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INTRODUCTION 



Les parasi tes  peuvent ê t r e  définis comme des ê t r e  v ivants  qui pendant 

une part ie  de  leur vie,  ou la  total i té ,  s e  nourrissent de  diverses substances 

d'un au t r e  ê t r e  s a n s  l e  détruire. Cet te  union peut ê t r e  bénéfique à l 'hôte,  

c 'est  l e  cas  des  symbiotes.(par exemple l 'association Azotobacter e t  

Légumineuses). Presque tous les  embranchements du  règne végétal ou 

animal possèdent des  représentants  qui  s e  son t  adaptés  à l a  v ie  parasitaire.  

Chez l'homme, les  maladies parasi ta ires  const i tuent  un problème majeur 

de  san té  publique dans plus de 70 pays tropicaux e t  représentent un 

obstacle majeur à l 'évolution des pays en  voie de développement. Parmi 

celles-ci, les  schistosomiases' touchent plus de  200 millions de  personne e t  

sont  responsables du décès annuel de  près d'un million d 'entres  elles. 

Découvertes au  milieu du siècle dernier par l'allemand Théodore 

BILHARZ (1851), l es  bilharzioses sont  des  pathologies dues a des vers  

gonochoriques du genre Schistosoma, appartenant  à l'embranchement des  

Plathelminthes. 

Cinq espèces sont  pathogènes pour l'homme: 

- Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907) agent de la bilharziose 

intest inale  e t  hépato-splénique, 

- Schistosoma japonicum (KATSURADA, 1904) agent de  la 

bilharziose artério-veineuse e t  hépato-splénique, 

- Schistosoma mekongi (VOGE, 1978) espèce nouvellement 

séparée de S.japonicum, 

1: ou Bilharzioses 
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- Schistosoma intercalatum (FISHER, 1934) agent d e  la  bilharziose 

rectale,  

- Schistosoma haematobium (BILHARZ, 1852) agent de  la  bilharziose 

vésicale. 

Chez L'homme c e t t e  pathologie e s t  millénaire. L'argument a é té  fourni 

par  la présence d'oeufs enkystés  de  schistosomes dans  la momie d'un roi 

dtEgypte de  l a  XVIIIe dynastie: TOUTHANKAMON. 

Comme beaucoup de parasi tes ,  les schistosomes présentent des 

adaptat ions étonnantes  pour réussir son cycle biologique qui  implique 

obligatoirement e t  successivement un mollusque d'eau douce appelé hôte  

intermédiaire e t  un vertébré: l 'hôte définitif. 

Adapté au  parasitisme depuis quelques 250 millions d'années, les 

schistosomes ont parfaitement appris à faire face à des s i tuat ions peu 
1 
l favorables chez leurs  hôtes définitifs. En particulier, a déjouer les  

mécanismes immunologiques de l 'hôte, principaux acteurs  de l 'interface hôte-  

parasite. 

Grâce à la fois, à l 'existence de modèles expérimentaux ( ra t ,  hamster,  

souris e t  singe ) e t  à l 'évolution des techniques biochimiques de ces  

dernières décennies, les t ravaux ont  é té  orientés vers une meilleure 

compréhension des mécanismes multifactoriels, mis en jeux dans  l ' interface 

hôte-parasite. Le décryptage de ces mécanismes immunologiques ne peut  

ê t r e  abordé que par  des  études in-vitro. Même s i  elles ne peuvent ref lé ter  

l a  complexité des mécanismes réellement ex is tan t  in-vivo, elles ont le  mérite 

de  révéler l e  rôle possible de  te l  ou te l  mécanisme immunologique e t  d'en 

étudier  les  modulations. 

Dès l ' infestation parasitaire,  l e  système immunologique de l 'hôte 

définitif réagit  pour rejeter ce t te  population indésirable. Cette défense non 

spécifique f a i t  intervenir  l 'activation du complément par  la voie alterne. Si 

ce t t e  réponse immune e s t  efficace les  schistosomes ont  t rouvés la parade: 
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l ' inhibition de ce t t e  voie alterne. Elle s'opère par la  présence, à la surface 

des schistosomules, des  récepteurs du Ciq e t  du C3b de  sorte  qu'en f ixant  

ces  molécules, les  parasi tes  déplétent leur micro-environnement en Cig e t  

C3b, donc inact ivent  l a  voie du complément. 

La pénétration des formes infestantes  de sch is tosomes~ indui t  l a  

production d'anticorps, parasites spécifiques à partir  de la 4ème semaine 

post infestation, permettant à l 'hôte d'élaborer des réactions de défenses 

spécifiques (CAPRON e t  al .  1987). 

La réponse immune de l 'hôte fa i t  intervenir des  phagocytes 

mononucléés comme les  macrophages e t  des  éosinophiles en présence 

d'anticorps de  classe IgE (CAPRON et,....al,. 1975) e t  de sous classe I ~ G ~ A .  Ces 

anticorps dirigés contre  le parasi te  induisent l 'activation, l 'adhérence e t  la 

cytotoxicité des  cellules effectrices vis-à-vis de jeunes schistosomules. 

Malgré l 'efficacité de ces systèmes, l'expérience indique que le parasi te  

devient t r è s  v i te  insensible à ces a t taques  immunes. En particulier grâce à 

de nombreuses différenciations du parasi te  chez son hôte définitif. 

Les recherches effectuées s u r  la différenciation di1 complexe ex terne  

délimitant le tégument externe du parasi te  ont  apporté les prémices d'une 

phase crit iques du développement de ce métazoaire (TORPIER e t  al. 1982).  

C'est a insi  que l 'étude s t ructurale  de  remaniements des  protéines 

intégrales de  la  membrane induits par anticorps ou naturellement 

observable, a permis de détecter  un phénomène de desquamation 

membranaire vers  le 15ème jour de l 'évolution du parasite (TORPIER e t  al. 

1982). Un t e l  phénomène rappelait  étrangement le  processus de mue des 

arthropodes ou ces  métamorphoses son t  induites par une famille hormonale 

spécifique: Les hormones ecdystéroïdes. 

Les ecdystéroïdes jouant un rôle primordial chez les invertébrés e t  l a  

physiologie des  trématodes présentant  de nombreuses lacunes, il nous a 

2: ou cercaires 
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paru essentiel de mieux comprendre les réactions endocrines essentielles 

dont dépendent le développement e t  les mécanismes de défense du parasite. 

Cependant, avant d'aborder nos travaux en détail, nous rappellerons 

les données essentielles à la fois sur la biologie des schistosomes et sur les l 

hormones ecdystéroïdes chez les invertébrés. I 
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1.1.1.1 - LE CYCLE PARASITAIRE . 

Les schistosomes sont des invertébrés sexués. Le mâle et la femelle, 

dont la durée de vie peut atteindre une vingtaine d'années, vivent dans les 

ramifications de la veine porte et tout spécialement dans le plexus 

mésentérique inférieur (Fig.1.A). 

Figure 1 
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La production de  sperme es t  continue e t  c 'est a u  niveau des capillaires 

de l a  sous-muqueuse intestinale que les femelles fécondées pondent leurs 

oeufs. Plusieurs centaines, voire des milliers, d'oeufs sont émis chaque jour 

par femelle 

Chaque oeuf pourvu d'un éperon latéral ,  caractéristique de l'espèce 

S.mansonf, diffuse des enzymes qui provoquent de graves lésions tissulaires 

pouvant conduire A des tumeurs cancéreuses épithéliales (carcinomes). 

Les oeufs s'accumulent dans les f ins  capillaires superficiels e t  

provoquent leur congestion. Les oeufs t raversent  alors l a  paroi intestinale 

e t  pénètrent dans l a  lumière de cet  organe (Fig. 1.B). 

Les oeufs embryonés a u  moment de la ponte e t  rejetés à l 'extérieur de 

l'organisme avec les  fèces du malade, n'éclosent qu'au contact de  l'eau 

douce. Ils libèrent alors un miracidium (Fig. 1.C). 

h ce stade, le  cycle évolutif du parasite nécessite obligatoirement 

l 'intervention d'un hôte intermédiaire approprié: un mollusque gastéropode 

pulmoné spécifique de  chaque espèce de schistosomes. 

Bulinus con tortus pour Schistosoma haematobfum 
Biomphalaria glabrata pour Schfstosoma mansoni 

Oncornélanfa nosophora pour Schistosoma japonicum 

Bulinus forstralff pour Schistosoma intercalatum. 

Le miracidium,larve nageante ciliée phototrope, pénètre le  mollusque au 

niveau des tentacules par chlmiotactisme. Il y détermine des déformations e t  

un gonflement permettant de reconnaître les  mollusques parasités.  

Ce miracidium v a  subir des transformations biologiques pour devenir 

sporocyste primaire contenant des cellules germinales dans lequel 

bourgeonnent des sporocystes fils qui donnent naissance après passage 

dans les glandes digestives du mollusque hôte à des furcocercaires (Fig. 
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1.3)). Ces formes ultimes seront libérées par le mollusque parasité 30 à 40 

jours après son infestation selon une chronobiologie précise. De plus, un 

phénomène d'amplification par multiplication asexuée permet à un mollusque 

infesté par un seul miracidium d'émettre plusieurs milliers de cercaires 

génotypement identiques. 

L'évolution du miracidium chez le mollusque est  assujettie à des 

conditions climatiques rigoureuses qui expliquent que, malgré la  présence de 

bulins en Corse e t  en Languedoc, la parasitose ne peut y prendre un 

caractère endémique. En effet, la température de l'eau doit être de 28'C 

pour que les miracidiums se  développent. Au dessous de 18'C l'hôte 

intermédiaire ne peut plus être parasité. 

La cercaire es t  une deuxième larve nageante non ciliée, pourvue d'un 

appendice caudal bifide. Cette larve infeste activement l'homme par voie 

transcutanée à l'occasion d'une immersion dans l'eau infestée (Fig. 1.E). Ce 

passage transcutané es t  facilité par la libération d'enzymes lytiques 

contenues dans les glandes préacétabulaires de la cercaire. Libération 

effectuée sous contrôle de son système nerveux. Cette pénétration 

s'accompagne d'une acquisition d'une double membrane trilamellaire e t  de la 

perte de son appendice caudal se  transformant en ce que l'on appelle un 

schistosomule. 

Cette nouvelle larve essaime dans les veines e t  les vaisseaux 

lymphatiques, gagne le coeur par la circulation de retour (Fig. I .G) ,  puis les 

poumons. Cette période du cycle es t  caractérisée par une modification 

morphologique du parasite qui s'allonge e t  réduit son diamètre apparent, lui 

permettant de s'adapter aux fins capillaires pulmonaires. Après retour au 

coeur, les parasites parviennent au foie par l'intermédiaire de la circulation 

veineuse du système porte (8&me- IOhme jour). 

Des travaux récents concernant la cinétique de migration des 

schistosomes chez la souris indiquent que la phase hépatique commence à J9 

avec un recrutement de la  population hépatique à 521 (WILSON e t a ' ,  1986). 

De plus, 2 A 3 passages foie-poumons-foie via le système vasculaire 



1 - Page 22 - 

semblent ê t re  nécessaires aux parasites. Bien qu'il ne nous soit pas permis 

d'extrapoler de tels résultats  de la  souris à l'homme, ce type d'expérience 

porte le message clair que la migration des parasites dans l'organisme hôte 

n'est pas aussi simple que nous l'avons initialement décrit. 

Dans le foie, les parasites deviennent adultes. Les vers adultes après 

accouplement remontent le  flux sanguin à contre-courant e t  gagnent une 

ramification veineuse pour la ponte. Les mécanismes biologiques qui 

gouvernent ce tropisme ne  sont pas connus. 

1.1.1.2 - Aspects cliniques. 

Chez l'homme la réaction cutanée inflammatoire, contemporaine de 

l'infection e t  le plus souvent discrète, correspond à la période d'invasion. 

Cette dermatite correspond à la libération des enzymes cercariennes lors de 

la destruction des parasites pendant leur phase de pénétration. A cet 

égard, il a é té  démontré dans des modèles expérimentaux que la proportion 

de cercaires de S.mansonf qui meurent pendant le  passage transcutané varie 

selon les auteurs e t  les critères d'évaluation. L'utilisation de cercaires 

radiomarquées au sélénium est,  à mon sens, la technique la plus fiable e t  

indique que 10% seulement des cercaires ne franchissent pas la barrière 

cutanée (MANGOLD et--..l,......1983) . On peut penser que ce pourcentage es t  du 

même ordre de grandeur chez l'homme. Les premiers signes cliniques vont 

apparaître 30 à 40 jours après l'infestation e t  évoluer en plusieurs étapes 

en fonction du stade de développement de la population parasitaire. 

Le début de la maladie coïncide avec la migration des parasites dans 

l'organisme e t  peut être marqué par des symptômes (fièvre, céphalées, 

anorexie) d'autant plus accentués que le nombre de parasites infestants es t  

élevé. 

Des manifestations allergiques (urticaire, myalgies, arthralgies), des 

troubles respiratoires (toux, douleurs thoraciques, dyspnée) complètent la 
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symptomatologie mais généralement, les signes gastro-intestinaux (diarrhée, 

hépatomégalie) sont au premier plan. 

Sur le plan hématologique, on décèle une hyperleucocytose e t  une 

hyperéosinophilie (> 20%). L'augmentation des transaminases signe l 'atteinte 

hépatique. 

La présence des parasites adultes sur leurs lieux de ponte caractérise 

la période d'état où se  dévoilent des signes focaux alors que la 

symptomatologie générale peut s'estomper. 

Cette période es t  marquée par des poussées de diarrhées e t  des 

rectorragies. La rectoscopie montre des lésions inflammatoires résultant de 

réactions granulomateuses se  développant autour des oeufs. Tous les oeufs 

ne vont malheureusement pas être évacués avec les fèces e t  vont migrer à 

l'intérieur de l'organisme de l'hôte avec toutes les conséquences redoutables 

que cela comporte. 

En particulier, au  niveau du foie, chaque oeuf va être le point de 

départ d'un granulome péri-portal, siège d'une réaction fibreuse aboutissant 

à la fibrose hépatique. Cette fibrose es t  génératrice d'hypertension portale 

e t  de ses complications propres (varices oesophagiennes, ascite). 

Le diagnostic de certitude est  assuré par la présence d'oeufs dans les 

selles. 

Le contraste entre spécificité étroite au niveau du mollusque e t  

spécificité large au niveau du vertébré es t  particuliérement net chez les 
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schistosomes, sauf pour S.haernatobium. Cependant, l'évolution du parasite 

présente des variations selon l'hôte vertébré expérimental qui l'héberge 

(BRUMPT, 1936). Trois catégories d'hôtes peuvent être définies: 

- Les hôtes pexmj-s.sU.s, comme le hamster, la souris ou le cobaye 

assurent aux parasites un développement normal e t  présentent les 

symptômes de la maladie; 

- Les hôtes seml:~. m . . ~  comme le rat ,  rejettent la population 
parasitaire avant la maturation complète des vers; 

- Les hôtes non- ... a.e.r_is_!f.s, comme le porc ou le chien, qui ne 
développent pas la maladie. 

- La souris est  le modèle expérimental qui assure une évolution normale 

au parasite ainsi qu'une sexualité parfaite des vers. 

- Le hamster es t  d'un degré d'efficacité comparable à celui de la souris 

dans le cas d'infestation à deux sexes (parasites mâles e t  parasites 

femelles). Par contre, en infestation unisexuée à cercaires mâles, une 

certaine labilité de la gonochoriel des parasites peut atteindre 40% des 

individus. 

- Le cobaye es t  un modèle expérimental qui permet d'obtenir la 

féminisation des vers mâles dans une proportion pouvant atteindre 100% de 

la population parasitaire mâle, même dans le cas d'infestations bisexuées 

(BUTTNER, 1950). L'une des illustration les plus significatives de l'influence 

de l'hôte définitif sur le développement parasitaire es t  celle donnée par 

VOGEL (1947) qui infeste simultanément des cobayes e t  des souris avec des 

cercaires. Cet auteur constate chez le cobaye qu'environ 40% des parasites 

mâles présentaient un ovaire à des degrés différents de développement et  

dans de rares cas un ovotestis. 

... .... -.- " - - 
1: Du grec gonos (génération) e t  de khôrismos (séparation): Séparation 

complète des sexes dans des individus distincts. 
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Bien que ces expériences n'aient pas fai t  l'objet d'investigations plus 

poussées, on peut cependant en conclure que la gonochorie chez les 

schistosomes n'est pas déterminée de façon irrévocable e t  peut présenter 

une certaine labilité influencée par la nature de l'hôte expérimental. 

CIOLI montre la  réversibilité du phénomène de croissance de S.mansonl 

chez le rat .  En effet, les rares vers infestants de schistosomes âgés de plus 

de 15 jours sont "chétifs". ils restent dans le foie e t  les femelles pondent 

des oeufs non fertilisés en faible quantité. 

Après un transfert chirurgical de ces parasites chez un hôte permissif 

comme le hamster, i ls  augmentent de taille, se  localisent dans le mésentère 

riche en sérotonine, e t  les femelles s e  remettent à pondre des oeufs 

normaux. 

Inversement, quand des parasites juvéniles sont transplantés du 

hamster chez le rat ,  ils régressent en taille, restent localisés dans le foie et  

les femelles pondent des oeufs incomplètement formés (CIOLI e t  al, ., 1977) .  

Selon l 'é tat  physiologique d'un même hôte, l'évolution du parasite sera 

différente, en particulier selon le taux en hormones sexuelles du vertébré. 

Expérimentalement, ces modifications hormonales sont obtenues soit par 

ablation d'organes, soit par injection d'hormones exogènes à l'animal. 
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Les modèles expérimentaux utilisés pour ce genre d'étude sont le  rat, 

le cobaye ou le hamster. 

La mutilation apportée par la castration modifie la physiologie de 

l'animal, ce qui rend difficile ce genre d'approche et,  par voie de 

conséquence, peut expliquer les résultats parfois contradictoires dans ce 

domaine. 

En gbnéral, la castration de l'hôte inhibe le développement du parasite 

mâle (BERG, 1953 - ROBINSON, 1959). 

L'injection de testostérone diminue davantage le nombre de vers femelles 

que de mâles. Par contre, la castration de l'hôte associée à des injections 

de testostérone, diminue de façon égale le nombre de parasites mâles e t  

femelles (BERG, 1957). 

On sai t  depuis longtemps que l'administration de testostérone à des 

souris infestées réduit le nombre d'oeufs émis par le parasite e t  induit la 

formation de vers hermaphrodites (ROBINSON, 1957). 

Les anti-testostérones, comme l'éthylène-di-méthane-sulphonate (EDMS) 

conduit à la stérilité des vers par la  disparition des testicules chez les 

parasites mâles e t  ii l'involution des ovaires chez les parasites femelles 

(DAVIES, 1970). 

L'action des oestrogènes, sous forme d'implant de 20mg, es t  comparable 

à celle de la testostérone (BARRABES e t  ...al. !.., 1979). Certains auteurs pensent 
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que cette action protectrice est  sous la  dépendance de la forme tri  

dimensionnelle de l a  molécule. 

1 L - - ~ _ ~ ~ ~ ! ~ t ~ ~ i . e ~  Chez la souris, animal permissif pour la 

schistosomiase, l'hypophysectomie n'altère pas le  développement des 

parasites mais conduit à une diminution de 60% du nombre d'oeufs émis par 

les femelles. Cependant, les oeufs s e  développent normalement e t  donnent 

naissance A des miracidiums viables (KNOPF et......al, 1980). Chez le ra t ,  hôte 

semi-permissif rejetant naturellement la population parasitaire dès la  4@me 

semaine d'infestation (CIOLI eL-ph 19771, l'hypophysectomie prolonge la  vie 

des parasites au delà de la 18 semaine e t  permet la survie à un nombre 

de parasites 2 à 4 fois plus important que chez les ra t s  normaux (KNOPF et-.... 

&1, 1980). L'hypophysectomie du ra t  assure aux parasites femelles la 

production e t  la ponte d'oeufs contenant des miracidiums viables. Fait 

important, la réponse immune du ra t  hypophysectomisé es t  comparable à 

celle du ra t  normal (KNOPF et--...&, 1980) ce qui suggère que la perte du 

s ta tu t  permissif du ra t  n'est pas imputable directement à un 

dysfonctionnement du système immunitaire. 

2 i  a T o d e m i .  e n d  un rat ,  normalement semi-permissif, 
permissif à la schistosomiase. Ce s ta tu t  permissif e s t  analogue A celui 

obtenu par hypophysectomie (KNOPF e t  ........... al," 1980). Si des injection 

d'hormones thyroïdiennes T4 sont effectuées avant  l'infestation du rat 

thyroïdectomisé, ce modèle redevient semi-permissif (KNOPF et-..al.,..-1985). Les 

réponses immunologiques primaires e t  secondaires du ra t  thyroïdectomisé 

sont analogues A celles du ra t  normal. 
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Toutes ces expériences sur l'influence d'hormones exogènes sur le 

parasite ont conduit des équipes de recherche à l'étude plus précise des 

interactions hormone-parasite. 

Si quelques travaux montrent la présence de stéroïdes chez S. mansoni, 

il semble à peu près certain que la  synthèse de ces hormones ne soit 

effectuée qu'à partir de précurseurs exogènes. Dans le cas de S.mansoni, 

seuls les adultes sont capables de convertir certains stéroïdes sexuels: 

Cholestérol, Cortisone, Testostérone, 17-OH-progestérone (BRIGGS, 1972). 

l De plus, les inhibiteurs de la  conversion de certaines hormones stéroïdes 

ont également la possibilité lorsqu'ils sont injectés à un animal parasité, de 

diminuer la charge parasitaire e t  le nombre d'oeufs dans les fèces (BRIGGS, 

1972). 

Le troisième facteur ayant  une action sur le développement parasitaire 

est  la présence ou non du parasite de l'autre sexe. Dans les cas de 

S.mansoni e t  S.japonicum, l'absence du partenaire mâle entraîne le 

développement anormal du système reproducteur du parasite femelle. 

En général, dans les infestations unisexuées, le mâle se  développe 

normalement e t  produit du sperme alors que la femelle ne peut atteindre sa 

maturité sexuelle. 

L a  mise en présence en culture in vitro de parasites mâles e t  femelles 

provenant chacun d'infestations unisexuées, conduit en quelques heures A 

l'accouplement des parasites. L'analyse des femelles révèle une reprise du 



- Page 29 - 

développement de leurs glandes vitellines. De même, la présence d'extrait 

acétone ou éther de mâles, dans une culture in vitro de femelles unisexuées, 

permet la reprise de la maturation du système reproducteur femelle (SHAW 

e.t-.-d, 1977 - CLOUGH, 1981). Par contre, les femelles de S.haematobium se  

développent normalement lorsqu'elles sont en infestation unisexuée, mais les 

oeufs pondus dans le foie ne contiennent pas de miracidium (SABHA et---._,.- 

1977). 

Bien qu'il fût  démontré qu'une protéine de 66.000 daltons, synthétisée 

par les schistosomes mâles étai t  transférée à la femelle lors de 

l'accouplement (ATKINSON et...-al ., 1980) nous ne connaissons pas actuellement 

la nature du, ou des, facteurts) qui permet le développement normal du 

système reproducteur femelle (SHAW, 1 977). 

L'étude des hormones propres aux parasites n'a jamais été un axe de 

recherche prioritaire. La priorité étai t  portée sur la biologie du parasite 

tels  le métabolisme de certaines enzymes ou la formation des oeufs, e t  sur 

l'immunologie en vue d'une prophylaxie à court terme. 

Les études portant sur le système hormonal sont essentiellement 

orientées sur les neurotransmetteurs. Dans une revue générale sur 

l'endocrinologie des principaux représentants du phylum des acoelomates 

(WEBB 19881, auquel appartiennent les plathelminthes, aucun travail n'est 

mentionné concernant d'autres types d'hormones chez S.mansoni 

Le 5-OH-tryptamine (5-HT) e t  les catécholamines sont les principales 

amines biogènes étudiées chez le parasite S.mansoni. La 5-OH-tryptamine 

mise en évidence par les techniques d'immuno-fluorescence est présente 

dans le parasite B des concentrations dix fois supérieures A celles du 

cerveau des mammifères (BENNETT e t  --...-&k,, 1969). Sa localisation est  

ganglionnaire (BENNETT et-._&.., 1971) e t  la voie anabolique es t  double : soit 
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par décarboxylation du 5-OH-tryptophane (5-HTP)(CATTO et.....-&, 198 1 ), soit 

par transport actif de la 5-OH-tryptamine à l 'intérieur du parasite 

(BENNETT e t  al, 1973 - CATT0.-.et--al, 1979). Les travaux récents de MANSOUR 

semblent être en faveur d'une accumulation de la 5-HT de l'hôte (MANSOUR 

1984). 

Quant à la voie catabolique, elle conduit à l'acide 5-OH-indol-acétique, 

grâce à la  présence de l'enzyme mono-amine-oxydase (NIMMO-SMITH et-..al,., 

1968). 

Son rôle es t  essentiellement axé sur  la mobilité du parasite. La 

sérotonine stimule la glycolyse de S.mansonf (MANSOUR, 1967 - BUEDING e t -  

al, 1982) e t  de Fascfola hepatfca, active l'adényl cyclase de S.mansonf 

(HIGASHI e,t,al, 1973 - KASSCHAU et.,.-al, 1982) e t  de F.hepatfca (MANSOUR e t  

al, 1960), stimule les mouvements rythmiques du ver. A noter le parallélisme 

entre la localisation mésentérique du parasite S.mansonf e t  la production 

importante de sérotonine par le mésentère de l'homme. 

Les catécholamines ont été mises en évidence par les méthodes hlsto- 

chimiques classiques (BENNETT, 1971). Sa localisation se  situe dans le réseau 

nerveux du parenchyme qui met en contact les troncs nerveux avec les 

terminaisons neuromusculaires sous-tégumentaires du parasite. Son rôle 

possible n'est pas élucidé. 

Mise en évidence par les techniques histochimiques de BUEDING, elles 

sont présentes à tous les stades de développement de S.mansoni: 

11 dans les neurones 

2/ dans les terminaisons neuromusculaires. 

Les estérases ont certainement un rôle à jouer dans les activités 

motrices sensorielles. 
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Les oeufs d'insectes, issus d'une reproduction unisexuée 

(parthénogenèse) ou bisexuée (cas le plus fréquent), vont donner naissance 

d'abord A des embryons puis à des larves aptères. 

Ces larves vont subir plusieurs mues ou métamorphoses conduisant à la 

nymphe, stade larvaire pourvu d'ébauches alaires, puis à l'adulte. 

Cependant, beaucoup d'insectes sont capables de suspendre leur 

développement biologique à un stade déterminé. Cet événement est  appelé 

diapause. 

Les mues, comme les diapauses, sont régulées par des hormones 

spécifiques: Les hormones ecdystéroïdes 

Cette famille hormonale cl4 de v.o.ii.t..e ...... 0.u ...... (I..B .~~eI.o~~pi.em.e.n~... des insectes, est elle 

même sous la dépendance de deux autres familles d'hormones: 

- Des hormones peptidiques, sécrétées par certaines cellules du 

cerveau: les PTTHs (Pro Thoracico Tropic Hormones), qui vont 

induire la  synthèse des ecdystéroïdes, 

- Des hormones sesquiterpéniques, sécrétées par les corps 

allates: Les JHs  (Juvenile hormones) qui vont moduler l'action 

des hormones ecdystéroïdes. 
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En raison des différences anatomiques existant entre la larve e t  

l'insecte adulte pour les si te  de production de l'ecdysone, les voies 

anaboliques des ecdystéroïdes sont différentes pour chacun de ces stades. 

3 ".-- 1-2-12 . - LES . HoRMONES--.ED-Y~~R.OIO-= .- "-- 

Le terme ecdystérofde es t  le  produit de fusion 

- de stérolde, terme chimique indiquant que le noyau de base de 

cette famille moléculaire dérive du cholestérol par aphérèse, 

- e t  de ecdysîs, terme grec qui signifie la mue, c'est à dire un 

ensemble de processus biologiques conduisant au 

développement d'une assise épithéliale et; à l'apolyse d'une 

cuticule. 

La première expérience biologique relatant une altération de la  mue 

chez les insectes fut  effectuée A la  fin du siècle dernier par Eugène 

BATAILLON (BATAILLON, 1894). Ses expériences de ligations chez Bombyx 

mori conduisaient à une demi chrysalide. Il conclut que cette mue anormale 

étai t  due à une variation de pression engendrée par la pose de la ligature. 

La suspicion d'un facteur hormonai impliqué dans les mécanismes de 

mue des insectes a é té  évoquée en 1922 (KOPEC 1922) mais établie par les 

travaux de HACHLOW (HACHLOW 1931) et  confortée par ceux de 

WIGGLESWORTH (WIGGLESWORTH 1934) qui ne mentionnèrent même pas les 

travaux de KOPEC. 

Ce facteur hormonal a é té  isolé e t  purifié après 20 ans  d'efforts par 

BUTENANDT (BUTENANDT e t  al, 1954) e t  baptisé par Peter KARLSON a- 

ecdysonea, chef de file historique de cette famille moléculaire. 

2: 29, 39, 14a, 22R 26 penta-hydroxy-5P-cholest-7-ène-6-one ou Ecdysone 
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Une deuxiéme hormone, de comportement physico-chimique différent de 
l 

l'a-ecdysone fut  isolée chez Bombyx morl à partir de 500 kg de chrysalides 

par KARLSON en 1956 (KARLSON 1966): la P-ecdysonea. 

Ce n'est qu'en 1966 que la configuration de ces nouvelles hormones f u t  

définitivement établie par cristallographie aux R.X. grâce aux travaux de 

HUBBER (HUBBER et al. 1966). 

Cholestérol a-ecdysone 

La 0-ecdysone allait être isolée à partir d'autres espèces que les 

insectes, notamment à partir de Crustacés (HAMSPHIRE e t  al, 1966), d' 

Annélides (PORCHET e t  al,  1984) et des Plantes (NAKANISHI e t  a l ,  1966, 

TAKEMOTO e t  al, 1967). Ainsi, apparaissent les termes de zooecdystéroïdes 

pour représenter les ecdystéroïdes du règne animal e t  les 

phytoecdystéroïdes pour celles du règne végétal (Revue: HETRU et al, 1980). 

.... -.- ......... .... . ........... -." " 

3: Sp, 3P, 14a, 20, 2 2 ~  25 hexa-hydroxy-5~-cholest-7-ène-6-one ou 20-OH- 
ecdysone ou Ecdystérone. 
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A partir de la connaissance de la structure chimique des ecdystéroïdes, 

la  synthèse organique (KERB et al, 1966) permettait l'obtention de quantités 

suffisantes d'hormones pour entreprendre les premières études de l'activité 

biologique de l'a-ecdysone e t  de la P-ecdysone. 

Elles devaient conduire A la démonstration que la Q-ecdysone contrôlait 

des processus morphologiques dont la mue. C'est ainsi que cette molécule 

fu t  considérée universellement comme l'hormone de mue. 

Depuis cinquante ans que l'existence de ce type d'hormones es t  établie, 

plus d'une centaine d'ecdystéroïdes différentes sont actuellement identifiées. 

De plus, les travaux sur  le rôle des hormones ecdystéroïdes montrent 

qu'elles ne contrôlent pas seulement la mue post embryonnaire des insectes 

comme l'évoquaient les premiers travaux mais également le développement 

embryonnaire des insectes, le  développement larvaire e t  la reproduction des 

adultes (ovogenèse, spermatogenèse). 

Les recherches sur les ecdystéroïdes des insectes sont de loin les plus 

avancées par rapport aux autres modèles. Afin de donner un schéma général 

de nos connaissances dans le vaste domaine des hormones ecdystéroïdes, le 

modèle des insectes servira de référence. En particulier, ce schéma 

rapportera les résultats acquis principalement sur  les espèces Locusta 
migra toria', Bombyx morP e t  Mand uca sexta'. 

Pour mémoire, en dehors des insectes, les ecdystéroïdes sont présentes 

chez tous les arthropodes (crustacés, myriapodes, arachnides) e t  chez des 

non arthropodes (annélides, mollusques, coelentérés). La présence 

d'ecdystéro'ides chez les parasites ayant pris un essor après les 

publications des travaux de notre laboratoire, cet aspect sera évoqué dans 

le chapitre discussion. 

-..- 

4: Criquet migrateur d'Afrique. 
5: Vers A soie 
6: Vers du tabac 
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Par rapport aux hormones stéroldes sexuelles humaines, les 

ecdystéroïdes, dont la structure chimique a été donnée précédemment, ont 

les particularités suivantes : 

1/ Conservation du précurseur cholestérol en C27 avec sa  

chaîne latérale, 

2/ Présence de fonctions hydroxyles supplémentaires qui 

confèrent une plus grande hydrophilie, 

3/ Changement de la configuration la jonction des cycles A 

e t  B. L a  jonction e s t  SB-trans comme pour les acides 

biliaires. 

4/ Présence d'une fonction céto-diènique sur le cycle B 

Le si te  de biosynthèse de l'ecdysone est localisé dans des glandes 

paires du prothotorax: les glandes prothoraciques (Bombyx mori: CHINO et  

al,_. 1974; ~Wanduca sexta: KING e t  al, 1974; Leucophae maderae: BORST et  al, 

1974, Locusta migratoria: HOFFMANN e t  a1.,1975). 

Cependant, des structures homologues aux glandes prothoraciques 

présentes dans d'autres espèces jouent également ce rôle de s i te  de 

production de l'ecdysone (Ring Glands de Calliphora, WILLIG e t  ...a 1 1.971 ou 

de Sarcophaga bulla ta, BOLLENBACHER e t  1 976; Oenocyt es de Tenebrio 

molitor,ROMER e t  al, 1974; organes-Y du crabe. 

De par leur structure, les ecdystéroïdes dérivent chimiquement du 

cholestérol (KARLSON et-...al, 1963). or les insectes sont incapables de 

cycliser le squalène donc de synthétiser de novo le noyau stérol (CLARK e t  ....-.. 

al,- 1959). 
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Cette molécule provient des stérols alimentaires ou pour les insectes 

phytophages des phytostérols alimentaires (CLAYTON 1964 - KAPLANIS et-al,... 

1980). 

L a  transformation des stérols en cholestérol e s t  réalisée dans le tube 

digestif ou le corps gras de l'insecte. Le cholestérol, précurseur du noyau 

ecdystéroïde e s t  véhiculé dans l'hémolymphe par une lipoprotéine: 

1'Arylphorine. Ce complexe cholestérol-lipoprotéine permet au  cholestérol de 

pénétrer plus facilement B l'intérieur des glandes prothoraciques. Dans les 

années 70, plusieurs groupes avaient tentés, en vain, de faire produire de 

l'ecdysone par les glandes prothoraciques in vitro en les incubant avec du 

cholestérol "commercial" radio-marqué. Ces échecs étaient imputés en partie 

au fa i t  que sans  la présence du complexe lipo-protéique le précurseur ne 

pouvait franchir la barrière membranaire. 

Bien que toutes les séquences biochimiques ne soient pas définitivement 

établies, en particulier en ce qui concerne les hydroxylases impliquées dans 

la voie anabolique de la biosynthèse, on possède néanmoins les grandes 

lignes directrices. Dans les glandes prothoraciques les étapes précoces de la 

biosynthèse de l'ecdysone seraient à partir du cholestérol: 

i ) la formation des doubles liaisons 67, 

1) l'addition d'une fonction cétol en 6, 

il) la formation du 6-céto-di-ène, 

iv ) l'hydroxylation de la  molécule en C25, C22, C14 e t  C2. 

(revue: Koolman 1980). 

L'ecdysone es t  ensuite sécrétée par les glandes prothoraciques dans le 

système hémolymphatique de l'insecte au  cours d'un stade larvaire (HIRN et" .  

al., 1979) e t  la conversion de l'ecdysone en 20-hydroxy-ecdysone ainsi que 

la biosynthèse des autres ecdystéroïdes sont assurées par d'autres organes 

que les glandes prothoraciques (corps gras, tubes de Malpighi ou autres 

tissus périphériques contenant les mono-oxygénases - Cet aspect sera 

détaillé ultérieurement). 
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Quel es t  le  .~4g_nal-.bi.~~gfi-~!-~,. qui indique aux glandes prothoraciques 

d'initier la biosynthése de l'ecdysone ? 

Cette initiation de la synthèse de l'ecdysone est  induite lorsque les 

glandes prothoraciques sont stimulées par les hormones peptidiques PTTHs 

(BOLLENBACHER e t  al, 1977, 1979). 

b 

Ces hormones sont produites par un type de cellules neuro-sécrétrices 

de la pars intercerebralis (GIRARDIE e t  al., 1971 - AGUI e t  al., 1979). 

Chez Bombyx mori, la  nature protéique des PTTHs fut  élucidée 

(ISHIKAWA e t  ......a l,..- 1963). Il existe au moins deux hormones PTTHs au regard 

de leur activité e t  de leur poids moléculaire: La 4K-PTTH e t  la 22K-PTTH 

(Revue voir ISHIZAKI e t  ....... A.,.-.... 1984). L'analyse physico-chimique de la 4K- 

PTTH indique que cette protéine appartient à la famille des insulines, 

présentant deux chaînes polypeptidiques de 20 e t  28  acides aminés, reliées 

par des ponts disulfures. 

Bien que le mécanisme exact du contrôle de l'initiation de la  

biosynthèse de l'ecdysone par les PTTHs ne soit pas totalement élucidé, les 

travaux publiés dans ce domaine plaident en faveur d'une régulation à 

plusieurs étages: 

1/ Intervention d'AMP-cyclique, de calcium e t  de deux 

protéines kinases, Ca2+ dépendantes, ayant des similitudes 

avec les iso-enzymes type 1 e t  type II de vertébrés (SMITH 

eL-al,-. 1986). 

2/ Présence d'un deuxième facteur de régulation qui module 

l 'activité des glandes prothoraciques e t  qui agirait en 

synergie avec les PTTHs. Ce facteur es t  une protéine hémo- 

lymphatique de 30 kD (WATSON e t  al, 1985), 
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1 3/ Influences de paramètres biologiques sur les PTTHs: 

- Environnement (MIZOGUCHI e t  al., 1982) 
1 

- Facteurs humoraux dont la  JH (WATSON e t  a1.,1985, 1986 
- HIRUMA e t  al., 1978, 1980) 

- Les ecdystéroïdes elles-mêmes (BEYDON e t  al., 1983). 

La 20-hydroxy-ecdysone (20-OH-ecdysone) es t  issue de la conversion 

de l'ecdysone. 

Après la synthèse de l'ecdysone dans les glandes prothoraciques, cette 

hormone es t  excrétée dans l'hémolymphe pour être reprise par le  corps 

gras7. C'est à ce niveau que l'ecdysone sera convertie en 20-OH-ecdysone 

par un complexe enzymatique à cytochrome P4m. La conversion fait 

intervenir plusieurs facteurs dont l'adényl cyclase (LEHMANN e t  ai, 1986). 

Ce complexe enzymatique est  appelé ecdysone 20-mono-oxygènase (EC 1 - 
14-99-22) bien qu'il s'agisse d'une réaction d'hydroxylation selon le schéma: 

ecdysone + 0 2  + NADP + H* --> 20-OH-ecdysone + Hz0 + NADP* 

Dans ce schéma, il a é té  démontré chez L.migratori8 que la constante 

de MICHAELIS est  de l'ordre de 0.3 PM (K. z 0.3 PM), alors que la 20-OH-E, 

produit de la réaction, es t  un inhibiteur compétitif de cette réaction (Ki  = 
0.7pM),(revue WEIRICH e t  al, 1984). 

L'activité du complexe ecdysone 20-mono-oxygènase fut  d'abord mis en 

évidence dans le tube digestif (NIGG et-...&L, 1976) puis dans le corps gras 

(BOLLENBACHER e t  ..,...... al., 1977) e t  les tubes de Malpighi (FEYEREISEN , 
1977). Les glandes prothoraciques ne contiennent pas d'ecdysone 20-mono- 

oxygènase. 

7: Tissu analogue au foie des vertébrés. 
8: Tissu analoge aux tubes séminifères des vertébrés. 
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La localisation subcellulaire de la  conversion de l'ecdysone en 20-OH- 

ecdysone es t  soit mitochondriale (SMITH eL.--al-%, 1979), soit microsomale 

(FEYEREISEN e t  al., 1978). 

La 20-OH-ecdysone après sa  synthèse es t  relarguée dans l'hémolymphe 

de sorte que l'ecdysone e t  la 20-OH-ecdysone coexistent dans ce 

compartiment. Les rapports entre l'ecdysone et  la 20-OH-ecdysone sont 

variables mais les fluctuations entre ces deux hormones sont toujours 

associées à des changements morphologiques importants (LAFONT e t  al., 1975 

- BOLLENBACHER et al., 1975 - HIRN e t  al., 1979). 

Du fait de la plus grande activité biologique, dans des tests  in  vitro, 

de la  20-OH-ecdysone par rapport à l'ecdysone, l'ecdysone est considérée 

par de nombreux auteurs comme une prohormone e t  la 20-OH-ecdysone 

comme l'hormone active (KING et-e.aL--... 1974). Cependant. le  schéma réel ne 

parait pas aussi simple car dans les processus tégumentaires conduisant à 

la mue ces deux hormones semblent avoir des rôles différents, voire 

complémentaires. L'ecdysone serait responsable de la crise mitotique de 

l'épiderme donc de l'apolyse alors que la  20-OH-ecdysone provoquerait la  

biosynthèse cuticulaire (PORCHERON e t  al, 1984). Il est  clair qu'une réponse 

définitive sera apportée lorsque les chimistes auront trouvé e t  synthétisé 

l'inhibiteur de la  conversion de l'ecdysone en 20-OH-ecdysone, c'est à dire 

un inhibiteur spécifique de la 20-mono-oxygénase. 

Dans l'hémolymphe, des protéines, de faibles e t  de fortes affinités, sont 

capables de lier spécifiquement, soit l'ecdysone, soit la 20-OH-ecdysone, soit 

indifféremment la  20-OH-ecdysone ou l'ecdysone. Chez L.migratoria la 

protéine qui lie spécifiquement la 20-OH-ecdysone est  une protéine acide 

(pH1=5.5) de haut  poids moléculaire (PM=230 Kd) e t  de forte affinité pour 

son substrat  (Kd = 1. IO-fM) (FEYEREISEN e t  a 1 9 8  de sorte 

qu'apparemment près de 80% de la 20-OH-E se  trouve sous forme liée. 

De plus cet te protéine es t  produite par le corps gras lui même B tous 

les stades du développement de la larve.- 
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Cette approche du rôle biologique des ecdystéroïdes chez les  insectes a 

é t é  entreprise selon quatre conceptions expérimentales: 

1/ En corrélant les  dosages hormonaux il la  fois aux 

modifications morphologiques observées ainsi  qu'à l 'apparition de 

systèmes enzymatiques spécifiques, 

2/ Par manipulation de larves, soi t  en  posant des ligatures, 

permettant d'isoler des territoires anatomiques particuliers, soit  par 

ablations de glandes, 

3/ Par des  études in vitro sur  des cultures de disques 

imaginaux, de glandes salivaires,  de corps gras ou s u r  des lignées 

cellulaires de drosophile provenant de fragments embryonnaires de 

6-12 h r  (les cellules Kc), 

4/ Par des  études à un niveau moléculaire, chez des 

modèles particulièrement bien connus sur  le  plan génétique comme 

les Drosophiles. 

D'une manière générale, les ecdystéroïdes ont  comme principales 

fonctions l'induction de synthèses protéiques. Ce sont des enzymes 

impliquées dans la  synthèse (ou la  dégradation) de l a  cuticule, des enzymes 

histolytiques, des protéines de réserve du corps gras, des enzymes de la  

mélanisation e t  d'autres enzymes dont la  caractérisation s e  limite pour l a  

majorité d'entre elles à l a  seule connaissance d'un type d'activité 

biologique. 

Dans le  cas de corrélations ent re  le taux hormonal e t  des modifications 

morphologiques l'exemple classique e s t  l'apparition de  pic hémolymphatique 

d'ecdysone chez l a  larve de  Bombyx morf qui précède chacune des quatre 

mues larvaires. 

Chez Locusta, le premier pic hémolymphatique e s t  concomitant d'une 

intense act ivi té  mitotique des cellules épidermiques. Le deuxième pic est  
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concomitant de l'apolyse e t  du dépôt de l'épicuticule. Enfin le troisième pic 

es t  corrélé au  dépôt de la procuticule. 

L'observation d'un développement normal de disques imaginaux d'une 

larve de drosophile après s a  transplantation vers l'hémocoele d'une larve 

receveuse indiquait que la  totalité du tissu environnant n'était  pas 

nécessaire. Ces expériences ont conduit au développement des cultures in 

vitro de disques imaginaux dans des milieux appropriés. L'avantage d'un tel  

systéme de culture réside dans le fai t  que les disques imaginaux ne 

produisent pas d'hormones ecdystéroïdes, ni ne les métabolisent. Ainsi, les 

réponses biologiques sont dues aux seules molécules incorporées dans le 

milieu (Le. les ecdystéroïdes). Ces propriétés sont également vraies pour les 

cultures des lignées Kc. 

Dans ce type de modèle biologique, les changements morphologiques 

attribués aux hormones ecdystéroïdes sont multiples: 

1/  L'évagination des disques imaginaux es t  induite par la seule 

20-OH-Ecdysone à des concentrations molaires inférieures ik lO-'M, puis, le 

dépôt de la cuticule a lieu lors de la brusque diminution du taux hormonal. 

2/ Le dépôt de la  pro-cuticule es t  induite par des 

concentrations molaires en 20-OH-ecdysone de 10-6M. La pro-cuticule es t  

formée de chaîne de chitine (polymères de N-Acétyl-Glucosamine). 

Dans les lignées cellulaires Kc, des activités enzymatiques, ecdystérone 

induite, ont été obtenues après stimulation hormonale. L'une des 

particularité de ces expériences es t  l'apparition tardive de la réponse 

ecdystéroïde qui se  situe après au moins 12 heures de stimulation. 

Les lignées Kc ont permis de mettre en évidence les activités 

enzymatiques, ecdystéroïde induite, suivantes: 

- Acétyl-choline-estérase 

- Catalase 

- Dopa-décarboxylase (DDC) 

- p-Galactosidase 
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- Superoxide dismutase (SOD) 

Par ailleurs, la  20-OH-ecdysone à 10 nM est  capable d'induire la  

synthése d'actine II e t  d'actine III issue du gène 5C. Par contre l'actine 1 

issue du gène 57A n'est pas sous le contrôle de l'ecdysone 

D'autres activités ont  été attribuées A l'ecdysone, par exemple la  

phosphorylation de la 30 Kd (ITOH e"t..,-.al,.-. 1985) dont l e  comportement 

électrophorètique es t  analogue a celui de la protéine ribosomique 6 s  (ITOH 

e t  ..... a_L- 1986). 

L'induction de tubuline issue du gène 60 C (MONTPIED e t  al, 1988) es t  

également sous la dépendance des hormones ecdystéroïdes. 

Pendant les dernières phases de la métamorphose, l 'insecte doit "ré- 

agencer" ses tissus internes pour prendre l'aspect adulte. Ces remaniements 

impliquent, entres autres étapes, la disparition des organes existants comme 

des muscles ou des neurones. Les hormones ecdystéroïdes semblent jouer 

un rôle prépondérant dans cette étape. En particulier, il a été démontré 

que la dégénérescence de la  paire de motoneurones située au  niveau du 38. 

ganglion abdominal, cellules MN 12, correspond à une chute du taux 

hormonal (BENNETT et ..... f i  1986 -FAHRBACH e t  al, 1987). 

L'action des ecdystéroïdes, à un niveau chromosomique, a été mise en 

évidence par CLEVER e t  KARLSON (CLEVER e t  _l,-........- 1960) lorsqu'ils ont 

observé la présence de puffs dans les glandes salivaires de Chironomus 

tentans. Le concept du mode d'action des hormones avec une action directe 

sur  la chromatine venait de naître, il allait être également valable pour les 

hormones de vertébrés. Ce sont les difficultés techniques, en  particulier le 

manque d'hormones ecdystéroïdes radioactives de forte activité spécifique e t  

biologiquement actives qui ont permis à ce concept de s e  développer 

beaucoup plus rapidement chez les vertébrés. I l  aura fallu attendre 1978 

pour démontrer l'existence de récepteurs protéiques pour les ecdystéroïdes. 

L'évolution récente des techniques de biologie moléculaire e t  de culture 

cellulaire ont permis l'étude du mode d'action des ecdystéroïdes dans des 

modèles biologiques (Glandes salivaires, Corps gras, disques imaginaux, 
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lignée cellulaire Kc). (Revues: ASHBURNER 1980, PONGS 1984, RICHARDS e t  al, 

1984). 

Au niveau cellulaire, les ecdystéroïdes pénétrent les membranes 

cytoplasmiques e t  nucléaires pour s e  fixer sur  l 'ADN chromosomique. 

Les études menées sur  des gènes, analogues aux gènes de cellules Kc 

des puffs précoces des glandes salivaires e t  inductibles par les 

ecdystéroïdes, montrent que ces gènes produisent, après traduction, des 

polypeptides appelés E.I.P. (Ecdysteroid Inducible Polypeptides): EIP 40 et  

EIP 28/29 pour les protéines de 40 Kd, 28 Kd e t  29Kd (SAVAKIS et...&.,... 

1980). Il existe sur le locus 56 B-D une seule copie d'un gène responsable 

des formes EIP 40 e t  sur  le locus 71CD une seule copie du gène EIP 28/29. 

EIP 28 e t  EIP 29 sont le produit d'un seul transcrit. Les mRNAs matures de 

EIP 28 e t  de EIP 29 ne diffèrent que par 12 nucléotides e t  résultent de 

splicing différent du transcrit  initial unique. Quant au gène EIP 40 il est  

transcrit dans deux directions opposées donnant deux protéines différentes. 

Les séquences régulatrices sont situées en amont du site d'initiation de la 

transcription. Il faut  noter que la longueur de ces séquences régulatrices 

sont dix fois plus longues que celle des bactéries. 

Dès 1956, Peter KARLSON avait  observé que des femelles de Bombyx 

morl contenaient des ecdystéroïdes (KARLSON e t  al, 1956). Cependant, compte 

tenu des faibles taux dosés, ces résultats avaient é té  interprétés comme des 

taux résiduels persistant chez l'adulte après ses mues pupales. 

Le hasard a voulu que cette observation soit isolée e t  les résultats ont 

rejoint les greniers pendant ......... 20 ans. 
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Les années 75 ont é té  plus favorables pour cet axe thématique des 

ecdystéroïdes chez les adultes en ce sens que plusieurs équipes, à peu 

près A la  même époque, ont publié (re-publié) ce type d'observation. 

La présence d'hormones ecdystéroïdes chez l'insecte adulte a été 

détectée tout  B fai t  fortuitement dans ces années 75. 

En suivant le  dernier e t  56' pic larvaire d'ecdystéroïdes chez Locusta 

migratorla l'équipe de Jules HOFFMANN confirma qu'après l'émergence il ne 

restait que quelques traces d'ecdystéroïdes (HOFFMANN et---- alA---- 1976). 

Résultats en parfait accord avec les modifications anatomiques de l'insecte 

puisque les glandes prothoraciques, productrices d'ecdysone, régressent et  

dégénèrent quelques heures aprés cet te émergence. 

C'est en poursuivant leurs dosages qu'ils eurent la surprise de 

constater des taux d'hormones ecdystéroïdes plus de dix fois supérieurs aux 

taux rencontrés chez la  larve. Cette observation confirmait les travaux 

d'autres équipes (HAGEDORN et-.-&-.... 1975). ce qui confortait ce nouveau 

concept face au septicisme du reste de la communauté scientifique. 

11 fallait donc, pour convaincre, reprendre des études des voies anaboliques 

de l'ecdysone chez l'adulte. 

Les femelles adultes synthétisaient des ecdystéroïdes e t  ces molécules 

étaient accumulées dans les ovaires. Résultats obtenus par les techniques 

d'ablation e t  de cultures in vitro (HANAOKA e.t-.al,. 1974 sur Bombyx mori, 
HAGEDORN e t  al, 1975 sur Aedes aegypti, HOFFMANN e t  al, 1976 sur  Locusta 

migra toria, DELBECQUE e t  al, 1 978 sur  Macrotermes) . 

Le lieu exact de la biosynthèse d'ecdysone es t  l'épithélium folliculaire 

entourant les oocytes terminaux (GOLTZENE e t  al, 1978). 



- Page 45 - 

Le cycle ovarien de Locusta e s t  d'une dizaine de jours. Cependant, la  

productiori d'ecdysone par les cellules folliculaires ne s'effectue qu'a l a  fin 

de l a  vitellogenèse pour s e  terminer à l'ovulation: l a  synthèse n'a pas durée 

plus d'une dizaine d'heures. 

L'analyse des ecdystéroi'des chez les insectes adultes al lai t  conduire à 

l a  mise en  évidence de nouvelles molécules, dans les oeufs e t  les embryons, 

telles l a  26-hydroxy-ecdysone, l a  20,26 dihydroxy-ecdysone e t  l a  

makistérone A, une molécule d1ecdystéro1de en  Ca. 

Les voies de biosynthèse de l'ecdysone "ovarienne" chez Locusta sont 

déduites de résul ta ts  portant su r  l'identification chimique de précurseurs 

obtenus par  conversion biochimique de molécules trit iées après incubation in  

v i t ro  d'ovaires (OHNISHI e.t a.L 1981 - HETRU et al, 1978). Plusieurs voies 

métaboliques ont é t é  proposées selon le  type d'insecte (Bomb.vx morl, 
Locusta mlgratorfa).  Les grandes lignes de cet te  biosynthèse seraient  à 

partir  d'un précurseur probable cholestérol: 

11 Formation du 7-déhydro-cholestérol 

2/ synthèse du Kétodiol ou 2,22,25 tri-déoxy-ecdysone 

3/ Hydroxylation en Czs puis en CU, 

4/ Hydroxylation en CZ. 

Possible paihway of ecdysteroid biosynttusis in Locurra ovary. A. cliolcsicml; [i, 2.14.22.25-km- 
dcoxyecdyu>nc; C. 2,22.25-~dcoayccdyronc; D, 2,22-bisdcoxyccdywnc; E, 2-dcoxyccdyroiu; F. ccdysonc. [From 
Hem ci d. 1978.1 
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La majorité des molécules d'ecdystéroïdes synthétisées restent au  stade 

2-déoxy-ecdysone (sous la  forme d'un ester  22-adénosine-monophosphorique 

- TSOUPRAS e t  al, 1983), un tiers seulement es t  converti en ecdysone. 

1 
De plus, chez Locusta migratoria, la  presque totalité des ecdystéroldes 

ovariennes sont conjuguées e t  près de 98% des hormones passent dans les 

oocytes où elles sont liées la vitelline (LAGUEUX e'L_"-alL-1981). Les 

concentrations d'ecdystéroïdes ovariennes sont t rés  importantes, de l'ordre 

de 100 PM pour les conjugués de 2-déoxy-ecdysone e t  de 50 PM pour les 

conjugués d'ecdysone; taux hormonaux exceptionnels dans le règne animal. 

Les conjugués majeurs identifiés chez les femelles de Locusta 

migratoria sont le  22-adénoslne-ester-mono-phosphate-2-déoxy-ecdysone e t  

le 3-phosphate-3-épi-2-déoxy-ecdysone (TSOUPRAS e t  al, 1982). 

Cette concentration importante d'ecdystéroïdes ovariennes n'exclue pas 

le fa i t  que l'on retrouve, certes à de faibles taux, des ecdystéroïdes dans 

l'hémoplymphe des adultes (KING e t  al, 1974 sur Leucophae maderae, 

KOOLMAN e t  al, 1979 sur  Calliphora er,ythrocephala, HANAOKA .et-.....al,,.. 1980 sur 

Aedes aegyptl, . 

Dans les autres espèces que Locusta migratoria ce concept général 

reste vrai. Seules des fluctuations dans la balance hormones ovariennes- 

hormones hémolymphatiques sont décrites. C'est le cas notamment chez 

Galleria mellonella, ou le taux des ecdystéroïdes présentes dans les ovaires 

représente 60 B 70% des ecdystéroïdes totaux (BOLLENBACHER e t  al  1978). 

L'un des cas extrême serai t  Bombyx mori où la  totalité des ecdystéroïdes 

siègent dans l'ovaire (ONISHI e t  al, 1977, 1981). 

Les expériences biologiques d'ablation, de cautérisation e t  d'implant sur 

les corps allates, les cellules neurosécrétrices du cerveau ou les corps 

cardiaques, orientèrent rapidement les recherches du facteur d'initiation 

vers les cellules neurosécrétrices de la pars intercerebralis. Le facteur 
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hormonal a é té  m i s  en évidence e t  appelé "follicule ce11 tropic hormone" 

(FCTH) (CHARLET e t  al, 1979). 

La structure de cette hormone protéique folliculotrope n'est pas encore I 

connue mais elle pourrait être comme les PTTH ou la EDNH ("egg 

development neuro hormone", de Aedes aegyptf l .  

Quant aux insectes mâles adultes, des hormones ecdystéroïdes ont été 

détectées. En l'absence d'ovaires, ce sont les enveloppes testiculaires qui 

synthétiseraient l'ecdysone (SHIMIZU et.-a1--1986, LOEB eg,-al.,, .... 1982, LOEB et". 

alA- 1986). 
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Chez les Diptères, l'ecdysone passe dans l'hémolymphe pour réguler la 

production de vitellogénine des femelles (HAGEDORN et_-al,-- 1973, FALLON et. 
al-1974 sur  Aedes aegyptfi, entraîner la mise au  repos des corps ailates 

en fin de vitellogenèse (Blattes), provoquer la  libération de la  neurohormone 

de ponte (Rhodnius) e t  stimuler les contractions utérines (Glossine, Grillon). 

Fait unique, des injections d'ecdysone induisent la  synthèse de vitellogènine 

chez le mâle. En situation physiologique, la  20-OH-ecdysone induit la 

spermatogendse du mâle (Revue HAGEDORN, 1983). 

Par contre, chez Locusta migratoria, il existe une faible fraction 

d'ecdysone libre qui s'accumule au pôle postérieur de l'ovocyte. L'hormone 

y at teint  de fortes concentrations (20yM) au moment de la réinitiation 

méiotique de l'ovocyte qui étai t  bloqué en métaphase 1. Les conjugués, 

principalement des 22 phosphates d'ecdysone, sont hydrolysés pendant 

l'embryogenèse e t  permet à l'embryon de disposer d'ecdysone libre. C'est 

grâce à cette "réserve" que la cuticulogenèse embryonaire s'effectuerait. 

(Revue: HOFFMANN e t  al,  1986). 

Le métabolisme de l'ecdysone joue un rôle important dans la régulation 

des hormones circulantes car il conduit à l'inactivation des molécules 

d'ecdysone e t  de 20-OH-ecdysone, en tous cas, diminue de facon 

significative l'affinité du métabolite pour le récepteur de l'ecdysone ou de 

la  20-OH-ecdysone. 

Des paramètres multiples sont impliqués dans le métabolisme de ces 

stéroïdes; type d'arthropode, sexe, s tade de développement, conditions 

physiologiques, etc.. rendant laborieux une étude exhaustive de ce chapitre. 

L'ecdysone peut ê t re  hydroxylée, oxydée, réduite, conjuguée à d'autres 

molécules biologiques, sa  chaîne latérale peut être coupée, des réactions 

d'isomérisation peuvent avoir lieu (KING el- ..,.GA....-- 1969, KING 1972, HOFFMANN 

et_.-a.l,.- 1974, KOOLMAN e t  al, 1979, LAFONT e t  al, 1980, LAFONT e t  al, 1984. 
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Cependant les  s i tes  où s'opèrent ces modifications sur  l a  molécule sont 

restreints  e t  peuvent s e  résumer ainsi: 

CYCLE. ...- A: 
en 2: conjugaison 

en  3: conjugaison 
oxydation 
réduction 
épimérisation 

en  20: hydroxylation 

en  22: conjugaison 
coupure C20-C22 

en 26: hydroxylation 
oxydation 

PHOSPHATE ESTER 

O M R  ? 

/ 
ACETYL ESTER 

30 m. 

i t 
SUCFATE ESTER ? 

3 0x0 

I 
30 OH - P W W W T E  ESTER 

ACYL ESTER 

PHOSPHATE ESTER 

NUCLEOT 1 DE 

SULFATE ESTER ? 

Les métabolites ne s e  limitent pas à une seule modification sur  l e  cycle. 

Alnsi, une structure possible telle l a  3P(a-gluco pyranoside) 20-hydroxy- 
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ecdysone en e s t  une illustration. Dans ce cas, l'existence du glucoside 

branché en C3 su r  un noyau 20-OH-E a été trouvée in vivo e t  la 

configuration citée n'est confirmée qu'in vitro (KING 1972). Cet exemple 

souligne le fait  que ces études sont délicates e t  que bien qu'ayant des 

arguments sur leur présence in vivo, la structure n'est établie qu'à partir 

d'expériences menées in vitro sur des préparations enzymatiques. 

Ces métabolites ont donc des polarités différentes du précurseur initial, 

ce qui a conduit Jan KOOLMAN à classer ces métabolites en trois grands 

groupes (KOOLMAN, J. 1982): 

GROUPE 1: ecdystéroïdes de polarité analogue ti l'ecdysone. 

GROUPE 2: ecdystéroïdes très polaires. 

GROUPE 3: ecdystéroïdes moins polaires que l'ecdysone. 

La caractérisation par HPLC d'un certains nombres de conjugués peut 

poser des problèmes expérimentaux. En particulier, il n'est pas rare d'avoir 

le même temps d'élution pour le conjugué e t  un standard de référence. 

(ISAAC e t  al, 1981). 

En plus des problèmes expérimentaux, se  pose le problème de l'analyse 

des résultats. Dans toutes études scientifiques, l'obtention de valeurs 

chiffrées des résultats  est  un point important pour leur interprétation. La 

base de notre travail étant  fondé sur le dosage des hormones ecdystéroïdes, 

le chapitre suivant es t  entièrement consacré à l'analyse mathématique e t  ii 

l'informatisation des calculs numériques. 
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II - 1 - 1. NECESSITE D'UN CALCUL INFORMATISE. 

L'analyse des hormones ecdystérordes e s t  effectuée par dosage radio- 

immunologique e t  l 'étude de  ces hormones allait  devenir la  base de notre 

t ravai l .  Face a u  nombre important de résul tats  expérimentaux à devoir 

t rai ter ,  un calcul informatisé s'imposait. Il permettait à la  fois le traitement 

rapide des résul ta ts  mais sur tout  excluait les erreurs de calcul inhérentes A 

l'homme dans de  grandes séries. 

Cet apprentissage des concepts e t  du langage informatique fu t  long e t  

fastidieux dans un environnement ou peu comprenait ma nouvelle démarche 

scientifique. 

Aujourd'hui, ces efforts permettent aux équipes Lilloises étudiant  les 

hormones ecdystéroïdes d 'être  dotées de logiciels parfaitement adaptés aux 

contraintes expérimentales e t  humaines. Ceci es t  d 'au tant  plus utile que l a  

technique récente du dosage des ecdystéroïdes sur  tubes "coatés" permet 

l 'analyse simultanée d'un nombre encore plus important d'échantillons. 

Le schéma général du programme s e  décompose en trois grandes 

parties: 

1/ Gestion de l a  courbe de référence 

2 /  Interpolation linéaire e t  calcul de la  quanti té  d'ecdystérone 

contenue dans un échantillon biologique, 
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3/ Gestion de la bibliothèque de données expérimentales. 

La courbe de référence de l'ecdysone ou de la 20-OH-ecdysone es t  

établie d'abord graphiquement en construisant la courbe 

B/T = f(1og C), obtenue après dialyse (avec C, concentration molaire en 

ecdystéroïde, s'échelonnant de 1 0 - 4  A 10'"). 

Cette courbe de type sigmoïde es t  segmentée à partir de C=10-'0-3M. 

L'incrément es t  de C=lO-o.3M. A chaque concentration correspond une valeur 

de B/T qui e s t  mémorisée dans une variable R(x), puis stockée sur disque 

sous forme de fichier dont le label es t  toujours "REF". 

Grâce à une gestion minutieuse des fichiers de l'ensemble du 

programme ECDYSONE.EXE, on stocke à la fois la courbe de référence issue 

de la technique de dialyse à l'équilibre comme celles issues de la technique 

des "tubes coatés". 

L'utilisation du dialyseur donne 2 valeurs de radioactivité: L'une 

correspondant à l'antigène libre e t  l 'autre à l'antigène libre e t  lié. La somme 

des deux compartiments correspondant à l'antigène radiomarqué total. 

Le taux de liaison sat isfai t  la relation: 

A partir de cette valeur du B/T , la concentration hormonale de 

l'échantillon sera calculée par interpolation linéaire de la courbe standard. 
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soi t  X i  l'origine de la courbe de référence e t  Xz l'incrément selon les 

abscisses qui séparent deux concentrations contiguës d'ecdystérofde. 

Soit C l'abscisse d'un point standard R(F-1) ayant  A comme valeur de  

B/T, e t  D l'abscisse d'un point standard R(F) ayant  B comme valeur de  B/T 

(Fig. II. 1). 

Soit E la valeur du  B/T de l'échantillon biologique obtenue après 

dialyse, dont  l'abscisse P e s t  à calculer. 

Pour des points C e t  D voisins, le segment de courbe, 

1 r(F-l) , r (F))  peut ê t r e  assimilé A s a  corde r(F-l),r(F).  Les régles de 

trigonométrie en coordonnées cartéslennes rectangulalres donnent la  relation 

suivante: 
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d'où 

CF = AE ' CD / AB (équation 1) 

La valeur de l'abscisse C, du point R(F-11, Par rapport à l'origine de 

la  courbe standard est  égale A: 

Xi  + X2'F 

Par construction: AE = R(F-1) - E (2) 

comme par définition XFCD (4) 

l'équation (1) devient, en fonction de (21, (3) e t  (4): 

Or: Abscisse de F = Abscisse de C + CF ( 6 )  

La valeur de l'abscisse de C est  reliée à l'origine Xi de la courbe à la  

fois par le nombre d'intervalles entiers le séparant de X i  e t  par la valeur 

de l'incrément X2. 

Le nombre d'intervalles entiers d'un point d'ordre i-1 es t  i (Y i E N*+), 

d'où l'abscisse C du point d'ordonnée R(F-1). 

Abscisse C = ((F-1) - 1 ) ' Xz 

= F S X 2  (7) 

Des équations ( 5 ) ,  (6) e t  (7), il en résulte que l'abscisse F, d'un point 
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dont le B/T e s t  E, a pour expression: 

La quantité hormonale correspondante sera obtenue en Intégrant les 

paramètres expérimentaux: P,(poids de l'échantillon), H (volume ou homogènat 

de l'extrait) e t  D (dilution avant dosage) selon la  relation: 

Pour chaque échantillon, l'ensemble des données expérimentales es t  

stocké sur mémoire ROM propre à chaque système informatique 

(généralement sur  disquette 5' 1/4). Ceci a l 'avantage de pouvoir conserver 

tous les résultats.  

Des répertoires logiques sont créés au gré de l'utilisateur selon la 

technique utilisée (dialyse ou tubes coatés). La liste des fichiers, pour 

chaque répertoire, est accessible à partir de l'option "Lectures des fichiers" 

du programme. 

Grâce à ce stockage, toutes les données expérimentales sont accessibles 

a tous moments. Ainsi, l'analyse peut être effectuée ultérieurement, 

retraitée, ou imprimée, sans  devoir repupîtrer les centaines de données 

expérimentales. 

II - 1 - 3. SOFTWARE. 

L'ensemble du logiciel permettant ce calcul es t  écrit sous GWBASIC 

Microsoftu, puis compilé par un compilateur BASIC approprié (QUICKBASIC). 

Ce programme compilé en fa i t  un logiciel autonome PC compatible, supportant 
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aussi bien un écran monochrome qu'un écran couleur émulé par une carte 

EGA. 

L'option /O a été  utilisée pendant la compilation. Elle autorise la  liaison 

avec la bibliothèque d'appels aux routines dlentrée/sortie. La liaison du 

fichier programme objet avec la bibliothèque es t  effectuée par l'instruction 

DOS suivante: 

LINK fichier.OBJ, fichier.EXE, , BCOMSO-LIB 

Cette formule A l 'avantage d'obtenir un fichier unique directement 

exécutable qui ne nécessite plus la présence du module BRUN2O.EXE. 

L'éditions de liens avec la bibliothèque d'exécution BCOM2O.LIB présente les 

avantages suivants: 

- Programme plus court 

- Exécution plus rapide 

mais requiert toujours 28Ko de plus sur le disque que la  compilation 

normale. 

Pour des modifications mineures du programme exécutable, l 'utilitaire 

DEBUG permettra de modifier le contenu des registres du microprocesseur 

sans devoir ré-assembler le programme objet. 

La totalité des instructions de compilation est  rassemblée dans un 

fichier de procédures automatiques ('.BAT) utilisant des caractères 

remplaçables %1, %2, %3. 



Page 58 

Afin de permettre aux futurs utilisateurs de disposer d'un logiciel "clé 

en main" leur permettant le dosage d'un système ligand-substrat, issu soit 

du principe conceptuel des "tubes coatés" , soit d'une dialyse A l'équilibre, 

la liste des instructions en langage BASIC MicrosoftR est  donnée en annexe. 

Une disquette 6'1/4, pour PC compatible, prête A l'emploi est également 

fournie. Le lancement de la disquette, une fois insérer dans le lecteur A: 

s'effectue par les instructions classiques suivantes: 

1/ Pupitrer A : puis valider 

2/ Pupitrer AUTOEXEC puis valider. 
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II - 2 - 2. NECESSITE DE L'OUTIL INFORMATIQUE. 

L'une des principales difficultés rencontrées avec le modèle parasitaire 

es t  la  faible abondance de matériel biologique, de sorte que toutes les 

techniques enzymatiques ne sont pas directement applicables : C'est le cas 

de l'enzyme superoxide dismutase (S.O.D.). 

De plus , la S.O.D. des schistosomes, contenue dans un extrait 

biologique est  instable ce qui exclut même le stockage des échantillons A 
-2O'C. 

Pour simplifier encore l'approche expérimentale, la technique de dosage 

de la S.0.D décrite par Mc CORD e t  FRIDOVICH (1969) ne s'applique qu'aux 

échantillons biologiques contenant au moins une unité enzymatiquea. 

Ces conditions sont incompatibles avec certains stades parasitaires 

étudiés. 

Le seul moyen de contourner de telles difficultés étai t  d'établir le 

modèle mathématique auquel obéissait ce dosage dans toutes ces phases 

expérimentales. 

II - 2 - 2 - MODELE MATHEMATIQUE DU DOSAGE. 

On appelle déterminant D du 20d ordre, représenté par la matrice 

al bl , l'expression : al.b2 - a2.bl. 1 a2 b2 1 
On peut donc écrire : 

1: Une unité enzymatique est la quantité de SOD qui inhibe de 
50% la vitesse de réduction du ferri-cytochrome C (0.0125 
DO/mn) 



1 Page 60 

a l ,  b l ,  a2  e t  b2 sont  appelés les éléments du déterminant. 

La première ligne e s t  constituée par les  éléments a l  et b l ,  l a  première 

colonne par les éléments a l  e t  a2. 

b2 c2 a2 c2 a2 b2 
l ' express ion  D = a l  + c l  / b3 c3 1 - b1 1 a3 c3 / / a3 b3 1 

On appelle déterminant du 3&me ordre, représenté par l a  

D'après l a  définition du déterminant du 20* ordre, 

D = al(b2.c3 - b3.c2) - bl(a2.c3 - a3.c2) + cl(a2.b3 - a3.b2) 

matrice 

Le déterminant 

a l  b l  c l  
a2 b2 c2 
a3 b3 c3 

l'élément a l .  On l'obtient en supprimant dans le déterminant donné, l a  ligne 

b2 c2 

b3 c3 

e t  l a  colonne où s e  trouve l'élément. 

s ' a p p e l l e  l e  mineur r e l a t i f  à 

Par sui te ,  le  déterminant du 4e. ordre de la  matrice 

aura pour expression 

b2 c2 d2 a2 c2 d2 a2 b2 d2 a2 b2 c2 
a l .  b3 c3 d3 b l .  a3 c3 d3 + c l .  a3 b3 d3 d l .  a3 b3 c3 

/ b 4 c 4 d 4 /  I a 4 c 4 d 4 l  l a * b 4 d 4 /  I a 4 b 4 c 4 /  

Nous verrons que l 'étude du modèle mathématique du dosage de la 

superoxide dismutase fa i t  appel A un déterminant d'ordre six. 
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Dans le cas de systèmes d'équations linéaires A plusieurs inconnues, le 

calcul matriciel devient un outil  mathématique performant. 

L'étude d'un exemple permettra de mieux assimiler la portée d'un calcul 

matriciel. 

Soit le système linéaire suivant, dont les termes x,y e t  z sont à 

calculer. 

Traditionnellement, pour résoudre un tel système d'équations, on 

procéde par substitutions, méthode longue e t  fastidieuse. 

Par l'approche matricielle, on forme les deux matrices, celle des termes 

constants, C, e t  celle des termes inconnus M. 

puis celles des termes en x, Mx, en y, My e t  en z, Mz. Elles sont obtenues 

en remplaçant dans M les coefficients d'une colonne donnée par la matrice 

des termes constants. 

d'où 

On démontre que si D,  Dx, Dy e t  Dz sont les déterminants des matrices 
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M, Mx, My e t  Mz respectivement, alors: 

Le dosage de la S.0.D fa i t  intervenir deux types de calculs 

correspondants à deux analyses de courbes distinctes: 

1/ Une régression linéaire rendant compte, pour une concentration 

enzymatique donnée, de l a  réduction du ferri-cytochrome C en fonction du 

temps (DO=f(t )c) .  Cette analyse nous permet d'associer pour chaque 

concentration enzymatique s a  vi tesse initiale, donnée par l a  pente de l a  

droite. 

2/ Une régression polynomiale de degré p, pour "corréler" toutes les 

vi tesses initiales de réduction du ferri-cytochrome C aux concentrations 

enzymatiques correspondantes. 

. - 8 . .  . z... . . G . N .  N E A . l _ E ,  

La réduction du ferri-cytochrome C, mesurée par son absorption 

spectrophotométrique, y, varie linéairement a u  temps d'incubation, x, 

pendant la  durée des mesures. 

y = a + b.x 

Expérimentalement, x varie de O à 150 secondes e t  y varie de O A 0.050 

AUFS. On a cinq points expérimentaux pour tracer la droite de corrélation. 
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La résolution mathématique d'une régression linéaire e s t  telle que les 

coefficients a e t  b sont  choisis pour que l a  valeur de l'expression: 

Q = Z ( y - (a+b.x))a soi t  minimale. 

Cette condition e s t  a t te in te  lorsque les  dérivées partielles de Q sont 

nulles, c'est-à-dire lorsque : 

ce qui donne: 

d'où : 

a = ( b.Cx - Ey) / n 

d'oh : 

Le coefficient directeur, b, nous donne l a  pente A l'origine de  l a  

courbe, donc la  vi tesse initiale de la  réduction du ferri-cytochrome C par 

minute, pour une concentration enzymatique donnée. 

Nous avons expérimentalement N (N>9) couples de points, c'est-à-dire N 

vitesses initiales de réduction du ferri-cytochrome C associées A leur 

concentration enzymatique. 

Nous voulons déterminer l'équation de l a  courbe qui relie tous ces 

points entres-eux. 
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Notre hypothèse e s t  que l 'équation de  la  courbe e s t  un  polynôme de 

degré P, d'expression: 

Pour chaque couple d e  valeur,  P+l  équations l inéaires sont  écrites: 

XY = a0 .N + ai .Xx +. . . . .+ an . Z X ~  +. . . . .+ a p  .XxP. 

Xy.x = ao.Xx + al.Cx2 + ..... + an.Xxn+l + ..... + ap.XxPtl .  

= 

Xy.xp = a0 . L x p  + ai . X x p t l  + ..... + ap . Z x P t p  

La matrice M, d e  déterminant D e s t  formée par  les termes inconnus ne 

contenant  que des termes en x (2x1) s i tués  à droite du signe d'égalité.. 

La matrice Y f a i t  intervenir  des  termes de gauche en  y (Ly.xl). 

Nous retrouvons ici un système d'équations l inéaires dont  les 

coefficients ao, ai, .... a p  peuvent ê t r e  calculés à l 'aide du déterminant D e t  

des déterminants Dl, Dz, ... Di,.pour les  termes en i: 

d'où l 'expression du polynôme Y = P(X): 

Les racines de  cet te  équation son t  déterminées par i térat ions 

successives de la  courbe s tandard Y - P(X).  - 
On encadre la vi tesse de réduction du ferri-cytochrome C de  l 'échantillon 

par  deux vi tesses  contiguës, Yr e t  Y2, de réduction du ferri-cytochrome C 

des s tandards.  
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Ils leur correspondent les quantités enzymatiques connues des 

standards, XI e t  X2, qui encadrent celle de l'échantillon. 

Puis on divise par deux le segment (X1X2). soit X3 cette valeur. Le 

segment (XlX3) ou (X3X2) encadre la valeur expérimentale de l'échantillon. 

Si la vitesse v3 de réduction du ferri-cytochrome C ainsi calculée est  

supérieure à l a  vitesse expérimentale de la réduction du ferri-cytochrome C 

de l'échantillon, une autre itération es t  effectuée jusqu'à ce que la valeur 

ainsi calculée soit égale à la  valeur expérimentale de l'échantillon à IO-' 

près. 

Cette méthode converge rapidement en 12 à 14 itérations. 

Le modèle de régression polynomiale permet presque toujours d'obtenir 

l'équation de n'importe quelle fonction telle que des dosages enzymatiques. 

Néanmoins, un certain nombre de restrictions doivent être présentes à 

l'esprit dans l'utilisation de ce type modèle: 

1/ Les valeurs des points de références sur  l'axe des abscisses 

doivent ê t re  équidistants, 

2/ L'approximation n'est valable que pour des interpolations, c'est 

à dire que la valeur expérimentale de l'échantillon doit être 

encadrée par deux points de la courbe de référence. 
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Le logiciel es t  réalisé avec le BASIC WANG 2200 MVP permettant le 

calcul matriciel, contrairement au BASIC M i c r o s o f F  utilisé couramment sur 

les micro-ordinateurs actuels. 

Quatorze opérations matricielles sont permises par le BASIC WANG MVP 

utilisant les régles de l'algèbre linéaire. Elles peuvent ê t re  utilisées pour 

trouver les solutions de systèmes d'équations linéaires. 

L'instruction MAT INV provoque le calcul du déterminant d'une matrice 

par la méthode d'élimination de GAUSS - JORDAN. 

Grâce A ce software, le calcul du déterminant d'une matrice 6x6 

requiert 0.20 seconde. 

L'architecture du programme es t  donné ci-contre, e t  t ient  compte, dans 

la présentation à l'écran, des habitudes expérimentales de l'opérateur. En 

d'autres termes, le programme s'adapte à l 'utilisateur, ce qui fut,  du moins, 

mon soucis permanent. 

Le logiciel s'articule en deux grandes parties: 

D'une part,  l 'entrée des données concernant les standards (densité 

optique du milieu réactionnel, temps de lecture correspondant) e t  le calcul 

des coefficients, Cx', Cy.xi, nécessaires aux régressions linéaires e t  

polynomiales. 

D'autre part, l 'entrée des données concernant les échantillons 

biologiques a doser (densité optique x au temps de lecture y, volume de 

prise d'essai, dilution, quantité de protéine) e t  la  recherche du contenu 

enzymatique par les itérations successives. 

Une ~.a-rti.ia ~o.mm-~e_- aux deux parties de programme, la régression 

linéaire permettant le calcul de la vitesse initiale de la réaction de 
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réduction du cytochrome C, e s t  placée dans un module autonome appelé 

sous -programme. 

Le polynôme es t  obtenu a part i r  de 11 points expérimentaux (figure 

11.2). 

Un polynôme de  degré 6 donne des résul tats  t r è s  sat isfaisants  comme 

l'indique la  figue 11.3 ou les  échantillons sont  des dilutions connues d'une 

solution de référence de SOD. Ceci nous permet d'observer que le modèle 

mathématique e s t  applicable dans le domaine 0-100% d'inhibition de la  courbe 

standard. 

Cette méthode a é t é  l'objet de l a  publication suivante. 
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Treatment of super oxide dismutase assay by 
a regression method 

Ph. Nirde 
Crxtrr dïmmuno10,pir d de diilo.fie pnraiiaire, L'ni!; mixu I.VSER.Il ('167, 
C.VRS 624. 1n~fi:uie Puirur. BP W. jM19 Lille Cldrr. Franc, 

Introduction 

The superoxide dismutase (SOD, EC l.lj.1.1) is a widely 
discributed enzyme in al1 aerobic cells [ I  and 21. It is the 
principal protective enzyme against oxygen toxicity and 
acts by catalysing the removal of superoxide radical 
(02-  ) [3 and 41. The assay of SOD using Xanthine- 
Xanthine osidase-Ferncytochrome C was described by 
XlcCord and Fridovich in 1969 [j] .  Since, this spectro- 
scopic method has been in use îor SOD studics in both the 
medicine and biology. 

The assay is based on the rate of reduction of ferncyto- 
chrome C measured spectrophotometrically, but this rate 
oircduction is not proportional to the amount ofenzyme 
added. Therefore samples must be conccntrated or 
diluted to obtain 50% of inhibition of the rate of reduction 
of ferricytochrome C: one enzyme unit [j]. So this method 
is not suitable for biologists working on scarce materials 
where storage of samples, to have enough material for an 
assay, may be prejudicial to the enzyme molecule. 

In order to make the assay available for al1 samples, a 
minicomputer program has been developcd. Because 
samples need not be concentrated nor diluted, this 
program provides a rapid and a useful calculation for the 
determination of the amount of SOD in samples, 
especiallv for biological extracts with low quantities. In 
addition, the sensitivity of the assay has been improved 
bv a factor of 30 with this computer-aided approach. 

Hardware configuration 

The II'ASG 2200 M V P  model has a user memory of45 K 
bytes. Only 14 K bytes are necessary for the rcsident 
program and the variabla. This model har an integrated 
CRT:keyboard which displays 24 lines on screen, each 80 
characteri in length. The computer is equipped with a 
iast printer (122 1 W IVAXG) for hard copia and a hard 
disk unir l'or storing the program. 

The WANG BASIC language allows 14 matrix opera- 
rions. These operations are performed on numeric arrays 
according to the rules of linear algebra and can be used 

for the solution of systems of non-singular homogenous 
lincar equations. The '.\[AT IN\-' matrix statemcnt 
causes matrix inversion by the Gauss-Jordan eliminatioii 
method. A matrix can be inverted in a signilicancly 
shorter time than is possible with BASIC programs. 
Indeed, whereas other minicomputers store thcir pro- 
gram text exactly as it is entered by the programmer, the 
WANG BASIC interpreter converts into one-b\te 'ts:<t 
arom' each word octhe rext program. Thus. the atomized 
lines permit faster program esccutiori-lines are more 
compact and can be more rapidly scanned, for example, 
inverting a 7 x 7 niatrix requires 0.20 S. Because no tiles 
are used îor this logiciel, this program can be casily 
adapted to BASIC microsoft language. 

Mathematicai expressions 

The model, for calculating the rate of reduction of 
ferricytochrome C at a known enzyme amount, is: 

where y is the absorbance and x  the time when 
absorbance is set up. In tlie least squares estimation, the 
parameten a  and b are chosen so that the value: 

Q = P b - ( a  + b x) ]2  is minimum. 

This condition occurs when the following partial deriva- 
tives are zeroing: 

Rdatiachip bthurm rate of rtduction of f m ' ~ v t w h m m e  C and 
ng"r amouni 

The p-degree polynomial regression model used with one 
independent variable is: 

y = a , , + a l x + a 2 x 2 +  . . . .  . - f a P d  (?) 

where a, is called the partial regression coelficient [6]. 
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For samplcs, as for standard points, thc rate of rcduction 
of ferricytochromc C is calculatcd using a lcast squares 
estimation. This prograrn allows tlie input ofreplicates by 
tlie FOR/?JEXT loop. The mcan value is calculated and 
the corresponding enzyme aniount is computed by 
successi\.e irerations in subroutine 2. Expcrimenral 
parameters, such as initial extraction volume, assay 
\olume and dilution, are integratcd for the final calcula- 
tion of the enzyme amount. Rcsults are then printcd. 
.-\[ter the iast sample is calculatcd the curve is plotted. 

The polynomial curve is fitted with I l  experimental 
standards whose enzyme amounts are equidistant on the 
x-mis. Standards have been chosen so that the maximum 
and minimum rate of reduction of cytochrome C covers 
those of the sarnples. All experimental standard points 
are plotted on a curve (characters '0')-sec figure 3. In 
these experiments, samples (character '+') were a known 
diluuon mixture of a standard solution. In this way we 
could verify chat the calculated enzvme amount for 
samples was in good agreement with the real enzyme 
content. This was so throughout the whole range of 
0-100% inhibition of the standard curve (table 1). 

.- 
- 4  

8 . .  ....,....-.-- 
0 --..--,a-" . , --...- 
Y L I  U m.. -- LI s- ... U ,Y.. U 8%- ,-- 

O-. m. 

Figurt 3. Graph o f  p o l p m i a l  model. Because irring a Ivp'writn 
inrirad of a plotter w h  expm'&al and calculilrd p o ù u  have 
th s m  uaiw a11 t h  poin~s are p101ted OS '.'for theonticai CUNI, 

'O' f m  s W r d  @in& and '+ ' for  samples. 

The polynomial regression madel is attractive because it 
is possible to approximate almost any function, such as 
the enzymauc assay for SOD. However, restrictions must 
be kept in mind when using such a mathematical model. 
The data on the X-axis mcun at  equally spaced intervals, 
and in many casa  the approximation is valid only in the 
region of the data, hence extrapolations are hazardous. 

Table 1. Resulfs obtained usirig fht mafhemafical modrl. 
WI.. &Y. I-v.; 5 1 m . I  .UI-. 

w m i t ~ l  l i m 1 ~  nul831 uY0 : 1 r a n  y.1 - 1111 -,*ai- 

",- I..<i.I ,- ...................................... 
1 . 9  .<<" r. O.UY O . L i  
1 . 9  -9," L. O.al4 0.0,- 

,a.= .,in l. O. i l*  o.*- 
n.O( .,," .. 0.0tm 1.01- 

a3.m aisi. L. 0.5112 :.a!- 
w . 9  .<<" ,. ; OLIO >.=- 
m.- m." 1. *.œu 0.0,- 
IY.W r.* L OiOIII a.*- 
m . a a  .Q:* L. a.w ).a.- 
:,o.Ca -<" ,. ¶.Dl O.,," 

0.. IM s i c  ........................... 
O.% .ri 1. 
l . m  ".m. 1. 

IO.= U 1. 
n.œ w ,. 
o.m .." S. 

w.)L S... 1. 
(I.I U 1. 
m.- "a". 3. 
1m.m ..r 9. 
l1O.W ".m 1. 

1. . >11.1 

V11, " ................... 
O 10* ". 
a.:m 1. 
a.zL1, W. 

O.",. Y. 

J ..a u. , Zr:: 1. 

I.6W Y. 

l . i l l ,  a. 

158 , '  V. 

I .:?u i. 

0.00 w 1. 
l.M ..r 1. 
1.U 1. 

1.31 na". 1. 
L I .  7. W a. 
I1.Y w I. 
20.w a". ,. 
41 .11  1. 

w.m .m. S. 

m .u  .". ,. 
,m. Il "ri ,. 
in w .m r. 
Ia(.m - 1. 

From eight standard points onwards, the six degree 
polynomial gives sarisfactory results for the SOD assay. 
The best results are obtained with I I  data points. 

The reason for the developrnent of a polynomial fitting for 
the SOD assay was the lack of methods available for 
studying biological matenal whose SOD content is very 
low. CVhereas one unit was previously needed in the 
volume assay (50% of inhibition), 0.03 units are now 
sufficient with the polynomial fitting. Thus, the sensitiv- 
ity of the enzymatie assay has been improved by a factor 
of 30. Assays can be perforrned on very little material and 
the program may be a useful cool for clinicians and 
researchen. Indeed, this treatment of SOD assav has 
allowed the detection of Cu/Zn SOD and Mn SOD in 
human Mistosoma manroni [7]-so the biologicai role of 
these enzymes in S. manroni can now be investigated. 
Funhermore, in tumor biology, low levels of SOD, 
particularly extra-cellular SOD (EC-SOD), have been 
recentiy reported, rarely in ostensibly normal human ce11 
lines, but rather frequentiy in malignant ceU lines [a]. 
Aforeovu, in dinical pneumology, modifications of the , 
oxidant-antioxidant system within the human broncho- I 
alveolar macrophages by intracytoplasmic mineral parti- 
cu le  occur, in particular for SOD in coal-worker's 
pneumoconiosis and silicosis [9]. The assay system 
descriùcd should permit a more rapid and detailed 
investigations in these fields. 

This mathemaucal model should be applied to research 
snidies on SOD detecrion, purification, biologicai role, 
enzymatic regulation, as well as in a clinical contclrt 
w h m  large numben of samples are routinely assayed. 

The author thanks Professor J. P. Dessaint for valuable 
discussions and P. Fréssancourt for his skilled technical 
assistance. 
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En conséquences, alors qu'initialement 1 unité enzymatique au moins 

était nécessaire pour effectuer le dosage de l'enzyme SOD, actuellement 

3.10-2 Unités seulement sont indispensables pour réaliser cette analyse. 

Cette analyse informatisée a permi d'accéder au dosage de la SOD dans 

tous les stades parasitaires décrits au chapitre IV. 
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Les mécanismes de défense mis  en jeux par les hôtes semi-permissifs 

comme le rat, pour éliminer la  population parasitaire faisaient intervenir des 

mécanismes cellulaires (CIOLI e-t al.! 1976, PHILLIPS e t  al2 ... 1975). Cependant, 

la cinétique de rejet naturel étai t  montrée comme étant  dépendante de l'age 

du parasite plutôt que par la durée d'exposition de l'hôte aux parasites 

(CIOLI e_t__-d.1978); un fa i t  difficilement explicable par les seuls mécanismes 

immunologiques. 

l 
I L'hypothèse d'un remaniement des protéines intégrales de la membrane 
1 induit par anticorps é ta i t  posé. Pour vérifier cette hypothèse, les 

l techniques de microscopie électronique ont été utilisées. En outre, elles 
l permettaient d'obtenir une réponse visuelle d'un événement biologique. 

~ La publication suivante concerne cette étude de la différentiation du 

tégument externe de schistosomes agés de IO-20jours (après l'infestation). , 

l 
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S U M M A R Y  

Freeze fracture study of Schistosoma mansoni membrane differentiation 
enabled us to describe the characteristic features of the tegumental 
membrane complex a t  various stages of development of this parasite. The 
observation of a membrane exuviation during the 10-20 day period of 
infection of the defmitive host led us to search for possible hormonal 
control. The development of an appropriate radioimmunoassay has 
allowed the detection of significant production of ecdysteroids in a human 
-platyhelminth. This hormonal material undergoes level variation during 
the development of post-cercarial stages of S. mansoni and its precise 
chemical characterization is presently being investigated. 

I N T R O D U C T I O N  

The human trematode, Schistosoma manaoni, has evolved the capacity to 
complete its life-cycle and to continue oviposition for long periods in a wide range 
of mammalian hosts (Pitchford, 1977) despite evidence for a significant host 
immune response (Smithers & Terry, 1969). In contrast to such hosts defined as 
'permissive', susceptible rats infected for the first time spontaneously eliminate 
a large majority of parasites between the 4th and 6th week after infection 
(mechanism often referred to tu 'self-cure phenomenon'). In addition, the few 
surviving Worms are stunted (Cioli & Dennert, 1976) and unable to complete their 
life-cycle (Cioli, Knopf & Senft, 1977). Previous results have shown that immune 
mechanisms are involved - at least in part - in inbred rats during initial exposure, 
and appear to be mediated by thymus-derived cells (Cioli & Dennert, 1976; Phillips 
et al. 1975; Cioli, Jlalorni, De Martino & Dennert, 1980). However, the timing 

. 

of 'self-cure' has been shown to depend upon the age of the worm rather than upon 
the length of host exposure to parasites (Cioli, Blum & Ruppel, 1978) a fact which 
is dificult to explain only in immunological terms. 

Whilst transformation of the cercaria to schistosomulum (Stirewalt, 1974) and 
morpho-physiological changes accompanying its subsequent developmental stages 
(Clegg, 1965; Wilson, Draskau, Miller & Lawson, 1978) have been intensively 
investigated. the differentiation of the tegumental membrane complex (Hockley 
& McLaren, 1971) has been very little studied (Hockley & McLaren, 1973 ; Hockley, 
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McLaren, Ward & Nermut, 1975; Torpier, Capron & Capron, 1977; McLaren, 
Hockley, Goldring & Hammond, 1978). 

The present experimenta were undertaken to determine (1) whether cyto- 
differentiation of the membrane complex, revealed by freeze fracture, is specific 
for juvenile development stages of S. mansoni and (2 )  whether observed modulation 
reflects critkal events triggered by physiological mechanisms involved in the 
life-cycle of the parasite. 

M A T E R I A L S  A N D  METHODS 

Parasites 
The Schietosoma rnansoni used was a Puerto Rican strain maintained in labora- 

tory-reared Biomphalaria glabrata snails and hamsters. Cercariae, shed into con- 
ditioned tap water, were used within 1 h to produce worms of the required age. 
Mechanically derived schistosomuls were prepared by shearing off the tails of 
cooled cercariae by Vortex mixing, followed by concentration of the bodies 
(Ramalho-Pinto et al. 1974). These specimens will be referred to as 1-h artificial 
schistosomula. Juveniles were collected from infected mice on days 6 (lung 
schistosomula) and day 15 (liver sinusoid and interlobular vein schistosomula) and 
40-day adult worms were perfused from mice killed by cervical luxation. Parasites 
were rinsed in Hanks saline a t  room temperature before any further treatment. 
For the radioimmunoassay of ecdysone, parasite stockpiles were used within 6 
weeks of storage at - 70 OC. 

Freeze fracture techniques 
The parasite samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0-1 M sodium 

cacodylate buffer, pH 7.2, for 2 h a t  4 OC. Freeze fracturing was performed in a 
Balzers BAF 300 apparatus equipped with an electron beam evaporation device 
and quartz crystal thin-flm monitor. Parasites were fractured a t  - 140 OC using 
the double replica hinge device and replicas obtained as previously described 
(Torpier & Capron, 1980). 

Freeze fracture nomenclature 
According to current terminology (Branton et al. 1975) the fracture face of the 

inner leaflet adjacent ta the cytoplasm was named the P face, while its 
complementary face was designated the E face. During the post-cercarial develop- 
ment of S. manami the tegumental membrane complex consists of 2 adjacent 
membranes. So we can see fracture faces P,, P, and E,, E,, the index 1 being given 
to the cytoplasmic membrane and index 2 to the outer membrane. 

Extracts 
Parasites of each age were homogenized in 96 % (v/v) ethanol, heated to  60 OC 

for 15 min and centrifuged a t  800 g for 10 min. The pellet was re-extracted twice 
in the same way. The combined supernatant fluids were dried under nitrogen and 
the pellets digested a t  room temperature in 1 M NaOH for protein measurement 
by the method of Lowry, Rosebrough, Farr & Randall (1951). 
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Radioimmunoassay (RIA) 
The dried extracts were suspended in a known volume (300-400 pl) of 0.1 M 

citrate buffer at  pH 6.2. A pre-determined quantity of [l~sI]-s~~~inyl-ecdysterone- 
tyrosine methyl ester (18"SETME) was added to each sample. 

This solution waa dialysecl against antibody for 24 h at  4 OC with constant 
agitation. The percentage of radioactive antigen bound to the antibody was 
compared to a standard curve obtained in the same conditions with calibrated 
solutions of crystalline ecdysone. The results are expressed as picomoles of 
ecdysterone equivalent/mg of dry tissue, or /parasite. The technique waa originally 
designed by De Reggi, Hirn & Delaage (1975), the immunogen used to raise the 
antiserum was obtained by succinylation of ecdysterone and conjugation of the 
hemisuccinate to human serum albumin. Under our conditions, the concentration 
of ecdysterone required for 50 % inhibition of label binding was M with serum 
diluted 1 to 40000. 

RESULTS 

Ultrastructural studies 
During the transformation of cercariae into schistosomula, S. mansoni covered 

its tegumental cytoplasmic membrane with an external membrane resulting from 
the secretion of lipid leaflets of glandular origin (Hockley & McLaren, 197 1 ; Torpier 
et al. 1977). The distribution of intramembranous particles (IMP) in each of the 
fracture faces of this membrane complex was characteristic of the developmental 
stages of the parasite. 

The cercarial cytoplasmic membrane was characterized by an important differ- 
ence in the number of IMPs between the P and E faces (PIE = 30). 

During the cercaria-schistosomulum transition, the young schistosomulum Pl 
face showed many foci of IMP aggregation located in transitory depressions of the 
membrane. This phenornenon was rapidly followed by an increase in the affinity 
of these aggregated particles for the complementary E face. After 1-3 h of 
evolution, a large number of these IMPs was found associated with the El face 
whereas a significant remainder of IJIPs was still observed in Pl (PI. 1 A, C). At 
that stage, a variable number of IMPs appeared in the newly forrned external 
membrane, and were preferentially associated with the E, face (Pl. 1 A). 

The membrane complex of the schistosomula which were collected in the lungs 
of mice infested for 6 days, was characterized by an important number of IMPs 
in E, and El and the remainder of these structures in P, (Pl. 1 B, D). The IJIPs 
observed in the E, face were highly heterogenous in size. This heterogeneity which 
probably reflects various degrees of multimerization of the intramembranous 
structures confen to this fracture face of the lung stage a typical rough aspect 
(Pl. 1 B), 

The membrane complex of juvenile Worms obtained from the liver of mice 
infested for 10-20 days could be defined by (1) a decrease in IJlP number in E, 
(Pl. 4A) compared to the lung stage (Pl. 1 B); (4) an aspect of E, sirnilar to that 
of the adult stage (Pl. 2A, B and C); (3) a large number of IJIP in E, (PI. 2B) and 
a net decrease in the numbcr of intramembrane structures in the Pl face, the aspect 
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of which was identical to that observed in the adult (Pl. 2 B). The P, face was almost 
devoid of particles. 

At the adult stage, most of the intramembrane structures were located in the 
external face, E,, of the external membrane (Pl. 2B). 

The structural differentiation described could be interpreted by a transfer of 
proteins from the cytoplasmic membrane to the external one. However, quanti- 
tative differences in the number of IMPs observed, especially a t  the E, level 
from the lung stage and onwards could only be explained by the exclusion of 
membrane components. Thin sections of worms collected during the 10-20 day 
period allowed us to evolve a membrane exuviation of the tegument of juvenile 
worms (Pl. 2D). This loss of membranous sheets was concomitant to a discharge 
of preformed membranes e n c l k d  in multilamellate vesicles a large number of 
which could be observed fusing with the external complex on freeze fracture 
replicas (Pl. 2C). 

At that step in our study the occurrence of a moulting membrane in S. mansoni 
became a possible explanation to our observations. This phenornenon could 
represent a true ecdysis event under hormonal control such as occurs in other 
invertebrates. We thusdecided to test this hypothesis by searching for hormone-like 
substances in S. mansoni. 

Radioimmunoassay of ecdysone 
I n  preliminary ecdysone assaya, citrate buffer extracts of parasites were 

performed after homogenization in 1 M HClO, and neutralization with K,CO,, 
according to the method of De Reggi et al. (1975). Under these conditions, a 
significant amount of ecdysteroids was evinced in parasite extracts, a maximum 
occurring in 6-day-old schistosomula. However, comparison with other stages was 

Table 1. Anwunts of ecdysteroids detected in hast tissue and parasite extracts by 
radioimmunoassa y 

Ecdysone level* 

Per mg 
Extracîa of protein Per parasite 

Parasite 
1 -h artificial schistosomula 0.028 7 x IO-' 

(209500)t 
6-day lung schistosomula 2-285 1.2 x IO-& 

(152'30)t 
15-day liver worme 0.012 2.8 x  IO-^ 

(72'30)t 
4Oday adult worme 0.0 195 3.4 x IO+ 

(370)t 
Uninfected host tissue 

Hepat-pancreas (B. glabrafa) O 10'2 
hlouee lung 0.045 
Molise liver 0.019 

* The ecdysone level is expressed as picomoles of ecdysterone equivalent /mg of protein or 
/parasite. 

t Number of parasites in parenthesis. 
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based on levels reported to the unit weight of proteins and did not take into account 
the number of parasites used. 

Thus, a second massive production of worms was undertaken. The extraction 
was performed as described in the Materials and Methods section. The presence 
of ecdysteroids in S. mumoni waa confirmed by a second analysis, the results of 
which are reported in Table 1. When the results were expressed as picomoles of 
ecdysterone equivalent /mg of protein, a higher level of moulting hormone was 
found in &day-old lung schistosomula than in the other stages. In contrat, when 
expressing the result /parasite, a regular increase in the amount of ecdysteroids 
could be detected from the lung to the adult stage. The very low ecdysone level 
detected in artificial schistosomula allowed for the exclusion of a possible adsorption 
of hormone of intermediate host origin (B. glabrata) (Table 1) and strongly suggests 
hormone synthesis by the parasite. 

D I S C U S S I O N  

S. munsoni is an obligate parasite. Although this metazoan is capable of under- 
going some morphological evolution in vitro (Clegg, 1965), the membrane complex 
lining its tegument is unable to differentiate and often shows a complete involution 
under artificial conditions. This was demonstrated by a detailed analysis of the 
distribution of integral structures in the various membrane leaflets (Hockley et al. 
1975; Torpier et al. 1977; McLaren et al. 1978). The freeze fracture technique 
enabled us ta define the characteristic aspects of the steps of membrane differen- 
tiation occurring during the first 6 weeks of development in vivo. The structural 
parameters described led us to suggest a process of transfer of integral structures 
from the i ~ e r  to the outer membrane of post-cercarial stages. This possible 
migration of proteins, the multimerization of which has been evoked for the lung 
stage, is being verified by freeze fracture and rotary shadowing. Moreover, the 
characteristics of the membrane of the 10-20-day stage led us to conceive a 
schistosomulum-juvenile adult transition period. During that period, membrane 
shedding has been observed on thin sections. Associating this phenomenon with 
membrane exuviation would a t  first appear audacious. However, it led us to evince 
for the f h t  time the occurrence of ecdysteroids in a digenic plathyhelminth. 
Whereas the detection in nematodes (Horn, Wilkie & Thomson, 1974; Dennis, 
1976, 1977a, b) of insect moulting hormones which also have an effect on cestode 
growth and reproduction (Kowalski Bc Thorson, 1976) can easily be integrated in 
the physiology of the worms, any attempt at  explaining it in S. mansoni would 
appear speculative. Detecting this moulting hormone in significant amounts during 
the juvenile period of the parasite is of interest with regard to the initiation of 
schistosomulum growth, since it is during the juvenile period between the 10th and 
11th day pst-infection that larvae leave a semi-quiescent physiological state 
triggered by a mechanism as yet unknown (Lawson & Wilson, 1980). The inability 
of S. mamoni to synthesize sterols de novo is well documented (Jleyer, Meyer 
& Bueding, 1970) and the worm probably largely depends on the host for its 
ecdysteroid metabolism. 

From an immunological point of view, days 6 and 14 in immune mice (Smithers 
& Gammage, 1980) are crucial for the attrition which occurs after the schistosomes 

5 2 



- Page 79 - 
l 

128 O. TORPIER A N D  OTHERS 

have left the lungs. It is during this period that we observe the high ecdysteroid 
levels. 

Also, studies on sexual dimorphism in schistosomatidae have shown that the 
male strongly influences the female reproductive system (Shaw, 1977) possibly via 
pheromones (Armstrong, 1965) or, more generally, via lipophilic substances (Shaw, 
Marshall & Erasmus, 1977). These studies and ours strongly suggest an important 
physiological role for ecdysteroids in the sexual processes of the parasite. The 
dosages presently undertaken and extended to the study of the juvenile hormones 
could bring precious information on the mechanisms of these phenomena. 

Finally, the major ecdysteroid detected by radioimmunoassay (De Reggi et al. 
1975) probably corresponds to ecdysone, and further confirmation should be 
achieved by its high pressure liquid chromatography, which is presently in progress. 

The authora would like to express their gratitude to Dr M. Fougereau and Dr. F. M. Kourilsky 
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and the W.H.O. Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases. 

R E F E R E N C E S  

ARMSTRONO, J. C. (1965). blating behavior and development of schistosomee in the mouse. 
Jairrnal of Parm'loiogy 51, 605-16. 

BuNrnN, D., BULLJVANT, S., GILUIA, N. B., KARNOVSKY, JI. J., MOOR, H., M~HLETHALER, K., 
NORTHCOTE, D. H., PACKER, L., SATIR, B., SATIR, P., SPETH, V., STAEHLIN, L. A., STEERE, 
R. L. & WEINSTEIN, R. S. (1975). Freeze-etching nomenclature. Science 190, 54-6. 

CIOU, D., BLUM. K. & RUPPEL, A. (1978). Schistosoma mansoni: Relationship between parasite 
age and time of spontaneous elimination from the rat. Experimental Paraaitology 45, 74-80. 

CIOLI, D. & DENNERT, G. (1976). The course of Schietomnu mansoni infection in thymectomized 
rata. Journal of Immunok>gy 117,5985. 

CIOLI, D., KNOPF, P. hl. & SEWET, A. (1977). A study of Schisfoaoma mansrni tranaferred into 
permissive and non permissive hosta. Inletnationai Journul for Parasitology 7 ,  293-7. 

CIOLI, D., MAMRNI, W., DE B ~ T I N O .  C. & DENNERT, G .  (1980). A study of Schistosoma mansrni 
reinfection in thymectomized rats. Celluiar Immunology 53, 246-56. 

CLE~O, J. A. (1965). Zn vitro cultivation of Schistowm maneoni. Erperimental Paraaitology 16, 
133-47. 

DENNIS, R. D. W. (1976). Inaect morphogenetic hormones and developmental mechanisms in 
the nematode, Nemdospiroidea dubiua. Comparative Biochemistry and Phy&ology 53A, 53-6. 

DENNIS, R. D. W. (1977~). Partial characterization of and the effect of insect growth hormones 
on the ribosomes and polyribosomes of the nematode Panagrellu redivivue. I d e n i a t i o d  
Jounwrl for Parasltology 7 ,  171-9. 

DENNIS, R. D. W. (19776). On ecdysone-binding proteins and ecdysone-like material in nema- 
d e s .  I n t e d i a n a l  Journal for Parauitology 7. 181-8. 

DE R E O ~ I ,  il[. L., HIRN. JI. H. & DELAAOE, JI. A. (1975). Radioimmunoas~a~ of ecdysone 
an application to Drosophila larvae and pupae. Bioehemical and Biophysical Reaearch 
Communicafions 66, 1307-1 5. 

HOCKLEY, D. J. & MCLAREN, D. J. (1971). The outer membrane of Schistosomcl mansoni. 
Tranaadiona of the Royal SocieCy of T r o p i d  dledicine and Hygiene 65, 432. 

HOCKLEY, D. J. & MCLAREX, D. J. (1973). Schis t ru~m~ munaoni: changes in the outer membrane 
of the tegument during development from cercaria to adult worm. Interndional J o u d  for 
Parasitdogy 3. 13-25. 

HOCKLEY. D. J., MCLAREN, D. J., WARD, B. J. & NERYUT, JI. V. (1075). A freeze fracture studv 
-i 

of the tegirmental membrane ofA"j'hidorwrmu m a n m i  (Platyhelminths: Trematoda). Tiasue and 
CeU 7. 485-96. , - -  .-. 

HORN, D. H. S., WILKIE, J. S. & THOMSON, J. A. (1971). Isolation of 8-ecdysone (20- 
hydroxyecdysone) from the paraaitic nematode Ascaris lumbricoides. Erperientia 30, i10%10. 



- Page 80 - 

Deteciion of ecdysteroide in S. mansoni 129 

KOWALSKI, J. C. & THORSON, R. E. (1976). EffectS of certain lipid compounds on growth and 
aaexual multiplication of M ~ o i d e a  Eorti (Cestoda) Tetrahyridia. Internutiond Journal for 
Pam'%y 7 ,  327-31. 

LOWRY, O. H., ROSEBROUOH, N. J.. FA=, A. L. & RANDAU, R. J. (1951). Protein measurement 
with the Folin phenol reagent. Journal of Bidogical Chemkty 193,265-75. 

LAWSON, J. R. & WILSON. R. A. (1980). Metabolic changes ~ssociated with the migration of the 
schistoaomulum of Schhtoaomu m u m i  in the mammal host. P ~ r ~ l o l o g y  81, 325-36. 

M C ~ R E N .  D. J., HOCKLEY, D. J., GOLDRINO, O. L. & HAMMOND, B. J. (1978). A freeze fracture 
study of the developing tegumental outer membrane of Schiato8omo manauni. Paraaitology 76 ,  
327-48. 

MEYER, F., MEYER, H. & BUEDINO, E. (1970). Lipid metabolism in the parasitic and free-living 
flatworms, Schiatoaoma m u m i  and Dugeaia dordophrrla. Biochimica et biophyaica acta 210, 
257-66. 

PHILLIPS, S. M., REID, W. A., BRUCE, J. I., HEDLUND, K., COLVIN, R. C., CAMPBELL, R. ,  DIQOS, 
C. L. & SADUN, E. H. (1975). The cellular and humoral response to Schiatoaoma manauni 
infectionsin inbred rats. 1. Mechanismsduring initial exposure. Cellular Immumlogy 19,99-116. 

PXTCHFORD, R. J. (1977). A check list of definitive hosta exhibiting evidence of the genus 
schistosoma weinland, 1858 acquired naturally in Africe and the Middle East. Journui of 
HelmintAology 51,229-52. 

RAMALHO-PINTO, F. J., GAZZINELLI, G., HOWELLS, R. E., MOTA-SANTOS, T. A., FIOUEIREDO, 
E. A. & PELLEGRINO, J. (1974). Schi8toaoma mansolli: Defined system for stepwise transfor- 
mation of cercaria to schistosomule in vitro. Experirnentai Paruailology 36, 36&72. 

SHAW, J. R. (1977). Schiatoaoma munaoni: pairing in vitro and development of females from single 
aex infections. Experimental Parasitobgy 41, 54-65. 

SHAW. J. R., MARSHALL, 1. & ERASMUS, D. A. (1977). Schiafoeoma murnoni: In vitro stimulation 
of vitelline cell development by extracta of male worms. Ezperimental Parasilology 42. 14-20. 

SMITHERS, S. R. & GAXMA~E,  K. (1980). Recovery of Schiatosomu munaoni from the skin, lungs 
and hepatic portal system of naive mice and mice previously exposed to Schiatosoma naamuni: 
evidence for two phases of parasite attrition in immune mice. Paraddogy 80. 289-300. 

SMITHERS, S .  R. & TERRY, R. J. (1969). The immunology of schistosomiasis. In Advancea in 
Parmitology, vol. 7 (ed. B. Dawes), pp. 41-93. London: Academic Presa. 

STIREWALT, M. A. (1974). Schiatoeoma manumi: cercaria to schistosomula. In Ad~9ancea in 
Paraaitology. vol. 12 (ed. B. Dawes), pp. 115-182. London: Academic Prem. 

TORPIER, G., CAPRON, M. & CAPRON, A. (1977). Structural changes of the tegumental membrane 
complex in relation to developmental stages of Schiatoeoma m a m i .  Journal of Ultrastructurai 
Reaearch 61, 309-24. 

TORPIER, G. & CAPRON, A. (1980). ~ntiamembrane particle movements associated with binding 
of lectins on Schiatoam manuuni surface. Jounurl of Ultrastrucfural Reaearch 72, 325-35. 

WILSON, R. A., DRASKAU,T., MILLER, P. & ~ W S O N ,  J. R. (1978). Schiato~omo mawoni: the 
activity and development of the schistosomulum during migration from the skin to the hepatic 
portal system. Parasitology 77 ,  57-73. 



Q. T O R P I E R  A N D  OTHERS 

EXPLANATION OF P L A T E S  

Characteristic aspects of the tegumental complex of Sehietommu nuammi post-cercarial stages 
as observed after f m z e  fracture. 
A, C. 1-h artificial schistosomula. 
B, D. 6-day lung schistosomula. 

A, B. characteristic aspects of the tegumental membrane complex of Schistosoma mansoni 
post-cercarial stages as observed after freeze-fracture. 
A. 15-day liver worms. 
B. Adult worms. 
C, D. Illustration of the membrane exuviation observed during the 10-20 d a y  period of infection 
of the d e h i t i v e  host. 
C. Freeze fracture replica showing the  fusion (arrowhead) with the membrane complex of 
membranes preformed in multilamellate vesiculea. 
D. Same sample as in PI. 2C processed for ultrathin sectioning and showing the fusion of 
multilamellate vesicules (arrowhead) and the membrane exuviation (arrow). 
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La technique de "freeze fracture" permettait de mettre en évidence, 

visuellement, un phénomène de desquamation membranaire durant les stades 

10-20 jours de développement du parasite. L'hypothèse d'un mécanisme 

physiologique concernant le  tégument externe du parasite est  confirmé. 

Cette observation morphologique e t  la  présence d'ecystéroïdes soulevaient 

une autre question: S'agissait-il d'un vrai phénomène de mue comme chez 

les arthropodes, oh ces métamorphoses sont induites par une famille 

hormonale spécifiques: Les hormones ecdystéroïdes? 

Nous savions qu'en raison de mues évidentes observées chez les 

nématodes (ROGERS, 1962) la  détection d'ecdystéroïdes avait été faite chez 

ce type parasitaire (ROGERS 1973, HORN e t  al. 1974). Les remaniements 

membranaires observés chez les schistosomes faisaient également penser à 

une mue de ces parasites. C'est par analogie avec la physiologie des autres 

invertébrés (Insectes, parasites nématodes) où ces processus morphologiques 

sont étroitement liés A la famille hormonale des ecdystéroïdes, que l'idée 

d'un rôle possible des hormones ecdystéroïdes dans la physiologie des 

schistosomes est  née. 
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La seule détection d'hormones de type ecdystéroïde dans les 

schistosomes ne suff i t  pas pour affirmer que ces hormones ont un rôle 

physiologique a u  niveau du parasite. 

Les études de ces hormones ecdystéroïdes dans le  phylum des 

invertébrés indiquent qu'un rôle physiologique e s t  associé à: 

1/ La présence d'au moins deux hormones ecdystéroïdes: 

l'ecdysone e t  l a  20-hydroxy-ecdysone, 

21 La présence d'un pic hormonal avant  chacune des 

modifications morphologiques de l 'invertébré. 

Notre objectif é t a i t  donc de vérifier l 'apparition de ces deux 

événernents a u  niveau parasitaire: D'une part ,  montrer l 'existence de 

l'ecdysone e t  de la  20-hydroxy-ecdysone dans le parasite,  e t  d 'autre part, 

mettre en évidence un pic hormonal dans l a  période 10-20 jours post 

infection, da te  à laquelle une différenciation du complexe membranaire avai t  

é té  observée. 

L'étude quanti tat ive e t  qualitative des ecdystéroïdes parasitaires a é té  

menée en utilisant l a  combinaison des techniques de chromatographie liquide 

haute pression (HPLC), permettant de collecter des fractions biologiquement 

actives, e t  le dosage radioimmunologique des ecdystéroïdes, développé par 

Max DE REGGI, Michel HIRN e t  Michel DELLAGE de Marseille Lumlny. Leur 

collaboration al lai t  permettre à terme de transférer le dosage des hormones 

ecdystéroïdes à l ' inst i tut  PASTEUR de Lille e t  de me permettre d'acquérir 

une formation supplémentaire en  informatique (voir chapitre II). 

Six mois de t ravaux préliminaires furent nécessaires pour stocker 2 

millions d'oeufs, 300 mille schistosomules e t  40 mille parasites adultes triés 

par sexe. 

Ce t ravai l  a fa i t  l'objet de la  publication suivante. 
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The insect moulting hormones. ecdysone and 20 hydroxyecdysone, were detected by the combined use of 
radioimmunoassay and high performance liquid chromatography in the human parasite Schistosoma 
mansoni. On day 11 after infection only the ecdysone form is present. but, on day 40 after infection the 
ratio between ecdysone and 20 hydroxyecdysone changes with anatomic localization of the adult worms 
in mammalian host. In the eggs, the ratio of these two hormones is identical to the ratio found in sexually 
mature worms located in mesenteric veins. These data demonstrate for the first time that S.rnansoni 
synthesizes the steroid hormones ecdysone and 200H ecdysone which are potent molecules in stimulating 

growth and vitello-genesis of this gonochoric trematode. 

Schistosoma mansoni Fasciola hepatica Ecdysone/anaiysU. Ecdysterone/analysis 
Radio immunoassay - chromatography, high pressure liquid 

1. INTRODUCTION 

More than 350 million people are exposed to 
Schistosoma infection throughout the world. No 
preventive methods are at present developed and 
vaccination or immunological therapy are still long 
term goals. A better knowledge of the physiology 
of the worm would provide an alternative approach 
to the control of the proliferation of this disease. 
Little is known about the neurological or endo- 
crinological control of the development of the 
parasite. At present only neuromediators have 
been studied, such as biogenic amines or synaptic 

stage (day 11 after infection), a critical period in 
the development of the parasite which has left the 
lungs and just reached the liver. In addition, ecdy- 
sone and 20 OH. ecdysone are present in adult 
males and females and also in the eggs. Combined 
use of high performance liquid chromatography (31 
and radioimmunoassay [4] allowed the measure- 
ment of both hormones in the following critical 
developmental stages: (i) artificially transformed 
schistosomula; (ii) day old worms; (iii) 20 day old 
parasites; (iv) adult males and females collected on 
day 40 after infection and in the eggs. 

molecules [Il. We have shown that ecdysteroid 
2. MATERIALS AND METHODS material appeared in S.mansoni on day 6 after in- 

fection [2]. Here, we demonstrate that these ecdy- 2.1. Schistosomula 
steroids are the insect moulting hormones ecdysone The cercariae of S.mansoni is a caryote 
(E) and 20 hydroxyecdysone (20 OH.  E). The quan- formed with a tail and a head. This infective form 
tities of these two hormones undergo variations is shed into conditioned fresh water by the in- 
which are related to  specific developmental stages termediate snail host Biomphalaria glabrata. After 
in the juvenile forms as well as in adult parasites. shearing off the tails of cooled cercariae by 1 min 
A dramatic increase occurs during the first larval vortex mixing, the heads are named mechanically- 
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derived schistosomula or schistosomula [5]. 
Purification of schistosomula from tails was done 
using a 54% Percoll gradient (Pharmacia) in 
minimum essential medium (MEM, Gibco) at 
350 x g for 15 min. The pellet of pure 
schistosomula was washed 3-times in 0.9% NaCI. 

2.2. Infestation of animals 
Hamsters Mesocricetus auratus) were infected 

by exposure to  cerariae as in [6]. 

2.3. Il-Day old worms 
These have left the lungs of infected hamsters 

and have just reached the liver for further matura- 
tion. Infected hamsters were killed 11 days after in- 
fection by cervical dislocation without pentobar- 
bital or heparin treatment. The abdominal and 
thoracic cavities were opened and the liver remov- 
ed. The worms were then recovered by perfusion of 
the liver with MEM. Worms were picked up under 
light microscopy and washed 3-times in 0.9% NaCI 
prior to storage at -70°C until further 
experiments. 

2.4. 20-Day old worms 
These worms are heterogenous in size and a few 

already show the first signs of sexual differentia- 
tion. They were recovered as above and two bat- 
ches were made: worms longer than 1.5 mm (L) 
and less than 1.5 mm (S), in order to collect more 
homogenous samples. 

2.5. 40-Day old worms 
40-Day old parasites were well differentiated and 

mature. The normal location for these parasites for 
copulation and egg laying are the portal and 
mesenteric vessels. They were recovered by total 
perfusion of the whole blood system of hamsters 
with NaCl 0.9% or only from portal and 
mesenteric vessels of hamsters by local puncture 
and aspiration of the content of these veins. Males 
and females were separated in MEM with a paint 
brush, then washed 3-times in 0.9% NaCl prior to 
storage at -70°C until funher experiments. 

2.6. Egg of 40-day S.Mansoni 
Eggs were recovered from the liver of infected 

hamsters. Livers were homogenized in 17% NaCI, 
then filtered through medical gauze (1 mm) prior 
to sieving (0.124 mm). The filtrate was homogen- 

ized in EDTA 3.36 mM, NaCl 140 rnM, KCI 
2.68 mM, Na2HP04.12 Hz0 8 mM, KH2P04 
0.47 mM, solution (pH 7.4) for 30 s and decanted 
after 2 h at 4°C. The pellets were centrifuged on a 
54% Percoll gradient in MEM at 350 x g for 
20 min. The supernatant was discarded and the 
eggs washed 3-times in 17% NaCI. 

2.7. Ecdysteroid assay 
For al1 the experiments, about 300000 

schistosomula, 2.10~ eggs and 40000 adults were 
used. Batches of 20-50 mg were homogenized in 
methanol-water-hexane (5/2.5/ 1.5, by vol.), the 
upper phase was discarded and the hypophase was 
dried under nitrogen flow. The extract was then 
diluted in 0.1 M citrate buffer (pH 6.1) and this 
solution used in the RIA method. The blank was 
run with liver or blood of uninfected animals. The 
'2S~-labelled hormone was a succinyl ecdysterone 
coupled to ['2'~] tyrosine-methyl-ester (Im- 
munotech, Marseille). The binding assays were 
made in a plexiglass apparatus containing 10 
dialysis compartments, each divided into two 
200-pl chambers by a cellulose membrane [l]. One 
chamber :;as filled with 150 pl of antibody and the 
other with 150 pl of a mixture of equal parts of the 
unknown ecdysteroid solution and the 12S~-labelled 
hormone. After 24 h shaking at 4"C, equilibriurn 
was achieved and 100 pl of each compartrnent was 
counted. The sum of the bound (B) and free (F) 
lavelled analogue was found on the antibody side 
and the free (F) alone on the other. The ratio of 
binding was computed as r = B/T where 
T = B + F. The standard curve was made with pure 
2 0 0 H . E  (Sigma) over 5 x 10-" M-IO-' M. The 
maximum binding in these conditions was 0.67 
(ro = 67%). Crude extract bound fractions were 
then calculated on a Wang 2200 S computer 
system, with a linear regression of the standard 
curve. The results were expressed as pmol ecdysone 
equiv./mg protein (Lowry determination [8]). 

2.8. High pressure liquid chromatography (HPLC) 
A modification of the method in [3] was used. 

HPLC was performed on a reverse phase column 
(Whatman, Partisil IO-25/ODS 3) using acetoni- 
trile in a 0.1% solution of trifluoroacetic acid in 
water as solvent. A linear gradient (1 rnl/min for 
20 min) was used (Pump, Waters 6000 A). Absor- 
bance was measured at 245 nm, fractions of 30 s 
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were collected, dried under nitrogen flow then 
dissolved in 0.1 M citrate buffer (pH 6.1) and ana- 
lysed by the RIA procedure. 

3. RESULTS 

Fig. lA  shows that newly derived schistosomula 
contain 4.3 pmol ecdysone equivalents/100 mg 
protein. On arriva1 in the liver of the host on day 
11 after infection the concentration of the hormone 
was increased to 25 pmol ecdysone equivJ100 pro- 
tein (fig.lB). At this stage of infection only the 
ecdysone form was detected using HPLC - RIA 
combination (E/(E + 20 OH. E) = 1). 

The lowest level of ecdysteroid was detected on 
day 20 after infection, representing the background 
levels in this parasite, though not of the method 
(fig.lC). Both males and females collected on day 
40 after infection by total perfusion of hamsters 
exhibit an ecdysone level about 3,, pmo1/100 mg 

Fig.1. Variation in ecdysone levels during Schktosoma 
mansoni development in vivo using RIA procedure: (A) 
mechanical schistosornula (N = 2); (B) Il-day old worms 
(N = 4); (C) 20-day old worrns (N = 4). (L) are worrns 
> 1.5 mm and (S) are worms < 1.5; (D) adult parasites 
(40-day old) collected by total perfusion of infected ham- 
sters (N = 6 for each sex); (E) adult parasites collected 
only from rnesenteric vessels and portal system of 
animals (N = 4); (G) controls performed on uninfected 

animal tissue (N > 10); bars represent SD. 

protein (fig.lD). However, there were differences 
in the ratio of ecdysone to 20 hydroxyecdysone: 
E/(E + 20OH. E) = 0.32 for the females (fig.2A) 
and E/(E + 20 OH.  E) = 0.38 for the males. On the 
other hand, adults collected exclusively by local 
puncture of the portal vein and mesenteric vessels 
showed significant sexual differences in hormone 
level. Males contained <1 pmo1/100 mg protein 
whilst females possessed 2.5 pmo1/100 mg protein 
(fig.lE). As shown in fig.ZB, parasites in the 
mesenteric and portal system exhibit an inverse 
ratio of ecdysone to 20 hydroxyecdysone as com- 
pared with those collected by total perfusion: 
E/(E + 20 OH. E) = 0.76 for the females (fig.2B) 
and E/(E + 20 OH.  E) = 0.60 for the males. The 
hormonal content of eggs was comparable to that 
of females. The total activity measured by RIA was 
2.6 pmo1/100 mg protein (fig. lF) and the 
E/(E + 20 OH. E) ratio was 0.76. It should be 
emphasized that after HPLC separation the RIA 
activity was detected exclusively in fractions 50, 5 1, 
52, 56 and 57 (arrows in fig.2). The first 3 peaks 
correspond to the standard migration of 2 0 0 H  
ecdysone and the two others to the standard migra- 
tion of ecdysone. Controls performed on unin- 
fected hamster tissues gave a concentration of 
0.15 pmo1/100 mg protein (fig. lG). In al1 cases, 
the RIA activity on collected HPLC fractions gave 
a greater amount of ecdysone and 200H ecdysone 
than before HPLC. 

4. DISCUSSION 

Combined use of HPLC and RIA has demon- 
strated for the first time the presence of ecdysone 
and 2 0 0 H  ecdysone in a human trematode. In 
addition, the insect moulting hormones were also 
formed in Fasciola hepatica. The hormonal content 
of this digenic trematode was comparable to that for 
S.masoni adult females and eggs: 4.4 pmo1/100 mg 
protein (unpublished). 

Our work demonstrates that hormonal activity is 
present at two crucial periods of development in 
S.mansoni. During day 6-day 11 after infection 
the observed rise in ecdysone levels can be cor- 
related to 3 linked events: 
(1) Migration and development of the juvenile 

worms [9] which have left the lungs and just 
reached the liver. The process of transforma- 
tion from the lung to the liver form is charac- 
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Fig.2. Chromatography of extracts of fernale schistosomes (top) and radioimmunoassay on collected fraction from high 
pressure liquid chromatography: (A) female schistosomes from total perfusion of hamsters (Waters data module M 730. 
system controller M 720); (B) female Schistosornes from mesentericvessels (Programmator Waters M 650). E = ecdysone; 

20E = 20  hydroxyecdysone; Arrows = standard elution of ecdvsone (or 20 hydroxyecdysone) from Sigma. 

terized b y  a number of changes in biological 
functions such as the ability to  migrate, length, 
shape a n d  coiling. 

(2) Metabolic changes [IO] occur in the parasite 
which leaves a semi-quiescent metabolic state. 
An increase in several biological parameters 
also occurs during this period (density, nitro- 
gen content, growth initiation). 

(3) Membrane modifications of S.mansoni [2] 
have been demonstrated by freeze fracture 
studies. The observation of membrane exuvia- 
tion o n  10-20-day old schistosomes gave rise 
to  the hypothesis of a possible hormonal con- 
trol o f  this moulting process. By analogy with 
the insect model, it is possible that the increase 
in ecdysone levels at  the juvenile period could 
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participate in the initiation of these pheno- ACKNOWLEDGEMENTS 
mena. It is of interest to notice that only the 
ecdysone form is present at this period. 

The results clearly demonstrate that ecdysone is 
produced by adult schistosomes. Parasites obtained 
by total perfusion contain ecdysone and 2 0 0 H  
ecdysone. In this case, where al1 the parasites were 
collected from infected hamsters, no sexual differ- 
ences in hormonal levels can be observed by the 
RIA method. It is commonly accepted that the por- 
tal and mesenteric system are the normal location 
for the parasite for copulation and egg laying. 
Adult Worms, collected only from these locations, 
exhibit significant sexual differences in hormone 
levels. These data indirectly suggest an important 
potential role for these steroids in the induction of 
the maturation of the female reproductive system. 
Moreover, the presence of the ecdysone form may 
be correlated with vitellogenesis [Il]. It has been 
shown that acetone or ether extracts of male schis- 
tosomes strongly influence the vitalline ceIl activity 
of females [12]. 

In Drosophila, ecdysone stimulates the synthesis 
and secretion of yolk polypeptides [13] and it is 
possible that the same could be true for S.mansoni. 
The large amount of the ecdysones found in the 
eggs suggest an analogous role to that in insects; 
e.g., in the growth of the ovocyte [14]. In addition, 
L-dopa decarboxylase, an essential enzyme in the 
pathway of sclerotinisation, a crucial process for 
eggshell formation, is known to be under control 
of ecdysone in insect model [IS]. The recent evi- 
dence for the presence of L-dopa decarboxylase in 
adult and larval schistosomes [16] provides the 
basis for a precise strategy aiming at the correla- 
tion of the activity of this essential enzyme with the 
parasite is production of steroid hormones. Thus. 
as in insect model, ecdysone and 2 0 0 H  ecdysone 
may play a key role in parasite development. Hor- 
monal action on the juvenile form and on adult 
parasites to brake parasite development or to pre- 
vent egg formation could also be considered. An 
attractive hypothesis would be that ecdysone does 
not simply accumulate in the eggs as a passive end 
component, but may be a source of ecdysteroids 
during embryogenesis. 
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Ce travai l  démontre que les  schistosomes contiennent les  deux hormones 

ecdysone e t  20-hydroxy-ecdysone e t  qu'il existe des variations qualitatives 

e t  quanti tat ives de ces hormones pendant l a  vie parasitaire. Deux grands 

moments biologiques émergent de cet te  analyse: 

1/ A J l l  post infection, période de transition entre l a  forme 

juvénile e t  les vers  adultes, où seule l a  20-hydroxy-ecdysone es t  détectable 

par HPLC (L'hypothèse d'un clivage possible de conjugués ecdystéroïdes 

par l 'utilisation conjointe d'une extraction organique bi-phasique Hexane- 

Méthanol e t  d'une CCM sur  gel de silice (détaillée a u  chapitre VI, 11.2.3.1.21 

pourrait expliquer l a  détection de la  seule 20-OH-E.), 

21 A 540, période de maturation du système reproducteur 

femelle, caractérisée par l a  ponte des oeufs. De plus, les quantités 

hormonales varient avec le sexe du parasite e t  s a  localisation anatomique 

chez son hôte. En particulier la balance des formes ecdysone e t  LO- 

hydroxy-ecdysone es t  inversée lorsqu'un parasite passe d'un si te  

quelconque de l'organisme vers  son lieu physiologique de ponte: le 

mésentère, riche en  sérotonine. Ainsi, les schistosomes provenant des veines 

mésentériques e t  portales contiennent majoritairement la  20-OH-E. 

Cependant, ces premiers résul tats  encourageants mais obtenus sur  un 

modèle parasitaire particulier puisque les  schistosomes sont  les  seuls 

trématodes sexués, nous incitèrent à vérifier la  validité de ces résul tats  sur  

un aut re  trématode plus "classique": Fasciola hepatica. L'étude de ce t  autre  

parasite permettait d'affirmer que l a  présence d'hormones ecdystéroïdes 

n 'é ta i t  pas spécifique aux seuls schistosomes. En effet, nous avons 

également démontré la  présence de ces hormones chez le plathelminthe 

hermaphrodite Fasciola hepatica. Chez ce parasite l 'analyse HPLC-RIA montre 

une proportion équivalente d'ecdysone e t  de 20-OH-ecdysone. De plus, un 

pic immunoréactif é lué à 23 mn, non identifié, pourrait ê tre  spécifique de ce 

trématode. 

A ce s tade  de  notre étude deux lacunes paraissaient importantes A 
combler: D'une part,  démontrer la  synthèse directe de ces hormones par  les 
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parasites, e t  d 'autre part,  connaître le  rôle physiologique de ces 

ecdystéroïdes parasitaires.  

En ce qui  concerne la synthèse, il ne nous a pas é t é  possible d'obtenir 

de l'ecdysone 3H en incubant in vitro les parasites avec du cholestérol 

commercial marqué. De même, l a  conversion d'ecdysone en 20-OH-ecdysone 

par des ext ra i t s  parasitaires n'a pas aboutie. La démonstration directe d'une 

synthèse d'ecdystéroïdes par des parasites n'est à ce jour pas encore faite.  

Le choix du précurseur cholestérol ou des lipo-protéines res te  un élément 

capital de l a  réussite de ce type d'expérience. Rappelons nous les échecs 

des années 70 dans l a  recherche de preuves directes de l a  synthèse des 

ecdystéroïdes par les glandes prothoraciques (Chapitre 1, p.32). Cependant, 

les  arguments indirectes plaident e n  faveur de cet te  d'une synthèse 

possible d'hormones ecdystéroïdes par les  trématodes. 

Quant a u  rôle des ecdystéroïdes a u  niveau des parasites,  l 'orientation a 

é t é  gouvernée par l e  contexte biologique des parasites chez son hôte 

vertébré. Nous avons déjà vu à ce propos, que les parasites sont  l'objet 

d'une a t taque  par des cellules mononuclées du système immunitaire. Ces 

cellules libèrent des anions superoxydes au contact de leurs cibles pour les 

tuer .  Sachant que ces mécanismes ne sont  pas totalement efficaces in vivo, 

l'existence d'un mécanisme parasitaire qui inhiberait l'action de ces anions 

superoxides fu t  posé. Nous avons déjà vu  que chez les  insectes, les 

ecdystéroïdes induisent des synthèses protéiques e t  que l 'une d'entre-elles 

apparait  particulièrement relevante dans la schistosomiase: l a  S.O.D. (E.C. 1 - 
15-1-1). Cette enzyme catalyse l a  conversion de l'anion oxygène en  

hydrogène peroxide (McCORD e t  a1,1969). L'une des partie de l a  revue 

suivante e s t  consacrée à la démonstration de l a  présence des enzymes SOD 

dans les schistosomes aux stades clés de son évolution biologique. 

L'autre façon d'aborder l e  rôle d'une molécule dans l a  biologie d'un 

organisme e s t  d'utiliser des analogues non métabolisables puis d'observer 

les perturbations engendrées. Dans le  cas des ecdystéroïdes, les analogues 

non métabolisables n'étaient pas disponibles ce qui m'a orienté vers 

l 'utilisation des anticorps anti-ecdystéroïdes. Dans le but de vérifier quelles 

fonctions biologiques du parasi te  étaient  altérées par l'absence des 

ecdystéroïdes, l a  dernière part ie  de l 'article suivant  e s t  consacrée aux 

effets  d'anticorps anti-ecdysone su r  des cultures de schistosomes. Ce sont 
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les résultats inattendus des t e s t s  in vitro qui nous ont conduit également A 

confirmer In vivo nos expériences. Ainsi, l'effet d'immunisations de rongeurs 

par un lmmunogène ecdystéroïde avant l'infestation des animaux par 

S.rnansoni est  également analysé. Pour cet te étude plus de 90 hamsters ont 

é té  utilisés, immunisés soient par des immunogènes ecdystéroïdes, soit par 

des antigènes non protecteur de schistosomes (Sm-BG4), soit avec de la BSA 

seule, soit avec de la BSA e t  l'adjuvant complet de FREUND. 
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Abstract-The hunian digenic trematode Schisrosoma ttiunsoni produces ec- 
dysteroid hormones. Boih ecdysone (37R)-1~.3~.14,32.25-pentahydroxy- 
cholest-7-en-6-one and 20-hydroxyecdysonr I22R)-213.3P. 14.50.22.25-hex- 
ahydroxycholest-7-en-6-one were detected durinç the critical developnient 
stages of this bisexual pansite: during the exponential growth phase to adult 
stage (day 1 I postinfection) and during the sexual matunrion of adult and 
egg laying (dsy JO postinfeçtion). The piinsites released their ecdysteroid 
hormones in the biologic~l fluids of the iniected venebrates as soon as six 
days posrinfection. In addition, the time course of the ecdysteroid titer was 
correlated with the susceptibility or the innate resistance of the host to schis- 
tosome infection. Moxover, we demonstrated that after a schistomicide ther- 
apy, ecdysteroids from urine of iniected children decrelised markedly four 
days after drug administration. We also have demonstnted that immunizïtion 
o f  mdents with an ecdysone-BSA complex Ird to the reduction of the w o m  
burden. By in vitro studies. we have shown that the ecdysteronc antibdies 
were able to kill the juvenile w o m s  within 24 hr. In addition, we have drin- 
onstnted that the enzymes superoxide disinutasr ISOD. EC 1.15.1.1) were 
present in schistosonies and that the total aupcmxide di>mutasc iictiviiics in 
both males and fcmalcs could be correlatcd with the ?O-hydroxyeçdysone 
within parasites. -- - - . .. . -- --- 
Key Words-Schistosoma mansoni. ecdystcmid. antiecdystcroid. semmlki- 

. ,netic. urine/diagnosis, aupc.roxidc dibmutasc (EC 1.15.1.1). mass sprctmni. 
chromatography. 
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INTRODUCTION 

The ecdysteroids were first dernonstrated in anhropods (Butenand and Karlson, 
1954) where they were associated with their rnoulting process (for review, see 
Karlson, 1980). Because the growth ,of nernatodes has involved a series of ev- 
ident moults (Rogers, 1962), the detection of ecdysteroids in woms was done 
first in this parasitic species (Rogers, 1973; Hom et al., 1974). Our freeze 
fracture studies of Schisrosotna niansoni membrane differentiation allowed the 
observation of a membrane exuviation during the period of 10-20 days after 
infection (Figure 1 .) (Torpier et al., 1982). Such a phenornenon occurring at a 
precise period of the worm developrnent is rerniniscent of the moulting process 
of snhropods in which rnetamorphoses are induced by two specific hormones: 
namely ecdysone and 20-hydroxyecdysone. Since we demonstrated that the pro- 
duced ecdysteroids (NirdC, 1982; Torpier et al., 1982, Nirdé et al., 1983a) were 
released in the biological fluids of the infected hosts (Nirdé 1982, Nirdé et al., 
1983b, 1984), particular interest has been devoted to this topic in platyhel- 
minthic woms. (Whitehead. 1983; Koolrnann et al., 1984, 1985; Rees and 
~ e f h i s .  1984; Rees et al., 1985). The present paper is an update review on the 
ecdysteroids in the human trernatode Schisrosomn tnansorii and on the potential 
roles of these hormones in schistosomiasis. 

ECDYS rEROlDES 

- 
Fia. 1. Illustntion of the membrane exuviation (armw) observed dunng the 10- to 20- 
day period ûfter infection (left) and structure of ecdysone (a) and 20-hydroxyecdysone 

(b). (Modified from Torpier, et al.. 1982.) 
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METHODS AND MATERIALS 

Infection of rodents was performed by exposure to cercariae of Schisto- 
soma mansoni as initially described by Smithers and Teny (1965). Recovery 
of parasites of required age was performed by perfusion of the rodents killed 
by cervical dislocation. Eleven-day-old and 20-day-old worms were collected 
by perfusion of the liver with MEM. Forty-day-old schistosomes were re- 
covered by total perfusion of the whole blood system with NaCl 0.9% or only 
from the mesenteric and portal system of hamsters. Eggs were recovered by a 
54% Percoll gradient in MEM as described by Nirdé et al. (1983a). 

Ecdysteroid extracts of worms were performed by a methanol-water-hex- 
ane (10: 5:  3 by vlv) homogenization as described by De Reggi et al. (1975). 
For the biological samples such as urine and sera, a methanol-water (3 : 1 vlv) 
extraction according to Nirdé et al. (1984) was performed. To 1 ml serum 
was added 3 ml *ethano1 (Merck). The mixture was then vortexed prior to a 
60°C incubation for 15 min and centrifuged (800s for 10 min at 4°C). The 
supernatant was then dried under nitrogen flow and resuspended in O. 1 M citrate 
buffer, pH 6.1, prior to the RIA assay (De Reggi et al., 1975). 

The '25~-labeled hormone was a succinyl ecdysterone coupled to ' 
['25~]tyrosine-methyI-ester (Immunotech. Marseille). The binding assays were 
made in a Plexiglas apparatus containing 10 dialysis compartments, each di- 
vided into two 200-4 chambers by a cellulose membrane. One charnber was 
filled with 150 pl of ecdysteroid antibody (Immunotech) and the other one with 
150 pl of a mixture of equal pans of the sample to be analyzed and the "'1- 
labeled hormone. After 24 hr shaking at 4"C, equilibrium was achieved and 
100 pl of each cornpartment was counted. The sum of the bound (B) and free 
(F) labeled analog was found on the antibody side, the free (F) alone on the 
other. The ratio of the binding was computed as r = B/T, where T = B + F. 
The standard curve was run with pure 20-OH-ecdysone (Sigma) from IO-' M 
to IO-' '  M. Bound fractions were then computed with a WANG 2200 S system, 
with a linear regression of the standard curve (Nirdé, 1982). The results were 
expressed as picomoles of 20-OH-ecdysone equivalent per 100 mg of protein 
or per milliliter of biological fluids (urine or sera). 

Mass spectroscopy analysis was done with 600 ml urine of children in- 
fected with Schistosoma haemarobium. A butanol extraction was performed on 
this rnaterial as previously described (Nirdé et al., 198$\ The butanol extract 
was then analyzed by thin-layer chromatography (silicagel plates, 20 x 20 cm, 
F 254, Merck) with chloroform-methanol as solvent (80:20, vlv). The plates 
were scraped by 1-cm bands and the products eluted with three washes with 
95% ethanol. Only the immunoreactive samples were analyzed by HPLC 
(Waters, reverse phase) with methanol-water as solvent (40 : 60 vlv, 1 ml min, - - - - - - - - -- -- - - 

.4 
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isocntic elution). Gas chromatography was performed on immunoreactive 
HPLC fractions after derivatization. Fractions to be analyzed were added to 
100 pl of trimethylsilylimidazole (TSIM) and heated at 80°C under argon. Sep- 
arafion of derivatized ecdysteroids from reagent was performed through HPLC 
on silica colunin with ethanol-hexane as solvent. After evaporition of the sol- 
vent under argon, acetone was added to dned extract and 1-2 pl was injected 
into a gas chromatognphic apparatus (Varian 1200, capillary glass column SE/ 
30) at 290°C. A mass spectrometer (LKB 9000s) was coupled to the gas chro- 
matognph. This spectrometer was equipped with an INCOSS computer system 
which allows the recording of one mass spectnim per second. 

The compiex ecdysone-BSA was used as immunogenic compound. Ham- 
sters were inoculated by subcutaneous injections by the Vaitukaïtis technique 
(1971). Each hamster received a primary injection of 200 pg of protein with 1 
vol of Freund's complete adjuvent (Bio-méneux) in a total volume of 500 pl. 
Boosts of 100 pg were given on day 30 and day 60 after the primary injection. 
Hamsters were infected 10 days after the last injection with 100 cercariae of S. 
matisoni. Antibody titer was determined by the RIA method. 

The in vitro cytotoxicity of sera from hamsters immunized with an ecdy- 
sone-BSA complex was performed on skin schistosomula. The skin schistoso- 
mula were collected in vitro after penetration of cercanae through isolated pieces 
of Swiss nii:e abdominal skin according to the method initially described by 
Stirewalt and Uy (1969). For the in vitro cytotoxicity assay about 120 schis- 
tosornula were incubated in each well of a Rat-bottomed microtiter plate (Nun- 
clon, Denmark) with 110 pl of 10% FCS in MEM, 50 pl of heated sarnple 
senim to be tested, and 40 pl of fresh guinea pig senim. For studies without 
complement, the guinea pig senim was heated for 30 min at 56°C. The per- 
centage of monality was measured by direct visual examination and by scanning 
microscopy . 

For scanning microscopy studies, schistosomula were fixed in 0.1 % glu- 
taraldehyde in 0.05 M sodium cacodylate buffer. The samples were then post- 
fixed with 1 % osmium tetroxide solution for 1 hr at 4°C and dehydrated in a 
ethanol senes. A gold-palladium coating (60:40) was then performed before 
examination. 

Superoxide dismutase was assayed by the inhibition of the cytochrome c 
reduction using a xanthine-xanthine oxidase system as originally described by 
McCord and Fridovich (1969). Batches of 4-10 adult worms or 20,000 schis- 
tosomula, or 20.000 day-11 parasites were used. Parasite material was sus- 
pended in 2 ml of 50 mM phosphate buffer (pH 7.8). sonicated on ice for 45 
sec at 20 kHz (Sonotrode TC 4C, type 20-200 S), and centrifuged for 10 min 
at 800 g (Jouan E96 4°C). Triton X-100 was added to the supernatant to a final 
concentption of 0.2% (vlv) pnor to 30 min incubation at 4OC. Centrifugation 
was then performed (45,000 g for 10 min at 4°C) and the supernatant used in 

. - . - - -- . . - . . . . - - . . . - - - . .- -- - - . - - - -- - 
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the SOD assay at pH 10 with or without 1 mM KCN. The final reaction mixture 
was 2.85 ml and the standard curve was set using bqvine erythrocyte SOD 
(Sigma). Cmde extract activities were then computed on a WANG 2200 MVP 
system by using a polynomial fitting of the standard curve as described by Nirdé 
(1986). Results were expressed as Sigma SOD units equivalent per milligram 
of protein. 

RESULTS 

Figure 2 shows the variation in ecdysone levels during Schistosorna rnan- 
soni development. Line A indicates that newly derived schistosomula contain 
4.3 pmol ecdysone equivalents per 100 mg of protein. Line B corresponds to 
the day-11 schisotomes. The amount of ecdysteroids at this stage is 25 pmol. 
Line D represents both males and females collected on day 40 after infection - . 

-- -- -- - - - r <  
4 : :.Ji, 

A 8 C D E F G 

Fie. 2. Ecdysteroid levels dunng Schistosorna marrsorii development using the RIA 
method. (A) Newly denved 3-hr schistosomula (N = 2); (B) 1 l-day-old schistosomes 
( N  = 4); (C) 20-day-old schistosomes ( N  = 4); (D) 40-day-old schistosomes (adults) 
from the total perfusion of hamsters ( N  = 6); (E) 40-day-old schistosomes from rnes- 
enteric vesscls ( N  = 4); (F) Eggs of Schistosotna mansot~i ( N  = 6 ) ;  (G) control per- 
formed on uninfccted animal tissues ( N  = 10). Bars are standard deviation. (From Nird6 
et al, 1983b.) 

1 
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FIG. 3. High-pressure liquid chromatography of the extract of parasite frorn total per- 
fusion and RIA on collected frictions ( 9 ,  females; a, males). Column: Whatrnann, 
Partisil IO-25lODS 3; detection: Waten UV-visible detector M 440, 245 nm; program- 
mer: Waten M 650; flow: 1 mllmin; gradient: 30-min linear gradient of 30% acetonitnle 
in watcr was perforrned; amws: standard elution of 20-hydroxyecdysone or ecdysone 
frorn Sigma iun in the sarne conditions. (Modified from Nirdé et al., 1984a.) 

- - - - . - -- - -- 

by total perfusion of hamsters exhibiting an ecdysone level at about 2 pmol. 
No significant sexual differences can be observed by the radioimmunoassay 
method. In Figure 3, HPLC analyses demonstrate that both ecdysone and 20- 
hydroxyecdysone are present. The 20-OH-ecdysone is more abundant than ec- 
dysone in both sexes. The ratio, r ,  of 20-hydroxyecdysone ecdysteroids is r = 
0.62 for the males and r = 0.68 for the females. In contrast, within adults 
collected exclusively by local puncture of mesentetic vessels (line E), the nor- 
mal location of these w o m s  for mating and egg laying, sexual differences in 
ecdysteroid levels were observed: less than 1 pmol for the males and 2.5 pmol 
for the females. 

In addition, HPLC analyses shown in Figure 4 demonstrate that parasites 
. . fwm mesentenc -- ------ vessels exhibit an -- inverse ratio of 20-hydroxyecdysone - to total -- 
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F I ~ .  4. High-pressure liquid chromatography of thc extract of pansite collected exclu- 
sively by local puncture of mesenteric vessels and RIA on collected fractions. Column: 
Waters Microbondapack-phenyl; dctection: Waters UV-visible detector M 441; 253 nm; 
calculator: Waters M 730 and system controler M 720; flow: 1 mllmin with Waters 
6000 A pumps; gradient: After 2 min of isocntic conditions with water-acetonitrile 
(90: 10) as solvent, a linear gndient of 30% of acetonitrile: water was perfonned in 
30 mh; arrows: standard elution of 20-hydroxyecdysone and ecdysone from Sigma run 
in the same conditions. (Modified from Nirdé et al., 1984a.) 
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ecysteroids compared with parasites collected by total perfusion: r = 0.40 for 
the males and 0.24 for the females. In mesenteric vessels. ecdysone is far more 

- - - - "Y"... 
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abundant than 20-hydroxyecdysone in both sexes. In the eggs, line F. the hor- 

. 
f I.. 
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monal content and the ecdysteroid ratio are comparable to those of the fernales 
from mesenteric vessels ( r  = 0.24). 

As shown in Figure 5, the trematode Fasciola hepatica also contains ec- 
dysteroids. The rati; of 20-hydroxyecdysone to ecdysbne plus 20-hydroxyec- 
dysone was 0.44. HPLC analyses also indicate that a third ecdysteroid peak 
was detected. This peak could be specific for this species. Besides the physio- 
logical role of these hormones in the parasites, it would be interesting to foliow 
their fate in the biological fluids of the infected hosts. Vertebrates do not pm- 

b 
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FIG. 5.  High-pressure liquid chromatography and RIA analysis in extracts of the tre- 
matode parasite Fasciola hepatica. 

- . - - - -- 

duce insect moulting hormones nor specific enzyme systems to catalyze these 
hormones and, a priori, the ecdysteroids would not be metabolized by the hosts. 

As shown in Figure 6, the semm of infected rodents contains ecdysteroids. 
As early as six days postinfection, ecdysteroids could be detected in sera of 
infected rats or hamsters, whereas no detection is possible in uninfected ani- 
mals, or during . the .--- first five days of infection (Nirdé . - -  et al., 1984a,b). As shown 
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- OAYS AFTER S O N  

FIG. 6. Changes in ecdysteroid concentntion in the serum of permissive and nonper- 
missive rodent hosts infected with Schisrosorna tnatisot~i. Hamsters (M. auraiits, a) and 
nts  (R. rurius. b) were infected with 2000 cercariae of Schisrosoma niansotii. whereas 
other nts  (c) were infected with only 500 cercariae. (From 'Nirdé et al., 1984a.) 

--- -- 
in this figure, the changes in hormone level are different between permissive 
(curve a) and nonpermissive hosts (curves b and c). In permissive hosts such 
as hamsters, the RIA activity reaches 0.3 nM on day 12 postinfection, and this 
value remains unchanged on day 24. In contrast, in the nonpermissive hosts 
such as rats. the ecdysteroid level reaches 0.3 nM on day 6 postinfection, and, 
more important, it decreases slowly from day 10- 12 onwards. This figure also 
shows that the rise in ecdysteroid concentration, which occurs on day 6, is 
significantly lower in rats that received a weaker challenge of 500 cercariae 
compared to rats challenged with two thousand cercariae. After day 12, the two 
groups of rats do not differ significantly with regard to the ecdysteroid titer. 

Further analyses have shown that ecysteroids were also present in the blood 
of infected primates, even in the absence of parasitological markers (Nirdé, 
1982, Nirdé et al., 1984a). Based on these data, ecdysteroid titers were deter- 
mined in the unne of humans infected with Schistosoma huematobirini. 

Figure 7 dernonstrates that children have a very high concentration of in- 
sect-molting hormones in their urine (Nirdé et al. 1984). Urine of 60 infected 
children between 10 and 14 yerirs of age were assüyed. The average level in 
hormone before chemothenpy was 4 5 nh4. However, in three children, the 
highest value found was more than 180 nM. As seen in this figure, four days 
after dmg adminis\ration, the hormonal concentration decreases markedly to 
one third and then slowly reaches 6 nM some 100 days after treatment. -- -- -- -- - 
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CHANGES IN ECDYSTEROID TITER IN URINE FROM PATIENTS 

INFECTE0 WlTH S.HAEMATOBIUM AFTER CHEMOTHERAPY. 

I 
O 20 40 60 80 100 

DAYS AFTERCHEMOTHERAPY 
-- - -- - - - 

FIG. 7. Changes in ecdysteroid concentration in urine from patients infected with Schis- 
rosotria Iinetnarobirrt~i brfore and after chernothenpy. Day of chernotherapy: Do, Single 
dose o f  Oltipnz (30 mglkg, N = 20) or Oltipnz plus vitarnins (30 mglkg, N = 20). 

Chemical characterization of ecdysteroids found in urine of infected hu- 
mans has been achieved by mass spectroscopy as shown in Figure 8. Figure 
8A, curve a, is the total ion recording. It indicates that several molecules are 
present in the urine sample. In curve b, the fragmentograph ion recording allows 
the detection of four ecdysteroid peaks. Arrow 1, the 20-hydroxyecdysone, and 
arrow 2, the 5 epi-20-hydroxyecdysone, show the two major peaks. One of the 
niinor peaks is the 3-oxo-20-hydroxyecdysone. The last one has not been iden- 
tified yet. Figure 8B(a) shows the mass spectmm of the compound yielding peak 
1 in the fragmentogram. Spectmm b exhibits the mass spectrum of standard 20- 
OH-ecdysone run under the same conditions. The differences observed in the 
molecular weight of these ecdysones compared to cmde molecules are caused 
by the derivatization of the ecdysteroids for the mass spectrum analysis. The 
fragment at m/e 561 corresponds to the nucleus of the ecdysone. - .- The . fragments 
with a larger d e  correspond to the fragmentation of the side chain of ecdysone 
after cleavage between C-20 and C-22 and to the loss of a silanol in the case 
of fully silylated derivatives. 

In Figure 9, we notice that ecdysteroids are also detected in the sera of 
rodents infected with the nematode Dipetaloriema vitae. Whereas low levels of 
ecdysteroids were measured on days 43 and 70 postinfection, high amounts of 
these hormones could be detected on day 63 bostinfection. -. . ------- - 
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FIG. 8. Gas chromatography and mass spectrometry of hexamethylsilylated natunl 
compounds from the infected patients. (A) Total ion gas chromatograph: (a) total ion 
recording, (b) recording of ion fragment at nile 561. (B) Müss spectra: (a) niass bprctnim 
of hexatrimethylsilylated reference 20-hydroxyecdysone (reference from SIMES, Milan); 
(b) mass s p e c t n i ~  of released ecdysteroid yielding peak 1 in A, line b. (From Nirdi et 
al., 1984a.) 
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FIG. 9. Ecdystcroid lcvels in the sen of the nernatode Dipetalonetna vitae. 

Figure 10 demonstrates that schistosomes contain the enzyme superoxide 
disrnutase. Two isoenzymes have been detected dunng the development stages 
of the parasite: cytosolic CulZn SOD and mitochondrial Mn SOD. 

Both SOD activities are present in schistosomula and Il-day-old schisto- 
somes. Adults collected on day 40 after infection by total perfusion of hamsters 
exhibit more SOD than adults recovered by local puncture of mesenteric ves- 
sels. Sexual differences in the ratio between mitochondrial and copper-zinc SOD 
can be observed. The females contain more copper-zinc SOD than the males. 

In addition, as shown in Figure 11, total SOD activities in both males and 
females can be correlated with the ratio of 20-hydroxyecdysone to total ecdys- 
teroids within parasites. When this ratio increases, the total SOD activities also 
increase. This is tme for both sexes. The presence of ecdysteroid hormones 
around parasites could suggest that these hormones would be necessary for par- 
asite developrnent. As well as the biological role of these ecdysteroids at the 
parasite level, it seems interesting to investigate the bioiogical activities of an- 
tiecdysteroid antibodies against schistosomes. 

Figure 12 shows the effects of irnmunization of rodents on the parasite 
burden. In hamsters, without any boosts, the reduction of the parasite popula- 
tion is around 38%. However, the females are more sensitive to the ecdysteroid 
antibodies than the males. In this case the reduction was over 50%. In the same 
way, in mice the reduction is around 30%. Once again, the females are far 
more sensitive than the males: the reduction is M)%. For a long time, it was 
impossible to reduce the parasite burden when rodents were boosted. Thus, 
another immunogenic compound has been synthesized. 

As shown in Figure 13, the immunization of hamsters, followed by two 
boosts, leads to a significant reduction of the worm population, compared to 
hamsters which have received no injection (control) or a nonprotective antigen 
(placebo). 

In addition, as shown in Figure 14, the corresponding ecdysteroid anti- - - -- - - -- - - 
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FIG. 10. Vanation in superoxide dismutase activities during the development stages of 
Schisrosoma mansoni. 

- bodies thus produced appear to be cytot6ic for schistosomula within 24 hr. 
For low dilution of the sera (114). this cytotoxicity reaches 100% within 21 hr 
of incubation; otherwise no cytotoxicity occurs. When samples were heatrd 
before incubation, the cytotoxicity remained at the same value. As shown in 
Figure 15, scanning microscopy on the in vitro cultured schistosomula has been 
investigated. This figure indicates that parasites incubated with the antibodies 
fmm immunized!hamsterr shed their membrane complex. This phenomenon -- 
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FIG. Il .  Correlation between total superoxide dismutase and the ratio of 20-hydroxyec- 

dysone to total ecdysteroids within adult Schistosoma mansotai. 

leads to the death of the worms. The velvet-like appearance on the surface of 
the scoured parasites corresponds to the loss of the external tegument of S. 
rnansoni. 

DISCUSSION 

We have demonstrated that the two hormonal activities, ecdysone and 20- 
hydroxyecdysone, were present at two crucial penods of the development of 
the bisexual trernatode Schisrosoma mansoni. . -. -- ---- -- - - --- 
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FIG. 12. Effects of a single immunization of an ecdryone immunogenic compound on 
the pansite burden. 

Firstly, the day 6 to day 11 period after infection is a transition period 
between the juvenile worm and its exponential growth phase to the bisexual 
stage. The high amount of ecdysteroids in Il-day-old worms, compared with 
others, indicates an endogenous synthesis by S. mansotri. Because the definitive 
host does not produce ecdysteroid hormones, passive incorporation of ecdys- 
teroids from the host can be excluded. This rise in ecdysone levels can be cor- 
related to three llnked events: (1) The first event is migration and the devel- 
oprnent of juvenile worms which have left the lungs and just reached the liver. - -- ----.---- - - - - - - 
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pound on the parasite burden. 

Wilson and coworkers (1978) have demonstrated that the process of tnnsfor- 
mation from the lung to liver form is characterized by a number of changes in 
the biological functions of schistosomes. They lose their ability to migrate, and 
their length and shape are modified. (2) During the same period, nietabolic 
changes occur in the parasite, which leaves a semiquiescent metabolic state. As 
demonstrated by Lawson and Wilson (1980). an increase in density, nitrogen 
content, and growth initiation occur. (3) The rise in ecdysteroid is also corre- 
lated to membrane modifications of S. mansoni, as shown by Torpier et al. 
(1982). 

The second crucial period in adult males and females is the pnod of sexual 
maturation characterized by egg laying. The ratio between ecdysone and 20- 
hy&oxyecdysone appears to be different according to the anatomical localiza- 
tion of the adule worms in mammalian hosts. 

._ - . - 
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CYTOTOXICITY ON SCHISTOSOMULA OF SERA 
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FIG. 14. In vitro cytotoxicity of natunl ecdysone antibodies on schistosomules of Schis- 
tosoma niansoni. 

These data indirectly suggest that ecdysteroids would have an important 
role in inducing the maturation of the female reproductive systern. Our work 
has also demoistrated that the newly derived schistosomula contain ecdyster- 
oids. As our experirnents were conducted at 4°C and as the intermediate snail 
host produced ecdysteroid hormones (Nirdé and Herbert, unpublished), our hy- 
pothésis was that this large amount of ecdysteroid hormones found in 3-hr schis- 
tosornula might come from the snail host nther than from the parasite itself. In 
addition. the re,latively high level of ecdysteroids during this first larval stage 
indicates that jlivenile schistosomes leave the intermediate snail host with a 
reserve of ecdysteroids. If the Schistosomu munsoni mode1 has allowed some 
interesting observations in the field of the production of ecdysteroids in para- -* ------ - .-- - --- . . - - - .. . --- .. - . - 
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FIG. 15. Scanning microscopy on cultured schistosomula after a 24-hr period of incu- 
bation with the natural ecdysone antibodies. 

sites, it is obvious that this model is not the most suitable for funher investi- 
gation in the pathway of ecdysteroid hormones in worms. It must be emphasized 
that the metabolic pathway of ccdysterone in insects has been studied in ovaries 
where the hormonal level was more than 1 0 - ~  M. Therefore, the low hormonal 
level found in parasites, around IO-" M, has not allowed the chemical char- 
acterization of these products by mass spcctroscopy. 

Our work has dernonstrated that the serum of infected rodents contains 
ecdysteroids as early as six days postinfection. Moreover, the changes in hor- 
mone level are different between permissive and nonpermissive hosts. These 
important observations suggest that the concentration of ecdysteroids could be 
an early biological parameter of parasite infection and may be correlated with 
the permissiveness of the host. We also have shown that ecdysteroids were 
present in the semm of rodents infected with the nematode Dipeialoriert~a virae. 
In addition, we have demonstrated that ecdysteroids were prescnt in the urine 
of infected children. It is the first demonstration of excreted ecdysteroids by 
organisms. These hormones have been characterized by GC and MS as the 20- 
hydroxyecdysone, the 5-epi-20-hydroxyecdysone and the 3-0x0-20-hy,droxyec- 
dysone. Our work also shows that the moulting hormones decrease markedly 
after an antischistosome chemotherapy. According to these data, we therefore 
confirmed that the ecdysteroids were correlated with the viability of the para- 
sites.k.loreover, the release of - ecdysteroids -- - . - - - - b&schistosomes might be a general 
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feature of parasite infection. This is true for trematodes and nematodes. Our 
work on this point has been confirmed by other teams (Koolmann et al., 1984). 
This important observation, that human beings may have insect-molting hor- 
mones in their biological fluids, could lead to an early diagnosis of parasite 
infection. 

In arthropods, it is well known that ecdysteroids induce protein synthesis. 
Two of them appear interesting to study with regards to parasite physiology. 
The first one is the enzyme superoxide dismutase. This enzyme catalyzes the 
conversion of oxygen anion to hydrogen peroxide (McCord and Fridovich, 
1969). Superoxide dismutase could be involved in escape mechanisms of worms 
against oxygen anions produced by the immune cells: macrophages and eosi- 
nophils. 

Our work demonstrated that superoxide dismutase was produced by schis- 
tosomes. The two SODs wer.e present dunng the cntical development stages of 
the parasite. Once again, the ratio of Mn SOD to CulZn SOD was differeni 
between males and females. The females contained more cytosolic SOD than 
the males in both the mesenteric and the total perfusion. However, parasites 
collected from total perfusion of hamsters exhibited more SOD activities than 
parasites collected exclusively from the mesenteric vessels. Moreover, the total 
SOD activities could be correlated with the ratio of 20-hydroxyecdysone to total 
ecdysteroids within parasites. As 20-hydroxyecdysone is more active than ec- 
dysone, in the physiological sense, Our hypothesis is that the 20-hydroxyecdy- 
sone, or its conjugates, induces this enzyme in Schistosoma mansoni. 

The second interesting enzyme is the dopa decarboxylase. Gathering to- 
gether the publications on ecdysone. serotonin. and dopa decarboxylase, the 
schema in Figure 16 indicates what the action of ecdysone on egg shell for- 
mation may be. Two pathways are possible for the synthesis of melanin. The 
first one involves the serotonin molecule, the enzymes dopa decarboxylase (EC 
4.1.1.28), and hydroxyindole-O-methyltransferase. On one hand, the enzyme 
dopa decarboxylase is known to be under the control of ecdysone (Kraminsky 
et al., 1981), and, in schistosomes, decarboxylates 5-OH-tryptophan as well as 
L dopa (Catto, 1981). On the other hand, serotonin is abundant in mesenteric 
vessels, and S. mansoni contains high concentrations of this biogenic amine. In 
addition, the enzyme hydroxyindole-O-methyltransferase is inhibitied by estra- 
di01 around 1 mM whereas it is activated by low steroid levels (Cardinali et al, 
1981). Thus the amount of circulating estradiol could modulate the production 
of melanin. This fact must be correlated to the expenments of Barrabes and 
coworkers (1980). who demonstrated that large amounts of estndiol reduce egg 

- -- production by schistosomes. 
The second pathway involves L-dopa and dopa decarboxylase. At present, 

no direct experirnents have been done to verify this schema, but it must be kept 
in mind wxen ____ the induction of the female -- reproductive . - _ _  system __  is investigated. _ 
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FIG. 16. Action of ecdysone on egg shell formation. 

We certainly do not claim that we have achieved a high degree of protec- 
tion. It is obvious that our expenmental protocols have to be optimized. How- 
ever, this partial result indicates that immunization with ecdysteroids rnight lead 
to a reduction of the worm burden. Although no direct evidence has been ob- 
tained on the physiological role of ecdysteroids within parasites, close corre- 
lations between the presence of significant amounts of hormones and some 
physiological phenomena are thought provoking. In this regard, the involve- 
ment of ecdysteroid hormones seems evident: (1) in parasite morphogenesis, - - - . - - - 
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(2) in sexual maturation of the female reproductive system, and (3) in the in- 
duction of enzymes implicated in parasite escape mechanisms. Moreover. be- 
cause humans do not produce ecdysone, the cytotoxic effect of ecdysteroid an- 
tibodies might be a novel strategy for immunoprophylaxis of parasite infections 
in man. 
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1 /  L'hypothèse d'une présence d'enzymes de type SOD e s t  vérifiée e t  

deux lignes directrices s e  dégagent de ce t t e  étude: 

a /  Le paras i te  S.mansoni produise des  enzymes superoxide dismutases 

pendant toutes  l e s  phases d e  son développement, 

b i  Qu'il semble exis ter  une corrélation positive en t re  les  ecdystéroïdes 

parasi ta ires  e t  la production d'enzymes SOD. A ce t  égard, les résul tats  

d 'une étude in vitro indiquent une augmentation de  46% en  SOD parasitaire 

pour des  concentrations hormonales d e  10-ioM. Dans ce t t e  é tude  non 

publiée, un mélange des deux hormones a é t é  util isé.  Le rapport en t r e  les  

deux hormones a été choisi en  fonction de  l a  corrélation théorique en t re  l a  

SOD e t  les  ecdystéroïdes parasi ta ires  ( la  concentration en ecdysone é t a i t  de 

3.33 10-5M e t  pour la  20-OH-E de 6.66 10-5M). La pré-stimulation de 24hr à 

10-lOM du mélange en  ecdystéroïdes é t a i t  suivie d'une incubation de 24hr 

sans  hormones, puis d'une stimulation de 4 jours par  différentes 

concentrations hormonales de  IO-" à 10-"M. Par analogie avec  les  insectes 

où ce t te  enzyme e s t  sous le  contrôle de l'hormone ecdysone e t  bien que 

notre étude ne so i t  pas effectuée su r  un nombre importants d'expériences, 

nous avons un argument en  faveur  d'une production de la  SOD parasitaire 

sous la  dépendance d'ecdystéroïdes. 

2/ En revanche, l'approche du rôle biologique des ecdystéroïdes en 

ut i l isant  des anticorps anti-ecdystéroïdes à l a  place d'analogues hormonaux 

non métabolisables, a conduit à des résu l ta t s  tou t  à fa i t  inattendus: a /  

L'observation d 'une action cytotoxique d'anticorps ecdystéroïdes vis-à-vis 

des  jeunes schistosomules e n  culture,  b/ Une cytotoxicité qui  s e  manifeste 

en microscopie à balayage par  la  per te  totale  du tégument externe des 

schistosomuies, e t  c/ La réduction significative de l a  population parasitaire 

après  immunisation de  rongeurs par  un immunogène ecdystéroïde. 

D'un immunogène à l 'autre ,  i l  y a toujours eu  un effet s u r  la 

population parasitalre.  La réduction observée variai t  d'un lot d'immunogène 

à l 'autre  de 10 a 100%. De même pour les é tudes in vitro, l a  cytotoxicité 

var ia i t  dans  de grandes proportions. Seuls des anticorps monoclonaux 20- 

OH-Ecdysone, ne sont  pas cytotoxiques vis-à-vis des  schistosomes alors que 

l e  polyclonal l 'est. Ces r é su l t a t s  ont é t é  confirmés par l e  Dr. J ean  Marie 
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GZRYCH au sein du laboratoire avec d'autres lots d'anticorps (les anticorps 

"gamma-301285", "delta-301286" e t  "ec19" fournis par Immunotech). 

Ces résultats soulèvent le problème crucial du mode d'action 

d'anticorps anti-hormones vis-&-vis d'un métazoaire qui contient les 

hormones correspondantes. A ce jour aucune explication du mode d'action de 

ces anticorps anti-ecdystéroïdes n'est réellement donnée. Cependant, on 

peut penser que les anticorps peuvent se fixer sur la membrane du 

parasite. La structure clble la plus évidente pouvant être liée à cet 

anticorps est  le  haptène correspondant, en l'occurrence un ecdystéroïde. 

Dans ce cas, si les ecdystéroïdes peuvent se  trouver à la surface du 

parasite, ils peuvent très bien passer dans le milieu sanguin de l'hôte dans 

lequel évolue le parasite. Ma nouvelle hypothése, t rès audacieuse il e s t  vrai, 

é ta i t  que les ecdystéroïdes, excrétés dans le sang par le parasite, pouvaient 

être dosés. Le chapitre suivant est  entièrement consacré à l 'étude du sang 

e t  des urines de l'hôte infesté par des parasites. 
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Nous avons démontré dans  l 'un des  chapitres précédents, que les 

trématodes contiennent des  hormones ecdystéroïdes e n  faible quant i té  mais 

dosables. Ces é tudes  ne  donnent qu'un "instantané" de l a  s i tuat ion,  en 

particulier,  elles ne  donnent aucun renseignement s u r  la  v i tesse  de 

production de ces  hormones, n i  s u r  leur  devenir. Les ecdystéroïdes 

semblant jouer un  rôle primordial dans  l a  physiologie des parasi tes ,  

pourrait-il exis ter  une  forme de stockage de  ces hormones parasi ta ires  chez 

l 'hôte définitif qu i  n 'en synthét ise  pas dans  une s i tuat ion non pathologique? 

Dans ce cas,  l es  ecdystéroïdes deviendraient un marqueur biologique d'une 

infestat ion parasitaire.  Les schistosomes é t a n t  hébergés dans l e  système 

vasculaire de l 'hôte, il é t a i t  na ture l  d 'analyser ce compartiment biologique. 

En util isant les  techniques conjointes d'HPLC e t  de  RIA nous avons 

analysé les  sérums e t  l es  urines de vertébrés  infestés  par  Schistosoma 

mansoni dans le  bu t  de vérifier notre hypothèse. Différents hôtes ont  é té  

étudiés: Des rongeurs permissifs (hamsters) e t  semi-permissifs ( r a t s )  pour 

les  schistosomes. Cette analyse fu t  ensui te  étendue aux  primates dans  un 

modèle d' infestation chronique (singes Patas patas) ou disparaissent cer tains  

symptômes parasitologiques comme la présence d'oeufs dans les sel les  (La 

présence d'oeufs dans  les fèces es t  l'élément capi tal  qui confirme le 

diagnostic d'une infestation par  les  schistosomes). Enfin, l es  ecdystéroïdes 

ont é t é  dosées dans  les urines de jeunes schistosomiens vivant  e n  zone 

d'endémie (Niger), avan t  e t  après  une chimiothérapie effectuée dans le  cadre 

d'une campagne de  l'OMS. Ces mêmes malades ont  permis la  collection 

d'urine nécessaire à l a  caractérisation par  spectrométrie de masse des 

ecdystéroïdes majeures présentes dans les urines de bilharziens. 

Les résu l ta t s  de ces t ravaux ont fa i t  l'objet de la publication suivante .  
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Ecdysteroids produced by schistosomes are released in biological fluids of infected hosts. In the sera, the 
concentration of ecdysteroids correlates with the permissiveness of the host to schistosome infection and 
its detection is available in the absence of positive parasitological tests. In the urine, ecdysteroid 
concentration decreases markedly after chemotherapy. 20-Hydroxyecdysone and its epimer were identified 
in the urine of infected patients using mass spectrometry. These data demonstrate for the first time that 
ecdysteroids are released by organisms. Moreover, they are potent molecules of parasite infection and can 

be used for parasite diagnosis. 

Schistosomiasis Body fluids Ecdysterone M a s  spectrum analysis Radioimmunoassay 

1. INTRODUCTION 

The parasitic Worms which cause schistosomiasis 
(bilharziasis) in man or rodents belong to the genus 
Schistosoma, a somewhat unusual group of 

.digenic trematodes. This parasite has a complex 
life cycle involving an intermediate host in addition 
to  the definitive host in which they reach sexual 
maturity. Schistosomes are the only trematode in 
which sexes are separate in adult Worms. During 
the mature stage, the females may lay several hun- 
dred eggs per day which cause irreversible sequelae 
(granuloma, liver fibrosis). Another characteristic 
of schistosomes is their adoption of the blood as 
their adult habitat. 

The presence of ecdysteroids, the insect 
moulting hormones, has been reported in the 
trematode Schistosot?ia t??atisoni where it is as- 

released into both sera and urine of infected hosts 
(rodents, monkeys and man), where they can be 
quantified by radioimrnunoassay (RIA). More- 
over, two of the excreted ecdysteroids have been 
characterised using high-performance liquid chro- 
matography (HPLC), RIA, gas chromatography 
(GC) and electron impact mass spectrometry (MS). 
This has led to the identification of 20-hydroxyec- 
dysone and 5-epi-20-hydroxyecdysone. It should 
be borne in mind that schistosomiasis (bilharziasis) 
is a major health problem in 73 tropical countries, 
where the nurnber of infected people is estimated 
to  be about 300 million. Our findings show that 
measurement of ecdysteroid concentrations in 
blood and urine can be used to diagnose parasitic 
diseases on a large scale, and to monitor the effi- 
ciency of chemotherapy. 

sumed that they control development and repro- 
duction as they do  in arthropods [1,2]. As well as 2. MATERIALS AND METHODS 

the biological- role of these ecdysteroids at the 2.1. In fecrion of rodents 
parasite level, it would be interesting to follow Hamsters (a) (permissive) and rats (b,c) (non- 
their fate in the infected host. This report shows permissive) were infected by exposure to cercariae 
that appreciable amounts of ecdysteroids are of S. mansoni as in [3]. They received 2000 cer- 

Published by Elsevier Science Publishers B. V. 
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cariae, except for one group of rats which received 
only 500. 

Two wild monkeys (Patas paras), aged 2 years 
and weighing 5 kg, were infected 10 times at 
2-week intervals by exposure to 500 cercariae of S. 
mansoni as in (31. The infection was checked by 
immunodiagnosis [4,5] and parasitological 
diagnosis [6].  The two animals differed from each 
other since monkey A had eggs in the stools 
whereas monkey B did not, even 535 days after the 
first infection. 

2.2. Ecdysteroid assay 
One-ml samples of serum were taken and adéed . ' 

to  3 ml methanol. The mixture was heated at 60°C 
for 15 min and centrifuged (800 x g, 10 min). The 
supernatant was dried under a flow of nitrogen. 
The residue was dissolved in 0.1 M citrate buffer 
(pH 6.1) and then assayed according to the RIA 
method in [7]. 

Urine samples: the study was conducted on 60 
children aged 12-14 years from Niamey (Nigeria), 
infected with S. haematobium. Urine samples were 
taken around 10 a.m. at school. On the spot, 1 ml 
urine was added t o  3 ml methanol and the mixture 
sent t o  our laboratory. Samples were then treated 
as described above. 

2.3. Chemotherapy 
The children received a single dose of an- 

tihelminthic drugs. The first group (n = 20) was 
treated with Oltipraz alone (30 mg/kg), the second 
(n = 20) with Oltipraz plus vitamins (30 mg/kg) 
and the last group (n = 20) received Praziquantel 
(30 mg/kg). 

2.4. Mass spectrum analysis 
Urine from 20 people infected with S. 

haematobium was collected (600 ml). Urine 
samples were added to 1200 ml butanol. After cen- 
trifugation at 1000 x g for 3 min, the butanol 
phase was dried under reduced pressure at 40°C. 
The residue was then dissolved in 95% ethanol 
before being centrifuged (1000 x g, 3 min). The 
supernatant was dried under nitrogen and suspend- 
ed in methanol prior to being analysed by thin- 
layer chromatography (silica gel plates 20 x 20, 
F254, hlerck) with chloroform-methanol as sol- 
vent (80:20, v/v). Bands of 1 cm width were 
scraped off and extracted with 95070 ethanol. Im- 

munoreactive samples were then analysed by 
HPLC as in [2]. GC was performed on im- 
munoreactive HPLC fractions after derivatization. 
For this purpose, 100pl trimethylsilylimidazole 
(TSIM) were added. This solution was heated over- 
night at 80°C under argon. and separation of 
derivatized ecdysteroids from the reagent was per- 
formed by HPLC on a silica column with 
ethanol-hexane as solvent. After evaporation of 
the solvent under argon, acetone was added to the 
dried extract and 1-2pl were injected into a GC 
apparatus (Varian 1200, capillary glass column 
SE/30) at 290°C. An LKB 9000 S electron impact 
mass spectrometer was coupled to the gas 
chromatograph. This spectrometer was equipped 
with an Incoss computer system which allows the 
recording of one mass spectrum per s during the 
whole process of chromatography. 

3. RESULTS 

Fig.1 shows the results of ecdysteroid RIA 
measurement in the blood of rodents before and 
after infection with S. mansoni. It is apparent that 
no immunoreactivity is recorded before infection 
and during the first 5 days after infection. 

Fig. 1. Changes in ecdysteroid concentration in the blood 
of rodents before and after infection. Hamsters 
(permissive) and rats (non-permissive) were infected with 
cercariae of S. rnansoni. Blood samples were analysed by 
RIA on different days of infection. (a) Hamsters 
infected with 2000 cercariae, (b) rats infected with ZOO0 
cercariae. (c) rats infested with 500 sersariae. Eaih 
experimental point is the mean of 4 individual values; 

bars, SE. 
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However, on day 6, appreciable amounts of ec- 
dysteroids can be detected in the blood of the 
rodents. The changes in hormonal level differ bet- 
ween permissive (hamsters) and non-permissive 
hosts (rats). In the first case. the ecdysteroid con- 
centration reaches 0.3 nM on day 12 post-infection 
and this value is unchanged on day 24 (fig. la). In 
contran, in non-permissive hosts, the ecdysteroid 
level reaches 0.3 nM as early as day 6 and, more 
importantly, decreases thereafter, reaching 
0.22 nM on day 12 and 0.13 nM on day 24 
(fig.lb). Fig.1 also shows that the rise in ec- 
dysteroid concentration which occurs on day 6 is 
significantly lower in rats which were challenged . 
with a dose of 500 cercariae compared to rats 
challenged with 2000 cercariae (fig.1~). On the 
following days, the two groups of rats did not dif- 
fer significantly. 

Ecdysteroids are also present in the blood of in- 
fected primates. Fig.2 shows that, in P. patas 
monkeys, they reach 4 nM in the serum on day 218 
post-infection and more than 8 nM on day 499 and 
day 535. In contrast, ecdysteroid levels in an 
uninfected monkey were below 0.3 nM in the 
serum (fig.2~). It should be noted that S. mansoni 
eggs were found in the stools of monkey A during 
the duration of the experiments (10-180 eggs/g). 
Monkey B lacked eggs in the stools on day 499 and 
thereafter. Despite this difference in the form of 
the chronic model, ecdysteroid levels were very 

Ecdysteroids were assayed in urine of children 
infected with S. haematobium. Patients had very 
high concentrations of these hormones; the mean 
level was 30 nM and the highest value found in 3 
children was 180 nM (fig.3). It is noted that the 
hormonal concentration decreased after an- 
tihelminthic chemotherapy. Four days after drug 
administration, the ecdysteroid titer fell to one- 
third, and then slowly decreased, reaching around 
6 nM some 100 days after treatment. Chemical 
characterization of ecdysteroids found in urine of 
infected patients was achieved by GC and MS after 
trimethylsilylation (fig.4). Total ion recording and 
fragmentograph ion recording are shown in 
fig.4A. The total ion analysis (fig.4A,a) indicates 
that several molecules are present in urine samples. 
The fragmentograph recording of the main ion of 
20-hydroxyecdysone at m/e 561 (fig.4A,b) [8] 
allows the detection of two major molecular 
forms. The first peak (vertical arrow 1) has the 
same retention time as standard hexatrimethylsilyl 
20-hydroxyecdysone and the second (arrow 2) has 
the same retention time as standard hex- 
amethylsilyl 5-epi-20-hydroxyecdysone (reference 
compound prepared by Dr Hetru [9]) run under 
the same conditions. The mass spectrum of these 

sirnilar in both animals. 

Fig.2. Ecdysteroid titer in sera of monkeys infected with 
S. mansoni. Monkey A. chronic model of infection with 
eggs in the stools during infection. Monkey B. chronic 
model of infection without eggs following day 218. (c) 
Control periormed with blood of uninfected monkeys 

treated under the same conditions. 

Fig.3. Changes in ecdysteroid titer in urine from patients 
infected with S. haematobium before and after 
chemotherapy. On day O the children received a single 
dose of antihelminthic drugs: Oltipraz alone or Oltipraz 
plus vitamins or Praziquantel. The effect of these 
treatments on the ecdysteroid titer was very similar, 
therefore the rneans of 60 individual values are shown 
(each iridividual value is the inean of triplicatesj; bars, 

SE. 
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molecules is given in fig.4B. The spectrum of 
reference trimethylsilylated 20-hydroxyecdysone 
(fig.4B.a) has the main ion at m/e 561 which cor- 
responds to the loss of the side chain of the ec- 
dysteroid after cleavage between C-20 and C-22 
and the loss of a silanol in the case of fully silylated 

O derivatives. This ion is highly characteristic of the 
hexatrimethylsilylated 20-hydroxyecdysone. The 
fragments at m/e 131 and 171 correspond to 
fragmentation of the 20-hydroxyecdysone side 
chain [IO]. Moreover, the fragment at m/e  897 
(molecular ion minus one methyl) is also present. 
In conclusion, peaks 1 and 2 yield the same mass 
spectra which are similar to the mass spectrum of 
20-hydroxyecdysone obtained under the same con- 
ditions. The difference in retention time is explain- 
ed by the fact that peak 2 corresponds to the 5-a 
epimer of 20-hydroxyecdysone. 

4. DISCUSSION 

This study demonstrates that ecdysteroid hor- 
mones present in schistosomes are released into the 
sera and urine of infected hosts. This is true for ex- 
perimental rodent hosts as well as for primates and 
man. These ecdysteroids are present in sera of in- 
fected rodents as early as 6 days post-infection. 
The time course of the ecdysteroid titer shows a 
good correlation with the susceptibility or the in- 
nate resistance of the host to schistosome infec- 
tion. The ecdysteroid level is maintained in 
hamsters whereas it decreases in rats. This impor- 
tant observation suggests that the concentration of 
ecdysteroids is an early biological parameter of 
parasite infection. The presence of ecdysteroids in 
urine and sera of infected vertebrates seems to be 
pertinent in the follow up of the disease. The time 
course of the ecdysteroid concentration might also 
be correlated with the viability of the parasites. To  
support this concept, the appreciation of ec- 
dysteroid titer from urine of infected humans 
allows the detection of a dramatic decrease after 
antischistosome chemotherapy. In addition, gas 

chromatography and electron impact mass spec- 
troscopy studies on the same human material 
demonstrate that two main ecdysteroid molecules 
are present: 20-hydroxyecdysone and 5-epi-20- 
hydroxyecdysone. Furthermore, other minor 
molecules which are immunoreactive have been 
detected, but their structures have not yet been 
identified. Moreover, these ecdysteroids can be 
detected even in the absence of parasitological 
markers, i.e., eggs in the stools, as stated above for 
P. paras monkeys. 

From a clinical point of view, the presence of ec- 
dysteroids in the sera and urine of infected humans 
is of practical interest because they can be used as 
a biological marker of parasite infection and thus 
palliate 3 drawbacks of parasitological diagnosis 
which are: 
(i) No detection before the late egg-laying stage 

of the parasites; 
(ii) Decrease or  absence of egg laying in chronic 

infection; 
(iii) Relative unreliability of the parasitological 

tests. 
In addition, except for the classical 

parasitological tests, no other biological test allows 
an accurate determination of the efficiency of 
chemotherapy. 

Together with new insights into host-parasite 
relationships (Le., immunological system or en- 
docrine system), this finding opens novel ap- 
proaches for early detection of parasitic diseases 
and for monitoring the efficiency of therapy. 
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Nous avons donc vérifié l 'hypothèse de la  présence d'hormones 

ecdystéroïdes dans  le  sérum e t  les  urines des  hôtes infestés  par  des 

schistosomes. 

Quatre éléments principaux s e  dégagent de c e t t e  étude: 

1/ La cinétique d'apparition des ecdystéroïdes sériques e s t  

dépendante du modèle expérimental: courbe croissante " e n  plateau" chez 

les  hôtes permissifs, e t  courbe décroissante chez l e s  hôtes semi-permissifs, 

2/ Présence d'hormones ecdystéroïdes sériques dans des  infestations 

chroniques, même dans l e  ca s  de l 'absence d'oeufs dans  les  fèces, 

3/ Disparition rapide des ecdystéroïdes ur inaires  chez des pat ients  

ayant  subi une chimiothérapie parasitaire,  

4/ Caractérisation, par spectrométrie de masse, de l a  20-hydroxy- 

ecdysone comme composé urinaire majeur dans l a  schistosomiase. A cet  

égard, depuis c e t t e  publication deux au t r e s  ecdystéroïdes ont é t é  identifiés. 

l a  forme épimère en  5a e t  l e  3-0x0-20-hydroxy-ecdysone. 

Dans le souci d'élargir ces résu l ta t s  à d'autres  groupes parasitaires,  

une é tude  a é t é  entreprise  chez des hôtes  infestés  par  des 

némathelminthes: soit  Brugia malayi dans  une analyse s u r  r a t s  Mastomys 

natalensis (souche Giessen GRA, fournie par l ' ins t i tu t  de parasitologie de 

Giessen (RFA)), so i t  par d 'au t res  filarioses comme Wuchereria bancrofti, dans 

le  cas  d' infestations humaines en zone d'endémie. 

Cette é tude  f a i t  l'objet de  la  communication su ivante  soumise à FEBS 

Letters.  
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hormones were detected in  t he  

The inver tebra te  ecdysteroid 
hormones have been detected a s  
early a s  7 days post infection in  
t he  sera  of rodents  which had 
been infected with t h e  fi larial  
nematode Brugia malayi. The time 
course of these hormones exhibits 
four ecdysteroid pics which have  
to do with the  molting processes of 
t he  worms within t h e  host,  and t h e  
release of circulating rnicrofilariae 
by the  females. The half-life of 
exogenous ecdysteroids in  
ver tebrate  sera  l a s t s  40 minutes 
whereas, in t h e  urine, two 
different kinetics appear with a 
half-life of 16 h r s  and 260 hrs  
respectively. Moreover, through 
the  combined use  of two technics - 
HPLC and RIA - we dernonstrate 
t h a t  t h e  urines of infected human 
beings exhibit  a t  l eas t  nine 
ecdysteroid molecules. Two of them 
were similar t o  those of t h e  
intermediate mosquito host  Aedes 
aegypti. Besides, pat ients  contained 
ecdysteroids in t he i r  urines which 
were not  found in  our  previous 
s tudies  on schistosomiasis. 

nematode parasites,  a s  t he  growth 

of this  specie has  involved a serie 

of evident moults(2)(3). The 

evldence of ecdysteroids within 

nematode parasi tes  i s  well 

documented(4). Since we 

demonstrated t h a t  the  human 

parasi te  S.mansoni(5)(6) produced 

t h e  ecdysteroids which were 

released into t h e  biological fluids 

of infected human beings(71, a 

particular interest  has  been 

devoted t o  t h i s  topic(8)(9). We are  

reporting herein the  time course of 

t h e  ecdysteroids - from t h e  sera  

of rodents which have  been 

infected with the  nematode B.malayi 

- during the  f i r s t  year a f t e r  

infection. Thus, we demonstrate by 

radioimmunoassay (RIA) t h a t  the  

serum ecdysteroid t i t e r  can  be 

correlated with the  physiological 

even t s  in t h e  life of t he  worms. 



The half-life of crude ecdysteroids 

within t h e  se ra  and t h e  urine of 

rodent host  i s  also investigated 

a f te r  a single intraveinous 

injection. However, an  important 

obstacle prevents  t h e  use of 

ecdysteroids within a human 

diagnostic tes t :  t he  presence of 

hormones which a r e  not parasi te  

specific. In t h i s  respect, we 

demonstrate by using High 

Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) andd RIA 

the  presence of new ecdysteroid 

molecules in t h e  urine of t h e  

infected human beings a s  compared 

to  previous resul ts  on 

schistosomiasis. 

2.1. Infection of rodents. 

Brugia malayi  parasites were 

maintained in t h e  r a t s  Mastomys 

natalensis  (GRA giessen s t ra in)  and  

in t he  mosquito Aedes  aegyp t i .  M. 

nata lens i s  were infected with L3 

larvae of A.aegyp t i  by s.c. 

injection a s  in (10) 

2.2 Injection of ecdysteroids 

Ecdysone and 20-hydroxy- 

ecdysone were purchased from 

Sigma (St Louis, USA). 

Ecdysteroids were dissolved in a n  

apyrogenous 0.9% NaCl solution, 

and filtered through a 0.22pm 

millexa membrane. Rodents were 

anaesthetized, placed in  s ter i le  

conditions, and gently injected 

with 10-6 M ecdysteroids into the  

dorsal vein of t he  penis. The 

animals were then kept  in  

metabolites cages. 

2.3 Serum and urine sample. 

The rodents were bled 

through t h e  retro-orbital venous 

plexus on a given day following 

infection (or a t  a given time a f t e r  

ecdysteroid injection). After each 

blood collection, a counting 

chamber method determined the  

density of t h e  circulating 

microfilaremiae a s  in ( 9 )  . Human 

sera,  and urines samples were a 

generous gift  of Dr. BARBIER 

Michel (PARIS). 

2.4 Ecdysteroid assay. 

400 vl of blood or 150 ml of 

urine samples for ecdysteroids 

were extracted a s  in (6).  A 

radioimmunoassay (RIA) was 

performed within coated tubes 

which have been purchased from 

Immunotech (Marseille, France). For 

this ,  100 pl ecdysteroid ex t rac t  

and 400 pl of 1251-ecdysone were 



filled into t h e  coated tubes,  and 

incubated for  24hr at 4'C. 

2.5 HPLC analysis.  

The ur ine ex t rac ts  were 

analyzed by HPLC (Waters) on a 

reverse Novapack phenyl column 

(Waters) with a n  elution r a t e  of 

1ml.mln-1. Solvent A i s  10% 

acetonitri le i n  water, and solvent 

B, 10% water in acetonitrile. 

Gradients were performed as follow 

with 4 successive steps: Step 1: B 

(0%) in isocratic conditions for 2 

minutes. Step 2: a l inear gradient 

from 0% t o  11 of B (11% - final 

s t ep )  for 16.47 min followed by 

isocratic conditions of B (11%) for 

another  3min. Step 3: a l inear 

gradient from 11 t o  19% of B (19% 

-final conditions) for 20.53 min 

followed by isocratic conditions of 

B (19%) for 10 min. Step 4: is a 

l inear  gradient of B from 19% to  

30% (final s tep)  of B for 10 min. 

followed by a n  isocratic elution of 

30% B for 11 min. Step 5 involved 

t h e  washing of t h e  system with 

100% acetonitri le,  and equilibration 

t o  t h e  ini t ia l  conditions within one 

hour. 

Fig. 1 shows t h e  ecdysteroid 

t i t e r  in t he  blood and  urine in  the  

rodents a f te r  exogenous 

ecdysteroids had been injected. 

The sera  exhibits a n  exponential 

curve with a half-life of 0.66 h r  

(i.e 40 minutes). The  mathematical 

expression of t h e  decrease of 

exogenous ecdysteroids in t he  se ra  

of ver tebrates  is: Ct = CO e-'.@S8t, 

with Co the  amount of ecdysteroids 

a t  time 0, and Ct t h e  amount of 

ecdysteroids a t  t time. In contrast ,  

the  decrease of t h e  hormones in 

the  urine of the rodents i s  t he  

superposition of two exponential 

curves. The first  one has a half- 

live of 16hrs and i t s  mathematical 

expression i s  Ct = Ce.e-@~63~~. The 

second one has a half-live of 260 

hrs  and a n  equation: Ct=Ce.e- 

+3ae4gt. A l inear  representation of 

t he  curves log(Ct)=f(t) (data  not 

shown) confirmed these two 

exponential curves. 

Fig.2 exhibits t h e  time course 

of t he  ecdysteroids in  the se ra  of 

M.natalensis infected with the  

nematode Brugia malayi. The 

ecdysteroid hormones are  to  be 

found in t h e  serum of rodents a s  

early a s  7 days following infection. 

Four ecdysteroid pics can be 

detected during th i s  infection. On 

day 42, and day 71 a f t e r  infection, 

serum ecdysteroids were detected 

whereas no circulating microfilaria 

were detectable.  In contrast,  on 



day 159 and  on day 195 following 

infection t h e  pics of t he  

ecdysteroid hormones were 

correlated with t h e  apparition of 

t h e  two microfilarial pics. Finally, 

t h e  ecdysteroid pics precede the  

microfilarial ones. 

Whereas B.malayi parasi tes  

were used for academic researches 

human beings were mostly infected 

with W.bancrofti, a nearly allies 

specie, in  na tu ra l  conditions. Fig.3 

shows the  urine HPLC profile of 

human beings infected with 

Wuchereria bancrofti, and t h e  HPLC 

profile of uninfected Aedes aegypti  

- t h e  intermediate mosquito host - 
performed in  similar conditions. 

Nine ecdysteroids pics can be 

detected in t h e  urines using HPLC 

together with RIA. The elution 

times for these  immunoreactive 

molecules were a s  follow. Five 

unknown pics have  been recorded 

in t h e  urine samples. The elution 

time i s  9,12,13,32 and 44 minutes 

respectively. Four other  

immunoreactive pics were eluted a t  

16.90, 18.05, 20.45, and 23.45 

minutes. They have  been identified 

on t h e  basis of comigration in 

HPLC system a s  20-hydroxy- 

ecdysone, Inokosterone, 

Makisterone and ecdysone 

respectively with respect to  t he  

elution time of t h e  s tandards  

molecule run in  the same 

conditions. During the  f i r s t  8 

minutes of elution, n O 

immunoreactivity can  be detected 

by the  ecdysteroid assay. From 

one pa t ien t  t o  another, t he  

ecdysteroids Vary from 15 t o  216 

pmol/ml. However, ecdysone 

remains the  major pic into t h e  

chromatogram. 

This paper demonstrates t h a t  

invertebrates  rodent hosts infected 

with B.malayi released ecdysteroid 

hormones into their  sera  during 

the  f i r s t  year  of infection. The 

detection of these ecdysteroids i s  

possible a s  early as 7 days  

following infection. In addition, i t  

i s  well known t h a t  t h e  life cycle of 

a nematode, such a s  B.malayi 

involves a ser ie  of molts within i t s  

definitive hos t  which occur - for 

B.malayi - arround day 7 and 

arround day  32 a f t e r  infection 

(1 1 )(12). Thus, t he  describe even t  

i s  concomitent with the molting 

process of t he  infective la rvae  

within i t s  definitive hos t  . 
Moreover, these  hormones were 

present on day  7 onwards, whereas 

a diagnosis based only on t h e  

filarial antigen detection in  

infected rodents is qu i te  impossible 

during the  f i r s t  50 days a f t e r  



infection (13). The hypothesis 

would be t h a t  t h e  lapsed time 

between t h e  infection and the  

detection of ecdysteroids in the  

s e r a  accounts for  t h e  time it takes  

a parasi te  population in spreading 

t h e  biological fluids of t he  host 

with the  hormones. Hence, a s  in  

schistosomiasis (71, sera  

ecdysteroids appear  to  be a n  early 

parameter of parasi te  infection. I t  

h a s  been demonstrated by the  in- 

v i tro s tudies  with another 

nematode parasi te  Ascaris suum, 

t h a t  the  hormonal pics appeared in 

t h e  culture media just  before the  

molts of t he  Worms (14). In th i s  

s tudy ,  we now have  evidence tha t ,  

when the  se ra  ecdysteroid t i t e r  i s  

assayed, these  physiological events  

of a parasi te  can be noticed in t he  

case  of a na tura l  infection . We 

have  found - using intraveinous 

injection of ecdysteroids - t h a t  t he  

half-life of these  molecules into the  

s e r a  of ver tebrates  l a s t s  40 

minutes. This i s  in  good agreement 

with a recent report which has 

demonstrated t h a t  a f t e r  a 

subcutanous injection of ecdysone 

in  mouse, t h i s  hormone was rapidly 

removed from t h e  blood of t h e  

rodent,  and most of i t  was 

eliminated by t h e  animal within 

faeces as 14-deoxyecdysone (15). 

This  r ises  t he  crucial question of 

t h e  r a t e  of production of these 

hormones by t h e  parasi te  

population if they  do. In t h i s  

respect,  i t  has  been previoulsy 

s ta ted  by Koolman and  CO-workers 

t h a t  t he  ecdysteroids found in t he  

se ra  of pat ients  infected with 

parasi tes  i s  of a d ie t  origin (16). 

Since t h e  ecdysteroids molecules 

were synthetized in t h e  

invertebrates  phylla, t he  

hypothesis of a synthesis  of 

ecdysteroids by t h e  parasi tes  

themselves would have  to be also 

considered (17). However, we have  

now evidence t h a t  t h e  ecdysteroid 

hormones were present  in several  

parasitic diseases, and infected 

human beings exhibit  ecdysteroids 

in their  biological fluids. On the  

other  hand, from filariasis pa t ien ts  

infected with a similar fi larial  

specie 0.e .  W. bancrofti), 

appreciable amount of urine can be 

collected for biochemical s tudies .  

The HPLC analysis of these urine 

samples exhibits 9 pics. Three of 

them were similar t o  those of t h e  

intermediate Aedes aegypti host. I t  

must be emphasized here t h a t  t he  

nematode parasites had not 

infected these  la rva l  mosquitoes. 

No valuable explanation t o  t he  

apparent  community of 

ecdysteroids between larval Aedes 

aegypti and the  ur ine of pat ients  

can be given yet .  The polar 

ecdysteroids have been identified 

a s  20-hydroxy-ecdysone, 

inokosterone, makisterone and 



ecdysone. The Inokosterone and equimolecular amount of ecdvsone 

t h e  makisterone molecules were and 20-hydroxy-ecdysone. - The 
final hormonal molaritv was la-%. 

present in t h e  urine of patients Samples (500~1)  were - a s s a y e d  for 

with filariasis but  not  in pat ients  ecdysteroids (n=6). 

with schistosomiasis a s  compared to 

previous resul ts  (7). Thus, we now 

have clear evidence t h a t  : Time course of 

ecdysteroid molecules could be ecdysteroids from sera of 
M.natalensfs - infected with the 

different from one parasitic disease nematode B.malayi- during the  f i rs t  

to  another. I t  became reasonable to  year  following infection. 

hope t h a t  within a same parasitic Blood sample were analyzed 

specie t h e  excreted ecdysteroids for ecdysteroid assay and 
circulating microfilaremiae. Each 

would be differents. Together with value 6 the  mean of 4 - 

t he  early apparition of these determinations 

hormones into the  sera  or  urine of 

t h e  infected patients,  t he  

ecdysteroids appear t o  be a Efg~11.e 3.: HPLC profile of both 

precious bioiogical parameter of 

parasite infection and must be use 

in control of therapy efficiency a s  

well a s  in diagnosis. 
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Nous avons démontré que la présence des ecdystéroïdes sériques e t  

urinaires n'était  pas propre aux schistosomiases. Egalement présentes dans 

les filarioses expérimentales et  humaines, ces modèles parasitaires 

permettent de mettre en évidence de nouvelles molécules d'ecdystéroïdes qui 

pourraient être spécifiques de ces parasites. La nature chimique de ces 

hormones nouvelles pour les filarioses reste à être étudiée. 

La présence d'hormones ecdystéroïdes dans le sang e t  l'urine de l'hôte 

parasité nous a conduit à rechercher le devenir de ces hormones dans les 

principaux organes d'un hôte vertébré infesté. Pour des raisons de 

commodité l 'étude à é té  menée sur des hamsters infestés par des 

schistosomes. Les hamsters infestés depuis 40 jours ont subit une 

chimiothérapie au PraziquantelR (30mg/kg, dose unique per os). A 52, 54, 57, 

les hamsters sont sacrifiés par dislocation cervicale, les différents organes 

(foie, testicules, reins, poumons e t  cerveau) sont broyés e t  les 

ecdystéroïdes sont extraites aux solvants organiques (hexaneiméthanol!eau; 

6/2!1; vol/vol!vol). L'analyse des ecdystéroïdes es t  effectuée à la fois en 

chromatographie sur  couche mince, e t  par HPLC-RIA. Les résultats, non 

publiés sont consignés dans le tableau suivant: 

HEXANE I METHANOL n 
ORGANE J 2 J4 57 52 J 4 J7 11 

Foie 8 O 138 12 11 533 1470 174 ( 
Rein 11 23 2 195 38 I l2  Il 
Cerveau 14 12 4 196 38 3 II I 
Poumon 70 12 29 1 28 116 2o n 
Testicule 28 2 4 1 1 306 6 1 4 1 
(Résultats exprimés en pico mole de 20-OH-ecdysone équivalent pour 100 mg 
de protéine). 

Ces résultats montrent la présence d'hormones ecdystéroïdes polaires 

(méthanol soluble) mais aussi apolaires (hexane soluble) dans les organes 

analysés, ce qui é ta i t  alors un élément nouveau. Tous les organes étudiés 

contiennent à des degrés divers des ecdystéroïdes. Le foie accumule les 

hormones polaires e t  apolaires jusqu'à 54 post-thérapie. 
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Les quant i tés  importantes d'hormones ecdystéroïdes, renfermées dans 

l ~ e . ~ _ . _ . _ . s c h t . o s ~ . ,  la forme infes tan te  du parasi te  S.mansoni, doivent ê t re  
imputées A une contamination par  l 'hôte intermédiaire plutôt  qu'à une 

synthèse  endogène par  l e  parasi te  lui-même. 

D'une part ,  l e s  schistosomules mécaniques n e  sont âgés  que de 2 

heures  e t  d ' au t re  par t ,  l es  expériences s e  déroulent à 4'C, c'est-à-dire à 

des  températures où presque toutes  les  act ivi tés  biologiques sont  inactives.  

Dans de te l les  conditions, il es t  peu probable qu'i l  exis te  chez la  forme 

primaire du parasi te  des mécanismes permettant d 'effectuer la synthèse 

endogène de  te l les  quant i tés  hormonales. 

Par ail leurs,  i l  a é t é  récemment démontré que des  organes de cer tains  

gastéropodes (les "dorsal bodies") é ta ien t  capables de synthét iser  des 

ecdystéroïdes (Revue JOOSSE, 1988). Un fai t  qui n 'exclut pas l a  présence de 

te l les  hormones chez l 'hôte intermédiaire de Schistosoma. Nos analyses 

HPLC-RIA d'hépato-pancréas e t  d'hémolymphe de Biomphalaria glabrata  

confirment qu'ils contiennent à l a  fois l'ecdysone e t  la 20-OH-ecdysone 

(HERBERT e t  NIRDE, non publié). Ces résu l ta t s  confortent l 'hypothèse d'une 

réserve hormonale véhiculée par l e s  schistosomules e t  qu i  servirai t  au  

parasi te  pour son développement dans  les  premiers jours d' infestation. 

L'augmentation t r è s  importante, par un facteur  5, des  quant i tés  

d'hormones ecdystéroïdes a u  st,ad.e. ...... J.11 -.....peut faire  penser à une  production 

endogène par  le parasi te  lui-même puisque l 'hôte vertébré définitif qui 

l'héberge n'en synthé t i se  pas.  La détection de  l a  seule  molécule d'ecdysone 

à ce s t ade  parasi ta ire  qui e s t  caractérisé par  des  processus tégumentaires, 

conforte l 'hypothèse évoquée page 39 selon laquelle l'ecdysone n e  sera i t  pas 

une pro-hormone, mais bien une hormone à part  ent ière  impliquée dans  la  

crise mitotique de  l'épiderme. Chez S.mansoni, ce pic d'ecdysone présent à 



Page 138 

ce s tade  crucial du développement parasitaire peut  ê t r e  relié à trois 

événements biologiques: 

- Migr.a.tlon. .... e t  d-e~.eI,o~.~!.e.m~e.nt t.t....t I.aaaaaaaa.~o.rm.e ..-.... 1~B.n.i.I.e.~. Pendant l a  
migration du parasi te  des poumons vers le foie, WILSON démontre 

que l e  parasite e s t  l'objet de transformations morphologiques du 

parasi te  (réduction de taille, de l'amplitude des mouvements 

d ' é longa t i~n  e t  de contraction) e t  de l a  perte, pour les parasites 

déjh installés dans le  foie, de leur capacité A migrer (WILSON et-,.....al.-- 

1978). 

- .N_.ciUatiow ......... 0.e ....... p..a.r~m.~.tre.s .......... m.et .~~ .~ . l~ .~ .u .es .  ......... 0.u ........ g.&ra.si.$e ......... q.ui ..... -,a.r.ri.~..e 

dans ...... .le ..... fii_ (LAWSON &..al. 1980). La mesure des quanti tés  d'azote 

contenues dans le jeune schistosome, de l a  consommation d'On, de 

l 'act ivi té  lactate  déshydrogénases (LDH), montre une augmentation 

rapide de tous ces paramètres dès que le parasite a t t e in t  le système 

porte-hépatique. Ces événements, dont les  auteurs  ne peuvent 

expliquer l'origine su r  des critères biologiques, sont initiés entre  le 

lobae e t  le 11"" jour après l'infestation. 

- La technique de 
cryodécapage a permis de révéler un phénomène de desquamation 

membranaire assimilable à une mue présent à J l  1 (TORPIER et.,...al,~, 

1982). 

Ces t rois  observations s e  s i tuent  au  moment où apparait  un pic 

d'ecdysone chez le  parasite. Or, i l  es t  maintenant bien établi  chez les 

invertébrés que l'ecdysone e t  la 20-OH-E ont un rôle morphologique e t  

qu'un pic hormonal précède toujours l'événement biologique (TRUMAN e t  - 

a1.1981). Pour expliquer en  toute rigueur de tels  quanti tés  hormonales chez 

les  schistosomes J l l ,  deux hypothèses sont envisageables: soit  une 

accumulation d'ecdystéroldes d'origine alimentaire de l 'hôte vers  le parasite,  

soit  une synthèse d'ecdystéroïdes par  le parasite lui  même. Cependant, nos 

connaissances actuelles de ces hormones chez les insectes indiquent que 

chez les arthropodes même si leur alimentation contient des phyto- 

ecdystéroïdes, i ls  synthét isent  eux même leurs ecdystéroïdes. Par ailleurs, 
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l 'analyse des liquides biologiques de l 'hôte vertébré sain e s t  négative dans 

le t e s t  d'ecdystérolde en RIA. Il f a u t  bien admettre dans ces conditions, 

même en l'absence de preuves directes, que les  parasites invertébrés 

seraient capables de synthét iser  ce t te  hormone. La preuve rigoureuse sera  

fournie par une expérimentation in vitro, lorsqu'on observera l'apparition 

d'ecdysone radioactive à part i r  d'un précurseur radio-marqué. 

Par analogie avec il l a  fois l a  physiologie des autres  familles 

parasitaires,  notamment chez les  nématodes où les  mues parasitaires sont  

caractérisées par une  augmentation de l'ecdysone intra-parasitaire 

(FLEMING, 1985), e t  nos observations su r  les schistosomes, l a  période J l l  

pourrait ê t r e  considérée comme une mue des schistosomes. 

Le 5tad.e ....... a.d.tt1.t~ e s t  défini comme é tant  la  période à laquelle les vers 

femelles commencent l a  ponte. Les schistosomes adultes contiennent des 

hormones ecdystéroïdes dont les proportions en  ecdysone e t  en 20-OH- 

ecdysone varient en fonction de la  localisation anatomique des parasites 

mais pas en fonction de  leur sexe. La somme des ecdystéroïdes, des mâles 

plus celles des femelles, e s t  identique quelque soit  la  localisation des vers 

chez l 'hôte vertébré. Une démonstration directe de la  présence 

d'ecdystéroïdes chez S.mansoni e s t  fournie par les t ravaux de BASCH 

(BASCH 1986). Ils visualisent,  au  sein même des parasites,  par des 

techniques immuno-cytochimiques la présence d'hormones ecdystéroïdes. 

Nous n'avons pu reproduire ces résul tats  au  laboratoire, ni en microscopie 

optique, n i  en microscopie électronique. La difficulté de fixer avec un 

anticorps de petites molécules (comme l'ecdysone, poids moléculaire 480) e t  

d'obtenir s u r  des coupes histologiques un complexe - anticorps ant i-  

ecdysone/ ecdysone - stable qui résiste aux divers lavages e s t  responsable 

de nos échecs. Ceci pose le  problème de l 'affinité de l'anticorps anti- 

ecdysone pour son substrat ,  donc de l a  s tructure spatiale de l'immunogène 

initial. Nous verrons ultérieurement que cet te  question es t  importante. 

Le parasi te  Fasciola hepatica e s t  un trématode digénique hermaphrodite. 

Trois molécules intra-parasitaires ont une immuno-réactivité vis-à-vis 

d'anticorps anti-ecdysone. L'ecdysone e t  la  20-OH-ecdysone ont é té  
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caractérisées par HPLC, la troisième molécule, plus polaire que la 20-OH- 

ecdysone n'a pas é té  caractérisée. 

Chez les autres parasites, notamment chez les nématodes e t  les 

cestodes, des ecdystéroïdes ont é té  identifiés (Panagrellus redivivus, 

ROGERS (1973) - .Ascaris, HORN et a l .  1 9 7 4  - Aphelenchus avenae, 

Haemonchus con tortus, DENNIS et- .....a_ ( 1 977) - Dirofilaria immitis, MENDIS e l  

al. (1983), Parascaris equorum, O'HANLON et---al. 1987, Revues: KOOLMAN et 
_.(1984) - DAVEY 1988). Des ecdystéroydes exogènes agissent sur  ces 

parasites, in vitro, à des concentrations variant de 10-2 à 10-ffM (revue: 

REES et-., ... a1.(1984)). FLEMING et  collaborateurs ont montré une corrélation 

étroite entre les pics d'ecdystéroïdes e t  les mues L 3  e t  L4 de nématodes en 

culture in vitro (FLEMING, 1985). Dans leurs expériences, des conjugués ont 

été dosés pendant les quinze premiers jours de culture du parasite avec 

des pics à J6 e t  J9, suggérant un rôle des ecdystéroïdes dans 

l'embryogenèse e t  dans la formation des tannins de l'oeuf de ces parasites 

(FLEMING, 1985, 1987). 

En dehors des effets morphologiques où du rôle potentiel des 

ecdystéroïdes dans la reproduction des parasites (vitellogenèse, 

gamétogenèse), aucun rôle biologique pour ces hormones n'est décrit dans 

la littérature. La présence de S.0.D chez schistosoma mansoni e t  son étroite 

relation avec les ecdystéroïdes parasitaires serai t  une première fonction 

pour ces hormones dans un modèle parasitaire. Il faut noter que la 

présence d'enzymes SOD a été décrite dans d'autres modèles parasitaires : 

Toxoplasma gondii, Plasmodiumi, Entemoeba histolotica, Leishmanies, 

Trypanosomes, Hymenolepis diminuta, Monieza expansa, Ascaris lumbricoides, 

Trichinella spiralis, Fasciola hepatica (Revue: DOCAMPO R. e t  MORENO S.N.J. 

1984). Chez S.mansoni, bien que nous n'ayons pu affiner la caractérisation 

de cette enzyme, le comportement électrophorétique de la SOD est  différente 

pour le parasite e t  pour l'hôte infesté. Cette différence a été 

............ - .- . ..... - ........................ .... .....- ........ ...... 
1: Une attention particulière pour le protozoaire Plasmodium berghei qui 

possède une SOD distincte de celle de l'hôte infesté (FAIRFIELD e t  ....... 
a. 1983). 
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expérimentalement confirmée depuis par d'autres équipes P. Quoi qu'il en 

1 soit, il e s t  plus opportun d'adopter l'idée d'un rôle physiologique des 

ecdystéroïdes du à une balance hormonale plutôt que par la  présence 

individuelle des hormones elles-mêmes. 

1.6, CES - A_N-~CQ_R_eS_-AN-~-:HORMQNESI 

L'une des acquisitions les  plus surprenantes de ces t ravaux s u r  les 

hormones ecdystéroïdes parasitaires,  es t  l'observation d'une action 

cytotoxique d'anticorps anti-ecdysone vis-A-vis des schistosomes. En 

d'autres termes, nous apportons des éléments expérimentaux qui ouvrent de 

nouvelles perspectives dans l'approche immunologique : 1/  Possibilité 

d'utiliser des anticorps non pas dirigés contre des épitopes protéiques mais 

dirigés contre des carbohydrates, même de petite taille, 2/ Utilisation 

d'anticorps dirigés non pas contre des molécules permanentes à la  surface 

du parasite mais contre des s tructures excrétées par un métazoaire voire 

une cellule. En ce qui concerne les  schistosomes, en dehors de l'observation 

au  microscope de la  perte du tégument externe du parasite,  nous n'avons 

aucun élément expérimental expliquant les mécanismes d'action de ces 

anticorps. 

2: Utilisation de la  SOD des schistosomes A des fins vaccinales. 
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La présence des  schistosomes dans  le  système vasculaire de l 'hôte nous 

a conduit à étudier  l e  comportement des  ecdystéroïdes dans ce compartiment 

biologique. 

La courbe de disparition d'un mélange d'ecdysone et  de 20-OH- 

ecdysone commerciale injecté par voie sanguine à des hamsters sa ins  es t  

une exponentielle vraie .  Le temps de demi-vie de ces deux hormones e s t  de 

l 'ordre de 45 minutes. 

Des t ravaux récents  s u r  la  cinétique de disparition de l'ecdysone 

exogène chez la  souris ont é té  rapportés mais avec des routes  d'injection 

différentes des nôtres  (sous-cutanée dorsale e t  intra-péritonéale) (LAFONT 

et..,.al. 1988). Dans ces  expériences, l'ecdysone t r i t i ée  es t  rapidement éliminée 

de l'animal. Dix minutes après l'injection, une fraction de l'ecdysone passe 

transitoirement dans le  foie de l'animal puis une heure après  l'injection 

l'hormone e s t  pratiquement absente  du foie pour ê t r e  principalement 

intest inale .  L'analyse en  HPLC des ecdystéroïdes intest inaux e t  fécaux 

montre que  6596 de  l'ecdysone a é t é  convertie en 14-déoxy-ecdysone, 

vraisemblablement par  la  flore bactérienne intestinale.  Dans l e  sang, 

l 'ecdysone n 'est  détectable que pendant les  30 minutes qui suivent  

l 'injection confirmant ainsi  l a  présence brève de l'ecdysone dans  ce 

compartiment. 

La courbe représentat ive de l'élimination dans  les  urines du mélange 

ecdystéroïde e s t  l a  résu l tan te  de deux exponentielles. L'une a une demi-vie 

brève de  16h, l 'autre  A demi-vie longue de 11 jours. 
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Ces résul ta ts  suggèrent a u  moins deux destinées pour l'ecdysone: une 

absorption puis un relargage de l'hormone. 

Par analogie avec les  métabolismes de molécules exogènes, l'hypothèse 

d'un cycle entéro-hépatique peut expliquer nos résultats.  

La première cinétique correspondrait à l a  rétention des ecdystéroïdes 

dans les  cellules intest inales  e t  les cellules hépatiques. La deuxième partie 

de l a  courbe correspondrait a u  relargage de l'ecdysone par ces cellules. 

Ce relargage devrait  conduire l'ecdysone du foie au  rein via le  sang. 

Un te l  schéma aurai t  dû mettre en évidence une exponentielle bi-phasique 

dans le sérum. Cette deuxième cinétique n'a pas é t é  appréhendée dans nos 

délais d'observation. 

I l  ne faut  pas perdre de vue le  fai t  que des expériences dites "de 

charge" ont été effectuées en utilisant des doses non physiologiques 

d'hormones3. Tout produit ayan t  son seuil de toxicité nous ne sommes pas 

certains d'avoir travaillé sous ce seuil. Effectivement, nous avons observé 

que des injections d'ecdysone à lO-'M e t  lO-=M provoquent la  mort des 

hamsters par anurie e t  que certains d'entre eux présentaient des troubles 

neurologiques. 

Quoi qu'il en soit ,  ces expériences permettent d'accéder à un ordre de 

grandeur du temps de demi-vie des hormones ecdystéroïdes dans le sérum 

e t  les  urines de vertébrés. 

- " 

3: En prenant pour référence, les taux sériques d'hormones ecdystéroïdes 
observés dans une infestation naturelle. 
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Des hamsters infestés par le parasite Schistosoma mansoni présentent 

précocement, dès le sixième jour d'infestation, des carbohydrates sériques 

immunoréactifs avec des anticorps anti- ecdysone. 

Chez cet hôte permissif pour la schistosomiase, la forme générale de la 

cinétique est une courbe "en plateau". D'autres groupes ont confirmés cette 

cinétique en plateau, notamment celui de KILICI (Marseille - non publié). 

En revanche, chez un hôte semi-permissif comme le rat, les 

ecdystéroïdes sériques diminuent progressivement dès la période 6-10 

jours après l'infestation quelque soit la charge parasitaire. Ceci suggère 

que les parasites se développent anormalement et  que leurs fonctions 

physiologiques sont altérées. 

Si l'on considère les ecdystéroïdes comme une molécule clé de la 

physiologie des trématodes, ces observations pourraient apporter un 

paramètre supplémentaire à la notion de susceptibilité vis-à-vis d'une 

infestation parasitaire. 

L'hypothèse séduisante serait que le parasite ne pourrait trouver chez 

son hôte définitif les précurseurs indispensables à la synthèse de ses 

ecdystéroïdes. En conséquence, il y aurait des taux insuffisants de 

protéines parasitaires ecdystéroïde-induites. Sachant que certaines d'entre- 

elles sont impliquées dans les mécanismes de défense des vers, le parasite 

ne pouvant faire face A l'environnement hostile de l'hôte serait rejeté. 

A cet égard, les résultats obtenus dans les expériences de transferts 

passifs effectués par CIOLI (CIOLI et......._l,.., 1977) pourraient être interprétés 

de cette façon. Dans ce cas, l'absence de bons précurseurs hormonaux chez 

le rat  pourrait être responsable de la dégénérescence des parasites e t  de 
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leur  rejet effectif par les  mécanismes immunologiques; phénomène progressif 

e t  réversible, puisqu'un nouveau transfert  chez un hôte permissif permet 

aux parasi tes  de reprendre un développement normal. Il n 'est  pas certain 

que les mécanismes immunologiques du r a t  soient seuls  entièrement 

responsables du rejet naturel  des parasites. Des t ravaux récents montrent 

que des r a t s  thyroïdéctomisés ne  sont  plus capables de rejeter l a  

population parasitaire e t  deviennent en  quelque sorte  des hôtes permissifs 

(KNOPF e t  al.  1980, 1985). 

Chez des hamsters infestés par  S.mansoni, des ecdystéroïdes sont 

détectables dans le foie, les  testicules, les reins, les poumons e t  le cerveau. 

Les autres  t i ssus  n 'ayant  pas é té  analysés. Le foie contient la  majorité des 

ecdystéroïdes excrétées. Ces résul tats  confortent l 'hypothèse d'un cycle 

hépatique de l'ecdysone évoqué précédemment. 

Deux groupes d'hormones y sont  présentes: les ecdystéroïdes polaires 

(méthanol soluble) e t  apolaires (hexane soluble) mais l'identification chimique 

n'a pas été poursuivie. 

Après chimiothérapie au  PraziquantelR qui agit  sur  les téguments du 

parasite,  globalement, la  cinétique des ecdystéroïdes présente un pic à +J4 

post-thérapie. Ce sont  les quanti tés  t rès  importantes d'ecdystéroïdes 

contenues dans  le foie qui gouvernent l 'allure générale de l a  cinétique. En 

rapprochant ce t te  courbe à l a  cinétique de disparition des  schistosomes 

après une chimiothérapie a u  Praziquantel', où la  lyse des vers  es t  effective 

à +J4 (MOLONEY .et.,..~....~.l. 1987), l'augmentation brutale des ecdystéroïdes 

tissulaires A ce t te  da te  pourrait ê t r e  indirectement liée A cet te  lyse 

parasitaire. Plus exactement, on pourrait considérer que le parasite accroit 

s a  production d'hormones ecdystéroïdes afin d'augmenter le  taux de ses  

protéines ecdysone-induites impliquées dans ses mécanismes de défense. 

Cette augmentation importante e t  transitoire d'ecdystéroïdes suivie 

d'une diminution correspondrait en quelque sorte  à une réaction ultime de 

défense du parasite pour contre-carrer un mécanisme biologique qui 

tendrai t  A l e  détruire. 
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Ce concept pourrait être également valable pour les cinétiques 

sériqueS.Des dosages d'ecdystéroïdes circulantes effectués sur  des ra t s  en 

cours de vaccination confortent ce concept (BOULANGER e t  al. 1988, 

résultats non publiés): Les ra t s  effectivement vaccinés en fin 

d'expérimentation présentent ce type de cinétique alors que des ra ts  

témoins ou des ra t s  dont l'immunisation es t  inefficace présentent la 

cinétique caractéristique des ecdystéroïdes sériques chez des animaux semi- 

permissifs telle que nous l'avons décrite précédemment 

I l  est,  me semble t-il, plus important de considérer l'allure générale 

des cinétiques de présence4 des ecdystéroïdes que d'attacher une 

importance excessive au temps exact auquel se situe le pic hormonal 

résultant de la lyse des parasites. 

Des ra t s  iVastomys natalensis  infestés pa r  B.malayi présentent des 

ecdystéroïdes dans leur sérum dès la fin de la première semaine après 

infestation. Cette apparition es t  effective trois mois avant  la présence de la 

microfilarémie circulante. 

Pendant la première année après l'infestation où nous avons suivi 

l'évolution du taux hormonal, quatre pics d'ecdystéroïdes sériques sont 

observables. Ils correspondent aux deux mues larvaires des filaires , L3-L4, 

ainsi qu'aux deux poussées de ponte des microfilaires. En toute rigueur, les 

pics d'ecdystéroïdes précédent les pics de microfilarémie circulante, fa i t  qui 

e s t  en accord avec la notion: "variations du taux d'ecdystéroïdes - effets 

biologiques". 

Dans ce modèle nématode, la cinétique d'apparition des ecdystéroïdes 

sériques peut être globalement assimilée à une "courbe en plateau", comme 

l'est celle des ecdystéroïdes sériques d'un modèle permissif infesté par des 

trématodes. 

.... ........ ... .- ... ---- .- ....... . - 
4: Pris au sens large, c'est à dire aussi bien une cinétique d'apparition que 

de disparition. 
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La cinétique des antigènes c i r c u l a n t ~  dosés par la  technique 2s-IRMA5 

(LUTSCH e-& a.L.1987) n 'est  pas superposable à celle des ecdystéroïdes. 

L'apparition des antigènes circulants e s t  beaucoup plus tardive que  les 

hormones parasitaires e t  s e  s i tue autour du 5Ohe jour post-infestation. Le 

dosage des ecdystéroïdes, possible dès le  ?&me jour, semble ê t r e  aussi  dans 

les filarioses un excellent marqueur biologique précoce de l 'infestation. 

La présence d'ecdystéroïdes dans le sérum de hamsters infestés par 

D.vftae indique que les ecdystéroïdes sériques ne sont  pas restreintes aux 

seules filaires B.malayi. 

Néanmoins, un certain nombre de différences "appa.r.e,ntes'.' ..... existent  

puisque chez D.vitae les  ecdystéroïdes n'ont pu être  détectées qu 'à  la 

période de ponte des microfilaires (563). 

"Apparentes" car  l'évolution de notre technique d'analyse des hormones 

ecdystéroïdes, à la  fois nouvelle génération d'anticorps ant i-  ecdysone e t  

nouvelle technique de dosage ( tubes coatés), ne permet pas de comparer les 

résultats.  Bien qu'il me soit  impossible de refaire avec cette nouvelle 

technique tous les dosages déjà effectués, ces différences pourraient être 

interprétables. En effet, l a  génération actuelle d'anticorps reconnait mieux la 

famille ecdystéroïde. Sachant que les sérums renferment des molécules 

polaires e t  apolaires (libres ou conjuguées) on peut raisonnablement penser 

que l 'ancien dosage ne s e  positivait que pour des taux relativement plus 

élevés d'ecdystéroïdes, donc ne détectai t  les  molécules qu'aux périodes des 

pics hormonaux. 

" " " " -.-.. " 

5:."two-site immunoradiometric assay", dosage radio-immunologique simultané 
de 2 épitopes 
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Par sa physiologie plus proche d e  celle de  l'homme que celle des 

rongeurs e t  pour des  raisons d'éthique, le  singe représente  un modèle 

expérimental t r è s  intéressant .  

Nos observations concernant les  ecdystéroïdes sér iques chez les 

rongeurs son t  parfaitement transposables aux  primates Patas  patas.  

La courbe d'apparition des ecdystéroïdes sériques e s t  de  même type 

que celle observée chez des rongeurs "permissifs", c'est-à-dire une courbe 

en  plateau avec rétent ion d' ecdystéroïdes. Cependant, l e  "plateau" es t  

a t t e in t  plus  tardivement que chez les  rongeurs, peut ê t r e  en  raison du 

volume beaucoup plus important du compartiment sérique chez un primate. 

Fai t  particulièrement intéressant ,  l a  détection d'hormones ecdystéroïdes 

sériques e s t  possible même en  l 'absence d'oeufs dans les  fèces. Bien que le 

rôle des  ecdystéroïdes dans ia  reproduction des  schistosomes ne soi t  pas 

expérimentalement démontré, ce t t e  observation pourrait suggérer que 

l'ecdysone, a u  delà d'une cer taine concentration, exercerait  un effet 

régulateur s u r  l a  ponte des  parasi tes  femelles. A cet  égard, les  t ravaux de 

CHEEVER (e t  a1.1972) montrent qu'une forte infestation du singe Rhésus par 

500 à 600 cercaires provoque à terme une diminution du nombre d'oeufs 

émis dans  les  fèces comparativement à des singes Infestés par  seulement 100 

cercaires. Par ail leurs,  il exis te  de nombreuses expériences biologiques 

réalisées chez les  insectes où en  augmentant les  t aux  en hormones 

ecdystéroïdes on inhibe les  mécanismes biologiques qui sont  normalement 

connus comme é t a n t  indui ts  par  ces hormones. 

L'ensemble des t ravaux effectués s u r  les  ecdystéroïdes, nous conduit a 

considérer les  ecdystéroïdes, en dehors de toutes  considérations financières, 

comme un marqueur biologique d' infestation par des  helminthes. 
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L'analyse d'urines de  jeunes bilharziens, infestés par  le  parasi te  

Schistosoma haematobium, révèle la  présence d'hormones ecdystéroïdes. 

Après t ra i tement  par  une chimiothérapie spécifique (OltiprazR) les 

ecdystéroïdes urinaires diminuent de  manière significative dès  le  46me jour 

après  l a  chimiothérapie. 

Dans ce t t e  s i tua t ion  humaine, nous retrouvons l 'allure générale d'une 

cinétique décroissante d'ecdystéroïdes résu l tan t  d'une lyse parasi ta ire  

comme nous l 'avons décrit  pour les  modèles expérimentaux. Le protocole 

expérimentai e t  l es  difficultés de collecte des  ur ines  e n  brousse ne 

permettent pas  de sér ier  l 'apparition du pic hormonal caractéristique de la 

destruction des parasi tes  par  l 'oltiprazR. Ce pic s e  s i tue  avan t  J + 4  dans 

ce t t e  expérimentation humaine. 

Les vertébrés  ne synthé t i sen t  pas  d'hormones ecdystéroïdes e t  dans 

notre  contexte pathologique seuls  les  parasi tes  en possèdent. Il f au t  donc 

admettre qu'une source possible d'ecdystéroïdes sont  les  parasi tes  eux- 

mêmes. D'autres auteurs ,  ayant  initialement obtenus des dosages négatifs 

a lors  que nous présentions nos premières cinétiques chez l'homme, ont  émis 

l 'hypothèse d'une interférence avec les  ecdystéroïdes d'origine alimentaire. 

Dans ce cas ,  pour a t te indre  les t aux  t r è s  importants retrouvés chez les 

malades e t  compte tenu  du temps de demi-vie de la molécule chez les 

ver tébrés ,  l 'alimentation devrai t  contenir une quant i té  importante 

d'ecdystéroïdes. Ce concept d'ecdystéroïdes d'origine alimentaire n'explique 

pas les  différences observées en t r e  les  taux  hormonaux sériques de sujets  

sa ins  e t  parasités.  

La présence d'hormones ecdystéroïdes dans les sérums humains 

soulèvent deux remarques: 

1/ Sur un plan conceptuel, nous apportons la  première démonstration 

d'une excrétion d'hormones ecdystéroïdes par  un invertébré dans  une 

s i tuat ion naturelle.  En tenant  compte des remarques précédentes, on 
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pourrait alors, dans un contexte général, redonner une définition appropriée 

des ecdystérofdes parasitaires: sont-elles des hormones ou des phéromones? 

J e  serai  ten té  de dire, que ce sont  des hormones lorsqu'elles sont 

intra-parasitaires e t  des phéromones lorsqu'elles sont  excrétées: En effet,  l a  

notion "d'hormone" fa i t  référence à des molécules biochimiques synthétisées 

par une glande sécrétoire e t  agissant spécifiquement sur  un tissu cible: 

c 'est le  cas  des hormones parasitaires lorsqu'elles sont  impliquées dans  les 

processus morphologiques du vers. La notion de "phéromone" fa i t  référence 

à des molécules biologiques synthétisées par un individu e t  agissant à 

distance su r  un au t re  individu: Cela pourrait ê t re  le cas des hormones 

sériques dans leur effet sur  l a  ponte des parasites femelles. 

2/ Le modèle parasitaire pose le problème de la  production des 

hormones ecdystéroïdes par les  parasites: alors que les dosages 

"instantanés" a u  niveau parasitaire indiquent des taux de l'ordre de 10-'2 à 

10-15M, l'expérience révèle uniquement chez les patients des taux urinaires 

e t  sériques de 10-9M pour des volumes liquidiens d'au moins 5 litres.  Si 

l'on t i en t  compte du temps de demi-vie de la  molécule de 16 h qui 

correspond A son élimination effective, comment expliquer des niveaux de 

synthèse aussi  considérables?. Dans l'hypothèse d'ecdystéroïdes d'origine 

alimentaire comment expliquer que seuls les patients parasités contiennent 

des hormones en aussi  grande quantité? Cette inadéquation entre les  taux 

hormonaux, faibles dans le  parasite e t  importants dans les liquides 

biologiques de l 'hôte infesté, reste  le problème le plus énigmatique de ce 

travail .  

Le sérum représente un milieu biochimique particulièrement riche en 

molécules de toutes natures ( enzymes, acides gras, esters gras, 

lipoprotéines...). Dans un tel  environnement e t  compte tenu des fonctions 

hydroxyles des ecdystéroïdes pouvant ê t re  impliquées dans une réaction 

chimique, l a  présence d'ecdystéroïdes apolaires n'est pas surprenante. 
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Cependant, on observe une discordance entre l a  polarité des 

ecdystéroïdes sériques telle qu'elle apparait  par  les seules extractions aux 

solvants organiques e t  le Rr en gel de  silice identique à l'ecdysone. 

Ce fa i t  expérimental a pu ê t re  observé tout  a u  long de notre étude sur  

les  ecdystéroïdes parasitaires excrétées, e t  ce t te  anomalie e s t  restée jusque 

l A  inexpliquée: pourquoi un passage sur  support de silice modifie t-il l a  

polarité e t  la réponse RIA des ecdystéroïdes ?. 

Sachant que l a  silice n 'est  pas chimiquement inerte, l'hypothèse serai t  

que les conjugués d'ecdystéroïdes présents dans les  liquides biologiques de 

vertébrés seraient  clivés au  contact de  la  silice, ou, que le  contact avec l a  

silice déplacerait l'équilibre thermodynamique en faveur de l a  restitution du 

noyau ecdystéroïde libre. Chez les vertébrés, on sa i t  que les  conjugués 

stéroïdiens d'esters d'acides gras sont  hydrolysables en chromatographie 

s u r  couche mince. Il pourrait en ê t re  de même au  moins pour les  conjugués 

d'acides gras des ecdystéroïdes. 

Dans ce cadre, il n'est pas étonnant de voir apparaître dans une 

analyse poussée des ecdystéroïdes sériques, où des gel de  silice sont 

util isés,  une majorité de noyau ecdysone comme l'indique l 'étude de 

KOOLMAN. Cette équipe a effectivement caractérisé récemment par 

spectrométrie de masse la  présence de molécules d'ecdysone dans le sérum 

de malades (KOOLMAN e t  al. 1986). 

Compte tenu des observations précédentes, on peut simplement dire 

qu'il  existe dans le sérum de ces malades parasités des conjugués 

d'ecdystéroïdes dont le  noyau de base (core ecdystéroïde) e s t  l'ecdysone. 

En conséquence, l 'extraction méthanolique seule, que nous utilisons, 

permet d'extraire tous les ecdystéroïdes sériques, qu'ils soient polaires ou 

apolaires. Par contre, l 'utilisation de deux solvants organiques (méthanol- 

hexane) dont l'un ext ra i t  des molécules apolaires ou lipidiques, e t  l 'analyse 

de l a  seule fraction méthanolique conduit à un résul tat  RIA négatif pour le 

sérum. 

Historiquement, i l  fau t  savoir que le  développement simultané du dosage 

des ecdystéroïdes e t  des hormones juvéniles a conduit les  équipes de 
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recherche A effectuer ces deux dosages à partir du même échantillon 

biologique. L'extraction organique comprenait deux solvants: l'hexane pour 

l'extraction des hormones juvéniles apolaires e t  le méthanol pour l'extraction 

des ecdystéroïdes. Lorsqu'une seule des deux molécules é ta i t  étudiée, ce 

mode d'extraction é ta i t  utilisé e t  la phase organique "inintéressante" étai t  

jetée .... d'où la publication, par d'autres équipes, de résultats différents des 

nôtres. 

Dans les urines de bilharziens, la polarité des ecdystéroïdes résultant 

des extractions organiques e t  l'analyse des Rt sur gel de silice sont 

concordantes. Le pic majeur correspond A de la 20-OH-E. Ce fa i t  es t  

confirmé par l'analyse au spectrophotomètre de masse des ecdystéroïdes 

urinaires. 

Compte tenu de l'important volume d'urine initial e t  de la concentration 

de l'échantillon pour l'analyse, il a été possible de mettre en évidence, dans 

cette même analyse au spectromètre de masse, trois autres ecdystéroïdes 

existant sous forme de traces dans une situation naturelle: Le 2-oxo-20- 

hydroxy-ecdysone ou le 3-0x0-20-hydroxy-ecdysone e t  le 5épi-20-hydroxy- 

ecdysone (résultats non publiés). En fait,  l'analyse en chromatographie en 

phase gazeuse indique que d'autres molécules sont présentes mais 

l'identification chimique exacte n'a pas abouti. 

Dans les infections par schistosomes, le dosage urinaire de la 20- 

hydroxy-ecdysone serait un excellent marqueur de l'infestation. 

L'ensemble de ces résultats  semble indiquer que les ecdystéroïdes 

parasitaires ne seraient pas présentes sous forme ecdysone ou 20-OH-E 

dans le sérum des malades, e t  vraisemblablement dans les tissus dont 

certains comme le foie sont riches en acide gras, mais liées à des structures 

apolaires de l'hôte. Au niveau rénal il y aurait restitution du "core 

ecdystéroïde" qui serai t  éliminé par les voies naturelles alors que le greffon 

chimique serait recyclé chez l'hôte vertébré. 
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Les sérums e t  les urines de patients at teints  de filarioses6 contiennent 

des ecdystéroïdes. 

L'extraction organique d'extrait urinaire par l'hexane e t  le méthanol 

indique la présence d'ecdystéroïdes polaires comme c'est la cas pour les 

urines de bilharziens 

L'analyse par H.P.L.C. e t  RIA des urines de filariens sur une extraction 

méthanolique révèle la présence de huit ecdystéroïdes polaires dont quatre 

molécules CO-migrent avec la 20-hydroxy-ecdysone, l'inokostérone, la 

makistérone e t  l'ecdysone. Au moins quatre ecdystéroïdes polaires sont 

détectables mais l'identification chimique de ces molécules n'a pas été 

poursuivie. D'une façon générale, l'identification chimique des ecdystéroïdes 

n'est définitivement assurée que par une caractérisation par plusieurs 

techniques physico-chimiques (spectre IR, UV, spectrométrie de masse). Des 

expériences antérieures ont montrées que l'analyse HPLC d'ecdystéroïdes 

d'origine biologique, sur plusieurs phases différentes e t  avec des molécules 

acétylées, ne permet pas d'identifier avec certitude des molécules qui sont 

CO-éluées avec les standards de référence (GAILLET, 1985). Toutefois, une 

CO-élution avec un standard de référence indique que l'ecdystéroïde étudieé 

à une probabilité non négligeable d'être identique à ce standard. 

Fait particulier, au moins deux des ecdystéroïdes urinaires sont CO- 

éluées avec les ecdystéroïdes de l'insecte vecteur de la filariose: -4edes 

aegypt i .  La présence de tels  marqueurs biologiques dans les urines de 

sujets filariens pourrait conduire A la mise au point d'un tes t  diagnostic 

différentiel entre notamment les schistosomiases e t  les filarioses. A priori, il 

ne serait pas surprenant de voir émerger dans une étude plus détaillée des 

ecdystérofdes urinaires ou sériques, dans différentes parasitoses, des 

hormones parasitaires spécifiques d'espèce. 

Les autopsies de rongeurs ont démontrées que ces hormones étaient 

présentes, en particulier dans les testicules de l'hôte infesté. Il est difficile 

........ " " 

6: Le diagnostic d'une filariose es t  établi sur les plans cliniques et  
parasitologiques. 
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de ne pas rapprocher ces fa i t s  des observations épidémiologiques mettant 

en évidence l'hypogonadisme de jeunes bilharziens mâles (FAYEZ et-....al,1.973, 

ABDEL-KADER ,ex....-....aJ. 1972). Il serai t  cependant hasardeux d'essayer de 

trouver une corrélation directe entre  le t aux  global en  ecdystéroïdes e t  l a  

pathologie. Nous avons vu que cet te  famille hormonale comporte plusieurs 

molécules e t  principalement des conjugués. Bien que la  s tructure des 

hormones ecdystéroïdes a i t  quelques vagues analogies avec les hormones 

sexuelles humaines, il existe  néanmoins des groupes fonctionnels e t  une 

structure caractéristique des ecdystéroïdes que des s i t e s  de reconnaissance 

protéique savent  distinguer (récepteurs, anticorps, enzymes). Vouloir 

impliquer directement des ecdystéroïdes dans ces mécanismes de 

reconnaissance spécifique me semble hâtif. L'orientation thématique devra 

obligatoirement faire  référence aux différents ecdystéroïdes présentes dans 

le milieu analysé e t  mettre en évidence une variation ent re  un seuil  de 

présence d'un type particulier d'ecdystéroïdes e t  les désordres endocrines 

observés chez l 'hôte. L'action première des hormones ecdystéroïdes se 

s i tuant  a u  niveau de l 'ADN génomique (GRONEMEYER et-_l.! 1980, ASHBURNER 

1980), l 'étude des interactions directes de ces hormones sur  l 'ADN 

génomique de l 'hôte vertébré semble ê t re  plus indiquée. 

L'effet biologique des hormones ecdystéroïdes s u r  le métabolisme des 

hydrates de carbone des mammifères a é té  rapporté depuis deux décennies. 

Cependant, les expérimentations publiées sont effectuées en absence de 

données pharmacologiques importantes de ce t te  hormone d'invertébré chez 

un vertébré. Notamment, ces t ravaux ne tiennent pas compte du temps de 

demi-vie de ce t te  famille hormonale dans un contexte particulier. Aussi, les 

résul tats  doivent ê t r e  pris avec les réserves d'usage. 

L'interaction entre les ecdystéroïdes e t  le métabolisme du glucose a été  

étudiée en utilisant des injections péritonéales de 0.5 mg/kg de 20-hydroxy- 

ecdysone (20-OH-E), soit une concentration finale chez une souris de  10-'M, 

c'est-A-dire plus de mille fois plus que les taux d'ecdystéroïdes rencontrés 

dans une  situation naturelle comme une parasitose. Dans ces conditions, 

l'injection de l a  20-OH-E seule n'a aucun effet sur  l a  glycémie de la  souris 

saine. En revanche, l'injection de la  20-OH-E deux heures avant  celle de 

glucagon diminue de 50% l'hyperglycémie sanguine provoquée par le 

glucagon. La 20-OH-E stimulerait aussi  l a  gluconéogenese (YOSHIDA e t  al.  

1971). De même, les  ecdystéroïdes diminuent le  taux d' AMP cyclique e t  des 
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protéines Kinases-CAMP dépendantes au niveau du foie de souris (CATALAN 

et al. 1979). 
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-. .. . . 

i CONCLUSIONS 
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Le parasitisme est  un é t a t  d'équilibre entre le  parasite e t  l 'hôte qui 

doit l'héberger. Plus précisément, ce t  équilibre s 'établit  entre  le  système 

immunitaire du vertébré qui tend à tuer  puis à rejeter l a  population 

parasitaire e t  le  parasite qui doit s e  maintenir chez son hôte en évi tant  de 

le tuer .  

L'adaptation d'un parasite,  comme le  schistosome, pour son hôte 

vertébré s ' es t  affinée tout a u  long de ces 250 millions derniéres années. 

Elle e s t  initiée par le choix même de l 'hôte définitif qui doit permettre e t  

assurer  aux parasites un développement physiologique normal. L'infestation 

de l 'hôte définitif par un passage transcutané des cercaires e s t  une 

sélection mécanique qui permet de distinguer deux familles de vertébrés: les 

hôtes permissifs e t  les hôtes non permissifs vis-à-vis de l'invasion par le 

parasite.  Dans le  cas des hôtes permissifs émerge une nuance selon la  

capacité qu'a,  ou non, l 'hôte définitif à rejeter totalement s a  population 

parasi taire  après une infestation. La notion de semi-permissivité e t  de 

permissivité a u  sens actuel de ses  termes a é té  adoptée. Les immunologistes 

ayant  t rès  largement contribués à l 'étude de l 'interface hôte-parasite, la  

notion de semi-permissivité fu t  naturellement associée à l'existence de 

mécanismes immunologiques démontrés principalement in vitro, capables de 

tue r  le  parasite.  Mais s'est-on soucié de savoir si chez ces hôtes di ts  semi- 

permissifs e t  indépendamment des mécanismes immunoiogiques qu'ils mettent 

en place, le parasite é ta i t  dans un environnement favorable à son évolution? 

Chez les vertébrés, comme chez les invertébrés, le système hormonal 

e s t  démontré comme é tant  un élément primordial de l a  coordination des 

grandes fonctions biologiques d'un individu. Pour les hormones 

ecdystéroïdes, les  études entreprises depuis plus de t rente  ans démontrent 

leur rôle capital dans le développement des invertébrés, principalement les 

insectes. Plus récemment, la  synthèse d'hormones ecdystéroïdes non 

métabolisables, appelées improprement des anti-hormones, e t  leur utilisation 

expérimentale ont  conduit & une disrégulation des fonctions endocrines des 

insectes e t  à leur mort; argument en faveur de l'importance des hormones 

ecdystéroïdes dans la  physiologie de ces invertébrés e t  en l 'absence de 

tous mécanismes immunologiques. 
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Les schistosomes sont  aussi  des invertébrés. A ce t i t re  nous venons de 

démontrer qu'ils contiennent plusieurs hormones ecdystéroïdes identifiées 

sur  l a  base des analyses HPLC e t  RIA comme é tan t  l'ecdysone e t  l a  20- 

hydroxy-ecdysone. Comme chez les  insectes, ces hormones sont  présentes à 

tous les  s tades  du développement parasitaire e t  sont  sujettes à des 

variations qual i tat ives e t  quanti tat ives pendant l'évolution du parasite chez 

son hôte définitif. 

Sur le  plan morphologique, la  présence d'ecdysone es t  nécessaire au 

parasite pour accomplir sa mue a u  l l ème  jour après  l 'infestation. Cet 

événement morphologique e s t  également observé chez d'autres invertébrés 

où les crises cuticulaires sont  sous la  dépendance d'ecdystéroïdes. De même, 

sur  le plan biochimique la  présence d'enzymes comme l e s  SOD sont sous le 

contrôle des hormones ecdystéroïdes, Sachant que ces protéines 

ecdystéroïdes-induites peuvent jouer un rôle important dans les  mécanismes 

d'évasion du parasite,  on conçoit que l'absence d'hormones ecdystéroïdes au 

sein du parasite conduit à leur dégénérescence. Du point de vue du 

biologiste, l a  semi-permissivité serai t  l'absence des bons précurseurs 

hormonaux, chez l 'hôte définitif, indispensables a u  parasite pour s a  

physiologie. 

Les parasites, notamment les schistosomes, qui t tent  leur hôte 

intermédiaire avec des quanti tés  importantes d'hormones ecdystéroïdes (ou 

des précurseurs). Après pénétration des cercaires chez l 'hôte définitif e t  

pendant les  premiers jours qui suivent,  ce stock doi t  assurer  aux parasites 

une autonomie totale  e t  un développement normal dans son nouvel habitat.  

Le jour d'apparition des hormones sériques, identique chez l 'hôte permissif 

e t  semi-permissif, suggère qu'une "synthèse" de ses propres ecdystéroïdes 

à partir  de précurseurs présents chez son hôte vertébré doit ê tre  initiée 

pendant ce t te  période. 

En plus du fa i t  que l a  présence des hormones ecdystéroïdes a é té  

étendue à l a  famille des plathelminthes trématodes, l 'étude d'un modèle 

parasitaire comme les  schistosomes, a permis de démontrer l'existence de 

deux données fondamentales: i) La possibilité qu'à un organisme biologique 

d'excréter des hormones ecdystéroïdes, ii) La faculté qu'ont des anticorps 

anti-hormones de tue r  l'organisme métazoaire qui contient e t  qui excréte 

cette hormone. 
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La situation exceptionnelle que représente la présence d'une hormone 

d'invertébré chez l'homme parasité conduit à exploiter cette particularité à 

des fins cliniques. Dans les bilharzioses, comme dans les filarioses, le 

dosage sérique ou urinaire des ecdystéroïdes parasitaires permet d'évaluer 

l'efficacité thérapeutique d'une chimiothérapie. L'existence de marqueurs 

ecdystéroldes, spécifiques d'un groupe parasitaire, ouvrirait la voie vers un 

nouveau moyen de diagnostic d'une infection parasitaire à un stade précoce 

de la maladie. "Stade précoce" où généralement les lésions organiques 

causées par les parasites sont  mineures e t  réversibles, mais surtout "stade 

précoce" où les parasites sont  plus sensibles aux agressions par des 

substances chimiques ou biologiques. Cette particularité es t  valable pour les 

schistosomiases (apparition en fin de lère  semaine d'infestation) comme pour 

les filarioses (apparition aussi  en fin de lère semaine d'infestation) à un 

stade où les antigènes circulants ne sont pas détectables par les méthodes 

diagnostiques. Cette efficacité du contrôle thérapeutique pourrait être 

suivie à la fois par la  disparition des ecdystéroïdes urinaires ou sériques 

mais aussi par l'apparition d'un pic sérique consécutif au traitement. 

L'ensemble de ces travaux, concernant les ecdystéroïdes parasitaires, 

es t  un tremplin permettant d'orienter les recherches sur  une première 

fonction physiologique de ces hormones dans un contexte biologique en 

dehors de leur rôle quasi probable dans la morphogenèse parasitaire. La 

présence d'enzymes, comme les superoxides dismutases (SOD), dans les 

schistosomes est un fait particulièrement intéressant dans le contexte des 

mécanismes utilisés par le parasite pour échapper à une des formes de la 

réponse immune de son hôte (éosinophiles e t  macrophages). Nos travaux 

préliminaires sur les relations entre les SODs e t  les ecdystéroïdes montrent 

que ces enzymes sont  inductibles par cette famille hormonale. 

Cependant, un certain nombre de domaines thématiques reste sans 

réponse. A cet égard, la démonstration directe de la production d'hormones 

ecdystéroïdes par des invertébrés parasites reste à faire e t  satisferait trois 

curiosités : 

- Le premier point e s t  fondamental et  capital. Il consisterait à 

connaître le  précurseur réel des ecdystéroïdes chez les schistosomes. La 

réponse permettrait de mettre un terme à l'hypothèse d'une origine possible 
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d'ecdystéroïdes d'origine alimentaire pour l e  parasite. Cette question 

permettrait d'aborder le lieu de synthèse de l'ecdysone parasitaire e t  par 

voie de conséquence déboucherait su r  la  mise en  évidence de nouvelles 

cellules productrices d'ecdysone. Ce type d'étude, bien que difficile reste  

accessible A un groupe de recherche spécialisé. En revanche les séquences 

de la biosynthèse des ecdystéroldes chez des métazoaires parasites semblent 

inaccessibles pour a u  moins deux raisons importantes: i) difficulté du modèle 

parasitaire,  ii) physiologie e t  anatomie présentant encore de nombreuses 

lacunes. Il f au t  rappeler que ce chapitre n'est pas encore clos chez les 

insectes alors que le modèle expérimental e s t  beaucoup plus accessible e t  

qu'il existe des cultures cellulaires (disques imaginaux, cellules Kc). Par 

analogie avec ce type de t ravaux menés sur  un modèle insecte, il faudrait  

plusieurs milliards de schistosomes pour posséder des quanti tés  suffisantes 

de matériel biologique. 

- L'autre lacune es t  l'absence d'une identification chimique, par 

spectrométrie de masse, de la  totalité des ecdystéroïdes excrétées (sériques 

e t  urinaires) dans les principales parasitoses d'intérêt médical. Il e s t  certes 

vrai  que notre étude montre la difficulté d'analyser des spectres de masse 

en  l 'absence de s tandards de référence, mais une telle analyse permettrait 

de connaître à l a  fois l ' identité de ces molécules apolaires e t  polaires qui 

sont  présentes dans le sérum ou les urines de pat ients  e t  de posséder les 

hormones spécifiques à telle ou telle parasitose. 

- Le mécanisme d'action des anticorps anti-hormones es t  totalement 

inconnu. Cette observation nouvelle sous-entend qu'il es t  possible d'obtenir 

une cytotoxicité avec des anticorps dirigés à l a  fois contre des s tructures 

non protéiques comme des hormones mais en plus contre des molécules 

présentes temporairement A la  surface de  métazoaires. Il e s t  concevable de 

penser que ce concept soit  applicable à une cellule qui excrète un 

métabolite. Cette notion, importante par les conséquences pratiques qu'elle 

recèle, devra faire l'objet d'une investigation plus vaste  comprenant aussi  

bien des modèles métazoaires que protozoaires, mais également différentes 

cibles moléculaires qui permettront de mieux sérier le  mécanisme d'action de 

ces anticorps. En ce qui concerne l a  schistosomiase, il semble évident 

qu'une immuno-prophylaxie ne devra pas s'appuyer sur  un seul concept 

mais sur  une stratégie qui consistera à atteindre simultanément plusieurs 

cibles parasitaires. 
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Sur le plan phyllogénétique enfin, les ecdystéroïdes ne semblent plus 

se limiter aux invertébrés supérieurs mais se  présentent bien comme une 

famille hormonale commune a ce phylum. 
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La disquette 5'1:. fournie avec le manuscrit e s t  prête à l'emploi dans 

un système micro-ordinateur PC compatible (MS-DOS). 

Cette disquette es t  formatée en 360 Ko, e t  comprend les programmes de 

dosage des ecdystéroïdes (soit par dialyse à l'équilibre, soi t  par tubes 

coatés) ainsi que les  fichiers nécessaires au  fonctionnement sous DOS. Par 

mesure de sécurité,  tous les  programmes sources sont ineffaçables, sauf par 

des  informaticiens compétents. 

La disquette es t  divisée en 2 parties logiques: La racine e t  les 

répertoires. Par analogie avec un livre, la racine sera i t  la première page de 

la couverture de ce livre e t  les répertoires les différents chapitres à 

l ' intérieur du livre. La présente disquette contient dans s a  racine les 

fichiers XUTOEXEC.BAT e t  COMMAND.COM ainsi que les fichiers systèmes IO 

e t  BIOS. Un répertoire est  déjà présent, celui qui contient les programmes 

e t  qui est  appelé PROGRAM. La racine e t  ce répertoire ne doivent pas ê t re  

modifiés. En conséquence, pour faire des duplicatas qui fonctionnent 

correctement, il fau t  util iser le programme util i taire "COPYWRIT" ou la 

commande "DISKCOPY" . 

Pour l 'accès aux dosages radio-immunologiques, introduire la  disquette 

dans le  lecteur d'un système PC compatible e t  fermer le compartiment de la 

disquette.  Pupitrer au  clavier la le t t re  correspondant au  nom du lecteur 

suivie du caractère ":". Pour un lecteur A, l ' instruction est  A: 

Valider votre instruction en appuyant su r  la  touche "ENTREE" ou 

"ENTER" ou "RETURN" de votre clavier d'ordinateur. Cette touche fai t  

passer l 'instruction du clavier d'ordinateur vers son unité centrale qui 

exécutera la  commande. 

Pupitrer ensui te  la commande AUTOEXEC puis valider votre entrée.  

Cette commande appelle le  menu principal qui es t  dans la racine de la 

disquette e t  permet d'accéder aux programmes de dosage. 

Annexe 1 
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X ce stade, l 'écran doit afficher le menu qui comporte 3 options notées 

de A à C. 

A - pour faire un calcul de la quant i té  d'ecdystéroïdes à partir  

d'une dialyse à l'équilibre, 

B - pour effectuer un calcul issu des tubes coatés, 

C - pour qui t ter  le  programme après  utilisation. 

 près votre choix, A ou B, le  logo Philippe NIRDE s'affiche puis le 

système demande si votre PC e s t  connecté à une imprimante. Répondre N s i  

votre ordinateur ne possède pas d'imprimante. Toutes les au t res  possibilités 

seront interprétées par  le PC comme un système possédant une imprimante 

e t  le système identifiera automatiquement la  sortie correspondante. Vous 

ê t e s  maintenant dans le programme. 

Le menu principal s e  présente sous la forme suivante: 

Dosage Radio- Ininicinologi<-i~~c 
Philipve NIRDE - Copyr-iyht 1937 

Courbe de Réference 

Calccil s de la ciciant it& ( A '  hormone 

Rappeler une manip. ancienne 

Gestion des Répertoires 

Fin d'interrogation 

AU niveau de tous les menus de ce programme, l'option 5 permet de 

toujours revenir au  niveau supérieur. 

Annexe I 
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1/ COURBE DE REFERENCE (choix N o l ) :  

Cette option permet l'accès à un menu de gestion de la courbe de 

référence qui  permet à l 'utilisateur: 

1 -  De lire une courbe de référence exis tante  

2- D'introduire une nouvelle courbe 

3- De calculer les B/T correspondant à une incubation d'une 

courbe de référence. 

2/ CALCULS DE LA QUANTITE D'HORMONES (choix N '2 ) .  

Cette option permet d'accéder aux calculs des quant i tés  hormonales 

contenues dans un échantillon après incubation. 

a/ . .  RAPPELER ..... UNE ..... MA.N.I.P ........ A.N.CI.ENNE . .  ( 0  N " 3 )  

Cette partie du programme permet de reprendre une expérience déjà 

effectuée ( e t  enregistrée), soit pour l'imprimer s i  le  système antérieur ne 

comprenait pas d'imprimante, soit  calculer les quant i tés  hormonales s i  l a  

courbe de référence n 'é tai t  pas prête, soit modifier les paramètres de 

l'échantillon (poids, dilution, homogénat) s i  une erreur a été  commise lors de 

l 'entrée de ces données. 

Cette option permet de créer des "chapitres" s u r  la disquette comme 

nous l 'avons expliqué précédemment. Cette possibilité e s t  uti le car elle 

permet s u r  une même disquette d'avoir un répertoire pour chaque 

expérience. Ces répertoires contiennent chacun leur propre courbe de 

référence e t  les dosages effectués dans les même conditions que la courbe 

de référence. Il es t  conseillé de ne  pas donner de suffixe au  nom des 

répertoires (Ceci pour permettre leur "listing" à l'écran). Un suffixe en  

"nomenclature informatique" correspond aux caractères alphanumériques qui 

suivent le premier point (au sens graphique) rencontré dans le nom d'un 

Annexe I 
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répertoire ou d'un fichier. Par exemple, l e  mot TUB es t  considéré comme un 

suffixe dans "ECDY.TUBW parce qu'il es t  placé après un point alors que le  

nom "ECDY-TUB" ne comporte pas de suffixe. 

Pour l i re  une courbe référence s u r  la  disquette,  il f au t  indiquer au  

système le chemin qu'il doit prendre pour accéder à la courbe de référence. 

C'est à dire, lui indiquer le nom du lecteur e t  le bon "chapitre" ou 

répertoire. 

A l 'écran, les questions suivantes  vous seront demandées: 

Q U E S T I N ,  "Sur quelle unité se  trouve votre fichier ? " ....................................... 

L'ordinateur at tendra que vous lui indiquiez le nom de l 'unité où es t  

enregistrée votre courbe de référence. Les réponses possibles pour les 

systèmes simples sont : 

A pour le lecteur de disquette 

B pour le lecteur de disquette 

C pour un disque dur à l ' intérieur du PC e t  non 

accessible 

physiquement par l 'uti l isateur.  

REP0NSE)- Répondre par la  le t t re  correspondant à la 

configuration de votre PC. L'ordinateur comprendra indifféremment les 

le t t res  minuscules ou majuscules. 

Le système affichera alors tous les répertoires contenus s u r  cette uni té  

magnétique. Ils sont repérables s u r  un listing écran grâce à l a  façon dont 

i ls sont écrits.  Un répertoire PROGRAM sera l isté PROGRAM <DIR> 

alors qu'un fichier PROGRAM sera l isté PROGRAM 

Annexe 1 
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iQUE.STI0N.l- . "Dans quel répertoire, s i  non 'RETURN' : ? " 

L'ordinateur vous demande maintenant de lui  indiquer le nom du 

"chapitre" ou du répertoire où s e  trouve votre courbe de référence. 

REPONSE) Si l a  courbe de référence est  dans le répertoire \DIALYSE la  

réponse pupitrée au clavier s e ra  DIALYSE. 

La courbe de référence apparaitra alors s u r  l'écran e t  s i  une 

imprimante existe vous pourrez conserver une trace écrite de cet te  courbe 

dans votre cahier de manip. 

Pour ma part ,  après avoir "essuyé les plâtres" avec ce programme, j'ai 

adopté le principe qui consiste à créer un répertoire dont le nom commence 

toujours par les 4 premiers caractères du mois en cours, suivi par 4 aut res  

caractères qui indiquent le jour de l'incubation e t  le  type de dosage (DL 

pour dialyse e t  TB pour tubes coatés). 

Avant d'utiliser cette par t ie  de programme, i l  vous faut  les treize 

points qui constituent la courbe de référence: abscisse e t  ordonnée 

correspondantes. 

QUESTION].. .......................... - "1 e r  point de l a  courbe: Valeur du B,iT ? : " ...... - -. ........ - 

REPONSE) Pupitrer la valeur  du BiT en notation décimale. Par exemple 

0.65 ou 0.650 ou ,650 mais pas  0,65 (car l 'ordinateur est  anglo-saxon...). 

Valider le nombre par 'RETURN'. L'entrée des valeurs s'effectue en 

commençant par la partie de la  courbe correspondant aux  concentrations les 

plus faibles, donc aux B/T les plus élevés. 

QUESl"O.N]- ...................... "log (Conc. mol. en  Ecdys.) : ? " ....... .... 

REPONSE) Introduire la concentration correspondante d'ecdystéroïde. 

Par exemple -10.3 s i  c 'est  le point N o l  de la courbe. La valeur e s t  le 

LOG de la concentration. 
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REPONSE) Si votre  réponse es t  erronnée répondre N pour NON, une 

seule le t t re  suffit ,  pour confirmer votre entrée concernant un point de la  

courbe. Toutes autres  réponses sera  considérée par  le programme pour un 

OUI. 

Après l 'entrée des 13 points constituant votre  courbe de référence, 

l 'ordinateur vous demandera : 

Question) "Coated tubes Ref : ? " 
"Courbe entrée le  : ? " 
"Origine pour . ? " 

La première question est  relative au  lot de vos "tubes ecdysone" (ou 

de vos Ag e t  AC dans le cas d'une dialyse) pour vous permettre de les 

identifier. 

Réponse) L'origine de votre courbe de référence est  normalement de : 

-10.3 mais i l  existe des cas où votre courbe est  déplacee 

vers  les plus fortes concentrations, e t  cet te  option permet d'entrer la  bonne 

courbe dans toutes les situations. Si l'origine semble incompatible avec un 

dosage d'hormones ecdystéroïdes, le programme le signalera e t  vous 

demandera de confirmer votre valeur s i  vous voulez la maintenir. 

Ensuite, le  listing de la courbe sera  affiché sur  l'écran, e t  s i  vous le 

désirez sur  l'imprimante, avant  l'enregistrement s u r  disquette. 

Il y a des  moments où le matériel a é té  "emprunté" e t  il nous fa i t  

cruellement défaut.  Pour pallier cet Inconvénient cet te  option remplacera 

votre calculatrice e t  calculera les B/T. 
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Le dosage à l 'aide des tubes coatés es t  caractérisé par le fa i t  que 

l'expérimentateur compte d'abord tous ces tubes pleins, puis tous les  tubes 

vides. Ceci conduit A obtenir u n  premier listing numéroté, par exemple, de 1 

à 100 qui correspond aux coups totaux (T) puis un deuxième listing aussi 

long que le  premier correspondant aux coups liés (B). Le programme s 'est  

adapté à ce t te  particularité. Il demandera d'abord les  CPM totaux puis les 

CPM liés, dans l'ordre d'apparition des CPM totaux. 

Question) "Nombre de tubes  à compter : ? " 

REPONSE) Le programme e s t  prévu pour des manip. n'excédants pas 100 

échantillons. Votre réponse se ra  un nombre entre 1 e t  100 inclus. Si une 

manip. comporte plus de 100 tubes,  vous devez la fractionner en lot de 100 

tubes au  plus. 

Ce pré-requis permet d'accéder à l 'entrée de vos données 

expérimentales. 

Question) " x èm Sample : CPM TOTAUX ? " ZZZZZZ 

REPONSE) L'ordinateur affiche le nombre de CPM du tube précédent, x- 

1, e t  vous demande le  nombre de coups dans votre tube numéro x. Entrer 

la valeur correspondante. Si le  nombre de coups totaux de cet échantillon 

numéro x e s t  le même que le précédent, x-1, pour n'avez pas à pupitrer ce 

même nombre ZZZZZ. En appuyant su r  'RETURN', le programme comprendra 

que ZZZZZ es t  également la valeur  ce CPM du tube numéro x. Ce rappel de 

la valeur précédente sera u t i le  aux util isateurs qui ne comptent pas 

individuellement les CPM totaux pour chaque échantillon. Personnellement, je 

leur conseille vivement de compter chaque tube expérimental car  des 

différences peuvent apparaitre d'un tube à l 'autre. 

Sur le bord droit de l 'écran sera  affiché les CPM totaux moyens. Cette 

valeur e s t  donnée a t i t r e  indicatif pour détecter d'emblée les tubes qui sont 

à refaire. 
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Après chaque entrée numérique, l 'ordinateur vous demandera de 

confirmer votre valeur avant  de passer à l'échantillon suivant.  

La fin de l 'entrée des CPM totaux amène l 'uti l isateur à entrer  les CPM 

correspondants aux CPM liés. 

Question) "x èm Sample - CPM Totaux = ZZZZZ " 

"CPM Liés : ? " 

REPONSE) Pour permettre un repérage plus aisé, le  programme 

affichera pour l'échantillon numéro x, la valeur de CPM totaux que vous lui 

avez déjà donnée. Il vous demandera ensuite d'entrer,  pour cet  échantillon 

la valeur de CPM liés. Entrer ce t te  valeur. Ensuite vous entrerez le nom de 

l'échantillon (12 caractères au maximum) e t  vous confirmerez l'ensemble de 

ces nouvelles données. 

Question) "Replicate : ? " 

REPONSE) Cette question permet de connaitre le nombre de "duplicata" 

pour un même échantillon. Cette valeur aura son importance à l'affichage 

final des résul tats  car  c'est grâce à elle que l 'ordinateur calculera la 

quantité moyenne d'hormone contenu dans un échantillon. Si vous avez des 

double, répondre 2; s i  vous avez "tripliquez" votre manip, répondre 3.  

Question) "Titre de l'expérience " 

" Incubation du (Na journée - date normale) : ? " 

Réponse) Le t i t re  de l'expérience est  une donnée importante pour 

l 'ordinateur car  c'est à partir de  ce t te  donnée qu'il va automatiquement 

attribuer un nom à votre fichier qu'il enregistrera par la suite.  Les cinq 

premiers caractères du t i t re  seront retenus pour la  constitution du fichier 

informatisé. Par exemple, s i  on pupitre le t i tre:  

Sérum de sujets bilharziens 

L l  LLE w 

le t i t re  du fichier correspondant commencera par : SERUM 
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Le problème apparait  s i  le  même jour j 'ai une expérience dont le  t i t re  

es t  : 

Sérum de sujets Filariens 

Dans ce dernier cas, l e  fichier informatisé commencera aussi  par SERUM 

e t  i l  ne pourra pas  ê t re  enregistré sur  ma disquette. Pour tourner ce t te  

anomalie, i l  e s t  préférable de donner comme titre:  

F - Sérum de sujets Filariens 

qui conduira à un début de nom de fichier FSERU 

distinct du précédent. 

En ce qui concerne la  date,  11 est  souhaitable de l'indiquer d'abord en 

nombre de jours écoulés depuis le début de l'année puis en clair. Ce qui 

donnera pour un 16 Décembre : 3 5 0  - 16 Décembre. 

Question) " N a  x: Homogénat = 2 .50  " ? 

REPONSE) Cette question est  relative aux paramétres expérimentaux 

concernant l'échantillon N a  x. 

Hornogénat. correspond au  volume de tampon dans lequel a été remis en 

suspension votre échantillon après évaporation à sec. Ce volume est  exprimé 

en centaine de microlitres. Par exemple, entrer  2.50 pour 250 v1 de tampon, 

entrer 0.50 pour 50 pl de tampon. Ici, cet te  valeur de l'homogénat e s t  pré- 

programmée à 250 pl de tampon, c'est pour cela que l'ordinateur affiche 

3.50. 

Si pour TOUS vos échantillon vous avez la MEME valeur d'homogénat 

faire suivre ce nombre d'un astérisque. Par exemple 2.50'. Ceci év i te  de 

rentrer une longue su i te  de nombres identiques. 

Si vos valeurs D'HOMOGENAT sont différentes, entrer  les nombres 

correspondant au  fur  e t  à mesure qu'ils sont demandés par l 'ordinateur. 
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QUESTION) " No x : Poids = 1.00 ? " 

REPONSE) Comme pour l'homogénat, le poids est  exprimé en centaine de 

milligrammes. 1.00 indique que le  poids de l'échantillon es t  100 mg, 0.20 

signifiera que l'échantillon pèse 20 mg. Ici également, l 'astérisque en f in  de 

nombre évi te  d'entrer une même valeur pour tous les au t res  échantillons 

qui suivent.  

Après l 'entrée de ces différents paramètres, le calcul es t  effectué e t  

l 'ordinateur affiche les  résul tats  d'abord su r  l'écran, puis les imprime s i  

une imprimante es t  reliée au système. Le nom code de votre expérience es t  

affiché sur  le  coin supérieur gauche de l'écran en vidéo inversée. Ce sera  

le nom du fichier relatif aux calculs en cours. Le suffixe correspond à 

l 'année où es t  faite votre expérience précédée de la le t t re  C. Ce suffixe 

devrait  vous permettre de différencier vos fichiers RIA des autres  fichiers 

pouvant ê t re  sur  votre  disquette (ou sur  disque dur) issus d 'autres  

logiciels. 

Dans les autres  parties du programme les questions sont clairement 

posées e t  ne pose aucune difficulté si vous prenez le temps de lire 

correctement ce qui vous est  demandé. 

Par courtoisie, il e s t  demandé aux util isateurs de ce programme de bien 

vouloir mentionner dans la rubrique "remerciements" de leurs articles 

scientifiques la  provenance e t  l 'auteur  de ce programme. Merci. 

Liste des instructions BASIC du programme ecdystéroïdes. 
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10 CLÇ 
20 QI EHRCR Wiü 7640 
30 PRRR 'U s y s t h e  est-il i l t 6  une imprimante 1" 
40 XS-IIIpVIs(11 
50 IF ASC(X$)=78 CR kSC(XS)=ll0 lL4@?3=1 U FLAQX);$ 
60 C I S  
10 '-- Prcgraam ecdysteroih 
80 ' Philippe NIRDE - 1987 
90  ni ~ ~ ( 2 5 1  ,DIALS(~~) ,a(ioa) ,ns(s) ,NS(IW) ,PS(IW) , R S ~ )  ,TS(IOI ,BT(IW,IO) 
,G(1001 ,P(3,1@31 ,FU(100) ,Q(100) ,R(1251 .T(lW),U(lW) ,VIDE(2) 
lh) OiDI 'Y)",Il,"SCRN:" 
110 LWi=l 
170 YIllM 11.80 
130 IF TWQD=l l ï i R 3  230 
110 n ~ w 2  
150 PRTIR " A l l m r  l'imprimaiite.. ." 
160 WBI "0",12,"LFTl:" 
170 UifclH 12,100 
180 PHnR '7 - k3prsssicn numale 
190 XS-nms (11 
355 IF VhL(XS)O2 lïü3 23@ 
210 FRRR 12,CHRS(151 
220 I ~ R T I R  CHRS(IS) 
230 IUJIIP-62 
240 J1;l 
253 CI.S 
2O GL'fiCE=K71AiI 
270 AS-"- 
280 hW o n  
2% C m  0,7.0 
3W IXATE 1,22:PRnR IDMICE," 
310 ICI'ATE ~ , ~ ~ : P R R R   DEV VICE,* 
320 ILCLTE 3,27:PRiiiï #DEVI&," 
330 IDCATE 4,22:PRIIR IDDIICE," 
310 CVLCA 7.0,O 
350 Y-8 
360 ICChTE Y.10 
370 PHIIR " k h  de R6fbrencr";TA8(60);"1" 
3EO 1TChTE Yt2.10 
3% PRRR "Cùlatls de l a  quantite d'homeM;TAB(60);"2" 
103 LO;hTE Yt4.10 
410 YRnR "Rapplcr une manip. ancienne ";TAB(601;"3" 
420 ILx-ATE Y*, 10 
430 YRIIR "CEstiui dis R6putoires";TAB(60) ;"O" 
4.13 lK!Ji Yt8.10 
450 CûlrY, 15,0,0 
fi0 FRnR "Fin d ' i n td rqa t ion  ":TA8(601;"5" 
475 CWït 7,0,0 
480 IDCATX Yt14.30 
1% PRRR "Rimi : "; 
553 A S - n i m  (1) 
510 IKATE Yt14.40 
5-0 PRRR A$ 
530 IDChTE Yt13.20 
540 IF VAL(AS1 >O AND VAI,(A$) (6 nm3 610 
550 PRIlR "Vuus n'avez pas u t i l i s e  de Mnbre ....." 
-00 m m  150,io 
570 1KhTE 23,20 
580 PRTIR "(Appuyer sur urm tcuche pair antiniier)" 
590 A s = n m  (1) 
600 O n ü  2% 

610 CLÇ 
62@ A=VAL(AS) 
630 Qt A COÇVB 910,2100,3510,650,4990 
640 UYNJ 250 
650 CLÇ 
660 P R M  "1 - Affichage des Rbpertoiiie 2 - CrLatica d'un R~p-i ' tcili '~ a 

- Sortir"; 
670 X$=RWï$(ll 
680 IF VAL(X$I<l CR VAL(XS)>2 9Oil 
690 IF VAL(XS)=l IlüY 840 
700 as 
710 P R M  ' 'h i te  sur laquelle doit Ctrc ci&r 15 IIO(IV=~U r : & ~ t i ~ i t ~  '' 
720 XS=DWEIl) 
730 DIFW "ilcm du R6pertoire ";XlS 
710 CiS 
750 R R R  "Cr6ation du rspertoire ";XlS;" siii' ";XS;": ?" 
760 PRnR ''Caifinuaticri (O/II) "; 
770 ~ = I I ~ ( l I  
784 IF ASC(N(S)=18 CA ASC(XXS)=110 nnii 70û 
790 CLS 

Ç tXlSt" dl Cc4iL.S. . ." 800 PRRR "Creiticn de ";X$t":"+" " 
810 CHDIR ~t":"+"ç" 
820 mIR XSt":"tXlS 
830 GDTO 860 
840 PRINT ' T h  de l 'unit8 disque b dficlier "; 
850 xs=nwrs (11 
860 FILES XSt":" 
870 UTATE 23,l 
880 PRlïR "Appiiyer sur une toctche )I*~I xd,tiiiii;r.. . ."; 
8% xs=niRirS(i) 

RETURlJ 
910 ' -- CGlliti. ifc: r:f&r<;lrCc . 

920 CLÇ 
930 Y - 4  
940 coICR 15,0,0 
950 m m  frncE,TAB(201;" 
960 P R M  fDLYICE.TAB(20);" rrSTICYI DE I A  COliPBE DE P S W l X 7 E  
970 PRlTR fDMCE.TAB(20) ;" . . .- - . . - - -. . - - - . - 
980 a31Ly( 7,0,0 
990 m m  Y, 10 
1W P R W  ''Lecture de l a  courW;TPB(CO);"l" 
1010 IDCATE Y+2,10 
1010 PRIIR "Intrcducticn d'une nouvelle c w k  ds h:fBrciisc";TAB (CG) ; "2" 
1030 lLCATE Yt4,10 
1040 PRiM' "Incubation de la courh &talcn";TPB(60);"3" 
1050 IDULTE Yt8,10 
1060 aYDR 15.0.0 
1070 FliRfl "Retour au liûU PRII~ïPAL";TMI(601;"5" 
1086 aYDR 7,0,0 
1090 UCATE Y+10,49 
1100 PRiM' "Rlponçe : "; 
1110 As=INPUT$(ll 
1120 IF VAL(AS) (1 CR VAL(AS)>5 W 920 
1130 A=VAL(AS) 
1140 Olf A ûlü 1150,1420,8040,920,2090 
1150 QS 
1160 PRW faLVICE,TAB(351;"Iecture & l a  axub"; 
1170 Gûâüü 5190 
1180 QS 
1190 PRINT ID~CE,TAB(15l;"lmcture di l a  errirt*? su ld r:@rtcii= ";iBI!I:: 
1200 PRnrr IDEYICE," 
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1220 PRiW #ûNiCE,üSIH; " p h i  18 - ;.fifi ";i-iii, 
R ( I ) / l W  
1230 NEXT 1 
1210 P R m  #DEYICE," " 
12% mm ImCE,'Qated tuber Ref. : ";KM$ 
1260  PR^ # m ~ ~ , ' T a i r b e  entrée l e  : ";W 
1270  PR^ #mCE,'Ykigine paic : ";"lcgiC) = ";CRICIHE 
1280 PRIiiT IDMCE," " 
1290 PRIM #DMCE,SIRnscS(YIOE(DGYIcE) ,cHRs(5)) 
1300 IF DLMCE=MPRH THEN PRDtl'#DEYICE,CIWS(12) 
1310 IF FUUW 'IWN 1340 
1320 XlS.INFW$(l) 
1330 O 20% 
1340 IF EUGMPRH=l THM 2056 
1350 PRDn "Avez ~ i s  a l l d  votre imprimante " 
1360 X l ~ ~ ( 1 )  
1370 DEVICEMPRH 
1380 IF ASC(X1$)=78 CR ASCsc(XIS)=l10 TWI 2050 
1390 ~ C I W W 1  
1400 CLOSE 13 
1110 ûTû 1160 
1420 ' Intrcduction d'une nouvelle mirbe 
1430 m 
1410 mFWL(nn'0 
1450 DMcOl 
1360 PRRn I1,TAB(30); '~velle C(URBE de ïW5WX" 
1470 PRïtiT Il," " 
1480 KX 1-1 ?O 13 
1190 PRnn 1;" &n point de l a  murbe :" 
1500 PRïiiT "Valal.ur du B/T : ";RS(I); 
1510 W(I)=VAL(RS(I)) 
1570 INPVT ;RSiI) 
1530 n m ( R s ( I ) ) a  m r  RS(I)=SIRS(FU(I)) 
1510 ïF VAL(RS(I))% I l B r  W T E  ,1: BE=: GOTO 1500 
1550 R(I)=VAL(R$(I))*lW 
1560 W T E  ,40 
1570 n m  -log (~clr. ml. a m.1 : ";cs(I) 
1580 W'IE ,40 
1590 XlS="o" 
1600 PRm "Conf irmaticm (OM) " 
1610 Xl$='MFVps(l) 
1620 IF m(XlS)=û 'RE24 lé64 
1630 IF ASC(Xl$) 0 7 8  CR ASC(XlS) O110 THM 1660 
1640 CLS 
1650 O 1490 
1660 llMT 1 
1670 n m  '"Date : ";ME$ 
1680 IIFW 'Tcatd t h  Ref. : ";MX$ 
1650 PRIM 'Qigine de l a  axirbe pair log (Cl = ";ORIGINE; 
1700 IIUUC X$: PRW " 
1710 IF VAL(X$)4 'RE24 1690 
1720 ORIGIIBVAL(X$) 
1730 IF CI(ICI1IE)O 'IWN m: PRIM ''ERREUR, œ Mabre doit e t re  d g a t i f .  ..":XS 
=DJJW$(l) :CRIGII.~OO:WKI 1690 
1710 IF ORIGli(E(-12 TWI 1760 
1750 IF ORIGINE > -9 THEN 1760 W 1810 
1760 BEEP 
1770 PRDiT 'Vcus avez une cuube de rhfhrence $ii me semble bizarre !!" 
1780 P m  'Yw maintenez votre origine ( O M  " 
1740 XI'MFVpsil) 
1800 IF ASC(X$)=79 OR AX(X$l=lll THEN 1810 1690 

1810 as 
llLW PNllri' ~~~vTc~,ûÎ~,Ï&i2i>;,"icui~ t i b s  RAf. ";IYIS 
1830 PRIM laMCE,srrIINCS(UIDE(DEVICE) ,CHUS (205) 
1840 HWl' IDLMCE," " 
1850 FCR I=l 'iü 13 
1860 PRIM IDEYICE, üSING " 1l - B/T :ç ç 1.q (Cl = I 

I,Rs(I) ,C$(I) 
1870 NMT 1 
la80 P m  .(DEVICE," " 
1890 PRnR #DEVICE,'Qigine pair log(C) = ";ORIGINE 
iw m m  # m a , "  
1910 PRIM #DLMCE,SIRINGS(YZDE(ûNiCE) .CHR$(5)) 
1920 If IZACMPW1 ïiüN 2650 
1930 PRIM "Mirmaticsi (ON) "; 
1946 XiS=iNFVi'S(l) 
1950 IF ASC(Xl$)=78 CR ASC(XlS)=llO llüli 1450 
1960 If EïA(MO 7Wï4 1990 
1970 X$=IMVps(l) 
1980 GOTO 2010 

~1990 FLAGMPRK.1 
2000 mCDMPRI( 
2010 If FWL(UIITW 1WI GOSüâ 7300 
2020 atm 5050 '€NqlstKaitnt C i ~ i i i  h 
2030 IF FLAGtJ3=1 I l B J  2050 
2040 O 1820 
2050 EVïCE=DCRAN 
2060 CUSE 13 
2070 FIAGMPW 
2080 GOTO 920 
2090 REIVRN 
2100 '-- --- q1u7titA d ' l i n i i ~ , ~  --- ----- - 
2110 CLS 
2120 Y 4  ' 
2130 COUR 15,0,0 
2140 PRIM IDEVICE,TAB(14) ;" - 
2150 PRIM I ~ C E , T A B ( I ~ ) ; "  D ' E C D Y ~ O ~ % S  n ~ i s  i ~ir.arrr#i~ $ .  

2160  PR^ IDEVICE,TAB(~~) ;" ------ -- -- - - 
2170 UYIYI 7,0,0 
2180 m m  Y.10 
2190 F'RiXT ''Calculs de l a  quantit: d'ccdyst&rcne ";TAü(60):"1" 
2200 IDCATE Yt8, 10 
2210 PRDn "Retetair au H E N  PRDJCTPAL";TAB(60);"5" 
2220 m m  Yt10,30 
2230 PRIM 'Wponse : "; 
2240 A$=INPüi'$(l) 
2250 If VAL(AS) (1 CR VAL(AS) )5 l m 4  2110 
2260 A=VAL(A$) 
2270 PRIM #DEVICE,CHRS(lZ) 
2280 CN A GOTO 2290,2110,2110,2110,3500 
2290 IF RdQ(FICO ïiüN CaSUB 5190 
2306 DEYICE=ECRAN 
2310 J1=1 
2320 CLî 
2330 PRIM #l,TAB(25);"Calmls da l a  q u n t i t &  d ' c c d y s t 4 i ~ i . l ~ ~ "  
2340 Y=3 
2350 LOCATE Y.1 
236@ 'INFW "CR4 totaux : ";Ti@) 
2370 P50Q0 
2380 INFW 'Xmbre de tubes a canpter ";b(BREnffiE 
2390 IF NBEilJBE>lDQ 1WI PRMP "100 tutrs  & la fois.. .":iaTü 3 3 ~ 3  
2400 mAM: mmm=4 

-- 
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24l0 aS: Tn'AL=O:CHfiRH 
2429 rn t i  m m  
2438 PRW I1,L;" &O Sample ";. 
2440 WLü @,?,O 
2450 PRW 'TPH %taux : ";T(Ll); 
2460 WLü 7.8.8 
2470 INPVT RS 
2484 IF VALVU(TlS)>@ îHM TiL)=VAL(TlS) EiSE TiL)=l'iL-l) 
2490 LDCATE ,52 
2 w  m A L = = ( L )  
2518 C R ~ A L / L  
2520 PRW "CRI byens : "; 
2530 COLDR 0.7.0 
2532 PRWP MNf(CF'WïB4) 
2540 COLCR 7.0.0 
2550 LOCATE ,52 
2560 PRDfT "Gnfimtian : 7" 
2570 X i $ = m ( l i  
2580 IF ASC(XiS)=78 OR ASCSC(XiS)=l10 THLN 2430 
2590 NEi '  L 
26iM US 
2610 Kit Ir1 Tû NMEiWI 
2620 PRWP $l,L;" &a Sample "; 
2630 PRZNP "CPn totaux = ";T(L) 
2640 PRWP "CPn liés : "; 
2650 WLü 0,7,0 
2660 DüIR U(L) 
2670 COLDR 7,0,0 
2680 UCATE ,52 
2690 ïNFUi' "Sainple naue ";NS(L) 
2700 U K A T E  ,52 
2710 FNltT "Confirnutia : ?" 
2720 Xl&"o" 
2730 XlS=iNFUï$(l) 
2740 IF ASC(XlS)=78 OR ASC(XiS)=110 THLN 2620 E U E  2750 
2750 IF U(L)=0 1WI 2890 
2760 R (L)=1000* (U(L) /T (LI ) 
2770 GCm) 2900 
2780 IIEW 'W de l'échantillcn 6 r d  : ";L 
2790 PRW U(L);" - CPH Liés "; 
2SQQ IIIFW 'Uouvelle valeur : ";T$ 
2810 IF VALiTS) )0 'MN U(L)=VALiT$) 
2820 PRW T(L);" - CM Totaux "; 
2830 REW Tl$ 
2840 IF VAL1TlS) )O îHM TiL)=VAL(TlS) 
2850 M "Sample : ";I4SiL) 
2860 UIFW N$ 
2870 IF ASC(NS)=13 îHM N$(L)=N$ 
2888 COID 2910 
2890 R(L)4 
29Qe NEm L 
2910 PRIM ' W i m a t i a  ( O B )  : " 
29% Y J S - ~ ~ l )  
2930 IF ASC(XlS)=78 OR ASC(XIS)=110 THLN 2780 
29U CiS 
2950 PRIW "Rbplicate : "; 
2960 xl$=rNFvr$ (1) 
2970 UITe ,15 
2980 PRïW XIS 
2990 û=VAL(Xl$) 
3 m  xi$="" 

3010 INPVT 'Titre de l ' d r i e n c e  ";T$(Jl) 
3020 "Innibation du (No joui.& - data wrmale) : ";DES 
3030 H$(1)="2.50*" 
3 ~ 4 0  HS(Z)=-~.W+** 
3E0  H$ (3)="1.m*" 
3060 K=l  
3070 Ll 
3080 PS IJii="Hapalht" 
3090 GOSIP) 5710 ' gsstim drs coiistaiitcs 
31QQ PRIItT " W i n n a t i m  7" 
3110 Xl$=iNFW$(l) 
3120 IF ASC(XlS)=78 OR ASC(XiS)=lIO 'Rm4 3060 
3130 K=2 
3140 L1 
3150 P$(Jl)="Dilutim" 
3160 KSUû 5710 
3170 PRIM' "Conf innation ?" 
3180 %i$=INFVïS(l) 
3190 IF ASC(XlS)=78 OR ASC(XlS)=110 'Rmt 3130 
32Q0 K=3 
3210 i ï1  
3220 P$ (Ji) ="Poi&lVoluoe" 
3238 Cosue 5710 
3240 PRI1tT " b f  innaticci 7" 
3250 Xi$=IEIpVïs(l) 
326Q IF AçC(Xi$)=78 OR ASC(XlS)=110 nüli 32W 
3210 CU 
3280 PRIW $1,"Ja calcula . . . . . ." 
3290 coSUB 5 W  
33C4 TF 6 1 A Q M  lX€N 3360 
3310 CLS 
3320 FLRCntF'Wl 
3330 mCL=ECRAN 
3340 KSUû 6150 . 
3356 am> 3420 
3360 n mmi  nw 3 4 ~ 0  
3370 DEVILE=MPiü4 
3380 FLRGDiPR%l 
3390 GOSIP) 6150 
3464 m @ m M  
3410 FWIGDlPRlM 
3420 PRDn #DEVICE,"hut-il stocker s ~ i r  di- A: CC diilys~iu- (Ci'iii "; 
3430 Xl$=IEIpVïs(l) 
3410 IF ASC(XiS)=111 CA ASC(XlS)=79 'Mn1 COS8 5380 
3450 xi$-"'$-"' 
3460 US . . 2:;: il ,'&{ a t ' i l  ,as,- ..-$ te ie k t & s  d ~ u i , p t ~ ~ ?  "; 
3480 X i S - W S ( 1 )  
3490 il ASC(X1$)=19 OR ASC(XlS)=111 lRR4 2320 ELSE Wm 2110 
35m REluRN 
3510 ' Revoir 1 
3520 US 
3530 Y 4  
3540 COLDR 15.0.0 
3550 PRW $DNICE,TAû(22) ;" 
3560 PRWî IDLVICE,TABi22);" 
3570 PRIW I~CE.TAB(221;" 
3580 COUT( 7.0.0 
3590 IIICATE Y, 10 
36ûQ PRW "Effacer des fichiers";TPB(601; "1" 
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3720 A-*(AS) 
3730 K.0 
3710 ar A a m  3760,3920,352@,352@,49M 
3750 ' Effacer 1 fiche 
3760 CLS 
3770 CaSuB 6788 
3780 PRRR "vouiez-vaus effacer une fiche 7 " 
nss nS=nalvrS(i) 
3800 00 m ( x l S )  (65 RIEN 3919 
3810 IF ASC(Xi$)=79 CA ASC(XlS)=111 ?W( 3830 
3820 COTO 3910 
3830 W A T E  23.1 
3810 PRlIB "@el est l e  tichier que vaus voulez d4lCter ? "; 
3850 ïNFW KûS 
3860 PRW "Etes vars certains d'effacer ";KG$;" 7" 
3870 XlS=UlPüi'S(l) 
3880 IF ASC(Xi$)=79 CA ASC(XlS)=111 RIEN 3980 
3890 COTO 3910 
3900 KIIL unmtw 
3910 GOTO 3520 
3920 '- Reprise nanip 
3930 DEVICGECRAN 
3910 LiCïiE=0 
3950 Y=6 
3960 CLS 
3970 P R W  TAB(21);"Reprendte une ancienne e&riace" 
3980 LOCATE Y, 10 
3990 PRRB "knpressicn sur Imprimante";TAB(60);"1" 
4000 LOCATE Yt2,lO 
4010 YRlW "Rsalculer l e s  Qtk d'Ecd. avec la  Nouvl axirbJ"'TAô(60);"2" 
4020 I K A T E  Yt4.10 
4030 PRRB ' W i f i e r  un p a r e t r a  (k$, D i l . ,  WsI";TAB(60);"3" 
0040 WATE Yt8,10 
10% CWX 15.0.0 
4060 PRUiT "Retour au HlMJ ";TAô(60);"5" 
4070 CûLCU 7,0,0 
4080 WATE Yt10.30 
1090 Puna " ~ è p n s e  : -; 
4104 x lSUWï$( l )  
4110 PRUB Xi$ 
4120 ïF VAL(Xl$)<l CR VAL (XlS)>5 RIEN 3960 
1130 A=VAL(XiS) 
4140 as 
0150 'si pas h i p h a n t e  -1 
4160 CN A GOTO 4210,4430,4560,3%0,4188 
4170 Golo 3960 
1180 DEVICGECRAN 
Pl90 IF FLMM ?WI ~~ CHRS(12) 
1700 COTO 3510 

4210 ' ---- Lpression anc. m i p  
4220 DLvICE;DXU 
4230 CLS 
4240 GûRB 6788 
4250 m'l'fi 22.1 
42é4 INPVT "Ncan d* votre fichier wpiriinntal : ";EI(PS 

4270 IF mIW).O ïHBt 4420 
4280 (io6ug 7010 
4 7 9 ~  TF q ~ r n ~ 1  m: l v n  
4300 as 
4310 F'RIN "Je ciargd votre Haiiip.. . . ." 
4320 GûRB 6510 
4330 PRïW "Hanlp. chargée" 
4340 iîJUnEP-1 
4350 GOlü 43N 
4360 SCUiû 150,10 
4370 PRIER ''Hanip. d6]& rhargk.. ." 
4380 DNICE=INPRII 
4390 COSUB 6150 
44W COSUB 7010 
441@ DEVICE;MiAN 
4120 COTO 3920 
4130 '-- - r ~ a l c i i l ~ r  
4410 ûXU3 6780 
4450 INFW '?km de votre n c h i r r  ";EGE$ 
4460 F LIrS(EX'E$)4 l ï i D 4  4550 
4470 ûûSIJi3 5190 
4480 COSUB 6510 
4490 COSUB 5900 
45M IF FLA<M1 lWï1 DEvrCE=W4 : G m  4530 
4510 PR1M' "Alluur~ l ' i iopr~mlte..  . ." 
4520 DiXcE.DBRIJ 
4530 WSUô 7010 
4540 CaSuB 6150. 
4550 CCIîO 3920 
4560 ' -A- l icdlfic~t~m pal* ;ttL= 

4570 CLS 
4580 DiXCE+%N 
4590 COSUB 67û0 
4600 BEP 
4610 ïNFW 'Wn du fichier a modifi~r ";EUJE$ 
4620 IF DEVICE=I~.IWI lmi LPRnn Cw<j(121 
4630 IF lZN(EX'Q)=0 THElJ 3920 
4640 GOSUB 5190 'lcctiue cwik  i ~ t  
46% maami 
1660 ûXU3 6510 'choig~li~nt uiaiiip 

4670 CLS 
4680 PRIN IDMICE,'W Total h:s k~t  Di1 Pd= 
mple name" 
4685 PRINT IDLVICE," l%l l& k : ~  

4740 G î  
47% PRIM IiWiCE,'W Total Li& Mt D i l .  FJ5 
l e  naine" 
4755 PRi?R #iXWiCE," 1ocIJ1 1 xi..d~ 

-- 
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(4) " 
4800 X.$=INFWS(l) 
4810 IF VAL(XS)<l (IR VAL(X$)>Q 1WI 3928 
4820 A=VAL(XS) 
4830 IF A 4  TWI 4939 
4840 FOR J=l ïü IlBReRIBE 
48% HS(5)=SIRS(P(A,J)) 
4860 PRDn IWCE,'Zim P ";J;": ";P(A.J) ; 
4810 iNFVC HS(5) 
4880 IF H$(5)="*" (n ïlL(HS(5I);B 1WI 4910 
4890 IF INSIR(HS(5) ,Clu(S(Q) )1 lïüii 4940 
4908 P(A,J)=VAL(HS(S)) 
4910 ND3 J 
4910 GOTO 4670 
4930 GOTO 4490 
4910 FOR Ld ïü NFREKBE 
4950 P(A,L)=VAL(HS(S)) 
4960 EIMT L 
4910 GOX) 4610 
4960 RCRoUI 
1990 ' FIN 
5000 C m E  Il 
5010 C m E  12 
5020 QDsE 13 
5030 CIûSE 14 
5040 SïS'i'Di 
5050 ' airegistr~iènt coucbe RET 
50io rn n n a i r r m  nw 7308 
5070 ûPD1 "R", 1 3 , U ~ + " ~ ,  % 
5080 FllLD 13, 6 AS REnS 
5030 PX Ibl ïü 16 
5100 IF I%11 ml LSn R I I Z W 6 :  CO?D 5150 
5110 IF It=15 ' I W J  LSET RIIZS;;üïE$: CO?D 5150 
5120 IF Ib16 l lG3  LSET UT2$4lR$(CRIGINE): (Xm> 5150 
51 30 I=l% 
5110 LSEC RIIZ$=SIRS(R(I) ) 
5150 PVP 13.1% 
5160 I(MT II 
5170 CIDSE Il 
5180 RCRoU4 
5190 ' Lecture courh rrf e c d m  
5203 IF FU--1 1W( 5370 
5210 IF ~ û î ~  iHM Goslw 7308 
5220 FILES W.IITEs+"RD" 
52x1 wal 'a", ~ 3 , u m t a ~ * , %  
5240 FIm 13, 6 AS REFZS 
5250 PX It=l lD 16 
5260 GEï 13.1% 
5270 IF I%14 ?HDS tUL+W2S 
528û IF -15 IWDi -2s 
5290 IF IG16 IWDi C R I G ~ V A L ( ~ S )  
5300 1=1\+112 
5310 IF I>125 'MN 5330 
5320 R(I)=VAL(RE2S) 
5330 IiEXT I% 
5340 C m E  13 
5350 FLRQ(TT=l 
5360 FLAaiiI'E=@ 
5370 REMül 
53d0 ' enregistrenent MANIP 
5390 E X P W  tUD$(T$(Jl) ,1,10) 
5400 COSUB 7180 
5410 CLS 
54A rnurr *'Cette expirience est sauvegardée saci le label :"; 
5430 E X P ~ $ ( C s ~ , l , 8 ) + " . C " ~ S ( D A ~ , 9 , 2 )  
5440 KUX 15.0,O 
5450 PRDn MPES 

5460 EUX 7,0,0 
5418 IF M(UIITB0 IXDi GOÇUB 73W 
5480 WlN"R", 14,WTE$+MPES, W4iP 
5490 14, 7 AS US, 1 AS E2S, 6 AS E3$, 5 AS US, 1 AS E5$, 6 A5 r 
S E7S, 15 AS E8S 
5506 m US=SIRS(G) 
551@ LSET P W R S  (NBRCNBE) 
5520 ISET ES$=SIRS (CRIIYITI) 
5530 ïVî I4,l 
5540 FOR J%=2 TO NWXüûEt1 
5550 I W - 1  
5560 ISET UWlRS(T(I%)) 
5570 ISLT P W S  (U (II) 
5580 LSEï EiS;;SRI$(R(I\) 
5590 LSB EQS-SIRS(P(l,II)) 
5600 LSET E5$4lR$(P(2,1%) ) 
5610 LSEï %$&lit$ (P(3, II) ) 
5620 LSEï E7$=SIR$(Q(II) ) 
5630 ISET E8Wl$(IO) 
5640 ïVî 14,JIi 
5650 J% 
5660 IF FLAGiG=l THDi 5680 
5670 DMCE=WRIi 
5680 D M C E - K R A I 1  
56% U E  14 
5708 RFNRW 
5710 n G s t 1 ~ 1  des S.( bt a.t ; 

5120 P R W  11,'P ":L;" : ";PS(JI);"=";HSLK); 
5730 iNFW HS(5) 
5740 IF HS(5)="*" îliiN 5860 
5750 ïF VAI,(H$(5))=0 THRJ 5860 
5760 HS(K)=HS(5) 
5710 HS (5) ="" 
5786 IF DISIR(HS(K) ,CHRS(42)) O 0  Wi 58611 
5790 PX J=L ïü L W 1  
5800 P(K,J)=VAL(HS(K)) 
5810 IWT J 
5820 LeLffi 
5830 IF L<=l 5720 
5840 IF L4ûNWWt1 IWDi 5890 
5850 GOTO 5120 
5860 RXi J=L ïü NWNüE 
5870 P(K,J)=VAL(H$(K)) 
5880 ND3 J 
5890 muRN 
5900 ' R&JT~-ss~C~~ 1l i .sal i  e 

5910 FOR IM1 ïü Jlt((BRGNBE-1 
5920 CS (D)="" 
5930 NEXT D 
5940 IF ORIGINE4 lYB4 ORIGUG-10.3 
5950 RXi i H l  ïü Jlt(caRcni8E-1 
5960 Pl25 
5910 IF R(D) (R(125) THEN 6070 -- >,"" La gi~;:*.!~*! =si <!O., 
5990 
6006 IF Dl13 1HM 5980 
6010 M(113) 
6020 C$ (D)="(" 
6030 &( ((R(F-1)-E) /(R(F-l)-R(F) )+F-114) * 3)+C((IGDiE 
6040 Q(D)=(l.l*P(l,D)*P(2,D)*lO (E+&i)/P(3,D) 
60% FWT D 
6060 GOTO 6140 
6070 M(125) 
6080 G$(D)=">" 
60% GOTO 6030 
6100 IF R(D) <R(F-1) IWDi 6120 
6110 Gûïü 5990 

.----- 

Annexe I 



- Page 207 - 

6120 PrR(D) 
6130 COTO 6430 
6110 RCRlRN 
61% '- Impressiai àes rbultats 
6160 IF Tuu3R1 AND DLYIC52 WDi RFRRN 
6170 IF FU\GC=l 'I1W DLYICB1 
6150 PAûFiPAGEtl 
6190 PRDR IDLYICE," " 
6700 PRRR IDEVïCE,'U ";9(M~,4,2);"/";m(Mles,1,2) ;"/',7, 
4);TAB(23);"DCDYÇCIO - W p .  du ";üIQ;" (";XU1;" - ";tDISS;")" 
6710 PRDR IDLVICE," " 
6220 PknR lDLVICE.TS(J1);" (CPn Totaux ncyens :";CFWm.I;")"; ' 

6210 PRINP IDEVICE," " 
6240 PRnlT IDMCE," No Total Baud Hgt Dil. Ws B R  
Nbl. HDy. Sample" 
6215 PRïîîT IDLVICE," fl%l fiml 
6250 PRDR IDLYICE, SIRW(80,205) 
6260 PRRR IDGYICE," " 
6270 IF G=O l?iRi G.1 
6260 FOR B 1  lü NBRCNBE 
6230 IF D ETO C.O TIEN m m  IDLYICE,USINC '*III - llrrrrl Y ~ I ~ I ~ I  11.11 triil 
.il ###.Il +l.tiY# IIII1I.YIc cIIYIII.I ç I çl';D,T(D) ,U(D),P(l,D), 
P(2,Di ,P(3,D) ,R(Di/1000,Q(D) ,GS(D), ( F m  OQ(D))lG,NS(D) :LIQIE=LICNE+l 
61x1 a rni(irç(w1) )-s AND LEII(NS(D)) 00 mm NS(~~)=NS(D) 
6310 IF D ILCI G 0  'IWi DYRI.W:WTO 6350 
6320 PRRR IDEV~~,USDX; ~ Y I ~ ~ I I  r t r r r r ~  II.II rrrrr 

6330 ~DYDu&&Q(D) 
6340 IXJiü 6360 
6150 PRRR ID&ViCE,SiRDGS(88,32) : L I ~ ~ + 1  
6360 TF I.IQE tm 1 W  MAt FU\Qx>cl l?iRi XS=-INFW$(l) :am 6390 
6170 IF EiAQD=l llüïl 6130 
6,330 IF I.IQE Fm 5600 TtW 6430 
63'M PRRR IDEVICE.CHRS(12) 
6JW PRRR IDLYICE," NO Total Boiud Hgt Clil. Ws BIT 
libl. Hoy. Sample" 
6405 PRDR IDEVïCE," d'%JI fl- 

€410 PRnR IDEViCE,SIRRGS(80,205) 
643 PRRR IDEVICE," " 
6430 IüX D 
6419 IF IWlQa8 IMR4 6460 
6450 XS=RiPüi'$(l) 
6460 PRDlT IDEVïCE,STRINGS(80,223) 
6170 IF DLVICBDIF'RH TtW L P R m  W ( 1 2 )  
6480 DGYICE=URRN 
6490 LIGE4 
6500 REKW 
6510 ' lPcture d'l fiche &rinatalc 
6520 MLFS LEiiTE$+EGQ 
6510 aS 
6510 PRIlR Il,'.loading p u r  file ";-;" ...." ; 
6558 OPRP'R",I4,WT&$+EXPES, WiNP 
6590 FTFLD 14, 7 AS US, 7 AS E2S, 6 AS El$, 5 AS W .  7 AS ESS, 6 AS E6S, 9 A 
S E7$, 15 AS ES$ 
6570 Gf3 14,l 
€580 GVAL(US) 
i 5W llbRFNBGVAL(E2S) 
6600 CPIWYüI=VAL(M$) 
6610 FCR J%=2 lü tBiElüBEt1 
6620 W II,& 
6635 I+A-1 
6640 T(I)=VAL(U$) 
6850 U(I)=VAL(E2S) 
6660 R(I):VAL(E3$) 

6670 P(l,I)=VAL(EPS) 
6680 P(2,I)=VAL(BS) 
6690 PO,I)=VAL(E6S) 
6708 Q(I)=VAL(F)S) 
6710 NS(I)=FBS 
6720 NMT J% 
6730 TS(l)=MDS(EXPS,1,5) 
6740 üE$4ffDS(MPE$,6,3)+" 1 ds "+" 19"++ffDS(E6ES, 11.2) 
6750 COSUB 7010 
6760 CüXE 14 
6770 REiïKiN 
6780 ' Affichage d ~ s  fichiers 
6790 CLT 
6806 GaSUB 7300 
6810 U S  
6820 IF ASC(Ul'lFS) >106 IlüN 6790 
6830 IF ASC(UfITE$) (96 AM) ASC(LWITES) )69 THnI 6790 
6840 PRiW IDLVICE,TAB(25);'ZISIZNC DE L'IRIITE ";üiIITES 
6850 CN FRRCii Wïü 7640 
6860 FLFS lWiE$+"*.C**" 
6870 X.CSWN 
6888 LDCATE X-1 , 1 
6890 PRIllP IDLVICE,SIXTNGS(80,ffIR$(32)) 
6900 GOSUB 7550 
6910 lCCATE 20,l 
6920 PRINP SIRINCS (80,321 
6930 LDCATE 20.1 
6940 PRINP "Est-ce bien sur ce fichici vie ci. trouve v o t i ~  ,i.ru.iy. 1 " 
6950 XS=INFVïS(l) 
6960 UCATE 20.1 
6970 PRINP STAINCS (68, 32) 
6980 W A T E  20,l 
6990 IF ASC(X$)=78 CA RSC(X$)=110 TWJ 67% 
7000 m 
7810 ' Retraivtr la dstè 
7020 J=VAL(MiD$(DX$,6,3)) 
7030 TS(Jl~+UD$(MPES,1,5) 
7040 T$(Jl)='Ti tre abrAg6: "tT$(Jl) 
7058 EX1ISi1130.5 -:,,.- - ->-.-..;r 
SV.," .-.-.- . + .  - 
7070 FOR I1=1 lü ElDIS 
7080 RERD @,Pl 
7090 NMT Il 
7100 RERD EX11S$,Pl 
7110 XUR-El)IS-INT(tDIS) 
7120 XUR=Pl*XXa( 
7130 IF XUR-INP(XLIR) > .5 'iiifI4 XUR=.KüR+l 
7140 JU!8=INP(XUR)+1 
7150 IF J>213 THEN J O U R ~ - l  
7160 RCRnU( 

7170 DATA "Janvier",31,'T~vrier",29,'Uars",31,"A~nil",I0,'llai",31,"J~ii1,''. . 
uillet",3l,"Aoit", 31,"Sspterobre". 30,"~Xtubri". 31, "Novarhr~", 30, "W. .l .i  i . 
7180 ' - Analyse string wp.4 
7190 FOR K=1 M Ln((-) 
720Q IF HIDS(EXPEs,K,l);CMIS(32) CR HIDS(EG'E$.K,l).CW<Si16) 'IWI 7?!J 
7210 NMT K 
7226 Go 7270 
7230 nrC K i 4  lü IDi(MPEs)-l 
7240 W(MPES,Ki,l).HIDS(-,Kl+l,l) 
7250 t M T  Ki 
7260 a m  71% 
7270 ~ ( E @ E S , ~ ( M P E s )  ,1).cHRS(32) 
7280 m m $  (EXF'ES, 1,5) +Dl'E$ 
7290 RCRlRN 
7300 ' ïkfiniticn de l'wiiti 
7310 Y=19 
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320 IF DLVIcD.RIPRI( rn lWXUS=2 nSe iUGWSP4 
3 30 IF DLVICFrDiPRI4 IWIi DnnCE=DXAN 
310 B E P  
350 GXUB 75% 
360 IF L n l i U ~ l > 0  lWN 7590 
370 FRIII~ #DLyIa,"SuC quelle unit6 & t m v e  votre fichier ? "; 
3bO US;RiFWI'S(lI 
350 IF ASC(U$)<65 CR ASCW)>101 THIrl 7350 
4;J IF ASC(U$) (91 ANû ASC(US1>10 THIrl 1350 
410 IF AX(US)>% 'iiiRf US=CHRS(ASC(US1-32) 
4LO FRRtT IDç;VICE," ";US;":" 
1i3 m T S  US+":i" 
419 LI-h'TE CSRLIN-1.1 
150 nm "Lhns qwl r & w t o i r e ,  si m 'RFNRN' : ";UlS 
1CO CSSiB 7550 
470 TF LDI(UlS)<2 'MD4 Ulp":" 5% ülS=":çntUiS+"ç" 
:O UIITWStUlS 
150 PRnR #DLVICE,"chrmin d 'acds A l a  carbe = ";-;" - "; 
5 K l  PRIlR "Confimation (Ohil ? "; 
510 XS=nWTS(l) 
523 IF AXiXS)=78 CR ASC(XSl=110 'RW 1370 
510 IF FLAGÇOUSP-2 R[M DE+ïCE=DiPRH 

:JO m w f  
i40 PRIllT IPIITES;" est bien l ' accb  correcte ? "; 
;w x;-nim(i) 
i l 0  IF AS€ (XSI-78 CU ASC(XSI=110 TtW 1620 ELSE RFlWN 

Ci~Slle 7550 
' 30 CDTO 7370 
<43 O-- Qstion dss erreurs 
2 0  x-m 
;LJ IF X053 'MD4 7810 
d70 CLS 
20 ESSAI=ESSAI+l 
93 PHRR "Essai No ";ESSAI 
Cd FRRR "Fichia inexistant sur cette unit6 .... !!!" 
10 FRnD "Introdiure l a  disquette correcte" 
73 PRntT "et appiyer sur n ' i w t e  qelelle taiche pxu ccntinwr" 
110 IF ESSM)2 7WI 7160 
140 x s = n i ~ r m ( i ~  
'50 RESl'dlE 
'€3 ESshI=Q 
'73 0s 
$3 IKATE 21,l:PRM "Appiyer sur 'RCRiRN' pair revenir au menu" 
Y3 m l  
ou c m  10 
10 IF X=55 nmf m a  bIMT 
20 TF X<>10 'MD4 7870 
30 PRRR "Disqu~ttc prot$ée en écriture.. . . ." 
43 PRIIR 'P~ldv=r la  pr~t ict ion,  S.V.PN 
53 FRRR "Alppiiyër siu n'kiporte quelle tarhe lorsque vars serez prét" 
60 crm, 1900 
70 IF XO71 'RmJ 7920 
ES FRRR " F s t ~ s  la  parte du lecteur ai introduire votre disqiette ... SVP" 
93 FRTIR "h~yiiysr sur n'iinporte q u l l e  touche lorsque mis Krez pr8t" 
N x s - n m ( 1 )  
10 RQ7PP 
30 IF X O l l  'MD4 7900 
10 FhnR IDMCE, 'lhth. IRR"; 
10 IDLVCE," 
io kESlllE lm 
;O IF X)?5 CR X<23 'IIfDf 1970:Bm: PRIM' "UUNIn l'imprimante ..... ":RESUB 
IO FaTItT ' W t d t i a i  d'une WWll ml Resolue par l e  prcgranm : " 
i0 PRniï "ai DEVICE : ";~S;TR8(36l;'"EnR :";mDEV 

1990PRIM'"p(R :";EXR;TAB(30l;"CifADDHESS :";atL 
8kW PRIM' "Appiyer siu un.! tmpiiche lasrpik vous  S L ~ S Z  p l ~ t ' '  
8010 XSEINPm(11 
80% CLEAR 
8030 m 10 
8M0 ' - Incubation mübe RET 
8W0 C=O 
8060 Mt1 
8070 CLS 
8'380 FWLGlWRM4 
8- PRnR #l,TAB(201;"Coated tubes " 
8100 Y=3 
8110 FOR 1=1 ïü 16 
8126 IF IO6 llD4 8180 
8130 P 3  PAm2 ïü 23 
8140 WTE PffiE,l 
8150 PRIW sIRilK;S(N. 32) 
8160 NEiT PAG 
8110 Y=-13 
8180 UîATe Y+If3,1 
8190 PRiW Sl'RINGS(80,32) 
8200 LaULTE Y+I*3,1 
8210 PRIM' I;TAB(10) ; 
8220 IF 1-1 ~ r n  8230 WE PRnn TU-11; 
8230 I i W  ''a Totaux : ";TS 
8240 IF VAL(T$)>0 ntEll T(Il=VAL(TSl ElSE T(I)*iI-1) 
8250 U K A T E  Y+1+1*3,1 
8260 m m  mncs (160,321 
8210 -TE Y+1+1*3,1 
8280 PRnR TAB(I0); 
8290 IIW"CFIILi6s : ";U(Il 
8300 UKATE Y+2+1*3,56 
8310 PfiïîR "Cocifinnaticn " 
8320 XlS-INFili$(l) 
8330 IF A.sc(sc(x~$)=~~ OR RSC(XISI=I~O m ~ i  çciam i%.io: an, ai;; 
8340 NEiT 1 
8350 INFW "Coated t e s  Ref. : ";NOIL$ 
8360 IF l 5 4 ~ ~ ) ( 1  'RW 8380 
8370 IF ASC(tJCMS)>W ANI Lüf(IJCMSl)0 1WI 1.XIi$=CHRS(ASC(1101l$l-i2~ 
8380 INFW "Date d'incihticn: ";DES 
8398 PRIM' "R&plicate "; 
8400 xS=iNFVî$(ll 
8410 IF VAL(XSI4 THDI 83% ELSE C-;VAi,(XS) 
8420 CIS 
8430 PRïW IDEfïCE,"Caitd tubes R&f. : ";11CXL$;ThB(40);"Cuiuh Tc F c f : i L l  I 
: ";Dm.$ 

8440 PRIM' IDLVICE," " 
8450 PRiW IDEtTCE," Li6 Total B T t 

IT wy.  Sample" 
8460 PRIM' IDE+ïCE,SIRINGS (80,CHRS (205) ) 
8470 CN ERlMR iWiü 8110 
8480 IF û=0 REiS O1 
8490 Ki4 J=1 'ïü 10 SlW G 
8930 PRIM' IDEViCE.USIiJG "YYIItl Y#UY#Y## 
(JI ,T(Jl ,U(J)/T(J) 
8510 IF J Io C.8 llD4 8520 EiSE 8530 
8520 PRW #DnnCE," " 
8530 IWT J 
8540 PRIM' IOEYICE, SIRiICS (N.CHRS(5) 1 
855'3 IF C/3-TNPIC/3).0) AllD DLyICE=IIPidl ï'iiûr LFkIIR CIiRSil?) 
8560 IF FUCW=l TXTN 8650 

C , , =  
- d a ,  ,. .... 1 "!J arr.6 
8580 XI$="" 
85W PRIM' #DMCE,'Tmfinration (Ofil1 " 
86QQ XlS;iIQVï$(l) 
8610 IF ASC(X1$)=78 CU ASC(XlS)=llO WRI 8070 
8620 mmnmu 
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8630 FLAGIMPWl 
8640 Go 8430 
8650 DEVICGECRAN 
8660 FLAGIMF'RM4 
8670 PRINT #DEVICE,'Y-a-t'il une autre série de tubes (OIN) " 
8680 XlS=INPW$ (1) 
8690 IF ASC (Xl$)=79 OR ASC (X1$)=111 THEN 8060 
8700 RFNRN 
8710 X=ERR 
8720 F XOll  THEN 8770 
8730 P R m  #DEVICE, "Math. ERR"; 
8740 PRiNT #DEVICE," " 
8750 RXSüiE NEXT 
8760 RESUIE 8520 
8770 P R m  ERR,ERL 
8780 PRINT ". .. /..." 
8790 XS=INpVrs(l) 
8808 RErmKE NMT 
9oQ0 LPRWr cHRS(12) 

Annexe 1 
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ALDOSTERONE CORTI  SOL 

OESTRIOL PROGESTERONE 

TESTOSTERONE 
- - -  - 

Annexe 1 



20-Hvdroxvecdvsone, 3 acétate,  22 ohos~hate .  

Ecdvsone, 22 Phos~hate  
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Ecdvsone, 22-N-(isooentvl )-~adénosinetiiono~hosohate 
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Ecdvsone, 2 ohosohate, 3 acé ta te .  



RESUME_ 
Le parasite humain Schistosoma mansoni posséde des hormones 

ecdystéroïdes: l'ecdysone e t  la 20-hydroxy-ecdysone. 

Ces deux hormones ont é t é  détectées pendant deux grands moments 

biologiques de ce parasite bisexué: Pendant la phase exponentielle de 

croissance vers le s tade adulte (jour 11 après l 'infestation) e t  pendant la  

maturation sexuelle des adultes e t  la ponte des oeufs (jour 40 après  

l 'infestation). La présence de l'enzyme superoxyde dismutase (SOD) e s t  

également démontrée ainsi qu'une corrélation entre  l 'activité enzymatique 

SOD e t  la  20-OH-ecdysone présente dans  le  parasite. Au moins deux 

isoenzymes de l a  SOD sont  présentes pendant toutes  les phases de 

développement des schistosomes: l a  Mn-SOD e t  la CU/zn-SOD. Nous apportons 

la  première évidence d'une cytotoxicité des anticorps anti-ecdystéroïdes vis- 

à-vis des jeunes schistosomules in-vitro. Des immunisations de hamsters e t  

de souris avec des immunogènes ecdystéroïdes conduisent à la réduction de 

la  charge parasitaire de ces rongeurs lorsqu'ils infestés par des 

schistosomes. 

Les parasites excrètent leurs hormones ecdystéroïdes à la fois dans le 

sérum e t  les urines des hôtes infestés. La cinétique d'apparition des 

ecdystéroïdes sériques es t  en parfait accord avec la susceptibilité de l 'hôte 

vis-à-vis d'une infestation par  les schistosomes. C'est une apparition 

précoce, dès le  6&me après l 'infestation pour la schistosomiase e t  dès  le  

7ème jour pour une filariose. Dans le cas  d'une infestation par filaires 

(Brugia malayi) les pics d'ecdystéroïdes sériques sont corrélées à la fois 

aux mues parasitaires e t  à la ponte des microfilaires par les femelles. Les 

ecdystéroïdes sériques ont une nature apolaires alors que les hormones 

urinaires sont plus polaires. Dans la  schistosomiase humaine, les  

ecdystéroïdes urinaires ont é t é  caractérisées par spectrophotométrie de 

masse comme é t an t  la 20-OH-ecdysone e t  l a  5-épi-20-OH-ecdysone. Après 

chimiothérapie parasitaire, les ecdystéroïdes urinaires décroissent 

rapidement dès le  4ème jour après l'absorption du médicament. Dans l a  

filariose humaine W.bancrofti, les ecdystéroïdes urinaires ont é t é  

caractérisés su r  la  base d'analyses HPLC comme CO-migrant avec la 20-OH- 

ecdysone, l'ecdysone, l'inokostérone e t  la makistérone. 




