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ABREVIATIONS 



A b l ,  2, 3 : Anticorps  d e  lere .2eme, 3eme généra t ion  

ACF, AIF :Adjuvant  Complet, Incomplet d e  Freund  

ADCC : Cytotosic i té  ce l lu la i re  dépendan te  d ' a n t i c o r p s  

Bq : Becquerel (1 Curie= 37 GBq) 

BSA : "Bovine Serum Albumin" 

c.p.m. : coups p a r  minute  

Con A : concanava l in  H 

CTL : "Cytotoxic T Lymphocyte" 

DNP- : Dinitrophenyl-  

FceR I : Récepteur de  c lasse  1 pour 1'IgE 

FCER II : Récepteur d e  c lasse  II pour 1'IgE 

HBSS : "Hank's Balanced S a l t  Solution" 

IFNa : Interféron a l p h a  

IFNT : Interféron gamma 

IkU/I : In te rna t iona le  kilo Unité par  l i t r e  

IL-2, -3, -4 : Interlei i l i ine 2. 3 ,  3. 

k D a  : kilo Dalton 

OVA : Ovalbiimine 

P.M : Poids moléculaire 

PBS : "Phosphate  Buffered Sal ine"  

RAST : "Radio Al lergosorbent  T e s t "  

SEA : an t igènes  so lub les  d 'oeufs  (Solilble Egg Ant igen)  

SR? : Produi ts  l ibé rés  p a r  l e  schistosomule 

SRP-A : an t igènes  l ibé rés  p a r  l e  schistosomule 

SVF : Sérum d e  Veau Foe ta l  

T h y .  : Thymidine 

TNF : Tumor necros i s  Fac to r  ou lymphotoxine 



R E S U M E  



Les an t i corps  anaphylac t iques .  e n  par t icul ier  l e s  an t i corps  IgE. o n t  

u n  role primordial  d a n s  l e s  mécanismes immuni ta i res  développés  a u  cours  d e  

l ' infection p a r  Schistosoma mansoni. L'étude de  l a  réponse  IgE développée 

d a n s  l e  modèle expér imental  du  r a t  dirigée contre  l e s  p rodu i t s  de  re largage 

de  l a  l a r v e  d u  paras i t e ,  appe lés  SRP. o n t  montré q u e  l e s  an t i corps  IgE 

anti-SRP indu isen t  l ' a c t i v i t é  cytotoxique d e  cel lu les  effect r ices .  

macrophages,  éosinophiles e t  p laque t tes .  v is-à-vis  drr schis tosomule ,  s t a d e  

l a r v a i r e  d u  paras i t e .  

Parmi l e s  an t igènes  p r é s e n t s  d a n s  l e  SRP. nous  nous  sommes 

i n t é r r e s s é s  à l a  molécule d e  26 kDa, cible an t igén ique  d e s  an t i corps  IgE d e s  

sérums anti-SRP e t  des  skrums d ' infect ion.  Les cel lu les  T spécif iques  d e  l a  

molécule d e  36  kDa augmenten t  d e  fac;on s ign i f i ca t ive  l a  product ion d'IgE i n  

L-itro e t  pa r t i c ipen t  à l ' immunité protect r ice .  IJn an t i corps  monoclonal. 

ob tenu  à p a r t i r  d 'animaux immunisés p a r  de  l ' an t igène  d e  v e r  a d u l t e .  

d ' i sotype IgE, reprodui t  l e s  e f f e t s  d e s  an t i corps  IgE d e s  sé rums  anti-SRP. 

indu i t  l ' a c t i v i t é  cytotoxique e n  p résence  de  cel lu les  e f fec t r i ces  e t  confère  

une immunité protect r ice  a d e s  r a t s .  De plus  c e t  an t i corps  reconna i t  d a n s  

le  SRP l a  molécule de 26 kDa. 

Le rôle  p ro tec teur  de  l ' épi tope déf ini  s u r  l ' an t igène  de  36 kDa p a r  

l ' an t i corps  monoclonal IgE a é t é  démontré  par  la product ion d ' an t i corps  

an t i id io txpes .  L 'analyse  des  sé rums  an t i id io types  s o n t  p rodu i t s  p a r  

immunisation a v e c  l 'ant icorps  monoclonal Ab1 révé le  l ' appar i t ion  d e s  

an t i corps  an t i id io types  (Ab2) ,  d e s  an t i corps  a n t i  an t i id io types  (Ab31 c e s  

de rn ie r s  reconna i ssan t  le même a n t i g è n e  que  I fan t i corps  IgE X b l .  L ' é tude  
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des isotypes des Ab3 montre la présence d'Ab3 d'isotype IgG e t  de façon 

plus in té ressante  d'Ab3 d'jsotype IgE. Ces ant icorps IgE reconnaissent  

l 'aritigene de 26 kDa e t  induisent  également l ' ac t iv i té  cytotoxique des 

plaquet tes  e t  des  éosinophiles vis-à-vis du parasi te .  Les anticorps A b 3  IgG 

e t  IgE confèrent une iinmuriité protectrice par  t r ans fe r t  passif (environ 

5006). Ces t ravaux montrent l 'importance du réseau idiotypiqile dans l a  mise 

en place d'une immunité protectrice.  



INTRODUCTION 



La schis tosomiase  e s t  iine ( les maladies  p a r a s i t a i r e s  a f f e c t a n t  l'homme 

l e s  p lus  r é p a n d u e s  d a n s  le  monde. Ce t te  maladie e s t  actl iel lement endémique 

d a n s  74 pab-s e t  l'on es t ime :i plus  (le 200 millions les  ind iv idus  i n f e s t é s  

d a n s  les  régions  agricoles.  e t  :i 6@13 millions le  nombre d ' ind iv idus  exposés  

dir f a i t  mème d e s  condi t ions  p réca i res  de v i e  d a n s  ces  pavs  d i t s  e n  v o i e  de  

développement.  

La l u t t e  con t re  l e s  pa ras i toses  prend u n  a s p e c t  d ' a u t a n t  p l u s  

dramat ique q u e  c e s  maladies on t  un c.:lractère hand icapan t  d a n s  un g r a n d  

nombre d e  pa3-S. E t  ironie.  l e s  méthodes  d ' i r r igat ion e t  l e s  e s s a i s  

d 'éradicat ion chimique a b o u t i s s e n t  le p lus  s o u v e n t  à iirie (dissémination d e s  

p a r a s i t e s  e t  à l a  sé lect ion d 'espèces  chimio-rés is tantes .  

Il semble donc q u e  l a  compréhension de  l a  réponse immiinitaire q u i  a p p a r a i t  

air coiirs d e  la rnnladie so i t  primordiale pour  env i sager  une  l u t t e  ef f icace .  

De plirs l ' appréhens ion  de  cles mécanismes fondamentaux a enr ich i  nos  

conna i ssances  e n  m e t t a n t  e n  et-idence de  nouveaiix mécanismes de  

régula t ion dir sys tème  immunitaire.  

La pathologie  p e u t  r e v ê t i r  de  nombreux a s p e c t s  s u i v a n t  l e s  

d i f fé ren tes  especes  d e  p a r a s i t e s  i n f e c t a n t s .  La schistosorniase à Schistosoma 

mansoni ou ~ c h i s t o s o m i a s e  hépato-spléniqile e s t  p lus  pa r t i cu l i e rement  

répandue  d a n s  5 3  pays  a l l a n t  d e s  pour tours  dir Nil (Egÿpte.  Soudan) ,  Niger, 

Oman j u s q u ' a u  Brésil.  ail Siirinam e t  a u  Vknézuéla.  

Les & t u d e s  réal isees  jusqu 'à  p r é s e n t  concernen t  l e s  d i f f é r e n t e s  

composantes d e  l a  reponse immune qui comprennent l e s  mécanismes 

e f fec teurs ,  l a  ca rac té r i sa t ion  de  l eurs  a n t i g è n e s  c ibles  e t  l a  modulat ion d e  

l ' immunité. D 'au t re  p a r t  ilne pa r t  impor tan te  de  l a  reponse immune clans l a  
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schistosomiase es t  ilne réponse de type anaphylactique en particulier IgE. 

Les mécanismes y présidant semblent d 'autant  plus primordiaux que ce type 

de réponse es t  rencontré dans un grand nombre d 'autres pathologies 

(allergies. syndrome hyperéosinophilique), l a  régulation de la réponse de 

tb-pe IgE reste donc une question d'actualité.  A ce t i t re .  cet te  maladie a 

suscité un intérêt  croissant ces dix dernières années dans la mesure où 

elle peut bénéficier d'une approche expérimentale des mécanismes 

d'immunorégulation de la réponse IgE. 



GENERALITES 



1. LE CYCLE 

L'infection par Schistosoma mansoni  ou schistosomiase hépato-  

splénique s e  caractér ise  par  la  présence de \-ers adul tes  bisexilés dans  le  

système veineux e t  porte de l'homme e t  de différents  animaux de 

laboratoire.  Les parasi tes  y séjournent  de nombreux mois, voire rnême 

plilsieurs années.  Cette s i tua t ion  résu l te  d'un cycle complexe de migration 

e t  de maturation du parasi te .  Les femelles pondent des oeufs qui t r ave r sen t  

la  paroi iri testinale e t  sont  éliminés dans  les selles.  Les oeufs ail (,ontact 

de l'eaii riouce ljbère lin miracidium qui v a  infecter son hôte  intermédiaire 

la  planorbe Biomphalaria glabrata.  Le parasi te  doit t rouver  son hôte dans  

les 8 5 13 heures pour survivre.  Chez le mollusque. le miracidium s e  

différencie en sporocytes primaires, secondaires. mërne te r t ia i res  (Jourdane 

et  al. 1988) qui produisent des  cercaires,  formes infes tan tes  pour l'homme, 

hôte  définitif .  Elles péné t ren t  dans  la  peau e t  après  la per te  de l 'appendice 

caudale les schistosomules a t te ignent  l e s  vaisseailx sanguins dans les  18 

heures.  Le jeune parasi te  devient  lin 1-er adulte  mâle où femelle. Les ve r s  

femelles demeurent l iés dans  le  canal  gynécophore des ve r s  mâles t ou te  

leur  existence. La femelle pond 100 à 300 oeufs par  jour. dont la moitié 

seulement e s t  libérée dans les sel les .  l 'autre  moitié qui s e  dépose dans  les 

t i s sus  es t  à l'origine des manifestations pathologiques de l ' infection 

(graniilome). 

Bien qiie de études cliniques e t  épidémiologiqiies a ien t  permis de  bien 

connai t re  ce t t e  maladie. l 'approche expérimentale requier t  l a  mise en place 

de modèles animaux qiii miment les  différents  é t a t s  pathologiques décri ts  



FIGURE I :  

-LE CYCLE PARASTTATRE DE SCHTSTOSOMA M.ANSONT- 

( la RECHERCHE n e  198: i i i in 19871 



pour l'homme. Ces modeles experimentaiix différant par leur tlegre cie 

susceptibili té a la  schistosomiase ont  é t é  cl6veloppés dans  le  laboratoire .  

Le degré rie résis tance :i l ' infection es t  t r e s  variable selon les 

especes considérées. i l  v a  de l 'élimination de  1:t cllarge narasi ta ire  a iin 

e t a t  pathologique grave precedant la mort en  1):issant par  tou tes  les nlitres 

é tapes intermediaires d e  1:2 rn:~ladie. Siiivant ces obserLvatinns. e s t  proposee 

une classification qiii regrouDe trois  categories: les aniniaiix totalement 

res i s tan ts .  les ~ n i m a i i x  qiii peiivent Gtre infestes  mais ne permettent pas 

iln développement normal di1 parasi te  e t  enfin les anirnails permissifs. 

Le hamster e t  l a  s o i ~ r i s  sont consid6r6s comme les hote.; l ~ s  plus sensibles.  

chez eux les  parasi tes  del-eloppent un cycle normal s'accoiiplent e t  pondent 

des  oeufs. L'homme. par  silleiirs s e  comporte comme i i r l  hote susceptible e t  

del-eloppe ilne infection qiii peut demeurer s tab le  pliisieurs annees.  

Parmi tous les hotes possibles. l e  r a t  t ient  ilne place a pitrt En 

effet.  [.'est lin hote  semi-permissif piiisqile les  parasi tes  peuvent  l ' infester  

e t  ~~ccornpl ir  ilne migration hepatiqiie. ?.lais a par t i r  d e  l:i .jeme semaine 

commence une phase de rejet de I:i. caiiarge parasi ta ire  : tboutissant a une 

diminution. e t  merne une disparit ion des parasi tes  (Smithers e t  al. 1 9 6 3 )  De 

plus les  r a t s  presenten t  iine résis tance a la  reinfecrion par  le  paras i te .  

2. LX REPOVSF. I%JhIUNE .4TJ COURS DE LA SCHTSTOSOhlI.ASE ESPERIMENTALE 

Comme ail cours rle nombreuses infections causees par  riiff6rents 

agents  (virus .  Sac ter ies ) .  l 'hôte  va développer différents  mecanismes rie 

défense immunitaire :tii.zqiiels par t ic ipent ,  soit  des c:elliiles sensibiljsees 

(immunité ce l l i~ la i re ) ,  soj t  (tes ant icorps spécifiques de l 'agent  infecrieilx 

(irnmunité humorale).  
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2.1.  I,'imrnunité concomitante  

L'immunité concomitante  e s t  n6e d e  l 'observat ion d e  1.t r ~ s i s t a n c e  de  

singes Rh6siis a la rei i ifection s a n s  polir a u t a n t  qii'il y a i t  él jmination d e s  

ve rs  a d u l t e s  (Smjthers t)t :21. 1965). Les ve rs  m a t u r e s  semblent  ê t r e  a 

l 'origine d e  c e t t e  réponse  di r igée  con t re  l e s  jeiines l a r v e s .  Ces observa t ions  

peuven t  expl iquer  e n  par t i e  la p e r s i s t a n c e  de  l a  charge  p a r a s i t a i r e  p e n d a n t  

pliisieiirs annees  chez  l'homme a ins i  q u e  le maint ien de son n i v e a u  

cons tan t .  

2 .2 .  La réponse  ceIl i i laire et, g ran i lo rna teuse  

A u  cours lie i ' infevtion.  l ' immunite cel lu la i re  e s t  s i i r tou t  l i e ~  a cias 

reac t ions  d 'hq-persensibil j tb r e t a r d e e .  Al i  n iveau  di1 derme on peut  obserx-er, 

su i t e  ;-1 1:i pvne t ra t ion  ce rca r ienne .  u n  afflilx (le 1eircoc)-tes polynucleai res  

e t  de m:tcrophag~s.  Au s t a d e  ( i i i  poumon. l e s  schis tosomules  s o n t  a l 'or ig ine  

d 'une  i n t e n s e  reac t ion  inflammatoire (l'on 1.ichtenbei.g e t  al. 1 9 6 1 ) .  La 

formation d ' u n  granillome pér iovula i re  d:ins le foie a p p a r a i t  comme une  d e s  

reac t ions  cellii1ajt.e~ les  pliis tvpiqiies d e  12 sc,hjstosomiase. De plus c e t t e  

react ion g ranu lomateuse  e s t  u n  d e s  a s p e c t s  l e s  se l -8res  (le la pathologie en  

p e r t u r b a n t  l e  débit  s a n g u i n  por ta l  hepa t ique .  

Chez la i;oiiris Doughty B. e t  :21.. (1983)  e t a h l i r e n t  un modele 

evper imental  de formation di] granillome, montrant  notamment l ' importance 

des 1ymphoc)-tes d a n s  le  recri i tement de d i f fé ren tes  populat ions  cel lu la i res .  
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3.3. La réponse  hiimorale 

Une c:tractéristique de l ' infect ion p a r  Schjsrosom,7 ni:~nsoni.  xins i  q u e  

d a n s  d ' a u t r e s  he lmin th jases  e s t  l ' i n t e n s e  réponse  liiirnorale rie TF-pe 

a n a p h y l a c t i q u e  qu ' e l l e  provoque (Sadiln e t  Gore. 1 9 7 0 ) .  Poiir txnt  c e s  

a n t i c o r p s  n ' a p p a r a i s s e n t  q u e  l en tement  ï-ers l a  :3eme semaine  !-,oiir e r r e  aii 

t a u x  maximilm v e r s  l a  1 2eme semaine  chez  le r a t  (?laddison e t  21. 1 9 7 0 ) .  T,a 

rhponse  hiimorale e s t  1)rle composante  essen t i e l l e  d e  i 'immiinité p ro tec t r i ce  

comme le clémontre l e s  expér iences  de  t r a n s f e r t  d e  st;rums irnmiins :i d e s  

rats s a i n s  confé ran t  u n e  protect ion s i g n i f i c a t i ~ - e  c30nrre iine in fec t ion  

~ l l t é r i e u r e  p a r  S. rnnnsoni. De plils e n  é p u i s a n t  sélectivement cees sériims en 

an t i co rps  de  c lasse  JgF: ni1 JgG2a. Capron e t  31.. (1980) .  o n t  rrlontre 

i ' importa,née de  ces  deux  isot>-pes d a n s  ! 'é laborat ion ri'iine immiinitr? r h e z  I t ?  

rat , .  Les an t i co rps  nécess i t en t . .  pour  indil ire u n e  irnrriunire » ro rec t r i ce  lu  

pa r t i c ipa t ion  (le celliiles e f fec t r i ces .  Seul iIn f a ib le  pourcentage (le c?s  

m t i c o r p s  correspond à ries : inricorps spkcifiqiies ' I F ?  cliffkrents s t a r t e s  

rllét:oliltion di3 p a r a s i t e  (adi i l te .  oeuf.  schiscosomiile) (Roiisseaiix er al.  

1980) .  On o1tser1-e donc au  (:ours d e  171 schis tosomiase  iine fo r t e  ~ ) r o a i i c t i o n  

d ' IgE spécifiqiles d u  p a r a s i t e  a i n s i  q u ' u n e  po ten t i a l i sa t ion  d'iine reponse  IgE 

non spécifiqiie.  Ce de rn ie r  s u j e t  s e r a  t r a i t é  en  clC?taii clans !e r h a ~ i t r e  IgE 

( 6 . 1 ) .  

3 .  LES hlEC ANISMES EFFECTEURS 

Nous ne décr i rons  p a s  ici toiis les  mécanismes e f fec teurs  mais  

t e n t e r o n s  de ilapporter l e s  conna i s sances  a c t u e l l e s  siir ijn ce r t a in  nombre 

q u i  nous  semblent  impor tan t s .  



.\ SCHISTOSOMULUM OEC 
MASTOCYTE 
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Figure 2 : Les mécanismes effecteurs cellulaires contre la larve  du 

schistosome (Dr R. J. Pierce). 
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3.1.  Cytotoxic i té  p a r  an t i corps  l é t h a u x  

TI a é t é  mis eri Gvidence (lue [les sériims tie s inges  infectés  p a r  S. 

mansoni  supplementé  e n  complément é t a i e n t  capables  d e  dé t ru i re  in r-itro 

des  schis tosomules .  Les an t i corps  impliques d a n s  ce niecanisme s o n t  des  

immunoglobulines G d o n t  l a  tox ic i t é  n e  s 'exprime q u ' e n  p resence  de 

complément hétérologue (Clegg e t  nl. 1972) .  Ces an t i corps  .;ont specif iques  

d e  s t a d e  e t  ( l 'espèce.  Cependant  l a  per t inence biologique rie cc  plienomene 

r e s t e  ince r ta ine .  c a r  i l  f a u t  u n e  soiirce importante  d e  complement 

hétérologi-le pour observer  u n e  cg-totoxicité s i l f f i sante  (Capron e t  n l .  1977) .  

De p lus  l e  t r a n s f e r t  pass i f  de  f rac t ions  IgG a y a n t  ilne qc t iv i t e  l e t h a l e  in 

v i t ro  s ' a v è r e  inefficace in 1-ir-o (Sher  e t  a l .  1975) .  

De nornbreux a s p e c t s  de  l a  reponse immuni ta i re  son t  thymo- 

d é p e n d a n t s .  Des rtnirnaux thÿmectomises p r e s e n t e n t  iirie f a ib le  r é s i s t a n c e  a 

l a  rk infect ion p a r  S.  mnnsoni  a i n s i  clii'une diminut ion des  reac t ions  

d 'hypersens ib i l i t é  r e t a r d é e .  de  l 'hvperéosinophil ie.  e t  d e  l a  product ion 

d ' an t i corps  notamment d ' i so types  TgE (Capron e t  al. 1 9 8 3 ) .  Contra i rement  

a u x  in fec t ions  v i ra les  oii bac té r iennes .  l a  reponse c3ellulaire T ne  semble 

pas  impliquée d a n s  des  mécanismes (le cvtotoxic i té  t y p e  CTL. P o u r t a n t  le 

schis tosomule  p e u t  acqiierir  à s a  s u r f a c e  ries a n t i g e n e s  majeurs 

d 'h is tocompat ibi l i té .  e t  donc Gtre la  cible d e s  mecanismes de ci:itotoxicite 

(Sher e t  al .  1978) .  hlajs il \-a saris  d i re  que  la r6ponse cel lu la i re  T r e s t e  

neanmoins  indispensable  polir 1 '6tablissement d 'une  immunité efficace con t re  

le  schistosome. 
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D'autre  p a r t  on t  é t é  dkcr i t s  des  mécanismes d e  cytotoxic i té  o r ig inaux  

impl iquant  d ' u n e  p a r t  d e s  sé rums  e t  d ' a u t r e  p a r t  d e s  cel lu les  de  t y p e  

inflammatoire t e l l e s  que  l e s  macrophages,  l e s  éosinophi les .  l e s  p laqi ie t tes .  

3.3.1. Cytotoxic i té  des  macrophages  an t i corps -dependan te  

Des sérums de r a t  immuns mis e n  p résence  de macrophages s o n t  

capab les  de  t u e r  l a  l a r v e  r l i i  schistosome. le  sctiistosomiile in r-itro. Les  

t r a v a u x  d e  Capron e t  al.  e n  1977 on t  montré l a  n a t u r e  JgE des  a n t i c o r p s  

impliques.  ce clili suggéra i t  l ' ex i s tence  d'iin r é c e p t e u r  FCE à la si irface d u  

macrophage (Fce RI11 d e  fa ible  a f f in i t é  d i f fé ren t  de  celiii des  inas tocytes  

(FceRI) de  fo r te  a f f in i t é .  D 'autre  p a r t  l a  spécif ic i te  an t igen ique  d e  

l ' an t i corps  e s t  nécessa i re .  En e f fe t  la  mise en  con tac t  d e s  macrophages 

a v e c  d e s  sérums r4aginiqnes  dj r igés  con t re  d ' a u t r e s  an t igènes  p: i ras i ta i res  

n e  provoque pas  12 mort du schistosomule.  La cq-totoxicite s e  f a i t  p a r  

f ixa t ion  des  IgE si lr  le  macrophage pilis d a n s  iln deiixieme temps,  p a r  

c o n t a c t  d e  la c e l l i ~ l e  armee a v e c  la  cible. Cet te  c>-totoxicite e s t  tlgalement 

reprodii i te avec  des  sé rums  de  p a t i e n t s  b i lharz iens  e t  ries monocvtes 

humains  ou des  macrophages pé r i toneaux  d e  baboii ins (Joseph e t  al. 1978) .  

3.3 .3 .  CS-totoxicité des éosinophi les  an t i corps -dépendan te  

But terworth  e t  al. o b s e r v e n t  e n  19'75 q u e  l es  éosinophi les  humains  

mis en présence des  immunoglobiilines d e s  p a t i e n t s  b i lharz iens  p o u v a i e n t  

t u e r  le schistosomule.  De nombreuses  informat ions  f i i rent  appor tées  p a r  l e s  

t r a v a u x  de  Capron e t  ni.. (19781, développés  d a n s  le  modèle exper imenta l  

d u  r a t .  I ls  on t  permis d e  démontrer  l e s  composantes de ce  mécanisme. 

-La double fonction effect r ice  d e  1'6osinophile d é p e n d a n t e  d e  dt.ux c l a s s e s  

d ' an t i corps  anaphylact iq i ies  du  r a t .  IgE e t  IgGSa. 
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-La coopérat ion des  mas tocy tes  comme cel lu les  accessoires .  Ces ce l lu les  

l ibè ren t  un médiateur  chimio-at t ract i f  pour  l 'éosinophile " l 'éos inophi l  f a c t o r  

of anaphylax i s"  (ECFX) 

-La cy to tox ic i t é  cles éosinophiles semble r é s u l t e r  donc d e  deux s i g n a u x  

engendrés  l ' un  p a r  l a  f ixa t ion  d e s  an t i corps  s u r  le  r é c e p t e u r  Fc d e  l a  

cellille e t  l ' a u t r e  indu i t  pa r  l e s  p rodu i t s  de  dégranil lat ion di1 mas tocy te  p a r  

des  IgG2a e t  l e s  IgE. 

L 'obtent ion d'lin i tn t ic0r .p~ Tg2a monoclonal JPLSM1 c)-totoxiqile e n  

présence d 'éosinophi les  a permis d e  vér i f ier  l ' e f f icaci té  d e  c e  mécanisme 

effecteiir  a u t a n t  in L-itro qii ' in 1,-ir-o (Grzych e t  al. 1982) .  L 'analyse  d e s  

éosinophjles s u r  ? rad ien t  de  métrizamide permet de  dé f in i r  d i f fé ren tes  

categor ies  de cell i i les.  normodenses.  hypodenses .  hyperdenses  (Prin e t  al. 

1983). 11 semble qiie ce  s o n t  l e s  eosinophi les  hypodenses  q u i  pa r t i c ipen t  

aux mecanismes e f fec teurs  i n  1-itro. La cytotoxic i té  d e  l ' éos inophi le  

dependan te  d ' an t i corps  f e r a i t  i n t e r v e n i r  l a  l ibéra t ion de média teurs  t e l s  q u e  

l 'éos inophi l  peroxidase  (EPO) (Capron et  al. 1988) .  

3.3.3. Cytotoxic i té  des  p l a q u e t t e s  d é p e n d a n t e  d ' an t i corps  

La par t i c ipa t ion  de  p l a q u e t t e s  sangil ines d a n s  les mecanismes d e  

c>-totoxicite vis-a-1-is ciil schis tosomule  a é t é  r la i rement  demontree  g ràce  

aiix t r a v a u x  d e  Joseph e t  al .  1983. Des p l a q u e t t e s  de r a t s  in fec tes  p a r  S. 

mansoni t u e n t  Ic? schistosomule a p r e s  qiielqiies heiires d ' incubat ion.  C e t t e  

a c t i v i t ~  cvtotoxiqiie e s t  corre lee  2'1-ec I ' e t a t  d'immiinité a l a  re infect ion e t  

e s t  a son  maximiim a i l s  env i rons  de  7 semaines  De plus  cles p l a q u e t t e s  

peuven t  6 t re  rericliies c>-totoxiques s i  ~ l l e s  s o n t  prealablement  incubees  

avec d e s  serums d' individiis  oii de  r a t s  p a r a s i t e s .  ce  qui suggere  l ' ex i s tence  

d 'un f a c t e u r  seriqiie roxiciiie pour l a  l a rve .  La dcpendance des IgE d e  ce  

mecanisme n ere rnis cri (>\-idence p a r  cles exper iences  d ' inhibi t ion a v e c  d e s  
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TgE myelomateiises e t  de  l ' immiinoabsorption :tnti-IgF: d e s  serums.  La 

démonstra t ion d e  l ' t?xistence d ' u n  récep teur  pour  1'1gE s u r  l a  p l a q u e t t e  e s t  

r é c e n t e  (Joseph e t  81. 1986) .  Ce récep teur  pour ra i t  ê t r e  l e  mëme q u e  celui  

des  macrophages e t  des  éosinophi les  (Fc&RII). mais ceci r e s t e  a confirmer. 

3.2. hiécanismes dépendan ts  d e  lymphokines 

Les lymphocytes T con t ro len t  l e s  mecanismes e f fec teurs  développes  a u  

cours  d o  la  réponse  immune a u n e  infection p a r a s i t a i r e  s o i t  indirectement  

en a g i s s a n t  si ir  l a  prodiiction cies ant icorps .  so i t  d i rectement  pa r  l e  h i a i s  

des  lvmpholïines. Cer ta ines  lymphokines exercen t  ilne ac t i l - i r e  regu la t r i ce  ail 

coiirs c 1 ~  l 'immilnité. En e f fe t .  e l l e s  peuven t  a v o i r  lin e f f e t  non seu lement  

s u r  l ' express ion (le c e r t a i n s  récepte i i rs  a la  s u r f a c e  des  c e l l i ~ l e s .  mais s u s s i  

agi r  d i rectement  s u r  l e s  ce l lu les  qu i  l ibérent  d e s  rnkdiateurs cytocides d a n s  

les  mecanismes e f fec teurs .  

L'IFNT 11-mphokine s e c r é t é e  pa r  les l y m p h o c ~ ~ t e s  T a c t i v e s  p a r  u n  

antirrene ou lin mitogene. i n d u i t  l ' a c t i v i t é  cvtotoxique de  ce r ta ines  ce l lu les  

inflammatoires. Pour le macrophage l ' induction d 'une  cytotoxic i te  S. mansoni 

a e t e  montrée par. Iiiibella e t  al . .  (1986) .  a v e c  d e s  s u r n a g e a n t s  de  ce l lu les  

sp len jques .  D 'au t re  p a r t  d e s  plaqi le t tes  a c t i v é e s  p:tr I'TFNT (Pancre  e t  al. 

1987)  dev iennen t  cl- totoxiqiies 1-is-à-vis de  la I:irve d e  S m:~nsoni. De 

plus  l ' indiiction p a r   IFNT NT à l ' augmentat ion clil nombre d e  receDteurs pour  

l'JgE s u r  la  p l a q u e t t e  e n  présence ~ ' J V F T  (Pansré  e t  91. 1988).  J u s q u ' a  

m a i n t e n a n t  ~ ' J F N T  n ' a  p a s  é t é  montre comme a h a n t  iine act ion s u r  

l 'éosinophile.  

Une a i i t r e  I ~ m p h o l i i n e .  le  Tiirnor Vecrosis Fac to r  6 (TNFP). oii 1)mphotoxine 

confère  aiix p l a q u e t t e s  s a i n e s  i ine ~ c t i v i t é  cytotoxiqiie in  c-itro de  façon 

dose  dépendan te ,  le  TNFa a la même a c t i v i t é  mais d a n s  i ine moindre mesiire 

(Damonneville e t  1i1. 1988) .  Ide TNF a a exalement  une act ion d i rec te  si ir  
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l ' a c t i v i t e  cytotoxique d e  l 'éosinophile v is-à-vis  des  schis tosomules  

(Sy lver te in  e t  al. 1987) .  

Enf in  des  lymphokines t e l l e s  q u e  HILDA. 1 '  humaine.  l'ILS murine  

augmenten t  de  facon dose d é p e n d a n t e  l a  c:.totoxicité d e  l 'éosjnophile.  I.'IL3 

e t  l e  GLI-CSF recombinantes  hiimaines s o n t  capab les  d e  t ransformer  d e s  

éosinophi les  normodenses e n  hypodenses .  é t a t  l e  p lus  ac t i f  pour  l a  

cv to tox ic i t6  in r-itro (Capron e t  al. 1988) .  

3.4. Per t inence in r,.iv-o des  mécanismes e f fec teurs  

La connaissance ries mécanismes d ' immunité e s t  e n  grande p a r t i e  

appor tep  par  des  et i ides r e a l i s é e s  in vitro. II e s t  donc necessai re  d e  s e  

poser  l a  quest ion de l e u r  pe r t inence  i n  rrir-o ,lu l oiirs tle 13 rnise en place  

de  l ' immunite an t i -pa ras i t a i re .  

Il fa111 d'abord n o t e r  qu ' i l  e x i s t e  une  r-elation chronologiciue e t r o i t e  

e n t r e  1':tpparition des  an t i corps  d e  t y p e  anaphvlac t ique  e t  l'imrniinite a l a  

re infect ion observée chez le r a t  a ins i  que  l 'express ion dvnamique d e s  

mecanismes effecteiirs  in r-itro (Capron e t  a l .  1980)  De plus  d e s  

e s p e r i e n c e s  d e  t r a n s f e r t s  de  sérums d' infection epu i ses  sé lec t ivement  e n  

a n t i c o r p s  d ' i sotvpe IgG2a oii JgE o n t  conduit  a iiri effondrement  impor tan t  

de  l'imrniinite indu i te  pa r  c e s  t r a n s f e r t s  (Capron e t  al. 1980) .  Des a rguments  

p lus  f o r t s  nous  s o n t  donnés  p a r  l ' u t i l i sa t ion  d a n s  des  exper iences  de  

t r a n s f e r t s  d 'ant icorps  monoclonaiix d ' i sotype IgG2a e t  1;:E (Grzych e t  al .  

1982. Verisaerde e t  31. 1987) .  Ces deux an t i corps  monoclonaus i n d u i s e n t  

iine protect ion v i s - à - ~ i s  d ' u n e  infect ion d 'épreuve.  Ces r k s u l t a t s  mont ren t  

l ' importance de  ces  deux c lasses  d 'ant icorps  mais ne pe rmet ten t  p a s  d e  

dés igner  les  populations cell i l lajres e n t r a n t  e n  jeu.  Des exper iences  d e  

t r a n s f e r t  de  di f férentes  popii lat ions de  cel lu les  immunes a des  an imaux  

a v a n t  l e u r  in fes ta t ion  o n t  permis démontrer  l ' acquis i t ion d ' i ine immunité. En 
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par t i cu l i e r  a v e c  (les popii lat ions enr ich ies  e n  cosinophiles p re levees  ;i d e s  

periodes correspondant  à l a  présence d ' an t i corps  IgG2a ( 6  a 12 semaines )  oii 

d'IgE ( 5  a 8 semaines )  a leiir s u r f a c e  (Capron e t  al. 1981) .  Des v ~ s u l t a t s  

similaires s o n t  ob tenus  a v e c  cl 'autres populat ions  cell i i laires t e l l e s  ciue l e s  

p laqi ie t tes  d a n s  ! periode oii l ' immunite a la i,einfection e s t  opt imale  

(Joseph e t  al.  1983) .  

La c r i t ique  que  l 'on peu t  f a j r e  e s t  q u e  l 'on u t i l i se  des  sb-stemes 

r e s t r e i n t s  d o n n a n t  u n e  image simplifiée d ' u n e  r e a l i t e  ~111s complexe. 

L'immunité v is-à-vis  di] schistosome cons t i tue  iin ensemble de  f a i t s  e t  

a y a n t  ilne dynamique propre.  Il fa l i t  env i sager  l ' ex i s tence  de  processus  

modiilateurs e n t r e  l e s  mécanismes e f fec teurs  a u s s i  bien s i -nergiques  

qu ' an tagon is tes .  

3.5. m i g è n e s  cibles d e  l'jmmiinit6 

Dans ce pa ragraphe .  noiis nous  i n t e r r e s s e r o n s  ailx a n t i g e n e s  

indu i san t  u n e  réponse a u t r e  qu'IgE ceiix-ci s e r o n t  clecrits d a n s  le  c h a p i t r e  

"Régiilation de  l a  réponse IgE" 

L 'é tude  des  an t igènes  e t  I'c2nalyse d e  la réponse qii ' i ls  i n d u i s e n t  

pe rmet ten t  de  déterminer  leiir importance d a n s  I'immiinite a ins i  q u e  l e u r  

po ten t i a l i t é  vacc inan te .  

De nomhreii'i t r a v a u x  ont  montré  la  complexité de  l e u r  composition e n  

proté ines  e t  e n  glycoproté ines  i so lées  dii p a r a s i t e  so i t  a u  s t a d e  l a r v a i r e  

(schistosomiile) .  so i t  de s t a d e  a d u l t e .  Différentes  mitthodes biochimiques o n t  

permis d e  ca rac te r i se r  d e s  a n t i g è n e s  de s u r f a c e  ciil schis tosomule .  Des 

sérums d 'animaux in fec tes  pa r  S. mansoni de  facon chronique a i n s i  q u e  des  

serums humains  reconna i ssen t  des  molécules d e  la  si irface du schis tosomule  

de 30-40 kDa a i n s i  qiie 15-25 ];Da (Dissous e t  al. 1984) .  
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L'iitilisarion d'anticorps monoclonaux induisant  une protection a 

permis de définir lin c.ertain nombre de cibles antigeniques. C'est le cas  de 

l 'anticorps monoclonal IgG2a IPJ,SRII cliii reconnait une glycoprotéine Gp 38  

au s t a d e  larvaire e t  une rnoléci~le de 1 1 5  kDa au  s t ade  adul te .  

La pararnyosine Sm 97 décrite e t  séquencée par  Sher (Sher e t  a l .  

1988)  e s t  un des ra res  ant igènes pouvant induire dans  le  modèle souris une 

immunité protectrice.  D'autre par t .  ('ette moléciile a é t é  identifiée egalement 

dans not re  laboratoire a l 'a ide de serums cle r a t s  in fes tés  par  S. mansoni 

(Pierce. communication personnelle).  

Un antigène de  28 1iD;t a é té  raractér isé  dans  l 'antigène d 'adul te  

pour s e s  propriétés nrotectrices dans différents modeles. 11 exis te  sous 

plilsieiirs formes e t  deils molécules ont é t é  clonées P28-1 ex P28-2. Les 

t r avaux  fa i t s  s u r  P28-1 montrent que dans les différents  modèles la 

molécule recombinante es t  capable d' induire le même niveau de protection. 

L'antigène P38-1 e s t  ilne enzyme de la famille des  glutathion-transferases.  

Ces enzymes sont  impliquées dans  les  mécanismes cle tlétoxification des 

organismes e t  peuvent  donc jouer un rôle protecteur di1 ]>:irasite d a n s  les 

a t t aques  de l 'hôte e n  neut ra l i san t  les  radicaus peroxicles. 

Des t r avaux  d'immunisations avec  ilne seule  dose de protéine recombinante 

P28-1 e n  presence d'adjuvant te l  que le BCG chez le r a t  e t  la souris  

montrent que l'on obt ient  lin niveau (le protection t o u t  :a fiiit romparable à 

celui obtenu avec l 'antigene na t i f .  Les résii l tats (le ce protocole la issent  

envisager une vaccination s u r  le Terrain dans le  (.adre cles campagnes 

contre la  tiiberculose. Et l'on peut dans différents modèles animaux. dont 

les primates. mettre  en évidence lin rôle protecteur  de la molecule 

recombinante (Balloiil er al. 1 9 8 7 ) .  
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D'ailtre par t  des  celliiles T spécifiques de la rnolécille P28-1 

t ransférees  n:issivement confitrent une irnmilnité protectrice vis-à-vis d ' une  

infection d 'épreuve ( 5 0  8096). De plirs Auriaillt e t  c d . .  (1987) montrent  

que le t ransfer t  de ces cellules T a iin effet  "helper" su r  la  reponse IgE 

anri-P28-1. Des é tudes  poursiiivies actuellement visent  à déterminer à 

l 'aide de peptides de la molécule P28-1 les  épitopes T majeurs. 
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REGULATION DE LA REPONSE IgE 

La réponse IgE subi t  l es  mêmes évenements cellulaires e t  moléculaires 

fondamentaiix que l e s  au t r e s  réponses anticorps.  &lais le contraste  e n t r e  le 

nombre de plasmocytes BE (précurseurs des  cellules B secré tan t  les  IgE) e t  

l a  quant i té  d'IgE produite indique cependant que l a  sécrétion de cet  i so type  

e s t  soumise à un contrôle s t r ic t .  L'expression de I'IgE e s t  régulée par  1'IgE 

el le  même. de façon antigène-spécifique. par des  anticorps ant i idiotypes 

ainsi  que par  cer taines lymphokines te l les  que 1 ' IFN T e t  l'IL4. 

2. REGULATION SPECIFIQTJE D'IgE 

Le rôle des cellilles T dans l a  génération cles différentes c l a s se s  

d'irnmiinoglobulines a u t r e s  que Ig%l a et6  analysé par  de nombreiises é tudes  

s u r  des soiiris thymectomisées. D'autre par t  il a é té  suggere que  les  

popiilations T a l 'origine de 18 réponse IgE e t  IgA soient  différentes de  

celles des  aintres c lasses  (I\hishimoto e t  al. 1982). La mise en évidence de  

facteurs  d'origine celliilaire régulant  la  prodiiction d'IgE a permis de g rands  

progrès d a n s  l 'éclaircissement de ce mécanisme. 

Comme les  autres  imrninnoglobulines. les  IgE s o n t  produites sous deux 

formes. soluble e t  membranaire. La forme soluble dépourviie de la région 

hydrophobe transmernbranaire e s t  ljbérée dans le milieu t and i s  que la  forme 

membranaire est  insérée dans  la  membrane des cellules B. 

Les molécules qui s e  l ient  à la région Fc des IgE son t  aussi  de deux formes 

so l i~bles  e t  membranaires. Les formes rnenbranaires se  cl:-tssent selon l eu r s  

aff ini tés  pour I'IgE en i'écepteiir de forte (FceRJ) 011 de faible a f f in i té  
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(FceRII). On connai t  la forme membranaire FcîRI du mastocyte. du  basophile 

e t  la forme FceRII di1 macrophage (Capron e t  al. 1975). de l 'éosinophile 

(Capron e t  al.  1981).  de la  plaquet te  (Joseph e t  a l .  1986).  dii lymphocyte B 

ainsi  que du lymphocyte T act ivé (Huff e t  a l .  1984).  Les formes solubles de 

ces molécules o n t  é t é  decrites par  Ishizaka e t  Katz (1985).  11 s ' ag i t  des  IgE 

binding factor, (IgE BF). 

2.1. Facteurs décr i t s  par  Ishizalta 

Les t r avaux  de  l 'équipe dlIshizaka (Ishizalia e t  al. 1985) u t i l i sen t  un 

modèle d' infection du r a t  par le  nématode .Vippostrongj- lus  b r a s i l i e n s i s  où 

l 'on observe une  aiigmentation sélect ive de  la réponse IgE. Ils met ten t  en  

évidence deux fac teurs  solubles IgE-BF produits par  les lymphocytes de 

r a t s  infestés  : 1'IgE PF,  IgE Potentiating Factor e t  1'IgE SF, TgE Suppressing 

Factor. Ces lymphokines peuvent  ê t re  produites par  des lymphocytes T 

normaux act ivés  in v i t r o  e t  agissent  de facon antagoniste.  Elles sont  sous 

le  controle d ' au t r e s  lymphokines, le GEF Glj-cosylation-Enhancing Factor 

pour 1'IgE PF e t  le GIF G1'-cosylation-Inhibiting Factor pour 1'IgE SP. Ce 

modèle s 'es t  avé ré  valable dans  d 'au t res  domaines expérimentaux e t  e s t  

résumé sur  I R  f igure 3 . 

2.2. Xature e t  rézulat ion des IgE-BF 

Ces deux fac teurs  ont la  même s t ruc ture  protéiqile rnais diffèrent  

dans  leurs  résidus glycosylés. Ils sont t r adu i t s  a par t i r  di1 1n6me XRNm que 

les  FCE R ( Ikuta  et  al. 1987) 



8l CFA 

Ag + l3P ou 
Alum 

Ag + CFA 

I 

Figure 3 : Régulation de  la s y n t h è s e  d'IgE selon ISHIZAKA et al. : 

Mécanismes de production des "IgE-binding factors" après t rai tement par 

adjuvants ou après stimulation antigénique. 
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-"IgE-potentiating factor' '  

C'est une glycoprotéine de 13 i~ 15 kDa possédant des  résidus a- 

mannose. Cette protéine e s t  a la  fois N- e t  0- gly-cosylée. La f ixat ion de 

L'IgE PF su r  1'IgE s e  f a i t  par  la  par t ie  protéique. Cette molécule e s t  l ibérée 

par  les  lymphocytes exprimant le phénotype (JV3/25+) chez le r a t .  a y a n t  un 

récepteur pour 1'IgE (Suemura et al. 1980). 

-"IgE-siippressive factor"  

Il s 'agi t  également d 'une  glycoprotéine de  13 a 15 kDa mais ne 

possédant que des résidus O-oligosaccharidiques. Cet te  molécule e s t  

produjte par les lymphocytes T W3;25 portant  iIn récepteur pour l e s  IgG 

(FCT R t )  e t  son action e s t  antagoniste  de I'IgE PF. 

Leurs productions sont  sous la dépendance de deux antagonistes  le GEF e t  

le  GIF. Ces fac teurs  augmentent ou diminilent l a  glycosylation des IgE BF. 

Le GEF e s t  obtenu sous l 'action du vaccin B. pertllssis s u r  des lymphocytes 

T "helper" (J i -3.25+Fc~ R t ) .  C'est une protéine de 35 kDa avan t  u n e  

ac t iv i té  kallikreine e t  lectine-like. Elle agirai t  v ia  la  voie des  

phospholipases A2 (Iwata et al. 198.21, voie act ivatr ice de cer ta ines  

glycosyltransférases qui augmentant l a  N-glycosylation des IgE-BF leur  

confèrent une ac t iv i té  potent iatr ice .  Le GIF es t  produit par  les  lymphocytes 

T 0 Y 8 +  (suppresseur.  c)-totoxique) FcTR+ soiis l 'action du CFA. C'est  un  

fragment de lipomoduline phosphorylée qiii par inactil-ation des  

phospholipases inhibe la  fixation des V-oligosaccharides aux IgE-BF (Uede 

e t  al. 1983). 
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2 . 3 .  Modèle décrit  par  Katz 

Parallèlement l'éqiljpe de Katz dans  le modèle murin e tab l i ren t  un 

modèle de régulation fa i san t  intervenir  une cascade de fac teurs  s ec ré t é s  e t  

régulant  l 'expression du récepteur pour 1'IgE (Katz et al. 1984).  

Les lymphocytes B FcsRt sont  ail cen t re  du modèle e t  par  iine cascade 

d'kvenements. On abouti t  finalement au  contrôle de l 'expression des 

récepteurs  FceR siir  les  lvmphocy-tes B e t  à l a  production des IgE. 

A côté de l ' induction directe de FceR s u r  les  cellilles T e t  B pa r  1'IgE 

agrégée, 1'IgE monomérique provoque l a  production par  les  lymphocytes B 

d 'un fac teur  soliible 1'JgE-Induced Régulant EIRB qui e s t  capable d ' induire  

la production poilr les  celliiles T L?-2+ ("helper" chez l a  souris)  d'lin ETRT. 

Celui-ci stimule l 'expression de FceR siir les  lvmphocvtes T. Le f ac t eu r  EIRB 

augmente l 'expression des récepte11i.s polir I'IgE siir les celliiles B e t  induit  

l a  prodiiction par  les celliiles 1.1-Tlt (silppressives chez la sour i s )  d u  

Suppressor Factor of l e r  (SFA) capable d' inhiber la  réponse IgE 

(UIarcelletti e t  al. 1984). Les cellules T I,y2+ stimulées par  ~ 'E IRT 

produisent les EEll  (Fnhancing Effector bIolecule) e t  l es  cellules T e t  R 

(Ly l t )  les SEM (Silppressing Effector ?~loleciile) sous l'infliience du SFA. Le 

SFX e t  les SEhi se ra ien t  des IgE-BF qui diminueraient l 'expression de FccR 

s u r  les  cellules B. Enfin on peut djre que les  deux molécules effectrices 

f inales  qiii l ient  I'IgE pourraient ê t r e  ident iques aux IgE-BF décr i t s  par 

Ishisaka. D'autre par t .  ce modèle souliqne que l 'expression des FceR s u r  la 

cellule n 'es t  pas  const i tut ive mais f a i t  l 'objet de fac teurs  multiples de 

régulation. 



L y t - 1  
Cells 

SUPPRESSION ENHANCEMENT 
OF 

IgE SYNTHESIS IgE SYNTHESIS 

Figure 4 : Régulation de la synthèse d'IgE selon KATZ e t  al. (d'après 

KATZ, D .  Int. A r c h s  A l l e r g y  appl .  Immun. 7 7 ,  p.22 .  1985) 
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3 .  REG1:LATION ANTIGENE-SPECIFJQUF: 

L'étude de la  régulation de la  réponse IgE peiit ê t r e  envisagée v i a  l a  

tolér isat ion des populations R oil via  la  manipiilation des cellules T qui 

régulent  l a  djfférentiation des  plasmocrtes en  cellules B secré tan t  des  IgE. 

Les t r a v a u x  de Katz e t  .21., (1973)  montrent une suppression de  la  réponse 

IgE par  injection de dinitrophényl-D glutamine-lysine (DNP-dGL) a v a n t  

l 'immunisation par dinitrophényl-ovalbumine (DNP-OVA). Cet te  suppression 

e s t  générale à toils les isotypes y compris les IgE e t  semble due  5 

l ' induction de cellules R tolérantes .  Kishimoto e t  al.. (1982)  é tendent  

l 'hypothèse de cellules T aritigène-spécifiques siippressives à la régulation 

de 1'IgE e t  mettent  en kvidence lin facteur  suppresseur  spécifiqiie de I'IgE 

produit  par  les  cellules T (TgE TSF). Ils montrent qu'i l  ex is te  des  cellules T 

spécifiques de l 'antigène. "helper" e t  siippressives de  la réponse IgE qui 

sont  différentes  de celles régulant  la réponse IgG. Enfin Ishisaka défini t  

par  de nombreux t ravaux ilne presentation genérale de la régulation 

ant igène spécifiyiie de 1'TgE par  l 'intermédiaire des  cellules T spécifiques 

obtenues en présence d'hÿdroxide d'aliimine ou de CFA.  De plus il semble 

que sous  l'infliience de IgE "Rinding Factor" secré tés  par  les  cellules T 

spécifiques d'antigène. se ra ien t  indui ts  des  fac teurs  secré tés  

const i tut ivement  par les cellules T. le (;IF e t  le GEF qui aura ien t  une 

aff ini té  pour l 'antigène e t  qui réguleraient la réponse anticorps de façon 

"porteiir" dépendante.  (Jshisaka e t  al. 1988) ( f ig .3) .  

4.  REGULATION PAR LES ANTICORPS XNTIIDIOTYPES 

D'autre par t  Liu e t  al.. (1979)  dans le systeme ovalbumine- 

Dgliltamine-Dlysine (OVX-dGL) chez  la soiiris obtient iine suppression de  la  

réponse laire e t  IIaire TgE contre  1'0V.4 par  injection de  OVA-dGL. Mais le 
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mécanisme ici e s t  d i f férent .  i l  n e  s ' a g i t  pas  de  cel lu les  B t o l é r a n t e s .  n i  de  

l ' induction d e  celliiles T s u p p r e s s i v e s  e t  l a  suppress ion  e s t  l imi tée  à 

l ' i so type IgE mais p lus  probablement  d 'une  inhibi t ion dile à des  an t i corps  

ant i - Id .  

Dans le  modèle benzÿpenicibyl (RPO) .  i l  e s t  possible d ' inh iber  une  réponse 

IgE é tab l i e .  par  l ' injection d ' an t i corps  anti-Id homologues chez l e  cobaye 

s a n s  pour  a i l t an t  a f fec te r  la  r éponse  IgG (Wetterwald e t  al. 1986) .  La 

si lppression s ' e x e r c e r a i t  a u  n j v e a u  du  s t a d e  primaire s u r  l e s  ce l lu les  BE+ 

lorsqu 'e l les  s o n t  encore  access ibles  à u n e  régu la t ion  v i a  l e s  ce l lu les  T. Ces 

cel lu les  T régu la t r i ces  s e r a i e n t  i n d u i t e s  p a r  d e s  ce l lu les  anti-Id-Id 

couplées comme c e l a  a é t é  montré d a n s  d ' a u t r e s  modèles d 'hypersens ib i l i t é  

r e t a r d é e  (Sÿ e t  al. 1980) ou d ' immunité cel lu la i re .  A i l  s t a d e  secondaire .  les  

celliiles B s e r a i e n t  bloquées p a r  l e s  an t i corps  ant i - Id .  

5 .  REGULXTION PAR LES LYMPHOKINES 

Les deux pr incipales  lymphokines décr i t e s  comme i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  

régula t ion de 1'1gE son t  l'IL4 e t  I'IFN T .  En e f fe t .  l 'IL4 ou BSF-1 e s t  

produi te  p a r  une  sous-population d e  lymphocytes T "helper"  Th2 a v e c  une  

a u t r e  lymphokine l'IL3 (i\,Iosmann e t  al. 1986).  Les premier's t r a v a u x  f a i t s  in 

vitro s u r  l ' ac t iva t ion  de  populat ions  R a u  LPS o n t  permis d e  montrer  l ' e f fe t  

de  l'IL4 s u r  l a  séc re t ion  d'IgG1 e t  d'IgE (Coffmann e t  al. 1986) .  Pour  des 

concen t ra t ions  in fé r ieures  a 103 T T  ml. l'IL4 augmente  l a  séc ré t ion  d'IgG1 

t a n d i s  q u ' a u x  concen t ra t ions  s u p é r i e u r e s  le  t a u x  d'IgE e s t  fo r tement  

augmenté  (Snapper  c t  al. 1988) .  TI e s t  5 note r  l a  suppress ion  i n d u i t e  par 

l'IL4 pour  l e s  a u t r e s  i so types  t e l s  IgG3 e t  IgG2b ( Jones  e t  al. 1983) e t  IgM 

e t  IgG2a (Snapper e t  .?1. 1988) .  C e t t e  act ion d e  l'IL4 s u r  l a  product ion 

d'IgG1 e t  d'JgE e s t  d j f férent ie l le .  e n  e f fe t  d e  fo r tes  concen t ra t ions  de  

lymphokine p rksen te  d a n s  la c u l t u r e  a p r e s  48h inhibe l a  production d'IgG1 
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el <iirzrnente le 1:tu; d'Ip,E (Snapper  e t  31. 1988) .  C e t t e  po ten t i a l i sa t ion  d e  

1 2  rpnoJlse IgE s e  f e m i t  n a r  l ' induct ion de  r é c e p t e u r s  d e  fa ib le  a f f in i t é  pour  

I '?E ( ingrqireilr 2 r les  cellilles humaines )  s u r  l e s  ce l lu les  B 

( i ionr i~r 'o t  -.r 11. 1?87!  TA1activité de  l'TL4 a &té démontrée in vivo 

(Fin1.cin-iari et :il. 1(!88) chez  des  soiir is  in fec tées  p a r  Vippostrong)-lus 

hr - f l s~ i i ensz s  ;i t i c  d ' i ln an t i corps  monoclonal anti-IL4. Ces a u t e u r s  

o b s ~ r v ~ n t  :>ll~si iinp inh ib i t ion  de  lx réponse polvclonale IgE. 

L'IF'\T i I r i  pifet  nnlHgoniste de l ' T L 1  Pr semble diminuer l a  product ion 

( I ' IEE.  i l  t ~ s t  r:r.odiiit pa r  l e s  lx-mphocytes T "tielner" Th1 (Mosman e t  al. 

i ' S h !  :il cc ' T I , ?  e t  1 ' T I , 3 .  J. 'IFVT rec-ombinant stlmirle l a  séc re t ion  d'IgG2a e t  

i ~ î l - i i b ~  1 ~tnt1iei .c 1ï'IgGI d a n s  le c a s  de  cel lu les  B ac t ivées  a u  LPS 

i q ~ i : t t ~ » ~ > : '  , 'r  :II'. I9FFI)  T)':iutre part  i l  e s t  possible d ' inhiber  l a  s y n t h è s e  

1 1  ' l ( E  'ii(lilitc'S p a r  l 'TL3 pa r  de  l ' i n te r fé ron  T a ins i  que  p a r  de  

l ' i i i ier feron ci o r  1:i p r ' o s t a g l a n d j n ~  Ez (Pène e t  a l .  1988) .  Dans ce  c a s .  i l  

P < , I  (;i)c,PI"\-P t~ i l e  3nhibition de  l ' c~xpress ion (les recente i i rs  de  fa ible  a f f i n i t é  

noiiis I':<F: ('PCI monti'e l e s  e f f e t s  an tagon is te5  de  I'IFN T e t  de  1'11.4. 

!i. !,A .- .. - - f?i?T'O?~.~SE - -. - - -- ---- COURS DE .11,: LA SCHJSTOSOLIIm 

6 .1  . I;ci.nc?t'~.iit6~ 

i 'on~rr~e rio il^ l ' a v o n s  cléjà souligné.  u n e  des  pr incipales  

raractei ' is t iqiies imrnunolo~iqi les  ( les  he lmin th iases  e s t  l a  product ion 

impor tan te  1i'JgE. o b s e i ' l - ~ e  r h e z  la  qoilris (",Iota e t  n l .  1969) .  chez l e  r a t  

(,JarreTt 1 :il. i97-L) e t  rhez  l'homme (Jto e t  ni. 1972) .  Cependant  c e t t e  

aiia,ment:triori des TgE ~ei'iciires n ' e s t  p a s  dile seu lement  A des  an t i corps  

nnti-schistosomcs innjs siirtour; a une  po ten t i a l i sa t ion  de  la rhponse IgE 

p r e e s i s t a n r ~ .  En (.ifet 5 à i r i %  .;eiilemenr; des  IgE t o t a l e s  d a n s  l e s  sé rums  

b i lh :~rz ic~ns  sont 5pecifiqiies d12nt igenes  de Schistosoma mansoni (Dessa in t  e t  
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al. 1975).  Le taiix moyen d'IgE anti-schistosome a u  cours de la maladie est  

de 177 IIiU/ml e t  peut  a t te indre  1000 IKU/ml. On observe chez cer ta ins  

pa t ien ts  en phase chronique iin t aux  d'IgE plus élevé qu 'en phase aiguë 

(Ottesen e t  al. 1981 1. 

Cet e f fe t  stimulant s u r  les IgE ri'est pas  à confondre avec un simple effet 

adjuvant .  Si l ' infection expérimentale e s t  réal isée avan t .  e n  même temps ou 

juste après  l'immunisation. l 'effet  potentiateilr  n 'a  pas lieu e t  i l  peut  même 

y avoir  inhibition d e  la réponse JgE en  coiirs (Orr e t  al. 1972).  

6.3. Modiilation de l a  réponse IRE par  les prodiiits parasi ta ires  

Yerxaerde e t  al., (1986) ont montré que le schistosome dès l e  s tade  

larvaire  l ibérait  des  nlolécules contrôlant la synthése  de cer tains  isotypes 

en particulier les JgE. Fln effet  l 'addition de  SRP (Schistosomula Released 

Prodiicts) sur  des  lymphocytes anti-DNP-OVX, antigène classiquement 

util ise pour é tudier  la réponse IgE in  c-itro. met e n  évidence une 

potentialisation des  IgE de façon sélect ive ainsi  qu 'un effet  inhibi teur  sur  

la réponse IgX xnti-DNP. Cet te  ac t iv i té  potent ial isatr ice a pu ê t re  reliée à 

ilne ac t iv i té  se r ine  protéase. exprimée exclusivement a u  s tade  larvaire .  

Cette observation e s t  vérifike i n  L - ~ I - O  puisque l 'injection simultanée de 

DNP-OYX et  de SRP en  réponse secondaire induit  également une 

augmentation de la  réponse IgE sérique spécifique du DPJP. 

11 semble donc aile le  SRP eserce une ac t iv i té  régulatrice importante s u r  la 

réponse IgE ail coiirs de la phase précoce de l ' infection par  S. mansani. 

6.3. Réponse IgE cont re  les produits -- d'excrétion di1 schistosomule (SRP-A) 

Voiis avons vil qile les anticorps anaphylactiques.  en  part icul ier  les 

IgE, on t  un rôle clef dans  les mécanismes immunitaires :tu cours  de 
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l ' infection. Des t r avaux  precédents ont  é t é  vonsacrés aiix ant igènes cibles 

des  anticorps IgE e t  plus précisément aux ant igènes excrétés  par  le 

schistosomule (Schistosomula Released Products) .  L'injection de SRP-A à des 

r a t s  oii à des singes Er?.-throcehus patas.  sans  ad juvant  indui t  

preférentiellement la production d'TgE (Dammoneville e t  al. 1986). Ces 

anticorps sont  cytotoxiques pour l e  schistosomille e n  présence 

d'éosinophiles. de macrophages e t  de plaquet tes .  L'immunisation de r a t s  

avec  du SRP--A su iv i t  d'une infection d'épreuve. diminue la charge 

parasi ta ire  de 91/96, De pllis l ' importance de I t  réponse IgE dans  l'immunité 

protectrice e s t  démontrée par le t r ans fe r t  passif des  serums anti-SRP-A. 

Deiix ant igènes de rnasse moléculaire 22 kDa e t  26 1iDa sont  

identifiés par  les anticorps TgE des sérums anti-SRP-4: l 'ant igène de 26 

IiDa. reconnil par un sérum d'infection. apparai t  comme un ant igene 

potentiel!ement vaccinant .  ce qui n 'es t  pas  le cas de l 'ant igène de  22 IïDa 

(Xiiriault e t  al. 1984). 

Des cellules T spécif iqi~es des  ant igènes du SRP--4 ou de l 'antigène 

(le 26  kJ)a or i t  é té  isolés (Damonnei-ille e t  a l .  198'7). Certaines lignees ont  

e t6  maintenues en culture afin de tes te r .  in r-itro leur  ac t iv i té  

amplificatrice de la  réponse anticorps IgE. d'aii tres ont  e t é  t ransférés  à des 

r a t s .  Dans les  deux cas.  il appara i t  que les !ymphocytes T augmente de 

façon significative la production d'IgE e t  participent a l'immunité 

protectrice. On L-ojt donc que le SRP malgré l a  faible quant i té  de niatériel 

qu'il représente  constitue lin élément essentiel  de l 'é tude de  la réponse 

immune au  cours de la  schistosorniase. 

Cette é tude  nécessitait  néanmoins ~ P S  outils specifiques.  Dans ce but  

la  preparation d ' i ~ n  anticorps d'isotl-pe IgE  monoclonal^ B48-14 dirigé contre  

l a  molitcule d e  26 1ïDa :t (?lé realjsee (Verxaerde e t  '11. 198'7). Obtenir un 

anticorps IgE monoclonal doue de  proprietes effectrices e t  protectrices 

analogues à celles (les TgE (les seriims d' infections s ' ave ra i t  une aven tu re  
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dél ica te  losque l 'on conna i t  l e  fa ible  pourcentage de  c e l l i ~ l e s  BE. Grâce à l a  

t echn ique  de K6hler e t  :il.. (1975) e t  a I1:iide de  c.cllizles d e  r a t  immunisé 

avec  l a  f ract ion an t igén ique  de  v e r  a d u l t e ,  u n  an t i corps  d ' i so type  IqE a é té  

obtenu.  Cet an t i corps  IgE monoclonal reprodui t  l e s  a c t i v i t é s  e f fec t r i ces  d e s  

serums anti-SRP: e l le  i n d u i t  une  a c t i v i t é  cy to tox ique  des  macrophages.  d e s  

éosinophi les  e t  d e s  p l a q u e t t e s  à u n  t a u x  comparable à celui  ob tenu  avec 

les  an t i corps  TgE d e s  sé rums  d ' infect ion ou anti-SRP. Par  t r a n s f e r t  p a s s i f  

ce t  an t i corps  c-onfkre u n e  immunite protect r ice  à des  r a t s  v is-a-vis  d ' u n e  

infect ion d ' épreuve  d ' u n  n iveau  équ iva len t  à celui  ob tenu  pour un s e r u m  

d ' infect ion.  Enfin c e t  an t i corps  B48-14 reconna i t  d a n s  le SRP. l ' a n t i g e n e  de  

26 kDa. Cet te  sonde  monoclonale e s t  a l 'origine de  no t re  t r a v a i l .  

Pliisieurs poss ibi l j rés  noiis s o n t  o f fe r t es  q u a n t  a u x  s t r a t e g i e s  

p res idan t  au choix e t  à l ' é tude  de  molécules potent ie l lement  v a c c i n a n t e s .  Si 

l 'on djspose  cle l a  rr~olécille v i a  les  techniqiies ( le la i~iologie  moléculaire.  

comme d a n s  le c a s  cie l a  P28  l ' é tude  p e u t  s e  Faire à l ' a ide  de  p e p t i d e s  

neos\ -nthet ises  e t  l 'on pourra  a f f ine r  l a  determinat ion des  epi topes  T o u  B. 

Une a i i t r e  possibil té.  lorsqii 'on n e  ciispose p a s  d~ la inolécille ou q u e  l e s  

epiropes concernés s o n t  ( le n a t u r e  qlycannique comme d a n s  le c a s  d e  l a  

Gp38. consis te  e n  l a  p répara t ion  (l 'anticorps ant i - id iotypes .  E t a n t  d o n n é  

que n o u s  ne  disposions  de  l a  rnoléciile de  26 kDa clii'en fa ib le  q u a n t i t é  e t  

que l 'épi tope rcconnu par l 'ant icorps  monoclonal R48-14 semblai t  i n d u i r e  

une  immunité protect r ice .  noils a v o n s  choisi  d 'aborder  c e t t e  é t u d e  e n  

p r é p a r a n t  des an t i corps  an t i - id io types .  
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LES ANTICORPS .ANTITDIOTYPES 

Le f a i t  de considérer  q u e  c e r t a i n e s  p a r t i e s  d e s  an t i corps  

pouva ien t  ê t r e  reconnues  comme non soi  e t  donc indu i re  une réponse 

immunologique é t a i t  aiidacieiix. Les conséquences  immiinologiqiies q u i  en  

décou len t  s o n t  immenses. 

Ce c h a p i t r e  n ' a  p a s  l a  p ré ten t ion  d e  f a i r e  le pojnt  de  facon e x h a u s t i v e  s u r  

l ' appor t  de  l a  connaissance de  l ' id iotypie  à l 'immunologie, mais d ' in t rodu i re  

un c e r t a i n  nombre d 'kléments m a r q u a n t s  d a n s  ce  domaine. 

1. STRTICTIJRE DES IMMUNOGJdOi3IJLINES 

hIalgré l e u r  d ive rs i t é .  l e s  immunoglobulines s o n t  formées s u r  l e  mëme 

modèle. Elles s o n t  cons t i tuées  d e  d e u x  cha ines  loilrdes (Hl e t  deux cha ines  

l égères  (LI a v e c  d e s  domaines v a r i a b l e s  (Ir) e t  c o n s t a n t s  ( C ) .  assemblées  

sous  forme monomères ou polymères. 

Ces glb-coprotéines s e  ca rac te r i sen t  p a r  un polymorphisme d a n s  lequel  i l  e s t  

possible de  déf ini r  t ro i s  niveailx pr incipaux de  var iab i l i t é .  
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1.1. les  var iat ions isotypiques 

L'isotypie définit  à l ' intérjeiir  de l 'espèce la var iat ion des chaïnes 

loiirdes e t  légères dans  leurs par t ies  constantes .  Pour l'homme. on 

caractér ise  diffkrents isotypes codés par les  gènes correspondant aux 

chaïnes lourdes ~ 1 .  ~ 2 ,  13. T A .  y, E, cx. 6 e t  pour les chalnes légères k e t  1. 

1 .2 .  Les variat ions allotypiques 

L'allotypie concerne les  djfférences en t r e  individus 011 famille d'une 

meme espece e t  met en jeil djfférents  allèles d'un mème locus. Ces 

déterminants allotypiqiies sont e n  géneral localisés d a n s  les domaines 

constants  des  chaines lourdes des immunoglobulines. 

1.3. Les variat ions idiotypiques 

Les anticorps portent  ries déterminants antigeniques ail n iveau  des 

domaines Ces dkterminants son t  appelés idiotopes, et l 'ensemble ries 

idiotopes portes par  i l r i  anticorps constitue l'idiotvpe de l 'anticorps (Id) .  

Ainsi I'idotvpie concerne des déterminants localises dans  les par t ies  

hypervariables ainsi  que dans l 'armature des chaines loiirdes et  léqeres.  



idiotype para tope 

de l'anticorps ( = iaiotype) (déterminant 
antigénique) 

Figure 5 : Représentation schématique de la région variable des 

immunoglobulines. 



2.  L'IDIOTYPIE 

2.1.  Décoiiverte d e  l ' id iotypie  

Les découver tes  concernan t  l ' id iotypie  o n t  é t é  f a i t e s  p r e s q u e  

s imul tanement  e n  1963 p a r  Oiidin et  al. e t  p a r  Kunl<el et  al..  l ' u n  d a n s  un 

sys teme  hétérologue.  l ' a i l t re  chez l'homme d a n s  u n  sys tème  homologue. 

2.1.1. Expérience d e  Oiidin e t  Michel 

Ces expér iences  réa l i sées  s u r  des  l ap ins  a y a n t  l a  même c o n s t i t u t i o n  

allotypiqiie.  cons i s ta ien t  e n  l a  p répara t ion  d ' an t i corps  ant i -Salmonel la  

t.v-phimurium chez lin lapin  A.  Du sérum é t a i t  p ré levé  a v a n t  l ' immunisation 

(AB)  pu i s  a p r è s  ( X i ) .  Les an t i corps  de  c e t t e  s a i g n e e  A i  e t a i e n t  mis e n  

c o n t a c t  al-ec l ' an t igène  e t  ré injectés  chez un l ap in  B. Ilne pa r t i e  d e s  

an t i corps  recuei l l j s  à p a r t i r  d u  serum R é t a i e n t  capable  d e  r e c o n n a i t r e  

spécif iquement  l e s  an t i corps  d u  lapin A. mais a u c u n e  réac t ion  n ' é t a i t  

obse rvée  a v e c  le  sérum AO n i  a v e c  celui d ' a u t r e  l ap ins  anti-salmonella.  Ces  

an t i corps  s o n t  appel lés  an t i corps  ant i id iotypiqi ies  (ant i - Id)  pu iqu ' i l s  

r econna i ssen t  d e s  idiotopes spécif iques  diis à l a  r éponse  ant i -sa lmonel le  d u  

lapin  A .  

2.3. Différentes catégor ies  d ' id iotopes  

Comme il a 6 té  remarqué d a n s  l a  def ini t ion des  idiotopes.  c e s  

dé te rminan ts  ant igéniqi les  s o n t  s i t u é s  si ir  l e s  p a r t i e s  v a r i a b l e s  e t  

hypervar iab les  d e s  irnmunoglobuljnes. Un c e r t a i n  nombre d 'arguments  mont re  

qu ' i l s  s o n t  l i é s  a u  p a r a t o p e  ( s i t e  de  l ia ison a l ' an t igène)  d e  
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l 'immunoglobiiline bien que  c e t t e  local isar ion n e  s o i t  pas  exc lus ive .  

L ' ana lyse  de  la réponse anti-Td a permis d e  déf ini r  dellx ca tégor ies  

d ' id iotopes  : d e s  id jotopes  r e t r o u v e s  svs térnat iquement  s u r  l e s  

immiinoglobulines a u  coiirs d ' u n e  réponse  imrniine d i t  id iotopes  "publics" ou 

"récurrents" e t  d e s  idiotopes ciifférents d i t s  id jotopes  p r i v é s  p r e s e n t s  s u r  

les  an t i corps  dj r igés  contre  l e  meme an t igène .  

3 . 1 .  La theor ie  d u  réseau  idiot)-pique 

:3.1.1. Hypothese de  Je rne  

Le p o s t u l a t  d e  .Jerne e t  al. 1973 e s t  que  l e  pnratope d ' u n  an t i corns  

e s t  capab le  da  seconnai t re  l ' épi tope d 'un  an t igene .  mais a u s s i  Uri i tliotope 

d 'un a u t r e  : tnticorps.  ce qiii s ignif ie  qiie l e s  id iotopes  d e s  an t i corps  d 'un  

individu s o n t  é q u i v a l e n t s  à l ' ensemble  des  dé te rminan ts  an t igen iques  

e s t é r i e u r s  

L 'ant igène es1 reconnu p a r  rin : ~ n t i c o r p s  appel lé  A b l .  Cet an t i corps  

Ab1 e s t  reconnu par  un an t i corps  Xb2, p a r  l ' in termediaj re  d e  s e s  

dé te rminan ts  idjotypiques.  L'Ab2 p a r  s e s  propres dé te rminan ts  p e u t  indu i re  

une réponse Ab3 qiii lui-même indu i ra  une  réponse 'Ab4 et, a ins i  rle qiiite. 

Selon q u e  l es  idiotopes s o n t  si t i iks clans oii hors  du p:irntope o u  s i t e  de  

l ia ison.  les  xnt icorns  Abri s e r o n t  d j f f6 ren t s  parce  (lue di r iges  con t re  d e s  

idioropes d i f f é r e n t s  de  1'Abn- 1 .  

Pour essai-es tl 'espliqiier l 'homeostase  t l i i  st-sterne immunitaire.  J e r n e  

a modélise les  d j f fé ren tes  i n t e r a c t i o n s  d u  reseau  d e  l a  façon s i i ivante :  

On considère  les  t ro i s  protagonis tes .  l ' épi tope FI. le  pa ra tope  p ,  l ' id iotope i .  

L 'ant icorps  Ab1 reconnai t  l ' épi tope E par  l e  para tope p l  t possede 
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l ' idiotope i l .  Un anticorps Ab2 reconnait  l'jdiotope i l  par l e  paratope p2 e t  

exprime lin idjotope i2 qui lui même se ra  reconnu par  un paratope p3. 

I.'ensemble des idiotopes exerce un effet s t imulateur  e t  l'ensemble des 

paratopes un e f fe t  jnhibiteiir. La régiilation  di^ système immunitaire e s t  

controlé par l 'équilibre des  deux. LA1introduction de l 'antigène mobilise 

l 'ensemble p1, i l  e t  siipprime donc l 'effet  inhibiteur de l'Ab1 s u r  l'image 

in te rne  Ab2 e t  donc su r  la production d lAbl .  

Depuis l a  prime élaboration de ce t t e  théorie.  différents  éléments sont  

venus  s'ajouter. Jerne limitait  son asiome aux  cellules B e t  a leurs  

produi ts .  11 e s t  maintenant clair  que les cellules T part ic ipent  au  réseau  

dans iine mesure qiii n ' es t  pas encore entièrement définie.  D'autre par t .  

l 'effet  des ant icorps antiidjotypes n ' a  pas  é té  seulement démontré comme 

suppresseur  mais aussi  s t imulateur  de la  réponse immune. Enfin l ' induction 

par l'Ab1 d'anticorps Ab2 de djffkrentes na tures  etend l e s  rôles e t  les  

uti!isations potentielles du réseail idiotypique. 

3.2. Etiide du réseau  idjorypiqiie 

3.2.1 .Role immunorégulateur du réseail idiotypique 

3.2.1.1. Induction d 'une suppression 

Une des bases  espérimentales di1 réseau idiotypique e s t  la capaci té  

qu 'on t  les  ant icorps anti-Id de supprimer l 'act ivi té  des  clones por tan t  

l ' idiotope correspondant.  Ce phénomène a é t é  décrit  dans  de nombreux 

systèmes espér imenta i~x .  e t  peut  ê t r e  induit  par une administration 

d 'ant icorps anti-Id chez l'animal adiilte. en période neonatale .  aiissi bien 

que par  une exposirion à ces ant icorps in utero. La suppression idiotypique 

présente  qiielqiies caractéristiqiies.  Elle peut ë t r e  induite par  les ant icorps 
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ant i - Id  hétérologues  ou homologues. Les expér iences  l e s  p lus  d6monstra t ives  

o n t  e t é  f a i t e s  chez l a  s o u r i s .  

a /Sys teme phosphorylcholjne 

Des sour i s  B a l b ~ c  immunisées avec  d e  la phosphori;lcholine (PC) o n t  

ilne réponse an t i corps  anti-PC d o n t  8094~ d e s  an t i corps  p o r t e n t  l ' idiotope 

T l S .  Par  une  première immunjsation a v e c  u n  an t i corps  ant i - Id .  i l  e s t  

poss ible  d e  suppr imer  l a  composante  T l 5  de  ln réponse anti-PC. On met e n  

év idence  chez l e  noi lveau-né une  si ippression d e  longue d u r é e ,  chez l ' a d u l t e  

u n e  suppress ion  temporai re .  mais d a n s  les  d e u x  c a s  l ' idiotope T l 5  n ' e s t  

p lus  exprimé. Une p e t i t e  q u a n t i t é  d 'ant icorps  a n t i - T l 5  e s t  s u f f i s a n t e  chez 

le n o u v e a u  n e  pour  o b t e n i r  ilne suppress ion d e  1:t composante T l 5  d e  la 

reponse anti-PC. La composante T l 5  de  l a  réponse e s t  compensée p a r  

d ' a u t r e  idiotopes.  la reponse  globale anti-PC é t a n t  moins a f fec tée  q u e  chez 

l 'adi i l te .  Chez l es  sour i s  a d u l t e s  une  injection d ' importantes  q u a n t i t é s  

d ' a n t i - T l 6  e s t  nécessa i re  pour  o b t e n i r  de façon t r a n s i t o i r e  l e s  mèmes e f f e t s  

(Kim e t  al. 1979).  

b ~ S y s t è m e  a ( 1 - 3 )  d e x t r a n e  

Des phénomenes d e  s i ippress ion son t  montres  d a n s  d ' a u t r e s  sys tèmes  

an t igen iques .  Des an t i corps  anti-Id isogéniqiles d i r igés  con t re  l e  MOPCl04E 

(an t i corps  d e  myelome dir igé  con t re  le  d e x t r a n e )  admin i s t rés  à d e s  

sour iceaux  i n d u i s e n t  l a  suppress ion  des  clones expr imant  l ' idiotope lo r sque  

l e s  animaux a d u l t e s  son t  immunjsés avec  le d e x t r a n e .  Par  contre  d e s  a n t i -  

Id a l logéniques  o b t e n u s  c o n t r e  !y10PC194E suppr iment  à l a  fois le c lonotype 

e t  egalement d ' a u t r e s  c lones  a n t i - d e x t r a n e .  d iminuant  pa r  là mème l a  

réponse a n t i - d e x t r a n e  globale (Bona e t  al. 1981) .  



-50- 

3.2.1.2. Act ivat ion d 'une  rkponse immune 

Dans le  c a s  de  l ' an t igène  polysacchar idique du  s t rep tocoque .  l a  

reponse ob tenue  chez l a  sour i s  de  souche  X p r é s e n t e  lin idiotope public 

.45A por té  pa r  50°h d e s  an t i corps  an t i - s t rep .  A c i rcu lan t s .  Des a n t i c o r p s  de  

cobaye anti-A5X p e u v e n t  moduler l a  product ion d 'ant icorps  p o r t a n t  

l ' idiotope A5A.  iiIajs l es  d i f fé ren t s  i so types  d e s  an t i corps  anti-Id o n t  des  

e f fe t s  an tagon is tes .  L' isotype IgGl s t imule  le  clone A 5 A  e t  la product ion 

d ' an t i corps  por tanr  l ' id jotype X5A r e p r é s e n t e n t  u n e  fo r te  proportion d e  l a  

réponse a n t i - s t r e p .  A .  Tand is  que  l ' i sotype IgG2 indu i t  ilne suppress ion  de  

.ASA s a n s  a f fec te r  l a  r eponse  globale. 

D'aiitre p a r t  Kelsoe e t  a l . .  (1981)  mont ren t  q u e  chez d e s  s o u r i s  

CS'TBL, 6 l ' injection de  f o r t e s  q u a n t i t é s  d 'ant i - Id  -1'Abl e s t  u n  a n t i -  

n i t rophenvl .  NP- condui t  à la suppress ion d e  l ' express ion de l ' id iotype 

specifiqiie a lo r s  q u e  l ' in ject ion d e  fa ib les  q u a n t i t é s  accroi t  d e  façon 

s ign i f i ca t ive  l ' e spress ion  d e  l ' idiotype.  Ces q u a n t i t é s  s o n t  é q u i v a l e n t e s  a u x  

q u a n t i t é s  d ' id iotypes  t r o u v é e s  na tu re l l ement  d a n s  l e  sérum. 

Des an t i corps  anti-Id capables  d e  moduler ces  réponses  s e r a i e n t  

produi ts  na tu re l l ement  in r-ic-O a u  cours  d e  la  réponse immune. Il e x i s t e  

notamment des  v a g u e s  d ' an t i corps  p o r t a n t  l ' id iotvpe T l 5  e t  des  ant i - Id  

s u i v a n t  l ' immunisation de  sour i s  a v e c  l a  PC c o i i ~ l é e  a v e c  une p ro té ine  

portel ise.  

3.2.2.  Réseau idjotypiqiie inf in i?  

E t a n t  donne le  nombre presque inf ini  d ' id io topes  possibles a i n s i  que  

les  in te r re la t ions  du r é s e a u  idiotypique.  on n e  v o i t  pas  où son t  l e s  l imi tes  

de  l a  théor ie  d e  J e r n e  s i  ce  n ' e s t  le  nombre d'immunoglobulines don t  

d ispose  un jndividii.  Les é t u d e s  orit montré  d a n s  deux c a s  d i f fé ren t s .  chez 
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l e  lapin  (Rona e t  al. 1981)  e t  la soiiris (Wikler e t  al. 1979),  q u e  l e s  

an t i corps  an t i jd io types  Ab4 p o r t a i e n t  l ' ac t iv i t é  Ah2 tie l iaison à l ' an t igène .  

c e  qiii l a i s s e r a i t  penser  q u e  le r é s e a u  n ' e s t  pas  "open-ended" ouver t .  De 

p l u s  lorsque d e s  iciiotopes s o n t  t ro i ivés  r é c u r r e n t s  à dj f fé ren t s  n iveaux  de 

l a  cascade id iotypique,  i l s  o n t  souven t  u n e  g rande  importance d a n s  

l ' immunorégulation e t  s o n t  appe lés  idiotopes r é g u l a t e u r s  (Bona e t  al. 1981) .  

L'idée d'1.m r é s e a u  non infini  s ' a p p u i e  donc s u r  l a  rriise e n  evidence d e  c e s  

id ioropes  régula te i i rs  (Urbain e t  al. 1981) . 

3.2.3.  Différents  an t i corps  an t i id io types  

Les an t i corps  ant i - Id  (Ab?) s o n t  c lassés  en 4 cntégor ies  pr incipales  

b a s e e s  s u r  d e s  propr ié tés  immunochjmiqiies e t  fonct ionnel les ,  définies p a r  

J e r n e  e t  al. 1982 puis  p a r  Bona e t  al .  1984. 

-Les an t i corps  A b 2 a  s o n t  d e s  ant icorps  r e c o n n a i s s a n t  u n  idiotope s u r  

le récep teur  a l ' ant igène des  cel lu les  B ou T. Ce s i t e  peu t  ê t r e  u n  

dé te rminan t  h o r s  (Oudin et  a l .  1963)  ou associe  a u  para tope  e t  d o n t  la 

f ixa t ion  p e u t  ê t re  inh ibée  par  l ' an t igène .  Ces d e u x  ca tegor ies  d ' an t i corps  

o n t  l e  même e f f e t  s u r  l e s  celliiles B ou T. 

-Les an t i corps  A b 2 ~  s o n t  u n e  sous-categor ie  d e s  " ib2a  déf inis  p a r  

d e s  considérat ions  expér imentales .  Les X b 2 ~  reconna i ssen t  un id iotope 

proche du para tope .  suff isamment  pour' que l a  reac t ion  Ab1 / 4 b 2  so i t  inh ibée  

p a r  l ' hap tène  ou  l 'anr igene.  

-Les an t i corps  Ab26 porteri t  l'image i n t e r n e  de  l ' ant igène.  Ces 

an t i corps  reconna i ssen t  un idiotope qui mime a s t r i i c tu re  en t r o i s  

dimensions t i c >  l 'bpitope.  L'interêt. est  que ies  Ab26 pei ivent  s e  comporter 

comme l ' an t igene  e t  donc e n t r e r  en  competition a v e c  lu i .  Il cons t i tue  donc 

d a n s  l a  reponse immune u n  e lément  regii lateur.  

-On déf in i t  iine de rn iè re  categor ie .  l e s  X b 2 ~  oii "epibodv" qiii 
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A b 2  
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Figure 6 : Représentation d e s  di f férents  anticorps ant i idiotypiques  

(se lon Bona e t  al. 1986) 
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reconnaissent le  mëme idiotope s u r  l 'ant igène e t  su r  l 'anticorps dirigé 

contre ce t  antigène (Bona e t  al. 1986).  Ces Ab2e représentent  des  ant icorps 

multispécifiques auss i  bien que les  interrelat ions clonales avec un seul  

paratope. 

Ces définitions mettent  en évidence l a  complexité e t  le  nombre 

possible d'anticorps anti-Id.  Mais une notion essentielle es t  à re ten i r ,  

l 'exis tence d'anticorps Ab26 image interne de  l 'antigène. 

3.3. Notion d'image interne 

Les anticorps Ab2P représentent  avec  les  A b 2 ~  une faible pa r t  de la  

réponse antiidiotypique to ta le  ( < l O ? b ) .  alais les  anticorps Ab2P font  l 'objet 

de nombreuses é tudes  à cause de leurs  possibili tés d 'ut i l isat ion comme 

ant igène de subst i tut ion dans  différents domaines. 

3.3.1. Topologie 

A cause des modèles cleflserrure pour la  relation épi tope/paratope,  

on envisage mal s t ructuralement  les relat ions en t r e  l'Ab26 e t  les  récepteurs  

T ou B ou mëme l'Xb3. Roitt e t  al . .  (1985) définissent plusieurs ca s  où un 

modèle de ce type e s t  possible. 

Plus les points de contact  en t r e  l 'anticorps e t  l 'ant igène sont  

nombreux. plus l a  liaison e s t  forte.  Ces l iaisons multiples sont  faci l i tées  

par  la s t ruc ture  irrégulière du s i t e  de f ixat ion de l 'anticorps.  Les résidus 

e n  contact  peuvent  s e  t rouver  éloignés les  lins des au t res  voire même su r  

des  chaînes peptidiques différentes.  Si les  points de contact  s u r  un 

ant igène s e  font par l ' intermédiaire de 4 résidus de l 'épitope. ces  mêmes 

résidus placés de la même manikre siir l e s  chaînes de l'Ab2 suf f i sen t  à 
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mimer l 'antigène. Il n 'y a p a s  ident i té  parfai te  e n t r e  l'Ab2P e t  l 'ant igène,  

mais une conformité au  n iveau  des s i t e s  de contact .  

Par contre  lorsque l 'on a affaire  à des ant igènes de na ture  non 

protéique, on suppose qu'i l  exis te  une ident i té  conformationnelle e n t r e  l a  

molécule ant igène e t  l'Ab2P. Roitt propose plutôt une  conformité au  n iveau  

des  s i t e s  de contact  par  l ' interaction avec des acides aminés dominants. 

Ceci expliquerait  que l 'on puisse obtenir l a  production d 'ant icorps 

ant i idiotypes contre les  molécules de pe t i tes  ta i l les  (Cleveland e t  al. 1983. 

Scheiber e t  al. 1980). 

On peut dire en défini t ive que l 'anticorps antiidiotype de par  l e s  

acides aminés des segments hypervariables V h ,  VI  e t  l a  conformation de  ces  

chaînes,  recrée dans les  t rois  dimensions la  conformation ainsi que l e s  

points  de contact  de l 'épitope (v ia  les  forces de  Van der  Waals, force 

ionique, pont hydrogène). 

3.3.2. Etudes s t ruc tura les  

Des t ravaux récents  s e  sont  intéressés  à l a  séquence peptidique de  

cer ta ins  domaines des chaînes hypervariables d'anticorps anti-Id dans  le  

ca s  de l a  réponse à l 'hémaglutinine de réovirus  e t  à 1'IgG de lapin 

d'allotype l a  (Bruck e t  al. 1986. Van Cleave e t  al. 1988).  Bruck 

retrouvaient  dans  la  chaîne légère du CDR2 de 1'IgM antiidiotype e t  dans  la  

séquence de l 'épitope de l 'hémaglutinine (HA)  la  même séquence peptidique 

(Tyr,  Ser. Gly, Ser) .  D'autre par t .  les  t ravaux de  Van Cleave montrent à 

l'opposé que la  séquence commune retrouvée ici au  niveau de la position 

81-90 du FR3 de l 'allotype l a  e t  du VH CDR2 en  position 52-60 de l ' an t i -  

Id e s t  e n  image inverse.  



~ n i i ~ e n  (a) 

1 

Anti-idiotype (b) 

Figure 7 : Mimicrie des  résidus de contact (se lon Roitt  et al. 1985) 



A l 'heure actuel le  i l  e s t  difficile de decider en t re  une homologie de 

séquence peptidique ou une homologie de conformation e n t r e  l 'épi tope e t  

l ' idiotope de l'Ab2P. 

3 .3 .  Plpplications des ant icorps antiidiotvpes 

Cette propriété particuljhre de I1Ab2P de  mimer I'épitope conduit  à 

l ' idée que ces ant icorps puissent ë t r e  util is6s & la plgce de l 'antigene pour 

obtenir iine reponse spécifiqiie. comme dans l e  cas  de ~ n c c i n s .  Ce n e  sont 

pas les  seules ut i l isat ions possibles des antiidion-pes.  on retroux-e en 

cancérologie e t  mème en recherche fonrlnmenrale l 'application d e  ces 

nouveaiix outils.  

Diffbrents travaiix ont  montré la  possibilité d ' induire chez les 

animaux de laboratoire une immunité an t i -paras i ta i re  (Sacks e t  al .  1982, 

Grzvch e t  al .  1987).  ant i -bactér ienne (Stein e t  al.  1984).  ant i -virale  

(Kennedy e t  a l .  1986) à l 'aide d'anticorps anti-Id.  

Dans le cas des  bactéries.  les  t ravaux de Stein chez la souris  montrent  que 

l 'injection néonatale  d'anticorps anti-Id part icul iers  sensibilisent l 'animal 

vis-à-vis de Escherichia coli type K13. On observe sur tout  ilne for te  

réponse anticorps spécifique. 

D'autres au teurs  dans  le cas  des 1-irus ont montré qu'ils poilvaient induire  

une immunité spécifique importante avec des ant i - Id.  Kennedv e t  al. .  (1986) 

démontrent que l 'injection d'anti-Id indui t  une réponse IgG e t  IgM 

spécifiques dirigés contre  le virus  de l 'hépat i te  B. Ils mettent  en evidence 

un idiotope commun présent  siIr les ;~n t i co rps  d'humains infectes.  A l 'aide 
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d 'un  sériim d e  lapin  an t i - Id  i l s  mont ren t  q u e  c e t  idiotope e s t  p r é s e n t  s u r  

l e s  an t i corps  d e  sour i s  immunisées p a r  HbSAg a ins i  qire chez l e  cobaye ,  le  

l ap in ,  l a  c h è v r e  e t  le  chimpanzé.  De pliis l a  p répara t ion  d'iin a n t i c o r p s  

monoclonal chez  l a  sour i s  dirigé c o n t r e  c e t  idiotope a  réact ion c ro i sée  a  

permis de  montrer  q u ' u n e  immunité p ro tec t r i ce  peu t  ë t r e  indu i te  chez  l e  

chimpanzé se111 modèle animal in fec tab le  p a r  le  v i r u s  de l ' h é p a t i t e  B 

( T h a n a l a v a  e t  al. 1986. Kennedy e t  al. 1986) .  On p e u t  mul t ip l ier  l e s  

exemples d a n s  le  c a s  d e s  v i rus ,  E r t l  e t  RI. (1984)  pour  l e  s i r u s  sendaï .  

F r a n c o t t e  e t  al. (1984)  pour  le  v i r u s  d e  l a  mosaïqiie du  t abac .  

Dans l e  c a s  des  pa ras i toses .  lx première vacc ina t ion  réuss ie  à l ' a ide  

d ' an t i corps  anti-Itl e s t  celle d e  Saclis e t  al.. (1982)  chez d e s  soilr is  

in fec tées  p a r  Trj-panosoma rhodens iense  par  immunisation par  u n  sérum 

polyclonal ant i - Id  de l ap in .  De même d a n s  l e  c a s  d e  Schistosoma mansoni  

u n e  immiinité p ro tec t r i ce  e s t  obse rvée  chez  des  r a t s  t r a i t é s  p a r  un 

an t i corps  monoclonal ant i - Id  syngéniqile (Grzych e t  21. 1987 1. Des an t i corps  

monoclonaiix ant i jd iot l -p iques  o n t  é t é  p réparés  à p a r t i r  d'iin an t i corps  

morioc.lona1 IgG3,a X b l .  cl- totoxique e t  protecte i i r  dir igé contre  iIn a n t i g è n e  

d e  38 1;Da du  s t a d e  schis tosorni~le .  Un de  c e s  an t i corps  TgJI (.Ab2) a  é t 6  

sé lec t ionné  siir s a  capac i t é  à inh iber  l a  f i s a t i o n  de  l'Ab1 silr l ' an t igene .  

Les aiiteur's mont ren t  q u e  l ' injection de  c e t  an t i corps  .Ab2 i n d u i t  l a  

prodilction d ' an t i corps  Ab3 qiii inh ibe  l a  f ixa t ion  de  l'AAbl siIr l ' a n t i g è n e  e t  

qiie ces  .Ab3 reconnaisenr  l a  si irface du  schistosomille.  De pliis. iine a c t i v i t é  

c ~ - t o t o s i q u e  d e s  an t i corps  .Ab3 e s t  mise en  6vidence en  p résence  

d ' é o s i n o p h j l ~ s .  r eprodu isan t  a ins i  l ' a c t i v j t é  d e  1 'Xbl.  Enfin d e s  animaux 

s o n t  protégés  pa r  immunisation a v e c  l'.Ab3 vis-a-1-is d'ilne infect ion 

d 'éprei ive .  Ces t r a v a u x  montrent  d a n s  ce  modèle la  possibil i t6 d ' indu i re  une 

immiiriité protect r ice  à l ' a ide  d ' an t i corps  an t i id io types .  

Enf in  des  an t i corps  anti-Id p réparés  chez l a  soiiris con t re  un an t i corps  

monoclonal a n t i -  Trj-panosorna c r i ~ z i  s o n t  capab les  d ' indii iro u n e  réponse 
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a n t i -  T. criizi chez  l a  soilr is .  le  l ap in .  le cobaye (Saclis e t  31. 1985) .  

3.4.2.  Thérap ie  cli i  c ancer  

Les é t u d e s  impljyiiant d e s  ant icorps  anti-Td dirigés con t re  d e s  

a n t i g è n e s  tumoraux s e  foca l i sa ien t  s u r t o u t  s u r  l e u r  i i t i l i sa t ion d a n s  l e s  

t r a i t e m e n t s  des  tumeixrs lymphoïdes. Les immunoglobi~l ines  de  su r face  d e s  

cel lu les  lymphoïdes p r é s e n t a n t  l ' idiot>-pe.  l e s  ant i - Id  appropr iés  pouva ien t  

él iminer ixne p a r t i e  ou t o u t e  l a  tumeiir, s a n s  e f f e t  n é f a s t e  s u r  les  a u t r e s  

t i s s u s .  Des t r a n s f e r t s  pass i f s  d 'ant icorps  ant i - Id  o n t  montré qu ' i l s  s e  

f i x a i e n t  bien s u r  leixr cible (lieeclier e t  ,?1. 1985)  mais l a  rémission 

compléte n 'a é t é  ob tenue  rliie d a n s  un c a s  s u r  onze.  Dans le même e s p r i t .  

d ' a u t r e s  t r a v a u x  o n t  é t é  f a i t s  e t  i l  ressor t  q u e  c e  t>-pe d 'adminis t ra t ion s e  

h e u r t e  a plus ieurs  d i f f icul tés .  L'injection d ' an t i corps  xenogènes i n d u i t  

parfois des  réac t ions  d 'hypersens ib i l i t é .  On a a f f a i r e  à d e s  mutat ions  d e  l a  

tumeur ,  les  v a r i a n t s  n ' é t a n t  pliis reconnus p a r  l e s  ant i - Id  in jectés .  Il a  é t é  

e:;perimenté d ' a u t r e  p a r t  d e s  chimères formees d ' u n e  p a r t i e  du Fab  ant i - Id  

de sour i s  e t  d 'un  Fc (l'lin IgG humaine (George e t  al. 1988) .  

Une a u t r e  voie  possible e s t  l ' injection d ' an t i corps  ant i - Id  d a n s  le  bil t  

d ' induire  iine rkponse a n t i  ant i - Id  protect r ice  e t  tilmoricide. Les an t i corps  

ant i - Id  Ab3P é l i c i t e n t  ilne réponse 'Ab3 semblable  a l 'Ab1 e t  potentiatei l i .  

d 'une  réponse a l ' an t igène .  L' i i t i l isat ion d 'ant i - Id  e s t  d ' a u t r e  p a r t  

appréciable  lorsqii 'on n e  dispose  pas  de  g randes  q u a n t i t é s  d ' an t igène .  

Her1:-n e t  31.. (1987)  mont ren t  q u e  dans  le  c a s  d'lin cancer  rolorecta l .  iine 

rémission par t i e l l e  peu t  ê t r e  o b t e n u e  par  immunisation al-ec des  ant i - Id  d e  

sour i s  ('Ab"). Ils obser l -ent  s u r t o u t  iine f o r t e  réponse .Ab3 a n t i - a n t i g e n e  

tumoral .  
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3.4.3. Maladies autoimmunes 

La suppression d'une reponse immune peut  ë t r e  souhai table  comme 

dans le  cas  des maladies autoimmunes ou des  greffes polir induire un  é t a t  

de tolérance. 

L'util isation d'anti-Id a é t é  envisagée dans  différentes maladies 

aiitoimmunes, De Baets  e t  al.. (1987)  dans  le  cadre de ln rnyastenia gravis  

expérimentale dii r a t  ~ b t i e n n ~ n t  avec un anti-Id dont l'Ab1 es t  un  an t i -  

AChR. la  silppression d 'une réponse polyclonale anti-AChR. Meiier e t  al.. 

(1983) proposent l 'injection d'anticorps monoclonaux anti-clonotypes. Ces 

anticorps anti-Id s o n t  dirigés contre les  cellizles T autoréact ives  présentes  

dans '$1. gravis qui  sont  a l 'origine des manifestations pathologiques. Ils 

pensent de  cet te  façon inhiber la cytotoxicité à médiation cellulaire.  

LYhlPHOCYTES T ET XNTIIDIOTYPES 

Les lymphocytes T reconnaissent l 'épitope d'lin ant igène lorsque 

celiii-ci e s t  présenté  par une cellule présentatr ice d'antigène en associat ion 

avec une protéine d u  complexe majeur d'histocompabilité de classe 1 ou II .  

La question qui  se  pose es t  de savoir  quelle e s t  I 'jmportance des  

cellules T dans le  rkseau idiotj-pique. e t  leurs relat ions avec les a u t r e s  

composants de la i8i?ponse immunitaire. On s a i t  qii'il exis te  des cellules T 

portant des  idiotypes au ni\-eau di1 récepteur  T pour l 'antigène. Cela a é t é  

décrit dans  le cas des  cellules suppressives.  
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4.1 .Circiiit suppresseur  

Les phénomenes de suppression peuvent  e t r e  spécifiques de l 'ant igène 

oii des  déterminants  d'immiinoglobiilines (isotypie,  allotypie.  idiotypie).  Nous 

ne palerons ici que du rôle des  déterminants  idiotypiques. 

Dans les phénomènes de suppression dus  aux  anticorps anti-Id.  il ex is te  

deux niveaux de régulation. un  e f fe t  direct  des anti-Id s u r  les  cellules B 

Id+ (cf.3.2.1.) e t  lin effet  du réseau de celliiles Ts spécifique de  l 'idiotype. 

Eichman décrit  un modèle de  suppression idiotypique dans  l a  réponse 

aux polysaccharides de s t reptocoques X dans lequel in te rv iennent  des  

cellilles T siippressives. L'injection d'anticorps antiidiotypiques peut  

supprimer l a  synthèse  des ant icorps porteurs de spécificité idiotypique 

correspondante (Eichman e t  al. 1975). 1Jne forte dose d 'ant icorps anti-Id 

provoqiie une suppression immédiate majs transitoire.  alors que de faibles  

doses en t ra inent  iine suppression re ta rdée  majs chronique. Les cellules T 

suppressives en  cause semblent reconnaî t re  des  idiotopes présents  s u r  les  

cellules B e t  les  cellules T. Cet te  siippression peut  ê t r e  t ransférée à des 

animaiix i r radiés  par des  cellules T spléniques 1-J+, On remarque auss i  une 

diminution de  l ' ac t iv i té  cles celliiles T "helper" spécifiques. Des cellules T 

suppressives peuvent  donc exprimer des  idiotypes e t  agir s u r  les  cellules T 

"helper" spécifiqiies de l 'idiotype. A l 'aide d'anticorps anti-Id de différents  

isotypes (IgG2. IgE e t  IgGl), on montre que l ' isotype ne change pas le  

devenir de la réponse mais que les  rioses faibles (<O,lpgisouris)  son t  

inductrices alors  que les doses Portes (>lOpg:soiiris) son t  siippressives 

(hfüller e t  al. 1985). 



Il semble qiie l ' injection d ' an t i corps  ant i - Id  indu i se  des  cellirles Th 

Id+ a i n s i  q u e  l 'é tabl issement  d ' i ine m é i n o i r ~  immunitajre t a n t  aii n i v e a u  T 

que  B s a n s  pour  aintant q u e  l 'on ajt lin n iveau  dé tec tab le  d 'ant icorps  a n t i -  

Id (Ra jensky  e t  al. 1983). 

Ces observatioris  pe rmet ten t  de  penser  que  l e s  lymphocytes  T 

par t i c ipen t  a u  réseau  idjotypiqiie aii même t i t r e  qiie les  an t i corps .  

L ' e s i s t e n c e  de  celliiles T ant i - Id  a é t é  mise e n  év idence  d a n s  d i f f é r e n t s  

modeles e t  e n  par t icul ier  l e s  p a r a s i t o s e s .  Les t r a v a u x  d e  Lima e t  21.. (1987)  

mont ren t  qil ' il  e x i s t e  chez d e s  p a t i e n t s  infectés  pa r  S. m : ~ n s o n i .  des  cel lu les  

T a c t i v é e s  pa r  l e s  ai î t icorps a n t i - a n t i g e n e s  d'oeiif (SEA) e t  non p a r  

l ' a n t i g é n e  SEX lui  même. Il semble bien q u e  l es  lymphocytes T de  ces  

p a t i e n t s  reconna i ssen t  cles id iotopes  part ici i l iers a la  rbponse anti-SE.%. P a r  

a i l l eurs .  a u  cours  de l ' infect ion p a r  Trvpanosom:r crnzi  on met on é v i d e n c ~  

chez d e s  p a t i e n t s  jnfectbs des  c e l l i ~ l e s  T qu i  son t  rest imiilees p a r  des  

an t i corps  ant i -épimast igotes .  Leur présence s e r a i t  l iée à lin é t a t  pa r t i cu l i e r  

de l a  maladie  ( e u i s t e n c ~  d'iine cardiopat l i je)  (Gazzinelli e t  al. 1987) .  Ces 

cel lu les  T auto-ant i jd iots-pes  son t -e l l e s  à l 'origine ou iine conséquence de  

la  pathologie?  

T o u t  comme pour les  an t i corps  X b l ,  l ' injection de  cell i i les T 

spécifiqiles indilit iine réponse immunitaire c e l l i i l a i r ~  e t  humorale.  Par  

injection d'lin clone ceIlillaire T di r igé  con t re  l a  membrane basa le .  Lider e t  

al.. ( 1 9 8 1 )  indu i sen t  des  cel lu les  T ar i t i - id iotypes  qui.  p ré levees  au  niveail  

des  gangl ions  e t  t r a n s f é r é e s  A d e s  r a t s  na i f s  confbrent  iine protect ion v i s -  

à - v i s  d e  l ' en repha l j re  e x p ~ r i r n ~ n t a l e  ~iil r a t .  Ces cellilles o n t  un phénotype  

?DA+ ou CD8+ e t  o n t  iin e f f e t  "helper"  oii si ippresseiir .  se lon l e u r  

phenot?-pe.  s u r  l a  réponse an t i -c lone .  
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D 'au t re  p a r t  l ' in ject ion d 'un  c lone "helper" dirigé c o n t r e  u n  épi tope 

n e u t r a l i s a n t  d u  v i r u s  sendaï  permet d 'ob ten i r  un qérum at i t i -c lonotype.  Ce 

sérum possède des  propr ié tés  n e u t r a l i s a n t e s  v i s -à -v i s  d ' i ine infect ion 

v i ra le .  i l  confère  bgalement une  protect ion lorsqu ' i l  e s t  in jec te  e t  ce ,  chez 

les  d i f fé ren tes  l ignées d e  soilr is .  11 e s t  à l 'origine d'iine réac t ion  

d 'hypersens ib i l i t e  r e t a r d é e  à l ' an t igène  (Er t l  e t  al. 1988) .  De t e l l e s  

obser l -a t ions  o n t  é t é  f a i t e  d a n s  le  c a s  d 'une  bac té r ie  in t raceI l i l la i re  Listeria 

monoc)-togenes p a r  la  p répara t ion  d'lin sérum a n t i  c1onot)-pe (Hausman e t  al. 

1988) .  

La s t r u c t u r e  "protect r ice"  représen tée .  so i t  p a r  u n e  cel lu le  T a u  

niveaii  d e  son r é c e p t e i ~ r  à l ' an t igène ,  so i t  p a r  l ' an t i corps  a u  n i v e a u  du 

para tope ,  e s t  donc capab le  cl'etre à l 'origine d ' u n e  réponse  immune e t  de  

conser l -er  son rôle  fonct ionnel .  

On peu t  met t re  e n  év idence  d a n s  d i f fk ren t s  modèles. q u e  des  

an t i corps  ant i - Id  son t  capab les  d e  rest imiiler  in v i t r o  d e s  l ignées  

oell i i laires d i r igees  con t re  l ' a n t i g è n e  de  riepart. Ce t te  st imirlat ion e s t  

r e s t r e i n t e  pa r  l e s  p ro té ines  du complexe majeur d 'h is tocompat ibi l i té  d a n s  le 

cas  d e  l ' an t igène  38 ltDa de  2I,vcoAnctéri:1 t l l b ~ r c ~ l o s i s  ( R e m  e t  al. 1987. 

Prap i l tp i t t aya  e t  al. 1987) .  Par  a i l l e u r s ,  c e t  an t i corps  monoclonal ant i - Id  

e s t  capab le  d ' indu i re  chez  d i f fé ren tes  l ignées  de s o u r i s  u n e  réac t ion  

d 'hypersens ib i l i t é  r e t a r d é e  à l ' a n t i g è n e .  

D'autre  p a r t ,  l ' injection d 'un  an t i corps  monoclonal ant i - Id  dont  

l ' an t igène  e s t  l e  polymere (T,G)-'4-L permet d 'obtenir  u n e  l ignée ce l lu la i re  

T qu i  e s t  rest imiilée non s e i i l e r n ~ n t  p a r  l ' ant icorps  monoclonal a y a n t  s e r v i  à 

l ' immunisation mais 6galeinent p a r  I 'ant igène (T.G)-4-L. De plus  c e t t e  

l ignée e s t  capab le  d ' a c t i v e r  in ~ - i t r o  des  cel lu les  B issi ies d'iinç. première 

immunisation ('ilozes e t  al. 198'7). 
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Il semble donc qu'il ex is te  un lien s t ruc tu ra l  en t re  ce qui e s t  

reconnu par  un ant icorps e t  l e  récepteur T à l 'ant igène.  Meme s i  le  nombre 

de t r a v a u x  sur  les  1ymphoc)-tes T e t  le réseau idiotypique res te  limité par  

rapport a l'ensemble de lx l i t t é r a tu re  siir l ' jdiotypie. l es  résu l ta t s  exposes 

ici semblent montrer qiie l a  théorie du réseau idiotypique s 'applique 

également à la ri!ponse T. L'obtention de cellules T anticlonotypes a y a n t  

une fonction biologiqiie comparable à celle des  cellules specifiques de 

l 'ant igène permet d e  supposer que la  notion d'image in te rne  de l 'ant igène 

s 'appl ique aussi à des  idiotopes du récepteur T pour l 'antigène. Néanmoins, 

la reconnaissance de  l 'ant igène par  les lymphocytes T nécessi te  le concours 

de cellules présentatr ices  de l 'antigène. On peut  s e  demander si l a  

présentat ion des s t ruc tu re s  idiotypiques aux  lymphocytes T s u i t  la mème 

règle que  pour un ant igène conventionnel.  

L'ensemble d e  ces t r avaux  montrent qu'il ex is te  un lien en t r e  les  

celliiles T e t  B sensibilisées e t  les anticorps anti-Id d 'une part .  les 

ant icorps.  les celliiles B e t  les  celliiles T anti-Id d ' au t r e  par t .  

C 'est  donc dans  l 'optique d 'é tude du réseau idiotypique dans le  ca s  

d'un épi tope protecteur  que nous nous sommes placés. L'originalité de not re  

t rava i l  réside dans  l 'u t i l isat ion d 'un anticorps IgE monoclonal e t  protecteur ,  

lin isotype peu é tudié  dans  les  t ravaux siir le  réseau  idiotypique en  

général.  Ces différentes  circonstances nous permettaient  donc d 'é tudier  

d'iine p a r t  le  deveni r  d 'un idiotope protecteur  a u  cours de  l a  cascade 

idiotypique e t  d ' au t r e  par t  l ' incidence d'un isotype t r è s  particulier,  

l ' isotype IgE dont noiis avons décri t  l ' importance dans  l a  schistosomiase. 
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RESIJLTATS 

Dans l 'é tude des épitopes potentiellement protecteurs.  l 'ant igène 16  

kDa semble avoir  tou t  a f a i t  s a  place. Tous les  t r avaux  (Auriault  e t  al.. 

Damonneville et al. . Ver~xaerde et  al.) réal isés  s u r  la  réponse IgE t a n t  au  

cours de l ' infection que dans  le  cadre de la  réponse anti-SRP montrent  que 

ce t  antigène e s t  un allergène majeur dans  la schistosomiase expérimentale 

du r a t  e t  qu'i l  possède des potent ial i tés  protectrices.  L'étude de l a  molécule 

de 36 1ïDa de S. mansoni es t  re lat ivement  peu aisée puisque qu'on ne 

dispose pas de qi lant i tés  suff isantes  de protéine. Il nous f au t  donc passer  

par  d 'au t res  approches technologiques t e l s  que le clonage moléciilaire ou la  

préparation d'anticorps antiidiotypiqiles. Actuellement tous  les  t ravai ix 

tendant  a obtenir  ce t t e  molécule par  génie genktiqiie son t  restes  va ins .  La 

production d'un anticorps IgE monoclonal B48-14 dirige contre  l 'ant igène de 

26 kDa, cytotoxiqile en présence de cellules effectrices e t  protecteur  par  

t r ans fe r t  passif .  nous dota i t  d 'un outil  in té r ressant .  Des travaiix precédents  

dans  le cadre de la schistosomiase (Grzych e t  al. 1987) ont  montré qu'i l  

é t a i t  possible d' induire une immunité protectrice a l 'aide d'anticorps 

antiidiotl-pes d 'un au t r e  anticorps monoclonal protecteur IgG2a. 

Les questions que nous nous sommes posées e t a i en t  de plusieurs ordres: 

-Etait-i l  possible de subs t i tuer  l 'ant igène de 36 kDa par  des ant icorps 

anti-idiotypes de  l 'anticorps monoclonal R48-14 afin d'en é tudier  les  

potent ial i tés  protectrices ? 
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-Quel étai t  le devenir ail t ravers  du réseau idiotypique de l 'anticorps 

monoclonal IgE. en particulier le devenir de son idiotope e t  indirectement 

de "l'épitope 26 kDa" ? 

-Quelle étai t  l a  régulation isotypique de l a  réponse antiidiotypique dans le 

cas d'une IgE e t  dans iin modèle où la réponse IgE semble ê t re  un 

paramètre essentiel de l'indiiction d'une immunitlt protectrice? 

-Les cellules T nntiidiorypes e t  ant i  antijdiotypes interviennent-elles 

directement dans  la régulation isotypiqiie? 



1. CINETIQUE D'APPARITION DES ANTICORPS DIRIGES CONTRE L'ANTIGENE DE 

26 kDa 

Des r a t s  Lou/M sont  immunisés par injection sous cutanée  10 pg de 

l 'antigene 26 kDa électroélué en présence d'adjuvant complet de Freund 

(CFA). Un rappel s a n s  adjuvant e s t  pratiqué un mois apres. Les tes ts  RIA 

e t  le RAST sont  réal isés avec de l 'antigène "schistosomule". 

REPONSE IgG ET lgE ANI-SCHISTOSOMULE 
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Figure 8 : Cinétique de la  réponse IgG e t  IgE anti-schistosomule. Les 
r a t s  sont  immunisés en S. c. avec de l'antigene 26 kDa électroélué. Le 
dosage e s t  fa i t  contre de l 'antigène schistosomule to ta l  en RAST pour les 
IgE e t  en RIA pour les  IgG en comparaison avec un sérum d'infection (SRI). 

On met en  évidence une réponse anticorps IgG e t  IgE anti-schistosomule. 

Malgré l 'utilisation de CFA comme adjuvant,  la réponse IgE e s t  importante 

e t  a t te in t  son maximum 15 jours apres la première injection ÿ15) e t  

l'injection de rappel (j45). L'intensité de cet te  réponse IgE e s t  tout  à fai t  

comparable à celle d'un sérum d'infection. 
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3. AY-ALI-SE DE LX SPECIFICITE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL R48-14 

La spécif ic i té  de l ' an t i corps  monoclonal R48-14 d ' isotj-pe IgE e s t  

a n a l y s e e  p a r  immunoprécipitat ion dii SRP radiomarqué à 1'1251 p a r  l a  

méthode ci l ' iodogène (ilarlczvell e t  al. 1978) .  Les compleces an t igène-  

an t i corps  immunoprécipités s o n t  a n a l y s é s  siir un gel 1 3 O h  SDS-P.4GE puis  

a i i toradjographiés  api-és séchage  d i 1  gel. La Figii1.e 9 montre l'immuno- 

p réc ip i t a t ion  du SRP par  l ' an t i corps  B48-14 (D) en comparaison a v e c  u n  

an t i corps  IgE monoclonal non re le l -an t  (C) a ins i  q u e  p a r  un sérum d e  r a t  

monospécifiqiie ant i -26 ( 0 ) .  L 'ant icorps  ~:ionoclonal B48-14 reconna i t  p a r  

c e t t e  méthode deiis bandes  h 26 kDa e t  à 56 1iDa. Le l ien  e n t r e  c e s  d e u s  

molécules n ' e s t  pas  connii ac tue l l ement .  mais i l  semble qu ' e l l e s  possèdent  

ilne homologie de str i_icture.  Seule  une  a n a l y s e  des  séquences  pep t id iques  de 

ces d e u s  moléciiles poiirrai t  nous  donner  iine reponse def in i t ive .  

La mise en év idence  (-les an t i corps  an t i id io types  a nécess i t é  l a  mise 

a u  point  d ' u n  t e s t  e n  immuno-empreinte. En e f fe t  le t e s t  classiqiie u t i l i s é  

pour  l a  mise en év idence  d e s  Ab2 par  compétition lie l'Ab1 v i s -à -v i s  de  

l ' an t igène  n e  poiivajt ê t r e  u t i l i s é  parce  qiie l ' ant icorps  TgE B48-14 a uni- 

a f f in i t é  t r o p  faible polir 11antig6ne.  De plils lin t e s t  R I A  de reconna i ssance  

d e  l'1gE p a r  les Ab2 n' ; tai t  pas ri tal isable à c a u s e  de  l a  f i x a t i o n  peu 

importante  d e  la  048-14 s u r  l e s  plaqiles de  t e s t  RIA (<0,5Oo de  f i x a t i o n )  e t  

ce .  malgré I ' i~ t i l i sa t ior i  (le gli i taraldehi-de.  Uoiis a v o n s  donc e s s a y e  d e  f ixer  

l e s  immunoglobiilines des  se rums  Ab2 e t  d e  revé le r  p a r  de  1'IgE marquée.  

l l a i s  a p r é s  marquage a 1'1351. l ' a c t i v i t é  spécif ique s ' e s t  r évé lée  t r o p  fa ible .  



DETERMINATION DES ANTICENES RECONNUS PAR L'IgE MONOCLONALE 

B48- 14 PAR IMMUPRECIPITATION 

Figure 9 : Immunoprécipitation de SRP-A marqué à l'iode par la 
méthode à l'iodogène par un sérum de rat sain ( A ) ,  un sérum de ra t  
anti-26 kDa (B), une  IgE non relevante (C), 1'IgE 848-14 (Dl. Les 
produits du SRP-A immunoprécipités sont analysés en gel 13% SDS 
PAGE. Le gel es t  séché, puis autoradiographié. Des poids moléculaires 
(LKB) sont utilisés pour suivre la migration. 



Enfin le  choix s ' es t  porté s u r  la  nitrocellulose support iner te .  Il e s t  apparu 

que la  fixation de 1'IgE é t a j t  correcte s u r  ce support .  La na tu re  des 

l iaisons en t r e  les  protéines e t  l a  ni t rocel l i~lose n 'es t  pas  encore connue. i l  

semble que ce soi t  simplement une  capacité d'imbibition des  protéines s u r  le 

papier qui permette leur  f ixat ion.  Après avoir  vérifié que  l 'anticorps an t i -  

IgG de r a t  marqué à la péroxidase ne présenta i t  pas  de  réaction croisée 

avec  l 'anticorps IgE B48-14, nous avons déterminé le rapport  en t r e  1'IgE e t  

les  sérums pour l 'obtention d 'un t e s t  significatif. 

3.1 Cinétique de la réponse antiidjotypique 

Les protocoles ut i l isés  pour l a  production d 'ant icorps antiidiotypes 

va r i en t  beaucoup selon les  au t eu r s .  Néanmoins l 'injection répétée d 'ant igène 

en  quant i té  assez importante avec  lin agent  tolérogène semble ê t r e  le  

protocole le  plus iisité. L'injection d'un anticorps IgE pour produire des  

ant icorps antiidiotypes ayan t  été rarement étudjée. nous avons t e s t é  

différentes  façons de présenter  l 'ant igéne pour produire des  anticorps an t i -  

Id. 

3.1.1. Premier protocole 

Des r a t s  LOU,'RI de 12 semaines reçoivent par voie sous-cutanée 

200ug d'ant igène R48-14 précipité au  su l fa te  d'ammonium sa tu ré  e t  

copolymerisé par  la gliitaraldéhvde en  présence d'IgG humaines comme agent  

tolérogène. Les sérums sont  t e s t é s  vis-à-vis de l 'ant icorps B38-14 e t  de 

l 'ant igène schistosornule en immuno-empreinte comme décri t  dans le  chapi t re  

"Matériels e t  Méthodes". 



CINETIQUE D'APPARITION D E S  A b 2  ET A b 3  (1) 
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Figure 10 : cinét ique d'apparit ion des Ab2 e t  Ab3 (premier protocole).  Les 
valeurs  présentées  son t  minorées de l a  valeur  obtenue pour une IgE témoin 
e t  représentent  l a  moyenne de  cinq ra t s .  

La courbe présentée Fig.10 montre l a  c inét ique d'apparit ion des 

anticorps ant i idiotypes (Ab2) dirigés contre  l 'ant icorps B48-14 (Abl ) .  

L'immuno-empreinte e s t  réalisée contre 60 ng d'IgE pour l a  mise en 

évidence des Ab2 e t  contre  1 vg d'antigène "schistosomule" pour les  Ab3. 

On révèle  par c e t t e  technique tous les  ant icorps ant i idiotypes Ab2 c 'es t  à 

dire les  Ab2 a? P, T ,  e .  C'est pourquoi nous avons  mis dans ce t e s t  un 

anticorps monoclonal IgE de r a t  non re levant  af in  d 'évaluer  l a  p a r t  propre 

de  reconnaissance des part ies  variables de l 'ant icorps IgE B48-14. Par 

contre pour les  ant icorps anti-antiidiotypes Ab3. seu le  leur  capaci té  à 

reconnai t re  l 'ant igène e s t  mise en évidence dans  ce t e s t .  La courbe Ab3 ne 

représente  que l e s  Ab3 de type P. Etant  donné que  la révélat ion s e  f a i t  

avec deux ant igènes différents  pour les  Ab2 e t  l es  Ab3, on n e  peut  pas  

comparer l ' in tens i té  des  valeurs  obtenues pour les  anticorps Ab2 par  

rapport à celles des  Ab3. mais juste en apprécier les  cinétiques relat ives .  



D'autre p a r t ,  on retrouve dans  ce protocole comme dans  la s u i t e  du 

t r ava i l  l a  notion de vagues de réponses antiidiotypiques décri te  par  Kelsoe 

e t  al., (1981).  En effet à une augmentation du t a u x  d'Ab3 correspond une 

diminution du t a u x  d'Ab2. 

3.1.2. Second protocole: 

La même expérience e s t  pratiquée s u r  un  a u t r e  l o t  de cinq r a t s  

LOU/M avec  une  préparation différente  d'antigène. Les cellules du clone 

B48- 14  ( 1gï / ra t )  sont  agrégées par  l a  glutaraldéhyde en  présence d'IgG 

humaines. L'antigène ainsi  obtenu e s t  injecté par  voie sous-cutanée avec 

de l ' ad juvant  complet de Freund (ACF). Les sérums sont  t e s t é s  de l a  même 

façon que  précédemment. 

CINETIQUE D'APPARITION DES Ab2 ET Ab3 (II) 
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Figure 11 : Cinétique d'apparit ion des Ab2 e t  Ab3 (deuxieme 
protocole ). 
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Les courbes  o b t e n u e s  d a n s  c e  protocole i l l u s t r e n t  également  l a  not ion 

d e  "vagues"  d ' an t i corps  ant i - Id  e t  d ' an t i -an t i - Id ,  t o u t  comme d a n s  l e  

protocole 1 u t i l i s a n t  l ' an t i corps  B48-14 purifié e t  polymérisé.  

3.1.3. Troisième protocole: 

Le t ro is ième protocole cons i s te  e n  l ' injection d e  l ' an t i corps  IgE B48- 

1 4  pur i f ié  pa r t i e l l ement  p a r  précipi ta t ion a u  s u l f a t e  d'ammonium s a t u r é  

s a n s  a g e n t  to lérogène.  200vg d ' an t i corps  IgE s o n t  i n j e c t é s  p a r  r a t  p a r  voie  

s o u s - c u t a n é e  a v e c  d e  I'ACF. 

CINETIQUE D'APPARITION DES Ab2 ET Ab3 (111) 
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Figure  1 2  : Cinét ique d 'appar i t ion d e s  Ab2 e t  Ab3 ( t rois ième 
protocole) .  

La fig. 1 2  montre q u e  l e  t a u x  d 'ant icorps  ant i - Id  (Ab21 o b t e n u  e s t  

r e l a t i v e m e n t  p l u s  fa ib le  q u e  d a n s  l e s  a u t r e s  protocoles  a l o r s  q u e  l e  t a u x  

d 'Ab3 e s t  comparable à ce lu i  ob tenu  d a n s  l e  protocole 1. 



En conclusion. L'analyse des trois courbes montre que même s i  dans  

l e s  t rois  cas  des ant icorps Ab2 e t  Ab3 sont  ob tenus ,  l a  présentat ion d e  
I 

l ' ant igène joue u n  rôle important dans  l ' in tens i té  d e s  réponses.  Il e s t  à 

noter  que  l e  taux  d'Ab3 obtenu su ivan t  le  protocole II e s t  le  plus é levé  

des  t rois .  Ce protocole (II) semble l e  p lus  a d a p t é  à l a  production 

d'anticorps de type  Ab3, t and i s  que  l e  protocole (1) permet d'obtenir u n  fo r t  

t a u x  d'anticorps Ab2. 

3.2. Analyse des isotypes de  la réponse Ab3 

Grâce à l a  méthode de l'immuno-empreinte e t  à l 'aide d 'ant icorps 

ant i - isotypes,  nous avons  mis en  évidence des  Ab3 d'isotypes IgG e t  IgE 

dans  l e s  sérums des  r a t s  immunisés avec l 'ant icorps B48-14 e t  ce quelque 

so i t  le  protocole. 

CARACTERlSATiON DES IgE Ab3 
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Figure 13 : Cinétique de  la  réponse Ab2, Ab3 IgG e t  IgE vis-à-vis 
de  l 'ant igène schistosomule. L'immuno-empreinte e s t  réalisée avec  lug 
d'ant igène "schistosomule" e t  l es  différents isotypes de  l a  réponse Ab3 sont  
révélés  par  des ant isérums spécifiques. 



Sur la f igure 1 3  e s t  presentée la  cinétique de la  réponse d ' un  r a t  du 

protocole (II). La réponse Ab3 IgG augmente lorsqiie la  réponse Ab2 IgG 

diminue. Par contre .  l a  course de la  réponse Ab3 IgE semble relat ivement  

indépendante de la réponse Ab3 IgG. 

Les anticorps IgE dé tec tés  ne peuvent  pas  ë t r e  les  ant icorps IgE 

injectés parce la  demie vie de I'IgE dans  le sérum e s t  de quelques jours or 

celles-ci sont dé tec tées  jusqu'à 5(il jours après  la  dernière injection. De 

plus l 'anticorps IgE B48-14 a é t é  injecté agregé dans  deux protocoles su r  

trois e t  rie peut  donc s e  retrouver  sous forme soluble dans  l e  sérum. 

Quelque soit le protocole ut i l isé ,  les anticorps IgE Ab3 apparaissent  à peu 

prés 3 semaines ap rè s  le pic d'IgG Xb3. Il e s t  important de noter  que  le 

taux d'IgE Ah3 obtenu e s t  tou t  a f a i t  comparable à celui des  sérums 

d'infection (0.45 IJ. DO contre  0.55 U.  DO respectivement).  

Cependant l e s  anticorps IgE présents  en  faible quant i té  e t  l a  faible 

proportion d 'ant igène 26 kDa dans l 'antigène "schistosomule" ne nous 

permettai t  pas d 'ut i l iser  ilne méthode te l le  que l'immuno-blotting pour 

anal>-ser les an t igènes  cibles des IgE Ab3. Nous avons donc préparé des 

ant igènes a pa r t i r  d'homogénat de "schistosomule" séparés  s u r  gel SDS- 

PAGE. Les bandes prélevées correspondant au  poids moléculaire choisi (56, 

26 kDa) sont électroéluées e t  concentrées.  



DOSAGE DES IgE Ab3 
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Figure 14 : Dosage des IgE Ab3 en  immuno-empreinte s u r  de 
l 'antigène 26 e t  56 kDa. L'homogénat de schistosomule e s t  séparé  s u r  un 
gel 139'0 S D S  PAGE, l e s  bandes 26 kDa e t  56 kDa sont  repérées,  prélevées e t  
électroéluées.  Après concentration, les  protéines sont  déposées s u r  la 
nitrocellulose e t  l e  t e s t  d'immuno-empreinte e s t  f a i t  classiquement.  

Par  immuno-empreinte en u t i l i san t  ces ant igènes? nous avons  mis en 

évidence q u e  les  IgE Ab3 reconnaissent préférentiellement l a  molécule d e  26 

kDa (fig. 14 ) .  

4.  ANALYSE BIOCHISIIQIJ'E DES CIBLES ANTIGENIQTJES DES AB3 

L'anticorps IgE B48-14 reconnait  deux molécules de  26 e t  56 kDa en 

immunoprécipitation du SRP marqué (fig.9). Les sérums Ab3 sont  

sélectionnés a u  pic de  production des  IgG Ab3 dans  les  t ro i s  protocoles e t  

t es tés  en  immunoprécipitation vis-à-vis du SRP e t  en immunoblotting vis- 

à-vis de l 'ant igène "schistosomule". Comme l e  montre la  fig.15 l e s  IgG Ab3 

immunoprécipitent une  molécule de- 56 kDa dans  le SRP. Par  contre ,  en 

blotting c e s  Ab3 reconnaissent  une molécule de  26 kDa. Cet te  différence 

peut ê t r e  expliquée par  l a  na ture  des préparations antigéniques. 



ANALYSE DE L,A SPECIFICITE DES AKTICORPS Ab3 

Figure  15 : Immunoprécipi tat ion d e  SRP-A marqué & l ' iode 12gI 
( A )  e t  immunoblot t ing d ' an t igène  schistosornule (0) par  un  sé rum d e  r a t  
s a i n  ( l ) ,  u n  sé rum de  r a t  i n fec té  p a r  S. mansoni  542 ( 2 ) ,  lin sérum de 
r a t  an t i -26  kDa ( 3 ) .  e t  pa r  d e s  sé rums  Ab3 (4 ,5 ) .  Les produi ts  
immunoprécpités  s o n t  a n a l y s é s  siir  lin gel 13% SDS P4GE.  I,e gill c3st 
s é c h é  pu i s  au to rad iograph ié .  L 'ant igène  schis tosomule  e s t  préa lablement  
s é p a r é  s u r  u n  gel 13% puis  t r a n s f é r é  s u r  une  membrane d e  
n i t roce l lu lose .  Celle ci e s t  s a t u r é e  par  d u  PRS RSA 5Oh. 4pl'es 
inci ibat ion des sbriims, l e s  an t i co rps  f ixes  sont, rhvhl6s pa r  iiri : int i -  
skrurn rnarqiié 5 1 :  péroxidase .  1,a r6vélatiori est c~bteriii par  I'HRP 
c o 1 O 1.. 
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La reconnaissance par  l 'ant icorps IgE B48-14 e t  par  les  sérums 

polyclonaux Ab3 des mêmes ant igènes démontrent clairement l 'exis tence 

d 'ant icorps Ab3 de type 6. 

5. ANALYSE FONCTIONNELLE DES Ab3: CYTOTOXICITE IGE DEPENDANTE 

L'anticorps IgE monoclonal issue du clone B48-14 a é t é  montré comme 

induisant  une ac t iv i té  cvtotoxique de tl-pe ADCC en présence de plaquet tes ,  

de macrophages e t  d'éosinophiles (Verwaerde e t  al. 1987) 

Xous évaluons donc la  présence d'anticorps IgE dans  les sérums Ab3 

en  u t i l i san t  l e  t e s t  de cytotoxicité plaquet taire  dépendante d'anticorps.  Des 

t ravai ix ont montré en effet  qiie les  plaquet tes  sont  rendues cytotoxiques 

vis-à-vis du schistosomule par  act ivat ion par des  IgE spécifiques de 

l 'antighne parasi ta ire  à l 'exclusion d'anticorps d 'au t res  isotypes.  

A ce s t ade  il 6 ta i t  important de connaitre les ac t iv i tés  fonctionnelles des 

ant icorps Ab3. 

5.1. Cinétique & l ' induction de l ' ac t iv i té  c y t o t ~ i q u e  des  plaquet tes  par  les  

Ab3 

Les sérums IgE Ab3 i ssus  de  la cinétique ( I l )  sont  t e s t é s  en 

cytot.oxicité plaquet taire  dépendante d'anticorps. Le f a i t  qiie 1% rytotoxici té  

soi t  réduite en chauffant  3h à 56°C ou en épuisant  les sérums siIr 

immi.~noabsorbant anti-IgE confirme la  dkpendance du phénomène vis-à-vis  

de 1'IgE. 



CINETIQUE DE CYTOTOXICITE IgE Ab3 
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Figure 16 : cinét ique d'apparit ion de la  cytotoxicité plaquet taire .  
L'activité cytotoxique IgE dépendante d'un sérum i s su  de la  cinétique II, un  
sérum de r a t  sa in  (SRS) e t  un sérum de  r a t  infecté  j42 (SRI) sont  t e s t é s  
vis-à-vis du  shistosomule. Les différents  sérums son t  chauffés 3h à 56°C 
ou passés s u r  un immunoadsorbant anti-IgE l h  à 4°C.  

Le profil de cytotoxicité obtenu semble parallèle au  dosage d e s  

anticorps IgE f a i t s  en  immuno-empreinte (fig.15) avec  un pic d'anticorps IgE 

ve r s  j78 associé a une cytotoxici té  plaquet taire  maximum. 

5.2. Tests  d ' inhibition de l ' ac t iv i té  cytotoxique IgE dépendante des 

plaquet tes  

Selon le  réseau de Jerne ,  l a  reconnaissance des  Ab2 par  les  Ab3 p e u t  

en t ra iner  l ' inhibition de ces  derniers.  Nous avons t e s t é  la  capaci té  d e s  

sérums Ab2 à bloquer l ' ac t iv i té  cytotoxique de l'Ab1 e t  des sérums Ab3 e n  

t e s t  ADCC plaquet tes .  
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5.2.1.  Inhibit ion d e  l 'Ab1 p a r  l 'Ab2: 

Afin d ' é v i t e r  l e s  e f f e t s  cytotoxiqiies rés idue l s  d u s  à l a  p résence  

poss ible  d'IgE Ab3, t o u s  l e s  sé rums  Ab2 u t i l i sés  pour  l e s  t e s t s  d ' inhibi t ion 

d e  cy to tox ic i t é  s o n t  chauf fés  3h.  à 5 6 ° C  a v a n t  l e u r  u t i l i sa t ion .  

INHIBITION DE CYTOTOXICITE DE L'Ab1 PAR L'Ab2 

'O0 1 
sérums non chauffés 
sérums chauffés 

SRS SRI Ab1 Ab2 Ab1 25 u150 ul 
+SRI ch. Abl+Ab2 

Figure 17  : inhibi t ion d e  l a  cytotoxic i té  d e  l'Ab1 B48-14 p a r  l e  
sé rum Ab2. Le s u r n a g e a n t  du  clone B48-14 e s t  u t i l i s é  e n  p résence  de  10% 
de  sérum d e  r a t  s a i n .  Le sé rum Ab2 e s t  a jou té  a v e c  l es  p l a q u e t t e s  30 min.  
a v a n t  l 'Ab1 e t  l e s  schis tosomules .  Le t e s t  de  cy to ton ic i t é  e s t  r éa l i sé  comme 
d é c r i t  d a n s  l e  c h a p i t r e  "hiatériels  e t  Méthodes.". 

Le s u r n a g e a n t  de  c u l t u r e  du clone B48-14 e s t  d i lué  d e  façon à 

obten i r  u n e  cy to tox ic i t é  moyenne de  68% qui  puisse  ê t r e  inhibée.  Dans c e s  

condi t ions ,  l'Ab2 inh ibe  d e  650.6 + 0.3% SD l ' a c t i v i t é  cy to tox ique  indu i te  p a r  

l 'Ab1 (fig.17).  Ces r é s u l t a t s  mont ren t  l ' ex i s tence  probable  d'Ab2 d e  t y p e  B. 
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5.2.2. Inhibition d e  l'Ab3 par  l'Ab2: 

Des expériences d'inhibition de cytotoxicité son t  réal isées  d a n s  les  

mêmes conditions avec  les  sérums Ab2 e t  Ab3. Une inhibition d e  la 

cytotoxicité de  l 'Ab3 de 76% 5 1.3% SD e s t  obtenue,  moyenne de t rois  

expériences (fig. 18) .  

INHIBITION DE LA CYTOTOXICITE DE L'Ab3 PAR L'Ab2 

S. non chauffés 
sérums chauff. 

SRS SRI Ab3 ~ b 2 -  Ab3 
+ Ab2 

Figure 18  : Inhibition de la  cytotoxicité des  sérums Ab3 par  l e  sérum 
Ab2. Ce t e s t  e s t  réal isé  comme dans l e  cas  de l a  Fig 17. 

Ces r é s u l t a t s  suggèrent indirectement que  1'.4bl e t  l es  Ab3 

reconnaissent l e  même épitope s u r  l a  molécule de 26 kDa. Il ex is te  

probablement d a n s  les  sérums des animaux immuns des  Ab2B e t  des Ab3P. 

6 .  ANALYSE FONCTIONNELLE DES Ab3: CYTOTOXICITE IGG DEPENDANTE 

Afin de savo i r  si les  IgG Ab3 peuvent  par t ic iper  a des  mécanismes d' 

ADCC, nous avons  t e s t é  les  sérums Ab3 IgG i s sus  de l a  cinétique 1 en 

cytotoxicité éosinophile dépendante d'anticorps.  Les sérums son t  épuisés  en 

IgG pa r  passage s u r  protéine A sépharose. 



CYTOTOXlClTE EOSINOPHILE IgG DEPENDANTE 

1 O0 

O 
SRS S R I  IgG Ab3 

S. non déplété 
S. dépiétés en IgG 

Figure 19 : Cytotoxicité des éosinophiles IgG-dépendante. Le pool de 
sérums util isés pour le  t r ans fe r t  passif  des  sérums (j64 ciné.1) Ab3 e s t  
t e s t é  par  rapport à un sérum sa in  SRS e t  à un sérum infecté  j42 (SRI) .  

La déplétion en IgG par passage s u r  protéine A sépharose rédui t  

considérablement l a  cytotoxicité.  Ces sérums ont  une ac t iv i té  cytotoxique 

IgG dépendante élevée (fig. 1 9 ) .  D'autre part.. nous avons montré que  les  

sérums Ab3 induisent  une cytotoxicité p laquet ta i re  de l 'ordre de 7596. On 

peut  s e  poser l a  question de l 'existence d 'une synergie en t r e  la cytotoxici té  

IgE e t  IgG. 

En conclusion, l e s  ant icorps Ab3 induisent  une ac t iv i t é  cytotoxique 

des  plaquettes-IgE e t  des  éosinophiles-IgG e t  miment a in s i  l ' a c t iv i t é  de  

ant icorps Ab1 B48-14. 



7 .  ANALYSE FONCTIONNELLE DES Ab3 : TRANSFERT PASSIF IN VIVO 

L'effet in vivo des  anticorps ant i -ant i idiotypes e s t  é tudié  par. 

t r a n s f e r t  passif  de  ces ant icorps à des animaux infectés  par  S. mansoni. 

Les sérums de  l a  même d a t e  de prélèvement de  plusieurs animaux sont  

rassemblés af in d e  disposer d 'une quant i té  suf f i san te ,  i ls  son t  pris a u  pic 

d'apparit ion des  Ab3 (jour 155  protocole III pour l e  pool IgE e t  au  jour 64 

protocole II pour  le  pool IgG). Le t ransfer t  s e  f a i t  simultanément à 

l ' infestat ion pa r  S. mansoni. La charge paras i ta i re  e s t  déterminée t ro is  

semaines plus t a rd .  

TRANSFERT PASSIF DE SERUMS ANTI-ANTIIDIOTYPIQUES 

sa l ine  SRS IgG IgE 
Protection/saline 53,78% 40,49% p<O,OI 

ISRS 52,91% 39,37% p<0,05 

Figure 2Q : Transfer t  passif des  sérums IgG e t  IgE Ab3. 1 ml de 
sérum Ab3 IgG ou IgE. de sérum de r a t  sain (SRS). ou de  solution sa l ine  
sont  injectés e n  i.p. e t  l ' infestat ion e s t  fa i te  immédiatement. La charge 
paras i ta i re  e s t  déterminée par  perfusion totale du  foie t rois  semaines plus 
ta rd .  L'analyse s ta t i s t ique  des  résu l ta t s  e s t  f a i t e  par comparaison des 
moyennes. 

Les r é su l t a t s  présentés  s u r  la fig.20 montrent que le t ransfer t  passif  

des ant icorps IgE comme des  anticorps IgG confère un  niveau significatif  de 

protection (40-50%). que l 'on peut  comparer a celui obtenu avec  l'Ab1 B48-  

14 (50°/0). 
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Les anticorps IgE e t  les  ant icorps 3gG Ab3 protègent par  t , ransfer t  

passif des  animaux cont re  une infection d'épreuve t o u t  comme 1'Abl. 

8.  ETXBLISSE?,,IENT D'UNE LIGNEE CELLULAIRE T ANTI-AB2 

Les t ravaux de Damonneville e t  a l . .  (1987) concernant des cellules T 

e t  des clones T ant i -26 kDa montrent que ces cellules sont  impliquées d a n s  

la  régulation de l 'expression des  IgE. En ef fe t  l es  surnageants  de ces  

cellules T agissent directement s u r  les cellules du clone B48-14 pour 

induire l a  prodiiction in c-itro de  1'IgE. Les cellules T peuvent  avoir  un rôle 

"helper" dans  la réponse IgE so i t  à cause de  leur  spécificité. ou a cause  

des lymphokines te l les  l'IL4 secrétée par  ces cellilles. 

Nous avons voulu savoir  s i .  avec des anticorps anti-Id (c ' es t  a dire  

image in te rne  de l 'épitope) i l  é t a i t  possible d'indilire iine population 

spécifique e t  quel pouvai t  ê t re  son rôle s u r  la reg i~ la t ion  de la réponse 

IgE. 

8.1.  Test, de transformation l ~ m p h o b l a s t i q i ~ e  

Par injection (le sérums Ab2 agrégés par  la  glutaraldéhyde e n  

présence d '  IgG humaines. on prépare des cellules T anti-Ab2. Un t e s t  de  

transformation lymphoblastique (TTL) e s t  effectué dès I:k sortie de l 'animal. 

La spécificité des cellules e s t  t e s t ée  vis-à-vis des  sérums Ab2 e t  d 'un 

homogénat de schjstosornules. 

Ces cellules T anti-Ab2 sont  t e s t ée s  vis-à-vis de l 'ant igène 

"schistosomule" par  rapport  à un ant igène non relevant  t e l  que  

l'ovalbumine. 



h 

E REPONSE PROLlFERATiVE DES T anti-Ab2 
a 
O - 70000q 

+- Ag schistosomule 
-+ OVA 

PROTEINE (uglml) 

Figure 21 : TTL des  cellules anti-Ab2 v i s - à - v i s  de l ' an t igène  
schistosomule. 5 x l P  cellules T sont  mises en  présence d'APC e t  de 
concentrat ions variables  d'antigènes (OVA, Ag Schle).  Au bout de 5 jours  de 
cu l ture ,  l a  prolifération e s t  estimée par  incorporation de thymidine t r i t i ée .  

La réponse que nous apporte ce t e s t  de  prolifération e s t  q u e  des 

cellules sensibilisées avec  des  sérums ant i idiotypes sont  capables  d 'ê t re  

restimulées avec de l ' an t igène  "schistosomule", le  même ant igène donc qui 

e s t  reconnu par l 'ant icorps Abl .  

8.2. Production de l'IL2 par  les  cellules T anti-Ab2 

Des dosages d ' inter leukine 2 ont  é t é  f a i t s  s u r  les su rnagean t s  des  

cellules T anti-Ab2 en  cu l tu re  ainsi que pendant  les  t e s t s  de  prolifération. 
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DOSAGE DE L'IL2 

Mil. IL2 T+apcAg SchieOVA 26kDa S R S  S R A b 2  S N j 3  S N j 4  

Figure 22 : Dosage de l'IL2 s u r  blastes  Con A de souris.  Les cellules 
spléniques de sour i s  sont  cu l t ivées  48h en présence de Con A à 5 pg/ml, 
puis lavées  par  l'a méthyl mannopyrannoside. IO4 cellules sont  mise en  
présence de quan t i t é s  var iab les  de surnageant  de cul ture .  La prolifération 
es t  estimée par incorporation de  thymidine t r i t iée .  

Quelque so i t  les conditions de culture,  i l  n ' a  pas  é t é  possible de  

mettre  en évidence de quan t i t é s  détectables  dtIL2. Il semble que ces  

cellules anti-Ab2 n e  produisent  pas  d'IL2 e t  n'en nécess i ten t  pas  pour l eu r  

cu l ture  in vitro. 

PHENOTYPAGE DES CELLULES T ANTI-Ab2 

Selon les  t r avaux  de hlosman e t  al . ,  (1986)  dans  le modèle murin, i l  

ex is te ra i t  au n iveau  des cellules T "helper" une hétérogénéi té  de na tu re  e t  

de fonction. Il divise  les cel lules  "helper" en Th1 cellules productrices d'Il2 

e t  d ' interféron T e t  les cellules Th2 productrices d'IL4 e t  d'ILS. Au n iveau  

des cellules "helper" de r a t  les  t ravaux concernant  l 'éventuel le  

hétérogénéité son t  peu nombreux e t  s eu l  Arthur e t  al . ,  (1986)  propose l e  

marqueur 0 x 2 2  comme celui des  Th1 chez le r a t .  Nous avons donc f a i t  un  

phénotypage des cellules T anti-Ab2 après  6 semaines de cul ture .  



Tableaii 1 
Phénotypage des cellules T anti-Ab2 en cul ture  

marqueurs W 3 i 1 3  W 3 / 2 5  0x8 0x22 

"O de 6 6 58 15 11 

fluorescence 

......................................................... 

Les marqueurs des  populations lymphocytaires de r a t  sont  l e s  

su ivan t s  : W 3 , 1 3  pour t ou te s  les  cellilles T. W 3 i 2 5  pour les  cel lules  

"helper".  0x8 pour les  c.elliiles suppréssives.et  l e  marqueur 0x23 pour l e s  

Thl, Th2. On peut  considérer que  ce t t e  population s e  compose de cellules T 

"helper" e t  0x22- dans s a  grande majorité, ce qui  correspond probablement 

a des cellules de tl-pe Th2. 

Des surnageants  de ces cul tures  ont  @ t é  protiiljts dans  différentes  

conditions. II s e r a  donc in té r ressant  de t e s t e r  d a n s  des t e s t s  de syn thèse  

d'IgE in r-itro s u r  uri myélome IgE e t  çiir des cellilles anti-DNP. De p lus  

nous envisageons de t ransférer  ces cellules à des  animaiix immunisés a f i n  

de mesurer un éventuel  effet  "helper" in T-ivo. 

En conclusion, il e s t  possible à l 'aide d 'ant icoprs  ant i idiotypes Ab2 

d'induire une population cellulaire T qiii répond d e  façon prol i férat ive à 

l 'ant igène "schistosomule". 



1 O. CONCLUSION 

Ces t r avaux  montrent donc qu ' à  l 'aide d 'un  ant icorps monoclonal IgE 

induisant  l ' ac t iv i té  cytotoxique des cellules effectrices (ADCC) e t  

protecteur,  i l  e s t  possible : 

-d'induire des  ant icorps ant i idiotypes Ab2 e t  a n t i  ant i idiotypes Ab3; 

-que ces anticorps Ab3 s o n t  d' isotypes IgG e t  IgE: 

-que ces  Ab3 IgE e t  IgG reconnaissent  les  mêmes ant igènes que 1'Abl; 

-que les Ab3 induisent  une  ac t iv i té  cytotoxique dans  différents  modèles 

d'ADCC comme 1'Abl; 

-que ces Ab3 IgG e t  IgE s o n t  protecteurs  pa r  t r ans fe r t  passif  comme l'Ab1 

- enfin,  qu'i l  e s t  possible d' induire à l 'aide d'Ab2 une population cel lulaire  

T spécifique de  l 'antigène "schistosomule" 



DISCUSSION ET CONCLUSION 



La réponse anaphylactique a u  cours de la schistosomiase e s t  

un paramètre important  de l'immunité développée par  l 'hôte ver tébré infecté  

par S. mansoni. L'étude des allergènes aiix différents  s tades  d'évolution du 

paras i te  montre que le schistosomule porte des  déterminants ant igéniques 

specifiqilement reconnus par  les IgE cytotoxiques. Le "Schistosomula 

Released Product" ou SRP. quant i té  t r è s  faible  d'antigènes l ibérés pa r  la 

larve induit préferentiellement une réponse d'isotvpe IgE plutot  que 

d 'au t res  isotypes. Les t r avaux  concernant la réponse immune dirigée contre  

le SRP montrent que  les  anticorps IgE anti-SRP-h obtenus par  immunisation 

des r a t s  s ans  adjuvant .  participent ailx différents mécanismes de 

c)-totoxicité é tab l i s  in t.itro en  présence des  plaquet tes ,  des  éosinophiles. 

e t  de  rnacrophages comme cellules effectrices.  De plus le t ransfer t  passif 

des sérums confère à des r a t s  de différentes  souches une immunité 

protectrice contre  une infection d'épreuve. L'épuisement en ant icorps IgE 

des sérums anti-SRP-A avan t  leur t ransfer t  conduit  à une diminution de  la 

protection. ce qili démontre le rôle protecteur in r-ivo de ces ant icorps IgE. 

L'analyse (les an t igènes  cibles des anticorps IgE cytotoxiques anti-SRP a 

révélé deux an t igènes  majeurs de 26 e t  22  kDa e t  de facon moins 

importante un an t igene  de 56 kDa alors que la réponse TgG anti-SRP es t  

dirigée contre i ln  nombre plils important d 'ant igenes repart is  en t re  14 e t  

150 kDa. Parmi ces trois allergènes presents  dans  le SRP. I ' in térët  s ' e s t  

particilli6rernent porte  su r  l 'ant igene de 26 1iDa. En effet ce t t e  molécule est  

reconnue par les  anticorps IgE des s6riims d' infection. ce yili suggère s a  

pertinence in r-ir-o. D'ai1ti.e par t .  un anticorps monoclonal d ' isotype IgE B48-  

1 4  reproduisant les  effets  des  IgE des 5ériims anti-SRP a é t é  préparé dans 
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not re  l abora to i re .  Cet an t i corps  e s t  spécif ique de  l ' an t igène  3-6 kDa. Il 

p resen te  lin h a u t  t a u x  de  cyrotoxic i té  in vitro en  p résenre  d e s  ce l lu les  

e f fec t r i c r s  hab i tue l l es .  De plus  l e  t r a n s f e r t  pass i f  a des  r a t s  LouiilI d e  c e t  

ant icorps  l e u r  confère  lin t a u x  d e  protect ion d 'environ SOOb. Cet an t i corps  

monoclonal nous  a p p a r a i s s a i t  donc ê t r e  u n  ou t i l  i n t é r e s s a n t  pour  é t u d i e r  

l ' ant igène de  36 kDa e t  anal)-ser l ' induct ion d e  l a  réponse IgE. 

De nombreuses é t u d e s  o n t  montré l a  poss ibi l i té  d ' induire  une  

immunité à l ' a ide  d ' an t i corps  an t i id io types  d a n s  l e s  maladies p a r a s i t a i r e s .  

e n  pa r t i cu l i e r  d a n s  l a  schis tosomiase  expér imentale  du  r a t  (Grzych e t  al. 

1987) .  Noiis nous  sommes a t t a c h é s  à déterminer  l ' implicarion du  r é s e a u  

idiot)-pique d a n s  l e  c a s  d 'une  réponse IgE protect r ice .  

RESEAU IDTOTYPTQUE E T  REGULATTON TSOTYPIQUE 

L'immuriisation a v e c  l 'ant icorps  monoclonal R48-14 A b 1  condui t  à l a  

production d ' an t i corps  ant i id iot i -pes  de  première généra t ion  Ab2 e t  de  

deu'iieme généra t ion  Xb.3. La t echn ique  d'immuno-empreinte u t i l i s é e  pour 

anal>-ser les .Ab2 met en  evidence polir l e s  an t i corps  Ab2 t o u s  l e s  t y p e s  

d 'anti-Id (a. p ,  E,T )  t a n d i s  q u e  p a r  ce t e s t  l 'on n e  révè le  que l e s  an t i corps  

d ' a c t i v i t é  a n t i - p a r a s i t a i r e .  les  Xb3P. Les profi ls  de  courbes  d e s  d i f fé ren tes  

cinétiqiles 1-ar ient  se lon le protocole d ' immunisation ut i l i sé .  s u g g é r a n t  que  

l a  p résen ta t ion  d e  l'.Ab1 jolie u n  rôle d a n s  l 'amplitude.  l a  q u a l i t é  d e  la  

réponse immune a ins i  C ~ I I F >  d a n s  le  rappor t  .Ab3-,Xb3. La réponse  Ab3 

"na tu re l l e"  e s t  c a p a b l e  d 'exprimer l e s  mêmes activites q u e  1'Abl. 

L'analyse  des  jsotb-pes prodilits a u  cours  dt-. l a  réponse Ab3 e s t  é t u d i é e  h 

l ' a ide  d ' an t i corps  anri- isot)-pes.  Le fa i r  le  p lus  marquant  e s t .  o u t r e  la  

présence d ' an t i corps  IgG 3nti-Id Ab3. ce l le  d 'ant icorps  IgE Ab3. Les deux 

Ab3. IgE e t  IgG. reconna j ss rn r  l ' a n t i g é n e  d e  % 6Da e t  s o n t  cytotoxiqi les  en  

présence df60sinophj les  (60°0 d ' ac r iv i th  cy to tox ique)  oii de  p l a q u e t t e s  (60  à 
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8008). C e t t e  a c t i v j t é  cytotoxiqiie d e s  Ab3 p e u t  ë t r e  inh ibée  par  l e s  IgG Ab2. 

Ces r é s i l l t a t s  ob tenus  in vitro s o n t  confor tés  pa r  ceux  obreniis i n  vivo 

a p r e s  l e  t r a n s f e r t  passif  d e s  IgG e t  IgE Ab3. 

Ces observa t ions  conf i rment  la  possibil i tk d ' indu i re  iine immunité 

p ro tec t r i ce  à l ' a ide  d 'ant icorps  ant i - Id  comme l ' a v a i t  mont ré  Grzych e t  al.. 

(1  987) .  L'originalj té d e  n o t r e  t r a v a i l  r é s ide  d a n s  la product ion d 'ant icorps  

IgE Ab3 capab les  d e  fonct ions  e f fec t r i ces  comme 1'Abl. ce  qu i  n'a jamais é t é  

montré  à n o t r e  connajssance.  Ces r é s u l t a t s  posent  l a  q u e s t i o n  fondamentale  

de  l a  régula t ion de  1:t s y n t h è s e  d e s  i so types  d a n s  le  r é s e a u  id iotypique.  La 

sé lec t ion  isotypiqiie a11 cours  d e  l a  cascade id iotypique p e u t  ë t r e  régulée 

so i t  p a r  l ' i tliotope. soi t  p a r  l ' i so type  d e  l 'Ab1 injecté .  Différentes  é t u d e s  ont  

montré c-lue l a  sélection isotvpiqile semblai t  dile p l u t ô t  à l a  forme 

tr idimeiîsionnelle des  molécilles q u ' à  lin bpitope donné,  donc reprksen té  par 

u n e  s t r u c t u r e  primaire (Fish  e t  al. 1987) .  Dans no t re  expér ience  iln épitope 

por té  p ~ r  l ' an t igene  de  26 kDa e t  l ' idiotope por té  p a r  l e s  .Ab2 induisent  

toils l e s  deux  des  IgE de  memes spécif ic i tés  e t  de  rnemes fonct ions .  Cela 

e t - i l  d i re  cllie d a n s  ce cas .  12 s t r i i c tu re  de  i ' ép i tope  in f luencera i t  

d i rec tement  l a  sé lect ion isotj-piqiie? quel e s t  le role  di^ à l a  p a r t i e  Fce de 

I 'Abl?  Il e s t  i n t e r e s s a n t  de  n o t e r  q u e  l 'appar i t ion d e s  IgE Ab3 e s t  

i n d é p e n d a n t e  d e s  protocoles i i t i l i s6s .  suggéran t  que  l a  se lec t ion  isotypiqile 

n e  dépende  pas  uniquement  di1 mode in i t i a l  d e  p r é s e n t a t i o n  de  1 'Xhl .  

L ' an t igène  de  26  liDa a é t é  montré comme i n d u i s a n t  des  cel lu les  T 

r é g u l a n t  l a  secré t ion d e s  IgE v i a  l e s  celliiles B (Damonnevil le e t  al. 1988).  

On p e u t  p e n s e r  qiie l ' idiotope d e  l'Ab2 (image in te rne  d e  l ' an t igène)  puisse 

indu i re  d e s  celliiles T di rectement  impliqiiées d a n s  la  séc ré t ion  d e s  IgE. La 

f o r t e  concen t ra t ion  d'IgE peu t  augmenter  l 'expression d e  fnc teurs  T ay-ant 

u n e  a f f i n i t é  pour les  IgE te l l e s  q u e  l es  "TgE Binding Fxc tors"  qu i  regulent  

l a  r éponse  IgE. 



-91- 

HYPOTHESE SUR LA NATURE DE L'ANTIGENE 2 6 k D a  

Certaines enzymes te l les  que les gliitathion-transférases (GST) font 

l 'objet de nombreuses é tudes  dans  les  modèles parasi ta ires .  La s t ra tég ie  

concernant ces enzymes s 'appuie s u r  les  fa i t s  suivants :  s ' in té resser  a des 

enzymes de détoxification du paras i te  afin de l e  rendre plus  vulnérable  aux 

défenses de l 'hôte.  de pliis ces enzymes é t a n t  présentes  a la sur face  du 

parasi te ,  celui-ci e s t  rendu plus sensible aux  mécanismes ant icorps 

dépendants.  Dans le modèle Schistosoma japonicum ilne enzyme GST. 

molécule de 26 kDa a é t é  clonée, l a  Sj26 (Mitchell e t  al. 1987).  D'autre 

par t ,  rians l e  modèle Schistosoma mansoni l 'analyse d 'une fraction é l u a t  de 

colonne de glutathion montre deux groupes de molécules de  28 et 26 1ïDa. 

L'analyse bidimensionnelle s u r  gel de polyacrylamide montre qua t re  

molécules à 26 kDa e t  Urie niolécule à 28 kDa. La rnolécule GST de 28 kDa 

de Schistosoma mansoni a é t é  récement clonée. Il s ' ag i t  de  la inolécule P 

28-1 qui  e s t  un antigène dont le  potentiel  vaccinant  a é t6  montré (Balloul 

e t  nf. 1987. Auriault  e t  al. 1988). Pour l a  rnolécule Sm26. des r é su l t a t s  

encore préliminaires montrent que  les  sérums Ab3 reconnaissent  

spécifiquement l 'é luat  GST-Sm. 11 e s t  donc possible que  la molécule 

reconnue par  l 'anticorps IgE R.18-14 soi t  l 'une des  glutathion-transférases  

du paras i te  S. mansoni. Cela res te  à confirmer. 

RESEAU IDIOTYPIQUE ET MEMOIRE IMMUNOLOGIQUE 

Nos données expérimentales suggerent qu 'en depi t  d 'une faible 

quant i té  théorique d'AbSP. on observe une ac t iv i té  biologique importante.  

Au cours d e  la  cascade idiotypiqiie, l a  diliition des ant icorps du même clone 

durant  l 'expansion clonale peut ê t r e  compensee par la sélection par  des 

anticorps anti-Id avec une forte aff ini té .  Le réseau idiotypiqi~e r e s t r e in t  la 
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réponse ant icorps  a u  t r a v e r s  d e  couples  ép i tope lpara tope  a v e c  iine h a u t e  

a f f in i t e .  

L'indiiction a v e c  d e s  sé rums  Ab2 d e  celliiles T spécifiqiies de 

l ' an t igène  de "schistosomule" montre  l a  poss ibi l i té  d'lin r é s e a u  idiotj-pique 

au n iveau  ceIliilaire T.  D 'au t res  t r a v a u x  s o n t  e n  f a v e u r  d e  c e t t e  hypothèse .  

mais l e  role d ' u n  t e l  r é s e a u ,  a i n s i  qiie l e s  re la t ions  d e s  d i f fé ren tes  

composantes.  a l ' in tér ie i i r  d u  r é s e a u  n e  s o n t  p a s  en t i é rement  déf inis .  En 

par t i cu l j e r  c ~ r t a j n e s  Iip_nées s o n t  rest imiilables avec  ou s a n s  cel lu les  

p r é s e n t a t r i c e s  d 'ant igène.  De même c e r t a i n s  ant icorps  a n t i i d i o t y p e s  son t  

capab les  de  t r a n s f é r e r  iine immunité protect r ice  a di f fé ren tes  l ignées  de 

sour i s  s a n s  res t r i c t ion  par  le  complexe majeur d 'h is tocompat ibi l i té .  Le rôle 

des an t i corps  ant i id jot>-pes  d a n s  la  mérnoire immune e s t  plus 

conceptual isable .  On peu t  en  e f f e t  imaginer q u e  par  u n  re la i  con t inu  des 

celliiles T e t  d ' an t i corps  d e  d i f fk ren tes  générat ions .  on pii isse o b t e n i r  le 

maint ien d e  la  reconna j ssance  d ' i ine s t r u c t u r e  donnée e t  ce. en  l ' absence  

d ' a n t i g è n e .  Le r é s e a ~ ~  idiotypique s e r a i t  le si ipport  sol ide  de l a  mémoire 

imrniinitai re. C e  t r a v a j  1 peiit 6tr'e une  bonne i l l i l s t ra t ion dii r é seau  

icljot>-pique comrnp porteiii* de  la  rn6moir.e immiinologiqiie. 

RESEAU IDIOTYPTQIJE E T  VACCINATION 

De pllis le f a i t  flue l ' a c t i v i t é  biologiqiie soi t  conservke a u  cours  de 

l a  cascade  idiot)-pirliie montre l ' jmportance e t  l ' i n té rp t  de  l ' épi tope reconnu 

par  l ' an t i corps  IgE monoclonal a i n s i  que  l ' i sotype e t  l e s  id iotopes  de 

l ' an t i corps  B48-  14.  1:ne conseqiience p ra t ique  de  ces  r é s u l t a t s  concerne 

l 'é tabl issement  d ' i ine s t r a t é g i e  vacc ina le  d a n s  le  cadre  d e  la schistosorniase.  

Il f a u t  met t re  l ' accen t  si ir  l ' i n t 6 r ë t  q u e  représen te  l ' é t u d e  d ' l in épi tope 

v a c c i n a n t  ail t r a v e r s  (le la  cascade  idiotypiqiie. Les t e c h n i q u e s  d e  la  

biologie pe rmet ten t  a I ' heu i~e  act i ie l le  de  t r a v a i l l e r  avec  iin matér ie l  d e  plus 
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en  plus propre. Il faii t  donc s e  donner les moyens de bien choisir l 'épitope 

"vaccinant".  Nous avons souligné dans  un paragraphe précédent l 'implication 

possible du réseau de  Je rne  dans  l a  mémoire immunitaire. Il semble donc 

primordial de connaitre au  t r ave r s  de la  cascade idiotypique le devenir d 'un  

épitope choisi comme candidat  vaccinant .  La molécule de 26 kDa e t  plus  

particulièrement l 'épitope reconnu par  l 'anticorps monoclonal BJ8-14 

appara i t  posséder une potent ial i té  vaccinale cer taine e t  pourrait  ê t r e  

util isée en association avec  ilne a u t r e  molécule te l le  que l 'antigène 28 1iDa 

(Balloul e t  al. 1987). 

D'autre par t  l e s  conséquences de ces t r avaux  dépassent  les  l imites 

du domaine de l'immunologie parasi ta ire .  Les ant icorps IgE sont  impliqués 

également dans  les maladies allergiques.  e t  l a  persis tance d'une réponse IgE 

Ab3 suggère un r6le possible du reseau dans  cer ta ins  aspects  des  

pathologies allergiques. 

De plus il semble que l 'u t i l isat ion des ant icorps antidiotÿpes comme 

vaccin ouvre des possibili tés te l les  que l 'induction de cellules T 

cytotoxiques dans le  ca s  de v i rus  ou de bactér ies  intracellulaires où l e s  

mécanismes cellulaires sont  essent iels  à l ' induction d 'une immunité ce qui  

ne peut  ê t r e  obtenu avec  des  vaccins "classiques" (Finberg e t  al. 1987).  

Le mécanisme de  la sélection isotypique e s t  encore mal connu. Mais 

l e  maintien d'un idiotope (spécificité) e t  d'lin isotype (fonction) d'anticorps 

au  cours d e  l a  cascade idiotypique souligne l 'importance de ce processus 

dans  l'amplification e t  l a  persis tance d'une réponse immune. 



MATERIELS ET M E T H O D E S  



1. Il-\TERIEL D'ORIGINE PARASITAIRE 

1.1. Le cycle parasi ta ire  

Une souche porto-ricaine de Schistosoma mansoni e s t  maintenue au  

laboratoire chez son h6te  intermédiaire Biomphalarin glabrata e t  un hôte 

définitif le  hamster doré Xesocricetus  auratus .  

1.2. Préparation de schistosomule 

Les schistosomules préparés par  pénétrat ion t ranscutanée  de cercaires 

selon la  méthode de Clegg e t  Smithers (19721, sont  ut i l isés  pour les  t e s t s  

de cytotoxicité dépendante d'anticorps.  Pour t ou te s  les au t r e s  expériences 

notamment l a  préparation d'antigène. sont  util isés des  schistosomules 

préparés à par t i r  de cercaires dont les  appendices caudales sont  br isées  par 

agitation mécanique selon l a  méthode de Ramalho-Pinto e t  al., (1974).  

1.3. Préparation du Schistosomula Released Product (SRP). 

Des schistosomules préparés mécaniquement sont lavés  par  di1 tampon 

Han1;'s It'allace puis incubés (2C) OEl0!ml) pendant 16h dans  le même tampon. 

Le surnageant  SRP est  récupéré aprés  centrifugation 1SQg pendant  2 min 

selon l a  technique modifiée (Auriault  e t  al. 1984).  
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1 .4 .  Préparation de  l 'ant igène schistosomule 

Les schistosomules sont  lÿsés  aux  ul t rasons à 25W par  un Braun 

sonic 125 homogeneisateur à 4°C puis centrifugés à 100 OOg pendant  1 h. 

Les protéines présentes  dans  le  surnageant  sont  dosées par  la  méthode de 

Folin (Folin e t  al. 1951) e t  stockées à -20°C. 

CULTURE CELLULAIRE 

2.1. Milieux de cu l ture  

Pour toutes  l e s  ciiltures cellulaires. le  milieu de base es t  le  RPJII- 

1640 additionné d e  5x10-5 11 de 2-mercaptoethanol. 2mhl de glutamine e t  

ImM de  pyruvate d e  sodium. Suivant  les cul tures .  2, 5 ou 10°o de serum de 

veau foetal  (SVF) décomplémenté par chauffage 1 2 h à 56°C. sont  a joutes  

dans ce milieu de cul ture  a ins i  appelé milieu "lignee". 

2.2.  Culture des celliiles 

La culture ties hybridomes secré tan t  les  anticorps rnonoclonaux B48- 

14 ou B42-170 (IgE témoin) s e  fa i t  en  milieu de cul ture  (2.1) 1096 SITF. 

Pour l e s  lignées cellulaires T. les  cellules sont  cultivées en milieu "lignée" 

10°4 SVF en présence de cellules thymiques irradiées (3000 rads)  comme 

cellules présentatr ices  d'antigène APC e t  d 'antigène "schistosomule" (50 

pg/ml f ina l ) .  
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2.3. Bépa ra t ion  des lymphocytes 

La r a t e .  les ganglions ou le  thymus de souris ou de r a t  sont  prélevés 

e t  dilacérés s u r  une gaze de nylon dans  iine solution tamponnée de Hank's 

(Hank's buffered s a l t  solution oii HBSS). La silspension cellulaire e s t  passée 

à t ravers  u n  fil tre de nylon (blutex.  90 mailles1cm2). Pour les  cellules 

spléniques, un  choc hypotonique avec  du NaCl (3.2?6 permet d'éliminer les  

hématies. La préparation des lymphocytes T s e  fa i t  par passage su r  la ine 

de nylon su ivan t  la  méthode de Jul ius  e t  al., (1978). 

2.5. Tests  de prolifération des lymphoblastes (TTL) 

Pour les  t e s t s  effectués siir les cellules sor tan t  de l 'animal, 5 ~ 1 0 ~  

cellules T sont  incubées en  présence de 1x106 APC avec  différentes 

concentrations d'antigène en milieu "lignée" 1096 SVF. Pour les cu l tures  

cellulaires e n  lignée continue seulement l a4  cellules sont  mises en présence 

de 5x106 XPC. Après 5 jours. les  cul tures  sont  incubées en  presence de 

18.5 kBq de  méthyle thymidine t r i t i ée  (185 GBq!mmol) (C.E.X..  Gif su r  

Yvette. France) .  L'incorporation de thymidine est  déterminée après  

récupération des cellules marquées par  f i l t ra t ion sur  fibre do verre  avec 

lin collecteur de ce l l i~ l e s  (Titertek harves te r ,  Skatron. Lirbven Norvége) e t  

comptage des  f i l t res  dans  un compteur à scintil lation liquide. 

2.6. Dosage de 1;Interleukine 2 

Les surnageants  des  cul tures  de  lignée cellulaire T sont  prélevés a 

24,  48. 7'2 h .  ],a silspension cellulaire splénique de souris  e s t  a jus tée  à 

108irnl. lQ4 cellules par  puits sont  mises en présence des différentes  
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dil i i t ions de  s u r n a g e a n t s  p e n d a n t  48  h .  L.es c u l t u r e s  sonr, inciibées al-ec 

18.5 ]<Bq de 3H-méthyl thymidine e t  f i l t r ées  6 heures  p lus  t a r d .  

Toutes  l e s  expér iences  d ' immunisation.  de l i*xnsfer t .  de  p répara t ion  

d ' a s c i t e s  son t  f a i t e s  chez l e  r a t  L O I ; ? I  ( I n s t i t u t  Pas te i i r  (le Lil le) .  Les 

sour i s  s o n t  des  Ba lbcc  issi ies de  l ' é levage de 1'Tnstitiir P a s t e u r  de  Lille. 

4.1 Prépara t ion  -- d e s  TgE monoclonales B48-1-4 e t  R42- 170 

La prépara t ion  d e s  an t i corps  IgE s e  f a i t  :i !):irtii* ( l ' a sc i t e s  recuei l l i s  

chez l 'animal pa r  précipi ta t ion ail s u l f a t e  d'amrnoniiim sa t i i r e .  Deux 

préc ip i t a t ions  f rac t ionnées  d e  -4090 e t  6U0,6 son t  f a i t e s  i la s i i i te  l ' i ine de  

l ' a u t r e ,  e t  l e s  f rac t ions  enr ich ies  e n  IgE s o n t  d ja lysees  d e  façon i n t e n s i v e  

con t re  de  l ' eau  physiologique. Elles s o n t  e n s u i t e  dosées  par  iine méthode 

spécif ique (Neyrinck et al. 1986) e t  r é p a r t i e s  pour ê t r e  s tockée  à -70°C. 

4.2. P repara t ions  des  an t igènes  i i t i l isés pour l e s  immunisations 

L 'ant icorps  IgE préparée  p a r  précipi ta t ion e s t  concen t rée  a 1 mg/ml 

puis  copolymérisée pa r  la  g l i l tara ldéhyde 25Oo en  présence (5mg1rnl) d'IgG 

humaines  ( f rac t ion  II  d e  Cohn. Sigma S t  Loiiis I i S A )  comme a g e n t  tolérogène.  

L 'équivalent  d e  209 ug d'IgE e s t  jnjecté pa r  r a t  pa r  voie  soiis-cii tanee.  
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Les cellules du clone B48-14 sont  recuellies par centrifugation 500 g 

pendant  10 min. puis lavées dans  de I'HBSS. Les celliiles son t  ensui te  

agrégées par la glutaraldéhyde 25% en  présence dlIgG humaines (Smg/ml) 

(Fraction II de  Cohn). L'équivalent cie 1f16 cellules e s t  injecté par  r a t  en 

sous-cutanée. 

5. i\JiETHODES D'ANALYSE BIOCHII1IIQUE 

5.1. Gels acrvlamide SDS PAGE (Polk-acrylamide gel electrophoresis) 

Les gels d'acrylamide sont  f a i t s  selon la  méthode de Laemmli et  al. 

(1970) modifiée par  Dissous er; al.  ( 1  984). Un gel 1396 SDS PXGE e s t  ut i l isé  

au  cours de tou te  notre  analyse.  

5.2. Electroélution 

L'homogénat de sc:histosomules (5mg) es t  séparé su r  iln gel 13O0 SDS 

PAGE. Les bandes de gels correspondants à iiri poids rrioléculaire cnoisi (26. 

56 kDa) sont prélevées s u r  le gel aprés  coloration au bleu de bromophénol 

e t  électroeluées par  la  méthode de hlendel e t  al.. (1982) modifiée par 

Balloul e t  al.. (1987).  

L'homogenat de schistosomille e s t  séparé  su r  lin gel 13Oo SDS PXGE e t  

t ransféré  silr nitrocellulose selon la méthode d e  Towbin et  al..  (1979).  Les 

sérums sont ensui te  incubés avec le  papier de nitrocellulose en presence de 

PBS 5O/0 BSA. Les anticorps f ixés  sont  révélés  à l 'aide d'anti-sérums 

marques a la  peroxidase. La r6v6lation s e  fa i t  avec 1'HRP color (Horse 

Reageant Peroxidase. Biorad). 



Les immiinoprécipitat ions s o n t  f a i t e s  selon l a  méthode d e  Dissous e t  

al.. ( 1 9 8 4 ) .  Les produi ts  immunoprécipités s o n t  ana lyses  e n  gel  SDS PAGE 

1390. Le gel e s t  e n s u i t e  séché  puis  a i i toradiographié .  

De l ' an t igène  e s t  deposé p a r  po in t  siir. u n e  feiiille d e  ni t rocel lu lose .  

pilis s a t u r e  d a n s  u n  tampon PRS pH Ï ,4 .  NaCl 8.391. caseine  0.015O0 p e n d a n t  

l h .  Les bandes  d e  papier  s o n t  e n s u i t e  incubées  a v e c  les  sé rums  d i l u é s  a u  

1 50.  e t  ap rès  l a v a g e s ,  d i f fé ren t s  an t i sé rums  marqués  à l a  p é r o s i d a s e  (Miles 

Telda.  I s raë l )  s o n t  a joutés  pour 3h  d ' inci ibat ion.  Enfin a p r è s  l a v a g e s  on 

rél-ele l a  r éac t ion  par  le  H R P  ( Biorad).  L ' in tensi té  de  c e t t e  réac t ion  e s t  

mesuree par  un ré f l ec teur  densi tomètre  (Gretag.  Regenstlorf. S u i s s e ) .  

6.1.  T e s t  de cy to tox ic i t é  des  p l a q u e t t e s  dependan te  d ' a n t i c o ~ p s  

Les p l a q u e t t e s  s o n t  prépat'ées se lon la méthode de  .Joseph e t  al.. 

(1983)  siir ca lc ipar ine  p a r t i r  de  r a t s  Fischer.. Environ 8 s I O 9  p l a q u e t t e s  

son t  r é p a r t i e s  e n  plaqiies 96 p ~ i i t s  a v e c  2 0 ~ ~ 1  d e  sérum d e  r a t s  e t  50 

schistosomilles.  Les s i l rnageants  d 'hybr ides  ( B U -  1 4  oii B f  3,- 170)  s o n t  

u t i l i sés  en  p résence  ( le  10°o de  serilm de  r a t  s a i n .  Dans l e s  ~ ? s p é r i e n c e s  

d ' inhibi t ion de  cytotoxic i té .  l e s  p laqi ie t tes  s o n t  préinciibées a v e c  l e  sériim 

inhihi te i i r  1 2  h aa-ant l ' addi t ion di1 sérum ef fec teur  (-4b3) ou  du 

s i l rnagean t  de  c u l t u r e  ( X b l ) .  ],es contrôles  s o n t  f a i t s  e n  é p u i s a n t  les  
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se rums  s u r  lin jrnmiinoabsorbant anti-IgE oii eri l e s  c h a u f f a n t  à 56°C. Le 

dénombrement d e s  l a r v e s  t u é e s  d ' a s p e c t  g ranu leux  e t  opaque  s e  f a i t  s o u s  

microscope optiqi .~e.  

6.2.  T e s t  de  cvtotoxic i té  des  éosinophi les  dépendan te  d ' an t i corps  

Le t e s t  d e  cytotoxic i té  éosinophi le  dépendan te  d'IgG e s t  f a i t  se lon  l a  

méthode de  But terworth  e t  al.. (1976) .  Les sérums Ab3 chauffés  s o n t  

pre incubés  a v e c  l e s  schis tosomules  ti u n e  di lu t ion f ina le  d e  1 30.  +,prés 18 

h d ' incuba t ion  l e s  cel lu les  s o n t  a joi i tées  d a n s  3 0 0 ~ 1  f i n a l  d e  4lEM/SVF/TRI. 

Pour le  t e s t  de  cytotoxic i té  d e s  éosinophi les  d e p e n d a n t e  d'IgE. les  

éosinophi les .  l e s  serums e t  l e s  schis tosomules  s o n t  incubés  ensemble 

p e n d a n t  24h.  Les controles  s o n t  f a i t s  pa r  chauffage ou épuisement .  e n  JgE 

s u r  immunoadsorbant anti-IgE. e n  IgG p a r  passage  s u r  d e  la proté ine  A-  

s é p h a r o s e  des  sérums.  Dans l es  deux c a s  le poiircentage d e  cytotoxic i té  e s t  

mesuré  comme précedement.  

7 .  TRANSFERT PASSIF 

Plusieurs  sa ignées  de  la morne d a t e  (j64 c iné t ique  1) s o n t  rassemblés  

pour  ê t r e  in jectés  à des  r a t s  a v a n t  l e u r  in fes ta t ion  p a r  Schistosoma 

mansoni (1  500 f u r c o c e r c a i r e s ~  r a t ) .  
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La charge parasitaire e s t  déterminee par perfusion totale des foies 

selon la méthode de Smithers e t  a1..(1965). Le nombre de vers récupérés 

chez les ra ts  transférés avec les sérums Ab3 es t  compare a celui des 

controles injectés avec di1 sérum de ra t  sain 311 d u  sérum physiologique. Le 

pourcentage de protection es t  calculé par l a  formule (a-b)/axl00 oii a e5t 

le nombre de vers  obtenus chez les r a t s  témoins e t  b le nombre de vers 

obtenus chez le groupe transféré par les skrums Ab3.  Le tes t  s ta t i s t ique  

consiste en un t e s t  de comparaison des mo)-ennes. 
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S U M M A R Y  

Antigens present in the products reieased by the larval stage of schistosome (SRP-A) were 
shown to induce a strong cytotoxic and protective IgE response both in the rat and the 
monkey. T cell lines and clones specific for SRP-A or 26 k D  antigens which are the main 
target of the cytotoxic IgE have been derived. The passive transfer of SRP-A specific T 
lymphocytes into infected rats led to an increase of the IgE response, conferring a 
significant level of protection to the rats. In coculture assays iti ritro, these cell lines 
significantly enhanced the production of IgE by SRP-A sensitized rat spleen cells. This 
helper effect o n  the IgE response was confirmed with 26 k D  T cell clone supernatants. 
Moreover, supernatants obtained after stimulation with phorbol myristate acetate were 
able to enhance the IgE production of a hybridoma B cell line (B48-14) producing a 
monoclonal IgE antibody, cytotoxic for the schistosomula. 

Keywords Schisroson~a niansoni T lymphocyte 

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

Resistance to Scilistoson1a n~ansotii in the rat is a complex phenomenon, which consists mainly of a - specific protective immune response. Previous studies have shown the thymodependency of some 
. essential components of  the immune response, i.e. IgE production, hypereosinophilia, delayed type 

hypersensitivity (Phillips er al., 1983; Capron et al., 1983). The development of resistance was - known to be impaired by thymectomy and was reliant upon T mechanisms. However, cytotoxic T 
celis seemed not to be involved in immune attack (Buttenvorth et al., 1979). Progress made in the 
establishment of long term cultures in murine models has allowed the cloning of helper T cells 
specific for the schistosome egg antigen (SEA) derived from spleens of infected mice (Lammie, 
Linette & Phillips. 1985). SEA-reactive T cell clones were shown to augment granuloma formation 
in cirro and mediate delayed type hypersensitivity (DTH). In the rat model. a T cell clone, specific for 
the excretory or secretory products of the adult worm was shown to exert a helper activity itl çiço 
towards the schistosomulum surface antigens (between 30 and 40 kD) involved in the protective 
IgG immune response (Peste1 er al., 1985). 

The schistosomulum antigens deserve particular interest since the larval stage appears to  be the 
main target of the protective immune response to schistosomiasis, which depcnds on the interaction 
of effector cells and anaphylactic antibodies. Recent work has shown that the injection without 
adjuvant of schistosomula-released products (SRP-A) into rats (Auriault et al., 1984) or monkeys 
(Auriault et al.. 1985) induces a high cytotoxic IgE rcsponse. 

Correspondcnce: hl .  Damonneville, Centre d'ln~munologie et de Biologie Parasitaire. Unité Mixte 
INSERM U 167. CNRS 624. Institut Pasteur. I rue du Professeur Calmette. 59019 Lille Cidex. France. 
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U p  to 83% protection was observed when the rats were immunized with SRP-A before infection 

(Damonneville et al., 1986b). Passive transfer experiments with anti-SRP-A antisera have shown 
the preponderant role of IgE antibodies in the protective immunity. A 26 k D  antigen. identified as 
the main target of the anti-SRP-A IgE antibodies. was also recognized by the IgE antibodies of a 35- 
day infected rat serum (Damonneville et al., 1986b). 

In the present study, we investigate the involvement of T cells in the protective immune response 
elicited by the injection of SRP-A or 26 kD into rats focusing on the IgE response. These T cell lines 
and clones, stimulated with schistosomulum antigens. have been derived iti ~7itr.o. Some functional 
effects irz ritro and in riro of these cells are reported. 

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

Parasites 
A Puerto Rican strain of Scliistosotizu riiarzsotzi was used through this study. Schistosomula were 
obtained iii citro using a mechanical procedure (Ramalho-Pinto et al., 1974). 

Preparation of SRP-A and hon~ogeiiates 
Schistosomula were incubated for 4 h at 37-C in Hank's balanced solution and washed in this 
medium (Auriault et al., 1984). The parasites (20.000/ml) were then incubated for 16 h at 37'C. The 
parasite-free supernatant recovered after centrifugation is referred to as SRP-A. Schistosomulum, 
adult. cercariae homogenates and soluble egg antigen were prepared as described previously (Pierce 
et al., 1983). Other antigens were kindly provided by H. Caron (Institut Pasteur. Lille, France). 

~Mediu and reagetzts 
RPMI-1640 (Gibco, U K )  containing 10 mar HEPES, 100 U/ml penicillin and 100 pgiml 
streptomycin was usually supplemented with 2 ma1 L-glutamine, 5 x I O - '  ar mercaptoethanol. 1 mxi 
sodium pyruvate and 5-10% heat-inactivated fetal calf serum (Flobio, UK). 

Sortrce of IL-2 
IL-2 containing medium was obtained by stimulation of murine EL4 tumour cells with phorbol 
myristate acetate (PMA) and controlled by its ability to support the growth of a long term cytotoxic 
T cell population (CTL-L) (Gillis & Watson, 1981). 

Cirlture aizd cloizing procedure 
The Fischer rats (Iffa Credo, France) were immunizcd either with SRP-A (1 mljrat) intraperito- 
ncally (i.p.) without adjuvant or with the 76 kD antigen (see following section). corresponding to 
one gel per rat. injected subcutaneously v:ith Borrlctellc~ prrtitssic. as adjuvant (5 x I O 9  units, Institut 
Pasteur Production. France). After 7 days the cclls were passed through nylon wool columns 
(Julius. Simpson & Herzcnbcrg, 1973). Purified cells (2 x IO5) were ciilturcd with 3 x IOh irradiated 
syngeneic thymic cells (2000 rads) as antigcn prcsenting cclls (APC), IL-2 (5-IO'%,) and 
schistosomulum antigcn (50 liç/ml). 

T lymphoblasts after several wccks of culture wcrc cloncd in limiting dilution conditions (1 to 
100 cells/well) with 5 x I O s  APC, S .  n~cri~soiii antigen and IL-2. Growth was assessed either visually 
o r  by methyl ['Hl-thymidine incorporation (spccific activity: 376 Bq/rnmolc. CEA. Gif-sur-Yvette. 
France). 

Fi~iic.tiotirrl cl~rrrncterizr~~iorl of [lie cc11 lities triirl [Ire cloiies 
Sirpcrrztitarit pr~tl~r<~/ioti .  Supcrnatants \vere prepared by incubating 1 x IOh  T cells in IL-2 free 

medium either witli PMR (1 lig/nil) without APC or with schistosomuluiii antiscn in the presence of 
APC. Aftcr 24 11 the cclls wcrc \vashed c.s!cnsivcly, and rcculturcd in IL-2-frcc medium. 
Supernatants werc collcctcd 24 h latcr. and assayed for various lymphokine nctivities. 

l i~tc~lci t / i i i~  2 ( I L - 2 )  ti.s.su~~. IL-2 Ievels in the aniigen stimuiaicd cell siipcrnatants wcre 
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determined with Con A stimulated lymphoblcsts. Normal spleen cells (5 x IO6 cells:!mi) were 
stimulated with Con A (5 pg:ml) for 72 h. The stimulated lymphoblasts washed extensively with 0.3 
M methyl-2-D-mannopyrannoside (Koch Light Lab.. Cohnbrook, Bucks. UK) were incubated (IO4 
cellsjwell) with supernatants (diluted to 1 :4) for 24 h. Proliferation was monitored by a 16 h pulse 
with methyl [?Hl-thymidine. EL4 cell line standardized supernatants (diluted to I :8) were used as 
positive control in the test. 

Macropliuge actirati~ip.frictor assay. M A F  activity was quantified in a cytotoxicity assay by 
using schistosomula as target. and peritoneal exudate macrophages as effector cells (according to 
Bout et al.. 198 1). 

IgE  liei.per ncririty test. Two sources of IgE producing cells were used, SRP-A sensitized Fischer 
rat spleen cells and a hybridoma cell line B48-14 producing a monoclonal IgE antibody specific for 
S. niatisoni (Verwaerde et ai., in press). In the first case. the cells (5 x 1 O4 cells/well) were CO-cultured 
with 26 k D  specific T cells (5 x 10' o r  I O J  cells!\vell). with schistosomulum antigen (IO {cg protein) or 
without antigen in the conventional culture medium. After 5 days, the supernatants were recovered 
and testcd for IgE content (pg8ml). 

Secondly, hybrid cells ( 2  x IO' cellsiwell) were incubated with the supernatants (diluted to 1 :4) 
of the Tcells stimulated with PMA. Total IgE level (ngjml) was measured in the supernatants, 48 h 
later. 

Measureiiieiit of serca?i or super~iata~it total IgE and IgG. The method was described previously 
(Neyrinck et al.. 1986). IgE myeloma (IR 167) (100 /il), kindly provided by Professor Bazin 
(Belgium), \vas used as a standard: in the range of 100 pg to 100 ng/ml to measure the IgE in the B 
cell supernatant. in the range of 5 ng to 5 /cglml for the B18-14 cell line o r  in the sera assay. The total 
IgG lcvel in the sera was measured by a specific cornpetitive radioimmunoassay with 12SI-labelled rat 
IgG (MIAB. Sweden). 

Passire trari.sfer o f  SRP-A  specific Tcells. One day before infection of the Fischer rats with 1000 
cercariae, 15 x I O h  T lymphocytes. just after being recovered from the animals, were injected 
intravenously (i.Lr.) into each rat. Control rats were injected i.v. with 15 x IO6 T lymphocytes from 
normal rats. Parasite burdens were evaluated by liver perfusion 20 days after infection. The 
percentage of protection was calculated by the formula (A-BIA) x 100 where A represents the 
number of worms recovered from infected rats and B the number of worms recovered from rats 
injected with normal or S .  rtia~iso~ii specific T lymphocytes. Groups of five rats were compared in 
these experiments. 

Pieparariori of tlie 26 k D  alirigeri. Schistosomulum homogenate (5 mg) was fractionated on 13% 
polyacrylamide slab gel using the discontinuous buffer of Laemmli (1970). The staincd band 
corresponding precisely to the 76 kD molecules was eluted according to Mendel-Hartvig (1982). 
The samples n.ere reanalysed to control the purity of the 26 k D  antigen. 

Ann(rsis b.vfloii. cj~iqflcroroi?ierr~. The surface phenotype of the cells was controlled by flow 
cytometry with the use of monoclonal antibodies against T and B cell subsets: W3/13 (pan T 
lymphocytes) and 0 x 1 7  (B ci.11~) (Seralab. UK). Briefly, the cells afier incubation with the 
monoclonal antibodies were labelled with fluorescein-conjugated antibodies (sheep anti-mouse 
IgG. Cappcl Lab., Cochranville. P.4. USA). The population of fluorescein-labelled cells was 
quantified by an automatcd biological ccll analysis and sorting system (50-H Cytofluorograph 
Ortho Instrumcnt, Wcst~vood. M.4). 

RESULTS 

Piolij'~ratice rcspolisc o f  SRP-A  pritiicd T (~~tiiplioc~~res 
III tlic~preset~ce ~ f s t u , ~ e . ~ p ( ~ c j f i c  ( ~ t l t ~ , ~ e t ~ s  or Icctitis. In order to analyse the cross-reactivity of SRP- 

A primcd T Ipmpiiocyt~s t«u.iirds various stliyc S. rtiririso~ii spccific antigcns. T lympliocytcs werc 
~ r c p a r c d  aftcr 7 days froiil tiic spleen or nicscntcric Iymph nodcs of Fischer rats immunizcd with 
SRP-A. and assaycd in prolifcrliti»n assaYs ritro. T\YO sourccs of antigcn prescnting cclls (APC) 
were testcd to improve the culture conditions rti ritro of the SRP-A T cells. Whilst no significant 
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Fig 1. Antigen or lectin proliferative response of T lymphocytes recovered from Fischer rats immunized with 
SRP-A-. A and B represent respectively the parathymic. and mesenteric lyniph node cells and C the splenic cells. 
1. controls: 2, 3, 4, and 5 represent stimulation of the cells with schistosomulum. cercariae, adult worm and 
soluble egg antigens, respectively; 5 pglrnl (left bar) and 50 pgiml (right bar). 6 and 7. stimulation by PHA (5 pg/ 
ml) and Con A (5 pgiml). 

response was  observed with irradiated syngeneic spleen cells, irradiated syngeneic thymic cells could 
support  the proliferation of SRP-A T cells. The SRP-A spccific cells exhibited a proliferative 
response t o  each stage specific antigcn tested (Fis. 1) depending on the dose, whercas n o  significant 
proliferation to  unrelated antigens was observed (data not shonrn). A high responsiveness t o  the T 
mitosens. P H A  and C o n  A. was observed, particularly with the mesenteric cells. N o  significant 
proliferation of the normal spleen cells was observed with 100 {cg adult antigen (1083 c t imin  +479), 
schistosomulum antigcn (937 c t lmink462) .  o r  SEA (464 c t lminf  184). 

Passive trmlsfir of ir?lr~~irr~ity 1 t i r 1 1  T cells frolil rlonor rcrrs ir~~n~co~ized it*irli SRP-A. T h e  effcct in 
of  these T cclls was assessed by injecting them into syngeneic rats 1 day  before infection. The 

splenic T cells (1 5 x IOb/rat), which were simultaneously controllcd for thcir proliferative rcsponse 
to the schistosomulum antigcn, confcrrcd a substantial protcction varying bctwccn 49 a n d  66%) 
(Table 1) against S.  iiinr~sorli infection comparing with the rats rcceiving 15 x I O h  spleen cells from 
normal syngeneic donors.  Surface phcnotypc an:il!.sis o f  the SRP-A spccific Tcclls rcvealcd tha t  the 
rnajority o f  tlic lymphocytes cxpressed W,/13- (80 to  90'%,) surfacc aniigcns aftcr purification and 
about IO t o  'O'X, tlic phcnotypc OX 12. The  injection o f  a smallcr numbcr of cclls (8 x IOh/rat) failcd 
to inducc the samc protcctive effcct. The  scra froni passivcly transferrcd rats were tcstcd f o r  total 
IgE and  ISG levcls o n  day  20 after infection (Table 2).  The  total IgE lcvcls were significantly 
enhanced in thc groups o f  rats receiving the SRP-A spccific T cells. \r,lierc;is n o  significant diffcrence 
bctwecn cach group ~ 3 s  noticcd for the IgG response. As a control. a group of Fischer ra ts  wcrc 
transfcrrcd with SRP-A spccific Tcclls ( 1  5 x IOVat). without infecting the rats. to investirate if the 
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Table 1. Passive transfer of T cells recovered from rats immunized with SRP-A into Fischer rats: liver perfusion 

No of tvorms 
Experiment no lnjected T cells recovered 5 s . d .  ",:) immunity P value 

1 None 4 5 4 I  15.1 - 
Normal spleen cells 40.8 5 12.4 10.1 > 0.05 
Spleen cells from 15.42 3.2 66.0 < 0.05 
anti-SRP-A rats 

2 None 127.1 rt 19.8 - 
Normal spleen cells 1 16.8 2 1.6 8.1 > 0.05 
Spleen cells from 64.2 + 15.2 49.4 < 0.05 
anti-SRP-A rats 

Table 2. Total IgE and IgG levels of the sera from rats passively transferred with SRP-A specific T cells. and 
infected bu S. niurzso~~i 

Infected rats transferred 
with I ~ E  (ng ml) IgG (11g ml) 

No cells 2 8 2 4 2  237 + 32 
Normal T cells 2 0 1 2 8  285+47 
SRP-A specific 

splenic cells 371+186 253+38 
Control: normal rats transferred with SRP-A specific spleniccells 

day O 20 - 
2 1 < 5 - 

Table 3. Specificity of the proliferative response of 26 kD sensitized cells 

Proliferative responsiveness of 
splenic 26 kD specific lymphoblasts (ct'min) 

Cells just recovered from 
the Fischer rais Cells after 3 monthsculture 

Antigens added to the 
T cell cultures 25 PÇ 50 1% 100 p g  50 

Schistosomulum antigen 
SEA 
Cercariae 

A.  ,fu,~iigutus 
Controls 

APC alone 
APC +antigel> 
Cells+APC 
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OX 12+ cells were involved in the immune protective response. The levels of IgE and IgG in the 
transferred animals were as low as the levels in the naive rats. 

Generarioi~ of 26 k D  spec~jîc Tclones. Assuming from the previous results that SRP-A specific T 
cell could induce a protective immune response into infected rats, enhancing specifically the IgE 
response, T cells were prepared from the spleens of Fischer rats immunized with the 26 k D  antigen, 
which is the target ~ f t h e ~ r o t e c t i v e  IgE. 

Two groups of rats were injected simultaneously using the same protocol, one group to recover 
the cells, the other to control the monospecificity of the anti-26 k D  sera (Table 3). 

An important cross-reactivity of the T cells was noticed with stage specific antigens particularly 
with SEA as observed with the SRP-A specificTcells. A proliferative response to  unrelated antigens 
could be seen with the highest concentrations of antigens (100 pg protein). 

The T cells were maintained in culture for 3 months to derive T ceIl clones specific for the 26 kD 
antigen and to appreciate the regulation of the IgE immune response by these clones. The 3 month- 
old T cells were controlled for the proliferative response to the stage specific schistosome antigens 
(Table 3). 

Fu~~ctiottal analysis of tiie 26 k D  specific T ce11 clortes. Among the 64 clones derived, eight clones 
were selected for functional analysis, according to their capacity to proliferate with schistosomulum 
antigens. The antigen-stimulated T cell supernatants were tested for IL-2 or  MAF productions 
(Table 4). About 27% of the clones (al1 the 64 clones have been tested in this case) produced IL-2. 
The supernatants (diluted to 1 :4) from the clones No 6, 11, 21 and 34 induced a high significant 
cytotoxicity towards the larvae. The two clones No 6 and 1 1  interestingly produced both IL-2 and 
MAF, the other six clones (21, 34, 64, 66, 67) either IL-2 or  MAF. 

Mod~llaf iot~ of tlie IgEproduction by 26 kDspecific Tcell lines andcloi7es. The ability of the 26 k D  
specific T cells to provide a helper function for IgE production was examined if7 iirro by culturing 
anti-SRP-A cells with 26 kD specific T cells. In the presence of T cells the ability of the SRP-A 
specific B cells to produce IgE was significantly enhanced, particularly with schistosomulum antigen 
in the culture (Fig. 2), whereas the B cells alone released spontaneously a very weak amount of IgE 
with o r  without antigen. These results suggested that the 26 k D  specific T cell lines could enhance 
IgE production in ritro. T cell clones have been derived from these cells, and the corresponding 
supernatants were examined for their ability to induce IgE production. 

The PMA-stimulated supernatants of T celi clones were tested for their effect in cirro on the IgE 
synthesis by the B48-14 hybrid cell clone. which produces a n  anti-S. rnarzsoizi specific cytotoxic 
monoclonal IgE antibody. 

Table 4. Functional analysis of 26 kD specific T cell clones after antigenic stimulation: IL-?, MAF production 
and modulation of the IgE synthesis of the B hybrid B48-14 cell line 

Cell clone MAF activity 
supernatant IL-2 activity %, of cytotoxicity IgE (ngiml) Ratio 

Control Medium 9 0 6 i  329 Medium 
Positive 19754 + 2 4 4  Normal rat serum 

Infected rat serum 
26 kD specific T 

cell line 

2985+ 152 
4309+ 758 
1028+ 210 
8 4 0 2  208 
510+ 420 

1227412100 
1 4 2 8 4 ~ 1 9 8 0  
11369+2110 
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Fig. 2. IgE production by SRP-A specific cells in presence of 26 kD specific T cell lines \vith or wirhout 
schistosomuium antigen (AG). Large dots. 5 x 10' T cells; small dots. IO4 cells. 

Among the sixty-four 36 kD-specific clones which \vere tested (Table 4). four clones induced a 
clear reproducible effect on the IgE synthesis. Three clones (6. 34. 61) have a helper activity (ratios 
varying between 1.2 to 2.15) whereas one clone (1 1) has an inhibitory cffect on the IgE synthesis 
(0.63). 

DISCUSSION 

We have previously shoan. both in the monkey and in the rat models. that anti-schistosomula 
released product antigens (SRP-A) antibodics can efTecti\.ely kill the larvae of Scliisiosonin t~~ciiisorii 
in the presence of effector cells such as platelets. niacrophages and eosinophils (Auriault er al., 
1985). This report is the first of a series of studies concerning the induction of the immune response 
during schistosomiasis with a particular emphasis on the cellular aspects insisting on the role of T 
cells specific for the SRP-A antigens. 

SRP-A and 26 kD scnsitizcd Tcell lincs have been derived and tested for their ability to produce 
in ritro IgE helper function. IL-7 and MAF, or a protective effect iii rira. The cells have been 
maintained in culture iii rirrn by stimulation \vitIl schistosomulum homogenate. The feeble quantity 
of inaterial after purification or the presence of SDS and acrylamide even after extensive dialysis did 
not allou rcstimulation of the cells with thc purified antigen which was used to immunize the rats. 
Intcrestingly, the SRP-A T cclls wcrc stimulated with antigcnic preparation from diffcrent S. 
ttirri~sorii life cycle forms, indicating the cxisrcnce of common or cross-rcactive determinants 
recognized by the T lymphocytes. Previous studies concerning theanti-SRP-A IgE response did not 
dcmonstrate such clcar cross-rcactivity for thc B cpitopcs (Damonncvillc et (11.. 1986a). It thus 
appcars neccssary in a vaccinating stratcgy to dctcrmine the structurcs on the 26 k D  molecule which 
are recognizcd by tlic protcctive antibodics (B epitopes) and the structurcs presented by thc 
niacrophagcs to the T lympliocytcs (T cpitopes) which arc rcsponsibic for its immuiiogcnicity. 

The SRP-A spccific T ccll lincs werc shoivn to confer a signiticant protection to rats infccted with 
S. i~i~riisoiii. Tlic scra of the rats pessivcly transferrcd \vitIl SRP-A spccific T cclls displaycd an 
important incrcasc of thc total IgE lcvcl \tJhcrc:is the iotnl IgG lcvel was iiot modificd. Thesc rcsults 
corroborate thosc obtaincd by passive transfcr cxpcrimcnts of anti-SRP-A IgE and confirmcd that 
the antigcns sccrctcd by thc I;irv;ic ;ire of particular intcrcst. 

Tlic 36 k D  sensitized T ccll lines CO-cull~ircd tvith spleen cclls of SRP-A imniunizcd rats 
significantly cnhancc IgE production iii ciiro. This suggcsts thiit among thc a n t i ~ c n s  prcscni i i i  SRP- 
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A. the 36 kD molecule alone is able to induce T cells regulating the reaginic isotype production. 
Nevertheless the use of unpurified splenic anti-SRP-A cells as a source of B cells did not allow us to 
determine if these T cell factors acted directly on the B cells o r  through other cell populations. 
Hassner LC Saxon (1983) showed that the secretion of IgE by a human myeloma cell line (U 266) 
could be regulated by T cell factors. Therefore. the rat B48-14 hybrid cell was used to test the IgE 
synthesis regulation by the supernatants of 26 k D  antigen T cell clones and hybrids. After antigenic 
stimulation of these cells. some of them liberated Iymphokine(s) able to  modulate significantly the 
IgE synthesis produced by the B48-14 B hybridoma cell in rirro. The increase of the IgE synthesis 
observed was 75 to 155% with the clone supernatants. One clone (clone N o  11) was also found 
exhibiting a suppressive effect on IgE synthesis (36% inhibition). Further experiments will be 
necessary to  characterize the factors produced and to determine if their activities are isotype specific 
for the IgE response. 

Stimulated T cells have been shown to excrete a number of soluble factors, able to regulate the 
functions of effector cells, as macrophages, platelets or eosinophils. Besides their helper activity for 
the cytotoxic antibody production it may be thus assumed that the 26 k D  specific T cell lines and 
clones exert a stimulating activity on the effector cells. To  test this hypothesis, the cell supernatants 
were assessed for the h4AF production with a direct effect on the schistosomucidal activity of the 
activated macrophages. Moreover, it should be speculated that the 26 k D  specific T cell clones may 
not only produce MAF but also lymphokines able to modulate the eosinophil o r  the platelet effector 
functions in the ADCC mechanisms, depending on the IgE antibodies. 

On the basis of the results presented here. T lymphocytes specific for the antigens released by the 
schistosornula o r  for the 26 k D  antigen alone have been shown to regulate the IgE response. and 
presumably the effector cell functions. Studies are being undertaken in our laboratories to 
determine the relationship between these antigens and the efficiency of the immunity directed 
against schistosomes. 
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1gE ANTI-Id ANTIBODIES PROTECT AGAINST S. mansonl SCHISTOSOMIASIS 
_______. .. . . .. . .  -. 

A immunopreclpltatlori of rad 
@abclcd SRP- sera produced accordlng I 

at  the pcak of the productlo 
of Ab3. werc tcsted by Imrnurioprcclpltatlon wltli labclc 
SRP-A followed by a SDS-PACE or af ter  Western blottlr: 
of schistosomulurn Ag. As shown tn Flgure 3. B and C 
IgC Ab3 Irnmunoprcclpitatcd a molecule of 56 kDa c 
labeled SRP-A. In contrast. a 26-kDa Ag was rcveale 
after Western blottlng. Thls can be cxplalned by th 
dlffcrcnce of Ag preparatlon In the dlfferent technlquc: 
By dot-blot Irnrncinoassay by uslng the lndivldual clec 

vealcd ttiat IgE Ab3 recognlze 
evertlielcss the rccognltloli c 
Ab3 antlbodles strongly su6 

tested. 
gested the existence of 'natural" type 6 Ab3 (2) in the scr  

IgE-dependent cytotoxlclty. Tlie fact tliat tlie IgI 
rnonocloiialB48-14 Ab1 wasshown to be hlglily cytotoxl 

0.5 - In a n  antlbody-dependent cellular cytotoxtclty platclet 

0.4 - dependent system (151 led u s  to lnvestlgate the cytotox 
lclty of IgE Ab3 I r i  presence of platelets as  effector ccllv 

0.3 - The Ab3 IgE contalnlng sera uscd In thts expertmeri 
were those produced by thc Flgure 1B protocol. Tlie levc 
of anti-schistosomulum IgE Ab3 dctected by dot-Imrnii 

t-dependcri 
cytotoxlc actlvlty of 

DAYS POST-IMMUNIZATION 
spondlng closely to the lilghest level of IgE mcasurcd b\ 

~ ( ~ u r e  1. ~ l n c t l c s  01 appearance of anil-rd (Ab21 1.1 and  antl-antl-ld dot-blet. IgE dependence of the cytot~xlcity WaS verffiec 
(Ab31 [A] antlbdlcs. Thrce dlflcrent Irnrnunlmllon prolocols were uscd: 
( A )  InJecllon or a-gregatcd purifled 848-1 4 IgE. (6) InJccLlon of agregated b~ d c ~ l e t l n g  the b~ heatlng a t  560C Or passage Or 

celis of the  1348-14 clone. and (C) injcctlon or soluhle ~g WB-14 IgE. antl-IgE Immunoadsorbent. The capactty of Ab2 coritalri. 
Dates or boost InJcctlons are  ar rowd .  The amounl 01 anlibodles wa3 
dclcrmlncd by dot-blot lrnrnunoassay agalnst WB-Id ciillure supernalant  Ing s e n  to block Ab1 and Ab3 platelet-dependerit cyto- 
or agairist schistosornulurn ~g in the rase of Ab3. Valucs rcpresentcd the toxlclty was tcslcd. TO avold rcslduai cytotoxlc crfcctr 
rnean of rive r a k  per group. due to tlie posslble presencc of IgE Ab3 prcsent ln Ab2 

scra. al1 scra uscd for the Inhll~ltioii test were hcatcd for 
0.4 -, 

0.3 - 
V) 
Z 
w n 

0.2 - 
u 
O 
F 8 0.1 - 

0.0 

3 h a t  56°C bcforc use. Moreovcr. the Ab1 848- 14 culture 
supernatant was dlluted I I I  order to obtalri riear 60% of 
cytotoxlclty and so belng Inhlbttablc. In these condltlons. 
a n  Inhlbltory effect of Ab2 scra 

e derit platelet cytotoxlclty was 
,'&An the case of Abl 848-14. Ab2 

lted 65% -: 0.3% SD. whereas 76% 2 1.3% S D  Inlilbltlon 
was obtalned wltli Ab2 III IgE Ab3-dependerit cytotoxlc- 
tty. These results support the vlew that Ab1 aiid Ab3 
recognlze the samc epltope or1 the 26-kDa schlstosotnu- 
lum Ag. On the other hand. sera taken at the pcak of 

. , . , . , . , . , . 8 - 1 

4 0  50  60 7 0  80 90 100 110 
production of IgE Ab3 (second expcrlment. day 78) were 
tested ln IgE eoslnophtl-dependent cytotoxlclty assay. We 

DAYS obtalned a cytotoxtc level up to 4 5  to 50%. slmilar to the 
cytotoxiclty of the monoclonal Ab1 B48-14 (chta net 

Flgure 2. IgE a n d  IgC A b 3  response or one rat 1inniunl:xed wl th  a g r c -  
garcd cclls of the  M8-14 clone (Flg. 18). The  serurn wns analydcd againsl ShO'vn). 
schlstosornulurn r\g by dot-b~ot lrnrnunoassay. f l i c  rcaction was rcvealed IgG-dependent ~ y t ~ t o x l c l t y .  Tlie cytotoxic actlvlty of 
b)' peroxldasc-labelcd eiill-rat I@ for I g C  Isoly[)e [ t J  niid by a rabbit anil thC 1 g ~  ~ b 3  poolcd sera uscd for transfcr was lgE serurn followcd by a peroxldase lnbclcd nnll rnhbl l  semm for the  
IgE 130iypc 01. O ~ ~ I C J I  ~ C I I S I ~ Y  vniucs cvcre dctcrniliicd by using J. i ~ g h t  testcd In coslnoplill-dcpendcrit asSay. Sera wcre sliown 
rcfleclliig densltonicler. actlvlty agdns t  S. ritansonr Iaivac up  

a normal rat scrurn gave only 
1gE Ab3 production appcared approxlmatcly 3 wk af te r  rat scrum 87%. Controls wcrc 
the maximal production of IgG Ab3. Tlic levcl of antl- made by dcplctlng scra In IgC on protein A-Sepliarose. 
s'chlstosomulum lgE present In Ab3-contalntng scra pro- Protect[ve eflect ofAb3. The In vlvo effect of antl-aritl- 
duccd by uslng the protocol of Figure 1 B was ncarly the Id antlbodlcs was Investlgated by passive transfcr of Ab3- 
same as a 42-d:iy S. niansoiil-Irifcctcd rat scrum (0.45 contalrilng aritlscra to Infectcd rats. Poolc~l scra t;ikcri iit 
OD U agnlnst 0.55 OD U]. day 155 (tlilrd cxpcrlrnerit) for IgE containirig sera and 

Ag specylclty ofAb3. As has  becn prevlo~isly rcportcd day 6 4  (sccorid cxperlmcnt] for IgG Ab3-contalnliig scra 
(151. the monociorial 1gE 848-  14 recogrilzcd two niole- were clioscn In order to Iiave scra wlth one major Isotypc 
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nlquc dcscrlbcd b y  Clcgg and  Smlt t icrs (17) a n d  refcrred to as sk l n -  
transformcd schlstosomula. Schlstosomulum Ag wcrc prcpared b y  
sonlcallon of  mechanlcally prcparcd schlstosomuluin larvac n t  2 5  
W b y  us lng  a Braunsonic homogcnlsor (9ulglcy. Roclicstcr) fol lowcd 
b y  a 3500  x g ccntrlfugatlon fo r  2 0  rnln. T l ic  supernatant was 
rccovcrcd and storcd a t  -2OeC. SRP-A was made b y  Ir icubatlng 
mechanlcally prcpared schlstosomula fo r  18 Ii a t  37°C In  HBSS In a 
5% COa atmospherc a i  prcvlously dcscrlbed (13). Tl ic  26-kDa a n d  
56-kDa Ag werc prcparcd b y  clcclroclul lon of  polyacrylamlde s t r lps  
(181 af ter  separatlon of  schlstosomuluni Ag [ 5 mg) on  13% SDS- 
polyacrylamide gcls. 

IgE mAb. Rat IgE antlbody (B48-14) (15) was oblalncd b y  fuslon 
of non-lg-sccrctory IR 983F mycloma cclls w l t h  spleen cclls of  LOU/ 
h( rats lmmunlzed w l th  adul t  worrn homogcnate. Ascltlc f lu lds wcrc 
produccd b y  1.p. InJccllon o f  IOD cclls pcr  LOU/M ra t  and puncturc  
was cnrricd out 2 wk  Inter. T l i c  f lu ld  was ceritrlfugcd n t  4°C a1 1000 
x g for 2 0  m l n  and l t ic  supernatant  storcd n t  -70°C u i i l l l  uscd. Fu r  
Inimunlzatlon cxpcrlmcnts. the monoclonal IgE was pur l f lcd b y  
ammonlum sulfate preclpl l?tlon (40 10 GO%) of  nsclt ic f lu ld  fol lowcd 
b y  dldlysls f l rst  agalnst d is i l i lcd watcr. sccondly agalnat PBÇ. T l i l s  
IçE prcparatlon was uscd fo r  thc  Immunlzatlons. Tl ic  samc protocol 
\vas pcrformcd for the pur l f lcal lon of a n  unrclated monoclonal IgE 
uscd as control. For t l ic cytotoxlcl ly assays. the crudc culture super- 
nafant of  B48-14 clonc was uscd. For  t l ie dot-blot Imrnunoassay. 
WB-13  cclls ln cxporicnllal phase wcrc cul turcd In RPMl 2% FCS 
(CIDCO. Francc] for 2 days. t l i cn  t l ic  supcrnalarits wcrc collectcd 
and concentratcd I n  collodion bags to 60  pg/rnl (Sartorlus. GmH.. 
FRC). 

Imrnunlznt lon procedures. Ab1 lmmunogcns wcre prcparcd ac- 
cordlng 10 three mcthods: 1)  ammonlum sulfate prcclpi latcd B48-14 
IgE (1 r n g m l )  copolymcrlzcd wt t t i  human  IgC (5 mgjrnl. rat io l / l )  
w l th  2 5 9  glutaraldchyde accordlng to tt ic mcthod of  Avramcas a n d  
Tcrnynck  (19) and rcfcrrcd t o  as  aggrgatcd  B48-14 Ag. 2)  038-14 
cells f l xcd  w l th  25% glularaldchydc (20 p l  fo r  10' cclls). a n d  3) 
animonlum sulfate prcclpltatcd 0-18-14 IgE (1 mg/inl) I r1  PBS. A l l  t l ic  
prcparallons were lnjcctcd 3.c. T h e  f l rst  InJcctlon was carrlcd ou t  In 
CFA (CIBCO. France). thc sccond tn IFA (CIBCO). and  t l ic  otl iers In 

cvery 2 uqk. I n  the f l rs t  cxper lmcnt LOU/M male rats ( 3  3x 5 
rats pcr cxperlmcnt] wcrc IriJcctcd w l th  aggrcgated 038-14 Ag (200 
pgra t ) .  In the sccond expcrlmcnt. InJcctlons wcrc pcrformed w l t l i  
10' 648-14 f lxcd cells pcr rat. a n d  In the th l rd  cxpcrl incnt ammo- 
n l um sulfate pur l f lcd 818-14 IgE I n  PnÇ was InJcctcd (200 pglrat). 
The ra ts  wcrc bled cvcry 2 w k  al ter  the  r l rs t  I i i jccl loi i .  Scra wcrc 
rccuvcrcd b y  centrifugation a n d  storcd a l  -20°C. 

Dot b lot  lmmunoassay. Nltroccllulose sliects (Schlclchcr & 
Schucll. BA45. FRG) wcre c u t  ln to  4 x 3 0  min  strlps. For  t l ic  
scrccnlng of Ab2. I p l  of monoclonal IgE (60 pg/ml) was dol lcd o n  10 
thc strlps. Nltroccllulosc papcr was saluraicd w l t l i  IO m M  phosphate 
bu f fc r  [pH 7.4). 0.3 hl NaCI. a n d  0.15% cascln (Harnmarstcln. Erck. 
FRG) fo r  1 h and lhcn  lncubatcd w l t h  varlous scruni samples (dl luted 
1/50 I n  the same buffcr)  fo r  3 h. Aftcr  thrcc waslies. a n  ant l - rat  
pcroxldase labelcd IgG (hfllcs Laboratorlcs. Inc.. Napcrvlllc. IL]  (1/ 
200  d l l u l c d ~  was addcd o n  the  s l r lps fo r  1 h. T l ie  colored rcactlon 
was dcvclopcd w l l l i  600 pg/ in l  horscradish peroxldase color rcagcnt 
(Rio-Rad. Rlchmond. CA]. SOI6 cold mcthanol. 0.06?'0 HaOz 3076 ln 
P m .  The Intcnslty of the spots was mcasurcd w l th  a I lgl i t  rc f l cc t lng  
densltomctcr [Grctag. Rcgcnsdorf. Swlbcr land)  and expresscd In OD 
unlls. In cornparison w l t h  a control  made w l l h  a n  unrclated mono- 
clonal IgE and  normal r a t  scrurn. The scrcenlng of Ab3 was carrfcd 
out b y  us lng  1 p l  of schistosomulum Ag  ( IO  mg/ml) dottcd or1 nl t ro-  
ccllulosc. and  thc dl f fcrcnt  lsotypes of  Ab3 werc rcvcalcd. fo r  IgC b y  
nrit l-rat peroxldase-labclcd scrurn (Mlles Laboratorlcs). for  IgE b y  a 
double sandwlch tccl inlque w l t l i  a rabbl t  anl l - rat  IgE (dl lut lon I/ 
2000) (MIAB. Uppsala. Swcdcn] rcvcalcd b y  a n  anl l - rabbl t  pcroxl- 
dasc-labclcd scrum 11200 d l lu tcd  (Paslcur. France). 

w l t h  hcatcd scra thouglit 10 bc lnhlbl tory 3 0  ml11 beforc the  addl l lon 
of cffector sera (Ab3RS) o r  culture si ipcrnntaii ts [Ab l ) .  Dcad scli ls- 
losornula wcrc numcrated b y  mlcroscoplcal cxamlr in l lon n f t c r  24-11 
lncubatlon In 5% COa a t  37'C. Controls wcrc niade b y  dcplct lng t l ic  
scra on  IgE cl t l icr  b y  hcat lng  a t  56°C or o n  a n  anl l - IgE I inmunond- 
sorberit. 

Eoslnopl t l l -dependent cytotoxlclty. Fo r  IgC-dependent cytotox- 
lclty tests (9). cxper lmcnts wcre cnrrlcd out I n  sterl lc p last lc  tnlcro- 
platcs w l t h  f lat-bottomcd wclls. ttcated Ab3 sera wcre prc lncuba lcd  
w l t h  5 0  sclilstosomula Der wcl l  I n  a f lna l  d l lut lon of  1/30 a l  37'C. 
A f tc r  18-h Incubatlon. i a t  pcrltoneal cclls wcrc addcd l n  2 0 0  p l  f l na l  
volume In MEM/FCS/synthetlc peptldc (glycyl-hldtldyl-lyslnc). For  
IgE-dcpendcnt cytotoxlclty (1 0). schlstosomula. coslnophlls. a n d  scra 
wcrc Incubated 24  h In mlcmt l tc r  platcs. Conlrols wcrc made b y  
l icat ing scra 3 h a t  56'C o r  after depletlori of IgE or1 a n  ar i t l - rat  IgE 
linmunoadsorberit. In bo th  k lnds of  cxperliiieiits. I l le  perceii lnge of  
cytotoxlclty was rncnsurcd ns  dcscrlbcd sibovc. 

Passlve l rans jer  experlmenls. One rnl l l l l l tcr  of  poolcd sera o f  
lmmunlzcd ra ls  was InJccLcd 1.p. ln to  male LOU/M ra l s  (3 m o  ol(ll. 
fol lowcd b y  lnfccl lon w i t h  1000 S. rnansonl  ccrcarlac pcr  rat. Par- 
aslte worm burdcn was cvnluated 2 1  days a l te r  Infcct lo i i  b y  l lvcr  
pcrfuslon accordlng t o  t l i c  protocol o f  Smlthcrs ar id T c r r y  (24). 
Control anlmals wcre InJecled !.p. w l t h  0.15 M NaCl (1  in l / rat)  o r  
normal r a t  scrum [ I  m i /  at). The pcrccntagc of protcction was cnl 
culatcd b y  the formula (&\ [ a  - b/a). 100. whcre a 1s the nu inber  O 

wornis rccovcrcd f ro in ra ts  lnJcclcd w l l h  sall i ic bu f fc r  o r  norn ia l  r a t  
serum a n d  b tl ic numbc r  of worms rccovcrcd l r o m  ra ts  ln jcctcd w l t h  
IgG or IgE ai i t l - Id A b  (Ab3). 

Prodt~ctlon O Ab2 a n d  Ab3. Tlic productlon of aritl-Id 
and antl-aritl-1 k antlbodlcs to thc morioclonal IgE 848- 
14 was lnvcstlgated accordlng to thrcc lmmunlzatlon 
protocols (scc hfker la l s  a n d  hl~t l iods) .  Classlcal tests of 
cornpetltlon usually made for Ab2 dctcctlon was uriusa- 
ble In tlils case duc to the low affirilty of B48-14 for tlie 
schlstosoniulum Ag. It sliould bc notcd tliat tlie mctliod 
of screenlng (dot-blot lmrnunoassay) In thc case of poly- 
clona1 scra detccted ail typcs of Ab2 (Ab211 and Ab20 and 
Ab2-Ab3 cornpiexcs). but allowcd tlie detectlon of oiily 
uncomplexed Ab3B. Because dlfferent Ag wcre uscd for 
the dctcctlon of Ab2 and Ab3. Intririqlc valucs of OD 
cannot be cornparcd but can be uscd to follow tlie klnetlcs 
of the Ab2/Ab3 ratlo. 

The klnctlcs of appearance of Ab2 and Ab3 antlbodlcs 
ln the sera of rats lmmunlzed by 
sented a dlffcrcnt proflle a s  shown 
rcportcd In the Ilterature. a tilgh 
twccn lndivldual rcsponses was obscrved. For on& Im- 
munlzatlon protocol curves of lndlvidual rcsponses wcrc 
parallel but could Le dclayed. Only tlie proflle [FI& IAj.  
corrcspondfng to the Injection of aggrcgated a n t ~ b o d ~ c s .  
showcd a lilgh levcl of productlon of Ab2. whereas the 
InJcctIon of nggregated cells (Fig. 1B) sccms in our model 
to be thc bcst protocol for produclng a hlgli lcvel of Ab3. 
The Inhlbltlon expcrtment of Ab3 contalnlng scra by Ab2 

lmmunoprec lp l la l lon  and western  b lo t t lng  analysls. Fo r  lm -  Sera was assesçcd by dot-lmmunoassay. Ü p  to 33% 2 
rnunoprcclpltatlon. SRP-A was radlolabcled b y  uslng t l ie lcdogcn 
mcthod (20) and  lncubalcd w l t h  varlous ra t  antlscra. Tl ie I rnmunc 0.21% SD of Inhlbltlon was obtalncd and confirmed the 
cornpiexcs wcrc adsorbcd o n  protein A-scoharose (Piiarrnacia F lne  prcsence of Ab2P in the sera. For al1 the followln~! expcr- - 
~ l i c k i c a l s .  Uppsala. Swcdcn] a n d  analyzcd o n  I~?~~SDS-PACE (21). Irnents. we used scra  from ex~erlrnent  of Figure I B  for 

D - -  
\ ~ c s t e r n  blot t ing was carrtcd out  o n  s c h l s t ~ s ~ r n u l u m  Al: scP3ratcd ln vitro assaYs. For blocl lemlc~l  expcrlments. ail the scra on 1 3 1  SDS-PACE. t l ien t rnnsfcrrcd 10 a nltroccllulosc s l icel  (22). 

'Dricfly. Ag blottcd papcrs wcrc  lncubatcd w l l h  IO pdfrni of sera a n d  the  ttlrce protocois wcre e m ~ l O ~ c t i .  
f lxcd -antibodlcs werc rcvcalcd w l t h  ant i - rat  pcroxldasc-labclcd Analysls oj tlie lsotypes oj the  Ab3 produced. Both 
seruni (hfllcs Laboratorlcs) as  prevlousiy dcscrlbcd (23). IgE and IgC speclflc for schls~osomulum Ag werc cvi- 

Plalelet-dependent cylotoxlc l ly .  Platelets werc prcparcd accord- 
Ing 10 the mct l iod of Joseph c l  al. (12) f rom Flsher rat  blood collcctcd dcncc- -t e Ab3-c0nts1n1ng by us'ng s ~ e c i f i c  
wi th  calciparine. c bout 8 x 10' platclcts wcrc dlspcnscd In f lat-  scr@lgE antlbodles dctectcd ln thls assay could 
b t t o n i c d  microplatcs (CornlngClass Work. Corriliig. NYI w l l l i  2 0  not ë t l i e  InJectcd 848-14 because tlic IgE Iialf-llfc In 
of normal or  Immunlzcd ra t  scra a n d  5 0  schlsiosoniula (200 rl fliial). SerUm Is a fcw daYs 1261. M ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  tlic B48- Tl ic &18-14 clone supernatant  was uscd I n  I l le  pre'sciicc of  10% 
normal ra t  scrum. 111 some cxocrimcnts. t l ic  Inlill>itlori of  oiatclct \Vas Wregatcd by glutaraldchydc. cxccpt In tlic thlrd . - 
cytotoxlc~ty wascarricd out. In i l i l s  case. platclcts wcrc prclnCubated expcrlrient. Whatcver the lrnrnunlzatlon procedure uscd. 
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Plgure 3. Ag rcçognltlon by monoclonal 
IgE RI8-1 4 and anll-antl-Id antlbodies IAb3). 
[ A )  Irnrnunoprecipllatlon of lodine-labelcd 
SRP-A by monoclonal IgE 848-14 and a pol)f 
clonal antl-26.kDa rat semm ( o 2 6 R S ) .  con- 
rols wl th  a normal rat scmm ( N R S ) .  Inleclcd r 

rai serurn [IRS) and unrelated monoclonal IgE 
K. IgE]. (Li)  Irnrnunopreclplt;i[ion of lodine- 
labelcd SRP-A by anil-antl-Id antlbodles 
(Ab3. R S  1 and 2). Scra were chosen al the 
peak of prducllon 01 Ab3 antlbcdles. 1.e.. for 
Ab2. RS I experlrnent I.day 64. and for Ab3. 
RS 2. cxperlrnent 2. day 120. [C) Western 
blottlng of Ab3 ;gainsi schiaiosomulurn Ag. 

-4- 20 

TABLE I - 
A~inlysls of Oie IIJE Ah3 respo~ise" 

Da)¶ a l  , O D U  

Immunl7.iion 26 k i h  se k ~ o  
/ 

J 
92 0.67 0.09 

100 0.59 0.09 
E 
O 

132 0.55 0.09 E 
148 0.78 O. 15 
154 0.83 0.12 E 
I GO 0.85 0.13 != O 

Conlrols 
NRS" 0.18 0.07 $ 
IR5 0.23 0.03 

" IgE A b 3  speclflc for schlstosornulurn 26-kDa and 56-kDa A g  wcre 
rneasurcd by dot-blot lrnrnunoassay: on Individual clcctrocluted rnolccules 

I 
)(wlth the urne scra as descrlbcd In ~lgurcx 

'Controls were performed wlth normal [NRSI and Inlected rat sera 
[IRS) [&y 42 l n f e c ~ k  rat sera) againsi 26-k~a and 56-kDa Ag. NPS IRç 70 78 84 91 98 

represented. These sera were lnjected lnto rats whlch 
were simultaneously tnfected wlth S. m a n s o n i  cercariae. 

sc ra  corifcrred a 
slgnificant levcl of lrnrnunity (40 to 50%). slmilar to that 
observeci wlth the Ab1 848-14  (50Rj (15). 

Several studies havc shown tlie posslùillty of Iriducing 
protectlve lrnrnunlty wlth antl-Id antlbodlcs In expcrl- 
mental parasitlc dlscascs (7), partlcularly In the  S. man- 
son[  n t  schlstosornlasls mode1 (8). In th is  case. the IgE 
response Is consldcred as an Important pararnetcr of the 
lrnrnunity and was  notably studled tlirough tlleantl-SRP- 

A IgE response. Iridccd tlie Irnrnurilty corifcrrcd by SRP- 
A Ag Is ln part supportcd by spcclflc IgE antlbodlcs 

cspcclally dlrcctcti toward a major Ag of 26 kDa. Ari lgE 
(B48- 14) rnAb spcclflc for tlils Ag lias bccn produccd (15). 

DAYS 
Flgure 4. Elfecl of Ab3 on the platelet-dependent cylotoxlclty for S 

rnansonl schlstosomula. Thls assay w a  performed wllh the mme semrr 
used In klnctlc of appcarance of IgE and IgC Ab3 (Flg. 3). The pcrccntagt 
of cytotoxlcity was rneasured alter 24 h 01 Incubation. Controls were ihc 
-me sera Iieated 3 h at 56.C (O) or depletcd Ir1 IgE alter passage t l i r 0 ~ g I  
an antl-lgE irnrnunoadsorbcnt [O). The pcrccntage of cyloloxlclty rcprc 
senls the mean of thrcc expcrlrnents + SD. 

rcproducing the actlvlty of a n  antl-SRP-A serum Iri tlia 

It w a s  cytotoxlc In vitro In the prescnce of inflarn~riatoy 

cells and protcctlve after ?ts passivc transfcr to Infcctc( 
rats. We wcrc tlius intercstcd In dctcrrninlng tlic lnvolve 
ment of tlie idlotyplc network In the case of a protcctlvc 

IgE response. 
Imiiiunlzatlon wlth tlie monoclonal IgE 8 4 8 -  14 Indiicct 

tlie production of Ab2 and. latcr on. of naturally Indiicec 

Ab3. Tlie dot-blot lmrnunoassay uscd to scrccri tlic Ab: 
antlbodles, detcctcd al1 the dlffcrent types of aiitl-Itl (o 

8. c. a n d  n )  (2j. In contrast. thc A b 3  screenlng w:is brise( 

oii the dctcctlnn of thc  a~it l-paraslt lc antlbody act lvl ty  
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borne by the 2 6 - k ~ ~  ~g and an fdlotopc of Ab2 bath 6. S h a ' p ~ .  A. Il.. G. N. Caulton. K. K. MacDadc. B. N. Flclds, ürid hl. 
J. Greene. 1984. Syrigenlc monoclonal antiidlotype can  Iiidiice cel. 

lnduced IgE antlbodles of the same spcclflclty and effec- lular lmmunlly IO reovirus. J. ~ x p .  hftd. 160: 1 195. 
tor functlon. Docs thls mcan that In th19 case the çtruc- 7. Sadu. D. L.. K. Esscr. a n d  A. Shcr. 1982. Irnniuiiizatiori of inlce 

turc of the cpitopc could dlrcctly Lnfluence the Isotype aPln3 'afr 'can tryPanomiaSIJ using an t ( id io iy~ ic  a n l i h d i c s .  J- EXP. 
hfed. 155:1108. 

selectlon? Tlie 26-kDa molecule was shown to lnduce T 8. ~ m c h .  J. M., M. C a ~ m n .  p. H. Lambert. C. ~ i s s o w .  S. Torres .  a n d  

cells regulating the sccretlon of IgE antlbodies by B cells 
(1 4). We could spcculate that the ldlotope of Ab2 [Internal 
Image of the  epltope) has  the same propcrtlcs and could 
prime T cells directly involved In the production of lgE. 
Even If the Idlotope of the  B48-14 could direct antlbody 
productlon toward a n  IgE response. does the Fcr portlon 
of Ab1 lnflucnce lsotype rcgulatlori toward a n  IgE pro- 
ductlon? Indeed. the lncrcasc of the scrlc IgE level could 
enhance the cxpresslon of T cell factors wlth afflnlty for 
IgE such a s  IgE-blndlng factors that sclectlvely regulate 

Ihe IgE 
onse 131). One of tlie IgE-blndlng factors 

potentlates lie IgE rcsponse (IgE-potcntlatlng factor) and  
Its expresslon Is uiider the control of IgE ltsclf (32). 
Imrnunlzatlons wltti 648-14 Fab'2 could answcr thls 
questlon and tlie expertinerit Is in progrcss. 

Our expertmental data strongly s u g e s t  tliat. In splte 
of the low theoretlcal quantlty of Ab3P (3). we observcd 
a n  elflcient arid preserved blologlc actlvlty. Along the 
ldlotyplc cascadc. tlie dllutlon of antlbodles of the same 
clone durlng tlic clonal cxprcsslon might be balanccd by 
the selectlon of antl-Id antlbodles wltti a hlgh level of 
blologlc actlvlty. The  ldlotyplc network should restrict 
the antlbody responsc toward epitope/paratope couplcs 

'of hlgh afflrilty and lrnmunologlc efflcicncy (3#. 
One practlcnl consequencc of our results coricerns the 

establlshrnerit of a vaccine strategy agalnst schistoso- 
mlasls. The 26-kDa molecule and more partlcularly the 
epltope recognlzed by the B48-14 mhb appeared to have 
Imrnunoprophylactlc potentlality and could be used ln 

A. h p r o n .  1986. Àn antildiotype vacclne againsi  ex()crirnenLal 
schIstosomiasis. Nature 316:0023. 

9. Capron. M.. A. Caprun. 0. Torpfcr. II. Bazin. D. Bout.  a n d  hf. 
Joscph. 1978. Eoslnophlldcpendenl cytoloxlclly In rnl ..ichlsioso- 
rniasts. IrivolvcmenL ol  IgG2a a n t l b d y  and  role of m a l t  cclls. Nulurc  
8: 12. 

10. Capron. M.. II. Bazin. Ci. Torplcr, M. Joscph,  a n d  A. Capron.  198 1. 
Evldcncc for IgE-dependenl cyloloxlclly by rat  coslnoplill. J. Irrimu- 
nol. 126: 1 761. 

I I .  Capron. A., J. P. Ucsalnt. M. Capron.nnd II .  Bazin. 1975.S1)eclflc 
IyE antlbodles In Immune ndhcrciicc ol  iioriiial i~iacroliliagr..i 10 
Sclilstosorna niansonl schlstosoinuleli. Nature 253:475. 

12. Joscph.  M.. C. Auriauit.  A. Capron. II. Vorng. a n d  P. Viciis. 1983. 
A new fuiictlon for  plalelet IgE-dcpendenl kllllng of scliislosonies. 
Nature 3003:5920. 

13. Aurlault. C.. hl. Damonncvillc. C. Vcrwacrdc. R. J. Plcrcc. hf. 
Joscph,  M. Capron.  a n d  A. Capron. 1984. Ra1 IgE dlrcctrd agniiist 
scliistosoniula rclcascd product Is cylotoxic for  Scttlstosoriia nicin- 
soril schlstosomula In oltro. Eur. J. imrnurioi. 15: 132. 

14. Dammonncvlllc. M.. P. Vclgc. C. Vcrwacrdc. J. Fcstcl.  C. Auriaul t .  
a n d  A. Capron. 1987. Ceneration arid lutictlonal aiialyslr of 'r tcll 
Ilnes and  clones spcclllc for schlstosoniula rcleased producls  ISRP-  
Al. Clln. Exp. Imrnuriol. 69:299. 

15. Vcmacrdc. C.. M. Joscph.  hi. Capron. R. J. Pierce. hl. Dammoiic-  
villc. P. Vclgc. C. Auriault.  a n d  A. Capron. 1987. Furictioiial prop- 
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rnansonl. J. Inimund.  138:4JJ 1. 

16. Ramalh*Plnto. P. J.. G .  Caulnel l l .  R. E. llowclls. T. A. Mota- 
Santos, a n d  J. Pcllcgrino. 1974. Sclilstosorna rnansonl: dcllncd 
systcrn for siepwise translormatlon of cercarla 10 s c h l s t o ~ m i i l a  Iri 
oltro. E x p .  Paras l td .  3 6 3 6 0 .  

17. Clcgg. J. A.. a n d  S. R. Smlthcrs. 1972. The effecls of Imintine 
Rliesus monkcy s e m m  on schislosornula 01 Schlslosoma marisoril 
during ctilllvation ln vitro. [nt. J. Pcrasltol. 2:79. 

18. hlcndcl-Iiartdg. 1. 1982. A slmplc and rapld mctliod lor the  Isolnlloii 
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gcls. Ann. Blocliem. 121:215. 
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wllh glutaraldehydc a n d  I l s  use for the prcparallon of Inirnuno:idsor- 
benls. lrnrnunmhernlstru 6:53. 

assoclatlon wlth another molecule (33) descrlbed a s  a 20. 

potentlal vacclne. The work rcported hcre could be a good 
lliustratlon of tlie ldlotyplc network dlsplaylng a "long 21. 
tcrm mernory" (34). On the othcr liand. tlils work passes 
beyond the domaln of parasltlc dlseascs. As the igE an-  22. 
tlbodles arc also involved In allerglc dlscascs. tlie perslst- 
ence of IgE Ab3 s u g e s t  a possible role of the Idlotyplc 

,3. 
network In some pathologlc aspects of allergies. 

The mechanlsm of Isotype selcctlon rcmaiiis uriknown: 
24. howcver. the rnalntcnance of Isotope (1.e.. spcclflclty) a n d  

Isotqpe [Le.. functlon) of the antlbodles durtng tlie IdKOX 
jtyplc cascadc outllncs tlie Importance of tlils process In 25. 

the ampllflcatlon and the perslstencc of a n  lrnmune reX XI; 
Xponse. 26. 
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