parasite detergent
extract with IPL Sm1 ascitic flud were adsorbed on anti-rat 1gG protein A-
Sepharose, then eluted with 2% SDS at 100°C for 2 min. The eluate was diluted
with 6 vol of 2% Triton X-100 (see Reference 3) and incubated with 10 ul of
normal (N) or immune () host sera. Immune complexes bound to protein A-
Sepharose were analyzed by SDS-PAGE. Control experiments were performed
using IR 983 F or IPL Sm1 ascitic fluids. Most of the labeled material recovered
at the top of the gel was no longer identitied atter analysis in reducing conditions,
and presumably corresponds to undissociated immune complexes.

tation with IPL Sm1, then incubated with infected host sera,
demonstrated that mouse, monkey, and human during infection
produced antibodies directed against the 38,000-dalton anti-
gen (Fig. 1B).

Studies on parasites of different developmental stages. Fur-
ther experiments were undertaken in order to determine
whether the antigen, recognized by IPL Sm1, was present on
cercariae and mechanically prepared schistosomula. Parasites
of different stages were surface labeled, and detergent extracts
were incubated with the monoclonal IgG2a. Results, presented
in Figure 2A, demonstrated that the 38,000-dalton antigen was
a surface component of cercariae and mechanically trans-
formed schistosomula. Although this antigen was still identified
on schistosomula incubated in vitro for 24 hr in MEM, it was
not isolated from a detergent extract of surface-labeled lung-
stage schistosomula (Fig. 2B).

In experiments performed with surface-labeled cercariae, the
major part of the radioactivity was recovered at the top of the
gel. These high-m.w. components (>150,000) were found to
be specifically precipitated by IPL Sm1 ascitic fluid and mainly
associated with cercariae and newly transformed schistosom-
ula (i.e., Oh schistosomula) but not with skin and lung-stage
schistosomula. To follow the fate of surface antigens during
the transformation of cercariae into schistosomula, cercariae
were surface radioiodinated, then allowed to penetrate mouse
skin for 3 hr. Antigens were then isolated from the same
number of cercariae and schistosomula. Under these condi-
tions, about 20% of the 38,000-dalton antigen initially present
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on the surface of cercariae remained associated with schisto-
somula, whereas no traces of radioactivity were detectable in
the upper region of the gel. Additional data were obtained by
in vitro incubation of schistosomula, mechanically prepared
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Figure 2. Studies on parasites of difterent stages. A, Cercariae or mechani-
cally transformed schistosomula collected betore (On) or after 1, 2, 3, or 24 hr
of in vitro incubation were surtace labeled. Detergent extracts were incubated
with 10 ul of IPL Sm1 ascitic tluid. Immune complexes were adsorbed on anti-rat
1gG protein A-Sepharose, then analyzed by SDS-PAGE. A similar pattern was
obtained when analysis was performed under reducing conditions (resuits not
shown). Kd = kilodaltons. B, Lung-stage schistosomula, purified as described in
Materials and Methods, were surface racioiodinated. Detergent extract of surface
proteins was mixed with 10 ul of IPL Sm1 ascitic fluid or 10 ul of infected rat sera
(IRS). Immune complexes were analyzed by SDS-PAGE.
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Figure 3. Release of surface antigens during incubation of surface-labeled
parasites. Schistosomula were mechanically prepared from surtace-labeled cer-
cariae. then incubated in MEM for 1 hr, 3 hr, or 24 hr, at 37°C. Detergent
extracts of parasite bodies or incubation media (each equivalent to 500 parasites)
were mixed with 10 ul of IPL Sm1 ascitic fluid. Inmune complexes were analyzed
by SDS-PAGE. Gels were dried and autoradiographed. Radioactivity of gel slices
corresponding to either the large components (A) or the 38,000-dalton antigen
(B) was then determined. For each time. the sum of radioactivities isolated from
bodies and media was used to calculate the percentage ot antigen remaining on
the parasite surface.
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from surface-iabeled cercariae. Results, presented in Figure 3,
gave evidence that the 38,000-dalton antigen and the large
components were released in the medium during incubation of
parasites. Moreover, as it was previously observed for skin
schistosomula, large components were released in a more
substantial amount (30% after 24 hr of incubation) than the
38,000-dalton antigen (about 60% of release).
DISCUSSION

When skin schistosomula surface antigens were analyzed by
SDS-PAGE, the zone corresponding to the 30,000- to 40,000-
dalton range was reproducibly darkened on the autoradiogram.
In this characteristic pattern, we first distinguished three differ-
ent components of 40,000, 37,000, and 32,000 daltons (3),
but further improvements of separation conditions (i.e., analysis
in homogeneous 13% polyacrylamide gel instead of 10to 15%
linear gradient) aillowed us to suspect the presence of an
additional band, which was confirmed by the results of exper-
iments in which the monoclonal IgG2a was used. A clearer
dissection of the pattern was obtained, which demonstrated
that at least four components reacted with antibodies produced
during rat infection, one of them (38,000 daltons) being spe-
cifically recognized by the monoclonal 1IgG2a.

’Experiments have shown that this monoclonal immunoglob-
ulin, secreted by a rat-rat hybridoma, did not bind to protein A.
Lack of interaction with protein A has been demonstrated as a
characteristic property of rat immunoglobulins of the 1gG2a
subctass (12). As a consequence, immune complexes formed
by incubation of parasite surface proteins with the monocional
IgG2a had to be isolated by using protein A-Sepharose beads
previously coated with rabbit anti-rat igG. However, some
antibodies, produced during rat infection against the 38,000~
dalton antigen, interacted directly with protein A. These resuits
suggest a host polyclonal response against the surface antigen.

Experiments performed with larvae of different stages dem-
onstrated the presence of the 38,000-dalton antigen at the
surface of cercariae and mechanically transformed schisto-
somuta until at least 24 hr of incubation. However, this antigen
was not identified at the surface of lung-stage schistosomula
collected from infected rats. In this experiment, the failure to
detect the antigen could be attributed to a masking of surface
antigens by host molecules, but the resuits of analysis of
surface-labeled molecules reacting with infected rat sera (Fig.
28) did not support this hypothesis. indeed, it was noticed that
only the 38,000-dalton band was lacking, and the electropho-
retic pattern was therefore surprisingly similar to that obtained
when a detergent extract of skin schistosomula, previously
incubated with the monocional 1gG2a, was allowed to react
with infected rat sera. These resuits indicated that the 38,000-
dalton antigen was a surface component of the young larvae of
S. mansoni.

Additional components of large m.w. were precipitated by
IPL Sm1 ascitic fluid from detergent extracts of labeied para-
sites, and more particularly from cercariae and newly mechan-
ically transformed schistosomula. The observation that these
large molecules were entirely released from the surtace of
labeled cercariae during or just after the skin penetration
process suggests that they are more specific to the cercarial
stage. Similar results were obtained using purified preparations
of 1gG from ascitic fluids, showing a specific binding ct the
large components to the IPL Sm1 1gG fraction. In a preliminary
experiment, high m.w. components were recovered from poly-
acrylamide gel, then immunoprecipitated by the IPL Sm1 1gG
fraction. This argues against the possibility of a nonspecific
coprecipitation of these large components with the 38,000-
dalton antigen. Thus, these data suggest the presence of an
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antigenic community between the two products. The existence
of a possible relation between the two antigenic forms remains
to be determined.

In this paper, we report that rat, mouse, monkey, and human,
which are known to develop resistance to reinfection by S.
mansoni, after a primary infection, synthesize antibodies di-
rected against the 38,000-dalton antigen. In this context, it is
worthwhile to note that antibodies specific for the 30,000- to
40,000-daiton antigens were detected in rats 4 wk after infec-
tion, and in mice 7 wk after infection (4), a finding that was in
agreement with the demonstration of a later development of
immunity in mice than in rats (13, 14).

In vitro studies have shown that schistosomula could be
kiled by different mechanisms involving specific antibodies
and effector celis (1). In the rat model, peritoneal eosinophils
were able to mediate, in cooperation with mastocytes, cytotox-
icity against schistosomula in the presence of serum IgG2a
antibodies (15), and recent results have evidenced the cyto-
toxic activity of the monoclonal antibody in this system_® More-
over, passive transfer experiments have demonstrated that the
monoclonal IgG2a could significantly protect rats from reinfec-
tion.> All these data suggest that the antigen. defined by the
monoclonal antibody, might correspond to a potentially protec-
tive antigen, and further investigations will be concerned with
a more precise analysis of its biochemical structure and the
study of its possible involvement in immunity to schistosomia-
sis.
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ARTICLE D : MISE EN EVIDENCE DES PROPRIETES BLOQUANTES D'UN

ANTICORPS MONOCLONAL DE RAT D'ISOTYPE IgG2¢c DANS LA
SCHISTOSOMIASE EXPERIMENTALE.

ARTICLE E : LA REGULATION DES MECANISMES IMMUNS DANS LA
SCHISTOSOMIASE HUMAINE PAR DES ANTICORPS
BLOQUANTS D'ISOTYPE IgM.

Si dans le cas de l'anticorps monoclonal IPL Sml nos études confirment le rdle
prépondé€rant des anticorps de classe anaphylactique dans 'établissement de 1'immunité 4 1a
schistosomiase, la production d'un anticorps monoclonal d'isotype 1gG2¢ apporte un

éclairage nouveau sur I'existence de mécanismes de régulation.

Cet anticorps monoclonal IPLSm3 s'est révélé, dans une premire série
d'expériences, dénué de toute activité effectrice in vitro et protectricein vivo. L'étude par
immunoprécipitation a montré qu'il reconnait la glycoprotéine 38 kDa définie par
'anticorps IPL Smlprotecteur. Cette observation soulevait I'hypothése d'une possible
activité modulatrice de I'anticorps IPL Sm3 vis-a-vis des propriétés effectrices de
I'anticorps IPL Sml.

Les résultats expérimentaux présentés dans l'article D confirment cette hypothése, et

ont donné lieu aux observations suivantes :

1) L'anticorps IPL Sm3 inhibe de manitre dose-dépendante les capacités
cytotoxiques de l'anticorps monoclonal IPL. Sm1 pour des cibles parasitaires

préalablement incubées ou conjointement mises en contact avec 1'anticorps IPL Sm3.
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2) Les expériences de cytotoxicité dépendante d'€osinophiles effectuées sur des

larves parasitaires ou des cellules effectrices préincubées en présence de fragments
F(ab"), ou Fc de I'anticorps IPL Sm3, révelent un double systeéme de blocage, I'un

au niveau de l'antigéne cible, l'autre au niveau des récepteurs Fc portés par

I'éosinophile.

3) Cette activité inhibitrice ne s'exerce qu'a l'encontre de la cytotoxicité dépendante
d'éosinophiles induite par des anticorps d'isotype IgG, la préincubation des larves
parasitaires par l'anticorps IPLSm3 est sans effet sur la fonction cytotoxique des

éosinophiles ou des macrophages dépendante d'anticorps d'isotype IgE.

4) Enfin cette activité bloquante s'exprime aussi in vivo, le transfert simultané de
I'anticorps IPL Sm3 et de l'anticorps IPL Sm1 abolit l'effet protecteur de 1'anticorps

IPL Sml.

Bien que cette premicre série d'expériences ait permis d'appréhender 'existence
d'un mécanisme de régulation isotypique, il semblait difficile de postuler la réalité d'un tel
phénomeéne au cours de l'infection par S.mansoni. Dans ces conditions il fallait tenir
compte de l'effet amplificateur considérable dans la sécrétion d'un isotype particulier
inhérant au systeme d'hybridation cellulaire qui conduit a sélectionner un seul clone B
cellulaire, dont I'expression in vivo peut étre discréte voire méme transitoire dans

I'infection naturelle.
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La production d'anticorps bloquants a été étudiée dans un premier temps au cours
de l'infection expérimentale du rat. Cette approche est basée sur la capacité des 1gG2c¢ de rat
a se fixer a la proteine A sépharose contrairement aux IgG2a qui ne présentent aucune
affinité pour ce support. Les sérums de rat ainsi traités ont ét€ étudiés dans le systeme de
cytotoxicité dépendant d'éosinophiles.

Ces expériences de déplétion sélective en IgG2c restaurent l'activité cytotoxique des
sérums de rats infectés par S.mansoni prélevés a des périodes précédemment définies
comme dépourvues d'activité cytotoxique et plus particuliérement au 63cme jour de
l'infection, période pour laquelle les éosinophiles immuns ne présentent aucune activité

protectrice (M.CAPRON et al 1984) (Figure 16).

Il existe donc bien au cours de l'infection expérimentale du rat une

production d'anticorps a activité bloquante.

Chez I'homme l'application des techniques d'adsorption sur protéine A sépharose et
de chromatographie de type FPLC ont permis l'identification d'anticorps bloquants

d'isotype IgM dans les sérums de patients infectés par S.mansoni (Article E).

1) La déplétion des sérums humains en anticorps d'isotype IgM exhalte I'activité
cytotoxique dépendante d'€osinophiles de ces sérums vis-a-vis du schistosomule par

rapport aux sérums non traités.

2) Les fractions IgM isolées de sérums humains infectés inhibent la cytotoxicité

dépendante d'€osinophiles humains induite par les fractions IgG préparées a partir

des mémes sérums.
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FIGURE 16 :
JIDENTIFICATION D'ANTICORPS BLOOQUANTS DANS LES SERUMS
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3) Les fractions IgG effectrices et IgM inhibitrices présentent toutes deux une

spécificité pour l'antigéne 38 kDa du schistosomule.

4) Les taux des anticorps humains d'isotype IgM spécifiques de l'antigéne 38 kDa
sont significativement plus élevés dans les sérums des patients susceptibles a

I'infection par rapport au groupe des sujets classés comme résistants.

Ces résultats suggerent donc que l'immunité a la schistosomiase n'est
pas seulement liée a la présence d'anticorps a activités effectrices, mais
peut aussi dépendre de l'absence d'anticorps bloquants. Ces anticorps

bloquants pourraient donc étre considérés comme des marqueurs de

non-immunité.
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Rat IgG2c monoclonal antibodies have been pro-
duced after fusion of spleen cells from LOU/C rats
infected with Schistosoma mansoni for 5 wk and
IRF983F nonsecreting rat myeloma. The cell super-
natant of an IgG2c¢-producing clone (IPLSm3), as
well as ascitic fluids induced by this clone, revealed
anti-S. mansoni activity detected by immunofluo-
rescence on schistosomula sections. Antigenic
analysis performed with IPLSm3 IgG2c antibody al-
lowed to isolate onto the S. mansoni schistosomula
surface a 38,000 dalton antigen previously charac-
terized with the protective IPLSml IgG2a mono-
clonal antibody. Although IPLSm3 IgG2c did not
exhibit any killing activity in vitro against schisto-
somula in the presence of complement, macro-
phages, or eosinophils, it was shown to strongly
inhibit the eosinophil-dependent cytotoxicity medi-
ated by IPLSm1 IgG2a antibodies. The blocking ac-
tivity of 1gG2¢ antibody was further demonstrated
in vitro by the use of F(ab’}, fragments and in vivo
by the inhibition of passively transferred immunity
conferred by the IgG2a protective monoclonal anti-
body. “

These results indicate that blocking antibodies
could play an important role in the expression of
protective immunity during schistosome infection.

The application of hybridoma technology in immuno-
parasitology represents one of the most important acqui-
sitions of the last four years. Monoclonal antibodies ap-
peared as providential tools for the analysis. characteri-
zation, and isolation of parasite antigens. but moreover
opened a new way to approach the extremely complex
immunologic mechanisms elicited during the course of
parasitic infections.

Since 1979. several investigators have reported the
production of Schistosoma mansoni-specific monoclonal
antibodies. These have been used either to identify the
parasite antigenic components (1-3) or to investigate
antibody participation in the various effector mecha-
nisms against S. mansoni schistosornula. in cooperation
with complement (C) or with effector cells in vitro (4-7).
Whereas in these assays. monoclonal antibodies repro-
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duced the activities of immune sera or of purified poly-
clonal antibody preparation (4. 6. 7). the production of
other monoclonal antibody isotypes has allowed surpris-
ing observations. For instance, mouse or rat IgM mono-
clonal antibodies were able to kill S. mansoni schisto-
somula in vitro in the presence of C, and also to passively
transfer a significant level of protection to S. mansoni
infection (5. 6). However. no specific effector role could
be attributed to antibodies belonging to the IgM isotype
in the case of polyclonal antibodies. It is of interest to
note that many of the monoclonal antibodies produced
did not exhibit any activity in the different cytotoxicity
systems currently used. To appreciate their potential
biologic role, we investigated the possible inhibitory ef-
fect of such antibodies on the expression of immunologic
mechanisms induced by other monoclonal antibody iso-
types.

The studies presented here are specifically focused on
the blocking effect of an IgG2c monoclonal antibody on
the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated by the
IPLSm1 IgG2a monoclonal antibody described in a pre-
vious report {7). To assess the in vivo relevance of our
observations, the regulatory role of 1gG2c on protective
immunity conferred by 1gG2a monoclonal antibody was
explored by passive transfer experiments.

MATERIALS AND METHODS

Monoclonal antibodtes. Rat anti-S. mansoni monoclonal anti-
body-secreting hybridomas were obtained from the fusion of the IR
983 F myeloma cell line {8) with spleen cells collected from female
LOU/C rats {180 t0 200 g) that were exposed 5 wk earlier to 1500 S.
mansoni cercariae (Puerto Rican strain) by percutaneous infection
(9). Fusion procedure and ascitic fluids preparation were performed
according to the methodology described in a previous work (7).

Preparation of schistosomula. Schistosomuta of S. mansoni pre-
pared according to the method of Ramalho-Pinto et al. (10} and
referred to as mechanically prepared schistosomula were used
throughout the work. For all of the cyvtotoxicity assays. however,
schistosomula were prepared according to the skin penetration tech-
nique described by Clegg and Smithers {11), and are referred to as
skin-transformed schistosomula {8S).°

Indirect fluorescence assays. Cryostat sections of mechanical
schistosomula (8 uM) were made and were overiayed either with
samples of supernatants that had been concentrated threefold by
lyophilization or with ascitic fluids at various dilutions. After 30 min
contact and three washings in PBS, FITC-conjugated anti-rat Ig
antisera (Miles Yeda Laboratories, Rehovot, Israel) were added for
30 min. The slides were then washed three times in PBS, the last
washing containing Evans Blue at a {inal concentration of 1/10.000
as counterstain. Five week-infected rat serum (IRS) was used as a
positive control. and normal rat serum (NRS), culture supernatant.
or ascitic fluid was obtained from the IR 983 F myeloma as negative

> Abbreviations used tn this paper: SS, skin-transformed :chistosom-
ula: MEM/NRS/TRI.. Eagle’s minimal essential medium supplemented
with normal rat serum (NRS) and synthetic tripeptide. Gly-His-Lvs (TRI};
IRS, infected rat serum: HLEG. hydrolysate lactalbumin Earle's glucose
medium,
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controls.

Immunodiffusion analysis. Quchterlony tests were performed
with 125 ul hybrid cell supernatants and 20 ul specific antisera to
rat IgA. IgM, 1gG1. 1gG2a. 1gG2b. 1gG2¢, and IgE immunoglobulins.
The supernatant of IRSS3F cell was used as a negative control.
Titration of igG2a and 1gG2c was performed by the technique of
Mancini et al. (12) with antisera to rat 1gG2a. rat 1gG2¢c, and rat
myeloma Ig used as the standard for IgG2a and lgG2c. Specific
antisera to rat Ig and rat myeloma Ig were a gift from Prof. H. Bazin
(Louvain University. Brussels), and were prepared according to a
previous work (13).

Antibody-purified preparations. The protocol described by Bazin
et al. {13) was applied for the purification of IgG2a and IgG2c rat
monoclonal antibodies from ascitic fluids or from hybrid cell super-
natants. Purified 1gG2c antibodies were then treated according to
the methods described previously to obtain F(ab’), and Fc fragments
(14). Briefly, 10 mg of igG2¢ monoclonal antibody were incubated
for 4 hr at 37°C with twice-crystallized papain (Sigma Chemical Co..
St. Louis. MOJ or with crystallized pepsin (Sigma Chemical Co.).
F(ab’). and Fc fragments were purified by gel filtration chromatog-
raphy on an ACA 44 column. Purified antibodies and antibody
fragments were then respectively dialyzed for 24 hr at 4°C against
0.9% NaCl saline physiological solution and minimal essential me-
dium (MEMj}. All antibody samples were stored at —20°C until use.

Rat I1gG2c myeloma protein. Rat myeloma IgG2c¢ without antibody
specificity (IR 304) was a gift from Prof. H. Bazin (Louvain University,
Brussels), and was prepared according to a previous work (13). IR
304 rat IgG2c Ig were extlensively dialyzed against 0.9% physiological
saline solution and MEM before use.

Antigenic analysis. Immunoprecipitation experiments were per-
formed as described previously (15). Brieflv. S. mansoni schistosom-
ula (SS) were radioiodinated by using the lactoperoxidase-technique
of Marchalonis et al. (16}, and the detergent extract {Nonidet P-40,
0.5%) of surface-labeled parasites was incubated with monoclonal
antibodies. Immune complexes were adsorbed onto protein A Seph-
arose beads. and were then eluted and analvzed bv SDS-PAGE in
13% polyacrvlamide gels according to the procedure of Laemmli (17).
Dried gels were placed in contact with Kodak X Omat Film {Eastman
Kodak Co.. Rochester, NY) between intensifyving screens (Dupont de
Nemours. France) for 2 days at -70°C.

‘Eosinophil-dependent cytotoxicity. The cvtotoxicity assay was
performed as described previously for polvclonal 1gG2a antibodies
(18). Briefly, 50-ul aliquots of schistosomula {SS) were incubated
overnight with 100 ul ascitic fluids at different dilutions or with 100
ul NRS or IRS at a final dilution of 1/16 to 1/32 (and after heat-
activation for 2 hr at 56°C). After 18 hr incubation at 37°C, 100 ul
of the effector cell populations (6000 effector cells to one target)
were added to each well of a flat-bottomed microtiter plate. The
percentage of cytotoxicity was measured after 48 hr by micrescopic
examination. The effector cell population (containing 40 to 90%
eosinophils and 4 to 10% mast celis) was the nonadherent peritoneal
cells, obtained from LOU/C rats stimulated 48 to 72 hr earlier by i.p.
injection of 10 ml sterile 0.9% physiological saline. In the case of the
IgE-dependent cytotoxicity assay, the overnight preincubation step
with IRS or NRS was omitted. leading to a simultaneous incubation
of targets. IRS or NRS, and eosinophil-enriched cells. according to
the method of Capron et al. (19). .

For cytotoxicity inhibition experiments, two protocols were com-
pared. S. mansoni schistosomula were incubated for 2 hr with 100
ul of IPLSm3 ascitic fluid (1/16 final dilution. corresponding to 50
ug of 1gG2¢ antibodies), IPLSm3-purified preparation (1000 ug/ml).
IPLSm3 F(ab’}); or Fc fragments (1000 pg/ml}. or IR304 mveloma
protein {1000 pg/ml). Schistosomula were then washed twice in
MEM/NRS/TRI? and were then incubated with 100 u) of IPLSm]
ascitic fiuid, NRS. or IRS at a final dilution of 1/16 to 1/32. Inhibitory
activity was appreciated by comparing the percentage of dead schis-
tosomula in the prescence of the various substances to the percent-
age of killing after incubation with medium.

The inhibitory effect of 1gG2c antibodies was also studied at the
effector cell level. Eosinophil-rich populations were preincubated for
2 hr at 37°C with IPLSm3 ascitic fluid {1/16 final dilution), IPLSm3-
purified preparation {1000 ug/ml}, IPLSm3 F{ab’)2 or Fc fragments
(1000 ug/ml), or IR 304 myeloma protein (1000 pg/ml) at a ratio of 3
X 10% cells to 100 ul of the different preparations. Pre-sensitized
cells were then added to S. mansoni schistosomula that were incu-
bated with 100 ul of IPLSm1 ascitic fluid (1/16 to 1/32 final dilution).
The degree of inhibition was measured by comparing to the level of
cviotoxicity obtained in the case of cells preincubated for 2 hr in
MEM/TRI/NRS. The percentage of inhibition was calculated by the
following formula:

% Cytotoxicity with inhibitor
% Cytotoxicity without inhibitor

% Inhibition = 1 — 100
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Macrophage-dependent cytotoxicity. The macrophage-depend-
ent cytotoxicity was explored according to a method described else-
where {20). Normal rat macrophages were collected after peritoneal
washings with MEM and were incubated in the micropiates (2.5 X
10° cells per well). Three hours later. nonadherent cells were re-
moved, and adherent cells were incubated in MEM containing either
10 to 20% NRS or IRS. or monoclonal antibody ascitic fluids (1/16
final dilution), S. mansoni schistosomula were then added to the
microplate {50 schistosomula per well), and the cytotoxic activity
was appreciated after 24 hr of contact by microscopic examination.

C-dependent cytotoxicity. The lethal activity of anti-S. mansoni
monoclonal antibodies was studied according to the method of Cap-
ron et al. (21). Sixtv microliters of an S. mansoni skin schistosomula
suspension containing 50 schistosomula were incubated with 100
ul of ascitic fluid {diluted at 1/2 to 1/8 in HLEG®) and 40 ul of fresh
guinea pig serum (source of C). After 4 davs of incubation. the
percentage of cytotoxicity was measured by microscopic examina-
tion. In each experiment, NRS and 7 wk-IRS were used. respectively,
as negative and positive controls. All sera and ascitic fluids were
heat-inactivated for | hr at 56°C.

Passive transfer experiments. Ascitic fluids (2 mi of each ascitic
fluid per rat) were injected i.v. into LOU/C rats (10-wk-old. 180 to
200 g) that had been infected with 1000 S. mansoni cercariae 4 hr
earlier. Parasite burdens were evaluated 3 wk later by liver perfusion
(22}, The numbers of liver worms obtained from rats injected with
ascitic fluids were compared to those obtained {rom rats injected
with 2 mi phyvsiological solution. The percentage of protection was

- B)

. A
calculated bv the formula (23): (_3‘— x 100. where A =the number

of worms recovered from rats iniected with 2 ml phvsiological saline.
and B = the number of worms recovered from rats injected with 2
ml ascitic {luid.

Statistical analysis. Student's t-test was used to study the statis-
tical significance of our resuits.

RESULTS

Characterization and biologic activity of rat mono-
clonal antibodies. Four hundred and fifty hvbrid cell
supernatants obtained after nine successive cell fusion
experiments were studied by indirect fluorescence on
schistosomula sections: 17 of these demonstrated an
intense fluorescence reaction at the surface level. The
same immunofluoresence pattern was observed for the
different monoclonal antibodies. By -immunodiffusion
analysis of hybrid cell supernatants, several monocional
antibodies—among them IgG2a and IgG2c—were iden-
tified.

The potential biologic activities of these hybrid cell
supernatants were explored in different systems of cy-
totoxicity involving C. rat eosinophils, and rat macro-
phages. Table 1 illustrates some results obtained with a
reference to the IPLSm1 [gG2a antibody described in a
previous report (7). In such conditions. no cytotoxic activ-
ity could be induced by the IgG2¢ antibodies (IPLSm3).

Characterization of target antigens. IPLSm3 ascitic
fluid was incubated with a detergent extract of surface-
labeled schistosomula; the results, presented in Figure 1,
showed that IPLSm3 antibodies precipitated several sur-
face antigens of 30 to 40.000 and 20.000 daltons. In this
experiment, the most important observation concerned
the specific binding of IPLSm3 antibodies to the 38.000
dalton antigen previously defined by IPLSm! protective
antibodies (3). Inhibition experiments. in which the de-
tergent extract was previously adsorbed by either IPLSm1
or IPLSm3 antibodies. confirmed that both monoclonal
antibodies recognize the same 38,000 dalton surface an-
tigen. The significance of the presence of additional
bands. precipitated by IPLSm3 antibodies but unad-
sorbed by [PLSm1 antibodies, has vet to be clarified.

Inhibitory activity of 1gG2¢c monoclonal antibodies.
The activity of IgG2c antibodies (IPLSm3) was investi-
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TABLE 1
Biologic activities of anti-S. mansoni monoclonal antibodies

Antibody Source®

% Cytotoxicity = SE

with guinea

with normal rat

with normal rat

pig C° eosinophils® macrophages®

IPLSm1 ascitic fluid 11.0+ 1.9 90.5%10.9 0

(IgG2a)
IPLSm3 ascitic fluid 11.0+ 59 11.0* 3.9 6.3=%1.0

(IgG2c)
IR983F 6.0+ 1.0 40+ 1.0 40=+1.9
IRS 48.0+20.6 96.0+ 1.0 90.0+ 1.0
NRS 5.0 3.9 5.0+ 5.9 105+ 1.4

2 Ascitic fluid and sera were heat-inactivated for 30 min at 56°C.

® The percentage of cytotoxicity was evaluated after 4 days contact of
50 schistosomula in 60 ul HLEG with 100 ul of undiluted NRS. 9 wk-IRS
or 100 ul ascitic fluids (dilution 1/2), and 40 ul of fresh guinea pig serum
(source of C) (mean of two duplicate experiments + SE).

© The percentage of cytotoxicity was evaluated after 48 hr contact with
effector cells (LOU/C rat peritoneal cells enriched in eosinophils; 79%
eosinophils. 5% mast celis). Fifty schistosomula in 50 ul of MEM/NRS/
TRI medium were incubated with 100 ul NRS, 4 wk-IRS. or ascitic fluids
(dilution 1/4) (mean of two duplicate experiments *+ SE).

¢ The percentage of cytotoxicity was evaluated after 24 hr contact with
effector cells (Fischer rat-adherent peritoneal cells). Fifty schistosomula
were incubated with 20% NRS, 7 wk-IRS, or ascitic fluids (mean of two
duplicate experiments + SE).

'9G2a_19Goc
s 3
& A
- 21T 9
- o
0o 5 2 >
oo o 2
v a7
-— UUUF_’
I
Es55 %
3 g € v c ©
Kd x10
-® =
P4 ——
67—
43—
g.
30—
20— T
123 45

Figure 1. Characterization of surface antigens. Detergent extract of
500 labeled schistosomula was incubated with 10 ul of IPLSm! or IPLSm3
ascitic fluid. Immune complexes were absorbed on protein A Sepharose
and were then analyzed. respectively. inlanes 2 and 4. Protein A-unbound
material from lanes 2 and 4 was further incubated with 10 xl of IPLSm3
or [PLSm1 ascitic fluid. and immune complexes were analyzed. respec-
tively. in lanes 5 and 3. IR983F ascitic fluid was used as a control (lane
1). IPLSm1 immune complexes were absorbed on protein A Sepharose,
previously incubated with 10 ul of rabbit serum anti-rat IgG (3).

gated in the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated
by IgG2a monoclonal antibody (IPLSm1). S. mansoni
schistosomula were incubated simultaneously with IPL-
Sml and IPLSm3. The resulting cytotoxic effect was
compared to the killing activity induced by IgG2a or by
IgG2c incubated separately with schistosomula. The re-
sults presented in Figure 2 reveal a strong inhibition of
the IgG2a-dependent cytotoxicity in the presence of IgG2¢
antibodies, whereas no effect could be observed in the
presence of IgG2c antibodies alone. To rule out a possible
nonspecific activity due to the use of ascitic fluid, schis-
tosomula were incubated with an amount of purified
IgG2a monoclonal antibodies giving 80 to 100% of cyto-
toxicity, and with various doses of purified IgG2¢ mono-
clonal antibodies.

The results presented in Figure 3 confirm the prelimi-
nary observations defined for IPLSm3 ascitic fluid and.
moreover, clearly show the dose-dependent inhibitory
effect of IPLSm3-IgG2c antibodies. The IgG2a-mediated
eosinophil-dependent cytotoxicity was strongly inhibited
with as few as 112 ug/ml purified IgG2c monoclonal
antibodies. Two hypotheses could therefore be put for-
ward to explain the inhibitory activity of IPLSm3 anti-
bodies on the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated
with IPLSm1 antibodies. The IPLSm3 antibodies might
act as blocking antibodies at the target level, masking
the [IPLSm1 site of fixation: alternatively, the IPLSm3
antibodies might inhibit the interaction between IgG2a
antibodies and eosinophils through a competition at the
eosinophil Fc receptor level.

Mechanism of inhibition by IgG2c monoclonal anti-
bodies. To define more precisely the level of interaction
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Flgure 2. Blologic activity of anti-S. manson{ IgG2c monoclonal anti-
body IPLSm3. The percentage of cytotoxicity was measured after 48 hr
incubatlon with effector cells (LOU rat peritoneal cells enriched in eosin-
ophils) (mean ot two duplicate experiments *+ SD). Ascitic fluids and sera
(1/32 final dilution) were heat-inactivated for 2 hr at 56°C.
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Figure 3. Study of dose-dependent inhibitory activity of IPLSmM3 1gG2¢
antibodies on the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated by IPLSm1
1gG2a antibodies. The percentage of cytlotoxicity was evaluated after 48
hr contact with effector cells (LOU rat peritoneal cells enriched in eosin-
ophils). Schistosomula were sensitized for 18 hr with 100 gl of mixtures
containing 450 ug/ml purified IgG2a antibodies and increasing doses of
purified 1gG2c antibodies (28 to 450 ug/mi) (mean of two duplicate exper-
iments * SD).
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of IPLSm3 in this antibody-dependent cellular cytotoxic-
ity mechanism, we compared two protocols of investiga-
tion involving either a preincubation of parasite targets
or a pre-sensitization of effector cell populations with
IPLSm3 antibodies. This approach was completed by the
use of non-antibody myeloma IgG2c and F{ab’); and Fc
fragments purified from IPLSm3 antibodies. The results
shown in Figure 4 indicate that the pre-sensitization of
schistosomula with IPLSm3 antibodies or with their pu-
rified F(ab’). fragments, followed by extensive washings.
led to an important decrease of the eosinophil-dependent
cytotoxicity effect induced by IPLSm1 antibodies (p <
0.001}. A similar preincubation with non-antibody IgG2c
myeloma protein or IPLSm3 antibody Fc portion did not
inhibit this cytotoxic effect (Fig. 4A). The IPLSm3-block-
ing activity could therefore be related to the fact that both
IPLSm3 and IPLSm1 antibodies react with the 38.000
dalton surface antigen previously characterized as target
antigen for IgG2a antibodies (3). Unfractionated IgG2c or
their F(ab’), fragments might then inhibit the fixation of
1gG2a cytotoxic antibodies to this target antigen.

Alternatively, the preincubation of effector cells with
myeloma IgG2c. IPLSm3 antibodies. or Fc fragments pre-
pared from IPLSm3 antibodies led to a strong inhibition
of the cytotoxic activity against IPLSm1-opsonized schis-
tosomula (p < 0.001). On the other hand, the cytotoxic
activity of cells incubated with F{ab’), fragments was
similar to the controls (Fig. 4B). These results suggest a
second way of inhibition able to account for the blocking
effect of IgG2c¢ antibodies that involves a competition of
1gG2c¢ and IgG2a antibodies at the eosinophil Fc-y recep-
tor level.

Role of IgG2c¢ antibodies in various cytotoxicity sys-
tems. To find out whether the blocking effect of 1gG2c
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Figure 4. Mechanism of inhibition of eosinophil cytotoxicity by igG2¢
antibodies. The percentage of cytotoxicity was measured after 48 hr
contact with effector cell populations (LOU rat peritoneal cells enriched
in eostnophils). A. Schistosomula were preincubated for 2 hr with 100 ul
MEM. 1gG2¢c myeloma protein, purified IPLSm3 1gG2¢ antibody. IPLSm3
F{ab'), fragments. or IPLSm3 Fc fragments (100 »g protein for 50 schis-
tosomula), washed extensively with MEM/NRS/TRI. and then incubated
with 100 u4l IPLSm1 1gG2a antibodies (ascitic {luid: 1/16 final dilution).
B. Schistosomula were preincubated for 18 hr with 100 ul of IPLSm1
1gG2a antibodies {ascitic fluid: 1/16 final dilution) and were then incu-
bated with eosinophii-rich populations preincubated for 2 hr with MEM/
NRS/TRL. 16G2c myveloma protein. IPLSm3-purified antibodies. IPLSm3
F(ab’), fragments. or IPLSm3 Fc fragments (effector cell 1o protein ratio
= 3 x 10° cells/100 g protein) {mean of three duplicale experiments =
SD). .

monoclonal antibodies was restricted to the IgG-depend-
ent eosinophil cvtotoxicity mechanisms, we compared
the inhibitory effect of 1gG2c antibodies in the IgE-de-
pendent effector systems previousiv described in the rat
model. The 1gG2a or IgE eosinophil-dependent (18, 19)
and the IgE macrophage-mediated system (20} were stud-
ied in particular. The results shown in Figure 5 indicate
that a 2-hr preincubation of parasite targets with anti-S.
mansoni monoclonal 1gG2¢ IPLSm3 did not induce any
inhibition of cytotoxic activity in the case of IgE eosino-
phil or IgE macrophage-dependent cytotoxicity, whereas
a significant level of inhibition was obtained in the case
of eosinophil-dependent cytotoxicity mediated by heat-
inactivated 4 wk-IRS (p < 0.002). These results therefore
suggest a specific blocking effect of IPLSm3 antibodies
on polyclonal cytotoxic IgG antibodies present in the 4
wk-IRS. and present interesting information on the pos- .
sible biologic relevance of such antibodies in rat experi-
mental schistosomiasis.

In vivo inhibitory role of IgG2c¢ antibodies. The inhib-
ftory effect of IgG2c antibodies on the protection con-
ferred in vivo to recipient rats by 1gG2a IPLSm1 anti-
bodies was studied by passive transfer experiments (Fig.
6). In these conditions, the injection of IPLSm1 1gG2a
ascitic fluid (2 ml) conferred a significant level of protec-
tion (48%. p < 0.005) in comparison to the control (2 ml
of IR983F ascitic fluid). A simultaneous i.v. injection of
IPLSm3 1gG2c (2 ml) and IPLSm1 IgG2a (2 ml) ascitic
fluids led to a dramatic decrease of the protection when
compared to IgG2a antibodies alone (p < 0.001).

DISCUSSION

The results presented in this report describe the block-
ing activity of a given antibody isotype on the expression
of immunoiogic mechanisms induced by other antibody
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Figure 5. Role of 1gG2c antibodies in
various antibody-dependent cellular cyto-
toxicity systems. A, IgE macrophage-de-
pendent cytotoxicity was measured after
24-hr contact of schistosomula incubated
for 2 hr in IPLSm3 ascitic flutd (1/16 final
dilution} or medium. and macrophages
armed with 20% unheated 7 wk-IRS. B.
IgE-dependent eosinophil cytotoxicity was
evaluated after 48-hr contact of schisto-
somula preincubated for 2 hr in IPLSm3
ascitic fluid (1/16 final dilution) or me-
dium, with eostnophil-rich population and
50 ul of unheated 8 wk-IRS (1/8 final
dilution). C. lgG2a-dependent cytotoxicity
was measured after 48 hr contact of schis-
tosornula preincubated for 2 hr with
IPLSm3 ascitic flutd (1/16 final dilution) 20
or with medium and further incubated
with 50 ul of 4 wk heat-inactivated IRS
(1/8 final dilution) and eosinophtl-rich
population. The inhibition was only sig-
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nificant In C (p < 0.002). (Results corre-
sponding to two duplicate experiments *
8D}

(A)

E:j Schistosomula preincubated
2 hrs in medium.

isotypes. Such studies, made possible by the use of mon-
oclonal antibodies. are particularly relevant to anti-par-
asite immunity. in which a large variety of effector mech-
anisms has been described in vitro. without a clear cut
demonstration of the in vivo role of one particular effector
system.

Rat monoclonal antibodies of the IgG2c isotype. shown
to be specifically directed against schistosomula surface,
did not exhibit any anti-parasite killing effect in vitro.
Interestingly, however, they were able to inhibit, in a
dose-dependent manner, the cytotoxic effect mediated by
IgG2a and eosinophils, but not the expression of IgE-
dependent eosinophil or macrophage cytotoxicity. Two
ways of interaction could be proposed to explain this
inhibitory activity of 1IgG2c¢ antibodies: a blocking effect
at the level of membrane target antigen, or/and at the
effector cell level by competition for the Fc-y receptor.
IgG2¢ antibodies have been shown to react with the
38,000 dalton surface antigen previously characterized
as the target antigen for IgG2a antibodies (3). Total IgG2¢
antibodies or their F(ab’); fragments could inhibit the
fixation of IgG2a cytotoxic antibodies, because the two
antibodies recognize the same epitope or two very close
epitopes. This hypothesis would therefore suggest a
higher affinity of 1gG2c antibodies for the 38.000 dalton
antigen when compared to IgG2a antibodies. It is also
possible that the fixation of 1gG2c¢ induced a slight mod-
ification of 38,000 antigen. masking the IgG2a antibody
fixation site. At the eosinophil level, the inhibition in-
duced similarly by 1gG2c Ig with or without antibody
specificity, or by the Fc portion of it, suggested a compe-
tition between IgG2c and IgG2a at the Fc-y receptor level.
Indeed, recent results could show that. by using the
technique of inhibition of rosettes. [gG2a and IgG2c Ig
could bind to the same Fc-y receptor, whereas the recep-
tor for IgG1 was different (J. Khalife. M. Capron, J. M.
Grzych, H. Bazin. and A. Capron: manuscript in prepa-
ration).

The strong inhibitory role of 1gG2c antibodies reported

(C)

W Schistosomula preincubated
2 hrsin IPL Sm3.

{B)

in the present work could therefore result from these two
mechanisms, the F(ab’); fragment blocking the mem-
brane target antigen and the Fc fragment inhibiting the
eosinophil Fc-y receptor. previously shown to be different
from the Fc-¢ receptor (24).

The experiments pertormed with IgG2¢c myeloma pro-
tein without antibody specificity confirmed that at the
schistosomula level, the blocking effect was well related
to the antibody site of [gG2¢ Ig. because no inhibitory
activity could be observed when schistosomula were
preincubated with non-antibody IgG2¢ myeloma protein
and were extensively washed. However. a high level of
inhibition could also be observed in the case of eosino-
phils preincubated with non-antibody 1gG2c or with the
Fc fragment of anti-S. mansoni IgG2c. suggesting also a
potential role for the Fc portion of the molecule at this
level.

At present. it is difficult ta integrate these findings in
the dynamics of S. mansoni infection. because no infor-
mation concerning the biologic effect of such blocking
antibodies has been reported until now in the context of
parasite infections. Even though the significance of our
observations has vet to be defined. it is. however, inter-
esting to link this inhibitory role of [gG2c¢ antibodies to a
previous work of Capron et al. (25} concerning infected
rat eosinophils and their potentiality to kill non-opson-
ized schistosomula. These authors showed that immune
complexes isolated from infected rats at the period cor-
responding to a lack of eosinophil cytotoxicity against
non-opsonized schistosomula were able to inhibit the
cytotoxic activity of normal eosinophils against opsonized
targets. Such observations raised the hypothesis of a
blocking factor present in IRS. and the present work
allowed us to suggest the participation of 1gG2c¢ anti-
bodies in these blocking immune complexes. This hy-
pothesis is presentlv under investigation.

The blocking effect of IgG2c antibodies could also be
related to several observations reported in malignant
diseases. Blocking antibodies of IgG subclasses have been
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Figure 6. In vivo inhibitory role of 1gG2c antibodies. Two milliliters of
ascitic fluid (either 1gG2a-producing IPLSm1, lgG2c-producing IPLSm3.
or IR983F control) or 2 m} of saline were injected i.v. into each rat (groups
of five rats were used for each test).:-The number of worms was esumated
by liver perfusion 21 days after a challenge infection with 1000 cercariae.

isolated from the sera of patients with neuroblastomas:
they were able to strongly inhibit the lymphocyte-de-
pendent cytotoxicity mechanisms in vitro (26. 27). In S.
-mansoni infection, I[gG2c¢ antibodies could therefore sim-
ilarly represent for schistosomula a new way to escape
the immune response elicited in the infected host. It
seems necessary. however, to establish the real relevance
of this hypothesis by comparing the inhibitory role of
IPLSm3 1gG2c antibodies and various preparations of
IgG2c potyclonal antibodies isolated from IRS.

The demonstration of blocking antibodies in schisto-
somiasis brings new insights to the existence of some
regulatory mechanisms already suspected (28) which
might affect the expression of protective immunity. The
evidence that the same molecule (38,000 dalton) may
elicit both a protective and a blocking response might
lead to important implications in the production of pu-
tatively protective antigens. By revealing the surprising
diversity of regulatory mechanisms in parasite infec-
tions, this work emphasizes once again the necessity of
a careful dissection of immune mechanisms before any
attempt of active immunization. The demonstration in
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human infection of such blocking antibodies would cer-
tainly provide valuable markers for the possible discrim-
ination between immune and non-immune individuals.
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IMMUNITY IN HUMAN SCHISTOSOMIASIS MANSONI
Regulation of Protective Immune Mechanisms by IgM Blocking
Antibodies

By JAMAL KHALIFE,* MONIQUE CAPRON,* ANDRE CAPRON * JEAN-
MARIE GRZYCH,* ANTHONY E. BUTTERWORTH,* DAVID W. DUNNE,?
AND JOHN H. OUMA?

From the *Centre d’Immunologie et de Biologie Parasitaire, Unité Mixte Institut National de la
Santé et de la Recherche Medicale 167, Centre National de la Recherche Scientifique 624,
Institut Pasteur de Lille, France, the *Department of Pathology, Cambridge CB2 1QP, United
Kingdom; and the SDivision of Vector-Borne Diseases, Ministry of Health, Nairobi, Kenya

Evidence is accumulating that antibody dependent, cell-mediated cytotoxicity
(ADCC) plays a critical role in the mechanisms of defense against schistosomes
(1, 2). In several experimental models and in the human situation, the partici-
pation of phagocytic cell populations, including macrophages, eosinophils, and
platelets, has been demonstrated (3-6). Killing in vitro of schistosomula, the
main targets of immune attack, is observed when these cells interact with the
parasite in the presence of specific antibodies (3, 5-9).

During experimental rat schistosomiasis, or during human infection, large
variations in the cytotoxic activity of eosinophils attributable to immune com-
plexes may occur (7, 10), and it has been shown (10) that immune complexes
isolated from rat infection serum can either activate or inhibit schistosomulum
killing by normal eosinophils. More recently, the production of Schistosoma
mansoni—specific mAbs has allowed an alternative explanation for variations in
the capacity of different sera to support killing (11). A rat IgG2c mAb (IPLSm3),
which did not exhibit any killing activity for schistosomula, specifically inhibited
the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated by an 1gG2a mAb (IPLSm1)
(11). The blocking effect of 1gG2¢ was dual, both at the surface target antigen
(M, 38,000) and at the effector cell level, by competition for the Fcy receptor
(12, 13). 1gG2c antibodies were also able to inhibit the in vivo protection
conferred by IgG2a mAbs.

The demonstration of such mechanisms in the rat raises the question of the
possible existence in human schistosomiasis of blocking antibodies modulating
the efficiency of immune effector mechanisms (14). To test such a hypothesis,
we have studied a group of infected children who are involved in epidemiologic
and immunologic studies of schistosome infection (15, 16). Among this group,
two subgroups have been distinguished. The first, one of 22 children showing

This work was supported by grants from Tropical Diseases Research Program of the World Health
Organization-United Nations Development Program, grants from the European Economic Com-
munity, and by the Unité Mixte INSERM 167-CNRS 624. Address correspondence to Jamal Khalife,
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high reinfection intensities (>100 eggs per gram of feces), were considered to be
susceptible: the second, of 35 children who showed high levels of water contact
but low reinfection intensities (<30 eggs per gram of feces), were considered
resistant. Comparison of various parameters of the immune response in the two
subgroups, including antibody-mediated eosinophil-dependent killing of schisto-
somula, antischistosomulum IgE antibodies, and eosinophil levels measured as
an indirect estimate of eosinophil functional activity, showed no significant
differences (16).

In the present work, we demonstrate the existence of blocking antibodies
capable of inhibiting eosinophil effector function in human infection with S.
mansoni, as previously shown for rat experimental schistosomiasis (11). A detailed
statistical study by Butterworth et al.! suggests that these blocking antibodies
may prevent the expression of immunity in young children.

Materials and Methods

Human Sera. Human sera were obtained from §. mansoni-infected patients before
and after treatment with oral oxamniquine (30 mg/kg). Subjects were living in an endemic
area in Kenya (Machakos district), which has already been described in previous papers
(15, 16). Normal human sera were prepared from §. mansoni—uninfected healthy donors.
All sera were stored in frozen aliquots at —=70°C. When indicated, the sera were heated
for 2 hat 56°C.

Indirect Fluorescence Assay. Surface-binding antibodies were detected by indirect flu-
orescence on sections of §. mansoni schistosomula prepared as previously described (17).
The sections were overlaid either with total serum or fractions at various dilutions. After
a 30-min incubation and three washings in PBS, FITC-conjugated anti-human immuno-
globulin antisera at 1:20 final dilutions were added (a, g, or v chain-specific; Cappel
Laboratories, Cochranville, PA) for an additional 30 min. The slides were washed three
times in PBS and counterstained with Evans blue (1:10,000 final dilution). Normal human
sera or medium were used as negative controls. The sections were examined under
fluorescence microscopy.

Serum Absorption. 100 ul of serum diluted (final dilution 1:5) in MEM with penicillin
(100 U/ml) and streptomycin (100 pg/ml) were mixed in tubes with 100 mg protein A-
Sepharose (PAS)® (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) previously swollen and
equilibrated with medium. Tubes were loaded on a test tube rotator and agitated overnight
at 4°C. The unabsorbed fraction (PAS effluent fraction) was recovered by centrifugation
at 600 g for 10 min and tested as such in indirect fluorescence and cytotoxicity assays.
The bound IgG fraction was washed extensively and eluted with 0.5 ml 1 M glvcine, pH
2.8 (PAS eluate fraction) (18). The aliquots were immediately brought to neutral pH with
10 N NaOH dialyzed against PBS for 3 h and overnight against MEM.

Serum Fractionation (Ig Isotype Separation). A fast protein liquid chromatography
(FPLC) (Pharmacia Fine Chemicals) system was used for separation of IgM and IgG from
human sera (19). Briefly, after priming the gel filtration column (Superose 6) with PBS
(50 mM, pH 7.2), 100 pnl of serum was filtered through a 0.2-um filter and loaded onto
the column by a V-7 valve. The operating pressure was 1 millipascal, and the flow rate
was set at 0.5 ml/min. The fraction collector was programmed to collect 1-ml samples
(Fig. 1A). Ig isotype was determined by solid-phase RIA on plates coated with anti-human
immunoglobulin antisera specific for y or for u chain (Cappel Laboratories) (Fig. 1 B).

! A. E. Butterworth, R. Bensted-Smith, A. Capron, M. Capron, P. R. Dalton, D. W. Dunne, J. M.
Grzych, H. C. Kariuki, J. Khalife, D. Koech, M. Mugambi, J. H. Ouma, T. K. arap Siongok, and R.
F. Sturrock. Immunity in human schistosomiasis mansoni. Prevention by blocking antibodies of the
expression of immunity in young children. Manuscript submitted for publication.

2 Abbreviations used in this paper: FPLC, fast protein liquid chromatography; PAS, protein A-
Sepharose.
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FicURE 1. IgG and IgM separation from human sera by FPLC. (A) elution profile from the
chromatography column. (B) detection of IgM and IgG fractions by RIA. Plates coated with
anti-human IgM or anti-human IgG were incubated with 100 gl of each fraction. After 2 h
of contact, wells were washed and then incubated with '**I-labeled anti-IgG or anti-igM for 1
hat 37°C and overnightat 4°C.

Cytotoxicity Experiments. Sera were tested for their levels of heat-stable antibodies
mediating eosinophil-dependent damage to §. mansoni schistosomula according to methods
described elsewhere (16). Eosinophils were prepared from eosinophilic individuals by
centrifugation on discontinuous metrizamide gradients. Cell fractions collected from the
24-25% metrizamide layers were used in these assays. The experimental procedure for
the cytotoxicity assay was similar to that previously described (5). Briefly, 50 ul of the
schistosomula suspension (1,000 schistosomula/ml in MEM/NHS [heat-inactivated normal
serum]) were incubated either with 50 ul of heat-inactivated total human serum samples
or fractions at various dilutions. The effector cell suspension containing >90% eosinophils
at an E/T ratio of 5,000:1 was then added. In some experiments, schistosomula were
preincubated with PAS effluents for 2 h at 37°C. After this incubation period, the
schistosomula targets were washed twice with medium before use in the cytotoxicity assay.
The percentage of cytotoxicity was evaluated after 48 h contact by microscopic exami-
nation.

Immunoprecipitation. Schistosomulum proteins were radioiodinated using the lactoper-
oxidase technique (20). Surface antigens were extracted by treatment of labeled parasites
with 0.5% NP-40 in Tris-HCI, pH 6.8, containing 100 U/ml aprotinin for 30"min at 0°C
(10° parasites per 0.5 ml), and immunoprecipitated with antibodies present in immune
sera as previously described (21). Briefly, aliquots corresponding to 500 schistosomula
were incubated with 10 gl of serum for 2 h at 4°C and then transferred into tubes
containing 10 mg of PAS previously swollen and equilibrated in adsorption buffer (5 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2% Triton X-100, and 100 U/ml
aprotinin). PAS was sensitized with anti-human IgM before the addition of antigen-
antibody complex to identify the antigen recognized by IgM antibodies. In all experiments,
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tubes were agitated overnight at 4°C in a test tube rotator. The Sepharose beads were
then washed with 3 ml of 5 mM Tris-HCI, 0.15 M NaCl and 3 ml of 5 mM Tris-HCI, pH
7.4. Fixed complexes were eluted with 40 ul of sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH
6.8, 2% SDS, 10% sucrose, and 0.005% bromophenol blue) at 100°C for 3 min. The
eluted labeled antigens were identified by SDS-PAGE, and autoradiography was per-
formed according to the method described elsewhere (21).

Radioimmunoassay. Sera and Ig fractions (IgG, IgM) were tested for their capacity to
inhibit the binding to antigen of two rat mAbs against the 38,000 M, schistosomulum
surface antigen (11). Inhibition of binding of radiolabeled IgG2a (IPLSm1) and 1gG2c
(IPLSm3) mAbs was performed according to the technique previously described (22).
Briefly, polyvinyl chloride (PVC) plates precoated with rat IgM (C;-109) mAb recognizing
the 38,000 M, antigen were incubated with 100 ul of schistosomula NP-40 extract (1 mg/
ml). After a 2-h exposure at 37°C, plates were washed twice in PBS/0.1% BSA buffer.
For the inhibition test, 100 ul of sera or 1g fractions (1:10 final dilution) were added.
After 2 h incubation at 37°C and three washings, plates were incubated with '?°I-labeled
IgG2a or IgG2c for 1 h at 37°C, and overnight at 4°C, and the plates were then washed
three times.

The crossinhibition between the Ig fractions purified from human sera bv FPLC system
was performed as described above. Wells precoated with schistosomulum NP-40 extract
were preincubated with unlabeled IgM or IgG fraction for 2 h at 37°C. After three
washings, plates were incubated with the homologous human '**I-1gG or -IgM fraction
(labeled by the chloramine T method; 1 ug/uCi) (23). After 1 h at 37°C and overnight at
4°C, the plates were washed three times. In all experiments, the wells were counted in a
gamma counter. Percent inhibition of binding was calculated as [100 X (cpm without
inhibitor) — (cpm in the presence of inhibitor)]/(cpm without inhibitor).

Determination of IgM Antibodies. A double-sandwich ELISA was used to detect [gM
antibodies against the 38,000 M, antigen (24). Microtiter plates coated with anti~human
IgM antibodies (Institut Pasteur Production, Marnes La Coquette, France) were washed
with saline/0.4% Tween and incubated for 3 h at room temperature with 200 ul of serum
diluted in PBS. After three washings, captured human IgM was incubated with 200 ul
schistosomulum NP-40 extract (100 pg/ml) overnight at 4°C. The wells were then washed
with saline/Tween and incubated for 3 h at 4°C with 200 ul of 3 galactosidase-conjugated
IgG2a mAD. Substrate containing 0.014 M 2-nitrophenvl 3-p-galactopvranoside (Merck,
Darmstadt, Federal Republic of Germany), 0.003 M MgCl,, and 0.1 M 2-ME (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) was added to the test wells after a wash step, and the plates
were incubated for 1 h at 45°C. The reaction was stopped by adding 500 pl of 1 M
Na,COs, and the absorbance was measured at 405 nm using a Titertek Multiskan (Flow
Laboratories, McLean, VA). Each test was assessed in duplicate. Results are expressed as
mean absorbance values at 405 nm.

Statistical Comparisons. The statistical significance of differences between means were
analyzed by using Student’s ¢ test.

Results

Characterization of Antibodies Binding to Schistosomula. Intense membrane
fluorescence with FITC-anti-human IgG (Fig. 24) or with FITC-anti-human
IgM (Fig. 2B) was observed after incubation of schistosomulum sections with
total serum from infected patients (n = 53; final dilution, 1:50). Occasional and
weak fluorescence was seen with FITC-anti-human IgA (final dilution, 1:5).
Identical fluorescence patterns persisted in the presence of the corresponding
IgG or IgM antibodies fractionated on PAS or FPLC system. No crossreaction
was observed between the purified fractions throughout the course of experi-
ments. Control sections incubated with human normal serum or with Ig fractions
purified from normal serum showed no reactivity either with FITC-anti—-human
IgG or with FITC-anti-human IgM.
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FIGURE 2. Localization of the antigenic sites recognized by total serum and Ig fractions. (A)
indirect fluorescence on sections of S. mansoni schistosomula incubated with total serum and
revealed by FITC-anti-human IgG. (B) same as A using FITC-anti-human IgM.

Antibodies Mediating Eosinophil-dependent Killing of Schistosomulum. To deter-
mine the antibody isotype required in the cytotoxicity assay, 20 infected sera and
6 uninfected sera were fractionated either by absorption on PAS or by Ig
separation on chromatography column (FPLC system). Each fraction was con-
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Ficure 3. Eosinophil-dependent killing of S. manson: schistosomula bv various fractions of
immune sera. The percentage of cvtotoxicity was evaluated after 48 h of contact with
eosinophils. Sera or fractions obtained by PAS or FPLC separation (1:20, final dilution) were
heat inactivated for 2 h at 56°C. Open bars, immune serum; filled bars, normal serum (mean
of six experiments +SD).

-

trolled by indirect fluorescence assay and tested for their capacity to mediate
eosinophil-dependent killing of parasite larvae (Fig. 3). Detectable levels of
cytotoxicity were observed when S. mansoni schistosomula were incubated with
eosinophils purified from individuals with moderate eosinophilia in the presence
of heat-inactivated total immune sera. When the serum was fractionated, the
cytotoxic activity was detected in the IgG-containing fractions (PAS eluate
fraction or purified IgG fraction). Moreover, the IgG fractions produced signif-
icantly higher levels of cytotoxicity than the total sera, when tested in the same
conditions (p < 0.01). Apart from some direct toxicity (<5%), no cytotoxic effect
was observed either in the presence of PAS effluent fractions or with IgM
fraction purified by FPLC. The control Ig fractions from normal serum did not
lead to any significant killing activity.

Inhibitory Activity of IghM Antibodies. Since IgM antibodies were able to bind to
target surface, it was interesting to study their activity in eosinophil-dependent
cytotoxicity mediated by IgG antibodies. S. manson: schistosomula were prein-
cubated with various dilutions of PAS effluents for 2 h at 37°C. After two
washings, total immune sera or PAS eluates and eosinophils were added. The
percentage of cytotoxicity was compared to the killing activity induced by total
immune serum or by PAS eluate fraction after preincubation of schistosomula
with medium. As shown in Table 1, preincubation of schistosomula with PAS
effluents of immune sera markedly inhibited the IgG-dependent cytotoxicity
mediated by total immune serum or PAS eluates in a dose-dependent manner (p
< 0.01). To rule out a possible nonspecific inhibition, schistosomula were
preincubated with PAS effluents of normal serum. Results presented in Table I
showed no inhibitory effect after the addition of total immune serum. Preincu-
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TasLe 1
Inhibitory Role of IgM-containing PAS Effluents on IgG-dependent Cytotoxicity
by Human Eosinophils

Preincubation Incubation Percent

(2hat37°C) (final dilution) cytotoxicity
Medium Total normal serum 2.7x0.0
Medium Total immune serum (1:20) 36.5+ 10.0
Medium PAS effluent* immune serum (1:20) 49+ 0.6
Medium PAS eluatet immune serum (1:20) 455+ 9.9
PAS effluent immune serum (1:10) Total immune serum (1:20) 8.2+3.9
PAS effluent immune serum (1:30) Total immune serum (1:20) 20.4 = 4.6
PAS effluent immune serum (1:10) PAS eluate immune serum (1:20) 1.1+ 1.5
PAS effluent normal serum (1:10) Total immune serum (1:20) 30 +£5.2
PAS effluent immune serum (1:10)8 Total immune serum (1:20) 35.7 % 6.5

Schistosomula were preincubated for 2 h at 37°C and washed twice with medium. The homologous
serumn or fractions were then added. Percent cytotoxicity was measured after 48 h contact with
eosinophils (mean * SD of seven experiments). .

* PAS effluent represents the unbound fraction to PAS.

"* PAS eluate represents the bound fraction to PAS eluted with glycine (1 M).

§ Eosinophils were preincubated with PAS effluent and then washed with medium.

bation of eosinophils instead of target incubation with PAS effluents of immune
serum did not affect the killing activity of total immune serum.

Antibody Response to Schistosomula Surface Antigens. The target specificity of
IgG and IgM antibodies was determined. Immunoprecipitation of '**I-labeled
schistosomulum antigens from infected human serum using protein A-binding
antibodies (IgG antibodies) revealed 30,000-40,000 M, antigens (100% of sera
tested; n = 17) (Fig. 4). However, additional bands in the 20,000-25,000 M,
range were revealed (66% of sera tested). Occasional faint bands were also
detected in the upper region of the gel (>67,000) (41% of sera tested). Surface
antigens precipitated by IgM antibodies from infected human serum ranged
from 30,000 to 40,000 M, (100% of sera tested) and also between 20,000 and
25,000 M, (20% of sera tested). However, the predominant IgM antibody
response was against the 32,000 M, antigen. Adsorption experiments, in which
the detergent extract was previously adsorbed by protein A-binding IgG anti-
bodies demonstrated a crossinhibition at the level of the whole antigen between
IgG and IgM antibodies (Fig. 4, lane 5).

Epitopes Recognized by IgG and IgM Antibodies. To investigate the respective
epitopes recognized by IgG and IgM antibodies, we used an RIA in which the
capacity of IgG and IgM fractions to inhibit antigen binding of two rat mAbs
(IgG2a and 1gG2c) was tested. These mAbs (IPLSm1 and IPLSm3) recognize
the 38,000 M, antigen. This antigen was bound to plates by the use of a different
rat mAb (C3-109) that does not interfere with the binding of either IPLSmI or
IPLSm3. Preincubation of wells precoated with schistosomulum antigen in the
presence of IgG or IgM fractions of infected serum inhibited both the binding
of '¥I-labeled IgG2a and 1gG2c (Table II). In the same conditions, total serum
led to an twofold inhibition, when compared with the inhibition induced either
by the IgG or by the IgM fractions. The specificity of the epitopes recognized
by IgG and IgM antibodies in infected serum was tested by crossinhibition
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FIGURE 4. Immunoprecipitation of schistosomulum surface antigens by immune sera. Deter-
gent extracts of 500 labeled skin schistosomula were incubated with 10 ul of total serum or
100 ul of PAS effluent fraction. Immune complexes of total serum were absorbed on PAS and
were analyzed, in lanes 1 and 3. Protein A-unbound material from lane 7 was further incubated
with PAS effluent fraction, and immune complexes were analvzed in lane 5. The immune
complexes of PAS effluent fraction were absorbed on PAS previously sensitized with 10 ul (1
mg/ml) of anti-human IgM (lanes 2, 4, and 3).

TasLE Il
Inhibition of Binding to Schistosomulum Antigen of Two Rat mAbs
Directed against the 38,000 M, Antigen

Percent inhibition

Preincubation n*
Labeled IgG2a*  Labeled IgG2c*

IgG fractionf 30 + 2.0 : 38 + 5.7 17

IgM fraction’ 23+ 1.9 33+3.7 17

Total serum 55.8 %29 54.6 = 4.1 17

Plates precoated with antigen were preincubated with IgG, 1gM fraction,
or total serum from infected patients (1:10 final dilution) for 2 h at
37°C. Percent inhibition was calculated as described in Materials and
Methods (mean * SD). Inhibition by Ig fraction of normal serum or
total normal serum has been subtracted.

* Purified anti-S. mansoni IgG2a and 1gG2c mAbs were labeled by '?*1 by
the chioramine T method. ’

¥ Number of sera tested.

§ IgG and IgM fractions were obtained from total serum by fractionation
with an FPLC system.
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FIGURE 5. Crossinhibition of binding to antigeri of IgG and IgM fractions from immune
sera. Schistosomulum antigen bound to plates by using a rat mAb (C3 109) were preincubated
with 1gG fraction (4) or with IgM fraction (B). After 2 h of contact and three washes,
homologous labeled 1gM or 1gG were added to A and B, respectively, and incubated for 1 h
at 37°C and ov ermcht at 4°C. Results are presented as percent inhibition (see Material and
Methods) (mean of duphca[e +S5D). Dots represent the inhibition between the Ig fractions of
immune sera; stars represent the inhibition of Ig fractions of infected sera bv Ig fractions of
normal sera.

experiments. As shown in Fig. 5 4, the preincubation of antigen-coated plates in
the presence of 1gG fr"xcuon inhibited the binding of homologous '*>-labeled
IgM antibodies. In the same conditions, higher levels of inhibition were obtained
when unlabeled IgM antibodies were preincubated before labeled 1gG (Fig. 5 B),
suggesting hwher avidity for the targets.

Role of These IgM Antibodies in Immumt_v to Reinfection. The biological rele-
vance of such IgM blocking antibodies was assessed by the evaluation of anti-
38,000 IgM antibodies in the sera from individuals classified as resistant or
susceptible to reinfection using previously defined criteria (16). Such antibodies
were measured in an IgM capture assay (see Materials and Methods) in order to
avoid competition with the IgG antibodies. Results presented in Table 11T showed
that the mean levels of IgM antibodies in susceptible individuals were significantly
higher than those present in resistant subjects in the pretreatment and 12-mo
serum samples, but did not differ significantly at 5 wk after treatment. For the
susceptible population (defined previouslv [16] as those individuals having >100
eggs per gram of feces) there was a positive association between the level of Ig\I
antlbodles in the pretreatment blood sample and the number of eggs at 12 m
after treatment. In addition, there was a positive association at any given time
between IgM antibody levels and the actual egg counts at that time.

Discussion

The numerous studies concerning the effector mechanisms directed against S.
mansoni schistosomula have shown that eosinophils can act as killer cells in the
presence of specific antibodies (1, 2). The factors directly involved in such
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TaBLE III
Relationship between Presence of IgM Antibodies against the 38,000 Schistosomulum Surface
Antigen and Status of Immunity to Reinfection

After treatment

Blood sample Before treatment
5 wk 12 mo

Susceptible

Optical density 1.5 + 0.09* (19) 0.97 = 0.12*%(21) 1.38 £ 0.115(21)

eggs per gram 206 7 133
Resistant

Optical density 1.19 £ 0.1* (34) 0.72 = 0.1% (24) 0.77 £ 0.07% (32)

eggs per gram 110 0 8

Sera were selected from susceptible and resistant individuals using previously defined criteria. IgM
antibodies were measured by a capture assay (see Materials and Methods). Preliminary studies, in
which varying concentrations of the serum (1:100-1:12,800) were used, indicated that a final
dilution of 1:6,400 would be the highest dilution to which the normal and immune serum showed
a significant difference. Results are presented as mean = SEM. Number of sera used is shown in
parentheses. Egg counts were calculated by examination of duplicate Kato preparations (geometric
mean).

* p < 0.01 between the two groups.

¥ p > 0.05 between the two groups.

§ p < 0.001 between the two groups.

mechanisms include IgG and IgE antibodies (5, 7). However, in previous epide-
miological studies (16) of human immunity to schistosome infection, comparison
of the levels of 1gG and IgE antischistosomulum antibodies between two groups
classified as resistant and and susceptible to reinfection, respectively, showed no
significant difference. The demonstration in experimental models that defined
antibody isotvpes might block the expression of immunity prompted us to
investigate the presence of such blocking antibodies leading to prevention of a
given effector mechanism during human schistosomiasis.

Evidence from fluorescence studies on schistosomulum sections indicated the
presence of IgG and IgM antibodies specifically directed against the schistoso-
mulum surface in sera from infected patients. As previously reported (7), in vitro
studies of the effector function of heat-inactivated immune serum revealed
significant levels of eosinophil-dependent cytotoxicity against S. mansoni schisto-
somula. In the same conditions, when serum samples were fractionated and
tested for their killing capacity, it was found that the activity was associated with
IgG antibodies eluted from protein A, whereas no cytotoxic activity was detected
in the PAS effluent preparation of IgM antibodies. Comparable results have
been obtained with IgG and IgM anubodies fractionated by FPLC. Moreover,
the IgG fraction produced significantly higher levels of cytotoxicity than total
immune serum. These results confirm a previous report (7) in which the authors
demonstrated the involvement of IgG antibodies. They suggest, in addition, that
the depletion of some inhibitory factor not retained on protein A led to an
increase in IgG-mediated killing.

The experiments showing that IgM-containing fractions were unable to exhibit
any antiparasite killing activity in the presence of eosinophils, together with the
demonstration (11) of blocking antibodies in rat experimental schistosomiasis,
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led us to investigate the possible inhibitory role of IgM antibodies in eosinophil-
dependent cytotoxicity mediated by IgG antibodies. Preincubation of schistoso-
mula with PAS effluents or IgM-containing fractions of immune serum strongly
inhibited the cytotoxicity mediated by total immune serum or PAS eluate
fractions (IgG antibodies). The absence of inhibition with IgM purified from
normal serum confirmed that the blocking effect was related to the antiparasite
antibody specificity of IgM. In contrast, these IgM antibodies were unable to
inhibit the killing capacity dependent upon specific IgE anti-S. manson: antibodies
and eosinophils (data not shown). The interpretation of these observations is that
IgM blocking antibodies were crossreactive with the same target antigen as IgG
antibodies, and that IgE antibodies were directed against another antigen, as
previously described in rat schistosomiasis (25). In this context, previous studies
(26) reported in human schistosomiasis showed the presence of blocking antibod-
ies of IgG isotypes able to inhibit the histamine release induced by IgE-sensitized
basophils. It was interesting to note that several investigations (27, 28) have
demonstrated the presence of such blocking antibodies (IgG and IgA isotypes)
in malignant diseases. More recently, in rat experimental schistosomiasis, it was
shown (11, 12) that blocking antibodies (IgG2c) inhibited the IgG2a-dependent
eosinophil activation and cytotoxicity at the level both of the target antigen and
of the eosinophil Fc receptor. The present data showed that the preimncubation
of eosinophils with blocking IgM antibodies did not inhibit the cytotoxic effect
of IgG antibodies, suggesting no crossinhibition between IgG and IgM antibodies
at the Fc receptor level.

This consideration prompted us to examine the antigens recognized by IgG
and [gM antibodies. The predominant surface antigens precipitated by protein
A-binding IgG and by IgM anubodies in infected human sera ranged between
30,000 and 40,000 M,, with additional major bands at 20,000-25,000 JM,. The
antigens precipitated by the IgM antibodies could be removed by prior adsorption
with protein A-binding IgG antibodies. In addition, competition between IgM
and IgG antibodies to one of the major antigens, of 38,000 .M,, could be directly
demonstrated. The 32,000-38,000 M, complex represents a cluster of related
antigens (29) and the preferential binding of IgM to the 32,000 M, antigen, in
comparison with IgG, suggested the recognition of a nonidentical family of
epitopes on the 32,000-38,000 M, complex.

To identify in more detail some of the epitopes recognized by IgG and IgM
antibodies, respectively, we used two previously-described rat mAbs, IPLSm1 (a
protective IgG2a antibody), and IPLSm3 (a blocking IgG2c antibody). Both of
these antibodies recognize carbohydrate epitopes on the 38,000 M, major surface
antigen, and show crossinhibition of binding. In addition, the IPLSm3 mAb that
recognizes the 32,000 and 20,000 .M; molecules (11), suggesting either that they
recognize structurally-related but not identical epitopes on the 38,000 M, mole-
cule, or that they compete stericallv. The binding of both IPLSm1 and IPLSm3
to the 38,000 M, molecule could be inhibited by both IgG and IgM fractions of
human infected sera.

-These findings indicate that the families of IgM and IgG antibodies in human
infected sera that have specificity to schistosomulum surface antigens include
antibodies with specificity to the major 38,000 M, antigen. Such antibodies may



131

KHALIFE ET AL. 1637

compete with each other, either by direct competition for the same or structur-
ally-related epitopes, or by a steric inhibition of binding.

Our results revealed the existence, among the various antibodies specifically
directed against schistosomula surface in infected human sera, of two particularly
interesting antibodies. The first was of IgG isotype, and was able to induce the
killing of S. mansoni schistosomula in the presence of human eosinophils; the
second was of IgM isotype, and showed no cytotoxic effect, but demonstrated
an effective inhibition of eosinophil-dependent cytotoxicity mediated by IgG
antibodies. In the context of the in vivo relevance of such findings we wanted to
know whether the presence of IgM antibodies could be used as a marker of
reinfection intensities to S. mansoni. We performed a capture assay to measure,
in human infected sera, the presence of IgM antibodies specific of the epitope
present on the 38,000 M, antigen, as evaluated by using a second arm with IgG2a
mAbs. Results revealed that the mean level of IgM antibodies in individuals
classified as susceptible were significantly higher than those present in the
resistant individuals; there was a positive association between the level of IgM
antibodies in the pretreatment and the number of eggs counted in the susceptible
group at 12 mo after treatment, suggesting that such IgM might be related to
subsequent reinfection. The positive association between IgM levels and egg
counts at any given time suggested, first, that these IgM antibodies may be
associated with antiegg responses, and second, that they fluctuate rapidly with
time (16). These results suggest that the production of blocking IgM anuibodies
could be induced by the same epitope expressed on schistosomula and eggs.
Further statistical analysis (Butterworth et al.)! supported this hypothesis.

In conclusion, although our evidence is derived from in vitro studies, these
findings indicate that susceptibility to reinfection after treatment of S. mansoni
infections in man might be explained in part by the presence of schistosomulum-
specific IgM blocking antibodies. In addition, they suggest indirectly a major
role plaved by the effector IgG antibodies directed against the M. 38,000 antigen.
The fact that these antibodies are a necessary but not limiting factor in immunity,
and the presence of blocking antibodies support the hypothesis that the acquisi-
tion of immunity might reflect the loss of a blocking response, rather than the
acquisition of an effector response. However, besides IgM antibodies, statistical
studies (Butterworth et al.)! raise the possibility that another antibody isotype
may block the protective response. The availability of this type of information
would be of considerable importance in defining the nature of a vaccine capable
of inducing the production of both effector and blocking antibodies. However,
another approach to explain the prevention of immunity may involve idiotypic
regulation, whereby the protective antibodies may be blocked by antibodies
directed against the antigen-specific combining sites of effector antibodies (i.e.,
antiidiotype antibodies). Experiments are now under way to test this hypothesis.

Summary

After the demonstration of blocking antibodies during rat experimental schis-
tosomiasis, the existence of such factors was investigated in human schistosomi-
asis. The depletion, in sera from S. mansoni-infected pateints, of a given isotype
(IgM) either by protein A-Sepharose (PAS) absorption or by fast protein liquid
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chromatography (FPLC) induced a significant increase in IgG-mediated killing
of §. mansoni schistosomula by human eosinophils. Inhibition experiments
showed that IgM-enriched fractions (PAS effluents) were able to inhibit eosino-
phil-dependent cytotoxicity mediated by I1gG fractions (total sera or PAS eluates).
Both IgG and IgM antibodies from infected human sera immunoprecipitated
antigens of 30,000-40,000 M, in the labeled detergent extracts of schistosomu-
lum surface. The specificity of IgG and IgM for the 38,000 M, antigen was
suggested by competition experiments using two radiolabeled mAbs (IPLSm1,
IPLSm3) directed against this antigen. Moreover, crossinhibition between IgG
and IgM antibodies for the M, 38,000 antigen could be directly demonstrated.
The in vivo relevance of such IgM blocking antibodies in the context of human
immunity to schistosomiasis was evaluated in two groups of children classified as
resistant or susceptible to posttreatment reinfection. IgM antibodies specifically
directed against the 38,000 M, antigen were measured by a capture assay. The
mean levels of IgM antibodies were significantly higher in the susceptible than
in the resistant group both before and after treatment. These results are
consistent with the idea that immunity to schistosomiasis could be attributable
not only to the existence of antibodies with defined effector function, but also
to the absence of blocking antibodies. The description of the existence in human
schistosomiasis of antibody i1sotypes blocking the effector response against defined
surface targets might lead to a new understanding of the mechanisms regulating
immunity to reinfection against schistosomes and possibly other parasites.
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ARTICLE F: APPROCHE IDIOTYPIQUE DE LA REPONSE IMMUNE SPECIFIQUE
DE L'ANTIGENE 38 KDA DU SCHISTOSOMULE.

L'antigéne 38 kDa pose, par sa nature glycoprotéique, des réserves sur la
possibilité de sa traduction in vitro dans les modeéles couramment utilisés. D'autre part,
I'induction par la méme molécule d'anticorps effecteurs et bloquants limite considéra-
blement son intérét dans 1'établissement possible d'une immunité.

Ces résultats nous ont conduits a modifier notre approche initiale, qui consistait
apres la phase de caractérisation des antigénes potenticllement protecteurs a envisager leur
traduction grice aux techniques du clonage moléculaire, et donc a choisir 1'alternative
anti-idiotypique qui nous permettait de construire a partir d'un épitope glycanique son
image interne protéique.

La production des anticorps anti-idiotypiques contre 1'anticorps monoclonal IPL

Sm1 a été envisagée dans un systeme d'hybridation homologue RAT X RAT ( Figure 17).

Parmi les 29 anticorps monoclonaux sélectionnés sur la base de leur capacité a
inhiber la fixation de l'anticorps IPL Sm1 & son antigéne cible, un anticorps monoclonal
d'isotype IgM a fait I'objet d'investigations plus approfondies qui sont a l'origine des

observations suivantes :

1) L'injection de l'anticorps JM8-36 (Ab2) chez le rat induit la production
d'anticorps Ab3 inhibant la fixation de I'anticorps IPL Sm1 (Ab1) a son antigéne

cible GP 38 kDa.

2) Ces anticorps Ab3 sont spécifiques du Schistosome et induisent une intense

fluorescence a la surface du schistosomule.
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FIGURE 17 :
-PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-IDIOTYPIQUES-
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3) Les sérums des animaux immunisés par l'anticorps JM8-36 sont cytotoxiques
pour le schistosomule en présence d'éosinophiles de rat sain, reproduisant ainsi les
propriétés déja décrites pour les sérums d'infection ou l'anticorps IPL Sml et
transférent passivement un niveau de protection comparable a celui obtenu dans le

cas de l'anticorps IPL Sml.

4) Les animaux immunisés par 'anticorps JM8-36 se trouvent significativement

protégés (50 a 75%) vis-a-vis d'une infection cercarienne d'épreuve.

Les propriétés exprimées par l'anticorps monoclonal JM8-36 et plus
particulierement celles liées a l'induction chez un animal naif de certains
parametres de l'infection par S.mansoni, laissent supposer que cet
anticorps porte l'image interne de 1'épitope défini par I'anticorps IPL Sml

sur I'antigene 38 kDa.
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An anti-idiotype vaccine against
experimental schistosomiasis

J. M. Grzych, M. Capron, P. H. Lambert*, -
C. Dissous, S. Torres & A. Capron

Centre d'Immunologie et de Biologie Parasitaire, Unité Mixte

INSERM U 167-CNRS 624, Institut Pasteur, BP 245,

59019 Lille Cedex, France

* Centre OMS de Recherche et de Formation en Immunologie,
Dépanement de Pethologie CMV, 1211 Genéve 4, Switzerland

Schistesomiasis is a parasitic infection of man which is widespread
in tropical countries, and which so far has resisted attempts at
control. We have been approaching the problem from an immuno-
logical angle. We have previously reported’ the production of a
rat monoclonal IgG2a antibody against Schistosoma mansoni
which exhibits marked cytoxicity for schistosomula in the presence
of eosinophils and a high degree of protection by passive transfer
in naive rats. This antibody, IPLSm1, was shown to bind specifically
to a schistosomulum membrane target antigen defined as a gly-
coprotein of relative molecular mass 38,000 (38K)?, which is
strongly immunogenic in schistosome infection of various animal
species including man®. Although theoretically the 38K protein
represents an excellent candidate for a potential vaccine against
schistosomiasis, the glycanic nature of the epitope recognized by
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Fig. 1 Inhibition of radiolabelled AB, antibody (IPLSm1 I1gG2a
antibody) to the 38K antigen. Experiments were performed on
PVC microtitre plates precoated with C;-109 1gM antibody (an S.
mansoni rat monocional anubody which recognizes the 38K
molecule but does not interfere with IPLSm1 binding). Each well
of the PVC plates was coated with 100 ul of a 10 pg ml™' solution
of C;-109 1gM diluted with 10 mM phosphate-bufiered saline
(PBS), a procedure which gives betier fixation of the 38K antigen.
After 2 h, the plates were washed twice in PBS bufier and saturated
for 30 min with 200 ul of a 2% bovine serum albumin (BSA)
solution in PBS. The plates were then washed twice in PBS-0.1%
BSA. A Nonidet P-40 extract of schistosomula was added (100 pl
antigen solution containing 100 ng of protein). After 2 h exposure
at 37 °C, plates were washed twice in PBS-0.1% BSA buffer. For
the test, 50 ul of '*I-labelied IPLSmI1 IgG2a was incubated with
50 ul of sera av a dilution of 1/25 in PBS-0.1% BSA bufierforih
at 37 °C and for 16 h at 4 °C and the plates were then washed three
times in PBS-0.1% BSA buffer. The wells were counted in a
y-counter. The percentage of IPLSm1 inhibition binding was calcu-
lated using the following formula: a — b/a X100 = % of inhibition,
where a = ¢.p.m. obtained when '**1-AB, was incubated with 50 pl
of PBS-0.1 % BSA buffer, and b, c.p.m. obtained when '**1-AB,
was incubated with 50 il serum {rom a rat bearing a subcutaneous
IPLSm1 hybridoma (&), 50 pl serum from a rat immunized with
AB, (JM8-36) (88}, 50 ul serum from a rat immunized with normal
1gM (Z3), 50 ul serum from a 4-wecek-infected rat () or 50 ul of
normal rat serum (LI} (mean of five duplicate experiments xs.d.).
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Fig. 2 Humoral response to AB, immunization. a, Immuno-
fluorescence tests; b, eosinophil-dependent cytotoxicity. Indirect
immunofiuorescence tests were performed’ on deep-frozen sections
of schistosomula (8 wm). S. mansoni schistosomula were prepared
by penetration of cercariae through abdominal mouse skin. Sera
. (tested at a dilution of 1/20 in 10 mM PBS) were collected from
LOU/M rats immunized by JM8-36 (AB,) antibody (R) purified
from ascitic fluid as described previously'®. A 1-mg aliquot of the
purified preparation in physiological saline was injected sub-
cutaneously at 2-week intervals. Contro! sera were obtained from
rats injected in the same conditions with the 1gM fraction of normal
rat serum (). Eosinophil-dependent cytotoxicity was measured
after 48 h contact of skin schistosomula, preincubated overnight
with the sera at a final dilution of 1/16, with a rat eosinophil-rich
poputlation (40-60% eosinoph’is). The percentage cytotoxicily was
compared at equivalent dilutions with control sera, normal rat
serum ({LE) or serum from rats infected for 4 weeks with S. mansoni
(Z). All resulis correspond to a mean of two duplicate
expeniments = s.d.

L

IPLSm1 limits its production by DNA recombinant technology.
It was, moreover, shown that, together with protective antibodies,
the 38K molecule was able to induce the production of blocking
IgG2c antibodies that inhibit the functional properties of IPLSm1
both in vitro and in vivo®. Therefore, following Jerne’s network
theory®, we cousidered an alternative approach. the possibility of
immunization using anti-idiotype aniivodies. 1n the present study,
rat monoclonal anti-idiotype antibodies were produced against
IPLSm] (AB,). Anti-idiotype antibodies (AB,) were selected by
their capacity to inhibit the binding of radioiodinated AB, to its
38K target antigen. Sera from naive LOU rats immunized with a
purified AB, preparation contained specific anti-schistosome anti-
bodies (AB;) which bound to 38K. AB, antibodies were strongly
cytotoxic for schistosomula in the presence of rat eosinophils and
conferred highly significant protection by passive transfer. Most
importantly, rats immunized with AB, demonstrated marked pro-
tection (50-80%) to a challenge infection.

Monoclonal antibodies to IPLSml were obtained in a
homologous hybridization system. Male LOU rats were injected
subcutaneously with 1 mg of purified IPLSm1 plus I mg of
glutaraldehyde-aggregated human IgG in the presence of com-
plete Freund's adjuvant. Two weeks later, the rats received a
second injection of the same preparation. The immunization
was completed by two subcutaneous injections of I mg of
IPLSm] and 1 mg of aggregated human 1g2G in incomplete
Freund's adjuvant at 2-week intervals. The Quchterlony test was
used to select rats showing the highest responses and spleen
cells from these animals were fused with cells from the IR983F
rat myeloma cell line® as described previous!y'. The hydrid cell
supernatants were screened for their ability 10 inhibit the binding
of **I-labelled IPLSm]1 to the 38K target antigen coated on a
polyvinyl chioride (PVC) plate. From 200 hybrid cell sup=r-
natants obtained from two successive cell fusion experiments,
we selected 29 supernatants inducing significant levels of inhibi-
tion (>70% ).

Analysis of the immunological components of these hybrid



cell supernatants by the Ouchterlony test revealed that in most
cases (23/29) they contained antibodies of the IgM class. The
inhibitory activity of hybrid cell supernatants on JPLSm1 bind-
ing to 38K strongly suggested that the antibodies produced were
able to fix to an epitope of IPLSm1 which was close to or part
of its antigen-combining site, indicating that AB, were paratope-
induced antibodies bearing an internal image of the original
epitope.

We next investigated the potential use of such antibodies to
induce active immunization in naive LOU rats. Two questions
in particular were studied: Is it possible to use AB, antibodies
to induce the production of AB: antibodies which will reproduce
the effector mechanism described previously in vitro both in
experimental schistosomiasis’ and with AB, antibody, involv-
ing eosinophil-mediated cvtotoxicity' ? Does this immunization
lead to a significant protection of naive rats against a challenge
infection?

To answer the first question, we followed the kinetics of the
antibody response in naive LOU rats immunized with AB,
antibodies. Successive injections of purified 1gM anti-idiotype
antibody (JM8-36) for 4 weeks elicited anti-schistosome anti-
bodies (AB;) which were detected by indirect immunofluores-
cence on cryopreserved S. mansoni schistosomulum sections. In
all cases, the fluorescence reaction was observed at the surface
level. These observations, suggesting a close correiation between
the structure of the anti-idiotype antibody and an epitope present
on the surface of S. mansoni schistosomula, were conhrmed by
competition of AB, by AB, on radiolabelled membrane prepar-
ations of schistosomula. AB3 preparations strongly inhibited
the binding of AB, to the 38K molecule, indicating a close
specificity for the same epitope (Fig. 1).

We explored the biological acuvity of these AB: antibodies
induced by anti-idiotype immunization by determining their
possible participation in eosinophil-dependent cytotoxicity
reactions against S. mansoni schistosomula. A significant level
of cytotoxicity (70-90% ) was observed. close to that mediated
b:- a 4-week S. mansoni-infected rat serum (Fig. 2) or by the
AB, monoclonal antibody 1tself".

No. of worms

46", Protection P<Q.01

Fig. 3 Passive transfer of AB, antibodies. Serum (1 m}) collected
from JM8-36 immunized rats (N) or from rats immunized with
normal IgM () was injected intravenously into LOU rats infected
4h previously with 800 S. mansoni cercaniae. Parasitic burdens
were evaluated 3 weeks later by liver perfusion'®. The number of
worms obtained from these groups was compared with the parasite
burden of rats injected with 1 mi of physiological saline (ZD).
Percentage protection was calculated by the formula (a—b)/a X
100, where a =the number of worms recovered from the saline-
injected control group and b =the number of worms recovered
from rat injected with 1 ml of AB, serum.
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Fig. 4 Protective effect of JM8-36 immunization. LOU rats
immunized as described in Fig. 2 legend. giving positive immuno-
fluorescence reactions and significant eosinophil-dependent
cytotoxicity, were infected with 800 S. mansom cercanae. Parasite
burdens were measured 3 weeks later bv liver perfusion'®. The
number of worms obtained from rats immunized with JM8-36 AB,
antibodies (NY) was compared with those obtained from control
groups. that is LOU rats injected with pnvsioiogical saiine (_) or
with 1gM puritied from normal rat serum (__). The percentage of
protection was calculated by the formuia ta—b)/a x 100, where
a =the number ol worms obtained (rom the saline-iniected
control group and b =the numoer of worms recovered from AB,-
immunized rats.

The relevance of these in virro tindings was fully supporied
by the demonstration that passive transter of AB; antibodies to
naive rats resuited in a signihcant protection of these animals
to a challenge infection by S. mansom cercariae (Fig. 3).

Finally, we studied the direct protective etfect of an anti-
idiotype immunization. In two series of experiments involving
30 naive LOU rats, immunization with AB. resulted in 50-76%
protection to a challenge infecuion (Fig. 4).

The work presented here clearly demonstrates that immuniz-
ation with an anti-idiotype monoclonal antibody can reproduce
several parameters of the acquired immunity observed in experi-
menta! rat schistosomiasis. First, immunization with AB. resul-
ted in the production of specific anti-S. mansoni antibodies in
animals which had never been exposed to the parasite antigen.
The antibodies produced exhibited the same specificity for the
38K molecule as the original AB, monoclonal antibody used to
produce the anti-idiotype antibody, suggesting that the AB,
produced may represent an internal image of the original
epitope. However, most importantly, such experiments raise the
possibility of inducing a strong immunity against schistosomes,
as shown by both active immunization and passive transfer
experiments.

Thus, immunization with anti-idiotype antibodies represents
an alternative approach to immunization against pathogens.
Although recent studies have produced encouraging results®'?
concerning the potential substitution of conventional vaccines
by anti-idiotype antibodies, this strategy is only in its early
stages'”. In the context of schistosomiasis, idiotype vaccines
could be of particular use when relevant protective epitopes
cannot easily be produced by the modern tools of molecular
biology. Although the rat is a non-permissive host, there is now
clear evidence'® that all the specific effector mechanisms of
immunity described in this model also occur in human infection.
The possibility of using such immunization procedures in
humans remains unexplored and cannot be directly extrapolated
from experimental infections. However, work in progress in our
laboratory, indicating the existence of cross-reacting idiotypes
in human schistosome infection, is encouraging.
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ARTICLE G : MISE EN EVIDENCE D'UNE SPECIFICITE EPITOPIQUE CROISEE

ENTRE L'ANTIGENE 38 KDA DU SCHISTOSOME ET LA KLH.

Dans le cadre de 'optimisation des immunisations anti-idiotypiques, nous avons
envisagé le couplage de I'anticorps JM8-36 & une protéine porteuse couramment utilisée,
I'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata, plus connue sous l'abréviation
KLH. |

Ces travaux sont a l'origine d'une observation inattendue révélant que l'injection de
KLH chez le rat induit la production d'anticorps spécifiques du S.mansoni .

Les investigations détaillées dans cet article apportent une base moléculaire & notre
observation originale, et révelent une étroite identité structurale entre I'épitope de l'antigéne
38 kDa reconnu par 1'anticorps IPL. Sml et certaines copules oligosaccharidiques de la

KLH. Différents arguments expérimentaux prouvent cette relation :

1°) L'immunisation par la KLH induit chez le rat la production d'anticorps

spécifiques du schistosomule décelables par la technique d'immunoflorescence.

2°) Les anticorps anti-KLH immunoprécipitent dans les extraits membranaires du
schistosomule l'antigéne 38 kDa du Schistosome et inhibent la fixation de

I'anticorps IPL Sm1 & son antigéne cible.

3°) L'anticorps IPL Sm1, comme les sérums d'infection expérimentale, reconnait
différentes structures de la molécule de KLH de poids moléculaires compris entre

150 et 200 kDa.
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4°) L'anticorps anti-idiotypique JM8-36 inhibe d'autre part significativement la

réaction de fixation de 'anticorps IPL Sm1 a la KLH.

5°) La déglycosylation de 1la molécule de KLLH abolit son activité inhibitrice sur la
liaison de I'anticorps IPL Sm1 a son antigéne cible (38 kDa), ainsi que son pouvoir

inducteur d'anticorps spécifiques du Schistosome.

6°)L'identité structurale se double d'une identité fonctionnelle puisque I'immuni-
sation de rats par la KLH induit la production d'anticorps hautement cytotoxiques
pour les schistosomules en présence d'€osinophiles et protecteurs vis-a-vis d'une

infection cercarienne d'épreuve lorsqu'ils sont transférés passivement.

7°)Enfin 'immunisation par la KLH installe chez le rat un niveau élevé de protection

(50 2 76%) a I'encontre d'une infection ultérieure par S.mansoni.

L'identité structurale et fonctionnelle existant entre les copules
glycaniques de la KLH et de l'antigéne 38 kDa du S.mansoni,
conjointement a la démonstration chez l'homme d'anticorps capables
d'inhiber la liaison de l'anticorps IPL Sml a la KLH, ouvrent une nouvelle
approche dans la séroépidémiologie des schistosomiases. Cette relation
permet d'autre part l'acces a la purification d'un épitope parasitaire

inaccesible du fait de sa faible représentation pondérale.
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ARTICLE G

SCHISTOSOMA MANSONI SHARES A PROTECTIVE
CARBOHYDRATE EPITOPE WITH
KEYHOLE LIMPET HEMOCYANIN

By JEAN-MARIE GRZYCH, COLETTE DISSOUS, MONIQUE CAPRON,
STEPHANE TORRES, PAUL-HENRI LAMBERT,* aND ANDRE CAPRON

From the Centre d’Immunologie et de Biologie Parasitaire, Unite Mixte, Institut. National de la
Sante et de la Recherche Medicale 167, Centre National de la Recherche Scientifique 624,
Institut Pasteur de Lille, Lille, France; and the *Organisation Modiale de la Sante, Centre de
Recherche et de Formation en Immunologie, Département de Pathologie, CMV 1211,
Geneve 4, Switzerland

The production of mAbs of various isotypes to Schistosoma mansoni has greatly
contributed to the appreciation of the function of antibodies in the immunity
against schistosomiasis, and has allowed the characterization of several potential
protective antigens. Using this approach, we clearly established in previous -
studies (1, 2) the close relationship existing between a 38,000 M, S. mansoni
schistosomulum surface antigen and the expression of eosinophil-mediated killing
of schistosomula. The 38,000 M, antigen was initially characterized by the
IPLSm1 rat IgG2a mAb that exhibits a marked eosinophil-dependent cytotoxicity
and passively transfers a high degree of protection towards a cercarial challenge
(1, 2). This particular surface antigen was also shown to react with polyclonal
antibodies present in various infected hosts including mice, rats, monkeys, and
humans (3). Additional studies revealed that 97% of a group of 120 Brazilian
patients with §. mansoni infection produced circulating antibodies against this
antigen, suggesting that the 38,000 M, molecule corresponds to a potent immu-
nogen in man. More interestingly, the antibody response was demonstrated to
appear in young children, to be maximal in older patients, and showed a
parallelism with the prevalence and the intensity of the infection. This indicated
that the antibody response against the 38,000 M, antigen could be considered
an important marker of . mansoni infection (4).

Although the 38,000 M, antigen initially appeared as a good candidate for the
molecular cloning and subsequent studies, the glycanic nature of the epitope
recognized by the IPLSm1 mAb limited its in vitro production by recombinant
DNA methodology. Secondly, the 38,000 M, antigen was shown (5) to bind the
IPLSm3 mAb of IgG2c isotype capable of blocking both in vivo and in vitro
effector function(s) of the IPLSm1 IgG2a mAb. We recently demonstrated (6)
the existence of similar blocking antibodies specific to the 38,000 M, molecule
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in human infection and correlated the level of such blocking antibodies with the
presence or absence of immunity to reinfection.

The protective role of the 38,000 M, molecule and particularly the effect of
its IPLSm1-defined epitope was also supported by an antiidiotype antibody probe.
An antiidiotype antibody Ab2 produced against the IPLSm1 antibody (Abl)
elicits by immunization polyclonal Ab3 antibodies exhibiting specificity for the
38,000 M, antigen. Ab3 antibodies induce a significant level of eosinophil-
dependent cytotoxicity and passively transfer immunity. Most importantly, im-
munization with Ab2 led to a high degree of resistance to a cercarial challenge
(7).

Recently, experiments performed on rats immunized with Ab2 mAb conju-
gated to KLH (currently used as a carrier in immunization with synthetic
peptides) led us to make some unexpected observations. We could show that rats
injected with KLH, used as control in the KLH/Ab2 immunization, produced
anti-S. mansoni antibodies specific for the 38,000 M, schistosomula surface
antigen. This observation was also supported by the demonstration that the
carbohydrate epitope of the 38,000 M, antigen that is present at the early life
cvcle stages of S. mansoni (miracidia) is also expressed by the intermediate host
Biomphalaria glabrata as well as by other freshwater snails (8).

In the present work, we provide new evidence for the existence of a shared
epitope between KLH and the 38,000 M, antigen, and that KLH immunization
elicits in rats the production of anti-§. mansoni antibodies with similar effector
functions to those induced during the course of infection. We have exploited
these latest results to investigate further the biological and immunological prop-
erties of this particular epitope.

Materials and Methods

Parasites. The Puerto Rican strain of S. mansoni was used in all our experiments. The
parasite cycle was maintained in our laboratory with the use of B. glabrata snails as
invertebrate intermediate hosts and Golden hamsters, Mesocricetus auratus, as vertebrate
definitive hosts. Schistosomula of S. mansoni prepared according to the method of
Ramalho-Pinto et al. (9) and referred to as mechanically prepared schistosomula were
used throughout the work. For all the cytotoxicity assays, however, schistosomula were
prepared according to the skin penetration technique described by Clegg and Smithers
(10) and referred to as skin-transformed schistosomula.

Monoclonal Antibodies. IPLSm1 mAb is a purified anti-S. mansoni antibody of IgG2a
isotype (1). It was produced after fusion of spleen cells from rats infected with S. mansoni
for 5 wk and the nonsecretory IR983 F myeloma cell line (11). It was purified by DEAE
ion-exchange chromatography according to the method of Bazin et al. (12). For inhibition
experiments, purified IPLSm1 antibodies were radiolabeled with '**iodine by the chlora-
mine T method (13). :

JM8-36 antibody is a rat antiidiotype mAb of IgM isotype specific for the IPLSm1
antibody (7). Purified fractions of JM83-36 were obtained by gel filtration chromatography
according to Bazin et al. (12).

Antigens and immunization procedure. Purified lyophilized KLH (mol wt, 3 X 10° to
7.5 X 10°) was purchased from France Biochem. (Meudon, France). For inhibition
experiments, KLH was radiolabeled with ™I by the chloramine T method (13). Degly-
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cosylation of KLH (DKLH)' was performed according to the procedure of Edge et al.
(14). Briefly, 5 mg of KLH was dissolved in 1 ml of anisole/trifluoromethanesulfonic acid
(TFMS) (1 vol/2 vol) mixture and kept for 3 h at 0°C. The deglycosvlated KLH was
freed of reagents and low molecular weight sugars by extraction with diethylether in the
presence of aqueous pyridine followed by dialysis against pyridine acetate buffer, pH 5.5.
LOU/M rats (10 wk old, 180-200 g) were immunized twice at a 2 wk interval by
intraperitoneal injection of 1 ml of physiological saline solution containing 100 ug KLH
or 100 ug DKLH. Rats were bled every week from the start of the immunization. Sera
were recovered and stored at —20°C.

Indirect Immunofluorescence Assay. Anti-S. mansoni antibodies were detected by indi-
rect immunofluorescence on sections of S. mansoni schistosomula prepared as previously
described (9). Sections of 8 um were overlaved with 50 ul of immunized rat sera at a
dilution of 1:10 in 10 mM PBS buffer. After 30 min contact and three washings in PBS,
FITC-conjugated anti-rat Ig antisera prepared in rabbits (Miles Laboratories, Inc.,
Naperville, IL) were added for 30 min. The slides were then washed three times in PBS,
the last wash containing Evans Blue (1:10,000 final dilution) as a counterstain. 4 wk
infected rat sera and normal rat sera (NRS) were used respectively as positive and negative
controls. The sections were examined under fluorescence microscopy.

Immunoprecipitation and Western Blotting Analysis.  Schistosomula surface antigens were
radioiodinated using the lactoperoxidase technique of Marchalonis (15) and immunopre-
cipitated after incubation of the labeled parasite detergent extract (NP-40. 0.05%) with
rat antibodies. Immune complexes were adsorbed on protein A-Sepharose (Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) and analvzed by SDS-PAGE exactly as previously
described (16).

KLH was analyzed in 10% polyacrylamide-SDS gels in the presence of 5% 2-ME (17),
then transferred onto nitrocellulose. Western blotting was performed according to the
method of Burnette (18) using 5 ul of rat sera or 10 ug of IPLSm1 mAb. Fixed antibodies
were revealed by autoradiography after incubation with 5 X 10° cpm of '**I-labeled rabbit
anti-rat IgG (8 X 10° cpm/ug sp act).

Inhibition of IPLSm1/KLH Binding. Inhibition experiments were carried out on poly-
vinvlchloride (PVC) microtiter plates (Falcon Labware, Oxnard., CA) coated with IPLSm1
anubody. Fach well of the PVC plates was coated with 100 ul of a 10 rg/ml solution of
purified IPLSm]1 antibody diluted with 10 mM PBS. After 2 h of incubation at 20°C, the
plates were washed twice in PBS and saturated for 30 min with 200 ul of a 2% BSA
(Albumin, Fraction IV; Boehringer Mannheim Biochemicals, Mannheim, Federal Repub-
lic of Germany) solution in PBS. The plates were then washed twice in PBS/0.1% BSA
(200 pul per well). For the test, 50 ul of '**I-labeled KLH in PBS/0.1% BSA (100,000
cpm/well) were incubated with 50 ul of inhibiting factor diluted in the same buffer for 1
hat 37°Cand 18 h at 4°C. The plates were washed three times in PBS/0.1% BSA and
each well was counted in a gamma counter. The percentage of inhibition of binding was
calculated using the following formula: 100 X (a — b)/a, where a is cpm obtained without
inhibitor and 4 is cpm obtained in the presence of inhibitor. In additional studies, PVC
plates were coated under the conditions described above with 100 ul of 2 10 ug/ml
solution of purified KLH in 10 mM PBS. 50 ul of '] [PLSm1 antibody in PBS/0.1%
BSA (100,000 cpm/well) were incubated with 50 ul of inhibiting factor diluted in the
same buffer. The experimental conditions of the assay and the evaluation of binding
inhibition were identical to those described above.

Inhibition of IPLSm1/38,000 Antigen Binding. Inhibition of binding of radiolabeled
IPLSm1 anubody to 38,000 MM, antigen was performed according to the technique
previously described (7). Briefly, PVC plates precoated with rat IgM C3-109 mAb
recognizing the 38,000 M, antigen, were incubated with 100 gl of a NP-40 extract of
schistosomula (100 ug protein/ml); this procedure allows a better fixation of the 38,000

' Abbreviations used in this paper: DKIRS, DKLH-immunized rat sera; DKLH, deglvcosylated
KLH; IRS, infected rat sera; KIR, KLH immunized rat; KIRS, KLH-immunized rat sera; NRS,
normal rat sera; PVC, polyvinylchloride; TFMS, trifluoromethanesulfonic acid; TRI, synthetic
tripeptide (glycyl-histidyl-lysine).
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M, antigen. After 2 h of exposure at 37°C, plates were washed twice in PBS/0.1% BSA.
For the inhibition test, 50 ul of '*I-labeled IPLSm1 in PBS/0.1% BSA were incubated
with 50 ul of inhibiting factor. After 2 h at 37°C and 18 h at 4°C, plates were washed
three times with PBS/0.1% BSA (100 ul/ml) and the wells were counted in a gamma
counter. The percentage of inhibition was calculated according to the formula previously
defined.

Inhibition of Radiolabeled IPLSm1 Binding to KLH by Sera from Infected Patients.
Inhibition experiments were performed on PVC microtiter plates precoated with KLH.
Sera were obtained from untreated patients in an endemic area in Kenya and selected on
the basis of egg counts. They were kindly donated by Dr. A. E. Butterworth, (Cambridge
University, United Kingdom). Normal human sera were obtained from subjects without
any parasitic infection. For the test, 50 ul of '**I-labeled IPLSm1 were incubated 1 h at
37°C and 16 h at 4°C with 50 ul of diluted infected or normal sera (dilution 1:50 in
PBS/0.1% BSA). Plates were then washed three times in PBS/0.1% BSA and wells were
counted in a gamma counter. The percentage of inhibition was measured according to
the formula defined above.

Eosinophil-dependent Cytotoxicity. The cytotoxicity assays were performed on S. mansoni
skin schistosomula, as previously described by Capron et al. (19). Briefly, effector cells
were obtained from LOU rats stimulated 48 h previously by intraperitoneal injection of
10 ml 0.9% NaCl sterile physiological saline solution: peritoneal cavities were washed with
20 mi Eagle’s MEM containing penicillin (100 U/ml), streptomyein (30 U/ml), 1% NRS,
20 ng/ml synthetic tripeptide (glveyvi-histidyl-lvsine [TRI], Calbiochem-Behring Corp.,
San Diego, CA) and 25 IU/ml calcium heparinate (MEM/NRS/TRI). Eosinophil-rich
populations were prepared by allowing these peritoneal cells (3-7 X 10°/ml in
MEM/NRS/TRI) to adhere for 2 h at 37°C in 25-cm” tissue culture flask (Corning Glass
Works, Corning, NY). The nonadherent cells of each tissue culture flask were recovered,
pooled, and washed twice in MEM/NRS/TRI. After staining with Discombe’s diluent or
toluidine blue, this cell population was shown to contain 40-90% eosinophils and 4-10%
mast cells. The cytotoxic assay was carried out in sterile plastic microplates with flat-
bottomed wells (Nunclon, Roskilde, Denmark). 50 schistosomula were added to each well
and incubated overnight with 30 ul of KLH-immunized rat sera (KIRS), DKLH-immu-
nized rat sera (DKIRS), or 30 ul NRS or mfected rat serum (IRS) at a final dilution of
1:16 (sera were previously heat-inactivated for 2 h at 36°C). After 18 h incubation at
37°C, effector cells were added ina 100 ul of MEM/NRS/TRI ata ratio of 6,000 etfector
cells for one schistosomulum. The plates containing effector cells and sensitized targets
were incubated in a 5% CO, humidified atmosphere at 37°C. The percentage of
cytotoxicity was measured after 24-48 h by microscopic examination.

Passive Transfer Experiments. 2 mi of sera from rats immunized with KLH (KIRS)
were injected intravenously into male LOU rats (10 wk old, 180-200 g) that had been
infected with 800 S. mansoni cercariae 4 h previously. Parasite burdens were evaluated 3
wk later by the liver-perfusion technique according to Smithers and Terry (20). The
number of worms obtained from rats injected with KIRS were compared with those
obtained from control groups (rats injected with 2 ml of physiological saline solution or 2
ml of NRS). The percentage of protection was calculated by the formula (21): 100 X (e
— b)/a, where a is the number of worms recovered from rats injected with 2 ml of
physiological saline solution and & is the number of worms recovered from rats injected
with KIRS.

Active Immunization. For active immunization experiments, male LOU M rats (10 wk
old, 180-200 g) were immunized twice at 2 wk intervals by intraperitoneal injection of 1
ml of physiological saline solution containing 100 ug of KLH. 3 wk after the second
injection, rats were infected with 800 §. mansoni cercariae. The worm recovery and the
evaluation of the percentage of protection were performed as described above, 3 wk after
the cercarial challenge. In these experiments, rats injected with 1 ml of physiological
saline solution were used as negative controls.
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Ficure 1. Epitopic identity between S. mansoni 38,000 M, antigen and KLH. (A) '*I-labeled
schistosomula surface antigens were immunoprecipitated by 10 ul of NRS, IRS, KIRS, or 10
ug of purified IPLSml mAb. (B) KLH-purified preparation was analyzed in a 10% SDS-
polvacryvlamide gel under reducing conditions and then transferred to nitrocellulose. Immu-
nodetection was performed with 3 ul of NRS, 5 ul IRS, 5 ul of KIRS, or 10 ug of purified
IPLSmI antibody. M, X 107* are shown.

Results

Antigenic Community between KLH and the 38,000 M, Antigen. The existence
of a common antigenic structure shared by KLH and S. mansoni was investigated
by immunoprecipitation and Western blotting methodologies. Immunoprecipi-
tation of radiolabeled schistosomulum antigen (Fig. 14) showed that sera from
rats immunized with KLH recognize a 38,000 M, antigen present on the
schistosomulum surface and previously demonstrated as the target antigen of the
IPLSm1-protective mAb (2). Additionally, the analysis of a purified fraction of
KLH by SDS-PAGE under reducing conditions (Fig. 1B) revealed by Western
blotting that IPLSm1 mAb and infected rat sera recognize in KLH two molecules
of ~150-200 X 10° mol wt.

Inhibition of IPLSm1 Binding to KLH. Binding of '**I-labeled IPLSm1 to KLH
coated on PVC plates was shown to be strongly inhibited in a dose-dependent
manner by various concentrations of unlabeled IPLSm1. Similar levels of inhi-
bition could be obtained in the presence of S. mansoni-infected rat sera (Fig. 2).

Epitopic Community. The structural identity between KLH and the 38,000 M,
antigen epitope defined by the IPLSmI mAb was further studied in inhibition
experiments performed in the presence of the JM8-36 antiidiotype antibody
specific for IPLSm1 antibody. Results in Fig. 34 show that JM8-36 antibody
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FIGURE 2. Dose-dependent inhibition of IPLSm1/KLH binding. 50 ul of '*l-labeled
IPLSm1 antibodv were incubated with 50 ul of various concentrations of uniabeled IPLSm1,
50 ul of 4 wk IRS, or 30 ul of NRS.
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FiGure 3. Inhibition of IPLSm1/KLH binding by JM8-36 antiidiotype antibody. (4) 50 ul
of '®[-labeled KLH were incubated with 50 ul of a solution containing either 50 ug of KLH,
IPLSm1 antibody, JM8-36 antiidiotvpe antibody or unrelated IgM. on plates coated with
purified IPLSm1 antibody. (B) 50 ul of '**I-labeled IPLSm1 were incubated with 50 ul of the
same solutions on plates coated with native KLH.

inhibits the binding of '*’I-labeled KLH to IPLSm] antibody coated on PVC
plates at a level comparable to that obtained either with unlabeled KLH or with
purified IPLSm1 antibody. Moreover, JMS8-36 antiidiotype antibody can also
inhibit '*I-labeled IPLSm! binding to KLH coated on PVC plates at a level
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FIGLRE 4. Inhibition of '*I-IPLSm1 binding to the 38,000 A, antigen. (A) 50 ul of various
concentrations of native KLH or DKLH were incubated with 50 pul of '**I-labeled IPLSmI
mAb (100,000 cpm/well). (B) 50 ul of 1:50 diluted sera collected from KIRS, DKLH
immunized rats, 4 wk IRS, NRS, or 1PLSm! ascitic fluid were incubated with 50 ul of '*°I-
labeled IPLSm1 antibody (10° cpm/well).

comparable to that seen with unlabeled IPLSm1 or KLH. These results therefore
suggest a close structural identity between the antigenic determinant of KLH,
the internal image of the antigen expressed on JM8-36 antiidiotype antibody,
and the 38,000 M, antigen epitope defined by the IPLSm1 mAb.

Involvement of Carbohydrate Moieties. The previous demonstration that
IPLSmI mAb binds to the 38,000 .M, antuigen via a glycanic epitope (2) led us to
compare the immunological properties of native and deglycosvlated KLH. Native
KLH preparations used at various concentrations inhibit the binding of *°I-
labeled IPLSm1 to its 38,000 M, target antigen. This activity is completely
abolished when KLH is deglycosylated by TFMS treatment (Fig. 44). Addition-
ally, a marked inhibition of binding of '**I-labeled IPLSm! could be induced
with KIRS or IRS, but not with the sera from rats immunized with DKLH or
NRS (Fig. 4 B).

Eosinophil-dependent Cytotoxicity. The relationship between the existence of
antibody-mediated eosinophil-dependent cytotoxicity for schistosomula and the
38,000 M, antigen prompted us to investigate the presence of cytotoxic antibodies
in the sera collected from rats immunized with KLH. The cytotoxic activity of
anu-KLH rat sera was investigated in the presence of normal rat eosinophils. In
these particular conditions, ant-KLH rat sera were shown to exhibit a marked
killing activity towards S. mansoni skin schistosomula ranging between 46 and
94% and comparable to that usually obtained using 4 wk-IRS (19) or the
protective mAb IPLSm1. No cytotoxicity was observed with sera collected from
rats immunized with DKLH (Fig. 5).

Passwely Transferred Immunity. 'The potential protective role of anti-KLH rat
sera was investigated by passive transfer experiments in naive LOU rats. The
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FIGURE 5. Eosinophil-dependent cytotoxicity for S. manson: schistosomula. The percentage
of cytotoxicity was measured after 48 h of incubation with effector cells (LOU rat peritoneal
cells enriched in eosinophils); schistosomula were preincubated either with KIRS, DKIRS, 4
wk IRS, NRS, or IPLSm1 mAb (mean of 10 duplicate experiments = SD).

parasite burden was evaluated by liver perfusion 3 wk after a challenge infection
with 800 §. mansoni cercariae. Results presented in Fig. 64 indicated that
antibodies produced in KLH-immunized rats passively transterred immunity to
a degree (48%) very close to that previously observed for the IPLSm1 mAb. In
these experiments, rats receiving KIRS presented a lower number of worms
when compared with rats treated with NRS or physiological saline solution (Fig.
64).

Active Immunization. The protective effect of immunization with KLH was
studied in naive LOU rats immunized twice at 2 wk intervals with 100 pg of
KLH and infected 3 wk after the second injection by 800 S. mansoni cercariae.
The effectiveness of the procedure was evaluated 3 wk after the challenge
infection by liver perfusion. Two series of experiments involving a total of 24
rats demonstrated that rats previously immunized with KLH presented a signif-
icant decrease in the parasite burden when compared with appropriate controls
(rats treated with physiological saline solution). The level of protection obtained
in these experiments ranged between 50 and 70% (Fig. 6 B).

Studies on Sera from Humans Infected with S. mansoni.  Previous studies (4) have
demonstrated that the 38,000 M, antigen glycoprotein is a major immunogen in
human infection and induced the production of specific antibodies in 97% of S.
mansoni-infected patients. The potental use of KLH for the detection of anti—
S. mansoni antibodies in human sera was explored using a competitive RIA with
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FIGURE 6. In vivo protective role of anu-KLH antibodies. (A) 1.5 ml of KIRS, 1.5 ml of
NRS, or 1.5 ml of physiological saline solution were injected intravenously into each rat
(groups of six animals in each test) that had been infected 4 h previouslv with 800 S. mansoni
cercariae. (B) KIR or rats injected with phvsiological saline solution (C) were infected with
800 S. mansoni cercariae. In A and B, the number of worms was estimated by liver perfusion
21 d after the challenge infection.

TABLE |
Inhibition of '**I IPLSm! Binding to KLH by Human Serum

Percent inhibition
Human sera source

5D
S. mansoni-infected human sera (n = 20) 68 = 13.3
Normal human sera (n = 20) 0.5 = 1.1

50 ul of '**I-labeled IPLSml (10> cpm/well) were incubated on piates
coated with KLH for 1 hat 37°C, and for 16 h at 4 C with 50 ul of 1:50
diluted infected or normal sera.

PVC plates coated with KLH. Results summarized in Table I and concerning a
limited series of human infection sera show that the latter significantly inhibit
the binding of radiolabeled IPLSm1 antibody to KLH (68 = 13.3%). No
significant levels of inhibition were observed with the various control sera (0.5
+ 1.1%).

Discussion

The experimental data reported here clearly demonstrate that the immuniza-
tion of naive LOU rat with purified hemocvanin of Megathura crenulata (KLH)
elicits the production of specific anti-S. mansoni antibodies exhibiting both in
vitro and in vivo effector functions towards S. mansoni schistosomula, indicating
therefore the presence of a functional crossreactive epitope between KLH and
the 38,000 M, antigen.

These observations found a molecular basis in the demonstration that sera
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collected from KLH-immunized rats contain antibodies able to immunoprecipi-
tate from a schistosomula extract the 38,000 M, surface antigen previously
reported as the target antigen of the protective IPLSm1 mAb and of antibodies
from human or experimental infection sera. The antigenic similarity was con-
firmed by Western blotting analysis of KLH in which two molecules of about
150,000 and 200,000 M, were recognized both by IPLSm1 mAb antibody or S.
mansoni-infected rat sera.

The existence of a shared epitope between KLH and the 38,000 M, antigen
was fully supported by the results obtained in inhibition experiments performed
using the JMB8-36 antiidiotype antibody. The latter induced both a marked
inhibition of binding of '**I-labeled KLH to IPLSm1 antibody or of '**I-labeled
IPLSm1 to KLH, suggesting therefore a close structural identity between the
epitope of KLH, of the 38,000 M, antigen and the internal image of the 38,000
M, epitope presented by the JM8-36 antiidiotype antibody.

The glycanic nature of the portion of the KLH molecule recognized by the
IPLSm1 antibody was established by further inhibition experiments. Deglycosy-
lation of the native KLH by TFMS treatment abolished the inhibitory effect of
KLH on the binding of labeled IPLSm1 to its target antigen. On the other hand,
sera collected from rats immunized with DKLH were completely devoid of
inhibitory activity on IPLSm1/38,000 M, antigen binding when compared with
the sera obtained from rats immunized with native KLH, or rats infected with
S. mansoni. These results confirmed the close structural and chemical identity
between KLH and the 38,000 M, antigen previously demonstrated to bind the
IPLSmI1 mAb through a glycanic epitope.

The functional properties of the carbohydrate epitope present on native KLH
molecules were studied in the light of the relationship previously reported
between killing of schistosomula mediated by normal rat eosinophils and the
38,000 M, schistosomula surface antigen (1). A marked level of eosinophil-
dependent cytotoxicity was observed in the presence of sera collected from KLH-
immunized rats, comparable to that obtained with IRS or IPLSmI mAb; no
cytotoxicity was observed with the sera from rats immunized with DKLH. These
results indicated that, together with a structural identity between KLH and
38,000 M, carbohydrate moieties, the KLH epitope recognized by IPLSm1
antibodies expressed similar immunological functions and elicited by immuniza-
tion the production of cytotoxic antibodies. The effector functions of anti-KLH
antibodies were also confirmed in vivo by passive transfer experiments. Sera
collected from rats immunized with KLH were found to be protective, when
passively transferred to rats, to a degree similar to that induced by the IPLSm1
antibody. More importantly, the prior immunization of naive LOU rats with
purified KLH gave a high level of protection towards a subsequent S. mansoni
challenge. The parasite burden estimated by liver perfusion methodology was
significantly reduced when compared with appropriate controls.

These latest data increase the interest for the well-defined characterization
and isolation of this glycanic epitope shared both by KLH molecules and the
38,000 M, schistosomula surface antigen, and potentially available for an im-
munoprophylactic approach towards schistosomiasis. From these encouraging
results, observations in various experimental infection models and particularly
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in primates to evaluate the immune response against this glycanic epitope should
follow.

In man, preliminary investigation performed using a competitive RIA allows
the characterization of specific antibodies that can inhibit the binding of IPLSm1
antibody to KLH in the sera of §. mansoni-infected patients. Although the
existence of natural antibodies to KLH in some individuals has been reported
(22), no significant level of inhibition was observed with the various control sera
used. The fact that almost all subjects infected by S. mansoni produce antibodies
against the glycanic epitope of the 38,000 M, antigen also present in KLH opens
an entirely new pathway towards the development of a simple, easily standardized
and cheap reagent for the seroepidemiology of human schistosomiasis. We are
at present applying this methodology to a large series of well-documented sera.

This paper brings new evidence that the carbohydrate moieties of Megathura
crenulata hemocyanin (KLH) express the epitope previously characterized on a
major immunogen 38,000 M, antigen of the parasite S. mansoni and clearly
demonstrate its capacity to elicit by immunization the production of functional
antibodies both in vitro and in vivo. Such observations appear to have several
major consequences.

The close structural and functional identity between KLH carbohvdrate moie-
ties and the glycanic epitope of the 38,000 M, antigen provides new opportunities
to analyze further in man and animal models the isotypes induced towards a
potentially protective epitope. KLH could represent in this context a valuable
tool for the identification of the human antubody isotype(s) directly involved in
the eosinophil-mediated killing of schistosomula.

The characterization on the KLH molecule of a functional epitope recognized
by the protective IPLSm1 mAb offers new opportunities to purify a large amount
of the oligosaccharide for the study of its chemical structure. Our current work
using mass spectroscopy analysis of the purified KLH oligosaccharides renders
access to a well-defined structure feasible in the near future, a first step in the
production of synthetic oligosaccharides. Such material could certainly provide
essential information concerning the potential relations existing between the
chemical nature of a functional epitope and the preferential induction of specific
antibody isotype(s). This latest point appears to be essential since we previously
demonstrated in schistosomiasis the production of blocking mAbs towards the
38,000 M, glycoprotein antigen. Two ways of investigation could be proposed at
this stage, either a slight modification of the initial chemical structure of KLH
carbohydrate moieties involved in the production of functional antibodies or the
production of neoglycoproteins obtained by a chemical condensation of KLH
oligosaccharides with various carrier proteins. These experiments could certainly
lead to the appreciation of the real role plaved by the carrier proteic structure
in the orientation of the immune response towards a specific epitope. In this
context, we plan to apply such an approach to the P28 antigen of S. manson
recently described (23) as promoting a protective immune response in rats and
mice against S. mansoni infections.

Moreover, our findings have to be considered in the general framework of the
antigenic community existing between parasites and their hosts. This concept
established in our laboratory some 20 yr ago indicates that some antigenic
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determinants were present both on S. mansoni and its snail intermediate host B.
glabrata (24) and elicited the production of antibodies appearing early during
experimental or human infection (25). These results, confirmed in several
laboratories (26-30), were recently updated by the demonstration that the
glycanic epitope of the 38,000 M, glycoprotein that is a major immunogen of §.
mansoni schistosomula is in fact expressed by the intermediate host B. glabrata
and several freshwater and marine molluscs (8). Such observations raised the
problem of the conservation of this oligosaccharide structure throughout evolu-
tion and the expression in a human parasite of a major antigenic epitope whose
origin was found in a marine mollusc Megathura crenulata that has been in
existence for several million years.

Finally, it will certainly be of interest to immunologists, who have used KLH
for the last 20 yr as a carrier for the immunization of humans or animals, to
know that it can lead to the production of anti-S. mansoni antibodies.

Summary

The glycanic epitope of the 38,000 M, Schistosoma mansoni schistosomula
major immunogen defined by the IPLSm1 protective mAb was identified in the
hemocyanin of the marine mollusc Megathura crenulata, better known as KLH.
This antigenic community was exploited to investigate further the biological
properties of this epitope. KLH was shown to strongly inhibit the binding of
IPLSm1 mAb to its 38,000 M, target antigen. Immunization of naive LOU rats
with KLH elicited the production of anti-S. mansoni antibodies capable of
immunoprecipitating the 38,000 M, schistosomulum antigen. Antibodies to KLH
mediated a marked eosinophil-dependent cytotoxicity and passively transferred
immunity towards S. mansoni infection. Finally, rats immunized with KLH were
significantly protected against a challenge with S. mansoni cercariae.

The deglycosylation of KLH completely abolishes its immunological and
functional KLH properties, indicating the participation of an oligosaccharidic
epitope of the native KLH that is also recognized by the sera of S. mansoni-
infected patients.

These observations provide new opportunities of access to the well-defined
structure of a glycanic epitope potentially available for the immunoprophylaxis
and seroepidemiology of schistosomiasis, and a new approach to the isotypic
response towards a well-chemically defined epitope.

~ The authors thank Dr. A. E. Butterworth for access to sera from S. mansoni-infected
patients and Dr. R. J. Pierce for helpful advice. The expert assistance of A. Caron and ]J.
Trolet was greatly appreciated, as well as the help of C. Colson and M. F. Massard in the
preparation of the manuscript.
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ARTICLE H: CARACTERISATION D'UNE SPECIFICITE ANTIGENIQUE ENTRE

LA MOLECULE 38 KDA DU SCHISTOSOME ET DIFFERENTS
MOLLUSQUES D'EAU DOUCE.

Si a ce stade il semblait difficile de comprendre la relation d'identité épitopique
définie entre le schistosome et I'némocyanine du mollusque marin Megathura crenulata, les
investigations réalisées parallelement au niveau des relations antigéniques existants entre le
S.mansoni et son hote invertébré Biomphalaria glabrata, nous permettent d'apporter
quelques €léments de réponse a cette observation relevant plus de la sérendipité que d'une
progression logique dans I'analyse expérimentale.

L'application des techniques d'immunoprécipitation et d'inhibition de 1a fixation de
l'anticorps IPLSm1 a son antigéne cible, est a 1'origine de la démonstration de la répartition
ubiquitaire du motif oligosaccharidique spécifique de l'anticorps IPL Sm1 au niveau de

toute une série de mollusques d'eau douce.

Les travaux présentés dans cet article peuvent se résumer de la fagon

suivante :

1°) L'épitope glycanique cible de l'anticorps IPL Sm1 a été caractérisé sur une

molécule de 90 kDa du Biomphalaria glabrata.

2°) Bulinus truncatus et Lymnaea stagnalis hétes tespectifs de Schistosoma

haematobium et de Trichobilharzia ocella (schistosome aviaire), expriment cet épitope.
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3°) L'identité épitopique n'est pas restreinte aux hdtes du genre schistosome puisque
Lymnaea limosa, qui n'est pas un hote du schistosome posseéde cette structure, inversement

ce motif antigénique n'a pu €tre identifi€ chez l'escargot terrestre Helix pomatia.

Bien que nos travaux s'inscrivent dans le concept général de la
mimicrie moléculaire existant entre les trématodes et leurs hodtes invertébrés
décrit par CAPRON et al (1965), ils soulevent néanmoins de nombreuses
questions concernant la signification biologique de l'expression dans un
parasite humain d'une structure glycanique ancestrale également

caractérisée dans I'hémocyanine d'un mollusque marin.
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Schistosoma mansoni shares a
protective oligosaccharide
epitope with freshwater and marine snails

C. Dissous, J. M. Grzych & A. Capron

Centre d'Immunologie et de Biologie Parasitaire, Unité Mixte
INSERM 167-CNRS 624, Institut Pasteur de Lille, France

The expression of similar antigenic determinants by trematode
parasites and their intermediate (invertebrate)'* or definitive (ver-
tebrate)® hosts has been previously reported. Studies of experi-
mental”™ and human'® infection by the parasite Schisiosoma
mansoni have revealed the strong immunogenicity of 2 surface
antigen with a relative molecular mass (M,) 38.000 (38K). Here
we provide evidence that the important protective epitope of the
38K molecule is expressed by the uninfected intermediate host of
S. mansoni, Biomphalaria glabrata and is synthesized both by the
molluse and by the parasite throughout ijts life cycle, thus
confirming our original hypothesis''. Deglvcosylation experiments
indicate that the protective epitope is an oligosaccharide and in
B. glabrara, is associated with a 90K component. Analysis of
soluble extracts from different freshwater motlusc species shows
that the same protective epitope is found in schistosome as well
as in non-schistosome hosts. Moreover, it was also found on the
haemocvanin of the kevhole limpet (Megathura crenulara), a
carrier protein widely used in immunological studies.

Immunoprecipitation of antigens isolated {rom surface-radio-
iodinated miracidia using antibodies produced bv rats during
S. mansoni infection. reveals binding to surface components of
M, ranging from 30K to 200K (Fig. 1a). All these antigens
contained the epitope defined by the proteciive monocional
antibody (1PLSml)® characterized previously on the 38K schis-
tosomula surface molecule (Fig-1b). These results show that
the protective determinant is present in the different parasite
stages on various molecules. Indeed, it has already been demon-
strated that the IPLSmi antibody recognizes high M, (=150K)
components on the surface of cercariae’ and a 115K antigen in
the metabolic products from adult worms'?.

Antigenic similarity between trematodes and their respective
intermediate hosts has been described’"*. We therefore studied
the possibility of identity between characterized immunogenic
S. mansoni antigens and B. glabrata components. Antibodies
directed against soluble mollusc extract were raised in rabbits
and used to immunoprecipitate surface-labelled antigens of
miracidia and schistosomula. In both parasite stages, rabbit
antibodies bound to surface molecules and the electrophoretic
patterns of isolated antigens were similar to that obtained with
the IPLSml antibody. The rabbit immunoglobulins bound
strongly 1o the protective epitope of parasite target antigens as
they were able to inhibit (up to 80% ) the binding of IPLSm! to
the 38K schistosomula antigen in a solid-phase competitive
assay®. It is important to note that antigenic identity between
B. glabrata and S. mansoni was only associated with the 38K
antigen among the surface schistosomula components recogn-
ized by infected rat antisera,

The observation that the [PLSml antibody bound to a number
of molecular structures in the different developmental stages of
the parasite suggested that the protective epitope could be found
on carbohydrate chain(s) linked to difierent protein or pro-
teolipidic structures. This was supported by work showing that
rabbit antibodies produced against deglycosylated mollusc
extract did not recognize surface-labelled parasite antigens.
These antibodies were aiso unable to compete with the IPLSml
antibody for binding to the 38K molecule (<5% inhibition was
observed in solid-phase radioimmunoassay).

The identification of cross-reactive B. glabrata components
was investigated by SDS-poivacrylamide electrophoresis
(PAGE) of soluble mollusc extract followed by Western blotting

25 ~ &
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Fig. 1 Antigenic identity between S. mansoni target antigens and
B. glabrata. A Puerto Rican strain of S mansoni was used.
Miracidia were prepared from eggs collected from iivers of infected
golden hamsters'®. Schistosomuia were obtained by passage of
cercariae through isolated pieces of Swiss mouse skin'". Parasites
were labelled by factoperoxidase-catalysed radioiodination®® and
antigens were isolated and analysed by SDS-PAGE as previously
described'®. B. glabrasa talbino strain) bodies were ground in
liquid nitrogen unti} a fine powder was obtained. The powder was
dissolved in distilled water (8 mig™'} and sonicated at 4 °C for
4x1552at23 W The soluble mollusc extract was obtaine i following
a | h centrifugation at 100.000g at 4 °C. New Zealand rabbits were
immunized by injection of 1 ml (3 mg protein) mollusc extract or
I'ml extract that was previousls deglvcosviated by the tri-
fluoromethanesulphomce acid method of Edge er al*’. Immuniz-
ation was performed according to the technique of Vaitukaitis et
at! in the presence of complete Freund's adjuvant. Surface anti-
gens of miracidia (a} or schistosomuia (&) were immunoprecipi-
tated by normal Fischer rat serum (1}, serum from Fischer rats
infected by S, manseni (or 100 davs (2), IPLSm! monoclonal
antibody (3), normal rabbit serum ¢4}, anti- B. glabraia rabbit secum
{5) or anu-deglycosviated B. glabrara raboit serum (6).
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Fig. 2 Identification of cross-reactive B. glabrata components. a,
B. glabraia extract (30 ug protein) was analysed by SDS-PAGE
under reducing conditions™, then transferred on to nitroceliulose.
Western leomng was performed according to the tecamque of
Burnere™! using 10 ul normal rat serum (NRS) or 10 wy IPLS™
monoclonal antibody (two difierent preparations were used). Fix=x
anubodies were revealed after incubation with ***1.labelled raboi
anu-ratigG. b, SDS-PAGE analysis oi degivcosylated™ 8. glabrata
extract followed by Western biotung using IPLSmi monociona:
antibodv.



using the IPLSml antibody. The antibody bound preferentially
to a 90K B. glabrata component (Fig.2). Several additional
fainter bands with a variable intensity in different experiments
are also seen, suggesting that the cross-reactive epitope could
be found to a lesser extent on other molecular structures. The
90K band was no longer labelled when deglycosylated B. gla-
brata extract was analysed, confirming the glycanic nature of
the epitope defined by IPLSml.

These data indicate that S. mansoni and its intermediate host
share a common glycanic determinant previously demonstrated
to be active in immunity to schistosomes®°. The presence of this
epitope in metabolic products from adult worms has been
described and the present results have shown that it is also
distributed on various surface components of miracidia, that is,
on the infective larvae before they have penetrated into the
molluscan host. These two observations argue against the possi-
bility that the 38K protective epitope on cercariae and newly-
transformed schistosomula could result from the acquisition of
molluscan components by specific or non-specific adsorption
and show that the synthesis of this carbohydrate moiety can
occur both in the mollusc and in the parasite throughout its life
cycle. Such results raise questions about the role of antigenic
identity in host-parasite relationships and how it could arise.
It has been supposed that the existence of cross-reactive antigens
results from an adaptation of the parasite to its host and thereby
prevents immune recognition. Indeed, in non-permissive
mollusc hosts, immune killing of parasites by phagocytic cells
has been described'? and is comparable to the antibody-depen-
dent cellular cytotoxicity observed in vertebrate hosts'®,

Previous studies using sera from patients infected by different
trematodes indicate that the 38K schistosomula antigen could
be specific for the Schistosoma genus'’; we tested this by analysis
of mollusc extracts from schistosome or non-schistosome host
species. B. glabrata extracts strongly inhibited (up to 95% in
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Fig. 3 Inhibition of IPLSmI antibody binding to the 38K S.
mansoni antigen by different fresh water mollusc extracts. Deter-
gent extract from 250 '**[-labelled schistosomula was incubated
with S ug IPLSmI antibody in the absence or in the presence of
increasing concentrations (10, 50, 100 or 250 ug protein) of B.
glabrata (B.g.), Bulinus truncatus (B.t.), Lyvmnaea stagnalis (L.s.)
or Lymnaea limosa (L.l.) mollusc extracts. B. truncarus were
obtained from the Pasteur Institute of Alger and L. stagnalis from
the Paul Ehrlich Institute (Frankfurt, Germany). L. limosa were
collected from local streams in the north of France. Immune
complexes were analysed by SDS-PAGE'® and the amount of 38K
antigen immunoprecipitated was determined by counting polyacry-
lamide gel slices containing the molecule. The percentages of
inhibition were calculated as follows: a-b/a where a and b
represent, respectively, the amount of radioactivity isolated in the
absence or in the presence of mollusc extract.
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Fig. 4 Inhibition by KLH of radiolabeiled IPLSmI binding to S.
mansoni  anugen. Experiments were carried out on poly-
vinylchloride (PVC) microutre plates coated with parasite antigen
according to the method previously described”. Fifty microlitres
of '**I.labelled IPLSmI anubody were simuitaneously added to
each well within a, 50 ul vanous concentrations of purified kevhoie
limpet haemocvanin (KLH) (France Biochem, Meudon) 73, or
KLH degivcosviated by the method of Edce er al"’ BMB. and in
b, 50 ul of native 13, or deglvcosviated M. B. glabraia extract at
ditferent protein concentrations.

the presence of 250 g total protein) the Immunoprecipitation
of the labelled 38K antigen by IPLSml antibody ( Fig. 3). Buiinus
fruncatus and Lymnaea stagnahis, which are the respective inter-
mediate hosts tor Schistosoma haematobium and Trichobilharzia
ocellaia (an avian schistosome). were also able to compete with
the S. mansoni antigen, showing respectively, an 80 and 65%
decrease of the isolated labelled 38K molecule for the same
maximal dose of protein added. Moreover, a similar level of
inhibition (75%) was observed with the non-schistosome host
Lymnaea limosa. Extract trom the land snail Helix pomana did
not compete with the 38K anugen (results not shown) and such
data suggested that the protective epitope could be found in
many freshwater snail species without restriction to schistosome
hosts.

Further experiments showed that haemocyanin from the key-
hole limpet ( Megathura crenulata) also possesses the carbohy-
drate protective epitope. Figure 4 illustrates the competition of
purified keyvhole limpet haemocyanin for the binding of the
IPLSml antibody to parasite antigens and demonstrates the role
of carbohydrate moieties in the inhibition. Thus, these results
show the expression in a human parasite of a major antigenic
epitope whose origins are found in the marine mollusc AL
crenuiata (that has been in existence for several hundred million
vears) as well as in freshwater snails. The conservation of this
oligosaccharide structure throughout evolution raises questions
of phylogeny and adaptation. It has been recently reported in
various biological systems that membrane oligosaccharides are
important in osmotic adaptation'® and it is tempting to speculate
that important changes of osmolarity to which schistosomes are
exposed during the rapid adaptation of free larval forms to
invertebrate or vertebrate hosts might rely on this highly preser-
ved structure. Work is presently in progress to explore the
possible use of the oligosaccharide molecule in immunization
against schistosomes.

We thank J. Trolet and S. Torres for their technical assistance,
C. Colson and M. F. Massard for the preparation of the manu-
script, H. Neibel and H. D. Brede for giving us Lymnaea stagnalis
snails and B. Hamraoui for giving us Bulinus truncatus snails.
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CHAPITRE IV.

DISCUSSION ET CONCLUSION.
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L'application de la technique d'hybridation cellulaire dans le domaine de la
schistosomiase expérimentale du rat, puis l'exploration fonctionnelle des sondes produites

sont a l'origine de quatre observations majeures :

-- La caractérisation d'un des immunogenes majeurs de Schistosoma

mansoni .

-- L'identification de mécanismes régulateurs de la réponse immune

par le biais d'anticorps bloquants.

-- La construction d'anticorps anti-idiotypiques portant I'image interne

d'un épitope oligosaccharidique de Schistosoma mansoni .

-- L'identification d'une communauté antigénique entre le Schistosoma
mansoni et la molécule d'hémocyanine du mollusque marin Megathura

crenulata.

Si certains de nos résultats apportent une réponse aux questions posées dans nos
hypothéses de travail, d'autres appellent de nombreux commentaires quant & leur
signification biologique et leurs conséquences pratiques.

Par soucis de clarté nous discuterons respectivement chacun des différents thémes

t out en gardant a l'esprit leurs étroites interactions.
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A ROLE ET SIGNIFICATION BIQOLQGIQUE DE L'ANTIGENE 38kDa

1°) I.'antigéne 38 kDa dans le contexte des antigénes potentiellement
protecteurs,

Les investigations moléculaires développées dans notre étude nous ont conduits
grice a l'anticorps monoclonal IPL Sm1, a établir une relation directe entre l'expression
d'un mécanisme effecteur in vitro, d'une protection in vivo et l'antigéne de 38 kDa du
schistosomule de S.mansoni.

L'intérét particulier de cette molécule réside dans le fait qu'elle appartient au groupe
des antigénes de 30 a 40 kDa reconnu par les sérums de nombreux systemes d'infection
expérimentale et humaine (DISSOUS ez al 1981, DISSOUS et CAPRON 1982a,
SIMPSON et al 1983).

L'antigéne 38 kDa induit d'autre part dans 97% des cas étudiés dans une population
de 120 sujets bilharziens la production d'anticorps spécifiques.Dans ce groupe de patients
l'intensité de la réponse anti-38 kDa croit avec 1'dge des sujets avant d'atteindre un plateau
a I'dge adulte pour décroitre ensuite, suivant ainsi un étroit parallélisme avec la courbe de
prévalence et d'infection classiquement admise par les épidémiologistes. Dans ces condition
la réponse anti-38 kDa peut donc €tre considérée comme un marqueur de l'immunité
anti-parasitaire.

Depuis 1982 de nombreux auteurs ont proposé différentes molécules parasitaires
comme candidats pour I'€laboration d'un matériel vaccinal spécifique du Schistosome. Ces
antigénes d'un poids moléculaire s'échelonnant de 27 a 153 kDa ont été retenus sur la base
des techniques d'immunisation directe, ou sur I'argument indirect de la protection conférée

passivement par l'injection d'anticorps monoclonaux spécifiques de ces antigénes (Tableau

3).
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TABLEAU 3:

-LES ANTIGENES POTENTIELLEMENT PROTECTEURS DE

SCHISTOSOMA MANSONI-

Antigénes  Immunisation Transfert passif % de protection Références
souris hamstewr wat since
IPLSml MAB(AB1) - - 53-62 - Grzych et al 1982
JM8~-36MAB (AB2) - - 50-76 - Grzych et al 1985
Ac anti-JM8-36 (AB3) -~ - 46 - Grzych et al 1985
KLH - - 50-75 - Grzych et al 1987
Ac anti-KLH - - 48 - Grzych et al 1987
dine ]
P28 43 - 65 - Balloul et al 1987b
Ac anti-P28 - - 60 - Balloul et al 1987b
¢ anti-pP28 - - 85 - Auriault et al 1987
P28 clonée - 50 65 35-8 Balloul et al 1987a,c
28 kDa 38 - - ~ Harn et al 1987
anti-28 kDa MAB 50 - - - Harn et al 1985
SWAP (97 kDa) 60-67 - - - Sher et al 1986
$326 30 - - - Smith et al 1986
Aller~éres
22-26 kDa - 60 - Damonneville et al
1986
anti-26 kDa MAB - - 40-60 - Verwaerde et al 1987
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Les molécules étudiées dans ces différents modeles d'infection expérimentale ont permis
d'établir des taux variables d'immunité vis-a-vis d'une infection cercarienne d'épreuve.

Deux antigenes méritent pourtant une attention particuliére. Un antigéne protéique de
PM 28 kDa (P28) isolé des produits du métabolisme du Schistosome adulte et aussi présent
dans le schistosomule, qui par immunisation sous sa forme native ou recombinante induit
des niveaux de protection trés significatifs dans différents modeles d'infection (rats, souris,
hamsters et primates) (BALLOUL eral 1985,1987 aetb).

Cet antigéne suscite lui aussi la production d'anticorps effecteurs d'isotype 1gG2a et
IgE chez le rat, ce qui confirme une fois de plus la relation existant dans certains modgles
entre l'expression des mécanismes de cytotoxicité in vitro et l'immunité 2 la
schistosomiase.

Le deuxieme antigéne de poids moléculaire 97 kDa doit étre mentionné car il installe
dans le systtme murin une immunité significative par le biais d'une intense réponse i
médiation humorale (SHER ez al 1986, JAMES et al 1986).

Dans le contexte général des antigeénes protecteurs, I'antigéne 38 kDa tient une place
particuliére de par la nature glycanique de son épitope actif mais surtout de par sa dualité

d'induction d'anticorps antagonistes.

29 Signification biologique de 1'épitope spécifique de l'anticorps IPL

Sml

La caractérisation de l'antigene 38 kDa et plus précisement celle de son épitope défini
par l'anticorps monoclonal IPL Sm1 déborde largement du cadre de nos investigations
initiales et souleve aujourd'hui de multiples questions quant  sa signification biologique et
a sa répartition ubiquitaire au niveau de certaines structures du parasite mais aussi dans des

modeles treés €loignés philogéniquement.
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Cet épitope, dont la nature glycanique a été suggérée puis définitivement établie (DISSOUS
et al 1982a et b DISSOUS er al 1986), a été caractérisé sur différentes structures du
parasite S.mansoni, chez le ver adulte dans les produits métaboliques du parasite sur une
molécule de 115 kDa (DISSOUS et CAPRON 1983), et dans le miracidium sur toute une
série d'antigénes allant de 30 a 200 kDa.

Ces études apportent un support moléculaire a la notion d'immunité concomitante et
pourraient étre reliées au fait que l'antigéne 38 kDa induit a la fois la production d'anticorps
effecteurs et d'anticorps bloquants ce qui permettrait au parasite d'éluder la réponse
immune qu'il suscite.

PHILLIPS et al (1977) avaient déja démomré chez le rat que l'immunité a la
réinfection associait des phases de forte et de faible susceptibilité a la réinfection, qui ne
sont pas sans rappeler les études de M.Capron et al (1984) démontrant des niveaux tres
variables de protection lors du transfert chez le rat d'éosinophiles immuns prélevés a
différentes périodes de l'infection.

On p‘.cut supposer ici que 1 'expression d'un méme épitope présent sur des molécules
des différents stades du parasite puisse tre en partie responsable de la modulation de
I'expression isotypique de la réponse immune et donc de I'induction d'anticorps d'isotypes
différents voire méme antagonistes.

Outre son expression sur des antigénes de stades parasitaires, I'épitope spécifique de
I'antigéne 38 kDa a aussi €t€ identifi€ chez I'hdte intermédiaire de S.mansoni le mollusque
Biomphalaria glabrata.. Les anticorps anti-B.glabrata préparés chez le lapin précipitent les
mémes molécules aux niveaux des différents stades parasitaires que celles définies par
l'anticorps IPL Sml1 et inhibent la fixation de l'anticorps monoclonal & son antigéne cible
(80 %). Ces réactions ne sont pas observées pour les sérums de lapins immunisés par des
extraits du mollusque préalablement déglycosylés, confirmant de fait la nature sucrée de
I'épitope considéré. Inversement l'anticorps IPL Sm1l reconnait des structures du

B.glabrata d'un poids moléculaire 90 kDa.
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Ces observations prouvent de toute évidence que 1'épitope spécifique de I'anticorps
IPL Sm1l est aussi exprimé par I'hdte intermédiaire non infecté et confirment I'existence
d'une identité moléculaire entre le trématode et son hote, démontrée il y a quelques vingt
années dans notre laboratoire par CAPRON et al (1965).

Cette identité moléculaire n'est pourtant pas restreinte au systeme S.mansoni-
Biomphalaria glabrata puisque Bulinus truncatus et Lymnaea stagnalis hotes respectifs de
Schistosoma haematobium et de Trichobilharzia ocella , ainsi que Lymnaea limosa qui
n'est pas un hdte du Schistosome, expriment cet épitope.Par contre cette structure
glycanique n'a pas été caractérisée sur l'escargot terrestre Helix pomotia.

Dans ce contexte, l'identification de cet épitope dans I'hémocyanine du mollusque
marin Megathura crenulata pose de toute évidence le probléme fascinant de la conservatipn
au cours de I'évolution d'une structure oligosaccharidique, dont les origines remontent a
plusieurs centaines de millions d'années. Il faut cependant noter que des stuctures
oligosacchariques ont récemment été décrites par MILLER er al (1986) pour leur role
essentiel dan§ I'adaptation osmotique et 'osmolarité des microorganismes. Il est donc
tentant d'eki)liquer la conservation de I'épitope glycanique spécifique de 'anticorps IPL
Sml dans le cadre de l'adaptation du Schistosome aux brusques modifications de
I'osmolarité de son environnement pendant les phases d'adaptation rapide qu'il doit
effectuer du stade larvaire libre dans l'eau douce 2 son €tat captif dans les tissus de son hote

définitif.

B) LES ANTICORPS BLOOUANTS DANS LA SCHISTOSOMIASE

L'exploration des propri€tés biologiques et fonctionnelles de I'anticorps monoclonal
IPL Sm3 d'isotype IgG2c est i l'origine de toute une série d'investigations qui nous ont
conduits 2 la mise en évidence de mécanismes de régulation isotypique et a la caractérisation

d'anticorps bloquants dans les schistosomiases.
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Sur les bases de I'absence totale d'activité effectrice de l'anticorps IPL Sm3 et de sa
protecteur IPL. Sm1, nous avons €laboré puis vérifié in vivo et in vitro I'hypothése du role
modulateur de 'anticorps IPL Sm3 sur l'expression des propriétés effectrices de
I'anticorps IPL. Sml.

Dans une premicre série d'études réalisée dans le systéme de cytotoxicité dépendant
d'éosinophiles, nous démontrons clairement le role inhibiteur de 'anticorps IPL. Sm3 sur
les propriétés cytotoxiques de l'anticorps IPL Sml. Cette inhibition s'exprime d'une
maniere dose-dépendante lors de 1'addition de 'anticorps dans le systéme ainsi défini de
quantités croissantes de l'anticorps IPL Sm3, mais peut aussi étre induite par la
préincubation des schistosomules par 1'anticorps IPL Sm3.

Des études complémentaires révelent que l'activité inhibitrice de I'anticorps IPL Sm3
n'est pas restreinte au modele monoclonal mais qu'elle s'exerce aussi a 'encontre des
anticorps polyclonaux effecteurs présents dans le sérum de rats infectés par S.mansoni
suggérant que ce blocage touche un facteur essentiel de l'expression du mécanisme de
cytotoxicité et apporte un premier argument en faveur du role fonctionnel de tels anticorps
dans I'infection naturelle. Par contre, aucune activité modulatrice n'a été observée dans le
cas des modeles d'ADCC impliquant des anticorps d'isotype IgE, que ce soit en présence
de macrophages ou d'éosinophiles, indiquant ainsi une restriction isotypique stricte
vis-a-vis des anticorps de classe IgG.

L'activité inhibitrice de I'anticorps IPL Sm3 posait tout naturellement la définition
du mécanisme moléculaire sous-tendant le blocage. Si, de par la spécificité connue des 2
anticorps monoclonaux pour le méme antigéne, 'hypothése d'une compétition au niveau de
la cible parasitaire pouvait €tre évoquée, il ne fallait pas négliger la relation établissant
I'existence de récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines G 2 la surface des

éosinophiles (M.CAPRON 1978Db).
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Nos travaux expérimentaux ont permis la définition d'un double systéme de blocage.

Le premier se situe au niveau de la cible parasitaire comme le démontre 1'inhibition obtenue
par les fragments F(ab"), de l'anticorps IPL Sm3. Cette observation suppose néanmoins

une plus forte affinit€¢ de l'anticorps IPL Sm3 pour l'antigéne 38 kDa par rapport a
l'anticorps IPL Sml, dont la réalité a pu €tre vérifiée au cours d'expériences d'inhibition
croisée des deux anticorps a leur antigene cible adsorbé sur un support solide. 11 faut
cependant évoquer que cette inhibition pourrait aussi résulter d'une modification des
structures antigéniques du parasite induite par la fixation de l'anticorps IPL Sm3 qui
interdirait la fixation ultérieure de l'anticorps IPL Smi.

Indépendemment de la compétition des deux anticorps pour le méme antigéne, nous
avons pu caractériser un second niveau d'interaction faisant intervenir les Fc¥ Rc des
€osinophiles, comme le révele l'activité inhibitrice des fragments Fc de 1'anticorps IPL Sm3
ou les IgG2¢c myélomateuses lors des expériences de cytotoxicité réalisées en présence de
cellules effectrices préalablement incubées dans ces préparations.

Dans ce contexte les travaux de KHALIFE et al (1985a et b) confirment nos
résultats et apportent différents arguments en faveur de la pertinence biologique des
anticorps antagonistes dans l'infection par S.mansoni .

Ces auteurs ont visualisé l'interaction des anticorps IgG2a et IgG2c¢ au niveau du Fc

{'Rc de I'éosinophile grice a la technique de formation de rosettes observée entre les
éosinophiles et des globules rouges de mouton sensibilisés soit par des IgG2a ou des
I1gG2c. Dans ces conditions 1'addition de I'un ou I'autre des isotypes inhibe indifféremment
la formation de rosettes dans les deux systemes.

Cette compétition peut aussi se traduire selon les mémes auteurs par une inhibition
de l'activation cellulaire mesurable en fonction du relarguage d'une enzyme : la peroxydase
de I'éosinophile (EPO). L'activation de I'éosinophile peut étre induite par un double signal
réalisé par une préincubation des cellules effectrices en présence d'anticorps IgG2a suivie

d'une activation déclenchée par I'adjonction de I'anti-sérum correspondant (anti-IgG2a).
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Dans ce modele la préincubation des éosinophiles par I'IgG2c inhibe le relarguage
d'’EPO.Ce dernier résultat et la démonstration de l'activité toxique de I'EPO vis-a-vis du
schistosomule pourraient rendre compte, du moins partiellement, du role bloquant de
1'1gG2c ou de sa partie Fc dans la fonction effectrice de 1'éosinophile.

Enfin cet argument tient aussi compte des observations réalisées ex vivo concernant
I'occupation des Fc{Rc par les anticorps cytophiles qui a pu étre vérifiée au cours d'une
étude cinétique dans l'infection expérimentale du rat sur des €osinophiles résidents de la
cavité péritonéale. Au niveau des €osinophiles péritonéaux la présence d'anticorps
cytophiles d'isotype IgG2a a pu &tre visualisée jusqu'a la 45™M€ semaine de linfection par
le Schistosome puis une décroissance est observée, doublée d'une apparition d'anticorps
cytophiles d'isotype IgG2¢ qui pourrait donc expliquer la faible activité effectrice de ces
cellules pour des larves parasitaires non opsonisées et leur faible pouvoir protecteur
(M.CAPRON et al 1979-1984).

L'ensemble de ces observations suggere que les anticorps cytophiles d'isotype
IgG2a poﬁrraient étre déplacés de leurs Fc¥ Re par les anticorps d'isotype IgG2c,
hypothese vérifiée in vitro etin vivo dans le cas des €osinophiles prélevés chez le rat
infecté par S.mansoni a différentes périodes de l'infection, et permet d'autre part
d'expliquer la restriction isotypique de I'activité bloquante de l'anticorps IPL Sm3 vis-a-vis
des anticorps effecteurs d'isotypes IgG puisqu'au niveau des €osinophiles aucune
interaction n'a pu étre démontrée entre les FCXRC et les FcERc (M.CAPRON ez al 1981b).

Bien que le concept des anticorps bloquants s'intégre parfaitement dans le contexte
de I'éosinotoxicité, I'argument majeur du réle fonctionnel des anticorps bloquants dans la
schistosomiase a €té apporté par les expériences de déplétion sélective en anticorps de
classe IgG2ec.

Ces études démontrent que l'adsorption des sérums d'infection expérimentale du rat
sur la protéine A sépharose exhalte leur fonction cytotoxique, méme a des périodes

précédemment définies comme dénuées de toute activité et tout particulierement au 63¢1€
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jour de l'infection ou les éosinophiles de rats infectés n'expriment aucune activité
cytotoxique pour des larves parasitaires non opsonisées (M.CAPRON et al 1979). Ainsi
est-il possible d'établir par cette étude cinétique un étroit parallélisme entre la présence
d'anticorps bloquants et anticorps cytophiles d'isotype IgG2c¢ a une phase de décroissance
de l'immunité.

Mais la notion des mécanismes de régulation isotypique prend toute sa réelle
dimension dans le cadre de l'infection humaine, ou l'identification d'anticorps bloquants
d'isotype IgM permet de reconsidérer 1'absence de corrélation entre l'expression de
certains parametres de l'infection a S.mansoni et le réel statut immunitaire de I'hote.

Si 'on excepte l'aspect particulier de la compétition des anticorps effecteurs et
bloquants au niveau des récepteurs pour les fragments Fc des immunoglobulines des
éosinophiles, les anticorps d'isotype IgM bloquants humains reproduisent les effets
précédemment évoqués dans le cas des anticorps d'isotype IgG2c¢ du rat.

En effet ces anticorps IgM n'expriment aucune activité cytotoxique en présence
d'éosinophiles humains vis-a-vis du schistosomule mais inhibent l'activité effectrice des
anticorps d'isotype IgG présents dans les sérums de patients infectés.

L'approche antigénique permet a nouveau d'¢tablir une relation directe entre le
mécanisme d'inhibition et I'affinité respective des fractions IgG et IgM isolées des sérums
d'infection pour un groupe d'antigénes de poids moléculaire compris entre 30 et 40 kDa
dont fait partie la glycoprotéine 38 kDa et qui suscite dans 95% des cas la production
d'anticorps spécifiques.

Une relation plus étroite a pu étre définie pour ces 2 fractions isotypiques par rapport
a I'épitope reconnu par l'anticorps IPL Sm 1 sur l'antigéne 38 kDa et démontre que les
anticorps IgM et IgG comme le sérum total inhibent la fixation des anticorps IPL Smt1 et
IPL Sm3 a leur antigene cible, suggérant de fait que chez I'homme cette molécule peut
aussi exprimer sa dualité fonctionnelle par l'induction d'anticorps IgM bloquants et IgG

effecteurs.
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Cette derni¢re observation est confortée par la démonstration des taux
significativement plus élevés d'anticorps d'isotype IgM spécifiques de l'antigéne 38 kDa
dans les sérums d'un groupe d'individus classés comme susceptibles par rapport aux taux
sériques définis dans les sérums d'un groupe de sujets classés selon les mémes paramétres
comme résistants vis-a-vis d'une infection post-thérapeutique.

Bien que ces investigations soient le résultat d'observations réalisées in vitro , elles
indiquent néanmoins que la susceptibilité & la réinfection chez I'homme pourrait s'expliquer
par la présence d'anticorps bloquants. D'autre part, elles supposent de maniére indirecte le
role effecteur des anticorps de classe IgG dirigés contre I'antigéne 38 kDa. Le fait que ces
anticorps soient un facteur nécessaire mais non lir_nitant des facteurs de l'immunité, et
l'identification des anticorps bloquants suggérent que l'acquisition de 'immunité refléterait
la perte d'une réponse bloquante, plutdt que l'acquisition d'une réponse effectrice. Cette
donnée essentielle revét une importance considérable en ce qui concerne la définition des
structures moléculaires susceptibles d'étre utilisées dans le domaine de l'immunopro-
phylaxie et i)ose en filigranes l'existence des relations potentielles liant la nature glycanique
d'un antigéne parasitaire et I'induction d'anticorps bloquants.

Enfin, en dehors des implications vaccinales, I'existence des anticorps bloquants
révele un mécanisme €légant permettant au parasite d'échapper a la réponse immune
effectrice qu'il suscite et témoigne de l'extraordinaire adaptation de ce parasite & son hote

vertébré.

C) APPROCHE IDIOTYPIQUE DE LA REPQNSE IMMUNE SPECIFIOQOUE

DE L'ANTIGENE 38 KDA,

Bien que sa nature glycoprotéique et que sa capacité a induire des anticorps
effecteurs et des anticorps bloquants limitent considérablement l'exploitation de I'antigene

38 kDa dans I'immunoprophylaxie des schistosomiases, il nous a été néanmoins possible
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de démontrer indirectement par l'alternative des anticorps anti-idiotypiques le role
protecteur de son épitope reconnu par l'anticorps IPL Sml.

Toute une série d'arguments expérimentaux plaide en faveur de la nature
anti-idiotypique béta (Ab2 B) de l'anticorps monoclonal JM8-36, et donc du fait qu'il
porte I'image interne d'un épitope de 1'antigéne 38 kDa.

L'inhibition exercée sur la liaison de l'anticorps IPL Sml a son antigéne cible
indique que l'anticorps JM8-36 se lie a une structure idiotypique de I'anticorps IPL Sm1l
proche ou faisant partie du site paratopique.

Les relations structurales et conformationnelles liant I'épitope glycanique de
I'antigéne GP 38 et 'anticorps JM8-36 ont pu étre appréhendées au cours des expériences
dimmunisation d'animaux naifs par des préparations purifiées de 'anticorps JM8-36.
Celles-ci induisent la production d'anticorps Ab3 polyclonaux inhibant la fixation de
I'anticorps IPL Sm1 & son antigéne cible, révélant ainsi une étroite spécificité pour la méme
mol€écule, observation confirmée par les techniques d'immunofluorescence sur coupes de
schistosomules oul ces 2 anticorps réalisent le marquage des structures de surface du
parasite. W

Outre la capacité de 1'anticorps a susciter chez un animal n'ayant jamais été mis en
contact avec des structures parasitaires des anticorps spécifiques du Schistosome, 'identité
structurale entre 1'anticorps JM8-36 et la molécule 38 kDa du S.mansoni se double d'une
identité fonctionnelle en ce qui concerne certains parametres de 'immunité anti-parasitaire.

Cette relation est particulierement bien illustrée par les propriétés cytotoxiques des
anticorps Ab3 en présence d'éosinophiles comparables a celles définies pour les anticorps
Abl (IPL Sm1l) ou les sérums d'infection, mais aussi au niveau des isotypes impliqués
dans cette réponse. Nous avons en effet pu, lors de récentes expériences de cytotoxicité,
démontrer que la cytotoxicité€ induite par ces anticorps Ab3 est abolie lorsque les cellules
effectrices sont préincubées en présence d'IgG2a myélomateuses, suggérant que
l'immunisation par l'anticorps JM8-36 provoque 1'apparition d'anticorps Ab3 cytotoxiques

d'isotype IgG2a.
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Bien que nous n'ayons pas établi I'ensemble du profil isotypique de la réponse Ab3
et notamment la présence d'anticorps bloquants, cette observation est pour le moins
encourageante dans l'optique de l'application immunoprophylactique ou l'on souhaite
susciter la production d'anticorps effecteurs. Ces résultats ajoutés aux niveaux trés
significatifs de protection enregistrés chez le rat vis-a-vis d'une infection cercarienne
d'épreuve apportent un faisceau d'arguments convergents en faveur des réelles potentialités
protectrices des préparations anti-idiotypiques dans l'immunoprophylaxie des
schistosomiases.

Il semble bien siir a ce stade difficile de spéculer de l'efficacité de telles structures
idiotypiques dans l'infection humaine, mais 1'on peut toutefois mentionner des expériences
préliminaires qui nous ont conduits a la mise en évidence d'idiotopes croisés entre le rat et
I'homme. Ainsi avons nous pu démontrer que les anticorps humains présents dans le
sérum de patients infectés peuvent se fixer a l'anticorps JM8-36 ou inhiber la liaison de
I'anticorps JM8-36 4 I'anticorps IPL Sm1.

Ces ré§ultats, bien que préliminaires, et la similitude des mécanismes effecteurs
décrits chéz le rat et chez 'homme suggérent pourtant que l'on peut favorablement
envisager ces anticorps anti-idiotypiques comme des antigénes de substitutions applicables
a la vaccination humaine.

De plus, I'identité structurale existant entre l'anticorps anti-idiotypique JM8-36 et
1'épitope sucré de I'antigéne 38 kDa apparait comme un outil de choix dans l'approche de la
réponse isotypique a un épitope donné au cours des infections expérimentales et humaines
par le S.mansoni.. Elle permet de plus d'entreprendre ['étude des relations potentielles
existant entre la nature chimique d'un €pitope et l'orientation de I'expression isotypique en
fonction de la nature glycanique ou protéique d'un méme motif épitopique.

Finalement il est possible d'envisager par des techniques appropriées de caractériser
la structure peptidique représentant I'image interne de 1'épitope spécifique de l'anticorps

IPL Sm, premiere étape vers la production d'épitopes protéiques de synthése.
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D) COMMUNAUTE EPITOPIQUE ENTRE LE SCHISTOSOME ET LA KLH

Alors qu'a de nombreux égards la caractérisation chimique de 1'épitope de 1'antigéne
38 kDa spécifique de l'anticorps IPL Sml se trouvait limitée par sa nature
oligosaccharidique et sa faible représentation pondérale au niveau des structures
antigéniques parasitaires, la découverte d'une communauté entre l'antigéne 38 kDa et
I'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata KLH ouvrait de nouvelles
perspectives d'approche.

Depuis 1'observation originale de l'induction au cours de l'immunisation par la
KLH d'anticorps spécifiques du Schistosome, de nombreux résultats expérimentaux sont
venus témoigner de l'identité structurale et fonctionnelle des déterminants exprimés
conjointement par la KLH et I'antigéne 38 kDa.

Les premieres bases moléculaires de cette identité sont fournies par les études
d'immunoprécipitation et de"Western blotting” indiquant que les sérums de rats immunisés
par KLH immunoprécipitent 'antigéne 38 kDa du schistosomule et qu'inversement les
sérums de fats infectés par S.mansoni ou I'anticorps IPL Sm1 présentent une affinité pour
différentes structures de la KLH dont les poids moléculaires s'échelonnent de 150 4 200
kDa.

Nous avons par la suite pu restreindre cette communauté antigénique au niveau
épitopique par une approche fine des sites de fixation des anticorps anti-KLH grice aux
techniques d'inhibition de la liaison de I'anticorps IPL Sm1 radiomarqué i son antigéne
cible. Dans ces conditions les anticorps anti-KLLH induisent des taux d'inhibition tout-a-fait
comparables a ceux décrits pour les sé€rums d'infection par Schistosome, 1'anticorps IPL
Sm1 froid ou la molécule de KLH.

L'identité structurale a d'autre part pu étre argumentée sur les capacités de
I'anticorps anti-idiotypique JM8-36 4 inhiber la fixation de la KLH radiomarquée 2

I'anticorps IPL SM1 couplé a une phase solide, comme 1'induit la KLH froide ce qui
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suppose aussi une identité entre les déterminants de la KLH, I'épitope spécifique de
I'anticorps IPL Sm1 et I'image interne de cet épitope portée par l'anticorps JM8-36.

Les premicres €tudes consacrées a la caractérisation biochimique de I'épitope
spécifique de l'anticorps IPL Sm1 de l'antigéne 38 kDa avaient permis de démontrer, grice
aux techniques de déglycosylation, la nature glycanique de 1'épitope considéré.

Des expériences similaires pratiquées sur la molécule de KLH abolissent totalement
ses propriétés inhibitrices sur l'interaction de l'anticorps IPL Sm1l et son pouvoir
d'induction d'anticorps spécifiques du Schistosome, prouvant ainsi de fagon indéniable la
participation des structures olisaccharidiques comme support de la communauté
antigénique.

La participation réelle des structures sucrées a été trés récemment apportée au cours
d'expériences d'inhibition et démontre que la fraction oligosaccharidique isolée de la KLH
reproduit l'effet global de Ia KLH native dans ses capacités inhibitrices de la liaison IPL
Smi- antigén? cible.

Nous avons pu, parallelement a ces études moléculaires, vérifier la relation qui unie
I'expression du mécanisme de cytotoxicité dépendant d'éosinophiles a I'antigéne 38 kDa,
par la démonstration du r6le hautement cytotoxique des sérums de rats immunisés par la
KLH, qui révelent une extraordinaire capacité cytotoxique dans ce modele. Les propriétés
effectrices de ces anticorps ont aussi pu étre corrélées a l'expression in vivo par
immunisation passive ou directe d'un degré significatif de protection vis-a-vis de l'infection
par S.mansoni traduisant ainsi les propriétés immunoprophylactiques potentielles de la
KLH.

L'ensemble de nos travaux démontre donc que les copules glucidiques de 1a KLH
expriment un épitope glycanique précédemment caractérisé sur 'antigéne 38kDa du

S.mansoni par I'anticorps IPL Sm1, et qui posséde les mémes caractéristiques structurales,

chimiques et fonctionnelles.
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De ces observations originales il est possible de tirer quatre conséquences majeures :

1°) Au plan biologique, elles illustrent I'existence et l'expression chez un parasite
humain d'un immunogene majeur dont l'origine est retrouvée chez un mollusque marin
évoluant depuis plusieurs centaines de millions d'années. La conservation de cette structure
au cours de l'évolution et la signification de son expression dans un parasite humain,
posent de toute évidence des problémes fascinants de philogénie et d'adaptation.

2°) Le fait que la quasi-totalité des sujets infectés par S.mansoni produit des
anticorps vis-a-vis de 1'épitope sucré de l'antigéne 38 kDa également exprimé dans la
molécule de KLH, fait de la KLH un réactif diagnostique simple, aisément standardisable et
de faible cofit de revient pour la séroépidémiologie des bilharzioses humaines.

Des €études préliminaires nous ont d'ailleurs permis de démontrer les capacités
inhibitrices des sérums de patients infectés par S.mansoni dans la liaison de l'anticorps
IPL Sm1 radiomarqué sur la KLH.

3°) Outre le pouvoir protecteur porté par cet épitope, conférant a la KLH et plus
particuliérem;nt a sa copule glucidique une potentialité exceptionnelle dans la stratégie
vaccinale céntre la schistosomiase, 1'étroite identité structurale et fonctionnelle existant entre
les glycanes de 1a KLH et I'antigéne 38 kDa ouvre de nouvelles voies dans I'étude de la
réponse immune dans les schistosomiases.

La KLH apparait comme un matériel de choix dans le cadre de 1'identification des
isotypes des anticorps induits vis-a-vis d'un épitope potentiellement protecteur, et tout
particulierement dans 1'étude des isotypes d'IgG impliqués dans le mécanisme de
cytotoxicité dépendant d'éosinophiles chez I'homme.

4°) La présence sur la molécule de KLH d'un épitope fonctionnel reconnu par
I'anticorps IPL Sm1l offre de nouvelles possibilités pour la préparation de quantités
suffisantes d'oligosaccharides compatibles avec l'analyse chimique de ce motif antigénique.
Des résultats encourageants ont déja €té apportés dans ce domaine et ont permis de

proposer une structure oligosaccharidique tétra-antennée pour I'épitope commun 4 la KLH
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et a l'antigéne 38 kDa du Schistosome. Ces travaux représentent une premiere étape dans
les voies de synthese organique de cet épitope.

Un tel matériel synthétique pourrait apporter de précieuses informations sur les
relations existant entre la structure chimique et conformationnelle d'un €pitope et l'induction
préférentielle d'isotypes particuliers.

Cette approche s'avere aujourd'’hui essentielle depuis la démonstration dans la
schistosomiase de I'induction par un méme antigene d'une réponse humorale protectrice et
bloquante. Deux voies peuvent étre proposées pour cette €tude, l'une utilisant des
analogues structuraux synthétiques de 1'épitope glycanique, l'autre par la construction de
néoglycoprotéines issues de la condensation chimique des sucres de la KLH et de
différentes molécules porteuses permettant ainsi d'appréhender l'effet potentiel
d'orientation isotypique de la réponse humorale vis-a-vis d'un épitope chimiquement

défini.

CONCLUSION,

La construction d'hybrides cellulaires producteurs d'anticorps monoclonaux de rat
spécifiques du Schistosoma mansoni a largement contribué & la dissection fine de
I'immunité anti-parasitaire ainsi qu'a la caractérisation des antigénes cibles de la réponse
immune potentiellement applicables a I'i'mmunoprophylaxie de ces infections.

Si dans le cas des anticorps anaphylactiques les sondes monoclonales ont surtout
confirmé le role prépondérant de ces isotypes comme support de I'immunité, 1'étude d'autre
isotypes et plus particulicrement celle des anticorps d'isotype IgG2c a apporté un éclairage
tout a fait nouveau sur l'existence de mécanismes de régulation susceptibles d'avoir de
profondes conséquences pratiques dans I'€laboration de préparations vaccinales efficaces.

Ces travaux sont aussi a l'origine de I'identification chez I'homme d'anticorps a

activité bloquante qui permet de reconsidérer I'absence de corrélation entre 1'expression de
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certains parametres de l'infection par schistosome et le réel statut immunitaire de 1'hote
étroitement dépendant du contexte immunopathologique.

L'ensemble des données recueillies dans ce domaine nous conduit donc a une juste
appréciation des difficultés qu'il reste a vaincre pour effectuer le passage de la
caractérisation d'une molécule potentiellement protectrice a son application chez I'homme
et souligne & nouveau l'importance d'une bonne compréhension des mécanismes
immunitaires, permettant ainsi un ciblage judicieux des antigénes potentiellement
protecteurs.

Ces études qui s'insrcivaient résolument dans le domaine de I'immunoprophylaxie
ont trés vite débordé le cadre de nos investigations originales et nous ont permis
d'approcher les bases moléculaires qui régissent les interactions hote-parasite et qui
conditionnent la différenciation du schistosome.

Dans ce contexte 1'approche monoclonale, par la démonstration de la répartition
ubiquitaire d¢ certains épitopes au niveau des différents stades évolutifs du parasite, et
I'identification du phénomene de régulation isotypique, révéle un mécanisme élégant
€laboré€ par le parasite qui lui permet d'éluder la réponse immune qu'il induit, témoignant
ainsi de l'extraordinaire degré d'adaptation du schistosome vis-a-vis de son héte définitif

vertébré.,
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