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L'application de la technique d'hybridation cellulaire dans le domaine de la 

schistosomiase, a permis la caractérisation d'un antigène 38kDa du Schistosoma mansoni. 

Cet antigène de nature glycoprotéique représente l'un des irnmunogènes majeurs de 

différents systèmes 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 à induire la production d'anticorps effecteurs en présence d'éosinophiles et 

d'anticorps bloquant cette activité. 

Ces investigations sont à l'origine de la démonstration chez l'homme d'anticorps 

d'isotype IgM doués d'activité bloquante vis-à-vis du rôle effecteur d'anticorps d'isotype 

IgG effecteurs. 

Le rôle protecteur de l'épitope défini sur la glycoprotéine 38 kDa par l'anticorps 

monoclonal d'isotype IgG2a a été vérifié par la production d'anticorps anti-idiotypiques 

qui miment certains paramètres 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, hôtes ou non 

hôtes des schistosomes pose le probléme de la signification biologique d'une telle 

observation. 



INTRODUCTION GENERALE 

Les maladies parasitaires posent au niveau mondial l'un des problèmes les plus aigus 

de santé publique, on estime en effet à plus de 2 milliards le nombre d'individus touchés 

par ce redoutable fléau. Outre les aspects humanitaires, ces infections revêtent une 

connotation sociale et économique dramatique puisqu'elles représentent une entrave au 

développement des pays où elles sévissent (pays généralement regroupés sous le terme de 

nations en voie de développement). D'une manière presque contradictoire les progrès de la 

technologie par la multiplication des barrages et l'élaboration de programmes d'irrigation 

ont sensiblement contribué à l'extension de ces maladies, par la dissémination des hôtes 

intermédiaires vecteurs. 

Les efforts engagés par le passé dans le contrôle de ces infections se sont surtout 

orientés vers la chimiothérapie et la destruction des hôtes intermédiaires. Pourtant 

l'apparition d'insectes vecteurs ou de parasites résistants à ces agents chimiques, le coût 

élevé de ces campagnes, ainsi que la fréquence de réinfection des populations autochtones 

( villages proches des sites d'infections ) ont considérablement hypothéqué le succès de tels 

programmes. Aussi la mise au point de méthodes d'irnmunoprophylaxie 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 dernière décade une 

extraordinaire mutation, qui l'a conduite du stade de l'observation phénoménologique et 

descriptive des acteurs de l'immunité anti-parasitaire, à une phase d'investigation 

moléculaire des mécanismes qui président à son expression. 



Ce domaine a tout naturellement bénéficié de l'introduction des méthodologies les 

plus nouvelles notamment celles du clonage moléculaire et de l'hybridation cellulaire qui 

sont à l'origine de la caractérisation de molécules potentiellement vaccinantes. 

C'est dans ce contexte que nous développerons dans le chapitre consacré à nos 

travaux expérimentaux, notre approche de l'identification des antigènes de Schistosoma 

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



CHAPITRE I.  

L'IMMUNITE DANS LA SCHISTOSOMIASE. 



INTRODUCTION 

L'infection par Schistosome se caractérise par la présence de vers bisexués dans les 

systèmes veineux portal et mésentérique de l'homme et de différents animaux de 

laboratoire. Le parasite peut y séjourner pendant de nombreux mois voire même plusieurs 

dizaines d'années. Cette situation résulte d'un cycle complexe de migration et de maturation 

du parasite où alternent des phases "libres" aquatiques et des stades "captifs" dans 

différents hôtes. Les femelles pondent des oeufs qui traversent la barrière intestinale et sont 

éliminés par les selles. Au contact de l'eau douce, les oeufs libèrent une larve ciliée, le 

rniracidium, qui infecte l'hôte intermédiaire et donne naissance aux sporocystes qui, par 

multiplication asexuée, conduisent à l'émission, dans le milieu aquatique, de 

furcocercaires, formes infestantes pour l'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 l'hôte 

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

jours après la pénétration cercarienne, la ponte des oeufs débute, refermant ainsi le cycle 

parasitaire (Fgure 1). 

Bien que de nombreuses études cliniques et épidérniologiques aient permis l'étude de 

certains paramètres de l'immunité chez l'homme (BUTTERWORTH et al 1982, 1984, 

PHILLIPS et COLLEY 1978), la plupart des informations concernant les mécanismes de 

l'immunité a été acquise dans différents modèles d'infections expérimentales comme la 

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



FIGURE 1 ; 

-LE CYCLE PARASTTATRE DE SCHTSTOSOMA MANSONT- 

( la RECHERCHE no 198: iuin 19871 



A- LIIMMUNITE NATURELLE ET L1lMMUNITE ACOUISE ; 

Le degré de résistance à l'infection par Schistosome est très variable selon les 

espèces animales étudiées et va de la résistance totale à l'infection jusqu'à la mort de 

l'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 hôtes qui peuvent être infectés mais qui ne permettent pas le développement complet du 

parasite, et les animaux susceptibles. 

Chez le hamster et la souris, considérés comme les hôtes les plus sensibles, les 

parasites se développent jusqu'au stade mature, s'accouplent et pondent des oeufs. 

L'homme se comporte comme un hôte susceptible et développe des infections pouvant 

durer plusieurs années, qui restent d'ailleurs stables dans les populations d'âge adulte. 

Parmi les diffbrents systèmes d'infection, le rat tient une place particulière, et est considéré 

comme un hôte semi-permissif. Il peut être infecté par les cercaires de Schistosomes qui 

évoluent ensuite jusqu'au stade de la migration hépatique. Puis, à partir de la 3ème et de la 

4ème semaine après l'infection, il rejette spontanément la population parasitaire qu'il 

héberge (SMITHERS et TERRY 1965b), (MADDISON et al 1970). Ce rejet est suivi 

d'une phase d'immunité intense et prolongée à 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'espèces que nous venons de décrire, il semble qu'il existe 

une différence de susceptibilité à l'infection au sein d'une même espèce que l'on appelle 

spécificité intraspécifique, observée chez l'homme et dans les modèles d'infections 

expérimentales (CARDOSO 1953) (KAGAN 1958). 



2) L'immunité acauise : 

Comme dans de nombreuses infections causées par des virus et des bactéries, l'hôte 

infecté élabore différents mécanismes de défense qui font intervenir soit des populations 

cellulaires sensibilisées (immunité cellulaire), soit des anticorps spécifiques de l'agent 

infectieux (immunité à médiation humorale). 

a/La ré~onse cellulaire : 

L'immunité à médiation cellulaire s'exprime différemment en fonction de l'hôte 

considéré. De nombreuses réactions témoignent de la participation cellulaire dans la défense 

de l'hôte vis-à-vis de l'infection parasitaire. Au niveau de l'épiderme, la pénétration 

cercarienne induit un afflux de leucocytes polynucléaires et de macrophages ; au niveau 

pulmonaire chez l'animal immun, une intense réaction inflammatoire se développe autour 

du schistosoxqule (VON LICHTENBERG et RITCHIE 196 1). 

Dans le cas particulier des hôtes permissifs (hôtes qui permettent la maturation 

parasitaire et la ponte des oeufs de Schistosome), l'immunité à 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'antigènes d'oeufs. La réaction de type granulome a été assimilée par WARREN et al 

(1967) à une manifestation d'hypersensibilité retardée, transférable à un hôte 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 être inhibée par la thymectomie ou le traitement 

par les sérums anti-lymphocytaires (DOMINGO et al. 1967, DOMINGO et WARREN 

1968). 



BORROS et WARREN (1970) ont montré que le matériel antigénique soluble de l'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 in vitro a pu mettre en évidence le recrutement de 

macrophages, lymphocytes, éosinophiles et fibroblastes autour de l'oeuf, et a clairement 

montré la spécificité immunologique de la réaction (DOUGHTY et PHILLIPS 198 1). 

D'autres arguments en faveur de la participation des mécanismes cellulaires dans 

l'immunité vis-à-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 l'hôte, bien que les lymphocytes T 

d'animaux sensibilisés n'induisent in vitro aucune cytotoxicité significative de type CTL 

vis-à-vis du stade larvaire du Schistosome (BUTïERWORTH et al. 1979a). Il paraît donc 

encore difficile de définir précisément l'incidence réelle de la composante cellulaire de 

l'immunité, du fait de l'extrême complexicité des paramètres 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 réuonse humorale : 

Depuis 1958, de nombreuses méthodes de détection des anticorps spécifiques 

décrites ont permis l'étude des paramètres de la réaction humorale (KAGAN 1958 

CAPRON et al. 1965, 1966, 1969, 1972 ; SMITHERS et TERRY1969a). Pourtant, 

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



immunitaire de l'hôte infecté (NAIMARK et al 1957 ; CAPRONet al. 1967). Par exemple, 

le rat Sherman est immun dès la 2ème semaine suivant l'infection, alors que le maximum 

d'anticorps spécifiques est détecté à la 12ème semaine d'infection (MADDISON et al. 

1970). 

Les expériences de transfert passif de sérum ont établi de façon indiscutable le rôle 

prépondérant des anticorps dans l'immunité vis-à-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 même 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, 

suggèrent le rôle prépondérant de ces 2 isotypes dans l'élaboration de l'immunité vis-à-vis 

de Schistosoma mansoni. 

Ces observations ont d'autre part été confortées par l'effondrement des paramètres 

de l'immunitéà la réinfection induit chez le rat Fischer déplété sélectivement en cellules B 

productrices d'anticorps, par l'injection néonatale de sérum anti-chaîne lourde des 

immunoglobulines M (BAZIN et al. 1980a). 

C/ L'immunité concorni tan te : 

Des multiples travaux expérimentaux, comme des nombreuses études épidémio- 

logiques réalisées chez l'homme, il apparaît clairement que la cible essentielle de la réponse 

immune est le stade larvaire d'infection, le schistosomule. Inversement, le parasite adulte, 

qui semble pourtant être le stimulus majeur de l'immunité, élude la réponse immune qu'il 

suscite, alors que le schistosomule est détruit. Cet aspect très particulier de la réponse 



immune anti-parasitaire, originalement décrit par CLEGG et SMITHERS en 1971, a été 

appelé immunité concomitante, par analogie à l'immunité anti-tumorale, où la greffe d'une 

seconde tumeur sur des animaux porteurs d'une première tumeur ne permet pas le 

développement de la deuxième tumeur et entraîne un rejet de celle-ci. 

L'immunité concomitante permet d'expliquer, tout au moins partiellement, la longue 

persistance des infections par Schistosome, grâce au maintien d'une charge parasitaire à 

peu près stable.Nous illustrerons dans le prochain paragraphe certains aspects de 

l'immunité concomitante, par la description des différents mécanismes effecteurs de 

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

B- APPROCHE IN VITRO DE L'IMMUNTTE : LES MECANTSMES 

EFFECTEURS, 

L'étude in vivo de la réponse immune vis-à-vis d'un agent pathogène est difficile à 

mettre en oeu-we, 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-mêmes agir ensemble, ou indépendamment, à des périodes précises de 

l'infection. 

Du fait de cette situation complexe, l'étude des mécanismes de l'immunité a été 

abordée in vitro, grâce à différentes techniques qui, certes, ne rendent pas compte de 

l'ensemble des mécanismes impliqués dans la réponse immune, mais présentent l'avantage 

d'une dissection fine, dans des "systèmes contrôlés", des évènements conduisant à 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, l'éosinophile, la plaquette et le neutrophile (tableau 1). 



TABLEAU 1 : 

-LES MECANTSMES EFFECTEURS DE LA SCHTSTOSOMTASE- 

Mécanisme Isotype Complément Hôtes Références 

S é r o t o x l c i t ~  
. . 

Anticorps cytotoxique 

Anticorps + neutrophiles IgG c + 

Anticorps + neutrophiles IgG2 c + 

Anticorps + éosinophiles IgG C- 

Anticorps + éosinophiles IgG2, C - 

Anticorps + éosinophiles IgG C - 

Anticorps + éosinophiles IgE C- 

Anticorps + macrophages IgE C - 

Anticorps + macrophages IgGl C - 

Anticorps + monocytes IgE C - 

Anticorps t plaque~tes I9E C - 

Singe, Rhésus Clegg et Smithersl972 

rat, lapin, homme Capron et a1.1972, 

1973, 1974, 1977 

Rat Dean et a1.1974 

Cobaye Dean et a1.1975 

Homme Butterworth et al. 

197 4 

Rat M. Capron et al. 1978a 

Souris Ramalho-Pinto et al. 

1979 

Rat, homme M. Capron et a1.1981a 

Rat A. Capron e~ a1.1975 

Rat Perez 1975 

Homme, babouin Joseph et a1.1978 

Rat, homme Joseph et a1.1983 



1) Mécanisme de sérotoxicité : anticor~s  létal 

CLEGG et SMITHERS (1972) révèlent que le sérum de singe Rhésus infecté par 

Schistosoma mansoni est capable de détruire in vitro , en présence de complément de 

cobaye, 95 à 100 % d'une population de schistosomules. Chez le rat, le lapin, et l'homme, 

CAPRON et al. (1972a, 1973, 1974) démontrent le même mécanisme. Les anticorps 

responsables de la mortalité ont été identifiés dans ces différents modèles comme étant des 

anticorps de classe IgG dont la cytotoxicité vis-à-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'espèces, 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 à l'encontre de schistosomules 

pulmonaires de Schistosoma mansoni prélevés 7 jours après l'infection, chez le hamster et 

la souris (CAPRON et al. 1974). Cette sensibilité s'explique par l'acquisition d'un certain 

nombre d'antigènes d'hôte qui protègent le ver contre les anticorps (CAPRON et al 1965, 

1968 ; DAMIAN 1964,1967). 

Bien que l'étude cinétique d'apparition de l'anticorps létal montre que les taux 

lytiques maximaux corrèlent avec la période d'immunité à la réinfection, et que le transfert 

passif de sérums de rats infectés à des rats sains ait permis d'obtenir des taux de protection 

élevés (jusqu'à 80 %) (CAPRON-DUPONT 1974 , PHILIPPS et al 1975), la pertinence 

biologique de ces anticorps cytotoxiques reste toutefois à préciser. 

En effet, la nécessité d'une source de complément hétérologue et l'inefficacité 

démontrée du mécanisme en présence de complément homologue soulèvent de nombreuses 

interrogations. De plus, la synthèse d'anticorps létal a pu être induite chez le lapin par 

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



un antigène isolé de la fraction membranaire (SHER et al. 1974a). Pourtant, les animaux 

immunisés selon ces méthodes ne développent aucune immunité à la réinfection. D'autre 

part, des taux élevés d'anticorps létal persistent chez l'animal ayant perdu toute immunité à 

la réinfection (PEREZ et al 1974). SHER explique ce phénomène de la façon suivante : 

1) In vivo les schistosomules sont moins fragiles qu'in vitro car ils acquièrent 

rapidement des antigènes d'hôte qui les protègent de l'action de cet anticorps. 

2) La protection in vivo est médiée par un anticorps de même spécificité antigénique 

que l'anticorps létal mais de classe différente. Cet anticorps agirait dans les tissus à un 

niveau inaccessible à l'anticorps létal détecté dans le sérum. 

3) L'anticorps létal 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 rôle précis de ce mécanisme de cytotoxicité dans l'expression de l'immunité à la 

réinfection. Il semble pourtant clair que les anticorps létaux ne représentent pas le seul 

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

2) La cvtotoxicité 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 lymphoïdes habituellement 

décrites dans d'autres infections, mais plutôt des cellules phagocytaires, parmi lesquelles le 

macrophage et l'éosinophile tiennent une place importante (Figure 2). 

D'une manière 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 (BUïTERWORTH et al. 1979a). Cette absence de réponse 



FIGURE 2: 

-XXEMA GENERAL DES MECANISMES EFFECTEURS- 

MACROPHAGE 

SCHISTOSOMULE 

EOSINOPHIL 0 



CTL est d'autant plus surprenante qu'il a été démontré que les schistosomules peuvent 

acquérir à leur surface des produits K/D ou 1 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 1-2,3+ ait été observée 

sur des schistosomules, cette réaction est insuffisante pour détruire le parasite 

(BU'ITERWORH et al. 1979a ; VADAS et al. 1979). 

On ne peut à ce stade que spéculer sur les raisons de l'absence de lyse des parasites 

par les CTL, bien qu'il existe une étape de reconnaissance et d'adhésion cellulaire. Certains 

mécanismes d'évasion pourraient soit limiter soit abolir l'efficacité des processus lytiques 
a 

au niveau de l'interface CTL-parasite. 

a/ La cvtotoxicité déuendante du neutro~hile : 

La participation du polynucléaire neutrophile dans les mécanismes de défense de 

l'hôte vis-à-vis du Schistosome a été suggérée par les travaux de DEAN et 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 après 24 à 48 

heures d'incubation, et que le facteur responsable de la lyse parasitaire serait un anticorps 

de classe IgG. Ils rapportent d'autre part des observations similaires chez le cobaye et 

attribuent ce rôle 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 deuxième temps, la fixation des cellules effectrices, suivie d'un 

relargage des enzymes lysosorniales du neutrophile, induisant la mort du parasite. 



Ces travaux ont été largement critiqués car les sérums utilisés expriment déjà une activité 

cytotoxique propre.Dfautre 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 à la cible parasitaire, ne lui causent aucun dommage (DAVID et al. 1980). Aussi 

le débat reste-t-il ouvert. 

b/ La cytotoxicité déuendante du macrophage : 

Deux mécanismes distincts de cytotoxicité ont été attribués aux macrophages, l'un 

impliquant des anticorps de classe IgG, l'autre nécessitant la présence d'anticorps de classe 

IgE. 

*La cytotoxicité liée aux anticorps IgÇ : 

Des cellules d'exsudat péritonéal de rat, incubées 4 heures à 4°C en présence de 

sérum de rat immun inactivé par chauffage, présentent une forte adhérence aux 

schistosomules. Après 24 heures de contact, les schistosomules sont fortement 

endommagés, les immunoglobulines en cause sont des anticorps cytophiles de classe IgGl 

(PEREZ 1975). 

*La qtotoxicité liée aux anticorps IgE : 

Des macrophages péritonéaux de rats sains, préincubés dans un sérum de rat immun 

vis-à-vis de Schistosoma mansoni, adhèrent fortement aux schistosomules de Schistosoma 

mansoni , cette étape se traduit après 20 heures d'incubation par la destruction de 70 à 90 % 

des schistosomules (CAPRON et al. 1975a et b). 



L'étude ultrastructurale révèle d'une part d'importantes lésions des structures 

membranaires des schistosomules agressés et que d'autre part ces lésions 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 phénomène est 1'IgE (CAPRON et al. 1975a, 

1975b), il est détruit par chauffage 3 heures à 56"C, par le mercaptoéthanol, et 

l'immunoadsorption des sérums immuns par des anticorps spécifiques de la chaîne lourde 

epsilon des IgE abolit l'activité cytotoxique. 

La présence de 1'IgE à la surface du macrophage, incubé dans un sérum présentant 

une activité cytotoxique, a été visualisée par la technique d'immunofluorescence utilisant 

des anticorps anti-IgE marqués à la fluorescéine et par la technique de formation de 

rosettes, dans laquelle les hématies sont couplées aux immunoglobulines de classe E. 

Les immuns complexes à 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 

l'enrobement des schistosomules (CAPRON et al. 197%). 

La spécificité anti-parasitaire des IgE dans la réaction de cytotoxicité a été démontrée 

par adsorption d'un sérum de rat immun par des antigènes de Schistosoma mansoni . 

Celle-ci correspond à une décroissance de la cytotoxicité des macrophages IgE-dépendante, 

d'une manière dose-dépendante avec la concentration d'antigène utilisée. L'utilisation 

d'allergènes non parasitaires ou d'antigènes d'autres espèces 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 1'IgE à la 

membrane cellulaire. Les expériences de JOSEPH et al. (1977) et DESSAINT et al. (1979) 

démontrent l'existence d'un site de fixation spécifique et saturable pour 1'IgE. En effet, la 

cytotoxicité dépendante du macrophage peut être inhibée de façon compétitive par des IgE 

agrégées chimiquement, alors que l'IgE monornérique n'a aucune action ; d'autre part, 



aucune inhibition n'a été décrite par les IgG monoménques ou agrégées. La fixation de 

1'IgE entraîne 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 l'IgE 

suscitent l'activation du macrophage, les formes dimères étant le seuil minimal de 

polymérisation permettant l'induction de la cytotoxicité. 

Parallèlement au système établi chez le rat, les travaux de JOSEPH et al. (1978) 

décrivent un mécanisme similaire chez l'homme, où 1'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 l'établissement chez le rat de l'immunité à la réinfection, de 

l'évolution du taux d'IgE sériques et de l'activité cytotoxique du macrophage est néanmoins 

à signaler. 

C/ La cytotoxicité dépendante de l'éosino~hile : 

Les premières évidences du rôle cytotoxique de l'éosinophile ont été 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 (BUTïERWORTH et al. 1975, 

1977a et b). 

Trois étapes successives conduisent à la destruction du stade larvaire du 

Schistosome par l'éosinophile. 

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

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



fixe par son fragment (Fab')2 à la surface du schistosomule, et réalise le pontage avec 

l'éosinophile, qui se fixe à l'anticorps par l'intermédiaire d'un récepteur pour le fragment 

Fc de l'immunoglobuline. 

La seconde étape est alors déclenchée : on observe une dégranulation intense de 

l'éosinophile qui libère à la surface du schistosomule son contenu granulaire. Les granules 

de l'éosinophile renferment une peroxydase (EPO), une protéine basique majeure (MBP) 

ainsi que d'autres protéines cationiques (ECP). 

L'étape finale correspond à la lyse de la cible par ces différentes substances qui 

entraînent une désorganisation du tégument parasitaire (Mc LAREN et al. 1977 ; 

BUïTERWORTH et al. 1979b ; OLSSON et al. 1977). 

Le rôle de l'éosinophile a été étudié dans différents systèmes d'infection 

expérimentale à Schistosoma mansoni, ces résultats sont présentés dans le tableau 2. Les 

travaux de M.CAPRON et al. (1978a et b) révèlent un aspect très particulier de la 

cytotoxicité dépendante d'éosinophiles chez le rat, celui de l'activation de l'éosinophile par 

le mastocyte.les auteurs rappellent qu'en plus des éosinophiles, des mastocytes adhèrent à 

la surface du schistosomule opsonisé. Ils démontrent que le mastocyte seul n'induit aucune 

cytotoxicité, mais que la déplétion en mastocytes entraîne une chute considérable de 

l'activité cytotoxique. L'activité cytotoxique peut être restaurée par des produits de 

dégranulation mastocytaires, et tout particulièrement par SECF-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 l'éosinophile (M.CAPRON et al. 198 lb): Par son 

action directe sur l'expression des récepteurs Fc des IgG, le mastocyte stimule l'activité 

cytotoxique de l'éosinophile. M.CAPRON et al. (1981b) décrivent un mécanisme similaire 

d'activation de l'éosinophile humain. 



Chez le rat Fisher, l'opsonisation du schistosomule par IgG2a se manifeste dans les 

sérums de rats infectés pendant les 6 premières semaines de l'infection (M.CAPRON et al. 

1978a). Pendant cette période, les éosinophiles de l'animal immun détruisent le stade 

larvaire du parasite en absence de sérum immun, les éosinophiles portant des anticorps 

cytophiles spécifiques. Puis l'activité cytotoxique décroît et s'accompagne d'un blocage des 

récepteurs Fc de l'éosinophile, parallèlement 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 cytotoxicité dépendante d'éosinophiles lié à 

ltIgE, 8 semaines après l'infection parasitaire.Comrne le mécanisme de cytotoxicité induit 

par ltIgG2a, la présence de mastocytes ou de facteurs mastocytaires est nécessaire. 

L'éosinophile possède, en plus d'un récepteur pour le fragment Fc des IgG, un récepteur 

spécifique pour 1'IgE dont l'expression est modulée par 1'ECF-A (M.CAPRON et al. 

198 1b) Aucune réaction croisée n'a été mise en évidence entre le site de fixation de 1'IgE et 

celui de 1'IgG (M.CAPRON et al. 198 1 b). 

Les mécanismes que nous venons de décrire nécessitent une phase de liaison étroite 

entre l'éosinophile et la cible parasitaire, cette liaison est assurée par un anticorps spécifique 

de classe IgG ou IgE, mais il faut cependant citer le rôle du complément dans les 

phénomènes d'adhérence de l'éosinophile au schistosomule. RAMALHO-PINTO et al 

(1978) décrivent en effet un système de cytotoxicité nécessitant une coopération entre 

l'éosinophile et le complément. Le composé C3b du complément permet la fixation de 

l'éosinophile à la surface parasitaire par le récepteur C3b de l'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). 



TABLEAU 2:  

-MECANISMES DE CYTOTOXTCITE DEPENDANTS D'EOSTNOPHTLES 

DANS L'INFECTION A SCHISTOSOMA MANSONI- 

LILLE 0 
Facteur  d e  reconnaissance Modèle Première d e s c r i p t i o n  

IgG 

IgG 

IgG2 a 

IgGl 

IgG 

IgE 

Complément 

Complément 

Homme 

Rat 

Rat 

Souris 

Souris 

Rat 

Rat 

Homme 

Butterworth (1974) 

Mackenzie (1977) 

M. Capron (1978a) 

Kassis (1979) 

M. Capron (1981a) 

Ramalho-Pinto (1978) 

Anwar (1979) 



Cet aspect fascinant du rôle de l'éosinophile doit être abordé avec prudence quant à sa 

transposition dans l'expression réelle de l'immunité in vivo, du fait de l'extrême 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 à la 

réinfection, soulignant de fait la participation possible de l'éosinophile dans le mécanisme 

immunitaire. 

d l  La cytotoxicité dé~endante de  laa au et tes : 

La participation des plaquettes sanguines dans les mécanismes de cytotoxicité 

vis-à-vis du schistosomule a été clairement définie et établie grâce 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 après quelques heures 

d'incubation. cette activité cytotoxique corrèle avec l'état d'immunité à la réinfection et est 

maximale aux environs de 7 semaines.De plus, des plaquettes isolées de sujets humains 

normaux ou de rats sains peuvent être rendues cytotoxiques, si elles sont préalablement 

incubées en présence de sérums de rats ou d'individus parasités, suggérant de fait 

l'existence d'un facteur sérique toxique pour le parasite. 

Des expériences ultérieures ont permis à ces mêmes 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 après passage 

sur des colonnes d'affinité préparées à partir d'antiséx-ums spécifiques des IgE, révèlent le 

rôle essentiel joué par 1'IgE dans les manifestations cytotoxiques des plaquettes. 

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

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



mansoni, à des animaux sains puis soumis à une infestation d'épreuve. Dans ces 

conditions, des degrés significatifs de protection (70 %) ont pu être obtenus, soulignant 

ainsi le rôle potentiel de ce mécanisme dans l'élaboration de l'immunité vis-à-vis du 

Schistosoma mansoni. 

3) Mécanismes effecteurs et anticorps anaphvlactiaue~ : 

L'étude des différents mécanismes de cytotoxicité souligne le rôle prépondérant joué 

par certains isotypes d'anticorps et particulièrement celui des anticorps dits 

anaphylactiques. En effet, ces anticorps habituellement associés à une fonction néfaste dans 

le cadre de l'anaphylaxie, se révèlent, dans le cas des infections parasitaires, doués de 

propriétés effectrices intenses, étroitement liées à l'expression de l'immunité 

anti-parasitaire. 

a/ Les anticorps IEE : 

Bien que l'élévation du taux d'IgE sérique au cours de la schistosorniase ait été un 

paramètre connu depuis les travaux de SADUN et GORE (1970), CAPRON et al. (1975a) 

sont les premiers à définir l'aspect positif de cette réponse humorale par la découverte du 

rôle cytotoxique qu'exercent in vitro des macrophages sensibilisés par 1'IgE de rat, 

présente dans les sérums d'animaux infectés vis-à-vis de schistosomules de Schistosoma 

mansoni..Cette observation est à l'origine de nombreuses études. 

ROUSSEAUX-PREVOST et al. (1977, 1978), dans le modèle de l'infection 

expérimentale du rat par Schistosoma mansoni , démontrent que la phase de rejet du 

parasite survenant entre la 3ème et la dème semaine d'infection, s'accompagne d'une 



élévation importante du taux d'IgE totales et spécifiques de Schistosoma mansoni, 

décelable au niveau sérique. Dans ce même modèle, ROUSSEAUX-PREVOST et al. 

(1978) révèlent un étroit parallélisme entre le taux d'IgE spécifiques présent dans le sérum 

et la cinétique d'apparition de l'immunité à la réinfection. Ces observations reliées à la chute 

du taux d'immunité transférable par le sérum immun déplété en IgE, apportent un faisceau 

d'arguments en faveur du rôle positif de l'IgE dans l'immunité de protection vis-à-vis de 

Schistosoma mansoni . 

b/ Les anticorps 1-23 : 

La participation d'une seconde classe d'anticorps anaphylactiques dans les 

mécanismes de défense de l'hôte vis-à-vis de Schistosoma mansoni a été révélée par les 

travaux de M.CAPRON et al. (1978a). Ces auteurs établissent le rôle essentiel des 

anticorps de classe IgG2a dans l'induction de la destruction in viao des schistosomules de 

Schistosoma mansoni par les éosinophiles de rats sains. L11gG2a (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'IgG2a 

se fure au mastocyte et induit la libération des médiateurs de l'anaphylaxie comme la SRS-A 

(Slow Reacting Substance of Anaphylaxis) (MORSE et al. 1968) et l'histamine (MORSE et 

al. 1969 ; BACH et al. 1971a, 1971b). L11gG2a inhibe la fixation de 1'IgE au niveau des 

mastocytes du rat et des cellules de basophiles leucémiques de rat (BACH et al. 1971b ; 

HALPER et METZGER 1976). Il faut cependant noter que la fixation de l'IgG2a au niveau 

des récepteurs mastocytaires est beaucoup plus labile que la liaison existant entre le 

mastocyte et l'IgE (BACH et al. 1971b). 

L'étroit parallélisme existant entre la cinétique d'apparition de l'immunité à la 

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



dépendante de l'éosinophile, prend toute sa valeur dans le contexte des expériences de 

transferts passifs de sérum immun déplété sélectivement en anticorps de classe IgG2a 

(CAPRON et al. 1980).I1 apparaît donc que les anticorps anaphylactiques, présents au 

niveau des sérums de rats infectés par Schistosoma mansoni , représentent le support 

essentiel de l'immunité à médiation humorale. 

4) Signification biolo~iaue des mécanismes effecteur2 : 

Si l'efficacité des mécanismes effecteurs n'est plus à démontrer in vitro dans la lyse 

de cibles parasitaires, elle soulève néanmoins des interrogations quant à son expression 

réelle au cours des processus biologiques conduisant à l'expression de l'immunité 

anti-parasitaire. Ii faut à ce niveau premièrement souligner qu'il existe une étroite relation 

entre le développement d'une immunité protectrice à la réinfection vis-à-vis du Schistosome 

tout au moins chez le rat, et l'évolution du taux d'anticorps anaphylactiques, de la quantité 

d'immuns complexes à anticorps anaphylactiques et l'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 à un effondrement 

substantiel de l'immunité induite par transfert passif de ces sérums (CAPRON et al. 1980 ). 

Si l'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 à leurs interventions. 

Dans le cas des éosinophiles, des degrés élevés 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 été démontrés porteurs d'anticorps cytophiles et capables de tuer les 



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 

l'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 où l'immunité à la réinfection est 

optimale (M.CAPRON et al. 1984 ; JOSEPH et al. 1983). 

Aussi fragmentaires que puissent paraître ces résultats, l'expérimentation in vivo a 

néanmoins permis de confirmer les fonctions biologiques des anticorps et des cellules 

identifiés in vitro chez l'homme ou chez le rat, et leur parallélisme avec l'expression de 

l'immunité. La critique majeure que l'on pourrait apporter à ces systèmes demeure dans le 

fait qu'ils donnent une image simplifiée de l'enchaînement des évènements suscités lors de 

la réponse immune, et qu'ils ne tiennent pas compte de l'évolution dynamique de celle-ci. 

Ils 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-à-vis du Schistosome résulte plus d'une expression 

multifonctionnelle de ces mécanismes plutôt que de l'exhaltation exclusive de l'un d'entre 

eux. 

5) Ré~ulat ion des mécanismes effecteurs: 

Si les nombreuses recherches effectuées dans le domaine de la relevence biologique 

des mécanismes effecteurs suggèrent de fait leur participation dans l'expression de 

l'immunité in vivo , il semble néanmoins que leur efficacité d'expression soit soumise à 

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



clairement que le Schistosome a dû, au cours de l'évolution, s'adapter à son environnement 

et faire preuve d'une remarquable ingéniosité pour éluder la réponse immune qu'il suscite 

chez l'hôte. Nous nous intéresserons plus particulièrement ici aux phénomènes directement 

impliqués dans l'expression des mécanismes effecteurs. 

a/ Les molécules dérivées du uarasite : 

L'hypothèse selon laquelle certaines molécules du Schistosome peuvent agir comme 

agents inhibiteurs des fonctions de certaines cellules a été 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, 198 1 ; 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 

particulièrement 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 possède de plus une activité inhibitrice marquée sur la réponse IgE primaire 

et secondaire, chez le rat immunisé par le système DNP-ovalbumine, quand celui-ci est 

injecté simultanément ou peu de temps après l'antigène (LANGLET et al. 1984). Cet effet 

peut être attribué à l'action du SDIF sur la prolifération lymphocytaire. 



Les ~eptides inhibiteurs du macro~hage : 

Certains peptides possèdent aussi une activité régulatrice de l'activation du 

macrophage. L'identification de ces peptides provient de 2 séries d'observations 

convergentes, l'une montrant l'existence d'un récepteur pour le fragment Fc des 

immunoglobulines G à la surface du schistosomule (TORPIER et al. 1979), l'autre liée à 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 cornmrne les sérine-protéases et les arninopeptidases sont 

capable de cliver les IgG et de conduire à la libération de différents peptides (AURIAULT 

et al. 1980, 1981a). 

L'activité des peptides ainsi libérés a été étudiée dans différents systèmes effecteurs, 

et a conduit à la définition de leur rôle inhibiteur dans l'activation et dans l'activité 

cytotoxique du macrophage, ainsi que sur la production d'IL1 (AURIAULT et al. 198 1 a 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 l'ensemble des effets des peptides obtenus par clivage des IgG 

(AURIAULT et al. 1983, 1985). Ces deux aspects illustrent l'intérêt de ces molécules 

régulatrices, non seulement dans le contexte des relations qui lient l'hôte au parasite, mais 

aussi dans leur utilisation en tant qu'agents anti-inflammatoires et immunosuppresseurs. 
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cl La régulation par anticorps : 

Ce dernier mécanisme a récemment permis de démontrer le rôle bloquant que 

peuvent exercer certains isotypes d'anticorps sur l'expression du rôle cytotoxique porté par 

d'autres isotypes d'anticorps. Nous développerons d'une manière plus détaillée cet aspect 

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

d/ Modulation de la rénonse immune Dar les complexes immuns : 

Dans différentes infections parasitaires ou non parasitaires, les complexes immuns 

jouent un rôle régulateur de la réponse immune. Pour ce qui concerne la schistosomiase, il 

a été démontré que des éosinophiles prélevés à différents moments de l'infection sont 

cytotoxiques in vitro pour les schistosomules, sans nécessiter l'addition d'anticorps dans 

le système. Des études par la technique de formation de rosettes ont montré la présence 

d'anticorps cytophiles à la surface des éosinophiles cytotoxiques (M.CAPRON et al. 

1979). Or, à certaines périodes après infection, essentiellement après une dizaine de 

semaines, les éosinophiles de rats immuns sont incapables de tuer des larves, même 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 

particulière (plus particulièrement le culot d'ultracentrifugation de ces sérums) de l'infection 

par Schistosomes. Par contre, à d'autres périodes, notamment après 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 être modulée à certaines périodes par 

des complexes immuns (M.CAPRON et al. 1979). 



6) Les mécanismes effecteurs non suécifi- : 

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 à la liaison spécifique qui lie l'anticorps à son antigène-cible. 

Ainsi, l'activation du complément par la voie alterne, au niveau de la surface du 

schistosomule, conduit à une mortalité très significative de la larve parasitaire (SANTORO 

et al. 1979). Ce résultat illustre l'un des aspects possibles des mécanismes de l'immunité 

non spécifique. L'activité toxique du complément peut être amplifiée par la présence de 

cellules possédant les récepteurs pour certains composants C3b du complément, comme les 

éosinophiles, qui peuvent alors être activés en absence d'anticorps (ANWAR 1979 ; Mc 

KEAN et ANWAR 1981 ; RAMALHO-PINTO et al. 19'18). Les expériences de déplétion 

en complément par l'injection du facteur du venin de cobra apportent un argument 

biologique à ce mécanisme, car dans ces conditions, on observe une chute sensible de 

l'immunité à la réinfection. 

Inversement, la découverte de récepteurs pour les composants Clq (SANTORO et 

al. 1979, OUAISSI et al. 1981) et C3b (OUAISSI et al. 1980 ; SAMUELSON et al. 1980) 

du complément à la surface du schistosomule, pourrait agir comme un mécanisme 

d'évasion du parasite à la réponse immune, par inhibition de l'activation de la cascade du 

complément (FAERON et al. 1980 ; IIDA et NUSSENZWEIG 198 1). 

Dans la schistosomiase murine, le rôle des cellules NK (Natural Killer) a aussi été 

évoqué par une argumentation parallèle 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 et 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 



humaine où l'activité cytotoxique des monocytes décroît au cours de l'infection (OLDS et 

al. 1981). 

Parallèlement à ces observations, il est possible d'induire une forte résistance à 

l'infection ou à la réinfection par différents imrnunostimulants 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). 



CHAPITRE II. 

IDIOTYPIE ANTI-IDIOTYPIE ET IMMUNISATION 

ANTI-IDIOTYPIOUE. 



INTRODUCTION 

L'étude des infections parasitaires a bénéficié depuis 1982, grâce 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 antigènes parasitaires. 

Nous n'avons pas la prétention, dans ce chapitre, de présenter d'une manière 

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 plutôt à présenter les aspects les plus marquants de ce domaine, pour justifier - 

l'introduction des anticorps anti-idiotypiques dans notre approche de l'infection par 

Schistosoma mansoni . 

A- LA VARTABTLTTE DES IMMUNOGLOBULINES 

Bien que toutes les immunoglobulines présentent une "architecture" moléculaire 

identique qui résulte de l'association de 2 chaînes lourdes H et de 2 chaînes légères L 

(Figure 3), ces glycoprotéines se caractérisent par une large diversité d'où l'on peut 

néanmoins définir 3 niveaux essentiels de variabilité. Cette variabilité est étroitement liée 

aux gènes codant leurs chaînes polypeptidiques constitutives. 

1) Les variations isotvaiaues ; 

Les gènes codant pour les variants isotypiques sont présents chez tous les individus 

d'une même espèce et définissent, par exemple chez l'homme, les différents isotypes. Ces 

isotypes sont codés par les gènes correspondant aux chaînes lourdesK1f2'a4 p, a, E, a, 
et aux chaînes légères 6, J e t  (Figure 4a). 



FIGURE 3: 
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(d'aprés Wasserman R.L. et Capra J.D., in The Glycoconjugates, M.I. Horowitz et W. 

Pigman eds, pp.323-348, Academic Press, New York 1977). 



-FIGURE 4- 

-LES DTFFERENTS NIVEAUX D'HETEROGENEWE DES 

IMMUNOGLOBULTNES- 



2) Les variations allotveiaue~ : 

Elles dépendent de variations génétiques à l'intérieur d'une même espèce d'un 

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

variants allotypiques G3m(bo) de l'IgG3 correspondent à la présence d'un résidu 

phénylalanine situé en position 436 de la chaine g3 qui n'est pas retrouvé chez tous les 

individus. Ces déterminants allotypiques sont généralement localisés dans les domaines 

constants des chaînes lourdes des immunoglobulines (Figure 4b) 

3) Ces variations idiotv~iaues : 

Les parties variables, et plus particulièrement 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'IDIOTYPE 

(Figure 4c). 

Généralement, l'idiotype est spécifique d'un seul clone cellulaire : on parle alors 

dtIDIOTYPES PRIVES (Id 1). Mais parfois, différents clones cellulaires peuvent exprimer 

le même déterminant idiotypique, appelé IDIOTYPE PUBLIC ou RECURRENT (Id X). 

Ces différents marqueurs idiotypiques ont été abondamment étudiés pour détecter et 

comparer la stmcture des régions variables des immunoglobulines grâce à la production de 

différents anticorps spécifiques appelés anticorps anti-idiotypiques. 



B- STRUCTURE ET LOCALISATION DES IDIOTOPES 

1) structure : 

Toutes les parties des régions VH et VL des immunoglobulines peuvent être 

irnrnunogènes, et définir de fait un idiotope. Ainsi, de nombreux déterminants idiotypiques 

ont été caractérisés dans les régions VH et VL des immunoglobulines, tant dans les parties 

hypervariables que dans 1"'ossature". L'expression d'un idiotope nécessite parfois 

l'association d'une région VH et VL. Il est toutefois difficile d'établir une règle générale 

quant à la structure de ces motifs idiotypiques, les travaux de caractérisation ayant 

généralement utilisé des antisérums polyclonaux qui,bien que préparés vis-à-vis d'une 

immunoglobuline particulière, sont toujours multispécifiques. Ce dernier aspect se clarifie 

actuellement grâce à l'introduction des anticorps monoclonaux. 

2) Localisation des déterminants i d i o t v ~ i a i i ~  : 

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 à la fonction anticorps 

- les fragments Fab, et dans certains systèmes les chaînes L et H isolées peuvent être 

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 systèmes d'anticorps anti-haptène, il est possible d'inhiber 

partiellement ou totalement la fixation des anticorps anti-idiotypes sur l'idiotype par 



l'haptène. Ce dernier argument démontre clairement que certains déterminants 

idiotypiques sont effectivement liés au site anticorps, bien que cette dernière 

localisation ne soit pas exclusive. 

C-DECOUVERTE DE L'IDTOTYPTE, 

Les premières observations concernant l'existence des spécificités individuelles des 

immunoglobulines ont été apportées presque simultanément en 1963 grâce aux travaux de 

OUDIN et MICHEL, dans le cas des anticorps de lapins immunisés contre Salmonella 

typhii, et chez l'homme par KUNKEL, MANNIK et WILLIAMS sur des anticorps 

humains spécifiques de déterminants antigéniques des globules rouges. 

KUNKEL et a l  avaient déjà montré que les protéines de myélome possèdent 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 façon exhaustive avec d'autres protéines myélomateuses ou des 

immunoglobulines isolées de sérums humains normaux, continuent à réagir spécifiquement 

avec l'immunoglobuline immunisante. 

Ces spécificités antigéniques furent dénommées spécificités antigéniques 

individuelles des protéines de myélome.On sait aujourd'hui que l'idiotypie des anticorps et 

les spécificités antigéniques individuelles des protéines myélomateuses relèvent toutes deux 

du même phénomène regroupé sous le terme d'idiotypie. 

1) E x ~ é r i e n c e  dlOudin et  Michel : I ' id io tv~ i e  des anticoros 

ênti-Salmonella tvuhii : 

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

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

chez un lapin A. 



-FIGURE 5- 

-EXPERTENCE D'OUDIN ET MICHEL : L'TDTOTYPTE DES ANTICORPS 

ANTT-SALMONELLA TYPH1T.- 

Le lapin A est immunisé par S.typhii. Le lapin B, de même constitution allotypique que A 

est immunisé par un agglutinat de S.ryphii anti-S.ryphii de A. Le lapin B produit des 

anticorps anti-idiotypiques qui sont précipités par le sérum A l  mais non pas par le sérum 

Ao. 



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 à 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 (Ao) 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 à la 

production chez ce même lapin d'anticorps anti-Salmonella typhii. L'antisérum B fut donc 

appelé sérum anti-idiotypique puisqu'il reconnaît les idiotypes A, c'est-à-dire les anticorps 

anti-Salmonella typhii de A, qui sont eux-mêmes définis par leur spécificité idiotypique. 

Les anticorps immunisants anti-Salmonella typhii et les anticorps anti-idiotypiques 

qui les reconnaissent, constituent le système idiotypique de Salmonella typhii.. Ce système 

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 à Oudin et Cazenave de tirer une conclusion paradoxale démontrant que les 

mêmes déteminants idiotypiques peuvent se retrouver sur des anticorps dirigés contre 

différents épitopes d'une même molécule d'antigène. 

Dans le système 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 être observées et caractérisent, selon la nomenclature de Landsteiner, 

des réactions hétérologues. Ces réactions ont surtout été décrites dans d'autres systèmes et 

plus particulièrement avec des anticorps synthétisés chez le lapin contre les polysaccharides 

du Pneumocoque ou du Streptocoque. 



2) Production d'anticor~s ou de sérums anti-idiotv~iaueg : 

Des sérums anti-idiotypiques peuvent être préparés par xénoimmunisation, en 

injectant des anticorps humains à un lapin, mais dans ces conditions particulières 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 être obtenus chez le cobaye tolérisé 

préalablement par l'injection d'immunoglobulines normales d'un animal X, avant 

l'injection de l'anticorps produit chez ce même 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 où l'on 

observe de nombreuses réactions hétérologues entre souris de la même lignée. Cependant, 

l'introduction de la technique des hybridomes dans ce domaine a largement contribué à la 

caractérisation et à la dissection des déterminants idiotypiques. 

3) Evolution des idiotmes au cours de la rénonse immune : 

Au cours de la réponse immune, les anticorps présentent une hétérogénéité moyenne 

et une affinité pour l'immunogène croissant avec le temps. Des observations similaires ont 

été réalisées dans le cas des systèmes idiotypiques. 

En fonction du temps, on observe soit l'apparition, soit la disparition de nouvelles 

spécificités idiotypiques même si, dans le cas du système idiotypique de Salmonella typhii, 

on a pu observer la réapparition du même idiotype après 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 mêmes 

déterminants idiotypiques sur des anticorps d'isotype IgM et IgG spécifiques qui 

apparaissent de  manière séquencée au cours de  la réponse immune. 



Ces résultats sont en accord avec le fait que les régions variables des chaînes lourdes 

s'associent aux divers C gamma ,C mu et C alpha. 

Chez l'homme, les mêmes déteminants idiotypiques ont été retrouvés sur des IgM 

et des IgG2 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 

l'hétérogénéité des populations d'anticorps, et indiquent que plusieurs molécules 

différentes peuvent reconnaître un même déterminant antigénique. D'autre part, l'utilisation 

de souris de même constitution génétique suggère que l'expression des idiotopes est 

contrôlée par un petit nombre de gènes puisque des souris différentes peuvent exprimer les - 

mêmes déterminants idiotypiques. 

D - LA THEORIE DU RESEAU IDIOTYPIOUE: LA REGULATION 

IDOTYPIOUE, 

La présence dans les régions variables des anticorps de déterminants idiotypiques 

spécifiques capables de susciter la production d'anticorps anti-idiotypiques soulève de 

nombreuses questions concernant le rôle de ces systèmes dans l'expression d'une 

modulation de la réponse immune. L'existence même d'anticorps anti-idiotypiques révèle la 

présence dans l'organisme de lymphocytes capables de reconnaître les idiotopes des 

différents anticorps. Ainsi, chaque molécule d'anticorps Ab1 porte des déterminants 

idiotypiques qui lui sont propres, capables d'induire la production d'un anticorps Ab2 qui 

le reconnaît spécifiquement. Cet anticorps Ab2 portera lui-même ses propres déterminants 

idiotypiques qui à leur tour pourront conduire à la production d'anticorps Ab3 qui par la 

suite seront reconnus par des anticorps Ab4, etc. 



Les anticorps ainsi produits pourront soit être dirigés contre des idiotopes situés 

dans le site de liaison de l'anticorps à l'antigène (paratope), ou situés en dehors du paratope 

(Figure 6). Dans ces conditions, seuls les premiers seront capables d'inhiber la liaison de 

l'anticorps à son antigène-cible. Certains de ces anticorps, nous le verrons plus tard, 

peuvent mimer et jouer le rôle fonctionnel de l'antigène initial, et sont appelés anticorps 

anti-image interne de l'antigène, et peuvent de fait susciter différents effets modulateurs. 

Leur effet global dépend de différents facteurs dont la plupart n'ont pas encore été 

élucidés. 

Outre les aspects modulateurs liés à l'identité structurale de ces anticorps 

anti-idiotypiques avec l'antigène, les anticorps anti-idiotypiques présentent la particularité, 

par rapport aux antigènes, 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 théorie de .Terne : 

A partir de ces observations, JERNE (1974) a élaboré la théorie des réseaux 

idiotypiques, qui pourrait expliquer le maintien de l'homéostase du système immunitaire. 

Le concept central de la théorie de Jerne se base sur l'hypothèse qu'à chaque antigène ou 

épitope correspond un idiotope, son image interne, en d'autres termes, que" 1' univers des 

antigènes se confond du point de vue conformationnel avec celui des idiotopes". 

Dans la théorie du réseau, trois acteurs principaux interviennent : 

- le détenninant antigénique ou EPITOPE 

- le déterminant idiotypique ou IDIOTOPE 

- le site de liaison de l'anticorps à l'antigène ou PARATOPE 
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L'épitope E d'un antigène X introduit dans un organisme se combine à un paratope pl .  Ce 

paratope pl  exprime lui-même un idiotype il qui sera lui-même reconnu par un paratope pz 

porteur d'un idiotype i2 reconnu à 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 in, lié au paratope pn, soit reconnu par le paratope p l  d'idiotype in. L'idiotype in 

est appelé image interne de l'épitope E. Les molécules pnin qui portent l'image interne de 

l'épitope E ont un effet activateur sur l'ensemble plil,  l'ensemble p2i2 exercent un effet 

inhibiteur sur l'ensemble plil . 

Ce schéma rend compte de la réponse immune de la manière suivante: l'élimination 

de l'ensemble plil (Abl) par l'antigène supprime son effet inhibiteur sur l'image interne 

pnin en même temps que son effet stimulateur sur l'ensemble p2i2 . Ceci fait que les 

cellules plil échappent à la suppression et expriment leur potentialité. La régulation de la 

réponse immune s'opére quasi automatiquement car l'ensemble p 1il nouvellement formé 

stimule l'ensemble p2i2 qui exerce son effet suppresseur sur lui. Cette cascade 

d'interactions s'accompagne d'un accroissement des cellules productrices de l'anticorps 

Ab1 spécifique de l'épitope à 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 

p2i2 injectés artificiellement dans ce système peuvent se combiner à l'ensemble plil qu'ils 

contribuent à éliminer, ce qui libère l'effet inhibiteur exercé sur l'image interne pnin qui 

stimule alors l'ensemble plil comme le ferait l'épitope E lui-même (Figure 7). 
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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 Ab1 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 même être interprétés 

pour certains d'entre eux comme une véritable confirmation du réseau idiotypique. 

2) Arguments exnérimentaurg : 

De nombreux travaux expérimentaux ont permis de vérifier la réalité biologique du 

réseau idiotypique de Jerne. Ils ont d'autre part révélé les bases de l'activité 

immunorégulatrice des interactions idiotypiques dans l'expression de l'immunité, et ont 

également permis de démontrer la réalité biologique de la production spontanée d'anticorps 

anti-idiotypiques au cours de l'immunisation. 

a/ Rôle immunorégulateur des interactions idiotv~iaues : 

Selon les conditions expérimentales retenues, les anticorps anti-idiotypiques 

stimulent ou inhibent la synthèse des anticorps. Les expériences les plus démonstratives 

dans ce domaine ont été pratiquées chez la souris. 



*La srlpnression de la réponse anticorgs , 

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 à deux observations essentielles. 

Chez la souris Balblc adulte, l'injection de fortes doses de sérum anti-idiotypique 

supprime de façon transitoire la réponse immune anti-PC (3 à 4 semaines). Lorsque les 

souris adultes surmontent cette suppression de courte durée, elles produisent des anticorps 

anti-PC qui possèdent les déterminants idiotypiques T15. 

Inversement les injections néonatales de sérum anti-idiotypique installent une 

suppression de la réponse anti-PC de longue durée (jusqu'à 15 semaines). Après cette 

période l'injection de la PC conduit à la production d'anticorps dépourvus de l'idiotype 

T15. 

Cette différence de comportement pourrait s'expliquer par le fait que les sérums de 

souris nouvellement nées contiennent de faibles quantités d'idiotype Tl5 contrairement aux 

souris adultes. Il est donc possible que les quantités importantes de l'idiotype Tl5 

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 l'haptène phénylarsonate par HART et al 1972. Ces études révèlent que 

seuls les anticorps anti-idiotypiques natifs induisent cet effet suppresseur, à l'inverse de 

leurs fragments Fab ou FaV2, ce qui suggère de fait la participation des fragments Fc des 

anticorps qui pourraient agir par le biais du complément. 



Il semble d'autre part que cette suppression idiotypique soit un mécanisme 

thymoindépendant puisqu'elle peut aussi bien être induite chez la souris BalbJc normale que 

chez la souris BalbJc nulnu, quasiment déficiente en cellules T. 

"Exaltation de la réponse immune : 

Par la technique de sélection clonale, EICHMANN et al (1975) sont parvenus à 

transférer chez la souris A/J un clone cellulaire A5A, producteur d'anticorps 

anti-polysaccharide du Streptocoque, obtenu à partir de souris immunisées par le 

polysaccharide du Streptocoque. Chez la souris A/J, environ 90% des animaux expriment 

le déterminant idiotypique A5A sur leurs anticorps anti-polysaccharide du Streptocoque, et 

chez chaque souris, environ 25% des anticorps anti-polysaccharide du Streptocoque 

possèdent ce même 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 

Streptocoque. La fraction purifiée d'IgG2 anti-ASA exerce une activité suppressive sur la 

synthèse de l'idiotype A5A sans modifier les autres idiotypes. Cette capacité des IgG2 est 

sans doute en relation avec leurs aptitudes à fixer le complément. Cette suppression est de 

longue durée, et a pu être reliée à la présence de cellules suppressives. 

Par contre, l'injection de la fraction purifiée des IgGl anti-ASA sensibilise la souris 

à l'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 IgGl anti-ASA réagissent sur les lymphocytes B, 

très probablement par l'intermédiaire d'un récepteur capable de reconnaître le 

polysaccharide du Streptocoque qui semble porter les déterminants idiotypiques A5A. 



In vitro, les expériences de TRENKNER et RIBLET (1975), réalisées sur des 

cellules de souris Balblc 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 étaient dirigés. A dose relativement faible, 

on obtient une stimulation des lymphocytes B tandis qu'à des doses 100 fois plus 

importantes, on induit une suppression idiotypique. 

b/ Auto-anticorps anti-idio-piques, les anticorps à fonction d'image interne. 

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

majeurs en faveur de la réalité physiologique du réseau idiotypique. L'existence de 

l'ensemble p2i2 correspondant aux auto-anticorps anti-idiotypiques spontanés, a été 

observée dans le cas des immunisations par différents antigènes chimiques et dans le cas 

des allogreffes. Dans ces systèmes on observe la production d'anticorps Ab2 parfois même 

d'Ab3. 

Des anticorps anti-idiotypiques ayant fonction d'image interne ont été décrits. SEGE 

et al dès 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 l'anticorps pour que cette image interne reproduise 

les fonctions biologiques de l'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 

l'immunisation de souris contre un analogue structural de l'acétylcholine, des anticorps 

Ab1 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). 



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-à-vis de cet 

anticorps Ab2 réagissent avec les immunoglobulines de lapin portant la spécificité 

allotypique b6, comme le faisait l'anticorps Ab1 (ROLAND et CAZENAVE 1981). 

3) Conclusion : 

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 

l'étude de leur expression au niveau des irnrnunoglobulines, les déterminants idiotypiques 

et les réponses immunes qu'ils suscitent ont permis de reconsidérer l'extrême complexité 

des mécanismes de régulation de la réponse immune. Ils ont conduit Jerne (1974) à 

proposer une théorie rendant compte de l'homéostase du système immunitaire. 

Cette théorie du réseau idiotypique a permis de mieux appréhender les effets 

immunorégulateurs des interactions idiotypiques dans le maintien de l'équilibre dynamique 

du système immunitaire, et d'ouvrir de fait de nouvelles perspectives dans 

l'irnrnunomanipulation 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. 



E- LES IMMUNISATIONS IDIOTYPIOUES, 

1-Les différents anticorus anti-idiotvuiaues : 

Comme nous l'avons déjà évoqué dans ce chapitre, l'injection dans un organisme 

d'un anticorps Ab1 conduit à la production d'anticorps Ab2 spécifiques des idiotopes de 

l'anticorps Abl,  mais qui expriment des propriétés très différentes selon qu'ils sont 

spécifiques d'idiotopes situés 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-idiotpiaues alpha:,( Ab24 aussi appelés selon Oudin anticorps 

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

b)-les anticorps anti-idiotwiaues beta (Ab2 fi) qui sont induits par des idiotopes 

paratopiques qui, puisqu'ils sont reconnus par l'anticorps Ab2 comme l'est l'épitope, 

portent l'image interne de l'épitope. Ces Ab2 B 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 Abl-épitope. 

c)-les anticoms anti-idiotypiques gamma (Ab2 y) : ces anticorps, bien qu'ils inhibent 

la réaction Abl-épitope, ne portent pas l'image interne de l'épitope. ils sont 

généralement dirigés contre des idiotopes proches du site de liaison anticorps-antigène et 

exercent leur effet par inhibition stérique ou modification conformationnelle du site 

paratopique. 
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d)-les anticorps anti-idiotpiques e~silon (Ab2E) : ces anticorps représentent une 

catégorie un peu à part puisqu'ils reconnaissent d'une part les idiotopes présents sur 

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

Parmi les anticorps anti-idiotypiques, les Ab2 B tiennent une place toute particulière 

puisqu'ils portent l'image interne de l'épitope. De nombreux travaux ont été consacrés à 

l'étude de leur possible utilisation comme antigènes de substitution, dans 1' 

irnmunoprophylaxie 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 dlétablir,grâce à quelques exemples les relations liant un épitope à son image 

interne portée par la molécule d'anticorps Ab2B. Nous verrons comment au-delà d'une pure 

relation d'identité moléculaire on peut concevoir d'une manière plus large la notion 

d'identité conforrnationnelle. Nous illustrerons ces propos grâce aux modeles d'études 

décrits par R O ï ï ï  et al 1985. 

2 )De la notion d'imarze - interne vraieau c o n c e ~ t  d ' an t i~ène  de substitution, 

Considérons un épitope hypothétique défini au niveau d'un antigène par un 

enchaînement de 4 ou 5 acides aminés (Figure 9a).Lfimage de cet épitope portée par 

l'anticorps Ab2B révèle la même séquence d'acides aminés dans sa région hypervariable 

(Figure 9a) . Les chances d'obtenir ce même motif sur l'anticorps Ab2 R sont difficiles à 

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 être efficace , de 

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

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

Les sites de contact entre l'anticorps et l'antigène doivent être 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 antigènes de petite 

taille pénétrent profondément dans le site, alors que les antigènes 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 éloignés les uns des autres et même 

situés sur des chaînes peptidiques différentes. 

Si l'on suppose que le contact de l'antigène s'exerce par 4 résidus présents 

(Figure 11 a) des acides aminés placés de la même manière sur différentes chaînes 

peptidiques de l'anticorps Ab2 B peuvent donc simuler l'antigène (Figure I l  b). 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 être donc très 

différentes. Dans ces conditions il n'est pas nécessaire de postuler une identité parfaite de 

structure ,d'autres acides aminés pouvant assurer des liaisons sirnilaires.On peut parler 

dans ce cas d'antigène de substitution pour un anticorps anti-Id même s'il ne porte pas 

l'image interne vraie . 

b) Résidus de contact oblioatoire. 

La notion de réaction croisée entre un anticorps anti-Id et l'antigène peut être étendue 

aux antigènes non protéiques comme les carbohydrates .Ces réactions avaient été 

expliquées par ERLANGER (1985) par une identité conformationnelle ,mais ROIïT et al 

1985 proposent une autre hypothèse en relation avec la notion de résidus de contact 

obligatoire : l'image interne ne serait plus définie par une identité conformationnelle, mais 
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par l'interaction avec des acides aminés dominants (Figure 12).Cette hypothèse pourrait 

expliquer l'induction par une image interne protéique d'une réponse anti-polysaccharide 

(BONA et KOKLER 1984) ou la production d'anticorps anti-Id contre de petites molécules 

,comme les agonistes de l'acétylcholine (CLEVELAND et al 1983) ou vis- à- vis 

d'agonistes de B adrénergiques (SCHEIBER et al 1980). Dans ces deux cas les anticorps 

anti-Id ne ressemblent pas à l'agoniste mais comme ces agonistes ils interagissent avec les 

mêmes résidus de contact obligatoire au niveau des récepteurs (Figure 13 a et b). 

3) Les immunisations anti-idiotv~iaues et leurs a ~ ~ l i c a t i o n s ,  

Bien qu'il existe des méthodes immunoprophylactiques à l'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 pathogènes atténués peuvent être 

toxiques, d'autre part la production de certains vaccins est limitée par les difficultés 

d'obtention de quantité suffisante de matériel antigénique compatible avec son utilisation à 

large échelle. Pour ces différentes raisons l'élaboration de vaccins idiotypiques pourrait 

palier à ces inconvénients grâce à la production d'anticorps anti-idiotypiques ou à leurs 

fractions dérivées ,permettant une production massive de matériel vaccinant dépourvu de 

tout contaminant toxique inducteur de réactions secondaires. 

Nous présenterons ici à l'aide de quelques exemples de la littérature les résultats 

prometteurs obtenus dans le cas des infections virales, bactériennes et parasitaires 

(Figure 14) 
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FIGURE 13 : 

Anti-Id Antagonist , - .  



FIGURE 14 : 

-PRTNCTPE GENERAL DES TMMUNISATTONS ANTI-TDTOTYPIOUES- 
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( Extrait de la Recherche 11'188, mai 1987, vol 18, page 160.) 



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 système de 

la phosphorylcholine. 

Ces anticorps monoclonaux anti-idiotypiques couplés à l'hémocyanine de patelle 

KLH peuvent se substituer à l'antigène natif et induire une immunité protectrice vis-à-vis de 

l'infection par Streptococuspneurnoniae chez la souris , alors que l'anti-Id seul ne révèle 

aucune activité. Dans ces conditions il semble donc que le couplage à la KLH soit 

indispensable pour la stimulation des cellules T. 

Les travaux de STEIN et SODERSTROM (1984) démontrent que l'administration 

néonatale d'anticorps anti-Id spécifiques sensibilise l'animal vis-à-vis des Escherichia coli 

de type K13 . Ce traitement conduit à une production beaucoup plus intense et précoce 

d'anticorps anti-E.coli par rapport aux animaux non traités. Ces études prennent un intérêt 

tout particulier car il est généralement admis que la réponse immune spécifique des sucres 

est tardive et difficile à établir chez le sujet jeune. 

D'autres auteurs ont utilisé les anticorps anti-Id pour stimuler la réponse humorale et 

cellulaire vis-à-vis d'antigènes viraux. KENNEDY et a l  1983 montrent que la production 

d'anticorps IgM et IgG spécifiques des antigènes de surface du virus de l'hépatite B est 

stimulée par un traitement anti-idiotypique préalable de la souris . ERTL et al 1984 par 

préimmunisation anti-idiotypique protègent la souris de l'infection par le virus Sendaï 

(SV). 

La stimulation de l'immunité à médiation cellulaire par les anticorps 

anti-idiotypiques a été observée dans l'infection par le réovirus grâce à l'injection préalable 

d'un anticorps anti-Id syngénique dirigé contre un anticorps spécifique de l'hémagglutinine 

virale (SHARPE et a l  1984). 



Enfin UYTDEHAAG et OSTERHAUS (1985 ) produisent des anticorps 

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

b) Images internes d'éwitopes parasitaires. 

C'est dans l'infection par Trypanosoma rhodesiense que le rôle protecteur des 

anticorps anti-idiotypiques a été pour la première fois démontré ( SACKS et al 1982 ). 

Dans ce modèle des anticorps polyclonaux anti-Id spécifiques d'anticorps monoclonaux 

dirigés contre des antigènes variables du Trypanosoma rhodesiense (VAT) ont été préparés 

chez la souris SIJ. L'injection de la fraction IgGl purifiée chez la souris Balblc 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 et al. 1985 ont étendu leurs études à 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'antigène 

72 kDa présent à 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 al 1983). L'immunisation de souris Balb/c,de cobayes et de 

lapins par l'antisénim de lapin anti-WIC 29-26 conduit à la production d'anticorps 

capables de se fixer à la GP 72 mais qui ne présentent aucune activité protectrice. Ces 

résultats suggèrent donc que les anticorps anti-Id injectés portent l'image interne d'un 

épitope sucré du Trypanosome. 



C) Anticorps anti-idiotyuigues et cancer. 

L'immunité anti-tumorale est un mécanisme complexe qui fait intervenir des 

composantes humorales et cellulaires. Bien que certaines tumeurs expriment des antigènes 

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'antigène nominal pourraient court-circuiter cette 

suppression et stimuler 1'immunité.Certaines observations semblent indiquer que les 

anticorps anti-Id agissent au niveau de clones silencieux non stimulables par l'antigène . 

(BONA et al 198 1 , 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 rémission. Des résultats similaires ont été 

décrits chez un patient atteint d'un lymphome à cellules B par MILLER et al 1983. Le 

succès de ces traitements dépend de très 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 l'inverse dans certaines circonstances l'induction d'un état de tolérance ou de 

suppression pourrait être 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 être définie comme une absence de réponse vis-à-vis d'un 

antigène. La tolérance à l'encontre des composants du soi n'est pas due à une absence de 

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

(COHEN et WEKERLE 1973 , FELDMAN et al 1985 ). 



Classiquement deux types de tolérance sont définis, la tolérance à faible dose, la 

tolérance à forte dose,dfautre part il est possible d'induire une tolérance vis-à-vis d'un 

haptène par couplage sur des molécules porteuses tolérogènes. Dans ces conditions en 

fonction de la forme d'injection ou de la dose administrée ,les anticorps anti-Id peuvent 

être utilisés dans la manipulation et l'orientation de la réponse immune. 

La tolérisation par l'image interne a été envisagée dans le cadre de la thérapie des 

maladies autoimmunes .Dans la myastenia gravis, le récepteur pour l'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 arrête la maladie. 

BROWN et al 1979 traitent avec succès 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 possible par le biais d'anticorps anti-Id de 

bloquer les interactions entre le système majeur d'histocompatibilité et les cellules immunes 

B et T, puisque ces cellules portent elles- mêmes ce type de déterminants,ce qui permet de 

fait d'inhiber les réactions de rejet greffon contre hôte ou hôte contre greffon ( Mac 

KEARN et al 1974). 

el Ap~lication des anticoms anti-idio-piaues au diagnostic. 

L'étroite identité liant l'image interne et l'épitope a aussi été exploitée dans le 

domaine du diagnostic dans les techniques de dosage d'un épitope dans une préparation 

antigènique brute.POTOCNJAK et 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 l'antigène de Plasmodium berghei .Ces travaux ouvrent des 

perspectives prometteuses dans la production d'une nouvelle génération de réactifs 

biologiques applicables au dosage des antigènes circulants dans les liquides biologiques. 



4 De la théorie di1 réseau à I 'a~~ l i ca t i on  théra~eutiaue, 

De fait il est possible à ce stade de dresser les premières conclusions concernant les 

immunisations anti-idiotypiques et d'anticiper leurs développements dans un futur proche. 

L'utilisation des anticorps anti-idiotypiques comme antigènes de substitution 

représente une alternative prometteuse dans la production massive de matériel vaccinal pour 

des antigènes non protéiques dont la synthèse par les voies classiques du clonage 

moléculaire est aujourd'hui impossible.De plus l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques 

portant l'image interne d'un antigène oligosaccharidique limiterait considérablement le délai 

de la réponse immune souvent observé pour les structures sucrées. 

Cependant,malgré les progrés réalisés dans les modèles d'immunisation anti- 

idiotypique de nombreuses questions doivent trouver une réponse avant toute tentative 

d'application chez 1'homme.Ces différents aspects sont tributaires des doses et de la 

posologie de l'administration des anticorps anti-idiotypiques permettant l'installation d'une 

immunité efficace et prolongée.Ce problème reste actuellement en suspens, car il est 

difficile de prévoir les doses optimales d'anticorps anti-idiotypiques à injecter, étroitement 

dépendantes de leur nature isotypique, de leur degré d'identité avec l'antigène 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 l'homme de protéines étrangères peut induire des effets 

secondaires néfastes,tels que des maladies sériques,une élimination rapide des anticorps 

anti-idiotypiques ou l'induction de maladies à complexes immuns. 

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

chimèriques produits à partir des domaines variables des anticorps anti-idiotypiques de rat 



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 après 

traitement approprié de l'image interne portée par ces molécules, première étape dans la 

construction d'images internes synthètiques. 



CHAPITRE III. 

TRAVAUX EXPERIMENTAUX. 
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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 procèdent du double intérêt de la caractérisation des antigènes de Schistosome 

potentiellement protecteurs et de l'analyse fine des mécanismes effecteurs et de régulation 

de la réponse immune pouvant conduire à une approche rationnelle de 

l'irnmunoprophylaxie des schistosomiases. Ces études nous ont conduits à 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 à de nombreux égards similaire à celle observée chez l'homme. En effet tous les 

mécanismes effecteurs décrits chez le rat ont pu être à 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 

l'éosinophile, 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 à celles observées dans les 

sérums d'infection. 

2) utiliser ces sondes pour caractériser et isoler les antigènes cibles 

de ces mécanismes effecteurs. 

3) obtenir par les méthodes du clonage moléculaire des antigènes 

recombinants exprimant les propriétés fonctionnelles des antigènes natifs. 



Nos sondes monoclonales ont été produites par la technique d'hybridation cellulaire, 

à partir de cellules spléniques de rats infectés par Schistosoma mansoni et des cellules 

myélomateuses de souris Balblc (souche PX3 Ag8 ) ou de rat LOU souche IR 983F 

(BAZIN et al 1980b) (Figure 15). 
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ARTICLE A : PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX SPECIFIOUES DU 

SCHISTOSOMA MANSONI. 

Ne disposant pas dans un premier temps de cellules myélomateuses de rat 

exploitables dans un système d'hybridation cellulaire, la production d'anticorps 

monoclonaux de rat a été 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'antigènes divers aient été décrits, 

l'application de cette méthodologie dans un système 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 ? 



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'irntnunofluorescence sur coupes de schistosomules. 

2) Ces anticorps révèlent une très large diversité isotypique : IgG2a, IgG2b, IgG2c, 

IgM et IgE. 

3) Certains de ces anticorps expriment dans les différents systèmes étudiés des 

niveaux de cytotoxicité vis-à-vis de la larve parasitaire comparables à 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. 



ARTICLE A 

C. R. Acad. Sc. Paris, t .  289 (29 octobre 1979) Série D - 725 

IMMUNOLOGIE. - Produclion d'anticorps monoclonaux atlti Schistosoma mansoni. 
Étude préliniitîaire de leurs uctiilités biologiques. Note (") de Claudie Venvaerde, Jean-Marie 
Grzych, Hervé Bazin, iMonique Capron et André Capron. transmise par Jean-François Bach. 

Les anticorps monoclonaux anti Schistoson?~ nzansoni ont été produits par hybridation de lymphocytes 
spléniques de Rats infectes par ce parasite et des cellules P!-X63-Ag8 B A L B / c .  

L'étude des activités biologiques des surnageants a permis de caractériser la production d'anticorps IgE 
forte activité réaginique et d'anticorps qui. soit en présence de complément, soit en coopération avec des 

iosinophiles. ont t é m o i ~ n é  d'une activité cytotoxique marquée pour des schistosomules in r'itro. Cette métho- 
dologie ouvre de nouvelles perspectives pour l'étude des fonctions des anticorps antiparasites et l'isolement 
des antigénes cibles. 

,2fanoclonal aniiboclies against Schistosoma mansoni liave heen prodirceri by Jtsion of  splenic (vmpliocyres 
[rom S. mansoni infecred Rots and P3-X63-Ag8 BALBIc cells. 

In vitro and in vivo r~udies of the biological acrii~ities of rhese anribodies haie led ro rhe idettrificarion o f  
IgE ariiibodies iiirh a iiigh reaginir actiiity and antihodies which in a compleriienr dependent or rosit~opiiii 
dependent system were s11oic.n ro haie a marked cytotoxicirj~ .for scl~isrosotni~la in vitro. 

ïh i s  riierlioclolog~. seerils ro open rrelt. persperrlves for- rhe siirdy of a~iiibody f~oictron irl rinniunirx againsr 
parorires as ii,eil as,/or tiie isolation of the corresporiding rarget anrigens. 

IXTRODUCTION. - La relation originelle de Kohler et Milstein ([Il, [3]) concernant la 
possibilité de production d'hybrides cellulaires synthétisant des anticorps monoclonaux 
a ouvert le champ à de nombreux travaux intéressant de multiples domaines de I'irnmu- 
nologie. 

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

MATÉRIEL ET L~TKODES. - Les techniques de fusion cellulaire urilisées dans le présent 
travail ont été directement inspirées des études de Howard et coll. [4], MacKeam et coll. (51 
et Clevinger et coll. 161. 

La fusion est réalisée entre des cellules P3-X63-Ag8 BALBIc et des lymphocytes splé- 
niques de Rats mâles Fisher consanguins infestés depuis 25 a 35 jours, par 1 000 cercaires 
de Sclzistosorna nzansoni. 

La caractérisation des classes d'immunoglobulines présentes dans le surnageant 
de culture de cellules hybrides a été réalisée par des techniques d'immunodiffiision utilisant 
des antisérums spécifiques anti-immuno~lobulines de ~ a t  [7]. L'existence d'une spécificité 
anticorps antischistosoine a été démontrée par technique indirecte d'iinmunofluorescence 
effectuée sur coupe de schistosomules. L'activité biologique a été explorée par des techniques 
de cytotoxicité in i,iiro pour les anticorps de classe IgG et Ighl. ([SI-[9]) et par la technique 
d'anaphylaxie cutanée passive (PCA) pour les anticorps de classe IgE [IO]. 

R ~ U L T A T S .  - 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 décelée par les réactions d'immuno- 
fluorescence. 

L'exploration systématique des activités biologiques in ivi!ro et i t ~  1,ii.o de ces 75 sumageants 
a conduit à l'identification dans deux cas d'anticorps de classe JgE, possédant une activité 
réaeinique démontrée par des réactions de PCA d'un titre de l'ordre de 1 /256.  Ces anticorps 
ont permis par ailleurs d'induire après addition d'antisérum anti-s de Rat l'activation de 
macrophages péritonéaux de Rat suivant la technique décrite par Dessaint et coll. [Il]. 
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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 35 à 90 9,;, ces taux étant superposables à ceux couramment observés dans les 
sérums de Rats infectés par S. r7lansoni (Tableau 1) [9]. 

,-tci~iirC r,~.ti~to.~iyue dépendante du complénienr 15;s-à-1.1s de scl~istoso~nules in vitro 
Cytotoxicité ( O )  

("O) 

Présence 
d e  Sans 

complément complément 

Surna,oeants de cellules hybrides ( b )  : 
non chauifes. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  67.8 12.3 ( d )  13.8 z 1.7 
chauries (30 mn. 56OC). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40,6 5.0 22.6 = 6.6 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Surnageants contrôles ( b ) .  1 9 . 9  1 5. 3 14.9 z 5.8  
Sirum de Rat infecte ('). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  17 .6  & 1 1.6 8 . 2  = 3.0  
Sérum de Rat sain ('). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6.0 5 6.0 9.2 = h.4 

(") Le pourceniagr de cytotoxicité est mesure après 4 jours d'incubation à 37" de schisrosoniules. de sur- 
nageant de culture de cellules et d e  serum de Cobaye irais o u  inactive par chautfage (moyenne I ecart-type 
de la moyenne). 

( b )  Les surnageants de cultiire d e  celliiles (hybrides ou controles) sont concrntres deuv l'ois par lyophi- 
lisation et incubes ë raison de 100 1iI de surnageant pour 60 pl de suspension ~.oiiicn;iiii 50 sctiisiosomules 
et 40 pl de serum de Cobaye par alvéole. 

(') Le serum cil. K ; i i  CS( ~itilise à raison de I O U  pl de seruin de Kat non Jiliic i v ~ i i  dii bcruni de Rat inl'ecte 
depuis 5 a 6 s<ili:iiiii\. zoit d u  srrum de Rai normal). 

("1 Signihcativeiiicni supérieur aux contrôles ( P  < 0.05) et non différent du hi'rum de Rat inkcté 
( n  : sept experiences concernant cinq surnageants de culture). 

Dans quatre cas. des anticorps spécifiques de classe IgG?u ont été caractérisés. Leur 
utilisation dans un système de cytotoxicité iri vitro dépendant d'éosinophiles a permis 
d'observer des pourcentages de léthalité variant de 30 A 50 O,. Lin clone cellulaire. obtenu 
A partir de I'un d'entre eus présente en présence d'éosinophiles une cytotoxicité de l'ordre 
de 90 "/d. similaire à l'activité observée dans les sérums de Rats infestés depuis 35 jours 
(tableau II) [SI. 

D~scuss~os. - Le présent travail. bien que préliminaire. dimontre que l'utilisation 
de lymphocytes prélevés chez des animaus en cours d'une infection parasitaire permet 
l'obtention d'anticorps monoclonaux dotés d'une activité biologiqiie vis-à-vis de cibles 
parasitaires, comparable à celle observée dans les séruins d'animaux infectés. 

La nature des lymphocytes immuns utilisés n'est peut être pas étrangère au pourcentage 
relativement élevé d'hybrides producteurs et i la qualitè fonctionnelle des anticorps produits 

Dans l'état actuel de nos expériences. aucune corrélation n'a pu être encore établie entre 
l'activité biologique des surnageants de cultiire des populations hybrides et leur concen- 
tration en anticorps spécifiques. 11 est néanmoins permis de penser. à la lumière des présents 
résultats que l'obtention de ces anticorps monoclonaux ouvre des perspectives entièrement 
nouvelles pour l'étude de la fonction des anticorps dans la réponse inimune vis-à-vis des 
parasites ainsi que pour la caractérisation et l'isolement des antigènes cibles. 
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.-ic11i.irL; (.l.toroxi(/~re (lipetr<latite (I'iosinoplriles vis-à-1.1s de scliis~osot~tiiles in vitro 

Cytotoxicite (") 

( P i )  
/ - - 

Présence Sans 
d'éosinophiles éosinophiles 

- 

Surna_oeants de cellules hybrides (*) : 

non chaiiff is . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  47.2 + 2 - 1  3 , 2  k 1.9 
chaiitl'is ( 2  H. 56"). . . . . . . . . . . . . . . . . .  64.6 It 13.2 ( d )  7.4 r 2.4  

Surnageants contrôles ( b ) .  . . . . . . . . . . . . .  16,6 + 5.3 3.4 2 1 , 9  
Sérum de Rat infecté ('). . . . . . . . . . . . . . .  65.1 + 1.9 2.3 + 1.2  
Sérum de Rat sain ('). . . . . . . . . . . . . . . . .  I 4 , l  + 5 . 4  7 , s  + 7.0  

( O )  Le pourcentage de cytotoxicite (moyenne k écart-type de la moyenne) est mesure aprés 48 H d'incu- 
bation ri 27" de schistosomules sensibilises au préalable par les surnageants ou le sérum de Rat et de crllules 
péritoneales de Rat normal enrichies en éosinophiles (rapport cellule etfectrice/cible = 6 O001 1 )  [SI. 

(b) Les siirnageants de culture de cellules (hybrides ou contrôles) sont concentres deux fois p î r  lyophi- 
lisation et incubis ii raison d e  150 pl de s u r n a p i n t  pour 50 pl de suspension contenant 50 schistosornulrs 
par alvPole. 

(') Les cibles sont presensibilisees par du serum de Rat infecté depuis 4 semaines par S. ~nansotri ou ciu 
sérum d e  Rat sain a raison de 50 pl de sérum dilué au 1 /8  pour 50 pl contenant 50 schistosomuies. 

(7 Signihcati~ement superieur aiiu contrôles ( P  < 0.05) et non différent du berum de Rai intecre 

(n . quatre experiences 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. Clrvinger 
(université de Saint-Louis). La lignée cellulaire P3-X63-Ag8, nous a &té donner par ie 
professeur F. LV. Fith; elle a été développée par G. Kohler et C. Milstein. La réalisation 
des réactions de PC.4 sont de hlm' R. Rousseaux-Prévost et les réactions d'activation des 
macrophages piritonéaus du docteur hl. Joseph. Aide technique de hlmc A. M. Schacht. 

(*) Remise le 17 septembre 1979 et acceptée le 14 septembre 1979. 
[ i l  G.  KOHLER et C. ~ I I L S T E I S .  harure. 156. 1975, p. 495-497. 
[2] G.  KOHLER et C. L,~ILSTEIS. Eiir. J .  Intnrioiol.. 6. 1976. p. 51 1-519. 
[3] A. CAPROS. J. P. DESSAIST et LI. CAPROS. Coiloqires de l'I..\'.S.E.R..\I., dans I ~ ~ r n i u t i i r ~  in Purasrric 

Diseases. 72. 1977, p. 217-230. 
[4] J. C. H O ~ V A R D .  G. \\'. BCTCHER. G. GALFRE et C. ~ I I L S T E I S  dans Crrrrenr Topics rn .\licrohiulog~. anci 

Imnrir~~ology. F. ~ I E L C H E R S .  hl .  POTTER et N. L. W A R ~ E R .  id.. SI. 1977. p. 54-60, 
[ j ]  T. J. >~CKEARS,  LI. S A R ~ I I E S T O .  A.  WEISS. F. P. STL.ART et F. W. FITCH dans Cirrrrtir Topics in :llicro- 

biology and It?itniinoiog.r. F.   ELC CH ERS, A I .  POTTER et N. L. U'ARSER. rd.. SI. 1977, p. 61-65. 
(61 B. CLEVISGER. O. HASSBCRG et J .  DAVIE. dans Clirret~r Toprcs in .\licrobiology und Ininriinolog~~. 

F. MELCHERS. M. POTTER et N. L. WARSER. rd.. SI. 1977. p. 1 10-1 14. 
[7] H. BAZIS. A .  BECKERS et P. QCERISJEAS. Eirr. J. l~~ii~ir i~roi . .  4. 1974. p. 44-48. 
[SI M. CAPROS, A.  CAPROS, G. TORPIER, H. BAZIS, D. BOCT e t  M. JOSEPH, Eur. J. lrnniunol.. S. 1978, 

p. 127-133. 
[9] A.  CAPROS. hl .  CAPROS. H.  DUPAS, D. BOUT et .A. PETITPREZ. Parusirologj~. 4, 1974. p. 613-623. 
[IO] Z. OVARY. Prog. .-lllerg!., 5. 1958. p. 159-508. 
[I I l  J. P. DESSAIST, A. CAPRON. M. JOSEPH et H. BAZIS, Ccllrrlar It~it?iiinology. 46, 1979, p. 74.j.l. 
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ARTICLE B : ETUDE IN VITRO ET IN VIVO DES PROPRIETES EFFECTRICES 

D'UN ANTICORPS IgG2a MONOCLONAL DE RAT SPECIFIOUE 

DU SCHISTOSOMA.MANSONI. 

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

MANSONI PAR UN ANTICORPS IgG2a MONOCLONAL DE RAT. 

L'instabilité des hybrides hétérologues nous a conduits en collaboration avec le Pr 

H. BAZIN (Université de Louvain, Bruxelles ) à la mise au point d'un système 

d'hybridation homologue RAT X RAT. Les anticorps monoclonaux préparés dans ces 

conditions ont permis d'approfondir notre exploration des mécanismes effecteurs de la 

schistosorniase et la caractérisation des antigènes cibles. 

Dans ces deux articles nous nous sommes plus particulièrement attachés à 

l'exploration des fonctions biologiques d'un anticorps monoclonal d'isotype IgG2a IPL 

Sm1 spécifique du S.mansoni . 

L'intérêt porté à cet anticorps s'explique par le rôle prépondérant des anticorps 

d'isotype IgG2a dans l'induction de la fonction cytotoxique de l'éosinophile décrite 

précédemment par M.CAPRON et al (1978a) dans le sérum de rats infectés par le 

Schistosome. Nous souhaitions donc savoir si l'anticorps monoclonal IPL Sm1 

reproduisait les fonctions effectrices des IgG2a polyclonales d'un sérum de rat infecté 

prélevé après 4 semaines d'infection, pour pouvoir dans un second temps par les 

techniques d'imrnunoprécipitation établir une relation directe entre un mécanisme effecteur 

et l'antigène cible qui le suscite. 



Nos travaux démontrent que l'anticorps IPL Sm1 d'isotype IgG2a reproduit 

parfaitement le mécanisme d'ADCC défini par M.CAPRON et al (1978a) comme l'un des 

mécanismes effecteurs essentiels de l'immunité dans la schistosomiase expérimentale du 

rat. 

1) L'anticorps IPL Sm1 est cytotoxique vis-à-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 Sm1 se révèle hautement protecteur lorsqu'il est transféré 

passivement chez l'animal, établissant un niveau de protection (50 à 60%) 

comparable à ceux définis pour les anticorps polyclonaux ou par une infection 

initiale ( CAPRON et al 1980 ). 

4) L'antigène cible de l'anticorps IPLSml a été identifié. Il s'agit d'une 

glycoprotéine de poids moléculaire 38 kDa présente à la surface du schistosomule et 

aussi caractérisée au stade de la cercaire. Cet antigène est totalement relargué de la 

surface du schistosomule en culture après 24 heures d'incubation, est n'est pas 

caractérisé au stade pulmonaire du parasite. 

L'autre particularité de l'antigène 38 kDa est qu'il apparaît comme l'un des 

immunogènes majeurs des différents systèmes d'infection expérimentale et humaine 

(DISSOUS et CAPRON 1982a). Il 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,3 AND ANDRE CAPRON 

From the Centre d'lmmunologie et de Biologie Parasitaire (INSERM U 167. ERA CNRS 422). Institut Pasteur, 15 rue Camille Guérin, 
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Rat lgG2a monoclonal antibodies have been produced 
after fus ion of spleen cells from LOU/C ra ts  infected w i th  
S. m a n s o n i  for 5 wk and IR983F nonsecret ing rat  mye- 
loma cells. The cell supernatants o f  one  particular IgG2a- 
producing clone (IPL S m l )  as well as ascitic fluids in- 
duced b y  this clone revealed anti-S. mansoni  act iv i ty 
detected by  immunofluorescence o n  schistosomula sec- 
tions. In vitro studies o f  the effector funct ion o f  such 
ant ibodies revealed that the rat lgG2a monoclonal anti- 
bodies mediated h igh levels of rat eosinophil-dependent 
cytotox ic  effect against S. mansoni schistosornula, simi- 
lar t o  tha t  obtained with 5-week in fected rat serum. 
Passive transfer experiments carried ou t  with IPL S m 1  
ascit ic f luid showed a significant level o f  passive protec- 
t i on  against a challenge infection. These results indicate 
a poss ib le  use of the monoclonal ant ibodies i n  analyzing 
in vivo functions of lgG2a antibodies, as wel l  as  i n  isolat- 
ing potent ial ly protect ive target antigens. 

The first dernonstration of ADCC rnechanisms involving eo- 
slnophils and antibody came frorn Butterworth et al. (1 -3) who 
dernonstrated that normal hurnan eosinophils were able in  v~t ro 
to kill S. mansoni schistosornula in the presence of IgG anti- 
bodies from S. manson/-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 degranulation products (4 ) .  Although eosinophil- 
rnediated cytotoxicity was initially described in hurnan schis- 
tosorniasis. rnost of the information concerning eosinophil ac- 
tivation and its relationships with irnrnunity has been obtained 
in experimental models. Capron et al. (5) have described rat 
eosinophil-dependent cytotoxic antibody in serurn frorn S. man- 
son1 experimentally infected rats Using a solid phase absorp- 
tion procedure. it was shown that rat lgG2a antibodies were 
involved in this eosinophil-rnediated cytotoxic effect during the 
early period of irnrnunity ( 5 )  Analyzing the cell populations 
involved in th15 IgG2a rnediated-cytotoxicity. mast cells were 
shown to enhance eosinophil cytotoxic activity significantly (51. 

If eosinophil-dependent cytotoxictty has been clearly estab- 
lished in  vitro. no direct dernonstration of the in VIVO relevance 
of such a rnechanisrn has been reported untii now. However. a 
series of indirect arguments strongly suggested sorne relation 
with irnrnunity to reinfection in the rat rnodel: whereas normal 
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rat eosinophil-dependent cytotoxicity can be induced by IgG2a 
antibody present in rat serurn at the early period of infection. 
eosinophils frorn S. mansoni-infected rats can directly kill non- 
opsonized schistosornula at the precise periods when lgG2, 
antibodies induce killing by normal eosinophils. Moreover, in  
this rnodel. anti-S. mansoni antibodies can be detected on the 
surface of infected rat eosinophils (6). The role of lgG2a in 
irnrnunity was suggested more precisely by serum transfer 
experiments, the selective lgG2a depletion of immune serurn 
resulting in a partial decrease in the passtvely transferred 
irnrnunity (7).  

In order to investigate further the rnalor role of lgG2a in  the 
acquired irnrnunity of the rat against S manson/, we have 
applied the hybridorna technology described by Kohler and 
Milstein (8. 9) In a previous paper. we reported prelirninary 
results on the isolation of rnouse/rat hybrid cell supernatants 
containing lgG2a antibodies able to induce rat eostnophil cy- 
totoxicity against S manson/ schistosornula rn vrtro (1 0)  How- 
ever. the relative instability of such hybrids. together with the 
Iirnrted use of a heterologous systern (mouse/ rat hybridization) 
led us to develop a rat/rat systern of hybridization and to study 
the rn v~tro and in vivo and biologic activity of these rat rnono- 
clonal anti-S rnansoni antibodies 

MATERIALS AND METHODS 

Myeioma ceils The nonsynthesizing myeloma cell Iine 1R938F (1 1 )  is 
derived from a LOU/C rat immunocytoma This ceii Iine presenis a hypo- 
xanthine guanine phosphoribosyl transferase deficiency. is resistant fo 20 
ug, ml of 8 azaguanine ar,d dies in Littiefield s medium (1 2) Continuous 
cultures are obtained in Dulbecco s modified Eagle s medium (OMEM) 
suppiemented with 15% (v/v) fetal Calf serum (FCS) (medium A) 

Immune cells and sera Fernale LOU/C rats (1 80 to 200 g )  were exposed 
to 1500 S rnansoni cercariae (Puerto Rican strain) by percutaneous infec- 
lion (13) The spleen was aSepfiCally removed 5 weeks atter the primary 
infection and a cell susoensio? was orepared by bomogenizalion in DMEM 
buffered with 25 mM HEPES ' PH 7 3 (medium 8) Erythrocytes were 
eliminated by using the Ficoll-Hypaaue Procedure LOU / C  rats infected for 
4 Io 5 weeks or ~ninfected LOU! C rats were the source of infected rat 
serum or normal rat serum resoectiveiy 

Fusion recnniaue For hybridization myeloma cells (washed twice with 
medium B) and spleen ceils were mixed al a ratio of 1 5 and peileted 
togethe: a i  400 g for 5 min Fusfon was performed according to the method 
of Galfre et af (14) modified by the use of Polyethylene glycol,dimethyl 
sulfoxide (PEG/DMSO) (PEG 1500 30 g OMS0 6 2 ml 42 ml of phos- 
DI-ate-buflered saline (Pas)) Hybrid celis were selected in the presence of 
HAT medium (medium A supplemented with 10.' M hypoxanthine 2 x 
1 O-' M aminoplerin and 1 6 X 1 O" M thymidine) ln 24 flat-bottomed wells 
(Nunclon Denmark) When cell rnultiolication had started the HAT medium 
was -epiaced by HT meoium (HAT medium without aminopterin) Hybrid cell 
culture supernatants from each well Presenting a dense culture were col- 
lected and screened for their immunoglobulin content 

' Abbreviations u;ed rn fhis DaDer. DMEM. Oulbecco s modified Eagle s me- 
dium: FCS. fetal calf serum: medium A. DMEM supplemented with 15% (v/v)  
FCS: HEPES. N-2-hydroxyethyl oiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid: medium 6. 
DMEM buffered with 25 mM HEPES. pH 7.3. PEG/DMSO. polyethylene glycol/ 
dimethyl sulfoxide: HAT. DMEM medium supplemenfed with fetal calf serum. 
hypoxantnine. aminopterine and thymidine: HT. DMEM medium supolemented 
with lelal calf serum. hypoxanthine and thymidine: MEM/NRS/TRI. Eagie ç 
minimal essentiai medium sup~lernented with normal rat serum INES) and syn- 
thetic tripeptide (TRI): PBS. phosphate-buffered Saline. O H  7.2: FITC. fluorescein 
isothiocyanate conlugated anti-rat immunoglobulin antisera 
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Cloning procedure Cells producing anti-S mansoni anfibodies were 
cloned into 96-well microfiter plates (Linbro USA) by the Iimitlng dilution 
method with normal BALB/c mouse peritoneal adherent cells as a feeder 
layer 

Induction of ascitic tumors Amer 8 days of culture of positive clones 1 
x 10' cells were inlected subcutareously into LOUlC rats Three weeks 
later solid tumors induced by the injection of hybrid cells were removed 
and 2 x 1 O' cells obtained after homogenization of the tumors were inlected 
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 ransoni schistosomula were prepared 
according to the method of RamalhePinto et a/ (1 5) and immediately deep 
frozen Sections of 8 um were made and were overlayed either with samples 
of supernatants that had been concentrated threefold by lyophilization or 
ascitic fluids at various dilutions Af'er 30 min cortact and three washings 
in PBS FITC-conjugated anti-rat imnunoglobulin antisera prepared in rab- 
bits (Miles Yeda Laboratories. Israei) were added for 30 min The slides 
were then washed three limes in PBS the last washing containlng Evans 
blue at a final co~centration of 1 10 000 as counterstain Five-week 
infected rat serum was used as a Positive control and normal rat serum 
culture supernatant or ascitlc fluid was ootained from the IR983F myeloma 
as a negative control 

Immunodiffusion analysis Ouchterlony tests were carried out with 125 
ul hybrid cell supernatants and 20 ul specific antisera to rat IgA IgM IgG1. 
lgG2a lgG2b lgG2c. and IgE immunoglobulins (1 6) The supernatant of 
IR983F cells was used as a negative control Titration of lgG2a in ascitic 
fluids was carried out by the technique of Mancini et al (1 7) by using 
monospecific antisera to rat IgG2a (1 6) and rat monoclonal ~mmunoglobulins 
as standard for lgG2a (1 6) 

Eosinophil-dependent cytotoxicify The cytotoxicity assay was performed 
on S mansoni schistosomula prepared according to the method of Ciegg 
and Smithers (18) as previously descrioed by Capron et al (5) Briefly 
effector cells were obtained from LOU, C rats stimuiated 48 to 72 hr 
previously by i p injection of 10 ml O 9% NaCl sterile physiologic saline 
peritoneal cavities were wasned witn 20 ml Eagie s minimum essential 
medium (MEM) containing penicillin (1 00 U/ml) slreptonycin (50 ug/mi). 
1% normal rat serum (NUS) 20 ng mi synthetic tripeptide (glycyl-histidyl- 
lysine. Calbiochem San Diego. CA) acd 25 IU, ml calcium heparinate 
(MEM/NRS/TRI) Eosinophil-rich populations were prepared by allowing 
these peritoneal cells (5 to 7 x IO0 ml in MEM/NRS,TRI) to adhere Io 
plastic Petri dishes for 2 hr at 37-C The nonadherent cells of each Petri 
dish were recovered pooled. and washed twice in MEM/NRS/TRI Afier 
staining with Discombe s diluent or toluidine blue. this cell population 
contained 40 :O 9005 eosinophils and 4 to 10% mas1 cells In some 
experiments mas1 cell-depleted populations were prepared atter centrifu- 
gation of the eosinophil rich population on 22 5"9 metrvzamide (Nyegaard 
Oslo Norway) according Io the mett-od of Lynch et al (1 9) This population 
referred to as the mast cell-depleted population conrained 50 to 98'3 
eosinophils and less than O 1% mast cells The cytotoxic assay was carried 
out in stertle plastic microplates with flat-bottomed weils (Nunclon. Den- 
mark) Fifty schistosomula were added Io each well and incubated overnight 
with 100 ul hybrid cell 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 dilution of 1 /16 to 1 /32 (al1 these factors 
having been previously heat inactivated for 2 hr at 5 6 ' 0  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% CO2 humidified 
atmosphere al 37°C The percentage of cytotoxicity was measured afier 24 
to 48 hr by microscopie examination 

Passive rransfer expenments Ascitic fluids (2 ml) were inlected i v into 
LOU/C rats (10-wk-old 180 to 200 g) that had Ceen irfected with 1000 to 
1500 S mansoni cercariae 4 hr previousiy Parasite burdens were evaluated 
5 days later by lung recovery accoraing to Sher et al (20) or 3 wk later Dy 
Iiver perfusion (21) The numbers of lung schistosonula or liver worms 
obtained from rats inlected with ascitic fluids induced by IPL Sm 1 clone or 
by the myeloma cell Iine 1R983F were compared to Inose 0btained from 
rats inlected with 2 ml physiologic saline The percentage of protection was 
calculated by the formula (22) (A - B)/A x 100 where A = the number of 
worms recovered from rats injected with 2 ml physiologic solution and 6 
= the number of worms recovered from rats inlecled with 2 ml ascitic fluid 
(IPL Sm 1 clone or control) 

Infection of tumor-beanng rats LOU/C rats were injected subcutane- 
ously with cells trom the positive clone or IR983F myeloma (1 x 10' cells 
to each rat) After 2 weeks of tumor aevelopment these rats together with 
normal 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 act iv i ty  of hybrid ce11 supernatants .  Arnong the  450 
hybr id  cell supernatants  ob ta ined  f rom 9 success ive  ce l l  f us ion  

exper iments,  1 7  demonstrated speci f ic  a n t i S .  rnanson~ anti- 

bodies de tec ted  b y  ~ rnmuno f luo rescence  on sch is tosomu la  

sect ions.  In most of  the  cases. an intense f l uo rescence  reac t ion  

w a s  o b s e ~ e d  a t  the membrane level. 

The biologic activi ty o f  these  1 7  superna tan ts  was e x p l o r e d  

in t h e  rat eosinophi l -dependent  cy to tox ic i t y  a s s a y  against 
sch is tosomu la  targets  (Table 1). O n e  particular superna tan t  

f rorn the B42.11 cell population was able t o  induce high level  

o f  heat-stable cytotox ic i ty  a t  a sirnilar level t o  tha t  observed 
w i t h  a 5 -wk  in fected ra t  serurn (5). lrnrnunodiffusion tes t  re- 
vealed the  p resence  o f  l g G 2 a  immunog lobu l in  in this superna- 
tant. To con f i rm the  cy to tox ic  act iv i ty  of th is  S. rnansoni speci f ic  

antibody, three successive cloning exper i rnents were per- 
formed.  Severa l  clones, producing I g G 2 a  an t ibody  and induc- 
ing a s ign i f icant  cy to tox ic  ef fect  in the presence o f  rat eosino-  

phils w e r e  isolated. One o f  these  clones. narned IPL Sm 1, w a s  

se lec ted  fo r  fur ther  invest igat ion ana used f o r  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  asc i t ic  f lu ids (Table 1). 
Biologic act iv i ty  of ascltic fluids induced by the /PL Sm 1 

clone. T h e  specif ici ty o f  the  act ivi t ies o f  asc i t ic  f l u ids  i n d u c e d  

in LOU/C ra ts  b y  the clone IPL S m  1 con ta in ing  1 t o  3 rng/ml 
IgG2a speci f ic  ant ibody w a s  studied b y  immunof luo rescence  

on schis tosomula sect ions and i n  eos inophi l -dependent  cyto-  

t o x ~ c i t y .  Asc i t ic  fluids frorn the  rnyeloma cells l R 9 8 3 F  was used . 
as a control.  Resul ts  presented i n  Table II ind ica te  tha t  a ve ry  

s ign i f icant  level of cytotox ic i ty  cou ld  be o b s e r v e d  up t o  a 
d i lu t ion o f  1.4000. and th is  can be c iear ly  re la ted  t o  resul ts  

ob ta ined  by immunof luorescence.  No act lv i ty  could be de- 
tec ted  with con!rol ascit ic fluid. 

TABLE 1 

Eosino~h!l-de~endenf cytofoxicify 01 nynria cell suoernarants 

A n l i w y  Source4 3 of Cylo~oxici~y' 

e42.1 1 initial hybrid ceil supernatanlz 79 O 2 7.1 
842.1 1 8G.-AH,,-AB. (\PL Sm.) clone cell suoernatant' 85.4 r 6.2 
842 Il 6G.-AH,,-AB, clone ceIl supernatant- 7 9 7 2 5 4  
842.1 1 BG.-AH.2-ACi clone cell supernatant- 58.4 2 3.8 
842.1 1-6G.-AH,,-AC,, clone ceil supernatant; 57 8 C 15.6 
842.1 1 BG.-AH,,-AD,, clone ceil supernatantC 69.4 r 0.8 
842.1 1-BG.-AH.,-AE, clone ceIl supernatanr- 68.0 t 1.9 
IR983F ceil supernatant' 8.1 t 5.2 
5 week-infected ral seruma 90.3 t 0.7 
Normal rat seruma 6.3 i 0.7 

- - -  

a All the facrors were heat inactivated for 2 hr at 56'C 
'The Dercentage of cytotoxicity was evaluated atfer 4Bhr contact wtth 

etfector ceils (LOU/C rat peritoneal cells enriched in eosinophils. 58% eosino- 
phils. 4% mas1 cells imean of Iwo experiments = SD). 
' One hundred microliters of cell supernatant concentrated threefold by ly- 

cmhilization 
' One nundred microliters of rat serum dilutad Io 1 /4 in MEM/TRI/NRS (final 

dilution 1 /16) 

TABLE II 

Biologic activity of ascrtic fluids DrOOuCed by the IPL Sm 1 clone 

tmmunolluorescence . . 
AnfiGay source' 

Final dilution losomuia On xh's C Y ~ ~ ~ ~ ~ I C I W ~  

IPL Sm 1 ascitic fluia 1 /8  ++++ 100.0 r O 
1/16 ++++ 89.6 c 9.6 
1 /32 ++ + + 90.9 -c 8.3 
1 /64 ++++ 91.8 2 1.3 
1/128 ++++ 95.6 = 0.6 
1 /256 ++++ 88.6 8 4.6 
1/512 ++++ 88.1 2 10.5 
1/1.024 ++++ 8 5 . 1 r 4 . 6  
1 /2.048 ++++ 81.612.6 
1 /4.096 +++ 72.5 2 7.4 
1 /10.000 + 35.2 + 15.2 

lR983F ascitic fluid 1 /8 - 4.0 2 0.7 
5-week intected rai serum 1 /32 ++cc  59.3 I 7.8 

' Al1 the factors were heat inactivated for 2 hr at 56'C. 
'The percentage of cyfotoxicify was evaluated aiter 4Bhr contact with 

etfector ceiis LOU/C ret peritoneal cells enrlchea in eOsinOPhils 40% eosinophils. 
8% mast cells) (mean of dupliCate experimenls i SD). 
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Mast ce11 involvement. When the effector cell population was 
depleted of mast cells (to less than 0.1 %) by centrifugation on 
metrizamide. a dramatic decrease in eosinophil-dependent cy- 
totoxicity induced by monoclonal IgG2a antibodies was ob- 
served (Table III). 

Passive transfer experiments. The protective role of mono- 
clonal IgG2a antibodies in irnmunity was investigated by pas- 
sive transfer experirnents. Two different protocols have been 
used. In the first, ascitic fluids frorn the IPL Srn 1 clone; control 
ascitic fluid (IR983F) or physiologie saline were injected i.v. (2 
ml/rat) into normal rats exposed 4 hr previously to 1500 S. 
mansoni cercariae. The level of irnrnunity was measured by 
recovery of lung schistosomula 5 days after infection. Results 
of four representative experirnents are shown on Table IV. In 
al1 the experirnents, rats receiving the ascitic fluids frorn the 
IPL Srn 1 clone. presented a lower number of lung schistosorn- 
ula when compared to rats receiving control ascitic fluids or 
saline. The level of protection ranged between 27 and 58% 
and the results 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 rats were in- 
jected with IgG2a monoclonal antibodies. control ascitic fluid 
or saline. 4 hr after infection with 1000 cercariae. The parasite 
burden was evaluated 3 wk later by Iiver perfusion (Table V). 
The level of protection obtained in the case of specific mono- 
clonal lgG2a antibodies ranged between 5 3  and 62% and the 
results were highly significant (p < 0.001 ). No protective etfect 
was conferred by the injecfion of control ascitic fluids either in 
the case of ascitic fluid induced by IR983F rnyelorna cells, or 
with ascitic fluid obtained from clones producing monoclonal 
IgG2a directed against unrelated antigen (human IgE) (Expt. 
3). 

Infectron of tumor-bear~ng animals In prelirninary experi- 
rnents. when rats grafted with IgG2a producing hybridoma cells 
were directly infected with S. mansoni. they presented a lower 
number of lung schistosomula when compared to controt rats. 
The level of protection (around 40%) was sirnilar to that ob- 
tained by the lung recovery technique in the passive transfer 
experiments. 

DISCUSSION 

The present results confirrn our initial observation concerning 
the possibility of producing in a mouse/rat system of hybridi- 
zation. anti-S. mansoni rnonoclonal antibodies expressing a 
defined biologic activity (10). We have described here the 
production of a stable rat/rat hybridoma, secreting IgG2a 
monoclonal antibody directed against schistosornula. and rne- 
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 III 

Role of mast cells m rat eosinoph~l de~endent cyfotoxic actlvity induced by 
lgG2a monocional antibody 

% Cflo10iicilyD 

Antitwdy Source' EnectOr ceils Etleciof celis ae~te led ot 
mas! ceils 

IPL Sm 1 ascitic fiuld 930 1 1  4 3 2 5 - 4 9  
IR 983 F ascitic fluid 1 5 0 + 9 9  1 5 5 T 1 4  

4-week infected ral  serum 8 3 0 2 7 1  2 0 5 2 6 4  
Normal rat serum 130 c 4 8 2 5 - 0 7  

' Ascitic fluids and sera were heat inactivated for 2 hr al 56% and dllufed Io 
1 /32 (final concentration) 

The percentage of cytotoxicity was evaluated alter 48-hr contacl with 
efleclor ceils (LOU/C rat peritoneal cells enriched in eosinophils 8 9 8  eosino- 
phils. 3 8  mas1 cells) or LOU/C rai  peritoneal cells depleted of mast celis (984 
eosinophils. iess than O I 8 mast ceiis) (mean of duplicale experiments i SD) 

TABLE IV 

Passive immunization of LOU/C rats wlth lgG2a monoclonal anf~body lung 
recovery 

E X P ~  NO Materlai ln~ected' Of Sch'stosom- % Imrnunityi D Value "la z SD" 

1 IPL Sm 1 44.0 19.6 27 <O.OZ 
IR983F 69.0 + 2.6 O 
Saline 60.3 I 9 8 

2 IPL Sm 1 36 N.S.' 29.0 C 9.8 
IR983F 69.0 c 11.2 O 
Saline 44.0 + 14.8 

3 IPL Sm 1 18.0 -r 8.7 58 < 0.05 
IR983F 28 7 2 2.3 34 N.S. 
Saline 43.0 ? 7.5 

4 IPL Sm 1 74.6 $ 15.0 2 7 ~ 0 . 0 5  
IR983F 100.4 z 22.7 3 N.S. 
Saline 103.2 + 24.0 

5 IPL Sm 1 52 5 c 20 6 42 <O 05 
IR983F 96 O + 20 O O 
Saline 896'21 7 

' Two milliliters of ascitic fluid (either lgG2a oroducing IPL Sm 1 or IR 983 F 
control) or 2 ml saline were inlecled i v to each rat (grouos of 15 rats for each 
exDeriment) 

'The number of Worms was esttmated by lung recovery 5 days aiter the 
challenge infection with 1500 cercariae 
' The oercentaqe of Drotection was evaluated by comDarinq the mrmoer of 

Schistosomula in rats inlected with ascitic fiuias (lgG2a or controi) io the numoer 
of Sch~stosomula in rais iriiected with saline 

Not significant 

TABLE V 

Passrve Immunization of LOU/C rats wirn lqG2a monooonar ant!bodtes /,ver 
Derfusron 

EXDI NO Material inlecieo. "" isve,ed = SD fie- 4 lmmuniiv' D value 

1 IPL Sm 1 31 O s  1 2 2  61 <O O01 
IR983F ô862 1 5 9  14  N S "  
Saline :9a=71 

2 IPL Sm 1 62 <O O01 2 4 4 2 9 8  
IR983F 49  8 = 18 4 23 N S 
Saline 6 4 3 ~  1 7 4  

3 iPL Sm 1 4 0 4  + 1 5 8  53 C O  O01 
lR983F 996z 1 6 8  O N S 
YI-19' 7 6 5 2  1 9 2  11  N S 
Saline 85 O z 22 6 

' Two m~iiiliters ot ascitlc fluid (either lgG2a Droducing IPL Sm 1 or IR 983 F 
control) or 2 ml of saline were inlected i v to each rat (grouos of 15 rats for each 
expenmenti 

The nurnber of worms was estimated by Iiver perfusion 21 days afler a 
challenge infection wilh 1000 cercariae 

The Dercentage of immunity was evaluated by comparing the numbers of 
worms in rats injected with ascitic fluids ilgG2a or controis) to the oumber of 
worms in rats intected with saline 

Not signlitcant 
Ascltic tluld InduCed by clone oroducing igG2a directed against human IgE 

ascitic fluids induced by IgG2a-producing clone (IPL Sm 1) 
revealed positive results both in imrnunofluorescence and in  
eosinophil-dependent cytotoxicity up to high dilutions of the 
monoclonal rnaterial The investigations concerning the bio- 
logic properties of this monoclonal antibody clearly indicated 
the mast cell dependency of the cytotoxic rnechanism involved 
in the killing of young S manson! schistosomula by rat eosin- 
ophils as previously described by Capron et al (5) 

The demonstration of similar biologic rn vrfro activities ex- 
hibited by our lgG2a monoclonal antibody and antibodies pres- 
ent in infected rat serurn ernphasizes the interest in using such 
rnonoclonal rnaterial as a tool for the investigation of the rn vivo 
biologic role of IgG2a antibodies in acquired irnmunity to S 
mansoni The highly significant level of protection against S 
mansonr infection observed in the passive transfer experirnents 
is the first direct dernonstration of the essential ln vivo role 
played by this antibody subclass The protection obtained 
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against S mansoni infection in rats grafted with IgG2a 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 irnrnunity Passive transfer experirnents 

of infected rat serurn depleted of lgG2a imrnunoglobulins have 

already suggested the implication or IgG2a in resistance to S 
mansoni infection (7) The level of protection observed in rats 

treated with lgG2a monoclonal antibody is comparable to that 

obtained with untreated infected rat serum. It should be noticed 

that the number of worrns recovered frorn control LOU/C rats 

was rather low ( c l  0%). but comparable. however. in the sarne 

conditions of age and weight of rats (10 wk-old. 200 g). with 

previously published results (23. 24) As it has already been 

dernonstrated, important variations concerning both innate irn- 

munity and irnrnunity 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 irnmunity 

induced either by a first infection or by passive transfer of 

LOU/C infected rat serurn. and also to compare the protective 

activity of lgG2a monoclonal antibodies in other strains of rats. 

In Our experimental conditions of passive transfer experiments. 

the parasite burden evaluated by the Iiver perfusion technique 

clearly indicated a higher level of protection. compared to the 

resuits obtained with the lung recovery technique. Two expla- 

nations are possible. either a technical problern resulting from 

the lack of reproducibility inherent to the lung recovery tech- 

nique. or. more Iikely. the hypothesis of a postlung irnmunity, 

as has been shown in the case of the rnouse (26) and suggested 

in rats (M Capron. unpublished results). The monoclonal anti- 

bodies could induce darnage to schistosornula in vivo during 

the first 5 days of infection. but killing might only become 

apparent after the lung stage, suggesting therefore a difference 

in the effector rnechanisms operating in vitro and in vivo These 

obse~at ions  are in contrast with the recent findings of Taylor 

and Butterworth who failed to dernonstrate a cytotoxic activity 

with mouse anti-S mansoni monoclonal antibodies either with 

human eosinophils or with complement (C) (27) Taylor and 

Butterworth explained this lack of a cytotoxic effect by the 

Iirnited nurnber of schistosornula surface antigens recogn~zed 

by monoclonal antibodies. Iirniting therefore the destruction of 

the parasitic target by effector mechanisrns. Similar hypothesis 

have been put forward by Howard et a l  (28) to explain the lack 

of lytic activity of anti-rat MHC monoclonal antibodies. A further 

possible explanation of the failure to detect cytotoxic activity 

due to monoclonal antibodies consisted in the selection of 

monoclonal antibodies that are no1 directed against the anti- 

genic determinants inducing in vivo the production of cytotoxic 

antibodies In the case described here. the IPL Sm 1 lgG2a 

antibody seerns to have biologic properties sirnilar to the poly- 

clonal IgG2a present in infected rat serurn and is therefore able 

to kill S mansoni schistosomula in the presence of rat eosin- 

ophils and mas1 cells Similar observations on the role of anti- 

S mansonr monoclonal antibodies were recently reported by 

Smith et  al. (29). who dernonstrated a relationship between C- 

dependent cytotoxicity mediated by a mouse IgM monoclonal 

antibody and the level of in vivo protection against S mansoni 

infection in rnice. Nevertheless. this IgM-dependent rnechanisrn 

has not been reported during the course of rnouse infection 

and therefsre the biologic relevance of this monoclonal anti- 

body-dependent mechanisrn 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 rn.w antigen. 

This particular schistosomula surface antigen was shown to 

react with polyclonal antibodies present, not only in infected 

rats, but also in various infected hosts. including humans, 

monkeys, and rnice (30). This antigen defined by the IgG2a 

monoclonal antibody seemed therefore to represent the target 

of an effector mechanisrn 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 eosinophil-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 rnechanism in rat irnrnunity. 
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A s c h i s t o ç o m u l a  s u r f a c e  antiaen o f  38.000 d a l t o n ç  h a ç  from contaminating host tissues and cells by sedimentation through 45% 

been isolated by a rat monoclonal lgG2a that PeTr%%es sera were coiiected from rats 14 wk alter percutaneous 
been shown to 'Onfer protection against S. exposure to 1000 cercariae Immune sera were obtained from C57BL/6 
infection by p a s s i v e  t r a n s f e r  in rats. This antigen is one mice infected by 50 cercariae for i i wk and from Ervthrocebus qatas 
of the previously characterized surface proteins reacting 
with sera from various infected hosts, including rat, 
mouse, monkey, and human. Studies on parasites of 
different d e v e l o p m e n t a l  stages indicated the presence of 
this antigen on cercariae and skin-derived or mechani- 
cally transformed schistosomula. 

A n u m b e r  o f  hos ts  develop res is tance t o  re in fec t ion  b y  

Sch is tosoma mansoni. The i m m u n e  response is pr imar i ly  di- 

monkeys 16 mo afler exposure to a total of 1000 cercariae lnfected human 
sera were collected from patients with parasitologically confirmed schisto- 
somiasis 

Anti-S mansonr monoclonal lgG2a was secreted by a hybrid cell Iine (IPL 
Sm?) 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 schistosomula sections and hybrid ceils were 
further cloned three successive limes by the Iimiting dilution method One 
clone. named IPL Sml.  was grown in Lou/C rats and the ascitic fluicl was 
collected Control ascitic fluid (IR 983 F) was obtained by growing IR 983 
F celis in rats 

rected agalnst the  schis tosomula o f  a subsequent chal- I~olat ion of surface antigen Parasites of different developmental stages 

lenge (l ), and recent studles have been aimed at characterizing were labeled by lactoperoxidase-catalyzed radioiodination (1 0). Detergeiit 
extracts of surface-labeled parasites were incubated with antibodies. and 

s u r f a c e  ant igens o f  schis tosomula (2-4) that m i g h t  be involved immune complexes were adsorbed on protein A-Sepharose beads as Dre- 
ln t h e  host -paras i te  interact ions. In prev ious works .  lactoper-  viousiy described (3) In experiments in which ascitic fluid was used as an 

oxidase-catalyzed ra~loiodlnatlon was used to label schiste- antlbody source immune complexes were isolated on protein A-Sepharose 
beads previously incubated wilh 10 ul of rabbit anti-rat IgG serum 

proteinS. and antigens 30.000 to SDS-PAGE analvsis Immune comoiexes eluted from orotpin A-Çeohn- . -.- - 
40.000 dal tons w e r e  isolated f r 0 m  detergent  extracts o f  sur- rose beads were electrophoresed in 1390 polyacrylamide gels according to 
face- labeled paras i tes b y  immunoprec ip i ta t ion w i t h  in fect& ra t  the Procedure of Laemmli (1 1 ) For autoradiograpny dried geis were placed 

sera (3), The devetoPrnent of hybridoma techniques ( 5 )  ln Contact with Kodak X-Omat RP film (Eastman Kodak Co Rochester NY) 
between Cronex intensrfying screens (Dupont de Nemours, France) for 2 

recen t l y  a l l owed  the selection o f  an anti-S mansoni monoc lona l  days at - 7 0 0 ~  
IgG2a sec re ted  by a hybr id  cell line result ing f r o m  the  fus ion  o f  Chemrcais. '"1 was supplied by the Radiochernicai Centre (Amersham. 

myeIoma tells with splenocytes of infected rats.3 Immunof~uo- U. K.) and lactoperoxldase by Sigma (SI. Louis. MO). Rabbit anti-rat IgG 
serum was a Nordic product (Tilburg. The Netherlands). Protein A-Sepha- 

rescence studies have  shown the binding of  the monoclonal rose and percoii were purchased irom Pharmacia (Uppsala, Sweden). 
an t ibody  t o  the  sur face of  schis tosomula.  a n d  th i s  p a p e r  is 
c o n c e r n e d  wi th  t h e  character izat ion o f  the corresponding an- RESULTS 

tigen a t  t h e  su r face  o f  paras i tes o f  dif ferent deve lopmenta l  antigen dehned by ,PL Sml. We have previously 
stages.  W e  also demonstrate that  ant ibodies spec i f i c  fo r  th is  reported that infected rat sera reacted with schistosomula 
s u r f a c e  ant igen are present i n  sera col lected f r o m  h u m a n  and surface antigens of 3oqOo0 to 40,000 daltons (3, 4), In these 
d i f fe ren t  an imal  species in fected by S. mansoni. 

exper iments,  schis tosomula sur face p ro te ins  w e r e  labeled b y  

MATERIALS AND METHODS 
lactoperoxidase-catalyzed radio iod inat ion,  and sur face  anti-  

gens were  iso lated f rom detergent  ex t rac ts  o f  sur face- labeled 
Parasites. A Puerto Rican strain of Schrstosoma mansoni was used in al1 oaraç i tes af ter  incubat ion w i fh  infectecl lmmi r -  - ~ - - 

experiments. Skin schistosomula were collected 3 hr after application of 
cercariae 10 isolated pieces of Swiss rnouse abdominal skin (6). Mechani- 'lexeS were On A-sepharose and 
caiiy transformed schistosomula were prepared by shearing off the tails of by SDS-PAGE. T h e  same rat ionale w a s  fo l l owed  in the exper- 
cercariae by using a vortex mixer (7). and the cercarial bodies were 
separated from the tails by sedimentation through 54% Percoll Parasite 
bod~es were extensively washed in Eagle s minimal essential medium 
(MEMI." then incubated in the same medium at a concentration of 2000 
parasites/ml at 37OC in a CO2 hurnidified atmosphere Lung-stage schis- 
tosomula were recovered from Fischer rats 5 days after exposure to 5000 
cercariae Lungs were chopped. and released schistosomula were purified 
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imen t  presented in F igu re  1 A in wh ich  s u r f a c e  p ro te ins  o f  skin 
schis tosomula w e r e  incuba ted  wi th  the r a t  monoclonal IgG2a 
( lane 2).  T h e  monoclonal ant ibody recogn ized  a sch is tosomu la  

su r face  antigen w i th  an apparent  m.w. o f  38,000 + 1000 
(mean  o f  10 exper iments)  as de te rm ined  by comparison w i t h  

the  migrat ion o f  standard proteins. This an t igen  w a s  e f fec t i ve ly  

prec ip i ta ted b y  antibodies p roduced  d u r i n g  ra t  in fect ion (lane 
31, and it  was no longer isolated w i th  t h e  use o f  i n f e c t e d  rat 
sera f rom a su r face  prote in ext ract  that  had been previously 
incubated w i th  IPL Sm1 ascit ic f luid ( c o m p a r e  lanes  3 and 4). 

Sur face  ant igens o f  30.000 t o  4 0 , 0 0 0  da l tons  h a v e  been 
al ready s h o w n  t o  reac t  wi th  in fected mouse, rnonkey,  and 
human sera (4). Therefore,  it w a s  necessary  to con f i rm tha t  

~ddress correspondence to Doctor Dissous ant ibodies Specif ic fo r  the  ant igen de f ined  b y  IPL Sm1 w e r e  
Grzych J M M Capron H Bazin and A Capron Functional propeiiies of 

rat anti-S mansonr monoclonal antibody Manuscript submitted for publication preSent In animal and human sera Of experiments ln 

Abbreviations used in this paper MEM Eagle s minimal essential medium w h i c h  the Surface an t lgen  w a s  p r e ~ 1 0 ~ S l y  iso lated b y  p rec lp i -  
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." E on the s u r f a c e  o f  cercariae rernained associated with schisto- 
"2 z Y -  

n ; 9 0  6 sornula, whereas no traces o f  radioactivity were detectable in 
= I I I  -, the upper region o f  the gel. Add i t i ona l  data were obtained by 

N 1 N 1 N 1 N I 5 in vitro incubation o f  schistosornula, rnechanically prepared 
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Figure 1 Identification of schistosomula surface antigen reacting with the 
monoclonal lgG2a A. A detergent extract of 500 surtace-labeled skin schisto- 
somula was incubated with 10 ul of IR 983F ascitic fluid (1) or 1 O pl of IPL Sm1 
ascitic fluid (2) The mixture was allowed Io react with protein A-Sepharose beads 
previously coated with rabbtt 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 pl 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 lmmune comolexes formed by incubation of parasite detergent 
extract with IPL Sm1 ascitic tluid were adsorbed on anti-rat IgG protein A- 
Sepharose. then eluted with 2% SOS at 100°C for 2 min. The eluate was diluted 
with 6 vol of 2 5  Triton X-100 tsee Reference 3) and incubated with 10 pl of 
normal (NI or immune (1) host sera lmmune 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 
ai  the top of the gel was no longer identified after analysts in reducing conditions. 
and presumably corresponds Io undissociated immune comolexes 

tation with IPL Srnl. t h e n  i n c u b a t e d  with i n f e c t e d  host sera. 
demonstrated tha t  rnouse, rnonkey. and human during i n f e c t i o n  

produced antibodies directed against the 38,000-dalton anti- 
gen (Fig. 18). 

Studies on parasites of different d e v e l o p m e n t a l  stages. Fur- 
ther expe r i r nen ts  were u n d e r t a k e n  in order to determine 
whether the an t i gen .  recognized by IPL Srnl. was present on 
cercariae and rnechanically prepared sch is tosornu la .  Parasites 
of d i f f e r e n t  s t a g e s  w e r e  surface labeled, and detergent e x t r a c t s  

were incubated with the monoclonal IgG2a. Resu l t s ,  presented 
in Figure 2 A .  de rnons t ra ted  t h a t  the 38.000-dalton a n t i g e n  was 
a surface component of cercariae and rnechanically trans- 
forrned schistosornula. Although this a n t i g e n  was still i d e n t i f i e d  

on schistosornula i n c u b a t e d  in vitro f o r  24 hr in MEM. it was 
not isolated f rorn  a detergent extract o f  surface-labeled lung- 
stage schistosomula (Fig. 28). 

In experirnents pe r fo r rned  w i t h  su r face - l abe led  cercariae. the 
m a j o r  part o f  the radioactivity was recovered at t h e  top o f  the 
gel. These high-m.w. c o r n p o n e n t s  (>150.000)  were f o u n d  t o  

be spec i f i ca l l y  p rec ip i t a ted  by IPL Sm1 asc i t i c  f l u i d  and rna in l y  

assoc~ated w i t h  cercariae and newly t rans fo r rned  sch i s toso rn -  

ula (Le.. Oh sch is tosornu la)  but not with s k i n  and lung-stage 
schistosornula. To follow t h e  f a t e  o f  s u r f a c e  a n t i g e n s  during 
the t r a n s f o r m a t i o n  o f  cercariae into schistosornula. cercariae 
were surface radioiodinated. then a l l o w e d  t o  p e n e t r a t e  rnouse 
skin f o r  3 hr. A n t i g e n s  were t h e n  i so la ted  f r o rn  t h e  sarne 
nurnber o f  cercariae and schistosornula. Under these condi- 
tions, about 20% o f  the 38.000-dalton antigen initially p r e s e n t  

Schistosomula :- 

Lung-stage 
schistosomuia - 

E 
m 
2 Y) 
a K - - 

A 
Figure 2 Studies on parasites of difterent stages A Cercariae or mechani- 

cally transformed schistosomula collected before (Oh) or after 1. 2. 3. or 24 hr 
of rn vitro incubation were surface labeled Oetergent extracts were incubated 
with 10 iiI of IPL Smt ascitic fluid lmmune complexes were adsorbed on anti-rat 
IgG Drotein A-Sepharose. then analyzed by SOS-PAGE A similar pattern was 
obtained when analysis was PerfOrmed under reducing conditions (results not 
shown) Kd = kilodallons 8 Lung-stage schistosomula. purified as described in 
Materials and Methods. were surface radioiodinated Detergent extract ot surface 
proteins was mixed with 10 pl ol  IPL Smt ascitic Iluid or 1 O ul of infected rat sera 
(IRS) lmmune complexes were analyzed Dy SDS-PAGE. 

 ours o f  incuba1 ion 
Figure 3 Release of surface antigens during incubation of surface-labeled 

parasites Schistosomuia were mechanically prepared trom surface-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 teach equivalent to 500 parasites) 
were mixed with 1 O pl of IPL Sm1 ascitic fluid lmmune complexes were analyzed 
by SOS-PAGE. Gels were dried and autoradiographed. Radioactivity of gel slices 
CorresDonding to either the large components (A) or the 38.000-dalton antigen 
(B) was then determined For each time. the sum of radioactivities isolated trom 
bodies and media was used to calculate the perceniage ot antigen remaining on 
the parasite surface 



2234 SCHISTOSOMA MANSONI SURFACE ANTIGENS 1 
1 

from surface-labeled 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 (90% after 24 hr of incubation) than the 
38.000-dalton antigen (about 6096 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 1396 polyacrylamide gel instead of 1 0  to 1596 
linear gradient) allowed 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 IgG2a. 

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 IgG2a 
subclass (1 2). As a consequence. immune complexes formed 
by incubation of parasite surface proteins with the monoclonal 
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 results 
suggest a host polyclonal response against the surface antigen. 

Experiments performed with lawae of different stages dem- 
onstrated the presence of the 38.000-dalton antigen at the 
surface of cercariae and mechanically transformed schisto- 
somula until a l  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 results 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 monoclonal IgG2a. was allowed to react 
with infected rat sera. These results 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 labeled para- 
sites. and more particularly from cercariae and newly mechan- 
ically transformed schistosomula. The 0bSe~atiOn that these 
large molecules were entirely released from the surface 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 lgG from ascitic fluids. showing a specific binding cf the 
large components to the IPL Sm1 IgG fraction. In a preliminary 
experiment. high m.w. components were recovered from poly- 
acrylamide gel. then immunoprecipitated by the IPL Sm1 IgG 
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 

antigenic community between the two products. The existence 
of a possible relation between the two antigenic forms remains 
to be deterrnined. 

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-dalton 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 (1 3. 14). 

In  vitro studies have shown that schistosomula could be 
killed by different mechanisms involving specific antibodies 
and effector cells (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 ~ y s t e m . ~  More- 
over. passive transfer experiments have demonstrated that the 
monoclonal lgG2a could significantly protect rats from reinfec- 
t i ~ n . ~  All these data suggest that the antigen. defined by  the 
monoclonal antibody. m~ght 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 i ls possible tnvo(vement in immur\ity to schistosomia- 
SIS. 
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ARTICLE D : MISE EN EVIDENCE DES PROPRIETES BLOOUANïES D'UN 

ANTICORPS MONOCLONAL DE RAT D'ISOTYPE IgG2c DANS LA 

SCHISTOSOMIASE EXPERIMENTALE. 

.ARTICLE E : LA REGULATION DES MECANISMES IMMUNS DANS LA 

SCHISTOSOMIASE HUMAINE PAR DES ANTICORPS 

BLOOUANTS D'ISOTYPE IEM. 

Si dans le cas de l'anticorps monoclonal IPL Sm1 nos études confirment le rôle 

prépondérant des anticorps de classe anaphylactique dans l'établissement de l'immunité à la 

schistosomiase, la production d'un anticorps monoclonal d'isotype IgG2c apporte un 

éclairage nouveau sur l'existence de mécanismes de régulation. 

Cet anticorps monoclonal IPLSm3 s'est révélé, dans une première série 

d'expériences, dénué de toute activité effectrice in vitro et protectricein vivo. L'étude par 

immunoprécipitation a montré qu'il reconnaît la glycoprotéine 38 kDa définie par 

l'anticorps IPL Smlprotecteur. Cette observation soulevait l'hypothèse d'une possible 

activité modulatrice de l'anticorps IPL Sm3 vis-à-vis des propriétés effectrices de 

l'anticorps IPL Sml. 

Les résultats expérimentaux présentés dans l'article D confiment cette hypothèse, et 

ont donné lieu aux observations suivantes : 

1) L'anticorps IPL Sm3 inhibe de manière dose-dépendante les capacités 

cytotoxiques de l'anticorps monoclonal IPL Sm1 pour des cibles parasitaires 

préalablement incubées ou conjointement mises en contact avec l'anticorps P L  Sm3. 



2) Les expériences de cytotoxicité dépendante d'éosinophiles effectuées sur des 

larves parasitaires ou des cellules effectrices préincubées en présence de fragments 

F(ab')2 ou Fc de l'anticorps IPL Sm3, révèlent un double système de blocage, l'un 

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

l'éosinophile. 

3) Cette activité inhibitrice ne s'exerce qu'à 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 

l'anticorps IPL Sm3 et de l'anticorps IPL Sm1 abolit l'effet protecteur de l'anticorps 

IPL Sml. 

Bien que cette première série d'expériences ait permis d'appréhender l'existence 

d'un mécanisme de régulation isotypique, il semblait difficile de postuler la réalité d'un tel 

phénomène 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 système d'hybridation cellulaire qui conduit à sélectionner un seul clone B 

cellulaire, dont l'expression in vivo peut être discrète voire même transitoire dans 

l'infection naturelle. 



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 IgG2c de rat 

à se fixer à la proteine A sépharose contrairement aux IgG2a qui ne présentent aucune 

affinité pour ce support. Les sérums de rat ainsi traités ont été étudiés dans le système 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 à des périodes précédemment définies 

comme dépourvues d'activité cytotoxique et plus particulièrement au 63ème 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 à activité bloquante. 

Chez l'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 l'activité 

cytotoxique dépendante d'éosinophiles de ces sérums vis-à-vis du schistosomule par 

rapport aux sérums non traités. 

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

dépendante d'éosinophiles humains induite par les fractions IgG préparées à partir 

des mêmes sérums. 



FIGURE 16 : 

-IDENTIFICATION D'ANTICORPS BLOOUANTS DANS LES SERUMS 

DE RATS TNFECTES PAR SCHISTOSOMA MANSONI- 



3) Les fractions IgG effectrices et IgM inhibitrices présentent toutes deux une 

spécificité pour l'antigène 38 kDa du schistosomule. 

4) Les taux des anticorps humains d'isotype IgM spécifiques de l'antigène 38 kDa 

sont significativement plus élevés dans les sérums des patients susceptibles à 

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

Ces résultats suggèrent donc que l'immunité à la schistosomiase n'est 

pas seulement liée à la présence d'anticorps a activités effectrices, mais 

peut aussi dépendre de l'absence d'anticorps bloquants. Ces anticorps 

bloquants pourraient donc être considérés comme des marqueurs de 

non-immunité. 
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BLOCKING ACTIVITY OF RAT MONOCLONAL ANTIBODIES IN EXPERIMENTAL 
SCHISTOSOMIASIS1 

F r o m  t h e  C e n t r e  d ' Immunologie e t  de Biologie P a r a s i t a i r e  (INSERM U 167. ERA CNRS 4221. Inst i tut  P a s t e u r .  15 R u e  Cami l le  
Guérin.  59019 Lille Cedex .  F r a n c e  

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 ce11 super- 
natant of an IgG2c-producing clone (IPLSm3), a s  
well a s  ascitic fluids induced by this clone, revealed 
anti-S. mansoni activity deteçted by immunofluo- 
rescence on schistosomula sections. Antigenic 
analysis performed with IPLSm3 IgG2c antibody al- 
lowed to isolate ont0 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 eoçinophils, it was shown to strongly 
inhibit the eosinophil-dependent cytotoxicity medi- 
ated by IPLSml IgG2a antibodies. The blocking ac- 
tivity of IgG2c 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 represenrs one of the most important acqui- 
sitions of the last four years. Monoclonal antibodies ap- 
peared a s  providential tools for the analysis. characteri- 
zation. and isolation of parasite antigens. but moreover 
opened a new way to approach the extremely complex 
irnmunologic 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 schistosomula. in cooperation 
with complement (CI or with effector cells in  vitro (4-7). 
Whereas in these assays. monoclonal antibodies repro- 

duced the activities of immune sera or of purified poly- 
clona1 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. lt 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 irnmunologic 
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 
IPLSml IgG2a monoclonal antibodv described in a pre- 
vious report (7). To assess the in vivo relevance of Our 
observations. the regulatory role of IgG2c on protective 
immunity conferred by IgG2a monoclonal antibody was  
explored by passive transfer experiments. 

MATERIALS A N D  METHODS 

Monoclonal antibodles. Rat anti-S. rnansoni monoclonal ant i -  
body-secreting hybridomas were obtained from the  fusion of the IR 
9 8 3  F myeloma ceIl line (8) with spleen cells collected from female 
LOU/C rats  (180 :O 200 g) that were exposed 5 wk earller to 1500 S. 
rnansoni cercariae [Puerto Rican strain) by percutaneous infection 
(9). Fusion procedure and  ascitic fluids preparation were performed 
according to the methodologv described in a previous work (7). 

Preparat ion of schistosomula. Schistosomula of S. rnansoni pre- 
pared according to the method of Rarnalho-Pinto e t  al. (10) a n d  
referred to a s  mechanicallv prepared schistosomula were used 
throughout the work. For al1 of the cytotoxicity assays. however. 
schistosomula were prepared according to the skin penetration tech- 
nique described by Clegg and Srnithers (1 1). a n d  a r e  referred to  a s  
skin-transformed schistosomula (SS).= 

Indirect fluorescence assays .  Cryostat sections of mechanical 
schistosornula (8 PM) were made and were overlayed either with 
samples of supernatants that had been concentrated threefold by 
lyophilization or with ascitic fluids at various dilutions. After 3 0  min  
contact a n d  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 final concentration of 1/10.000 

Received for publication December 5. 1983. a s  counterstain. Five week-infected rat serum (IRS) was used a s  a 
Accepted for publication March 22. 1984. positive control. and normal rat serum (NRS). culture supernatant. 
The costs of publication of this article were defraved ln part by the or ascitic fluid was obtained from the IR 9 8 3  F myeloma a s  negative 

payment of page charges. This artlcle mus1 therefore be hereby marked 
advercisement in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 soiely to indi- JAbbreviations used in this paper: SS. skin-transformed rchistosom- 
cate thls fact. ula: MEMINRSITRI. Eagle's minimal essentla1 medium supplemented 
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and WHO-UNDP Speciai Programme for Tropical Diseases Research. iRS. infected rat serum: HLEG. hydrolysate lactaibumln Earle'c glucose 
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controls. 
Immunod~fusion analysis. Ouchterlony tests were performed 

with 125 pl hybrid cell supernatants and 20 pl specific antisera to 
rat  IgA. IgM. lgG1. IgG2a. IgG2b. lgG2c. and lgE immunoglobulins. 
The supernatant of IR933F cell was used a s  a negative control. 
Titration of IgG2a and lgG2c was performed bv the technique of 
Mancini e t  al. (12) urith antisera to rat lgG2a. rat IgG2c. and rat 
myeloma Ig used a s  the standard for IgG2a and IgG2c. Specific 
antisera to rat Ig and rat myeloma Ig were a gift from Prof. H. Bazin 
(Louvain Universitv. Brussels). and were prepared according to a 
previous work (1 3). 

Antibody-purlfied preparations. The protocol described by Bazin 
e t  al. (13) was applied for the purification of lgG2a and IgG2c rat 
monoclonal antibodies from ascitic fluids or from hybrid cell super- 
natants. Purified lgG2c antibodies were then treated according to 
the methods described previously to obtain F ( a b ' ) ~  and Fc fragments 
(14). Briefly. 10 mg of IgG2c monoclonal antibody were incubated 
for 4 hr  a t  37'C with twice-crystallized papain (Sigma Chemical Co.. 
St. Louis. MO) or with crystallized pepsin (Sigma Chemical Co.). 
F(ab')= and Fc fragments were purified by gel filtration chromatog- 
raphy on a n  ACA 44  column. Purified antibodies and antibody 
fragments were then respectively dialyzed for 24 hr  a t  4°C against 
0.9% NaCI saline physiological solution and minimal essential me- 
dium (MEM). Al1 antibody samples were stored at  -20°C until use. 

Rat  IgG2c myeloma protein. Rat mveloma IgG2c without antibody 
specificity(1R 304) wasagif t  from Prof. H. Bazin [Louvain University. 
Brusselsl. and was prepared according to a previous work (131. IR 
304 rat lgG2c Ig were extensivelv dialyzed against 0 .95  physioiogicai 
saline solution and MEM before use. 

Antigenic analysis. Immunoprecipitation experiments were per- 
formed a s  described previously (15). Briefly. S .  mansoni schistosom- 
ula (SS) were radioiodinated bv using the lactoperoxidase-technique 
of Marchalonis er al. (16). and  the detergent extract (Nonidet P-JO. 
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 
1 3 5  polyacrylamide gels according to the procedure of Laemmli (1 7). 
Dried gels urere placed in contact with Kodak X Omat Film (Eastman 
Kodak CO.. Rochester. NY) between intensifytng screens (Dupont de 
Nemours. France) for 2 days at  -70°C. 

Easinophil-dependent cytotoxicity. The cytotoxicity assa? was 
performed a s  described previously for polyclonal lgC2a antibodies 
(18). Briefly. 50-PI aliquots of schistosomula ISS) were incubated 
overniqht with 100 gl ascitic fluids a t  different dilutions or with 100 
pl NRS or IRS at  a final dilution of 1/16 to 1/32 (and after heat- 
activation for 2 hr  a t  56"CI. After 18  hr  incubation at  37°C. 100 pl 
of the effector ceIl 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 rnicroscopic 
examination. The effector cell population (containing 40  to 90% 
eosinophilsand 4 to 10% mast  cells) was the nonadherent peritoneal 
cells. obtained from LOU/C rats  stimulated 4 8  to 72  hr  earlier by i.p. 
injection of 10 ml sterile 0 . 9 5  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-ennched cells. according to 
the method of Capron e t  al. (19). 

For cytotoxicity inhibition experiments. two protocols were com- 
pared. S. mansoni schistosomula were incubated for 2 hr  with 100 
pl of IPLSm3 ascitic fluid (1/16 final dilution. corresponding to 50  
pg of IgG2c antibodies). 1PLSm3-purified preparation (1000 ~~giml l .  
lPLSm3 F ( a b ' ) ~  or Fc fragments (1000 @ml). or IR304 myeloma 
protein (1000 pg/ml). Schistosomula were then u7ashed twice in 
MEM/NRS/TR13 and were then incubated with 100 pl of lPLSml 
asciticfluid, NRS. or IRSat a final dilution of 1/16 to 1/32. Inhibitoy 
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 inhibitow effect of lgG2c antibodies was also studied at the 
effector cell level. Eosinophil-rich populations were preincubated (or 
2 hr  a t  37°C with IPLSm3 ascitic fluid (1/16 final dilution). IPLSm3- 
purified preparation (1000 pg/ml). IPLSm3 F(ab')2 or Fc fragments 
(1000 pg/mi). or IR 304 myeloma protein (1000 pg/ml) at a ratio of 3 
X IO5 cells to 100 pl of the different preparations. Pre-sensitized 
cells were then added to S. mansoni schistosomula that were incu- 
bated with 100 pl of lPLSm1 ascitic fluid ( l / l 6  to 1/32 final dilution). 
The degree of inhibition was measured by comparing to the level of 
cytotoxicitv obtained in the case of cells preincubated for 2 hr in 
MEM/TRI/NRS. The percentage of inhibition was calculated bu the 
following formula: 

40 Cytotoxicity with inhibitor 100 
5% Inhibition = 1 - 

5 C y t ~ t o ~ i c i t ~  without inhibitor 

Macrophage-dependent cytofoxicity. The macrophage-depend- 
en t  cytoroxicity was explored according to a rnethod described else- 
where (201. Normal rat macrophages were collected after peritoneal 
urashings with MEhl and were incubated in the microplates (2.5 X 
105 cells per welll. Three hours later. nonadherent cells were re- 
moved. and adherent cells were incubated in MEM containing either 
1 0  to 2070 NRS or 1RS. 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 
w a s  appreciated after 24 hr  of contact by microscopic examination. 

C-dependent cytoroxictry. The lethal activity of anti-S. mansoni  
monoclonal antibodies uvas studied according to the method of Cap- 
ron e t  al. (21). Sixtv microlitersof an S. rnansoni skin schistosomula 
suspension containinq 50  schistosomula were incubated with 100 
pl of ascitic fluid [diluted at 112 to 1!8 in HLEG3) and 40  pl of fresh 
guinea pig serum (source of Cl. After 4 davs of incubation. the  
percentage of CytOtOxiCttV \vas measured by microscopic examina- 
tion. In each expenment. NRS and 7 wk-IRS were used. respectively. 
a s  negative and positive controls. Al1 sera and ascitic fluids were 
heat-inactivated for I h r  a t  56°C. 

Passive transfer experiments. Ascitic fluids (2  ml 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 h r  
earlier. Parasire 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 from rats  injected 
with 2 ml physiological solution. The percentaee of protection a a s  

( A  - Bi 
calculated bv the formula (23): - x 100. whereA = the number 

A 
of worms recovered from rats iniected with 2 ml physioioeical saline. 
and  B = the number of worms recovered from rats injected with 2 
ml ascitic fluid. 

S ta11sf i~a l  a n a l ~ s i s .  Student's [-test was used to studv the staris- 
tical significance of our resuiis. 

RESL'LTS 

Characterization a n d  biologic actioity q j  rat mono- 
clonal antibodies. Four hundred and fifty hybrid ce11 
supernatants obtained after nine successive ce11 fusion 
expenments were studied by indirect fluorescence on 
schistosomula sections: 17 of these dernonstrated a n  
intense fluorescence reaction at the surface level. The 
sarne immunolluoresence pattern was observed for the  
different monoclonai antibodies. By immunodiffusion 
analysis of hybrid cell supernatants. several monoclonal 
antibodies-among thern IgG2a and IgC2c-were iden- 
tified. 

The potential biologic activities of these hybrid ce11 
supernatants were explored in different systerns of cy- 
totoxicity involving C. rat eosinophils. and rat macro- 
phages. Table 1 illustrates sorne results obtained with a 
reference to the IPLSml IgG2a antibody described in a 
previous report (7). In such conditions. no cytotoxic activ- 
ity could be induced bv the IgG2c antibodies (IPLSrn3). 

Characterization of target antigens. IPLSm3 ascitic 
fluid was incubated with a detergent extract of surface- 
labeied schistosornula; 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 
esperirnent. the most important obsenation concerned 
the specific binding of IPLSrn3 antibodies to the 38.000 
dalton antigen previously defined by IPLSm! protective 
antibodies (3). Inhibition esperirnents. in which the de- 
tergent estract \vas previousl.~ adsorbed by either IPLSm 1 
or IPLSrn3 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 IPLSrn1 antibodies, has yet to be clarified. 

Inhibitory activity o j  IgCZc monoclonal antibodies. 
The activity of lgG2c antibodies (IPLSin3) was investi- 



BLOCKINC MONOCLONAL AN? 'IBODIES IN SCHISTOSOMIASIS 

TABLE I 
Blologic actlultles of antl-S. mansonl monoclonal antlbodles 

% Cytotoxlcity I SE 

AntibodySourcP with guinea wlth normal rat with normal rat 
pis 12 eostnophIlsC macro~haees* 

IPLSml ascltlc fluld 11.0 I 1.9 90.5 t 10.9 O 
(IgC2al 

IPLSm3 ascitlc nuld 11 .O r 5.9 11 .O 2 3.9 6.3 r 1 .O 
lfgc2cl 

IR983F 6.0t 1.0 4 . 0 t  1.0 4 . 0 I 1 . 9  
IRS 48.0 "1 20.6 96.0 f 1.0 90.0 r 1.0 
NRS 5.0' 3.9 5.0 r 5.9 10.5 r 1.4 

' Asclttc nuld and sera were heat-lnactlvated for 30 min at  56'C. 
bThe percentage of cytotoxlclty was evaluated after 4 days contact of 

50 schistosomula ln 60 pl HLEC wlth 100 ri1 of undiluted NRS. 9 wk-IRS 
or 100 r l  ascltlc flulds (dllutlon 1/2). and 40 pl of fresh guinea pig serum 
(source of C) (mean of two duplicate experlments I SE). 

'The percentage of c.ytotox1city was evaluated after 48  hr contact with 
effector cells (LOU/C rat peritoneal cells enrlched In eosinophils: 79% 
eosinophlls. 5% mast celis). Fifty schistosomula In 50 pl of BIEM/NRS/ 
TRI medium were lncubated wlth 100 rl NRS. 4 wk-1RS. or ascltlc fluids 
(dilution 1/41 (mean of two duplicate experlments I SE). 

'The percentage of cytotoxicity was evaluated aiter 24 hr contact wlth 
effector cells (Fischer rat-adherent peritoneal cells). Flfty schlstosomula 
were incubated wlth 20% NRS. 7 wk-IRS. or ascltic flulds (mean of two 
dupllcate expenments t SE). 

Flgure 1.  Characterizatlon of surface antigens. Deterqent extract of 
500 labeled schistosomula was lncubated wlth 10 rl of IPLSml or IPLSm3 
ascltlc fluld. Immune complexes were absorbed on protein A Sepharose 
and were then analyzed. respccttvely. In lanes 2 and 4. Proteln A-unbound 
matenal from lanes 2 and 4 was funher Incubated with I O  r l  of IPLSm3 
or IPLSml ascitlc fluld. and Immune complexes were analyzed. respec- 
tlvely. In lanes 5 and 3. IR983F ascitlc nuld was used a s  a control (lane 
1). IPLSml lmmune complexes were absorbed on protein A Sepharose. 
prevlously lncubated wlth 10 r l  of rabbit serum antl-rat IgG (3). 

gated in the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated 
by IgG2a monoclonal antibody (IPLSml). S. mansoni 
schistosomula were incubated simultaneously with IPL- 
Sm1 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 IgC2a-dependent cytotoxicity in the presence of IgGZc 
antibodies. whereas no effect could be observed in the 
presence of IgG2c antibodies alone. To mle out a possible 
nonspecific activity due to the use of ascitic fluid, schis- 
tosomula were incubated with a n  amount of purified 
IgG2a monoclonal antibodies giving 80  to 100% of cyto- 
toxicity. and with various doses of purified IgG2c 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 IgC2a-mediated 
eosinophil-dependent cytotoxicity was strongly inhibited 
with a s  few a s  112 rglml 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 IPLSml antibodies. The IPLSm3 antibodies might 
act a s  blocking antibodies a t  the target level. masking 
the IPLSml site of fixation: alternatively, the IPLSm3 
antibodies might inhibit the interaction between IgG2a 
antibodies and eosinophils through a cornpetition a t  the 
eosinophil Fc receptor level. 

dlechanism of inhibition by IgG2c monoclonal anti-  
bodies. To define more precisely the level of interaction 

IPL IPL IPL 4wk NRS 
Sm1 sm3 sm+ IRS 

I PL 

Flgure 2. Blologlc actlvlty of anti-S. mansonl lgC2c monoclonal anti- 
body IPLSm3. The percentage of cytotoxlclty was measured aïter 4 8  hr 
lncubatlon with eïfector cells (LOU rat peritoneal cells enriched In eosln- 
ophlls) (mean oi two duplicate experlments 2 SD). Ascitic flulds and sera 
11/32 final dilution) were heat-lnactlvated for 2 hr at  56°C. 
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- IPL Sm3 DOSES 
28 56 112 225 OM P9 

Figure 3. Studv of dose-dependent inhibitory activitv of IPLSm3 IeG2c 
antibodies on the eosinophll-dependent c~yïotoxicity mediated by IPLSrnI 
lgG2a antibodies. The percentage of cyio~oxicity was  evaluated after 48 
hr contact with effector cells (LOU rat peritoneal cells enriched in eosin- 
ophils). Schlstosomula were sensitized for 18 h r  with 100 pl of mixtures 
containing 450 pgirnl purified lgG2a antibodies and increasing doses of 
purified lgG2c antlbodies (28 to 450 pg/ml) (mean of two duplicaie exper- 
Iments r SD). 

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')2 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(ab1I2 fragments. followed by extensive washings. 
led to a n  important decrease of the  eosinophil-dependent 
cytotoxicity effect induced by IPLSml 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- 
ingactivity could therefore be related to the fact that both 
IPLSm3 and IPLSml antibodies react with the 38.000 
dalton surface antigen previously characterized a s  target 
antigen for IgG2a antibodies (3). Unfractionated IgG2c or 
their F(ab')a fragments might then inhibit the fixation of 
IgC2a cytotoxic antibodies to this target antigen. 

Alternatively. the preincubation of effector cells with 
myeloma IgC2c. IPLSm3 antibodies. or Fc fragments pre- 
pared from IPLSm3 antibodies led to a strong inhibition 
of the cytotoxic activity against IPLSm 1 -0psonized schis- 
tosomula (p < 0.001). On the other hand. the c'otoxic 
activity of cells incubated with F(ab'j2 fragments was 
similar to the controls (Fig. 48). These results s u g e s t  a 
second way of inhibition able to account for the blocking 
effect of IgG2c antibodies that involves a competition of 
IgG2c and IgG2a antibodies a t  the  eosinophil Fc-y recep- 
tor level. 

Role o j  1gGZc antibodies in various cytotoxicity Sys- 
terns. To find out whether the blocking effect of 1gG2c 

MEM IRSW IRM FGah MEM IPSO4 IRM,W*h k 
'3c2c !Rh3 

Figure 4 Mechanlsm of Inhibttion of eosinophil cytoloxicitv bv IgG2c 
antibodies The percentage of c~o tox ic l tv  was measured after 48 hr 
conlact u-ith effector cell populations (LOU rat perltoneal cells ennched 
In eoslnophils) A. Schistosomula were preincubated for 2 h r  wirh 100 YI 
MEM. IgG2c myeloma pmtein. purified IPLSm3 igG2c anttbodv IPLSm3 
Flab'), fragments or IPLSm3 Fc fraemen~s (100 pg protein for 50 schis- 
tosornulal washed extensivelv with MEM/NRS/TRI and then incubated 
with 100 u1 IPLSml IeG2a antibodies (ascltic fluid 1/16 final dilution) 
B Schistosomula were preincubated for 18 h r  with 100 pl of IPLSml 
lgG2a antibodies lascitic fluid 1/16 fiiial dilution1 and were then incu- 
bated wirh eosinophrl-rich populations prelncubated for 2 hr  with blEM/ 
NRS/TRI IeG2c mveloma proreln IPLSm3-purified antibodies IPLSm3 
F(ab ), fragments. or IPLSm3 Fc fraernents (effector cell to protein ratio 
= 3 X 10' cells/100 pg protein) (mean 01 three duplicate experiments 2 
SDI 

monoclonal antibodies was restricted to the IgC-depend- 
ent  eosinophil cytotoxicity mechanisms, we compared 
the inhibitory effect of IgG2c antibodies in the IgE-de- 
pendent effector systems previously described in the rat 
mode]. The IgG2a or 1gE eosinophil-dependent (18. 19) 
and the 1gE macrophaqe-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. 
rnansoni monoclonal lgG2c IPLSm3 did not induce any 
inhibition of cytotoxic activity in the case of IgE eosino- 
phi1 or IgE macrophage-dependent cytotoxicity, whereas 
a significant level of inhibition \vas obtained in the case 
of eosinophil-dependent c'otoxicity mediated by heat- 
inactivated 4 wk-IRS (p  <: 0.002). These results therefore 
suçgest a specific blocking effect of IPLSm3 antibodies 
on polyclonal cytotoxrc 1gG 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 inhibifory role of IgG2c antibodies. The inhib- 
itory effect of IgG2c antibodies on the protection con- 
ferred in vivo to recipient rats  by lgG2a IPLSml anti- 
bodies was studied by passive transfer experiments (Fig. 
6). In these conditions. the injection of IPLSml IgG2a 
ascitic fluid (2 ml) conferred a significant level of protec- 
tion (48%. p < 0.005) in cornparison to the control ( 2  ml 
of IR983F ascitic fluid). A simultaneous i.v. injection of 
IPLSm3 IgG2c (2 mi) and IPLSml IgC2a (2 ml) ascitic 
fluids led to a dramatic decrease of the protection when 
compared to IgC2a antibodies alone (p < 0.001). 

DISCUSSION 

The results presented in this report describe the block- 
ing activity of a given antlbody isotype on the expression 
of immunoiogic mechanisms induced by other antibody 
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Figure 5. Role of IgC2c antlbodtes ln 
varlous antlbody-dependent cellular cyto- 
toxicity systems. A.  IgE rnacrophage-de- 
pendent cytotoxlclty was rneasured after 
24-hr contact of schlstosomula lncubated 
for 2 hr in IPLSm3 ascltlc fluld ( l / l 6  final 
dllutlon) or medium. and macrophages 
armed wlth 20% unheated 7 wk-IRS. B. 
IgE-dependent eoslnophll cytotoxlclty was 
evaluated after 48-hr contact ol schlsto- 
sornula prelncubated for 2 hr In IPLSm3 
ascitic fluld (1116 flnal dllutlon) or me- 
dlurn. wlth eoslnophll-rich populatlon and 
50 pl of unheated 8 wk-IRS (118 flnal 
dllutlon). C. IgC2a-dependent cytotoxlclty 
was rneasured after 4 8  hr contact of schls- 
tosomula prelncubated for 2 hr wlth 
IPLSrn3 ascltlc fluld (1/16 flnal dllutlon) 
or wlth medium and further Incubated 
wlth 50 pl of 4 wk heat-inactlvated IRS 
(118 flnal dilution) and eoslnophll-nch 
population. The lnhlbltlon was only stg- 
nlflcant ln C (p < 0.002). [Results corre- 
spondlng to two dupllcate experiments + 
SD.) 

Schistosomula preincubated Schistosornula preincubated 

2 hrs in medium. 2 hrs in IPL Sm3. 

, 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 i n  vitro. without a clear cut 
demonstration of the in vivo role of one particular effector 
system. 

Rat monoclonal antibodies of the IgC2c 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 
IgC2a 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 lgG2c antibodies: a blocking effect 
a t  the level of membrane target antigen. or/and a t  the 
effector ce11 level by competition for the Fc-y receptor. 
IgC2c antibodies have been shown to react with the 
38.000 dalton surface antigen previously characterized 
a s  the target antigen for IgC2a antibodies (3). Total IgC2c 
antibodies or their F(ab')2 fragments could inhibit the 
fixation of lgC2a cytotoxic antibodies. because the two 
antibodies recognize the same epitope or two very close 
epitopes. This hypothesis would therefore suggeçt a 
higher affinity of IgC2c antibodies for the 38.000 dalton 
antigen when compared to IgC2a antibodies. It is also 
possible that  the fixation of IgC2c 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 IgC2c Ig with or without antibody 
specificity. or by the Fc portion of it. sugbested a compe- 
tition between IgG2c and IgCZa a t  the Fc-y receptor level. 
Indeed. recent results couid show that. by using the 
technique of inhibition of rosettes. IgG2a and IgG2c ig 
could bind to the same Fc-y receptor. whereas the recep- 
tor for IgCl was different (J. Khalife. M. Capron. J .  M. 
Grzych, H. Bazin. and A. Capron: manuscript in prepa- 
ration). 

The strong inhibitory role of IgG2c antibodies reported 

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-6 receptor (24). 

The experiments performed with IgC2c myelorna pro- 
tein without antibody specificitv confirmed that a t  t he  
schistosomula level. the blocking effect was  well related 
to the antibodv site of IgC2c I$. because no inhibitory 
activity could be observed when schistosomula were 
preincubated with non-antibody IgC2c myeloma procein 
and were estensively ~vashed. However. a high level of 
inhibition could also be observed in the case of eosino- 
phils preincubated with non-antibody IgC2c or with the  
Fc fragment of anti-S. rnansoni IgG2c. suggesting also a 
potential role for the Fc portion of the molecule a t  this 
level. 

At present. it is difficult ta integrate these findings in 
the dynamics of S. rnansoni 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 
obsen~ations has yet to be defined. it is. however. inter- 
esting to link this inhibitory role of IgC2c antibodies to a 
p re~~ ious  work of Capron et al. (25) concerning infected 
rat eosinophils and their potentialitv to kill non-opson- 
ized schistosomula. These authors showed that immune 
complexes isolated from infected rats a t  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 hypotheçis of a 
blocking factor present in IRS. and the present work 
allowed us  to su,gest  the participation of IgG2c anti- 
bodies in these blocking immune complexes. This hy- 
pothesis is presently under investigation. 

The blocking effect of IgC2c antibodies could also be 
related to several obsen~ations reported in malignant 
diseases. Blockingantibodies of IgG subclasses have been 
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human infection of such blocking antibodies would cer- 

CONTROL lR983F IPLS 1 IPL%nl+ 
[iqc23 IPLSrnJ 

[ig: +] 
Figure 6. In vivo inhibitory role of IgG2c antibodles. Two milliliters of 

ascltic fluid (elther IqC2a-producin5 IPLSm 1. IgG2c-producine IPLSm3. 
o r  IR983F control) or 2 ml of saline were Injected 1.v. into each rat [proups 
of [ive rats were used for each testl..The number of Worms was esrimated 
by Iiver perfusion 2 1 days after a challenge infection with 1000 ccrcariae. 

isolated from the sera of patients lvith neuroblastomas: 
the? were able to strongly inhibit the lymphocyte-de- 
pendent cytotoxicity mechanisms in vitro (26. 27). ln S. 
rnansoni infection. IgC2c 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 IgG2c antibodies and various preparations of 
IgG2c polyclonal antibodies isolated from IRS. 

The demonstration of blocking antibodies in schisto- 
somiasis brings new insights to the  existence of some 
regulatory mechanisms already suspected (25) \\'hich 
rnight affect the  expression of protective irnmunity. 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 antiçens. 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 riny 
attempt of active immunization. The demonstration in 

tainly provide valuable markers for the possible discrim- 
ination between immune and non-immune individuals. 
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Evidence is accumulating that antibody dependent, cell-mediated cytotoxicity 
(ADCC) plays a critical role in the mechanisms of defense against schistoson~es 
(1, 2). In several experimental models and in the human situation, the  partici- 
pation of phagocytic ceIl populations, including macrophages, eosinophils, and 
platelets, has been demonstrated (3-6). Killing in vitro of schistosomula, the 
main targets of imniune 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 hunian infection, large 
variations in the cytotoxic activity of eosinophils attributable to immune com- 
plexes may occur (7,  IO), and it has been shown (10) that immune coniplexes 
isolated from rat infection serum can either activate o r  inhibit schistosomuluni 
killing by normal eosinophils. More recently, the production of Schistosoma 
~nansoni-specific mAbs has allo\ved an alternative explanation for variations in 
the capacity of  different sera to support killing (1 1). A rat IgG2c mAb (IPLSin3), 
which did not exhibit any killing activity for schistosomula, specifically inhibited 
the eosinophil-dependent cytotoxicity mediated by an IgG2a mAb (IPLSml) 
(1 1). T h e  blocking effect of IgG2c was dual, both at the surface target antigen 
(hl, 38,000) and a t  the effector ceIl level, by competition for the Fcy receptor 
(12, 13). IgG2c antibodies were also able to inhibit the in vivo protection 
conferred by IgG2a mAbs. 

T h e  demonstration of such mechanisms in the rat raises the question of the 
possible esistence in hunian schistoson~iasis of blocking antibodies modulating 
the efficiency of immune effector ~nechanisms (14). T o  test such a hypothesis, 
we have studied a group of infected children ~ v h o  are involved in epidemiologic 
and immunologie studies of schistosome infection (1 5, 16). Among this group, 
t ~ v o  subgroups have been distinguished. T h e  first, one of 22 children showing 
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high reinfection intensities (> IO0  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, antischistosoinulum IgE antibodies, and eosinophil levels measured as 
an indirect estimate of eosinophil functional activity, showed no significant 
differences (1 6). 

In the present work, we demonstrate the existence of blocking antibodies 
capable of inhibitinç eosinophil effector function in hiiman infection with S. 
mansoni, as previously shotvn for rat experimental schistosomiasis (1 1). A detailed 
statistical studv by Butterworth et al.' suggests that these blocking antibodies 
niay prevent the expression of immunity in young children. 

Materials a n d  Methods 
Human Sera. Hunian sera were obtained froni S. mansonz-infected patients before 

and after treatnient with oral osamniquine (30 mg/kg). Subjects were living in an endemic 
area in Kenya (Xlachakos district), which has already been described in previous papers 
(15, 16). Normal human sera were prepared froni S. mansonz-uninfected healthv donors. 
AI1 sera were stored in frozen aliquots at -70°C. When indicated, the sera jïere heated 
for 2 h at 56°C. 

Indirect Fluorescence rissay. Surface-binding antibodies were detected by indirect flu- 
orescence on sections of S. mansont schistosornula prepared as previously described ( 1  7). 
T h e  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-hurnan immuno- 
globulin antisera at 1:20 final dilutions were added (cr, P, o r  y chain-specific; Cappel 
Laboratories, Cochranville, PA) for a11 additional 30 min. T h e  slides lvere washed ttiree 
tinies 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 esarnined under 
fluorescence microscopy. 

Serum Absorption. 100 g1 of serum diluted (final dilution 1:3) in hIEX1 with penicillin 
(100 U/ml) and streptornycin (100 pg/ml) were mixed in tubes with 100 mg protein A- 
Sepharose (PAS)' (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden) previously sl\.ollen and 
equilibrated with medium. Tubes were loaded on a test tube rotator and agitated overnight 
at 4°C. T h e  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. 
T h e  bound IgG fraction was washed extensively and eluted with 0.5 in1 1 ;II glycine, pH 
2.8 (PAS eluate fraction) (1 8). T h e  aliquots were in~mediately brought to neutral pH with 
10 N NaOH dialyzed against PBS for 3 h and overnight against XIEXI. 

Serum Fractionation (Ig Isot?pe Separution). A fast protein liquid chromatography 
(FPLC) (Pharmacia Fine Chemicals) system !vas used for separation of IçM and IgG froin 
human sera (19). Briefly, after priming the gel filtration column (Superose 6) with PBS 
(50 mM, pH 7.2),  100 11 of serum was filtered through a 0.2-pm filter and loaded ont0 
the column by a V-7 valve. The  operating pressure was 1 millipascal, and the flow rate 
was set at 0.5 ml/min. T h e  fraction collecter was programmed to collect 1-ml samples 
(Fig. 1 A). Ig isotype was determined by solid-phase RIA on plates coated with anti-human 
immunoglobulin antisera specific for y or  for chain (Cappel Laboratories) (Fig. 1 B).  

A. E. Butterworth, R. Bensted-Smith, .4. Capron, hf .  Capron, P. R. Dalron, D. b'. Dunne,J. M. 
Grzych, H. C. Kariuki, J. Khalife. D. Koech, hl.  Slugainbi,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 voung children. Xfanuscript submitted for publication. 

Abbreviations used in this paper: FPLC, fast protein liquid ~ h r o m a t o ~ r a p h y ;  PAS, protein A- 
Sepharose. 
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Volume (ml) Frac t ion  

FIGCRE 1. IgG and Ig\l separation frorii huriian sera bu FPLC. ( A )  elutiori profile from the 
ctironiatograpliy colunin. (B) detection of Ighl arid IgG fractions bv RIA.  Plates coated t \ i t h  

ariti-hunian IghL or anti-hunian IgG were incubated with 100 pl of each fractioii. After 2 h 
of coritact. tvells were washed and then incubated with "51-1abeled anti-IgG or anti-Ighl for 1 
h at  37°C and overnight at 4°C.  

Qtotoxicity Experiments. Sera were tested for their levels of tieat-stable aritibodies 
rriediating eosinophil-dependent damage to S. manso?ii schistosoriiula according to methods 
desci-ibed else~vhere (16). Eosinophils t\.ere prepared froni eosinophilic individuals by 
centrifugatiori on discontinuous metrizamide gradients. Ce11 fractioris collected from the 
24-2576 nietrizamide layers were used in tliese assays. The  experiniental procedure for 
the cytotosicity assav was similar to that previously described (5 ) .  Briefly, 30 pl of the 
schistosomula suspension (1,000 schistosornula/ml in hlEAI/XHS [heat-iriactivated normal 
serum]) were incubated either 14th 30 pl of heat-inactivated total hunian serum samples 
o r  fractions at various dilutions. T h e  effector cell suspension contairiing >90% eosinophils 
a t  an E /T  ratio of 3,000:l \\.as then added. In soiiie esperinients, schistosomula were 
preincubated with PAS effluents for 2 h at 37°C. Xfter this incubation period, the 
schistosomula targets were tvashed twice with niediurn before use in the cytotoxicity assay. 
T h e  percentage of cytotosicity was evaluated after 48 h contact bv niicroscopic exami- 
nation. 

lrnrnunoprecipitation. Schistosomuliini proteins were radioiodinated using the lactoper- 
osidase 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/nil aprotinin for 30-min at 0°C 
(IO5 parasites per 0.5 mi), and immunoprecipitated with antibodies present in immune 
sera as previously described (2 1). Briefly, aliquots corresponding to 500 ~chis tosomul~ 
were incubated with 10 pl of serum for 2 h at 4OC and theri transferred into tubes 
containing 10 mg of P.4S previously si\.ollen and equilibnted in adsorption buffer (5 mM 
Tris-HCI, pH 7.4, 150 iiihl NaCl, 2 mXl EDTA, 2% Triton S-100, and 100 U/rnl 
aprotinin). PAS was sensitized with anti-humari IgXl before the addirion of antigen- 
antibody coniplex to identify the antigen recognized by IgM antibodies. In al1 experiments, 
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tubes were agitated overnight at 4°C in a test tube rotator. T h e  Sepharose beads were 
then washed with 3 ml of 5 mM Tris-HC1, O. 15 M NaCl arid 3 ml of 5 mM Tris-HCI, pH 
7.4. Fixed complexes were eluted with 40 pl of sample buffer (62.5 mM Tris-HC1, 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 (2 1). 

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 (1 1). Inhibition of binding of radiolabeled IgG2a (IPLSml) and IgG2c 
(IPLSm3) mAbs was performed according to the technique previously described (22). 
Briefly, polyvinyl chloride (PlTC) plates precoated with rat IgM (Cs-109) mAb recognizing 
the 38,000 M ,  antigen were incubated with 100 pl of schistosomula NP-40 extract (1 mg/ 
ml). After a 2-h exposure at 37 OC, plates were washed twice in PBS/O. 1 %  BSA buffer. 
For the inhibition test, 100 pl of sera or Ig fractions (1:lO firial dilution) were added. 
After 2 h incubation a t  37°C and three washings, plates were incubated with "51-labeled 
IgG2a o r  IgG2c for 1 h at 37"C, and overnight at 4"C, and the plates were then washed 
three times. 

T h e  crossinhibition between the Ig fractions purified from human sera bv FPLC system 
was performed as described above. lÿells precoated with sch i s tosomulum'~~-40  extract 
were preincubated with unlabeled IgM or IgG fraction for 2 11 at 37°C. Xfter three 
washings, plates were incubated with the homologous huinari ''"-IIg.G or -1gAI fraction 
(labeled by the chloramine T method; 1 pg/pCi) (23). Xfter 1 h at 37°C and overnight at 
4"C, the plates were washed three times. In al1 esperiments, the wells were counted in a 
gamnia counter. Percent inhibition of binding kvas calculated as [IO0 x (cpm without 
inhibitor) - (cpm in the presence of inhibitor)]/(cp~n without inliibitorj. 

Determination of Igibl Antibodies. A double-sandwich ELISA \\.as used to detect Ig>l 
antibodies against the 38,000 i\l, antigen (24). içlicrotiter plates coated with anti-fiunian 
1gX.l antibodies (Institut Pasteur Production, Marnes La Coquette, France) \\.ere waslied 
with saline/0.4% Tween and incubated for 3 h at rooni temperature \\.ith 200 FI of serurii 
diluted in PBS. After three ~+.ashings. captured human IgX1 \\.as iiicubated with 200 KI  
schistosoinulurn NP-40 estract (100 pg/ml) overnight at 4 OC. T h e  ~\.ells Lvere then ivastled 
tvith saline/T\\.een and incubated for 3 h at 4°C 1~1th 200 pl of ,i3 galactosidase-conj~igated 
IgC2a mAb. Substr-ate containing 0.014 hl 2-nitrophenyl 6-D-galactopyranoside (Alerck, 
Darmstadt, Federal Republic of Germanu), 0.003 31 hlgCI2, and 0.1 X I  2-11E (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, AlO) J\.as added to the test ivells after a wasli stcp, and the plates 
were incubated for 1 h at 43°C. T h e  reaction Kas stopped by addiiig 300 pl of 1 Ai 
Na2C03, and the absorbance n.as measured at 403 nni using a Titertek hlultiskan (Flow 
Laboratories, hlclean, L'A). Each test was assessed in duplicate. Results are expressed as 
mean absorbance values at 403 nm. 

Statistical Comparisons. The  statistical significance of differences between means were 
analyzed by using Student's t test. 

Results 
Characterizatioiz of ri~ztibodies Binding to Schistosomula. Intense membrane 

fluorescence with FITC-anti-hunian IgG (Kg. 2'4) o r  ivith FITC-anti-human 
IgM (Fig. 2B) was observed after incubation of schistosoniulum sections with 
total serum from infected patients ( n  = 5 3 ;  final dilution, 1:30). Occasional and 
weak fluorescence \vas seen with FITC-anti-human IgA (final dilution, 1:5). 
Identical fluorescence patterns persisted in the presence of the corresponding 
IgG or  igbl antibodies fractionated on PAS o r  FPLC systetii. N o  crossreaction 
was observed between the purified fractions throughout ttie 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 o r  with FITC-anti-human Igbi. 
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FIGURE 2. Localization of the antigenic sites recognized by total serurn and Ig frictions. ( A )  
indirect fluorescence on sections of S. mansoni schistosornula incubated with total serum and 
revealed by FITC-anti-human IgG. ( B )  sanie as '4 using FITC-anti-human Ighi. 

Antibodies hlediating Eosinophil-dependent Killing of Schistosomulum. T o  deter- 
mine the antibody isotype required in the cytotosicity 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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t o t a l s m  PAS elrate 1gG fraction 

PAS e f M  lgM fractm 

FICCRE 3. Eosinophil-dependent killing of S. mansoni schistosomula bv various fractions of 
immune sera. T h e  percentage of  cvtotoxicity \vas evaluated af ter  4 8  h of contact \\.ith 
eosinophils. Sera or fractions obtained bu P:ZS o r  FPLC separation (1:20, final dilution) were 
heat  inactivated f o r  2 h ar 56°C. Open  bars, inimune seruin; f-ille bars, normal serum (mean 
o f  six experiments +SD). 

trolled by indirect fluorescence assay and tested for their capacity to niediate 
eosinophil-dependent killing of parasite larvae (Fig. 3). Detectable levels of 
cytotoxicity were observed rvhen S. mansoni schistosomula were incubated ~Tith 
eosinophils purified froni individuals rvith inoderate eosinophilia in the presence 
of lieat-inactivated total iriiniune sera. It'hen the serurii \vas fractionated, the 
cytotoxic activity \\.as detected in the IçG-containing fractions (PAS eluate 
fraction or  purified IgG fraction). Xloreover, the IçG fractions produced signif- 
icantly higher levels of cytotoxicity than the total sera,  lien tested in the same 
conditions ( p  < 0.01). Apart froin some direct toxicity (<5%),  no cytotoxic effect 
was observed either in the presence of P.AS effluent fractions o r  ~vi th  Ighf 
fraction purified by FPLC. T h e  control Ig fractions from normal serum did not 
lead to any significant killing activity. 

Inhibitory Activity of IgAil Antibodies. Since I g l l  antibodies rvere able to bind to 
target surface, it \vas interesting to study their activity in eosinophil-dependent 
cytotoxicity mediated by IgG antibodies. S. inansoni schistosornula were prein- 
cubated with various dilutions of PAS effluents for 2 h at 37°C. After two 
washings, total immune sera o r  PAS eluates and eosinophils were added. T h e  
percentage of cytotoxicity was compared to the killing activity inditced bv total 
immune serum o r  by PAS eluate fraction after pi-eincubation of scliistosomula 
with medium. As shorvn in Table 1, preincubation of schistosoiiiula \\vit11 PAS 
effluents of inimune sera niarkedljq inhibited the IgG-dependent cytotoxicity 
mediated by total immune serum or  PAS eluates in a dose-dependent nianner ( p  
< 0.01). T o  rule out  a possible nonspecific inhibition, schistosomula were 
preincubated with PAS effluents of normal serum. Results presented in Table 1 
showed no inhibitory effect after the addition of total i~nmune  seriim. Preincu- 
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TABLE 1 
Inhibitory Role of Iglil-containing PAS Effluents on IgG-dependent Cytotoxicity 

by Human Eosinophils 
- -- - 

Preincubation 
(2 h at 37°C) 

Medium 
Medium 
Medium 
Medium 
PAS effluent immune serum (1:lO) 
PAS effluent immune serum (1:30) 
P4S effluent immune serum (1: 10) 
PAS effluent normal serum ( 1  : 10) 
PAS effluent immune serum (1: 10)$ 

Incubation 
(final dilution) 

Total normal serum 
Total immune serum (1:20) 
PAS effluent* immune serum (1:20) 
PAS eluatet immune serum (1:20) 
Total immune serum (1:20) 
Total immune serum (1:20) 
PAS eluate immune serum (1:20) 
Total immune serum (1:20) 
Total immune serum (1:20) 

-- -- 

Percent 
cytotoxicity 

2.7 r 0.0 
36.5 & 10.0 
4.9 & 0.6 

45.5 +- 9.9 
8.2 + 3.9 

20.4 & 4.6 
11.1 & 1.5 

30 & 5.2 
35.7 & 6.3 

Schistosomula were preincubated for 2 h at 37°C and washed twice with medium. T h e  homologous 
serum 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 i-epresents the bound fraction to PAS eluted with glycine (1 hl). 

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

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

Antibody Response to Schistosomula Surface Antigens. The  target specificity of 
IgG and Ighl antibodies was determined. Immunoprecipitation of "'1-labeled 
schistosomulum antigens from infected hurnan serum using protein A-binding 
antibodies (IgG antibodies) revealed 30,000-40,000 LW, antigens (100% of sera 
tested; n = 16) (Fig. 4). However, additional bands in the 20,000-23,000 iil, 
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 Ighl antibodies from infected human serum ranged 
from 30,000 to 40,000 ill, (100% of sera tested) and also between 20,000 and 
23,000 iC1, (20% of sera tested). However, the predominant IgM antibody 
response was against the 32,000 111, antigen. Adsorption experiments, in which 
the detergent extract tvas previously adsorbed by protein A-binding IgG anti- 
bodies demonstrated a crossinhibition at the level of the whole antigen bettveen 
IgC and IgJ1 antibodies (Fig. 4, lune 5). 

Epitopes Recognized by IgG and Ig.ll Antibodies. T o  investigate the respective 
epitopes recognized bv IgG and 1gh1 antibodies, we used an RIA in which the 
capacity of IgG and Igh1 fractions to inhibit antigen binding of t~vo  rat mAbs 
(IgG23 and IgG2c) was tested. These mAbs (IPLSml and IPLSm3) recognize 
the 38,000 ' L l ,  antigen. This anticen was bound to plates by the use of a different 

? 
rat mi\b (C3-109) that does not interfere with the binding of either IPLSml or 
IPLSni3. Preincubation of wells precoated with schistosomulum antigen in the 
presence of IgG or Ig l l  fractions of irifected serum inhibited both the binding 
of "'1-labeled IgG2a and IgC2c (Table II). In the same conditions, total serum 
led to an twofold inhibition, when conipared tvith the inhibition induced either 
by the IgG or by the IghI fractions. The specificity of the epitopes recognized 
by IgG and Ighl antibodies in infected serum was tested by crossinhibition 
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NORMAL INFECTED 

FIGURE 4. Immui~oprecipitation of schistosomulum surface antigens bv immune sera. Deter- 
gent extracts of 500 labeled skin schistosomula were incubated with 10 pl of total serum o r  
100 pl 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 frorn lane 3 was further incubated 
with PAS effluent fraction, and immune complexes were analyzed in lane 5. T h e  immune 
complexes of  PAS effluent fraction were absorbed on PAS previously sensitized with 10 pl (1 
nig/ml) of  anti-human IgM (lanes 2, 4, and  5). 

TABLE I I  
Inhibition of Binding to Schistosornulum Antigen of Tu10 Ra t  mAbs 

Directed against the 38,000 ,VI, Antigen 

Percent inhibition 
Preincubation nz 

Labeled IaG2a* Lsbeled IgC2c* 

IgC fraction5 30  + 2.0 38 -1- 3.7 17 
Ighl fraction5 23  a 1.9 3 3  f 3.7 17 
Total  serum 53.8 2 2.9 54.6 f 4.1 17 

Plates precoated with antigen were preincubated with IçG, IgM fraction, 
o r  total serum from infected patients ( 1 :  10 final dilution) for 2 h a t  
37°C. Percent inhibition was calculated as described in hfaterials and  
Methods (rnean f SD). Inhibition by Iç fraction of norinal serurn o r  
total normal seruin has been subtracted. 

* Purified anti-S. mansoni IgG2a and  IgG2c mAbs were labeled bv lZ5I by 
the chiorainine T method. 

$ Number of sera tested. 
6 IgC and IgM fractions were obtained from total serum by fractionation 

with an FPLC system. 
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FICL~RE 5 .  Crossinliibition of binding to antigen of IgG and Ighl fractions from iminune 
sera. Schistosoiiiuluiii aiitiçen bound to plates b i  using a rat niAb (C3-109) were preincubated 
with IçG fraction (.i) o r  with Ig>1 fraction ( B ) .  After 9 h of contact and ttiree washes. 
Iioniologoiis labeled Ig\l or  IgG were adcied to ri and B. respectivelv, aiid incubated for 1 h 
at 37°C arid overriigtit n t  4°C. Results are presented as percent inhibition (see >laterial and 
Xlethods) (riieaii of diiplicate +SD). Dots represerit the inhibirion betweeii ttie Ig fractions of 
iiiliiiulie sera; stars i-epi-eserit ttie inhibition of Ig fractions of infected sera by Ig fractions of 
iior~lial s e n .  

z so- 
0 
C, 
E 
I 
Z 
8 

2 5  

espei-iiiierits. As slior\.n in Fig. 3 ,A ,  the preiricubatio~i of arit i~en-coated plates in 
the presence of IgG fractiori iiiliibited tiie binding of Iioiiiologous ln"-labeled 
Iç\I  niitibodies. 111 tlie sariie conditions, liigher levels of inhibition rtrere obtained 
rvhen uiilabeled I g l l  aritibodies !\.el-e preiiicubated before labeled IgG (Fig. 5 B), 
siigçestiriç higlier avidity foi- the targets. 

Role of These Ig.\l .-i?ztlbodies in I»zmunztj to Rein fection. Tlie  biological i-ele- 
vaiice of  sucli I g l l  blocking antibodies \vas assessed by the evaluation of anti- 
38,000 I g l l  antibodies in the sera frorn iiidividuals classifieci as resistant o r  
susceptible to reiiifection using previoi~slv defined criteria (1  6). Such antibodies 
were measured i i i  a n  IgJ l  capture assay (iee Jlaterials and  hlethods) in o rde r  to  
avoid competition with the IgG antibodies. Results presented in Table III showed 
tfiat the niean levels of  I g l l  antibodies i r i  susceptible individuals rïere significantlv 
higher than those present in resistant subjects i r i  the pretreatnient and  12-1110 
seruni saniples, bu t  did riot differ significantly at  5 rvk after treatriient. For  the 
susceptible population (defined previously [16] as ttiose iridit iduals having >IO0 
egçs per  grani of feces) thei-e rvas a positive association betn.een the level of Ighl 
antibodies in the pretreatnient blood saniple and  the nuniber of eggs a t  12 m o  
after treatment. In  addition, there \vas a positive association at ariy giveri time 
bet~veen Ig l I  antibody levels and  the actiial egç  counts a t  that time. 

- 

Discussion 

T h e  numerous studies concernirig 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). T h e  factors directly involved in such 
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TABLE III 
Relationship between Presence of IgAl Antibodies against the 38,000 Schistosomulum Surface 

Antigen and Status of Immunity to Reinfection 

After treatment 
Blood sample Before treatment 

3 wk 12 rno 

Susceptible 
Optical density 1.5 i 0.09* (19) 0.97 k 0.12t (21) 1.38 + 0.1 15 (21) 
eggs per gram 206 7 133 

Resistant 
Optical density 1.19 k O.l* (34) 0.72 k 0.1* (24) 0.77 4 0.075 (32) 
eggs per gram 110 O 8 

Sera were selected from susceptible and resistant individuals using previously defined criteria. IgM 
antibodies were measured by a capture assay (see hlaterials and hlethods). Prelirninary 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 f SEAI. Number of sera used is shown in 
parentheses. Egg counts were calculated by esaminatioii of duplicate Kato preparations (geometric 
mean). 

* p < 0.01 between the two groups. 
S p > 0.03 between the two groups. 
5 p < 0.00 1 betiïeen the two groups. 

mechanisms include IgG and IgE antibodies (a, 7). Hoivever, in previous epide- 
miological studies ( 1  6) of human irnriiunity to sctiistosoine iiifection, comparison 
of the levels of IgG and IgE antischistosornulum antibodies bettveeri two groups 
classified as resistant and and susceptible to reinfectio~i, respectivel)., shoived no 
significant difference. T h e  deinonstratiori in experi~nental ~nodels tliat defined 
antibodv isottrpes iiiiglit block the expression of iiiiiiiunit\. pronipted us to 
investigate the presence of suc11 blocking antibodies leacling to preverition of a 
given effector nieclianisrn during liiinian schistosorniasis. 

Evidence from fluorescence studies on schistosomulu~-ii sections indicated the 
presence of IgG and Ighl antibodies specifically directed against the schistoso- 
mulum surface in sera from infected patients. As previously reported (y), i r i  vitro 
studies of the effector function of heat-inactivated inirnune serurii revealed 
significant levels of eosinophil-dependent cytotosicity against S. manson i  schisto- 
somula. In the same conditions, ~vhen seruiii sainples i\.ere fractionated and  
tested for their killinç capacity, it t\.as found that the activity t\.as associated with 
IgG ar~tibodies eluted frorn protein A, ~\.hereas no  cytotosic activity t a s  detected 
in the PAS effluent preparation of Ig11 antibodies. Comparable results have 
been obtained with IgG alid Ig1I antibodies frnctionated by FPLC. hloreover, 
the IgG fraction produced significantly higher levels of cytotoxicity than total 
immune serum. These results confirm a previous report ('7) in tvliich the autliors 
demonstrateci the involvement of IgG antibodies. They suçgest, in addition, that 
the depletion of some inhibitory factor not retained on protein 11 led to  an  
increase in IgG-niediated killing. 

T h e  experiments showing that Ig1I-containing fractions were unable to exhibit 
any antiparasite killinç activity in the presence of eosinophils, togetlier witli the 
demonstration (1 1) of blocking amibodies in rat experi~nental schistosomiasis, 
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led us to investigate the possible inhibitory role of Ighl antibodies in eosinophil- 
dependent cytotoxicity mediated by IgG antibodies. Preincubation of schistoso- 
mula <vit11 PAS effluents o r  IgM-containing fractioiis of inimune serum stronglv 
inhibited the cytotoxicity mediated by total immune serum or  PAS eluate 
f~-actioiis (IgG antibodies). T h e  absence of inhibition with IgM purified from 
nornial seriirn confirmed that the blocking effect was related to the antiparasite 
antibody specificity of IgM. In contrast, these Ig l l  antibodies were unable to 
inhibit the killing capacity dependent upon specific IgE anti-S. mansoni antibodies 
and eosinophils (data not shown). T h e  interpretation of these observations is that 
IgXl blocking antibodies were crossreactive with the sarne target antigen as IgG 
antibodies, and that IgE antibodies were directed against another antigen, as 
previouslv described in rat schistosorniasis (23). In this context, previous studies 
(26) repoi-ted in hurnan 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 (2'7, 28) have 
demonstrated the presence of such blocking antibodies (IgG and IgA isotypes) 
in irialignant diseases. More recentlv, in rat experimental schistosorniasis, it !vas 
shown (1 1, 12) that blocking antibodies (IgG2c) inhibited the IgG2a-dependent 
eosinoyhil activation and cytotoxicitv at the level botfi of the target antigen and 
of the eosinophil Fc receptor. T h e  present data showed that the preincubation 
of eosinophils \t*ith blocking IghI antibodies did not inhibit the cvtotoxic effect 
of IgG antibodies, suggesting no crossinliibition bet~\een IgG and 1ghl antibodies 
at the Fc receptor level. 

Tliis coiisideration prornpted us to examine the antigens recognized by IgG 
and Ig l l  aiitibodies. T h e  predominant surface antigens precipitated bv proteiri 
'4-bi~idiiig IgG and by Ighl antibodies in infected Iiririian sera ranged between 
30.000 and 40,000 LW,, with additional major bands at 20,000-23,000 ,\Ir. T h e  
antiçens precipitated bv the IghI antibodies could be rernoved bv prior adsorption 
~ i . i t l i  pi-oteiii .-1-biiidiir'g IgG antibodies. In addition, conlpeti;ion betirreen IgA1 
and IgG antibodies to one of the major antigens, of 38,000 ,\Ir, could be directlv 
denionstrated. T h e  32,000-38,000 ,Il, cornplex represents a cluster of related 
antigens (29) and the preferential binding of IgAl to the 32,000 ill, antigen, in 
comparisori rvith IgG, suggested the recognition of a nonidentical family of 
epitopes on the 32,000-38,000 ,\Ir cornplex. 

T o  id en tif^ in more detail sotiie of the epitopes recognized by IgG and Ighl 
antibodies, respectively, Jve used two previoiislv-described rat iiiAbs, IPLSml (a 
protective IgG2a antibody). and IPLSni3 (a blocking IgG2c antibody). Both of 
these antibodies recognize carbohj.drate epitopes on the 38,000 111, major surface 
antiçeii, and show crossirifiibition of biiiding. I i i  addition, the IPLSm3 mAb that 
recognizes the 32,000 and 20,000 ,\Ir rnolecules (1 l ) ,  suggesting either that they 
recognize striicturally-related but riot identical epitopes on the 38,000 il{, mole- 
cule, o r  that thev corripete stericallv. The  bincling of both IPLSml and IPLSm3 
to the 38,000 ' ~1 ,  niolecule coilld be iiiliibited 11). both IgG and IgM fractions of 
human infected sera. 

These findings indicate that the fa~iiilies of IghI and IgG antibodies in  human 
infected sera that have specificitv to schistosomulurn surface antigens include 
antibodies with specificity to the major 38,000 hl, antigen. Such antibodies may 
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compete ~ ~ 4 t h  each other, either by direct cornpetition for the same or  structur- 
allv-related epitopes, or by a steric inhibition of biiiding. 

Our results revealed the existence, among the various antibodies specifically 
directed against schistosomula surface in infected humari sera, of two particularly 
interesting at~tibodies. The first \vas of IgG isotype, and was able to induce the 
killing of S. mansoni schistosomula in the presence of hurnan eosinophils; the 
second was of IgM isotype, and shorved 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 Igh1 antibodies could be used as a nlarker of 
reinfection intensities to S. mansoni. \Ye performed a capture assay to measure, 
in human infected sera, the presence of IgM antibodies specific of the epitope 
present on the 38,000 1t1, antigen, as evaluated by using a second arm ~ 4 t h  IgG2a 
mAbs. Results revealed that the mean level of Ighl 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 IgAl 
antibodies in the pretreatment and the nuinber of eggs counted in the susceptible 
group at 12 mo after treatment, suggesting that such Ighl might be related to 
subsequent reinfection. The positive association betrveen IgbI levels and egg 
counts at anv g i ~ ~ e n  time suggested, first, that these Ighf antibodies mav be 
associated with antiegg i-esponses. and second. tliat thei fluctuate rapidlv 'witli 
tirne (16). Tliese results suggest that the production of blocking lgXl antibodies 
coiild be induced by the sanie epitope espressed on schistosoniiila and eçgs. 
Further statistical anal~rsis (Butter\\.orth et al.)' supported this hypotliesis. 

In conclusion, although Our evidence is derived froin in vitro stiidies, these 
findings indicate that susceptibilitv to reinfection after treatinent of S. mansoni 
infections in Inan might be explained in part by the presetice of schistosoniuluin- 
specific Ighl blocking antibodies. In addition, they suggest iiidirectlv a niajor 
role played by the effector IgG antibodies directed against the Al, 38.00O antigen. 
The  fact that these antibodies are a necessary but not liniiting factor in immunitv, 
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 Ig31 antibodies, statistical 
studies (Butterworth et al.)' raise the possibility that another rintibody isotype 
may block the protective response. The availability of tliis type of information 
would be of considerable importance in defining the nature of a vaccine capable 
of inducing the production of both effector and blockinç antibodies. However, 
anotl-ier approach to explain the prevention of immunity may involve idiotypic 
regulation, whereby the protective antibodies Inay be blocked by antibodies 
directed against the antigen-specific combining sites of effector antibodies (i.e., 
antiidiotype antibodies). Experiments are now utider way to test this hypothesis. 

Sumniary 
After the detnonstration of blocking antibodies during rat esperiiriental schis- 

tosomiasis, the existence of such factors \vas investigated in human scliistosomi- 
asis. The depletion, in sera from S. rnansoni-infected pateints, of a given isotype 
(1gX.I) either by protein A-Sepharose (PAS) absorption or by fast protein liquid 
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chroniatograpliy (FPLC) induced a significant increase in IgG-mediated killing 
of S. mansoni schistosomula by human eosinophils. Inhibition experiments 
showed that IgM-enriched fractions (PAS effluents) were able to inhibit eosino- 
phil-dependent cytotoxicity nlediated by IgG fractions (total sera o r  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. T h e  specificity of IgG and IgM for the 38,000 M ,  antigen was 
suggested by conlpetition experiments using two radiolabeled mAbs (IPLSm 1, 
IPLSm3) directed against this antigen. Moreover, crossinhibition between IgG 
and IgM antibodies for the M ,  38,000 antigen could be directly demonstrated. 
Tlie  in vivo relevance of such IgM bblcking antibodies in the context of human 
immunity to schistosomiasis bras evaluated in t ~ o  groups of children classified as 
resistant o r  susceptible to posttreatlnent reinfection. IgM antibodies specifically 
directed against the 38,000 M ,  antigen were measured by a capture assay. T h e  
mean levels of IgM antibodies were significantlv higher in the susceptible than 
in the resistant group both before and after treatnient. These results are 
consistent with the idea that iriiinunitv to schistosomiasis could be attributable 
not onlv to the existence of antibodies with defined effector furictiori, but also 
to the absence of blocking antibodies. T h e  description of the esiste~ice in human 
scliistosoiniasis of antibodv isotypes blocking the effector response rigairist defiiied 
surface targets might lead to a new linderstanding of the mecliariisrns reçulating 
in>riiu~iitv to reinfection against scliistosomes and possibly otlier parasites. 

l\'e tliank Prof. '4. B. Tonnel, Dr. H. Taeliiiaii, Dr. L. I'riri foi. access to eosinopliilic 
patients, and Drs. H. C. Kariuki, D. Koecli, AI. hlugaiiibi, and T .  K.  arap Siorigok (Keriva). 
\\'e are grateful to '4. Caron, J. P. Papin, S. Torres and G. hlarch:indisc for ttieir e s ie r t  
techiiical assistance. T h e  secretarial assistance of C. Colsori and 11. F. hiassard i\.as 
appreciated. 

Receivedfor publicatiott 13 June 1986. 

Refei-ences 
1. Capron, A., J. P. Dessaint, hl. Capron, 11. Joseph, and G. Torpier. 1982. Effector 

mechanisnis of imniunity to schistosornes and tlieir regulation. Immunol. Rev. 61:41. 
2. Buttertvorth, A. E., D. Li'. Tavloi., hl. C. I'eith, hl. .A. ['adas, A. Dessein, R. F. 

Sturrock, and E. \Vells. 1982. Studies on tlie iriechanisiiis of iiiirnunity in hunian 
schistosoniiasis. Irnmunol. Rev. 6 1 :j. 

3. Capron, A. ,  J. P. Dessaint, AI. Capron. and H. Baziii. 1973. Specific IgE antibodies 
in immune adherence of normal niacrophages to Schistosorna rnansonz schistosomules. 
Nature (Lond.). 233:44. 

4. Butterworth, A. E., R. F. Sturrock, 1'. Houba, and A. .A. F. llahrnoud. 1975. 
Eosinophils as mediators of antibody-dependent daniage to ~chistosornula. iVature 
(Lond.). 236:727. 

5 .  Capt-011, M., H. L. Spiegelberg, L. Prin, H. Bennich, A. E. Butterworth, R. J. Pierce, 
hl. A. Ouaissi, and A. Capron. 1984. Role of IgE receptors in effector function of 
human eosinophils. J. Imrnunol. 132:462. 

6. Joseph, hl., C. Auriault, A. Capron, H. l'orng, and P. Viens. 1983. r\ new function 
for platelets: IgE dependent killirig of schistosoines. Nature (Lond.). 303:810. 

7. Butterworth, A. E., C. H. Remold, 1'. Houba, J. R. David, D. Franks, P. H. David, 



KHALIFE E T  AL. 1639 

and R. F. Sturrock. 1977. Antibody-dependent eosinophil-mediated damage to 51Cr- 
labeled schistosomula of Schistosoma mansoni: Mediation by IgG, and inhibition by 
antigen-antibody complexes. J. Immunol. 6:2230. 

8. Capron, hl., A. Capron, G. Torpier, H. Bazin, D. Bout, and M. Jospeh. 1978. 
Eosinophil-dependent cytotoxicity in rat schistosomiasis. Involvement of IgG2a anti- 
body and role of rnast cells. Eur. J. Immunol. 8: 127. 

9. Capron, FI., H. Bazin, M. Joseph, and A. Capron. 198 1. Evidence for IgE dependent 
cytotoxicity by rat eosinophils. J. Immunol. 126: 1764. 

10. Capron, M., G. Torpier, and A. Capron. 1979. In vitro killing of Schistosoma mansoni 
schistosornula by eosinophils from infected rats: role of cytophilic antibodies. J.  
Immunol. 123:2220. 

11. Grzych, J. M., hl. Capron, C. Dissous, and A. Capron. 1984. Blocking activity of rat 
monoclonal antibodies in experimental schistosomiasis. J. Immunol. 133:998. 

12. Khalife, J., M. Capron, J. M. Grzych, H. Bazin, and A. Capron. 1983. Fc receptors 
on rat eosinophils: Isotype-dependent ce11 activation. J. Immunol. 133: 2780-2784. 

13. Grzych, J. hl., M. Capron, H. Bazin, and A. Capron. 1982. In vitro and in \.ive 
effector function of rat IgG2a monoclonal anti-Schistosoma mansoni antibodies. J .  
Immunol. 129:2739. 

14. Capron, A., XI. Capron, M.  Joseph, C. Dissous, and C. r\uriault. 1983. L'accination 
against schistosomiasis: Dream or  reality? In New approaches to vaccine development. 
Rosernary Bell and G. Torrigiani, editors. Schwabe and Co. AG. Basel, S~\.itzerland. 
460-475. 

15. Butterworth, A. E., P. R. Dalton, D. i V .  Dunne, hl. hluçari-ibi, J. H. Ouma, B. A. 
Richardson, T. K. arap Siorigok, and R. F. Sturrock. 1984. Inimunitv after treatinent 
of hunian schistosoiiiiasis niansoni. 1. Sturdy design, pretreatnient observations and 
the results of treatment. Trans. R. Soc. Trop. iCled. Hjg.  68:108. 

16. Butter\\.ortli, A. E., XI. Capron, J. S. Cordingley, P. R. Dalton, D. \\'. Dunne, H. C. 
Kariuki, D. Koech, XI. hlugambi, J .  H. Oiitna, XI. A. Prentice, B. A .  Richardson, T .  
K. arap Sionçok, R. F. Sturrock, and D. LV. Taylor. 1983. Iriiriiunit!. after treatmerit 
of huinrtn schistosomiasis. I I .  Identification of resistarit individuals, and analysis of 
their irnriiune responses. Trans. R. Soc. Trop. ;\led. Hjg. 79:393. 

17. Clegg, J. A., and S. R. Srnithers. 1972. The effects of iniriiune Rhesus rnonkey seruni 
on schistosornuia of Schistosoma tnansoni ciuring cultivation in vitro. Int. J. Parasitol. 
2:79. 

18. Lindmark, R., T. T. Kerstin, and J. Sjoquist. 1983. Binding of imrriunoglobulins to 
protein A and irnniunoglobulin le\+els in rnarnrnalian sera. J. Itnmunol. *LIethods. 62: 1 .  

19. Sampsori, 1. .A., A. S. 1-Iodgen, and 1. H. Arthiir. 1984. T h e  separation of immuno- 
globulin 11 froni huinan serurn by fast pr-otein liquid chroniatography. J. Immunol. 
Methods. 69:9. 

20. hlarchalonis J. J.. R. E. Cone, and V. Santer. 1971. Enzymatic iodination: a probe 
for accessible surface proteins on normal and neoplastic lymphocytes. Biochem. J .  
124:92 1. 

21. Dissous, C., C. Dissous, and A. Caproii. 1951. Isolation and characterization of 
surface antigens frorn Schistosoma mansoni schistosomula.  mol. Biochem. Parasitol. 
33215. 

22. Grzych, J. hl.. X i .  Capron. P. H. Lambert, C. Dissous, S. Torres, and A. Capron. 
1983. An anti-idiot1,pe vaccine against esperiniental schistosoiiiiasis. Nature (Lond.). 
3 16:74. 

23. Hunter, \Y. M., and F. C. Green~r.ood. 1962. Preparation of iodine 131-labelled 
human growtli hoi-nione of high specific activity. Nature (Land.). 194:495. 

24. Cesbrori, J. Y., A. Capron, G. Ovlaq~le, and F. Santoi-o. 1985. Use of monoclonal 



1640 IgM BLOCKING ANTIBODIES I N  HUXIAN SCHISTOSOMIASIS 

antibody in a double-sandwich ELISA for detection of IgM antibodies to Toxoplasma 
gondii major surface protein (P30). J. Immunol. Methods. 83: 15 1. 

25. Auriault, C., ;LI. Damonneville, C. Verwaerde, R. Pierce, M. Joseph, M. Capron, and 
A. Capron. 1984. Rat IgE directed against schistosomula-released products is cyto- 
tosic for Schistosoma mansoni schistosomula in vitro. Eur. J. Immunol. 14: 132. 

26. Hofstetter, hl., R. 'CV. Poindexter, E. Ruiz-Tiben, and E. A. Ottesen. 1982. Modula- 
tion of the host response in human schistosomiasis. III. Blocking antibodies specifically 
inhibit immediate hypersensitivity responses to parasite antigens. Immunology. 46:777. 

27. Steele, J.R., J. Amkerst, H. O. Sjogren, H. Vang, and 0. Lannerstad. 1975. Absorp- 
tion of blocking activity from human tumor-bearer sera by Staphylococcus aureus 
colvan 1. Int. J. Cancer. 15:180. 

28. hlathelv, G. D., L. F. Qualtierre, H. B. Neel, and G. R. Pearson. 1980. IgA antibodv, 
antibody-dependent cellular cytotoxicity and prognosis in patients with nasopharyn- 
geal carcinorna. Int. J. Cancer. 27: 175. 

29. Dissous, C., J .  hl. Grzvch, and A. Capron. 1985. Biochemical studies on the 30-40 
kDa Schistosoma mansonz surface antigen. iMol. Biochem. Parasitol. 16:277. 



ARTICLE F: APPROCHE IDIOTYPIOUE DE LA REPONSE IMMUNE SPECTFIOUE 

DE L'ANTIGENE 38 KDA DU SCHISTOSOMULE. 

L'antigène 38 kDa pose, par sa nature glycoprotéique, des réserves sur la 

possibilité de sa traduction in vitro dans les modèles couramment utilisés. D'autre part, 

l'induction par la même molécule d'anticorps effecteurs et bloquants limite considéra- 

blement son intérêt dans l'établissement possible d'une immunité. 

Ces résultats nous ont conduits à modifier notre approche initiale, qui consistait 

après la phase de caractérisation des antigènes potentiellement protecteurs à envisager leur 

traduction grâce aux techniques du clonage moléculaire, et donc à choisir l'alternative 

anti-idiotypique qui nous permettait de construire à partir d'un épitope glycanique son 

image interne protéique. 

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

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

Parmi les 29 anticorps monoclonaux sélectionnés sur la base de leur capacité à 

inhiber la fixation de l'anticorps IPL Sm1 à son antigène cible, un anticorps monoclonal 

d'isotype IgM a fait l'objet d'investigations plus approfondies qui sont à 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 l'anticorps IPL Sm1 (Abl) à son antigène 

cible GP 38 m a .  

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

fluorescence à la surface du schistosomule. 
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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 déjà décrites pour les sérums d'infection ou l'anticorps IPL Sm1 et 

transfèrent passivement un niveau de protection comparable à celui obtenu dans le 

cas de l'anticorps P L  Sml. 

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

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

Les propriétés exprimées par l'anticorps monoclonal JM8-36 et plus 

particulièrement celles liées à l'induction chez un animal naïf de certains 

paramètres de l'infection par S.mansoni, laissent supposer que cet 

anticorps porte l'image interne de l'épitope défini par l'anticorps IPL Sm1 

sur l'antigène 38 kDa. 
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An anti-idiotype vaccine against 
experimental schistosomiasis 
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Schistosomiasis is a parasitic infection of man which is widespread 
in tropical countries. a n d  which so  f a r  has  resisted a t temots  a t  
control.  W e  have been approaching the problem from an  immuno- 
logical angle. W e  have previously reportedi t he  production of a 
r a t  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, I P L S m l ,  was shown to  bind specifically 
t o  a schistosomulum membrane target antigen defined a s  a gly- 
coprotein of relative mol t cu la r  mass 38.000 (38K)'. which is 
strongly immunogenic in schistosome infection of various animal 
species including man'. Although theoretically the  38K protein 
represents a n  excellent candidate  for a potential vaccine against 
schistosoniiasis, the  glycanic nature of the  epitope recognized by 

Fig. 1 Inhibition of radioldhelled AB, antibody (IPLSml leG2a 
antibodyl to the 381: antigen. Expenments utere performed on 
PVC microtitre plates precoated with C,-109 lghl antibody (an S. 
mansoni rat monoclonal anribody which recognizes the 38K 
molecule but does not interfere aith IPLSml hindine). Each well 
of the PVC plates was coaied witn 100 FI of a 10 kg ml- ' solution 
of C,-109 lghl diluted with IOrnhl phosphate-bufltred saline 
(PBS), a procedure which gives better fixation of the 3ôK antigen. 
Afrer 2 h. the plates wcre washed twice in PBS bufier and saturared 
for 30min with 200 pl of a 290 bovine serum albumin (BSA) 
solution in PBS. The plates wcre then washed twice in PBS-0.14; 
BSA. A Nonidet P-40 cxtract of schisiosomula was added (100 pl 
antigen solution containing 100 pg of protein). After ? h exposure 
at 37 OC, plates wcre washed turicc in PBS-0.190 BSA bufler. For 
the test. 50 pl of i2sl-labelled IPLSml IgG-a was incubated with 
50 pl of sera at a dilution of 1/25 in PBS-0.1% BSA bufier for 1 h 
at 37 "C and for 16 h at 4 "C and the plates werc thcn washed three 
rimes in PBS-0.1% BSA buficr. Thc wells were counted in a 
y-counter. The pcrccniage of IPLSml inhibition binding was calcu- 
lated using the following formula: a - b l a  x 100= 90 of inhibition, 
where a = c.p.m. obtaincd whcn '"1-AB, was incubatcd with 50 pl 
of PBS-0.1 90 BSA bufier, and b. c.p.m. obtained when "'1-AB, 
was incubated with 50 FI senirn from a rat bearing a subcutaneous 
IPLSml hybridoma (E? 1, 50 pl scrum from a rat immunized with 
AB, (JM8-36) (s:, 50 pl serum from a rar immunized with normal 
lgM ( 3 1 ,  50 pl serum from a 4-week-infected rat (5)  or 50 pl of 
normal rat serum (iTJ) (mean of five duplicate exper iments~s .d . ) .  

Fig. 2 Humoral response to AB, immunization. a, Immuno- 
fluorescence tests; b, eosinophil-dependent cytotoxicity. Indirect 
immunofluorescence tests were performed' on deep-frozen sections 
of schistosomula ( 8  Fm). S. rnansorii schisrosomula 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 Jh18-36 (AB,) antibody purified 
from ascitic fluid as described previously". A 1-mg aliquot of the 
punfied preparation in physiological saline was injected sub- 
cutaneously at 2-heek intervals. Con~ro l  sera were obtained frorn 
rats injected in the same conditions with the IgM fraction of normal 
rat serum (3). Eosinophil-dependent cytotoxicity was measured 
after 45 h contact of skin schistosomula, preincubated overnight 
with the sera ar 3 final dilution of 1116. with a rat eosinophil-rich 
population 140-609'0 e0sinoph.i~ t .  The percentage cytotoxicity was 
compared at equivalent dilutions with control sera, normal rat 
serum (33) or serum from rats infected for 4 weeks with S. rnansoni 
(21. AI1 results correspond to a mean of Iwo duplicate 

expenments x s.d. 

I P L S m l  limits i ts 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 
IgC2c antibodies that  inhibit the  functional properties of I P L S m l  
both in vitro and in vivo4. Therefore, iollowing Jerne 's  n e t , ~ o r k  
theon-', we considered an alternative approach. t h e  p o s s i b i l i t ~  of 
immunization using anti-idiotype ani i jodies .  In the  present study, 
ra t  monoclonal anti-idiotype antibodies Here produced agains t  
IPLSn i l  (AB,).  Anti-idiotvpe antibodies (AB?) were selected bu 
their capacity t o  inhibit the  binding of radioiodinated AB,  to  its 
38K target antigen. Sera  i rom naive L O U  ra t s  immunized with a 
purified AB2 preparation contained specific anti-schistosome anti- 
bodies (AB,) which bound to 38K. AB, ant ibodies  were strongly 
cytotoxic for  schistosomula in the  presence of r a t  eosinophils and 
conierred highly significant protection by passive transier.  h los t  
importantly. ra ts  immunized with AB2 demonstrated marked pro- 
tection (5040°;~) t o  a challenge iniection. 

\ lonoclonal  ant ibodies  t o  I P L S m l  were  ob ta ined  in a 
homologous hybridtzation system. Male  L O U  ra i s  were  in jected 
subcutaneously  with 1 m g  of  purified l P L S m l  p lus  1 m g  o f  
glutaraldeh'ds-aggregared h u m a n  1gG in t h e  presence of com-  
plete Freund 's  adjuvant .  T w o  weeks  later,  t h e  ra ts  received a 
second injection o f  the  s a m e  preparat ion.  T h e  immuniza t ion  
was  completed by two  subcu taneous  in ject ions  o f  1 m g  of  
IPLSml  a n d  1 m g  of  aggregated h u m a n  I g G  in incompie t e  
Freund's ad juvan t  a t  2-week intervals.  T h e  Ouch te r lony  test w a s  
used to  select ra ts  showing the  highest r e sponses  a n d  sp l een  
cells f rom these  animals  were  fused with cells f rom t h e  I R 9 8 3 F  
rat myeloma cell line6 as  descr ibed previously' .  T h e  hydr id  cell 
s u p e m a t a n t s  were  screened fo r  thei r  ability t o  inhibi t  t h e  b ind ing  
o f  "'1-labelled l P L S m l  t o  t h e  3SK target  an t igen  coa ted  o n  a 
polyvinyl chlor ide  (PVC) plate.  F r o m  200 hybrid  cell sup-r-  
natants  ob ta ined  f rom Iwo successive cell fu s ion  exper iments .  
we selected 29 supe rna tan t s  i nduc ing  significant le\'els o f  inhibi -  
t ion (>70°h ). 

Analysis o f  t he  immunological  c o m p o n e n t s  o f  these  hybr id  



cell supernatants by the Ouchterlony test revealed that  in most 
cases (23129) they contained antibodies of the IgM class. The 
inhibitory activity of  hybrid cell supernatants on  IPLSml bind- 
ing to 38K strongly suggested that the antibodies produced were 
able to fix to a n  epitope of IPLSml which was close to  o r  p a n  
of  its antigen-combining site, indicating that AB, were paratope- 
induced antibodies beanng 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: 1s it possible to use AB2 antibodies 
to  induce the production of AB, antibodies which will reproduce 
the effector mechanism described previously in vitro both in 
experimental schistosorniasis' and with AB, antibody, involv- 
ing eosinophil-mediated cytotoxicityi ? Does this immunization 
lead to a significant protection of naive rats against a challenge 
infection? 

T o  answer the first question. we followed the kinetics of the 
antibody response in naive LOU rats immunized with AB2 
antibodies. Successive injections of purified IgM anti-idiotype 
antibody (JM8-36) for 4 weeks elicited anti-schistosorne anti- 
bodies (AB,) which were detected by indirect immunofiuores- 
cence on  cryopreserved S. mansoni schistosomulum sections. In 
al1 cases, the fluorescence reaction was observed at the surface 
level. These observations, suggesting a close correlation between 
the structure of the  anti-idiotype antibody and an epitope present 
o n  the surface of S. mansoni schtstosomula. were contïrmed by 
competition of AB, by AB, on radiolabelled membrane prepar- 
ations of schistosomula. AB3 preparations strongly inhibited 
the binding of AB, to the 33K molecule, indicating a close 
specificity for the sarne epitope i Fig. 1 ). 

We explored the  biological activity o i  these AB, antibodies 
induced by anti-idiotype irnmunization by determining their 
possible participation in eosinophil-dependent cytotoxicity 
reactions against S. mansoni schistosomula. A signiiïcant level 
of  cytotoxicity (70-90'; 1 \vas obsrwed. close to that mediated 
b:. a 4-week S. mansoni-infected rat serurn (Fig. 2) or  by the 
AB, monoclonal antibody itself'. 

46". Protection PcOOl 

Fig. 3 Passive transfer of AB, antibodies. Serurn ( 1  ml) collccted 
frorn JME-36 irnrnunized rats (H) or frorn rats irnrnunized wiih 
normal IgM (31 was injected intravenously into LOU rats infected 
4 h previously with 800 S. mansoni cercariae. Parasitic burdens 
were evaluatcd 3 weeks later by liver perfusionib. The nurnber of 
worrns obtained frorn these groups was cornparcd with the parasite 
burden of rats injected with I ml of physiological saline (3). 
Percentage prorecrion was calculated by the formula La - b ) / a  x 
100, where a =the number of worrns recovered frorn the saline- 
injectcd control group and b =the number OC worrns recovered 

frorn rat injected with I ml of AB, serum. 

Expt ï:50", Expt 2: lôUm 
Protection Protection 
PdO.01 Pc0.01 

Fig. 4 Protecrive effect of JhlS-36 irnmunization. LOU rats 
irnrnunized as described in Fig. 2 legcnd. giving positive irnrnuno- 
fluorescence reactions and sionihcant eosinophil-dependent 
cytotoxicity, were infected with SOO S. rnansoni cercanae. Parasite 
burdens were rneasured 3 weeks later D V  liver The 
nurnber of Worms obtained (rom rats irnrnunized with JMS-36 AB, 
antibodies 1N) was cornpared *ith those oatained frorn control 
groups. thar 1s LOU rats injecled with pnyslolo~icai saline tZ) or 
with lgX1 purihed frorn normal rat serum 11,. The percentage of 
protection was calculated by the iorrnuia i a - b ) l a  x 100. ~ n e r e  
a =the nurnber oi  uorrns obtdincd iron the saline-injected 
control group and b = rhc numaer oi  uorrns recovered frorn ABZ- 

lmmunized rats. 

The relevance of these iri cilro hndings was fully supponed  
by the demonstration that passive transier of AB3 antibodies t o  
naive rats resulted in a signihcant protection of these nnifiialr 
to  a challenge infection by S. rnansorit crrcariae (Fig. 31. 

Finally. we studied the direct p ro tec t i~e  eriect of a n  anti- 
idiotype immunization. In two series of experiments involving 
30 naive LOC rats. irnmunization with .AB2 resulted in 50-76% 
protection to a challenge infection (Fig. 4) .  

The work presented here clearly dernonstrates that immuniz- 
ation with a n  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 speciiic anti-S. mansorii antibodies in 
animals which had never been exposed to the parasite antigen. 
The antibodies produced exhibiied the same sprcificiry for the 
3SK molecule as the original AB, monoclonal antibody used t o  
produce the anti-idiorype antibody, suggesting that the AB, 
produced may represent an internal image of the original 
epitope. However, most irnponantly. such experiments raise the 
possibility of inducing a strong immunity against schistosomes, 
as  shown by both active imrnunization and passive transfer 
exoeriments. 

Thus, immunization with anti-idiotype antibodies represents 
an alternative approach to  imrnunization against pathogens. 
.L\lthough recent studies have produced encouraging r e s u ~ t s ~ - ~ '  
concerning the poiential substitution of conventional vaccines 
by anti-idiotype antibodies. this strategy is only in its early 
stagesi3. In the content of schistosomiasis, idiotype \.accines 
could be of panicular 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 evidencei" that al1 the specific effector rnechanisms of 
irnmunity described in this model also occur in human infection. 
The possibility of using such imrnunization procedures in  
humans remains unexplored and  cannot be directly extrapolated 
from experimental infections. However, work in progress in Our 
laboratory, indicatinp the existence of cross-reacting idiotypes 
in human schistosome infection, is encouraging. 
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ARTICLE G : MISE EN EVIDENCE D'UNE SPECIFICITE EPITOPIOUE CROISEE 

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

Dans le cadre de l'optimisation des immunisations anti-idiotypiques, nous avons 

envisagé le couplage de l'anticorps JM8-36 à une protéine porteuse couramment utilisée, 

l'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata, plus connue sous l'abréviation 

KLH. 

Ces travaux sont à 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 à notre 

observation originale, et révèlent une étroite identité structurale entre l'épitope de l'antigène 

38 kDa reconnu par l'anticorps IPL Sm1 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'irnrnunoflorescence. 

2") Les anticorps anti-KLH immunoprécipitent dans les extraits membranaires du 

schistosomule l'antigène 38 kDa du Schistosome et inhibent la fixation de 

l'anticorps IPL Sm1 à son antigène cible. 

3") L'anticorps IPL Sml, comme les sémms d'infection expérimentale, reconnaît 

différentes structures de la molécule de KLH de poids moléculaires conipris entre 

150 et 200 kDa. 



4") L'anticorps anti-idiotypique JM8-36 inhibe d'autre part significativement la 

réaction de fixation de l'anticorps IPL Sm1 à la KLH. 

5")  La déglycosylation de la molécule de KLH abolit son activité inhibitrice sur la 

liaison de l'anticorps IPL Sm1 à son antigène cible (38 D a ) ,  ainsi que son pouvoir 

inducteur d'anticorps spécifiques du Schistosome. 

6")Ltidentité structurale se double d'une identité fonctionnelle puisque l'immuni- 

sation de rats par la KLH induit la production d'anticorps hautement cytotoxiques 

pour les schistosomules en présence d'éosinophiles et protecteurs vis-à-vis d'une 

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

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

(50 à 76%) à l'encontre d'une infection ultérieure par S.mansoni. 

L'identité structurale et fonctionnelle existant entre  les copules 

glycaniques de la KLH et de l'antigène 38 kDa du  S . m a n s o n i ,  

conjointement à la démonstration chez l'homme d'anticorps capables 

d'inhiber la liaison de l'anticorps IPL Sm1 à la KLH, ouvrent une nouvelle 

approche dans la séroépidémiologie des schistosomiases. Cette relation 

permet d'autre part l'accès à la purification d'un épitope parasitaire 

inaccesible du fait de sa faible représentation pondérale. 



ARTICLE G 
SCHISTOSOMA MANSONI SHARES A PROTECTIVE 

CARBOHYDRATE EPITOPE W I T H  

KEYHOLE LIMPET HEMOCYANIN 

BY JEAN-MARIE GRZYCH, COLETTE DISSOUS, MONIQUE CAPRON, 
STEPHANE TORRES, PAUL-HENRI LAMBERT,* AND ANDRE CAPRON 
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Recherche et de Formation en Immunologie, Département de Pathologie, ChfV 121  1, 

Genève 4, Switzerland 

T h e  production of niAbs of various isotypes to Schistosoma mansoni has greatly 
contributed to the appreciation of the function of antibodies in the inimuriity 
against schistosomiasis, and  has allowed the characterization of several potential 
pr-otective antigens. Using this approach, we clearly established in previous . 

studies (1, 2) the close relationship existirig betnreen a 38,000 iM, S. mansoni 
schistosornulurn surface antigen and the expr-ession of eosinophil-~nediated killing 
of  scliistosomula. T h e  38,000 M, antigen was initially characterized bv the 
IPLSrnl rat  IgG2a mAb that exhibits a rnarked eosinophil-dependent cytotoxicity 
a n d  passively transfers a high degree of protection towards a cercarial challenge 
(1,  2). This  particular surface antigen !vas also shown to react with polyclonal 
antibodies present in various infected hosts including mice, rats, nionkeys, and 
humans (3). Additional studies revealed that 97% of a group of 120 Brazilian 
patients with S. mansoni infection produced circulating antibodies açainst this 
antigen, suggesting that the 38,000 hl, molecule corresponds to a potent immu- 
nogen in man. More interestingly, the antibody response was demonstr-ated to 
appear in young children, to be maximal in older patients, and sholved a 
parallelism with the prevalence and the intensity of the infection. This indicated 
that the antibody response against the 38,000 hl, antigen could be considered 
a n  important marker of S. mansoni infection (4).  

Although the 38,000 iM, antigen initially appeared as a good candidate for the 
molecular cloning and  subsequent studies, the glycanic nature of the  epitope 
recognized by the IPLSml rnAb liniited its in vitro production by recombinant 
DNA methodology. Secondly, tlie 38,000 M, antigen was shown ( 3 )  to  bind the 
IPLSni3 mAb of IgGPc isotype capable of blocking both in vivo and  in vitro 
effector function(s) of the IPLSml IgG2a mAb. We recently demonstrated (6) 
the  existence of similar blocking antibodies specific to the 38,000 121, molecule 

This  work was supported by INSERM U 167-CNRS 624 and by grant 0-7383 from Edna McConnell 
Clark Foundation. Address correspondence to Jean-Marie Grzych, Centre d'Immunologie et de 
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in hunian infection a n d  correlated the level of such blocking antibodies with the  
presence o r  abserice of  i~iimunity to  reinfection. 

T h e  protective role of the 38,000 M, molecule and particularly the effect of 
its IPLSm 1 -defined epitope was also supported by an  antiidiotype antibody probe. 
An antiidiotype antibody Ab2 produced against the IPLSml antibody (Ab l )  
elicits by immunization polyclonal Ab3 antibodies exhibiting specificity for the  
38,000 &Ir 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 deçree of resistance to a cercarial challenge 

(7). 
Receiitlv, experinients performed on rats iinmunized with Ab2 mAb conju- 

gated t o  K L H  (currently used as a carrier in immunization witli syntlietic 
peptides) led us to niake some unexpected observations. W e  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 LW, schistosomula surface 
antigen. This observation was also supported bv the demonstration that the 
csrboliydrate epitope of  the 38,000 d l ,  antigen that is present at the earls life 
cvcle stages of S. mansoni (miracidia) is also expressed bv the intermediate host 
~iornphalaria glabrata as rvell as by other freshwater snaiis (8). 

In the present work, we provide new evidence for the existence of a shared 
epitope between KLH and  the 38,000 '11, antigen, and that KLH imrnunization 
elicits in rats the production of anti-S. mansoni antibodies with sirnilar effector 
functions to those induced during the course of infection. It'e have esploited 
tliese latest results to investigate further the biological and  ininiunological prop- 
erties of this particular epitope. 

Mater-ials and LIethods 
Parasites. Ttie Puerto Ricari strain of S. mansoni \vas used iii al1 Our experirrients. The  

parasite cycle !+.as maintained in our laboratory with the use of B. glabrata snails as 
invertebrate intermediate hosts and Golden harnsters, i\lesocricetus auratus,  as vertebrate 
definitive hosts. Schistosoniula of S. mansoni prepared according to the niethod of 
Ranialho-Pinto et al. (9) and referred to as niectianically prepared scliistosoiniila were 
used throuçlioiit the tvork. For al1 the cytotosicity assa).s. however, schistosomula were 
prepared according to the skin penetration technique described by Clegç and Srnithers 
(10) and  referred to as skin-traiisformed schistosomula. 

,\~onoclonal Antibodies. IPLSrn 1 rri.Ab is a purified anti-S. mansoni antibody of IgG2a 
isotype (1). I t  \\.as produced after fusion of spleen cells froni rats infected with S. tnansoni 
for 5 tvk and the rionsecretory IR953 F niyelonia cell line ( 1  1). It was purified by DEAE 
ion-exchange cliromatography accordiiig to the nietliod of Bazin et al. ( 1  2). For inhibition 
esperinients, purified 1 PLSiril antibodies were radiolabeled with 125iodine by the chlora- 
mine T rnethod (1 3). 

JAIS-36 antibody is a rat antiidiotype niXb of IgXI isotype specific for the IPLSml 
antibody ('7). Purified fractions of JllS-Stj were obtairied by gel filtration cliromatography 
according to Bazin et al. (12). 

Antigens and  immunization procedure. Pur-ified Iyophilized KLH (mol wt ,  3 x IO6 to 
7.5 x 10" )\-as purchased frorri France Biochern. (Xleiidon, France). For inhibition 
experinierits, KLH tvas radiolabeled ~ \ ' i t l i  l y 5 1  by the chlor-arnine T rnethod (1 3). Degly- 





AI, antigen. -4fter 2 11 of  exposure at 3 i 0 C ,  plates were washed twice in PBS/O.l% BSA. 
For the inhibition test, 50  pl of '251-labeled IPLSml in PBS/O.l% BSA were incubated 
with 50 pl of inhibiting factor. After 2 h at 37°C and IS ti at 4"C, plates were washed 
three tirnes rvith PBS/O.l% BSA (100 pl/mI) and the wells were counted in a gamma 
counter. T h e  percentage of inhibition was calculated according to the forniula previously . 

defined. 
Inhibition of Rndiolabeled IPLSm l Binding to KLH by Sera from Infected Patients. 

Inhibition esperinients were perfornied 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. Biitterworth, (Cambridge 
University, United Kingdom). Normal hurnan sera were obtaiiied froni subjects without 
any parasitic infection. For the test, 50 pl of "'1-labeled IPLSnil wer-e incubated 1 h at 
37°C arid 16 h at 4°C rcith 30 pl of diluted infected or  normal sera (dilution 1:50 in 
PBS/O. 1 lo BSA). Plates were then washed three times in PBS/O. 1 % BSX and wells rvere 
counted i r i  a gamma couriter. The  perceritage of inhibition !vas rneasured accordinç to 
the formula ciefined above. 

Eosinophil-dependent Cjtotoxicity. T h e  cytotoxicity assavs were perforrned on S. mansoni 
skiri schistosoniula, as previouslv described by Capron et al. (19). Brieflv, effector cells 
were obtained from LOU rats stiniulated 48 h previouslp by intraperitobeal injection of 
10 r i i l  0.9% NaCI sterile physiological saline solution: peritoneal cavities rvere rvashed \\.ith 
20 riil Eagle's XIE11 containin; periicilliri (100 U/iiil), streptorriycin (30 U/niI), 1% XRS. 
20 ng/nil syiitlietic tripeptide (glyc!.I-tiistid!.I-lysine [ T R I ] .  Calbiocheni-Beliririç Corp., 
San Diego. CA) and 25 I t i / i i i l  calciilni liepiirinate (JIEhI/SRS/TRI). Eosinophil-rich 
popiilatioris u.ere preprired b! allol\.ing these peritorie;il cells (3-7 x 10"/riil in 
XlEJl/NRS/TRI) to adtiere for 2 h at 37 OC in 23-cm' tissue ciiltiire tlask (Corriiris Glass 
itrorks, Cornirig, NY). T h e  nonadliererit cells of each tissue culture flrisk were recoverecl. 
pooled. and r\.asheci trvice i i i  ;\IE;\l/NKS/TRI. ,-Ifter stairiing t v i t t i  D i scornb~ '~  ciiluerit or  
toluidirie blue, this cell populatiori 1t.a~ sho\\.ri to corit;iiri 4O-CjOcZ- ~ o s i ~ i o p l ~ i l s  ;ilid -1- 10% 
iiiast cells. Tlie cytotosic assa! \\.as carried out i r i  sterile pliistic riiicroplates witti flat- 
bottomed wells (Nuncion, Roskilde, Denmark). 30 schistosomula J%.ere addeci to each tvell 
and incubated overnight with 30 pl of KLH-iirirnunized rat sera (KIRS), DKLH-irnniu- 
nized rat sera (DKIRS), o r  30 pl NRS or irifected rat seruiii (IKS) nt a firial tlilutiori of 
1:lG (sera rvere previously heat-inncti\.nted for 2 l i  at 36'C). .-\fter 1Y h incubation at 
37°C. effector cells tvere adcled in a 100 pl of JlESl/NRS/TKl at  a ratio of 6,000 effector 
cells for one schistosorn~ilurn. Tlie plates containirig effector cells and serisitized targets 
rvere incubated in a 5% CO2 humiciified atriiosphere at 37°C. Tlie percencage of 
cytotoxicity was measured after 24-48 li by niicroscopic exarnination. 

Passive Transfer Experiments. 2 rnl of sera from rats ininiuriized lvith KLH (KIRS) 
were injected intravenously into rnale LOU rats (10 rvk  old. 150-200 g) that had been 
infected with 800 S. mansoni cercariae 4 h previoiislv. Parasite burderis evaluated 3 
wk later by the liver-perfiision technique accordini to Sriiithers ancl Terry (20). T h e  
number of wornis obtained froni rats irijected with KIRS Ivere coriipared tvith those 
obtained from control groups (rats injected with 2 ni1 of physiological saline solutioii or  2 
ml of NRS). T h e  percentage of protection was calculated by the forniula (21): 100 x (a  
- b)/a, ~vhere  a is the number of lvorms recovered from rats injected xvith 2 ml of 
phvsiological saline solution and b is the nurnber of ivorms recovered from rats injected 
with KIRS. 

Actiue Immunization. For active ininiunization esperiinents, rnale LOU XI rats (10 wk 
old, 180-200 g) were ininiuriized twice n t  2 t\.k intervals by iiitraperitonenl injection of 1 
ml of pliysiological saline solution containiriç 100 p,a of KLH. 3 wk after the secorid 
injection, rats were infected with 800 S. mansonl cercariae. ?'lie worin r-ecovery and the 
evaluation of the percentage of protection were perforriied as described above, 3 wk  after 
the cercarial challenge. In these espeririients, rats injected with 1 r r i l  of physiological 
salirie soliition were used 3s negative controls. 
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FIGURE 1. Epitopic identitv between S. mansoni 38,000 Al, antigen and KLH. (,-1) ''51-labeled 
schistosornula surface anrigens were iiiiniunoprecipitated bv 10 pl of NRS, IRS, KIRS. or 10 
pg of purified IPLSinl mAb. (B) KLH-purified preparatiori \cas annlyzed in a 10% SDS- 
polyacrylaiiiide gel under reducing conditions and then traiisferred to nitrocellulose. Inimu- 
nodetectioii !vas performed with 5 pl of NRS, 5 pl IRS, 5 pl of KIRS, or 10 pg of purified 
IPLSm1 antibody. 1\1, X IOe3  are shown. 

Results 

Antigenic Community between KLH and the 35,000 111, iintigen. The existence 
of a cornnlon aiitigenic structure shared by KLH and S. mansonl \vas investigated 
by immunoprecipitation and Western blotting methodologies. Imniunoprecipi- 
tation of radiolabeled schistosomulum antigen (Fig. 1 A) showed that sera from 
rats iminunized with KLH recognize a 38,000 ill, antigen present on the 
schistosomulum surface and previously demonstrated as the target antigen of the 
IPLSI~I-protective niAb (2). Additionally, the analysis of a purified fraction of 
KLH by SDS-PAGE under reduciiig conditions (Fig. 1 B) revealed by Western 
blotting tliat IPLSni 1 mAb and infected rat sera recogriize in KLH two molecules 
of -1 30-200 X 1 o3 mol ivt. 

Inhibition of IPLSml Binding to KLH. Binding of 1251-labeled IPLSni 1 to KLH 
coated on PVC plates \vas shown to be strongly inhibited in a dose-dependent 
manner by various concentratioiis of unlabeled IPLSml. Similar levels of inhi- 
bition could be obtained in the presence of S. rnansoni-infected rat sera (Fig. 2). 

Epitopic Community. The stl-uctural identity bet\veen KLH and the 38,000 Al ,  
antigen epitope defined by the IPLSml mAb was further studied iii inhibition 
experiments performed in the presence of tlie JM8-36 antiidiotype antibody 
specific for IPLSml antibody. Results il1 Fig. 3 A  show that Jh18-36 antibody 
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2 .  Dose-dependent inhibitiori of IPLSrn 1 /RLH binding. 
antibody iiere incubated wiih 50 p l  of various concentratioris 
4 wk IRS, or  50 FI of NRS. 

50 pl of 1"51-labeled 
of unlabeled IPLSnii. 

KLH IPL JM836 1gM KLH IPL JM836 1gM 
Sm1 Sm1 

FIGURE 3. Inhibition of IPLSriiI/KLH bindinç by J\lS-36 nntiidiotype antibody. (.4) 50 P I  
of 1251-labeled KLH were incubated witli 50 ,uI of a solution connining either 50 ~g of KLH. 
lPLSrnl nntibody, J\18-36 antiidiotype antibody or  irnrelated Ip\l.  on plates coated i\8itli 
~ u r i f i e d  IPLSriiI nritibody. (B) 50 of "51-labeled IPLSrnI Jiere incubated irith 50 Pl of ilie 
sarne solutions on plates conted \r.ith native KLH. 

iiiliibits tlie bindi~ig of "'1-labeied KLH to IPLSliil antibod! coated on PVC 
 lat tes at a level cuiiiparable to tliat obtairied eitlier itrith "nlabeled 1. \LH o r  with 
piirified IPLSni 1 antibody. Aloi-eo\.cr. JAIS-3G a r i t i i d i ~ t ~ p e  antibody cari aiso 
iiiliibit "'1-labeled IPLSII~I  biridiiig to KLH coated on PVC plates at a Ievel  
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FIGURE 4. Inhibition o f  '"1-IPLSml binding to the  38,000 A l ,  antigen. ( A )  30 pl of various 
concentrations of native K L H  o r  DKLH were incubated with 50 pl of  '251-labeled IPLSrnl 
m h b  (100,000 cpm/well). (B) 50 pl of  1 5 0  diluted sera collected from KIRS. DKLH 
immunized rats, 4 wk IRS, NRS. or IPLSml ascitic fluid were incubated with 50 pl of  "'1- 
labeled IPLSrn 1 antibody (IO5 cpm/well). 

cornparable to that seen with unlabeled IPLSm 1 o r  KLH. These  results therefore 
suwuest a close structural identity between the antigeiiic deterrninant of KLIH, 
the intei-na1 iniage of  the antigen espressed on JXIS-36 aiitiidiot).pe antibody, 
and  the 38,000 111, antigen epitope defined bj. the IPLSrn 1 mXb. 

Involvement of Carbohydrate ,'lloieties. T h e  previous denionstration that 
IPLSrn1 nlAb binds to the 38,000 antiçen via a çlycaiiic epitope (2)  led us to 
compare the imrnunoloçical properties of native and degl).cosvlated KLH. Native 
KLH preparatioiis used at various coricentratioiis inhibit tiie binding of '"I- 
labeled IPLSml to its 38,000 Al, target antigen. This  actileity is completely 
abolished svhen KLH is deglycosvlated by TFXIS treatnient (Fiç. 4'4). Xdd'  I L I O ~ -  ' 

ally, a marked inhibition of bindinç of "'1-labeled IPLSinl could be induced 
with KIRS o r  IRS, but  not r\.ith the sera from rats immunized rvith DKLH o r  
NRS (Fig. 4 B). 

Eosinophil-dependent Cjtotoxicity. T h e  1-elationship betr\.een the existence of 
antibody-mediated eosinophil-dependent cytotoxicitv for schistosomula and  the 
38,000 111, antigeii prompted us to  investigaie the pre;ence of  cytotoxic antibodies 
in the sera collected from rats immunized with KLH. Tl ie  cytotoxic activity of 
anti-KLH ra t  sera was investigated in the presence o f  nor-rnal rat eosinophils. In 
these pai-ticular conditions, anti-KLH rat sera were sho\\.n to eshibit a marked 
killing activity to\vards S. mansoni skin schistosoniula ranging bet~veen 46 and  
94% and comparable to that usually obtained using 4 ~vk-IRS (19) o r  the 
protective mAb IPLSm 1. No cytotosicity \iras observed with sera collected from 
rats immunized with DKLH (Fig. 5). 

Passively Transferred Immunit)). T h e  potential protective role of anti-KLH rat 
sera was investigated by passive transfer esperiinents in naive LOU rats. T h e  
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FIGURE 5 .  Eosinophil-dependent cvtotosicity for S. rnansoni schisrosornula. Tlie percentrige 
of cytotoxicity was rneasured after 4 8  li of iricubatiori with effector cells tLOL' rat peritoneal 
cells eririched in eosinophils): schistosoriiula were preiriciibated either wit i i  LIRS. DKIRS. 4 
~ v k  IRS, NRS, o r  IPLSrnl rnAb (rneari of 10 duplicrite experirneiits -t SD). 

parasite burden was evaluated by liver perfusion 3 w.k after a ctiallenge infection 
rvith 800 S. mansoni cercariae. Resuits preserited in Fis. 6.4 iridicated that 
antibodies produced in KLH-inimuiiized rats passively transfèrred iriimunitv to  
a degree (48%) very close to tliat previously observed for the IPLSnil m ~ b ' .  In 
these experiments, rats receiving KIRS presented a lot\-er nuniber of lvorms 
~vhen compared with rats treated with NRS o r  phvsiological saline solution (Fig. 
6 A ) .  

Active Immunization. T h e  protective effect of irnmunization rvith KLH was 
studied in naive LOU rats irnniunized twice at 2 1t.k intervals ~vith 100 pg of 
KLH and infected 3 wk after the secorid injection by 800 S. mansoni cercariae. 
T h e  effectiveness of  the procedure \vas evaluated 3 ~ % , k  after the challenge 
infection by liver perfusion. T ~ c o  series of esperiinents involving a total of 24 
rats deinonstrated that rats previously imrnunized 1t.ith KLH presenced a signif- 
icarit decrease in the parasite burden lvlien cornpared with appropriate controis 
(rats treated rvith physioloçical saline solution). Tlie level of protection obtained 
in these experirnents ranged betrveen 50 and 70% (Fig. GB) .  

Studies on Sera fro~n Hurnans Irzfected with S. rnansoni. Previous studies (4) Iiave 
demonstrated tliat the 38,000 111, antigen ulycoprotein is a major imrnunogen in 

3 
huinan infection and induced the proc~~lction of specific antibodies in 97% of S. 
mansoni-infected patients. T h e  potential Lise of  KLH for the detection of anti- 
S. mansoni antibodies in hunian sera r a s  explored using a cornpetitive RIA with 
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FIGURE 6. In vivo protective role of anti-KLH antibodies. ( A )  1.5 ml of KIRS, 1.5 ni1 of 
NRS. or  1.5 ml of physiological saline solution were injected intravenouslv into each rat 
(groups of sis animals in each test) that had been infected 4 h previouslv with 800 S. mansoni 
cercariae. (B) K I R  or rats injected with physiological saline solution (C) were infected wirh 
800 S. mansoni cercariae. In A and B, the number of Worms was estimated bu liver perfusion 
21 d after the challenge infection. 

TABLE 1 
Inhibition of '2'1 IPLSml Bindirzg to K L H  6s Human Serum 

Human sera source 
Percent inhibition 

2s D 

S. mansoni-infected human sera (n = 20) 68 2 13.3 
Normal human sera (n = 20) 0.5 t 1.1 

50 of '"1-labeled IPLSnil ( I O 5  cprn/\\.ell) were incubated on piates 
coated wirh KLH for 1 h at 3i0C, and for 16 h at 4 C with 30 pi of I:50 
diluted infected or  normal sera. 

PVC plates coated with KLH. Results summarized in Table 1 and concerning a 
limited series of huinan infection sera show that the latter significantly inhibit 
the binding of radiolabeled IPLSrnl antibody to KLH (68 2 13.3%). No 
significant levels of inhibition were obser~red with the various coritrol sera (3.3 
-e 1.1%). 

Discussion 
T h e  experimental data reported here clearly demonstrate that the imrnuniza- 

Lion of naive LOU rat  with purified heniocyanin of ~\legathura crenulata (KLH) 
elicits the production of  specific anti-S. mansoni aritibodies exhibiting both in 
vitro and  in vivo effector fuiictions tol\,ards S. ~nansoni schistosomula, i~idicating 
therefore the presence of  a functioiial crossreactive epitope between KLH a n d  
the 38,000 121, antigen. 

These  observations found a molecular basis in the demonstration that sera 



collected fi-orn KLH-ininiunized rats contain antibodies able to immunoprecipi- 
tate frorii a schistosoiiiula extract the 38,000 'b1, surface antigen previously 
reported as the target antigen of the protective IPLSrnl mAb and of antibodies 
froni hurnan or experiniental infection sera. The antigenic similarity was con- 
firnied by Western blotting analysis of KLH in which two molecules of about 
150,000 and 200,000 ,VI, were recognized both by IPLSml mAb antibody or S. 
mansoni-infected rat sera. 

The  existence of a shared epitope between KLH and the 38,000 ilIr antigen 
ivas fully supported by the results obtained in inhibition experiments performed 
usinç the JM8-36 antiidiotype antibody. The  latter induced both a marked 
inhibition of binding of 12"I-labeled KLH to IPLSml antibodv or of 1251-labeled 
IPLSnil to KLH, suggesting therefore a close structural identity between the 
epitope of KLH, of the 38,000 iVI, antigen and the interna1 image of the 38,000 
12/1, epitope presented by the JM8-36 antiidiotype antibodv. 

T h e  glycanic nature of the portion of the KLH niolecule recognized by the 
IPLSm 1 antibody was established by further inhibition experiments. Deglvcosy- 
lation of the native KLH by TFMS treatment abolished the inhibitorv effect of 
KLH on the bindirig of labeled IPLSm 1 to its target antigen. On the oilier hand, 
sera collected frorii rats inirnunized with DKLH were completelv devoid of 
inhibitory activitv on IPLSni 1/38,000 hlr antigen binding when compared with 
the sera obtained froni rats inimuriized with native KLH, or rats infected &th 
S. rnansoni. Tliese results confirnied the close structural and cheniical identitv 
bet\\peeri KLH and the 38,000 ,\.Ir antigen previouslv demonstrated to bind the 
IPLSni 1 mAb through a glycanic epitope. 

Tlie functional pi-operties of the carbohydrate epitope present on native KLH 
molecules wei-e studied in the light of the relationship previousiv reported 
betu,een killing of schistosoniula mediated by nornial rat eosinophils and the 
38,000 &Ir schistosomula surface antigen (1). A marked level of eosinophil- 
dependent cytotoxicity was observed in the presence of sera collected from KLH- 
immunized rats, cornparable to that obtained i\.ith IRS or IPLSnil mAb; no 
cytotoxicity \vas obsei-ved with the sera frorn rats immunized with DKLH. These 
results indicated that, together with a structural identity between KLH and 
38,000 ibIr carbohydrate moieties, the KLH epitope recognized by IPLSml 
antibodies expressed similar immunoiogical functions and eiicited by immuniza- 
tion the production of cytotosic antibodies. The effector functions of anti-KLH 
antibodies ivere also confirmed in vivo by passive transfer experiments. Sera 
collected from rats iriiriiuriized t\,ith KLH were found to be protective, when 
passively transferred to rats, to a deuree similar to that induced by the IPLSml 

3 
antibody. hlore importantlv, the prior immuiiization of naive LOU rats with 
pr i f i ed  KLH gave a Iiigh ievel of protection toivards a subsequent S. rnansoni 
cliallenge. The  parasite burden estimated by liver perfusion methodology was 
significantly 1-educed when conipased t\.ith appsopriate controls. 

These latest data increase the interest for the i\..ell-defined character izat i~~ 
and isolation of this glycanic epitope shared both by KLH molecules and the 
38,000 ,\.Ir schistosomula surface antigeri, and ~~otentially available for an im- 
niuiioprophylactic approach towi-ds scliistosorninsis. Froni these encouraging 
results, observations in various esperi~nentril infection models and particularly 
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in primates to evaluate the immune response against this glvcanic epitope should 
follo\.v. 

In man, preliminary investigation performed iising a competitive RIA allows 
the characterization of specific antibodies that can inhibit the bindinç of IPLSm 1 
antibodv to KLH in the sera of S. mansoni-infected patients. Although the 
existence of natural antibodies to  KLH in sorne individuals has been reported 
(22), no significant level of  inhibition was observed with the various control sera 
used. T h e  fact that almost al1 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. Ive are 
a t  present applving this methodology to a large series of well-docuinented sera. 

This paper brings neri. evidence that the carboli~drate moieties of hlegathura 
crenulata Iiemocyanin (KLH) express the epitope ;reviouslv characterized on a 
major imniunogen 38,000 M ,  anticen of the parasite S. mansoni and clearly 3 
demonstrate its capacity to elicit by immunization the production of functional 
antibodies bot11 in vitro and in vivo. Such obse.rvations appear to have several 
niajor consequences. 

T h e  close structural and functional identitv between KLH carbohvdrate nioie- 
ries and the glycanic epitope of the 38,000.11; antigen provides neii7 opportuniries 
to aiialvze further in man and animal models the isotypes induced toiisards a 
potentially protective epitope. KLH could represent in this coiitest a valuable 
tool for the identification of the human antibody isotype(s) directlv irivol~ed in 
tlie eosinophil-mediated killing of schistosornula. 

T h e  characterization on the KLH niolecule of a functional epitope recognized 
by tlie protective IPLSm 1 niAb offers ne\+- opportunities to purifv a large amount 
of tlie 01igosaccha1-ide for the studv of its cliemical structure. 0 " r  currelit work 
i~siilg mass spectroscopg aiialysis o'f the purified KLH oligosaccliarides reiiders 
access to a well-defined structure feasible in the near future, a fii-st step in the 
production of s).nthetic oligosaccharides. Such niaterial cocild certriinlv provide 
essential information concerning the potential relations esistinç betiveen the 
che~iiical nature of a functional epitope and the preferential induction of specific 
antibody isotgpe(s). This latest point appears to be essential since ive previously 
denioristrated in schistosoiniasis the production of blocking mXbs tol\.ards the 
38,000 ,\Ir çlycoprotein antigen. Tu-O wavs of investigation could be proposed at 
this stage. either a slight niodification of the initial chernical structure of KLH 
carbohvdrate moieties involved in the production of functional antibodies o r  the 
production of neoglycoproteins obtained by a chemical condensation of KLH 
oligosaccharides riyith various carrier proteins. These esperiments could certainlv 
lead to the appreciation of the real role plaved by the carrier proteic structure 
in the orientation of the iinrnune response to\\,\.ards a specific epitope. In this 
contest, ive plan to apply such an approacli to the P2S aaritiçen of S. mansoni 
recently described (23) as pronioting a protective immune response in rats and 
mice against S. mansoni infections. 

Moreover, our  findings have to be considered in the çeneral frameivoi-k of the 
antigenic community esisting betveen parasites and their hosts. This concept 
established in our laboratory some 20 ),r aço indicates that some antigenic 



determinants were present both on S. mansoni and its snail intermediate host B. 
glabrala (24) and elicited the production of antibodies appearing early during 
e ~ ~ e r i r n e n t a l  o r  human infection (25). These results, confirmed in several 
laboratories (26-30), were recently updated bv the demonstration that the 
glycanic epitope of the 38,000 ILI, glycoprotein that is a major immunogen of S. 
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 \vas found in a marine mollusc ~Vlegathura crenulata that has been in 
existence for several million years. 

Finallv, 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 o r  animals, to 
know that it can lead to the production of anti-S. mansoni antibodies. 

Summary  

T h e  glycanic epitope of the 38,000 X I ,  Schistosoma mansoni schistosomula 
major immunogen defined by the IPLSml protective mAb was identified in the 
hemocvanin of the marine mollusc illegathura crenulata, better known as KLH. 
This  antigenic community \iras exploited to investigate further the biological 
~ r o ~ e r t i e s  of this epitope. KLH was shown to strongly inhibit the binding of 
IPLSml mAb to its 38,000 iM, target antigen. Immunization of naive LOU rats 
rvith KLH elicited the production of anti-S. mansoni antibodies capable of 
immunoprecipitating the 38,000 hl, schistosomulum antigen. Xntibodies to KLH 
mediated a marked eosinophil-dependent cytotoxicity and passivelv transferred 
immunity towards S. mansoni infection. Finally, rats immunized with KLH were 
significantly protected against a challenge with S. mansoni cercariae. 

T h e  deglycosylation of KLH completely abolishes its immunological and 
functional KLH properties, indicati~ig 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 neiv approach to the isotypic 
response towards a well-chemically defined epitope. 

T h e  authors thank Dr. .A. E. Butterworth for access to sera from S. mansoni-infected 
patients and Dr. R. J. Pierce for helpful advice. T h e  expert assistance of A. Caron and  J. 
Tro le t  ivas greatlv appreciated, as $\.el1 as the help of C. Colson and  11. F. Slassard in the 
preparation of thé manuscript. 
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ARTICLE H: CARACTERISATiON D'UNE SPECIFICITE ANTIGENIOUE ENTRE 

LA MOLECULE 38 KDA DU SCHISTOSOME ET DIFFERENTS 

MOLLUSOUES D'EAU DOUCE. 

Si à ce stade il semblait difficile de comprendre la relation d'identité épitopique 

définie entre le schistosome et l'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata, les 

investigations réalisées parallèlement au niveau des relations antigéniques existants entre le 

S.mansoni et son hôte invertébré Biomphalaria glabrata, nous permettent d'apporter - 

quelques éléments de réponse à cette observation relevant plus de la sérendipité que d'une 

progression logique dans l'analyse expérimentale. 

L'application des techniques d'immunoprécipitation et d'inhibition de la fixation de 

l'anticorps IPLSml à son antigène cible, est à l'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 façon 

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 hôtes respectifs de Schistosoma 

haemutobiurn et de Trichobilharzia ocella (schistosome aviaire), expriment cet épitope. 



3") L'identité épitopique n'est pas restreinte aux hôtes du genre schistosome puisque 

Lymnaea limosa, qui n'est pas un hôte du schistosome possède cette structure, inversement 

ce motif antigénique n'a pu être identifié chez l'escargot terrestre Helixpomatia. 

Bien que nos travaux s'inscrivent dans le concept général de la 

mimicrie moléculaire existant entre les trématodes et leurs hôtes invertébrés 

décrit par CAPRON et al (1965), ils soulèvent néanmoins de nombreuses 

questions concernant la signification biologique de l'expression dans un 

parasite humain d'une s t ructure glycanique ancestrale également . 

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

C .  Dissous ,  J. hl. Grzych & A. C a p r o n  

Centre d'lmmunologie et de Biologie Parasitaire. Uniré Mixte 
INSERM 167-CNRS 624, Institut Pasteur de  Lille, France 

The  expression of s imilar  antigenic determinants by trematode 
parasites and their intermediate (invertebrate)'-' o r  definitive (ver- 
t e b r a ~ e ) ~  hosts has  been previously reported. Studies  of experi- 
mental'-9 and human i0  infection by the  parasite Schisrosoma 
mansoni have revealed the strong irnrnunogenicicy of a surface 
antigen with a relative rnolecular mass  (IV,) 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. rnansoni, Biomphalaria glabrara and is synthesized both by the  
rnollusc and by the parasite throughout its iife cycle, thus 

; confirming Our original hypothesisrl .  Dey;lycosylation experiments 
! indicate that the protective epitope is a n  oligosaccharide and in 

1 B. glabrara, is associated with a 90K cornponent. Analysis of 
1 soluble extracts frorn diRerent freshwater rnollusc species shows 

that  the sarne protective epitope is found in schistosome a s  well 
a s  in non-schistosorne hosts. >Ioreover. it was a lso  round on the 
haemocyanin of the Leyhole limpet ( M e ~ a r h u r a  crenulara), a 
carr ier  protein widely used in immunological studies. 

Immunoprecipi ta t ion o f  anrigens isolared frorn surface-radio- 
iodinated rniracidia using ant ibodies  produced by rats durin: 
S. rnansoni infection. reveals b inding t o  surface  cornponents o f  
M, ranging frorn 30K to  200K (F ie .  l a ) .  Al1 these  antigens 
conta ined tne  ep i tope  defined by [ n e  prorective monocional  
an t ibody  ( IPLSml i8  characterized previously on  the  3SK schis- 
tosomuia surface  rnolecule (Fig .  I b l .  These  results show that 
t h e  protecrive deterrninant  is present  i n  the  different parasite 
stages on  various rnolecules. Indeed,  it ha s  a l ready been demon-  
strated thar the  IPLSml ant ibody recognizes high M, ( z l 5 O K )  
cornponents  o n  the  sur iace  of cercariae'  a n d  a 115K ant ieen in 
t h e  metabolic producrs  f rom adul t  w o m s i ' .  

Antigenic sirniianty bs tween t r ema todes  and  their respective 
in termediate  hosts  has  been describedi- ' .  We therefore studied 
t h e  possibility o f  identiry between character ized immunogenrc  
S. mansont ant igens  a n d  B. glabrafa  cornponents .  Antibodies 

I directed against soluble  rnoilusc extract  were raised in rabbits 

/ a n d  used Io imrnunoprecipi ta te  surface-iabelled antigens of 
; miracidia  a n d  schistosornuia. In bo th  parasite stages, rabbit 

ant ibodies  b o u n d  to surface  molecules  a n d  the  electrophoretic 
pat terns  of isolated ant igens  u.ere sirnilar I O  that obta ined with 
t h e  IPLSml ant ioody.  T h e  rabbit irnrnunoglobulins bound 
strongly to  the  protective epi tope o f  paras i te  target antigens as  
t hey  were ab le  t o  inhibi t  ( u p  to  8 0 % )  t h e  binding of lPLSrnl to 
t h e  38K schis tosomula  antigen in a sol id-phase  competitive 
assay9. Ir is important  t o  note  that  ant igenic  identity between 
B. globraia a n d  S. rnansoni was on ly  associated with the  3SK 
ant igen a m o n 5  the  surface  schis tosomula  componen t s  recogn- 
ized by infected rat antisera. 

The  observation that  t he  IPLSml an t ibody  bound  to a number  
o f  rnolecular s t ructures  i n  the  difierent developrnental stages of 
t h e  parasite suggested tha t  t h e  protective ep i tope  could  b e  found 
o n  carbohydrate  cha in t s )  l inked to  difierent protein o r  pro- 
teolipidic structures. This  was  s u p p o n e d  by work showing that 
rabbi t  ant ibodies  p roduced  against deglycosylated rnollusc 
extract  d id  no t  recognize surface- label led paras i te  antigens. 
These  ant ibodies  were  a l so  unable  t o  cornpete  with the  IPLSrnl 
an t ibody  (or b inding t o  t he  36K molecule  ( ~ 5 %  inhibition was 
observed in sol id-phase  radioimrnunoassay) .  

T h e  identification of cross-reactive B. glabraio cornponents 
was  investigated by  S D S - p ~ l ~ a c r y l a r n i d e  electrophoresis 
(P..\GE) of soluble  rnollusc extract fo l lowed bu Western blorting 

MOI  S c h  

Fig. 1 Antigcnic idenirry beiwcen S. rnonsonr targer antigcns and 
B. glabrata. A Pueno Rjcan sirain or S rnansoni was used. 
Miracidia wcrc prepared (rom eg-s collecred (rom li\ers ofinfected 
golden h a r n ~ i e r s ' ~ .  Schisrosomuia were obisined by passage of 
cercariae t h r o u ~ h  isolaiea pieces of Swiss mouse sicin'-. Parasites 
were labelled by lacio~croxidase-caiaI?.sed r a d i o i o d i n a r i o n ' ~ n d  
antipens uerc isolared and analysed b? SDS-PAGE as previously 
describedio. B. yiobroto lalbino srraini bodies were pround in 
liquid nitrogcn uniil a hnc powder uas obiained. The powder was 
dissolved in disiilled waier ( 8  ml - ' l  and sonicated ai 4 'C for 
4 X 15 sac 25 \'.'.The soluhle mollu'c cairaci uas  obtainr ! rollouing 
a 1 h centriiugarion ai 100.0(i01! a i  : 'C. S c u  Zealand rahbits uere  
immunized n' injeciion o i  1 ml ( 5  mg proieinl rnollusc ettract or 
1 ml errract inat u3s prciiousl! fie-lvcos'.laied b! rhc tri- 
fluororncthanesulphonic acid rneihod o î  Edgc ei ~ 1 . ~ " .  Immunrz- 
aiion %,as perlormcd according io the iecnnique of L'aiiukaitis er 
al." in thc presencc or compleie Freund's adjuvant. Surface anti- 
gens of miracidia 1 o I or scnistosornula b J were imrnunoprecipi- 
taied by normal Fischer rai serum 1 1  1. serum from Fischcr rais 
infccied '@y 5. mansont Cor 100 days (11, IPLSml monoclonal 
antibody (31. normal rabbii serum 141. anri-fi glahrato rabbii serum 

151  or anii-deglycosylaied fi. plobraio rab;>rt serum 161. 

Fig. 2 Idcntificaiion of cross-reaciivc B. glabrara components. o. 
B. ~ i a b r a ~ o  extract (30 pg proicin) was analvscd by SDS-PAGE. 
undcr rcducing condiiions:'. thcn translcrred on to nitroccllulosc. 
\Vcsiern blotring was pcriormcd according io ihe iec;.liquc of 
 urner rie" usine 1061 normal rai scrum ( N R S )  or 10 IPLSTI 
monoclonal aniibodv irwo diticrcnr prcparaiions werc uscd 1. Fisyï, 
anribodies were rcvealcd afier insubation with '"1-labclled rab211 
anii-rat lgG b. SDS-P4GEanalvsis o idc~ i~cosy la i cd - ' u  B piobraio 
C X ~ ~ B C I  rollowed bv \Vesicrn bloitiny using IPLSml monocionai 

aniinodi 
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CHAPITRE W. 

DISCUSSION ET CONCLUSION. 



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 à l'origine de quatre observations majeures : 

-- La caractérisation d'un des immunogènes majeurs de Sclzistosoma 

mansoni . 

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

par le biais d'anticorps bloquants. 

-- La construction d'anticorps anti-idiotypiques portant l'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 Megatlzura 
, 

crenulata. 

Si certains de nos résultats apportent une réponse aux questions posées dans nos 

hypothèses de travail, d'autres appellent de nombreux commentaires quant à leur 

signification biologique et leurs conséquences pratiques. 

Par soucis de clarté nous discuterons respectivement chacun des différents thèmes 

t out en gardant à l'esprit leurs étroites interactions. 
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A 1 ROLE ET STGNTFTCATTON BTOLOGTOUE DE L'ANTTGENE 38kDa 

1") L'antigène 38 kDa dans le contexte des antigènes ~otentiellemenf 

protecteurs, 

Les investigations moléculaires développées dans notre étude nous ont conduits 

grâce à l'anticorps monoclonal IPL Sml, à établir une relation directe entre l'expression 

d'un mécanisme effecteur in vitro, d'une protection in vivo et l'antigène de 38 kDa du 

schistosomule de S.mansoni. 

L'intérêt particulier de cette molécule réside dans le fait qu'elle appartient au groupe . 

des antigènes de 30 à 40 kDa reconnu par les sérums de nombreux systèmes d'infection 

expérimentale et humaine (DISSOUS et al 1981, DISSOUS et CAPRON 1982a, 

SIMPSON et al 1983). 

L'antigène 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 croît avec l'âge des sujets avant d'atteindre un plateau 

à l'âge adulte pour décroître 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 être considérée comme un marqueur de l'immunité 

anti-parasitaire. 

Depuis 1982 de nombreux auteurs ont proposé différentes molécules parasitaires 

comme candidats pour l'élaboration d'un matériel vaccina1 spécifique du Schistosome. Ces 

antigènes d'un poids moléculaire s'échelonnant de 27 à 153 kDa ont été retenus sur la base 

des techniques d'immunisation directe, ou sur l'argument indirect de la protection conférée 

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

3). 



TABLEAU 3; 

-LES ANTTGENES POTENTTELLElfENT PROTECTEURS DE 

SCHTSTOSOMA hlANSONT- 

Antigènes Immunisation Transfert passif ' de protection Références 

SQUT-S h ~ n q t p r r , t r ~ n e  

Çarbchv- 

IPLSml MAB (-1) - - 53-62 - G r z y c h  et a l  1 9 8 2  

JM8-3 6MAB (AB2) - - 50-76 - G r z y c h  et  a l  1 9 8 5  

Ac anti-JM8-36 (AB3) - - 46 - G r z y c h  et a l  1 9 8 5  

KLH - - 50-75 - G r z y c h  et a l  1 9 8 7  

Ac anti-KLH - - 48 - C r z y c h  e t  a l  1 9 8 7  

P r o t é i n e s  clonées 

PZ8 4 3 - 65 - B a l l o u l  et a l  198723 

Ac anti-P28 - - 60 - B a l l o u l  e t  a l  1 9 8 7 b  

C anti-P28 - - 85 - A u r i a u l t  e t  a l  1 9 8 7  

PZ8 clonée - 50 65 35-8 B a l l o u l  et a 1  1 9 8 7 a , c  

28 kDa 3 8 - - - Harn  et a l  1987 

anti-28 kDa MAB 5 O - - - Harn  et a l  1 9 8 5  

SWAP (97 kDa) 60-67 - - - S h e r  e t  a l  1 9 8 6  

S j26 3 0 - - - S n i t h  e t  a l  1 9 8 6  

22-2 6 kDa - - 60 - D a m o n n e v i l l e  e t  a l  

1 9 8 6  

anti-2 8 kDa VAB - - 40-60 - V e r w a e r d e  et a l  1 9 8 7  



Les molécules étudiées dans ces différents modèles d'infection expérimentale ont permis 

d'établir des taux variables d'immunité vis-à-vis d'une infection cercarienne d'épreuve. 

Deux antigènes méritent pourtant une attention particulière. Un antigène 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 très significatifs dans différents modèles d'infection (rats, souris, 

hamsters et primates) (BALLOUL et al 1985 ,1987 a et b). 

Cet antigène suscite lui aussi la production d'anticorps effecteurs d'isotype IgG2a et 

IgE chez le rat, ce qui confirme une fois de plus la relation existant dans certains modèles 

entre l'expression des mécanismes de cytotoxicité in vitro et l'immunité à la - 

schistosomiase. 

Le deuxième antigène de poids moléculaire 97 kDa doit être mentionné car il installe 

dans le système murin une immunité significative par le biais d'une intense réponse à 

médiation humorale (SHER et al 1986, JAMES et al 1986). 

Dans le contexte général des antigènes protecteurs, l'antigène 38 kDa tient une place 
) 

particulière de par la nature glycanique de son épitope actif mais surtout de par sa dualité 

d'induction d'anticorps antagonistes. 

La caractérisation de l'antigène 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 soulève aujourd'hui de multiples questions quant à sa signification biologique et 

à sa répartition ubiquitaire au niveau de certaines structures du parasite mais aussi dans des 

modèles très éloignés philogéniquement. 



Cet épitope, dont la nature glycanique a été suggérée puis définitivement établie (DISSOUS 

et al 1982a et b DISSOUS et 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 rniracidium sur toute une 

série d'antigènes allant de 30 à 200 kDa. 

Ces études apportent un support moléculaire à la notion d'immunité concomitante et 

pourraient être reliées au fait que l'antigène 38 kDa induit à 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 déjà démontré chez le rat que l'immunité à la 

réinfection associait des phases de forte et de faible susceptibilité à la réinfection, qui ne 

sont pas sans rappeler les études de M.Capron et a l  (1984) démontrant des niveaux très 

variables de protection lors du transfert chez le rat d'éosinophiles immuns prélevés à 

différentes périodes de l'infection. 

On peut supposer ici que 1 'expression d'un même épitope présent sur des molécules 

des différents stades du parasite puisse être en partie responsable de la modulation de 

l'expression isotypique de la réponse immune et donc de l'induction d'anticorps d'isotypes 

différents voire même antagonistes. 

Outre son expression sur des antigènes de stades parasitaires, l'épitope spécifique de 

l'antigène 38 kDa a aussi été identifié chez l'hôte intermédiaire de S.rnansoni le mollusque 

Biomphalaria glabrata.. Les anticorps anti-B.glabrata préparés chez le lapin précipitent les 

mêmes molécules aux niveaux des différents stades parasitaires que celles définies par 

l'anticorps IPL Sm1 et inhibent la fixation de l'anticorps monoclonal à son antigène 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 

l'épitope considéré. Inversement l'anticorps IPL Sm1 reconnaît des structures du 

B.glabrata d'un poids moléculaire 90 kDa. 



Ces observations prouvent de toute évidence que l'épitope spécifique de l'anticorps 

IPL Sm1 est aussi exprimé par l'hôte intermédiaire non infecté et confirment l'existence 

d'une identité moléculaire entre le trématode et son hôte, démontrée il y a quelques vingt 

années dans notre laboratoire par CAPRON et al (1965). 

Cette identité moléculaire n'est pourtant pas restreinte au système S.mansoni- 

Biomphalaria glabrata puisque Bulinus truncatus et Lymnaea stagnalis hôtes respectifs de 

Schistosoma haematobium et de Trichobilharzia ocella , ainsi que Lymnaea limosa qui 

n'est pas un hôte du Schistosome, expriment cet épitope.Par contre cette structure 

glycanique n'a pas été caractérisée sur l'escargot terrestre Helixpomotia. 

Dans ce contexte, l'identification de cet épitope dans l'hémocyanine du mollusque 

marin Megathura crenulata pose de toute évidence le problème fascinant de la conservation 

au cours de l'évolution d'une structure oligosaccharidique, dont les origines remontent à 

plusieurs centaines de millions d'années. Il faut cependant noter que des stuctures 

oligosacchariques ont récemment été décrites par MILLER et al (1986) pour leur rôle 

essentiel dans l'adaptation osmotique et l'osmolarité des microorganismes. Il est donc 

tentant d'expliquer la conservation de l'épitope glycanique spécifique de l'anticorps IPL 

Sm1 dans le cadre de l'adaptation du Schistosome aux brusques modifications de 

l'osmolarité de son environnement pendant les phases d'adaptation rapide qu'il doit 

effectuer du stade larvaire libre dans l'eau douce à son état captif dans les tissus de son hôte 

défini tif. 

B) LES ANTICORPS BLOQUANTS DANS LA SCHTSTOSOMIASF, 

L'exploration des propriétés biologiques et fonctionnelles de l'anticorps monoclonal 

IPL Sm3 d'isotype IgG2c est à l'origine de toute une série d'investigations qui nous ont 

conduits à la mise en évidence de mécanismes de régulation isotypique et à la caractérisation 

d'anticorps bloquants dans les schistosomiases. 



Sur les bases de l'absence totale d'activité effectrice de l'anticorps IPL Sm3 et de sa 

spécificité pour l'antigène 38kDa précédemment définie par l'anticorps monoclonal 

protecteur IPL Sml, nous avons élaboré puis vérifié in vivo et in vitro l'hypothèse du rôle 

modulateur de l'anticorps IPL Sm3 sur l'expression des propriétés effectrices de 

l'anticorps IPL Sml. 

Dans une première série d'études réalisée dans le système de cytotoxicité dépendant 

d'éosinophiles, nous démontrons clairement le rôle inhibiteur de l'anticorps IPL Sm3 sur 

les propriétés cytotoxiques de l'anticorps IPL Sml. Cette inhibition s'exprime d'une 

manière dose-dépendante lors de l'addition de l'anticorps dans le système ainsi défini de 

quantités croissantes de l'anticorps IPL Sm3, mais peut aussi être induite par la 

préincubation des schistosomules par l'anticorps P L  Sm3. 

Des études complémentaires révèlent que l'activité inhibitrice de l'anticorps P L  Sm3 

n'est pas restreinte au modèle monoclonal mais qu'elle s'exerce aussi à l'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 rôle fonctionnel de tels anticorps 

dans l'infection naturelle. Par contre, aucune activité modulatrice n'a été observée dans le 

cas des modèles 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-à-vis des anticorps de classe IgG. 

L'activité inhibitrice de l'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 même antigène, l'hypothèse d'une compétition au niveau de 

la cible parasitaire pouvait être évoquée, il ne fallait pas négliger la relation établissant 

l'existence de récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines G à la surface des 

éosinophiles (M.CAPRON 197 8b). 



Nos travaux expérimentaux ont permis la définition d'un double système de blocage. 

Le premier se situe au niveau de la cible parasitaire comme le démontre l'inhibition obtenue 

par les fragments F(ab')2 de l'anticorps IPL Sm3. Cette observation suppose néanmoins 

une plus forte affinité de l'anticorps IPL Sm3 pour l'antigène 38 kDa par rapport à 

l'anticorps IPL Sml, dont la réalité a pu être vérifiée au cours d'expériences d'inhibition 

croisée des deux anticorps à leur antigène cible adsorbé sur un support solide. Il 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 Sm1 . 
Indépendemment de la compétition des deux anticorps pour le même antigène, nous 

avons pu caractériser un second niveau d'interaction faisant intervenir les F C ~  Rc des 

éosinophiles, comme le révèle l'activité inhibitrice des fragments Fc de l'anticorps IPL Sm3 

ou les IgG2c myélomateuses lors des expériences de cytotoxicité réalisées en présence de 

cellules effech-ices 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 l'éosinophile grâce à la technique de formation de rosettes observée entre les 

éosinophiles et des globules rouges de mouton sensibilisés soit par des IgG2a ou des 

IgG2c. Dans ces conditions l'addition de l'un ou l'autre des isotypes inhibe indifféremment 

la formation de rosettes dans les deux systèmes. 

Cette compétition peut aussi se traduire selon les mêmes auteurs par une inhibition 

de l'activation cellulaire mesurable en fonction du relarguage d'une enzyme : la peroxydase 

de l'éosinophile (EPO). L'activation de l'éosinophile peut être induite par un double signal 

réalisé par une préincubation des cellules effectrices en présence d'anticorps IgG2a suivie 

d'une activation déclenchée par l'adjonction de l'anti-sérum correspondant (anti-IgG2a). 



Dans ce modèle la préincubation des éosinophiles par l'IgG2c inhibe le relarguage 

d'EPO.Ce dernier résultat et la démonstration de l'activité toxique de 1'EPO vis-à-vis du 

schistosomule pourraient rendre compte, du moins partiellement, du rôle bloquant de 

l'IgG2c ou de sa partie Fc dans la fonction effectrice de l'éosinophile. 

Enfin cet argument tient aussi compte des observations réalisées ex vivo concernant 

l'occupation des F C ~ R C  par les anticorps cytophiles qui a pu être vérifiée au cours d'une 

étude cinétique dans l'infection expérimentale du rat sur des éosinophiles résidents de la 

cavité péritonéale. Au niveau des éosinophiles péritonéaux la présence d'anticorps 

cytophiles d'isotype IgG2a a pu être visualisée jusqu'à la 4ème semaine de l'infection par 

le Schistosome puis une décroissance est observée, doublée d'une apparition d'anticorps 

cytophiles d'isotype IgG2c qui porirrait 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 suggère que les anticorps cytophiles d'isotype 

IgG2a pourraient être déplacés de leurs F c d ~ c  par les anticorps d'isotype IgGZc, 

hypothèse vérifiée in vitro et in vivo dans le cas des éosinophiles prélevés chez le rat 

infecté par S.mansoni à différentes périodes de l'infection, et permet d'autre part 

d'expliquer la restriction isotypique de l'activité bloquante de l'anticorps IPL Sm3 vis-à-vis 

des anticorps effecteurs d'isotypes IgG puisqu'au niveau des éosinophiles aucune 

interaction n'a pu être démontrée entre les F C ~ R C  et les FCERC (M.CAPRON et al 1981b). 

Bien que le concept des anticorps bloquants s'intègre parfaitement dans le contexte 

de l'éosinotoxicité, l'argument majeur du rôle fonctionnel des anticorps bloquants dans la 

schistosomiase a été apporté par les expériences de déplétion sélective en anticorps de 

classe IgG2c. 

Ces études démontrent que l'adsorption des sérums d'infection expérimentale du rat 

sur la protéine A sépharose exhiilte leur fonction cytotoxique, même à des périodes 

précédemment définies comme dénuées de toute activité et tout particulièrement au 63ème 



jour de l'infection où 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 à 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, où l'identification d'anticorps bloquants 

d'isotype IgM permet de reconsidérer l'absence de corrélation entre l'expression de 

certains paramètres de l'infection à S.mansoni et le réel statut immunitaire de l'hôte. 

Si l'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-à-vis du schistosomule mais inhibent l'activité effectrice des 

anticorps d'isotype IgG présents dans les sérums de patients infectés. 

L'approche antigénique permet à nouveau d'établir une relation directe entre le 

mécanisme d'inhibition et l'affinité respective des fractions IgG et IgM isolées des sérums 

d'infection pour un groupe d'antigènes 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 être définie pour ces 2 fractions isotypiques par rapport 

à l'épitope reconnu par l'anticorps IPL Sm 1 sur l'antigène 38 kDa et démontre que les 

anticorps IgM et IgG comme le sérum total inhibent la fixation des anticorps IPL Sm1 et 

IPL Sm3 à leur antigène cible, suggérant de fait que chez l'homme cette molécule peut 

aussi exprimer sa dualité fonctionnelle par l'induction d'anticorps IgM bloquants et IgG 

effecteurs. 



Cette dernière observation est confortée par la démonstration des taux 

significativement plus élevés d'anticorps d'isotype IgM spécifiques de l'antigène 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 mêmes paramètres 

comme résistants vis-à-vis d'une infection post-thérapeutique. 

Bien que ces investigations soient le résultat d'observations réalisées in vitro , elles 

indiquent néanmoins que la susceptibilité à la réinfection chez l'homme pourrait s'expliquer 

par la présence d'anticorps bloquants. D'autre part, elles supposent de manière indirecte le 

rôle effecteur des anticorps de classe IgG dirigés contre l'antigène 38 kDa. Le fait que ces 

anticorps soient un facteur nécessaire mais non limitant des facteurs de l'immunité, et 

l'identification des anticorps bloquants suggèrent que l'acquisition de l'immunité refléterait 

la perte d'une réponse bloquante, plutôt que l'acquisition d'une réponse effecmce. Cette 

donnée essentielle revêt une importance considérable en ce qui concerne la définition des 

structures moléculaires susceptibles d'être utilisées dans le domaine de l'immunopro- 

phylaxie et pose en filigranes l'existence des relations potentielles liant la nature glycanique 

d'un antigène parasitaire et l'induction d'anticorps bloquants. 

Enfin, en dehors des implications vaccinales, l'existence des anticorps bloquants 

révèle un mécanisme élégant permettant au parasite d'échapper à la réponse immune 

effectrice qu'il suscite et témoigne de l'extraordinaire adaptation de ce parasite à son hôte 

vertébré. 

C) APPROCHE TDTOTYPTOUE DE LA REPONSE TMMUNE SPECTFTOUE 

DE L'ANTTGENE 38 KDA, 

Bien que sa nature glycoprotéique et que sa capacité à induire des anticorps 

effecteurs et des anticorps bloquants limitent considérablement l'exploitation de l'antigène 

38 kDa dans l'immunoprophylaxie des schistosomiases, il nous a été néanmoins possible 



de démontrer indirectement par l'alternative des anticorps anti-idiotypiques le rôle 

protecteur de son épitope reconnu par l'anticorps IPL Sml. 

Toute une série d'arguments expérimentaux plaide en faveur de la nature 

anti-idiotypique bêta (Ab2 B) de l'anticorps monoclonal JM8-36, et donc du fait qu'il 

porte l'image interne d'un épitope de l'antigène 38 kDa. 

L'inhibition exercée sur la liaison de I'anticorps IPL Sm1 à son antigène cible 

indique que l'anticorps JM8-36 se lie à une structure idiotypique de l'anticorps IPL Sm1 

proche ou faisant partie du site paratopique. 

Les relations structurales et conformationnelles liant l'épitope glycanique de 

l'antigène GP 38 et l'anticorps JM8-36 ont pu être appréhendées au cours des expériences 

d'immunisation d'animaux naïfs par des préparations purifiées de l'anticorps JM8-36. 

Celles-ci induisent la production d'anticorps Ab3 polyclonaux inhibant la fixation de 

l'anticorps IPL Sm1 à son antigène cible, révèlant ainsi une étroite spécificité pour la même 

molécule, observation confirmée par les techniques d'immunofluorescence sur coupes de 

schistosomules où ces 2 anticorps réalisent le marquage des structures de surface du 

parasite. 

Outre la capacité de l'anticorps à susciter chez un animal n'ayant jamais été mis en 

contact avec des structures parasitaires des anticorps spécifiques du Schistosome, l'identité 

structurale entre I'anticorps JM8-36 et la molécule 38 kDa du S.mansoni se double d'une 

identité fonctionnelle en ce qui concerne certains paramètres de l'immunité anti-parasitaire. 

Cette relation est particulièrement bien illustrée par les propriétés cytotoxiques des 

anticorps Ab3 en présence d'éosinophiles comparables à celles définies pour les anticorps 

Ab1 (IPL Sml) ou les sémms 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 l'apparition d'anticorps Ab3 cytotoxiques 

d'isotype IgG2a. 



Bien que nous n'ayons pas établi l'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 où l'on souhaite 

susciter la production d'anticorps effecteurs. Ces résultats ajoutés aux niveaux très 

significatifs de protection enregistrés chez le rat vis-à-vis d'une infection cercax-ienne 

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 sûr à ce stade difficile de spéculer de l'efficacité de telles structures 

idiotypiques dans l'infection humaine, mais l'on peut toutefois mentionner des expériences 

préliminaires qui nous ont conduits à la mise en évidence d'idiotopes croisés entre le rat et 

l'homme. Ainsi avons nous pu démontrer que les anticorps humains présents dans le 

sérum de patients infectés peuvent se fixer à l'anticorps JM8-36 ou inhiber la liaison de 

l'anticorps JM8-36 à l'anticorps IPL Sml. 

Ces résultats, bien que préliminaires, et la similitude des mécanismes effecteurs 

décrits chez le rat et chez l'homme suggèrent pourtant que l'on peut favorablement 

envisager ces anticorps anti-idiotypiques comme des antigènes de substitutions applicables 

à la vaccination humaine. 

De plus, l'identité structurale existant entre l'anticorps anti-idiotypique JM8-36 et 

l'épitope sucré de l'antigène 38 kDa apparaît comme un outil de choix dans l'approche de la 

réponse isotypique à un épitope donné au cours des infections expérimentales et humaines 

par le S.mansoni.. Elle permet de plus d'entreprendre l'étude des relations potentielles 

existant entre la nature chimique d'un épitope et l'orientation de l'expression isotypique en 

fonction de la nature glycanique ou protéique d'un même motif épitopique. 

Finalement il est possible d'envisager par des techniques appropriées de caractériser 

la structure peptidique représentant l'image interne de I'épitope spécifique de l'anticorps 

IPL Sm, première étape vers la production d'épitopes protéiques de synthèse. 
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D) COMMUNAUTE EPTTOPTOUE ENTRE LE SCHTSTOSOME ET LA KLH 

Alors qu'à de nombreux égards la caractérisation chimique de l'épitope de l'antigène 

38 kDa spécifique de l'anticorps IPL Sm1 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'antigène 38 kDa et 

I'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata KLH ouvrait de nouvelles 

perspectives d'approche. 

Depuis l'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 l'antigène 38 kDa. 

Les premières bases moléculaires de cette identité sont fournies par les études 

d'immunoprécipitation et deMWestem blotting" indiquant que les sérums de rats immunisés 

par KLH immunoprécipitent l'antigène 38 kDa du schistosomule et qu'inversement les 
.. C 

sérums de rats infectés par S.mansoni ou l'anticorps IPL Sm1 présentent une affinité pour 

différentes structures de la KLH dont les poids moléculaires s'échelonnent de 150 à 200 

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 grâce aux 

techniques d'inhibition de la liaison de l'anticorps IPL Sm1 radiomarqué à son antigène 

cible. Dans ces conditions les anticorps anti-KLH induisent des taux d'inhibition tout-à-fait 

comparables à ceux décrits pour les sérums d'infection par Schistosome, l'anticorps IPL 

Sm1 froid ou la molécule de KLH. 

L'identité structurale a d'autre part pu être argumentée sur les capacités de 

l'anticorps anti-idiotypique JM8-36 à inhiber la fixation de la KLH radiomarquée à 

l'anticorps IPL SM1 couplé à une phase solide, comme l'induit la KLH froide ce qui 



suppose aussi une identité entre les déterminants de la KLH, l'épitope spécifique de 

l'anticorps IPL Sm1 et l'image interne de cet épitope portée par l'anticorps JM8-36. 

Les premières études consacrées à la caractérisation biochimique de l'épitope 

spécifique de l'anticorps IPL Sm1 de l'antigène 38 kDa avaient permis de démontrer, grâce 

aux techniques de déglycosylation, la nature glycanique de l'épitope considéré. 

Des expériences similaires pratiquées sur la molécule de KLH abolissent totalement 

ses propriétés inhibitrices sur l'interaction de l'anticorps IPL Sm1 et son pouvoir 

d'induction d'anticorps spécifiques du Schistosome, prouvant ainsi de façon indéniable la 

participation des structures olisaccharidiques comme support de la communauté 

antigénique. 

La participation réelie des structures sucrées a été très récemment apportée au cours 

d'expériences d'inhibition et démontre que la fraction oligosaccharidique isolée de la KLH 

reproduit l'effet global de la KLH native dans ses capacités inhibitrices de la liaison IPL 

Sml- antigène cible. 

Nous avons pu, parallèlement à ces études moléculaires, vérifier la relation qui unie 

l'expression du mécanisme de cytotoxicité dépendant d'éosinophiles à l'antigène 38 kDa, 

par la démonstration du rôle hautement cytotoxique des sérums de rats immunisés par la 

KLH, qui révèlent une extraordinaire capacité cytotoxique dans ce modèle. Les propriétés 

effectrices de ces anticorps ont aussi pu être corrélées à l'expression in vivo par 

immunisation passive ou directe d'un degré significatif de protection vis-à-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 la KLH 

expriment un épitope glycanique précédemment caractérisé sur l'antigène 38kDa du 

S.mansoni par l'anticorps IPL Sml, et qui possède les mêmes caractéristiques structurales, 

chimiques et fonctionnelles. 



De ces observations originales il est possible de tirer quan-e conséquences majeures : 

1") Au plan biologique, elles illustrent l'existence et l'expression chez un parasite 

humain d'un immunogène 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 problèmes fascinants de philogénie et d'adaptation. 

2") Le fait que la quasi-totalité des sujets infectés par S.mansoni produit des 

anticorps vis-à-vis de l'épitope sucré de l'antigène 38 kDa également exprimé dans la 

molécule de KLH, fait de la KLH un réactif diagnostique simple, aisément standardisable et 

de faible coût 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 à la KLH et plus 

particulièrement à sa copule glucidique une potentialité exceptionnelle dans la stratégie 

vaccinale contre la schistosorniase, l'étroite identité structurale et fonctionnelle existant entre 

les glycanes de la KLH et l'antigène 38 kDa ouvre de nouvelles voies dans l'étude de la 

réponse Unmune dans les schistosomiases. 

La KLH apparaît comme un matériel de choix dans le cadre de l'identification des 

isotypes des anticorps induits vis-à-vis d'un épitope potentiellement protecteur, et tout 

particulièrement dans l'étude des isotypes d'IgG impliqués dans le mécanisme de 

cytotoxicité dépendant d'éosinophiles chez l'homme. 

4") La présence sur la molécule de KLH d'un épitope fonctionnel reconnu par 

l'anticorps IPL Sm1 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 déjà été apportés dans ce domaine et ont permis de 

proposer une structure oligosaccharidique tétra-antennée pour l'épitope commun à la KLH 



et à l'antigène 38 kDa du Schistosome. Ces travaux représentent une première étape dans 

les voies de synthèse 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 épitope et l'induction 

préférentielle d'isotypes particuliers. 

Cette approche s'avère aujourd'hui essentielle depuis la démonstration dans la 

schistosomiase de l'induction par un même antigène d'une réponse humorale protecmce et 

bloquante. Deux voies peuvent être proposées pour cette étude, l'une utilisant des 

analogues structuraux synthétiques de l'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-à-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 à la dissection fine de 

l'immunité anti-parasitaire ainsi qu'à la caractérisation des antigènes cibles de la réponse 

immune potentiellement applicables à l'irnmunoprophylaxie de ces infections. 

Si dans le cas des anticorps anaphylactiques les sondes monoclonales ont surtout 

confirmé le rôle prépondérant de ces isotypes comme support de l'immunité, l'étude d'autre 

isotypes et plus particulièrement celle des anticorps d'isotype IgG2c a apporté un éclairage 

tout à fait nouveau sur l'existence de mécanismes de régulation susceptibles d'avoir de 

profondes conséquences pratiques dans l'élaboration de préparations vaccinales efficaces. 

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

activité bloquante qui permet de reconsidérer l'absence de corrélation entre l'expression de 



certains paramètres de l'infection par schistosome et le réel statut immunitaire de l'hôte 

étroitement dépendant du contexte irnmunopathologique. 

L'ensemble des données recueillies dans ce domaine nous conduit donc à une juste 

appréciation des difficultés qu'il reste à vaincre pour effectuer le passage de la 

caractérisation d'une molécule potentiellement protectrice à son application chez l'homme 

et souligne à nouveau l'importance d'une bonne compréhension des mécanismes 

immunitaires, permettant ainsi un ciblage judicieux des antigènes potentiellement 

protecteurs. 

Ces études qui s'insrcivaient résolument dans le domaine de l'immunoprophylaxie 

ont très vite débordé le cadre de nos investigations originales et nous ont permis 

d'approcher les bases moléculaires qui régissent les interactions hôte-parasite et qui 

conditionnent la différenciation du schistosome. 

Dans ce contexte l'approche monoclonale, par la démonstration de la répartition 

ubiquitaire de certains épitopes au niveau des différents stades évolutifs du parasite, et 

l'identification du phénomène de régulation isotypique, révéle un mécanisme élégant 

élaboré 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-à-vis de son hôte définitif 

vertébré. 
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