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ABREVIATIONS

ADCC : cytotoxicité dépendante d'anticorps

Ag : antigene

APC : cellule présentatrice d'antigéne

CAP : préparation antigénique extraite de la cercaire

CMH : complexe majeur d'histocompatibilité

CTL: Ilymphocyte T cytotoxique

GST : glutathion-S-transférase

HSR : hypersensibilité retardée

Ig: immunoglobuline

IL-: interleukine

IFN-v : interféron gamma

LcB :  lymphocyte B

LcT . lymphocyte T

LcTh = Th: lymphocyte T "helper"

LK : lymphokine

SEA : préparation antigénique extraite de 1'oeuf

Sm28GST: antigtne de 28 kDa de Schistosoma mansoni présentant une
activité ~ glutathion-S-transférase

S.ula : préparation antigénique extraite du schistosomule

SWAP : préparation antigénique extraite du ver adulte

TcR: récepteur T

TNF : tumor necrosis factor
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RESUME

L'antigéene de 28 kiloDalton du parasite Trématode
Schistosoma mansoni : Sm28GST, a été préalablement démontré
comme pouvant induire des niveaux de protection trés élevés

dans différents modéles animaux, rongeurs et primates.

L'analyse de la séquence primaire de la molécule Sm28GST,
a conduit 3 la synthése de sept peptides qui ont été utilisés pour

identifier les épitopes T et B majeurs de la molécule vaccinante.

Deux d'entre ces peptides (correspondants aux acides
aminés 24-43 et 115-131) contiennent des déterminants T
majeurs de I'antigéne Sm28GST. En effet, les peptides 24-43 et
115-131 induisent la prolifération in vitro de lymphocytes T de
rat Fischer ou de souris Balb/c inmunisés par la molécule de
28kiloDalton, recombinante ou native.

Une étude chez le rat Fischer montre que 1'épitope contenu dans
le peptide 24-43 est un épitope '"helper" d'une réponse IgE: le
transfert passif de lymphocytes T spécifiques du 24-43
augmente la production d'IgE anti-Sm28GST.

Une construction multi-épitopique comprenant 8 copies du
peptide 115-131 (dénommée "octopus"), est immunogéne et
antigénique dans trois modeles animaux différents: le rat, la
souris et le babouin. De plus, la pré-immunisation de rat Fischer
par cette construction en octopus du peptide 115-131, les

protégent d'une infection ultérieure par le parasite.
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Ces structures épitopiques sont exposées au systéme
immunitaire durant l'infection de rats, de souris ou de babouins.
Une analyse de la réactivité lymphocytaire de jeunes enfants
kenyans infectés par Schistosoma mansoni (aprés ou avant
traitement par le praziquantel : drogue anti-helminthique)
montre que les déterminants fonctionnels identifiés chez
I'animal sont également reconnus par le systéme immunitaire
humain. De plus, cette étude a permis I'identification d'un
peptide majoritairement reconnu dans les populations humaines
infectées : le peptide 190-211, correspondant & la partie

C-terminale de la molécule Sm28GST.

Ces travaux ont permis d'identifier des épitopes
"inducteurs", "protecteurs", voire impliqués dans la pathologie et
d'envisager ainsi comme possible, méme si de nombreuses
questions restent posées, l'utilisation de constructions chimiques
artificielles utilisant ces divers peptides pour orienter Ila
réponse immune de 1'hdote parasité vers les mécanismes
protecteurs aboutissant a la destruction du parasite et/ou la
limitation des manifestaions pathologiques dont il est

responsable.
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INTRODUCTION
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I. PREFACE
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Toutes les formes de vie, qu'elles soient végétales ou animales,
invertébrées ou vertébrées, sont continuellement exposées a l'invasion par
des organismes parasites.

La capacité a s'accommoder ou résister a de telles infections, a fait l'objet
d'une trés grande pression sélective au cours de 1'évolution. Elle détermine
en effet le succés de la survie de l'espece parasitée.

Cependant, bien loin de représenter une spécialisation étrange et
quelque peu dégénérée, le parasitisme est au contraire une étape vers
I'adaptation plus ou moins parfaite entre deux espéces, résultant d'une
balance complexe, dynamique et extraordinairement raffinée.

Il y a de plus en plus d'évidences que la complexité des réponses
immunes ou le haut degré de polymorphisme des systémes
d'histocompatibilité, peuvent é&tre attribués aux pressions sélectives

exercées par l'infection parasitaire.

L'évolution simultanée du parasite et de son hote, aboutissant a
une association compatible avec la survie des deux partenaires, est la clé
du maintien des affections parasitaires au cours du temps et ceci depuis

des milliers d'années.

L'étude de ['univers des Parasites - par les connaissances qu'elle
apporte dans des domaines fondamentaux de la Biologie et notamment de
I'Immunologie, s'inscrit donc au premier plan dans celle de la connaissance

du monde vivant (A. Capron, 1990).
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II. GENERALITES
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Les Helminthes sont des invertébrés métazoaires appartenant a
I'embranchement zoologique des vers. Les relations qu'entretiennent ces
parasites avec leurs hdtes, 1'homme en particulier, sont la démonstration
d'une adaptation quasi-parfaite.

En effet, cette association existait déja dans 1'Ancienne Egypte
comme le mentionne le céléebre Papyrus médical Eber. Plus de 2000 ans se
sont écoulés et les infections par helminthes sont encore trés répandues
sur les trois continents et sont responsables de maladies trés graves de

I'homme et du bétail.

II.1. Qu'est-ce que la Bilharziose?

C'est l'une des infections parasitaires affectant 1'homme les plus
répandues dans le monde. Seul le paludisme la précede par ordre
d'importance sur lé plan socio-économique et du point de vue de la santé
publique dans les régions tropicales et sub-tropicales. En tant que risque
professionnel dans les zones rurales des pays en développement, la
schistosomiase vient au premier rang en ce qui concerne la prévalence
parmi les maladies a transmission par I'eau.

Les schistosomiases constituent un complexe d'infections
parasitaires acquises par’ I'homme dans toute une gamme d'habitats d'eau
douce, elles sont transmises par certains mollusques aquatiques ou
amphibies, mais 1'homme, comme le mollusque, est responsable de la

diffusion de la maladie. Un des facteurs de la contamination de
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I'environnement est le manque d'hygie¢ne des populations. En fait, les étres
humains contractent la maladie par leur contacts répétés avec une eau
douce contaminée lorsqu'ils se livrent a l'agriculture, la péche, a des

activités ménageres ou ludiques.

Il existe dans le monde 2 formes principales de bilharziose.

La forme urinaire est provoquée par des vers adultes du genre
Schistosoma haematobium qui déposent leurs oeufs dans les vaisseaux
irrigant la vessie. Les formes intestinales sont dues aux réactions
provoquées par les oeufs provenant des vers adultes qui vivent dans les
veines porte et mésentérique. L'une des formes de schistosomiase
intestinale est due a Schistosoma mansoni et l'autre 2 Schistosomd’
japonicum ou Schistosoma mekongi.

Schistosoma intercalatum provoque une forme de schistosomiase

rectale et génitale.

I1.2. Distribution géographique.

La prévalence mondiale de la schistosomiase serait, d'aprés
I'estimation la plus récente (Organisation Mondiale de la Santé, 1987) de
l'ordre de 200 millions de cas. A ce nombre, déja considérable de
personnes effectivement infectées, s'ajoute celui de 600 millions
d'individus exposés au parasite du fait de la pauvreté, de l'ignorance, de
la médiocrit€¢ du logement, d'une mauvaise hygié¢ne et de la rareté - sinon
de l'absence - d'installations sanitaires.

Du fait de sa prévalence, de sa trés large distribution dans les trois
continents (la schistosomiase est actuellement endémique dans 74 pays:
Figure I), et de l'importance de la morbidité et de la mortalité - et donc de

la souffrance - qu'elle entraine, la schistosomiase reste l'un des problémes



I s mansoni

[ s. intercatatum

Global distribution of schistosomiasis due to Schistosoma mansoni and S. intercalatum, 1985
Distribution mondiale de la schistosomiase due & Schistosoma mansoni et S. intercalatum, 1985

- S. haematobium

¥ s. japonicum

!

~

\

{

£ 5. mekongi \\
/

Globat distribution of schistosomiasis due to Schistosoma haematobium and S. japonicum, 1985
Distribution mondiale de la schistosomiase due & Schistosoma haematobium et S. japonicum, 1985

Figure 1.

(d' apres: "Atlas de la répartition mondiale des schistosomiases”, O. M. S. 1987)
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majeurs de santé publique dans les pays tropicaux et sub-tropicaux.
De plus, les aires de répartition des schistosomiases évoluent sans cesse:
- Autrefois, l'infection par S. japonicum sévissait dans 6 pays, aujourd'hui
on ne la trouve plus qu'en Chine, Indonésie et aux Philippines.
- S. haematobium est endémique dans 53 pays, du Brésil au Surinam et a
certaines fles des Caraibes mais récemment l'infestation par §.
haematobium a été observée a Sao Tomé-et-Principe.
- Enfin, §. mansoni est endémique dans 40 pays mais cette infection est
depuis peu notée au Niger et en Oman et encore plus récemment (le
premier cas a été détecté en Janvier 1988), une épidémie fulgurante et
gravissime de bilharziose 3 S. mansoni s'est déclarée dans la région de

Saint-Louis, au Sénégal.

II.3. Le genre Schistosoma: approche taxonomique.

Les Schistosomes sont des helminthes, appartenant & la classe des
Trématodes et au genre Schistosoma (ou Bilharzia) vivant a [1'état
adulte dans les vaisseaux sanguins des hétes (homme ou autres vertébrés)
qu' ils infestent.

L'utilisation de la technique conventionnelle de coloration au
Giemsa a permis a Grossman, A. I. et al. (1981) de démontrer que le
caryotype de Schistosoma intercalatum est trés similaire a celui de
Schistosoma mansoni. Par contre, les caryotypes de Schistosoma japonicum
et Schistosoma mekongi sont trés différents de ceux des autres espéces de
schistosomes (Grossman, A. I. et al., 1980). Le génome des schistosomes
consiste en 8 paires de chromosomes, le génome haploide contiendrait
2,7x108 paires de bases composé de 60% de séquences d'ADN fortement ou
moyennement répétées et d'environ 30% de séquences simple-copie (Short,

R. B. et al., 1981). Le génome de ce parasite est environ dix fois plus grand
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que celui des protozoaires et représente prés d'un dizieme du génome
humain. Sa complexité est similaire a celle des mollusques et des éponges
(Simpson, A. J. G. et al., 1982).

Le genre Schistosoma appartient a la famille des
Schistosomatidae, parmi les douze membres de cette famille seul
Schistosoma est associé a l'homme. Dix-huit espéces de schistosomes
infestant 'homme ou les animaux sont connues actuellement (Tableau I).
Les cinq espéces principales se répartissent en 3 groupes, caractérisés par
la morphologie de leur oeufs (Figure 2):

a) oeuf ovale et muni d'un éperon latéral (S. mansoni)

b) oeuf ovale et muni d'un éperon terminal (S. haematobium et S.
intercalatum)

| c) oeuf rond et muni d'un éperon minuscule (S. japonicum et S.
mekongi )
On a observé la présence de schistosomes analogues & S. mansoni chez le
rat (S. rodhaini) et de nombreux parasites analogues A S. haematobium et
pondant des oeufs a éperon terminal chez divers animaux, et parfois
I'homme, par exemple S. bovis et S. matthei en Afrique australe.
En fait, la taxonomie des schistosomes est beaucoup plus complexe puisque
des variations intra-spécifiques et des hybridations ont été rapportées
(Nadler, S. A., 1987) par l'utilisation d'anticorps monoclonaux ou de sondes
d'ADN ou des techniques telles que l'analyse des protéines ou des
isoenzymes (Rollinson, D., 1984; Rollinson, D. et al., 1985; Fletcher, M. et al.,
1981). L'existence de ces hétérogénéités a des implications pratiques
évidentes pour la lutte contre la maladie.

Les schistosomes de l'espéce S. mansoni par exemple, isolés dans
différentes régions géographiques, n'ont pas tous la méme capacité de se
développer chez les diverses espéces et souches de mollusques-hotes
(différences portant sur la longueur du ver adulte, la dimension des oeufs

et la période de prépatence a l'intérieur du mollusque).



S. haematobium
Bilharz,1852
Weinland, 1858

S. intercalatum
Fisher,1934

S. mattheei
Veglia et Le Roux, 1929

S. bovis
Blanchard, 1895
Sonsino, 1876

S. curassoni
Brumpt, 1931

S.margrebowie
Le Roux, 1933

S. leiperi
Le Roux,1955

S. mansoni
Sambon, 1907

S. rodhaini
Brumpt, 1931

S. edwardiense
Thurston, 1964

S. hippopotami
Thurston, 1963

S. indicum
Montgomery, 1906
S. spindale
Montgomery, 1906
S. nasale
Rao, 1933
S. incognitum
" Chandler, 1926

S. japonicum
Katsudara, 1904

S. mekongi
Voge, Bruckner et
Bruce, 1978

S. sinensium
Pao, 1959
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Groupe S. haematobium

Bulinus Afrique et régions
adjacentes
Bulinus Afrique
Bulinus Afrique
Bulinus Afrique et régions
Planorbe adjacentes
Bulinus Afrique
Bulinus Afrique
Bulinus Afrique
Groupe S. mansoni
Biomphalaria Amérique du Sud
Caraibe, Afrique
Madagascar
Biomphalaria Afrique
Biomphalaria Afrique
7 Afrique
Groupe S. indicum
Indoplanorbis Inde, Sri-Lanka
Sud-est asiatique
Indoplanorbis Inde, Sri-Lanka
Sud-est asiatique
Indoplanorbis Inde, Sri Lanka
Lymnaea Inde
Radix Sud-est asiatique
Groupe S. japonicum
Oncomelania Chine, Japon
Philippines
Taiwan, Indonésie
Tricula Sud-est asiatique
Tricula Sud-est asiatique

primates

primates

porcins et ruminants
primates

porcins et ruminants

porcins et ruminants
porcins et ruminants

porcins et ruminants

primates et rongeurs

rongeurs et carnivores
porcins et ruminants

porcins et ruminants

porcins et ruminants
porcins et ruminants
porcins et ruminants

rongeurs, camivores
porcins et ruminants

primates, rongeurs
carnivores, porcins et
ruminants

primates, carnivores

rongeurs




Figure 2:

Morphologies des oeufs de schistosomes.

\
A
Oeufs de Schistosoma mansoni: éperon latéral
B
C : Oeufde Schistosoma haematobium: éperon terminal
J
D : Oeuf de Schistosoma japonicum: éperon minuscule :

(d' apres "The radiology of Tropical Diseases with epidemiological, radiological and clinical
correlation.” Reeder, M. M. and Palmer, P.E. S.)

Oeufs Ovales

Oeuf rond
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De méme, les spécimens de S. haematobium isolés en Afrique et dans les
régions voisines présentent parfois une infectiosité extrémement différente
a I'égard de diverses espéces de mollusque-hdte du groupe Bulinus.

Enfin, il a été découvert a Loum (Cameroun) des hybrides naturels de S.
haematobium et S. intercalatum: depuis une dizaine d'années, le nombre de
cas de schistosomiase intestinale provoquée par S. intercalatum baisse
notablement, tandis que celui des cas de schistosomiase urinaire provoquée
par S. haematobium et le parasite hybride augmente. L'étude au
laboratoire a permis de démontrer que I1'hybridation conduit a une
augmentation du pouvoir infestant vis-a-vis des mollusques-hdtes et des
animaux de laboratoire ainsi qu'une stimulation de la croissance et de la

capacité de reproduction des parasites hybrides.

II. 4. Le cycle biologique: Tableau II et Figure 3.

Le cycle évolutif des trois especes (S. mansoni, S. haematobium et
S. japonicum) est identique dans ses grandes lignes, nécessitant
l'intervention d'un mollusque d'eau douce spécifique pour chaque espéce
(respectivement: Planorbis, Bulinus et Oncomelania). La période de
prépatence dans ['hGte intermédiaire mollusque d'eau douce représente le
temps entre l'infection du mollusque par les miracidia et 1I'émergence des
premiéres cercaires. La période de prépatence dans 1'hote définitif
représente le temps entre l'infection initiale et l'apparition d'oeufs dans les
excrétats. Elle est assez caractéristique pour chaque espéce de
schistosomes, toutefois elle peut varier entre les différentes souches et
étre beaucoup plus longue chez des hotes non favorables. La longueur de la
période de prépatence chez le mollusque héte est beaucoup plus
dépendante de facteurs de l'environnement tels que la température mais

aussi de la taille et de 1'dge du mollusque, du nombre de miracidia




Longueur de la femelle
(en mm.) (Loker,1983)

Longueur du méle
(en mm.)

Nombre d' oeufs
utérins (moyenne)
(Loker, 1983)

Taille de I' oeuf
(longueur x largeur pum)

Taille de la cercaire
(en um)

Nombre d'oeufs
excrétés par jour
(Loker, 1983)

Période de prépatence

chez le mollusque (en jours)

Période de prépatence
chez I' héte définitif
(en jours) (Loker, 1983)
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S. haematobium S. mansoni
13,5-22,5 7,2-14
5-11 5-11
4-56 (29) 1
144 x 58 142 x 60

(Kusel, 1970)
483 516
(Capron, 1965) (Faust, Hoffman, 1934)
22-203 66-495
20-35 20-35

56 34

Tableau II.

S. japonicum

15-30

5-11

(161)

81 x63
(Loker, 1983)

333
(Loker, 1983)

560-2200

>40

34
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pénétrants et de la compatibilit€é entre le schistosome et son mollusque
intermédiaire.

La connaissance schématique du cycle est essentielle car elle permet de
comprendre le mode d'infestation, les phases évolutives de la maladie et
d'en déduire les notions prophylactiques.

Dans l'eau et le mollusque-hote intermeédiaire.

Les oeufs® de schistosomes excrétés par l'organisme de ['hdte définitif
éclosent lorsqu'ils atteignent l'eau, libérant un jeune parasite minuscule : le
miracidium@ Les premiéres études sur les conditions d'éclosion
indiquent que les facteurs principaux sont la température (qui doit étre
entre 25 et 30° C), la luminosité et la pression osmotique. L'hypotonicité
(osmolarité proche de 12 mOsM) semble é&tre le facteur principal de
I'induction de l'éclosion. Cette valeur est souvent celle de l'eau douce. Le

mécanisme d'éclosion est un phénoméne purement physique (l'eau pénétre

dans les vacuoles créant un phénomeéne de turgescence qui va aboutir a

I'éclatement de Il'enveloppe) qui a lieu méme quand le miracidium est
mort. Une fois libéré, le miracidium nage frénétiquement (vitesse= 2

mm/s. en moyenne) a l'aide de fins cils qui le recouvrent, en quéte de son

hote mollusque d'eau douce, dans lequel il pourra poursuivre son
développement. Le miracidium ne survit pas dans l'eau au dela de 8 a 12
heures (Chernin, E. et al., 1962; Prah, S. K. et al.,, 1977).
A l'intérieur du mollusque, le miracidium bourgeonne, donnant des
sporocystes @ La suite du développement s'effectue dans
I'hépato-pancréas du mollusque et ‘aboutit a la formation des
furcocercaires @ , larves a queue fourchue, de 500 pm de long. La
durée totale du'cycle chez le mollusque est de un mois.

La multiplication intense du parasite chez le mollusque aboutit a
la formation, a partir d'un seul miracidium, de milliers de cercaires qui
émergent du mollusque aux heures chaudes de la journée, en général entre

10 et 16 heures en pays tropical (Pitchford, R. J. et al., 1969; Nojima, H. et
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al., 1982). Elles peuvent vivre en eau libre pendant 24 heures au
maximum. En effet la principale réserve d'énergie de la cercaire est le
glycogéne contenu dans la queue et le corps et Lawson, J. R. et al. (1980)
ont montré que cette réserve diminue de fagon exponentielle aprés la
libération de la cercaire dans l'eau. Elles doivent donc pénétrer a travers la
peau de leur hote définitif (le plus souvent 'homme) dans ce court délai.

Bans I' hote définitif.
Les cercaires se fixent sur l'épiderme grice a leur ventouse antérieure
munie d'épines. La pénétration a travers la peau de I'hote définitif a été
décrite par Haas, W. et al. (1982). Elle se fait en moins d'une heure (Cousin,
C. E. et al; 1981) et fait intervenir une action mécanique et une action
chimique (sécrétion d'enzymes lytiques: Landsperger, W. J. et al., 1982).

L'évolution qui va alors se poursuivre dans I'organisme-héte
définitif est alors absolument fascinante et implique des modifications qui
vont trés vite permettre au parasite de s'adapter 4 son "nouveau mode de
vie": modifications de structure (Stirewalt, M. A., 1974; Mac Laren, D. J.,
1980), de morphologie (en traversant la peau de leur hote définitif, les
cercaires perdent leur queue) et biochimiques: apparition de nouvelles
molécules (Tableau III). Elles se tranforment ainsi en schistosomules@

Déja a ce niveau le parasite va faire preuve d'une capacité
d'adaptation particulierement rapide et efficace puisque d'organisme
adapté a la vie en eau douce, il devient capable de survivre dans un milieu
ol l'osmolarité est augmentée. De récents travaux (Miller, K. J., 1986) ont
permis de montrer le rdle des oligosaccharides de surface dans l'adaptation
d'un organisme a des variations de pression osmotique. Dans le cas de S.
mansoni, des expériences réalisées dans notre laboratoire (Dissous, C. et al.,
1987; Grzych, J. M. et al., 1987) ont abouti a l'identification d'une structure
glycannique commune au parasite, 2 son héte intermédiaire mollusque
d'eau douce (Biomphalaria glabrata) et & un mollusque marin primitif

(Megathura crenulata).




Poids moléculaire

(kilodalton)

>150
1058
92-97
802
66-682
53-542
44-462
40-412
382

37

32
27-282
24

222
19-202
16-172
14-15
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Tableau III:

Macromolécules caractérisées a la surface du jeune

schistosomule de Schistosoma mansoni.

Development and migration in the mammalian host."
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Ensuite le schistosomule parvient dans les poumons par transport
lymphatique ou veineux. De 13, il gagne les veines portes intra-hépatiques
par voie circulatoire (cette phase migratoire dure 10 a 21 jours). [l
poursuit alors son développement jusqu'a la différenciation et la
maturation sexuelle (en 3 semaines environ). Les vers accouplés vont
demeurer pendant plusieurs années: chez 1'homme cette durée a été
estimée de 2 a 20 ans, parfois méme 30 ans (Vermund, S. H. et al., 1983).
Le couple de schistosomes adultes @ (mile et femelle) se déplace
ensuite 4 contre-courant, grice a leur ventouse, vers les lieux de ponte.
Le nombre d'oeufs excrétés journellement varie beaucoup entre les especes
(Loker, E. S., 1983). Ils pourront avoir 2 destinées:
- les oeufs bloqués dans les tissus détermineront la formation du
granulome bilharzien que nous détaillerons ultérieurement. D'autres,
emportés passivement par le courant veineux, iront dans les poumons et
d'autres organes ol ils induiront également la formation de granulomes.
- ceux (environ la moitié des oeufs pondus) qui réussissent leur migration
vont traverser la muqueuse et tomber dans la lumiére de la vessie (S.

haematobium) ou de l'intestin (S. mansoni, S. japonicum).

Ils sont alors éliminés dans les excrétats, et le cycle recommence...

II. 5. Les conséquences de l'infection par S. mansoni.

L'infection par S. mansoni affecte les individus de différentes
maniéres. Tandis que certains seront porteurs asymptomatiques du
parasite, d'autres développeront une forme sévére (Kloetzel, K., 1964; Katz,
N. et al., 1966). Dans les populations trés fortement infectées, la prévalence
des formes sévéres peut atteindre 5 & 10%. Les raisons de ces différences
sont mal connues. Nous évoquerons plus loin les facteurs de prédisposition

de 1'hote 2 l'infection mais il est clair que l'importance de la charge
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parasitaire va influencer le développement des manifestations séveéres de
la maladie.
Par la suite, les lésions qui vont apparaitre sont essentiellement causées
par les oeufs plus que par les vers adultes (Cheever, A. W. et al., 1965).
Les lésions causées sont dues:

- a la déposition locale d'oeufs et a la formation du granulome

bilharzien.

- a la réponse immune systémicjue de 1'hdéte:
lympho-prolifération, 1ésions dues a des dépdts d'immun-complexes
(notamment au niveau des glomérules rénaux: Gentilini, M. et Duflo, B.,
1982). Les réponses cellulaires systémiques vont persister durant la phase

chronique de la maladie mais sous une forme atténuée,

g




III. LA REPONSE IMMUNE CONTRE SCHISTOSOMA MANSONI
DANS LES MODELES ANIMAUX.
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ITI1.1. Les modeéles animaux.

La connaissance et la compréhension - encore incomplétes - de
I'immunologie de la schistosomiase, ont été largement facilitées par le fait
que de nombreux animaux de laboratoire sont susceptibles a l'infection par

Schistosoma mansoni.

III.1.a. La spécificité d' espéce,

Différents critéres expérimentaux définis par Stirewalt, M. A. et al
(1951), permettent de déterminer le degré de résistance vis-a-vis du
parasite:

* Le nombre d'animaux infestés par rapport au nombre d'animaux
exposés au parasite.

* Le pourcentage de furcocercaires qui ont effectivement pénétré dans
l'organisme hote.

* L'importance de la charge parasitaire c'est-a-dire le nombre de vers
adultes présents dans 1'animal infecté.

* Le nombre et la distribution des oeufs dans l'organisme et dans les
excrétions. Ce dernier critere est toujours le plus utilisé sur le terrain dans
les zones d'endémie pour déceler la maladie et en évaluer l'importance

clinique.

C'est ainsi que depuis de nombreuses années, des différences de

susceptibilité A l'infection par S. mansoni ont pu étre clairement établies:
** Le hamster est considéré comme 1'héte le plus susceptible. En

effet, il permet la maturation compléte des parasites. Du fait de I'obtention

facile de vers adultes et du grand nombre d'oeufs viables récupérés, le
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hamster est utilis€ pour assurer le maintien du cycle parasitaire dans la
plupart des laboratoires, en association avec un élevage de
mollusques-hotes intermédiaires.

** La souris est également trés susceptible a linfection par §.
mansoni méme si elle ne permet pas la récupération d'un aussi grand
nombre de parasites que le hamster. Cependant, sa petite taille la rendant
facile a manipuler, ce modeéle est trés utilisé au laboratoire.

** Le lapin et le cobaye sont peu utilisés. Les vers adultes sont de
taille normale mais ils ne pondent pas ou peu d'oeufs. Le cobaye reste
trés peu utilisé méme si de récents travaux (Pearce, E. J. et Mc Laren, D. J.
1983; Rogers, M. V. 1986) montrent que cet animal développe une
importante résistance a la réinfection associée 2 une pathologie limitée, la
plupart des oeufs pondus étant non viables et non excrétés dans les féces.

** Le rat est un modele tout-a-fait particulier dans l'étude de la
schistosomiase. Il s'infecte et les formes larvaires accomplissent le stade
de migration hépatique. Mais dés la 4i®me semaine, il y a une chute brutale
de la charge parasitaire et 2 la 6®m€ semaine, la majorité des vers ont été
éliminés (Smithers, S. R. et Terry, R. J. 19652; Maddison, S. E. et al., 1970).

** Le singe Rhésus (Macaca mulatta) est également un hdte treés
susceptible a linfection mais lorsqu'il est massivement infecté, le nombre
d'oeufs pondus décroit brusquement aprés 8 a 12 semaines (Smithers, S. R.
et Terry, R. J. 1965Y%),

** Le babouin olive (Papio anubis) est trés susceptible a l'infection
par S. mansoni (Sadun, E. M. et al., 1966), et permet la maturation compléte
du parasite. Le nombre d'oeufs pondus est important.

** L'homme, quant a lui, se comporte comme un héte susceptible

chez lequel des infections de longue durée ont été observées.
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III.1.b, Ie choix du modéle animal

En 1958, Kagan divise les espéces animales en 3 catégories suivant
leur comportement face a l'infection par les schistosomes.
Ainsi I'on définit:
*** Les hotes résistants (le pigeon: les cercaires sont détruites au
niveau de l'épiderme).
*** Les hotes partiellement résistants (rat, singe Rhésus).

*** Les hotes susceptibles (hamster, souris, babouin, homme).

Toutefois, il est important de souligner que chaque modéle animal a ses
propres avantages et désavantages.

Le rat par exemple, ne permet pas un développement complet du
parasite. Le peu de schistosomes restant 4 semaines aprés l'infection sont
mal développés et produisent un petit nombre d'oeufs non viables. Ce
modele est clairement inapproprié pour étudier la pathologie causée par
les oeufs et la relation entre résistance et pathologie. Cependant, le rat
développe une immunité a la réinfection trés importante dont nous
détaillerons les mécanismes dans un chapitre suivant.

La souris chez qui le développement du parasite est complet, constitue
un modele idéal pour étudier les modifications immuno-pathologiques liées
au dépdt des oeufs dans les tissus. De plus, l'existence de nombreuses
souches parfaitement définies sur le plan génétique, font de la souris un
modele des plus utiles pour I'étude du contréle génétique de la réponse
immune vis-a-vis de S. mansoni. Cependant, la plus petite infection
réalisable chez la souris (1 couple de vers adultes) serait équivalente a une
infection par 2000 a 3000 couples chez I'homme. Or, des études
post-mortem réalisées par Cheever, A. W. (1968) au Brésil, ont montré que

90% des sujets avaient moins de 10 couples de parasites et que 10%
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avaient entre 160 et 320 couples de S. mansoni.

Les études au laboratoire ont permis de montrer que les
comportements différents du rat et de la souris face a l'infection par S.
mansoni, sont en fait le reflet de réponses immunitaires également
différentes: si pour le rat, l'immunité protectrice fait essentiecllement
intervenir des mécanismes dépendant d'anticorps, pour la souris c'est
principalement la composante cellulaire qui est en jeu.

Chacun de ces modéeles partageant des caractéristiques avec l'infection
humaine, analyser les mécanismes immuns de l'un et de l'autre est donc
indispensable a la compréhension de la réponse immune développée chez

I'homme.

II1.2. Les caractéres généraux de la réponse immune

vis-a-vis des schistosomes.

Comme la majorité des helminthes, les schistosomes ne se multiplient
pas chez leur héte définitif. La durée de vie des vers adultes est de 10 ans
en moyenne pour S. mansoni.

La chronicité de l'infection mais également le caractére dynamique du
développement du parasite dané I'organisme héte, expose ce dernier de
fagon répétée a un grand nombre d'antigénes depuis le stade larvaire
jusqu'aux stades adulte et enfin oeuf, du parasite.

La "parade" habituelle du syst¢éme immunitaire face a des stimulations
répétées ou continuelles, est de diminuer ou de moduler la réponse, de
fagon a éviter les hyper-réactivités qui auraient des conséquences néfastes
pour l'organisme hdte. Dans le cas de l'infection par S. mansoni, cette
modulation existe et pourrait expliquer le contréle de la réaction

granulomateuse.
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La nature méme du cycle de vie du parasite est un des éléments-clés
permettant de comprendre le caractére unique de l'immunologie de la

schistosomiase.

[I1.2.a. L'immunité concomitante.

A des degrés divers, la plupart des espéces animales développent une
résistance a la réinfection par S. mansoni. Cette immunité est d'un
caractére particulier puisqu'elle est dirigée contre les formes larvaires
d'une nouvelle infection, alors mé€me qu'elle est inefficace contre les vers
adultes déja présents dans l'organisme.

Le terme d'immunité concomitante a été proposé en 1969 par
Smithers et Terry pour décrire cette situation tout-a-fait particuliére on
une immunité a la réinfection apparait en présence d'une infection active.
Des travaux réalisé€s in vivo par transfert de vers adultes dans différents
organismes hdtes et in vitro (Smithers, S. R. et Terry, R. J. 1967), ont permis
de montrer que peu de temps aprés leur pénétration, les jeunes
schistosomes acquitrent a leur surface des antigénes de I'hdte ce qui les
protégent contre l'attaque immune qu'ils ont eux-mémes déclenchée.

Par ailleurs, ce concept implique qu'il existe certaines communautés

antigéniques entre le schistosome adulte et le schistosomule.

II.2.b. Les composantes de la réponse immune vis-a-vis

de Schis ma__mansoni.

Le parasite vivant dans les vaisseaux, libére des produits métaboliques

‘d'excrétion ou de sécrétion, sources d'antigénes circulants présents sous

forme libre ou d'immun-complexes, qui pourront stimuler le systéme

immunitaire de 1'héte.
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*  L'immunité développée contre S. mansoni est
thymo-dépendante. En effet, des animaux a fonction thymique déficiente
présentent une trés faible résistance a la réinfection (Capron, M. et al.,
1983; Phillips, S. M. et al., 1983). Le caractére thymodépendant de
I'immunité vis-a-vis de S. mansoni implique une coopération entre les deux
principaux compartiments du syst¢me immunitaire: celui des lymphocytes
B et celui des lymphocytes T.

* Néanmoins, contrairement aux infections bactériennes et
virales, les lymphocytes T ne semblent pas impliqués directement
dans des mécanismes de cytotoxicité contre le parasite (Butterworth, A.
E. et al., 19792). Bién que des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques
d'alloantigénes soient capables de se fixer sur le parasite recouvert par le
méme alloantigéne, aucune destruction du parasite n'est observée. Ces
mémes CTL sont cependant capables d'exercer leur activité cytotoxique
vis-a-vis de cellules cibles tumorales appropriées.

Plus récemment, il était démontré que des lymphocytes T stimulés par
des mitogénes, des antigénes solubles ou des alloantigénes pouvaient
"tuer” le schistosomule (Ellner, J. J. er al., 1982). La pertinence in vivo de
cette observation reste toutefois trés discutée. ;

* Cependant, si les cellules T ne participent pas directement i la
destruction du parasite leur implication indirecte n'en est pas moins
effective:

- par leur réle inducteur de la prolifération et différenciation des cellules B
qui produiront des anticorps impliqués dans des mécanismes de
cytotoxicité cellulaire mettant en jeu d'autres cellules effectrices.

- par la production de certaines lymphokines qui pourront activer

directement les cellules effectrices en 1'absence d'anticorps.
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* C'est ainsi que nous avons choisi de détailler a4 présent

I'immunité protectrice, en considérant:

- - l'immunité non spécifique
et
-- I'immunité spécifique dépendante d'anticorps ou de

lymphokines

II1.3. Les mécanismes de 1l'immunité non spécifique.

La part de l'immunité non spécifique dans la réponse immune
développée contre S. mansoni est plus difficile a4 apprécier que celle de
I'immunité spécifique; dans celle-ci, le parasite est affecté - voire détruit -
par une réponse humorale ou cellulaire résultant toujours d'une
sensibilisation préalable de 1'hdte.

Toutefois, il est important de garder présente a l'esprit l'existence de tels
mécanismes qui participent également i la résistance de l'organisme hote

vis-a-vis de l'infection parasitaire.
III1.3.a. Le complément.

* Les cercaires (Machado, A. J. et al., 1975), comme les
schistosomules (Sher, A. 1976), sont capables d'activer la voie alterne du
complément in vitro.

De plus, les cercaires (Machado, A. J. et al.,, 1975) ou les schistosomules
(Tavarés, C. A. P. et al., 1978; Santoro, F. et al., 1979) peuvent étre "tués" in
vitro par le complément activé par la voie alterne. Cette activité cytocide

du c’omplémenf peut &tre amplifiée en présence de cellules portant des
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recepteurs pour le C3b, activées en présence de complément mais en
I'absence d'anticorps spécifiques (Ottesen, E. A. et al., 1977; Ramalho-Pinto,
F. J. et al.,, 1978; Mc Kean, J. R. et al., 1981).

Chez le rat, la déplétion en complément conduit a2 une diminution trés
significative de l'immunité a la réinfection (Santoro, F et al.,, 1982). Par
contre l'utilisation de souris déficientes en complément ne montre aucune
différence quant au développement de la résistance (Sher, A. et al., 1982).

* La présence de récepteurs pour le Clq (Santoro, F. et al., 1980;
Ouaissi, A. et’ al., 1981) et le C3b (Ouaissi, A. et al., 1980; Samuelson, J. C. et
al., 1980) a la surface du schistosomule, est également a considérer. En
effet il a été démontré que ces structures vont pouvoir inhiber la cascade
d'activation du complément (Faeron, D. T. 1980; lida, K. et al., 1981), ce qui
peut représenter un moyen d'évasion pour le parasite.

* En 1982, Ruppel, A. et al. étudient la résistance vis-a-vis de §.
mansoni chez des souris ayant un taux normal de composant C5 (la lignée
B10.D2 "nouvelle”) par rapport a des souris déficientes en C5 (la lignée
B10.D2 "ancienne"). Ils démontrent un développement meilleur des vers
chez les souris ayant un taux normal de C5: le C5 réagirait avec le C3b
présent a la surface du parasite limitant ainsi l'activité cytocide du

complément.
III.3.b. Les cellules "natural killer" (NK

L'augmentation d'une activité de type NK a été rapportée dans la
schistosomiase murine (Attalah, A. M. et al., 1980; Abe, T. et al., 1983) mais
il n'y a aucune évidence d'un réle direct de ces cellules sur la cible larvaire.
Une altération de ces activités dans des infections aigues ou des formes
hépatosplénomégaliques graves, a été suggérée chez l'homme (Barsoum, I
S. et al., 1984), |
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III.3.c: Tes macrophages.

Certaines activations du macrophage conduisent i une activité léthale
de cette cellule vis-a-vis du schistosomule et en absence d'anticorps
spécifiques. Le MIF : Macrophage Inhibitory Factor, des IgG agrégées non
spécifiques en présence de complément, sont capables de rendre des
macrophages normaux cytotoxiques pour le parasite (Bout, D. et al., 1981,
Auriault, C. et al., 1981).

Toutefois, bien que cela soit clairement établi chez la souris, l'existence de
ces mécanismes chez l'homme reste trés discutée puisque 1'activité 1éthale
des monocytes décroit au cours de la schistosomiase humaine (Olds, G. R. et

al., 1981; Nogueira-Machado, J. A. et al., 1983).
IN1.3.d. La réaction_inflammatoire

L'efficacité de la réaction inflammatoire déclenchée par la pénétration
du parasite est également importante. La démonstration du réle crucial
joué par cette réponse dans l'immunité protectrice de la souris, a été
apportée par Mc Laren, D. J. et al.,, en 1987. L'administration d'un anticorps
monoclonal de rat spécifique des neutrophiles de souris, diminue de 45% le
développement de l'immunité concomitante.

Par ailleurs, Mahmoud, A. A. F. et al, (1979) démontrent que l'on peut
obtenir une augmentation de la résistance a la réinfection aprés induction
des réactions inflammatoires par des agents chimiques ou bactériens. De
méme, Bout, D. et al.,, (1986) montrent que des plaquettes saines incubées
avec une protéine inflammatoire (CRP = C- Reactive Protein) produite
notamment au cours de l'infection par S. mansoni sont capables de "tuer”
des schistosomules in vitro, en l'absence d'anticorps. Le transfert passif des

plaquettes activées par la CRP conduit 3 une protection significative contre
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l'infection.
III.4. Les mécanismes de l'immunité spécifique.

Le systéme immunitaire contrdle la résistance 2 la réinfection par §.
mansoni mais également les mécanismes de régulation de la pathologie
associée a l'infection.

La nature thymodépendante de I'immunité vis-a-vis de S. mansoni
implique que la prolifération puis la différenciation des cellules de la lignée
B (LcB: lymphocyte B), nécessitent l'aide des cellules de la lignée T (LcT:
lymphocyte T). En effet, les LcT activés a la suite de la reconnaissance
spécifique de I'antigéne, produisent de nombreux médiateurs solubles
appelés "lymphokines” dont certains faciliteront la réponse des LcB face au
méme antigéne (Figure 4).

Cette coopération é€troite et réciproque entre les cellules T et les cellules B -
(en effet si les produits de sécrétion des LcT aident a la maturation des LcB
en cellules productrices d' anticorps, il a été démontré que lymphocytes B
et anticorps interviennent dans la sélection puis le maintien du répertoire
T d' un individu (Martinez, A. et al.,, 1988) - rend donc inadéquate la totale
séparation de l'immunité humorale et de l'immunité cellulaire. En réalité,
cette distinction sera faite sur la base de la nature (humorale ou cellulaire)

des mécanismes effecteurs impliqués dans la protection contre le parasite.

III.4.a. Immunité spécifique dépendante d'anticorps:

mécanismes et cellules effectrices.

L'immunité A la réinfection chez le rat est essentiellement basée sur ce
premier type de mécanismes effecteurs. C'est pourquoi ce modéle
expérimental est le plus approprié a l'étude des mécanismes de cytotoxicité

cellulaire dépendant d'anticorps (ADCC):
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Cellule présentant I' antigéne (APC)

TcR

HLA Classe II §

Peptide antigénique

+ HLA Classe II
q IL-1
N
YO IL-6
TcR
Cytotoxicité/ Schistosomule  JEN.yp \
IL-2
activité multi-CSF : IL-3
IL-4 LcT ACTIVE
Activation, maturation IL-S
des LcB
IL-6

Production d' Anticorps

GM-CSFE : Prolifération, différenciation lignée myéloide

Intéractions cellulaires pendant I'induction puis le développement
d'une réponse immunitaire contre les antigeénes de S. mansoni
(modéle minimal).

Captation et dégradation de 1'Ag par les cellules présentatrices d'antigines (APC)
conduisant 2 l'expression en surface des APC de fragments antigéniques associés aux molécules
de classe II du complexe majeur d' histocompatibilité (CMH).

Reconnaissance du complexe Ag + Classe II du CMH par le Th portant un récepteur spécifique
2 sa surface.

Résultant en la production d' IL-1 par les macrophages '

fixation de 1' IL-1 sur son récepteur
expression du r-IL-2
production d' IL-2
Les LcTh stimulés libdrent de nombreuses lymphokines qui vont agir sur la prolifération et/bu la

maturation des autres populations cellulaires.

Figure 4
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* L'infection du rat par S. mansoni conduit 3 une réponse
humorale trés importante avec une productionvremarquable d'anticorps
anaphylactiques (Sadun, E. H. et al; 1970; Rousseaux-Prévost, R. et al.,
1978): IgE et IgG2a.

* Dés 8 a 10 jours aprés la pénétration, les jeunes parasites
libérent de grandes quantités de produits métaboliques : c'est ainsi que des
antigénes circulants et des immun-complexes se retrouveront dans la
circulation de 1'héte (Santoro, F. et al., 1978, Stevens, W. J. et al., 1983).

* Des expériences de transfert de sérum (Capron, A. et al., 19802)
ou traitement par des anticorps anti-) (Bazin, H. et al.,, 1980), montrent le
role essentiel de la réponse humorale dans l'immunité protectrice du rat.

* Des études in vitro montrent que I' ADCC est un des premiers
mécanismes de défense contre le parasite (Capron, A. et al. 1980b).

* L'analyse précise de ces mécanismes d'ADCC montre la
participation de cellules effectrices non lymphoides - donc non
"conventionnelles”" - pro-inflammatoires d'origine médullaire:
macrophages, plaquettes et éosinophiles, ainsi que l'intéraction
étroite de ces cellules avec des anticorps anaphylactiques (en particulier
IgE) (Capron, A. et al., 19872).

* Enfin, la cible de ces mécanismes d'ADCC est le stade larvaire du

parasite, le ver adulte n'étant aucunement affecté (Dessein, A. et al., 1981).

4. a 1. Les macrophages.

* Les tous premiers travaux réalis€s par Capron, A. et al.,
(19752b) montraient que des macrophages de rat devenaient cytotoxiques
pour le schistosomule en présence de sérums immuns non chauffés. Cette
activité était inhibée par chauffage 2 56 °C et non restaurée par l'addition

d'une source de complément frais. Ces résultats laissaient donc supposer la
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participation des anticorps de classe IgE, autre facteur thermolabile
du sérum. L'activité des sérums immuns pouvait étre supprimée par
déplétion en IgE mais non en IgGl, IgG2a, IgG2b, IgM ou IgA (Capron, A. et
al., 1977).

* La présence de récepteurs pour I'IgE a la surface des
macrophages de rat a ensuite ét€ démontrée (Dessaint, J. P. et al.,1979;
Boltz-Nitulescu, G. et al., 1981).

* L'étape initiale du mécanisme d'ADCC médiée par les
macrophages et dépendant d'IgE, est une étape d'adhésion de la cellule au
parasite. Il ne s'agit pas d'un effet direct sur la surface de la larve mais sur
le compartiment sub-tégumental, en particulier les cellules musculaires et

les mitochondries (Mac Laren, D. J. et James, S. L. 1985).

4. a. 2: Les plaquettes,

La participation des plaquettes en tant que cellules effectrices dans
l'immunité anti-S. mansoni a été démontrée par Joseph, M. et al. (1983).
Des plaquettes prélevées chez le rat 5 a 8 semaines aprés infection sont
capables de "tuer” in vitro des schistosomules. L'immuno-adsorption des
I[gE ou l'inbibition par des protéines myélomateuses, indiquent clairement
la nature IgE dépendante du mécanisme d'ADCC médié par les
plaquettes.

La démonstration de ['existence d'un récepteur pour I'IgE a la surface
des plaquettes est récente (Joseph, M. et al., 1986). Ce récepteur pourrait
étre le méme que celui des macrophages et des éosinophiles mais cela reste

a vérifier.
4. a 3: Les éosinophiles.

Parce que I'hyper-éosinophilie est une des caractéristiques majeures
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de linfection par S. mansoni, il était 1égitime d'étudier le rdle éventuel de
I'éosinophile comme cellule effectrice vis-a-vis du parasite.

* La fonction effectrice des éosinophiles a ainsi pu étre
démontrée chez 1I'Homme (Butterworth, A. E. et al., 1975), le Babouin
(Butterworth, A. E. et al.,, 19762), le Rat (Mc Kenzie, C. D. et al., 1977) et la
Souris (Kassis, A. L. et al., 1’979).

* La connaissance du mécanisme d'ADCC médié par les
€osinophiles vient en grande partie de travaux réalisés dans notre
laboratoire, utilisant le rat comme modele d'expérience.

Ce mécanisme dépend de 2 classes d'anticorps anaphylactiques: 1I'IgE
(Capron, M. et al.,19812) et I'IgG2a (Capron, M. et al., 1978).

Ces travaux ont également permis de montrér la participation des
maétocytes comme cellules accessoires. Ces cellules libérent un médiateur
chimio-attractif pour I'éosinophile: I'ECF-A: Eosinophil Factor of
Anaphylaxis (Capron, M. et al., 1981P).

De plus, Auriault, C. et al. (1983) ont démontré qu'une activité protéasique
de type collagénase libérée par la larve, augmente l'activité schistosomicide
de l'éosinophile. Cet effet est associé 2 une expression accrue de récepteurs
pour la partie Fc des IgG sur la cellule.

* La plupart des travaux réalisés jusqu'a présent montrent qu'il y
a interaction directe entre |'éosinophile et la surface de la larve, cette
interaction étant médiée par un ligand. Les éosinophiles portent 2 leur
surface des récepteurs pour la partie Fc des IgG (Rabellino, E. M. et Metcalf,
D. 1975; Butterworth, A. E. et al., 1976P) et pour le C3 (Tai, P. C. et Spry, C. J.
1976) C3b et C3d (Anwar, A. R. et Kay, A. B. 1977).

Plus récemment, Capron, M. et al., 1981¢, ont démontré la présence de
récepteurs pour I'IgE & la surface de cette cellule.

* Des études de microscopie é€lectronique ont montré qu'aprés
interaction étroite de l'€osinophile avec la surface du parasite, la cellule

libére le contenu de ses granules sur la surface de la cible (Mac Laren, D. I.
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et al., 1978). L'éosinophile se sépare alors du séhistosomule du fait de
I'accumulation du contenu des granules entre la cellule et sa cible. La
cytotoxicité qui est ensuite observée ferait intervenir des composa}ltes
telles que la peroxydase de l'éosinophile (Capron, M. et al.,, 1988), la MBP
(Major Basic Protein) (Butterworth, A. E. et al.,, 1979%) ou I'ECP (Eosinophil
Cationic Protein) (Mac Laren, D. J. et al., 1981).

II1.4.b_L'immunité spécifique dépendante de lymphokines.

La seconde catégorie de mécanismes effecteurs jouant un rdle
important dans l'immunité protectrice anti-S. mansoni, est celle
dépendante de lymphokines.

Les lymphocytes T activés et les macrophages sécrétent de nombreuses
molécules qui représentent autant de signaux essentiels pour les autres
cellules lors de la réponse immunitaire.

Par lintermédiaire de certaines lymphokines sécrétées par la cellule T
(IL-2, IL-4, IL-5), la cellule B poursuit sa maturation jusqu'au stade ultime
de différenciation de cette lignée: le stade du plasmocyte sécrétant les
anticorps de divers isotypes (Melchers, F. et Andersson, J. 1986). Nous
l'avons wvu, certaines classes (IgE) et sous-classes (IgG2a) d'anticorps
interviendront directement dans les mécanismes d'ADCC contre le
schistosomule. Parallélement, des lymphokines produites par les LcT iront
activer les fonctions schistosomicides d'autres cellules effectrices
(macrophages, éosinophiles, plaquettes).

Ces mécanismes ont été essentiellement étudiés dans le modéle murin.
En effet, les arguments en faveur d'un rdle prédominant de ces

mécanismes dans l'immunité a la réinfection de la souris, s'accumulent:

* James, S. L. en 19843, démontre que l'immunisation de souris par des

antigénes larvaires en présence de BCG et par voie intradermique,
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conduit a une protection trés significative (51%). Par ailleurs, ces animaux
présentent des réactions d'hypersensibilité retardée (HSR) trés fortes en
corrélation avec l'immunité.

* L'antigéne d'oeuf de S. mansoni déclenche une réaction d'HSR
responsable de la formation du granulome bilharzien (Boros, D. L. et
Warren, K. S. 1970).

* Des expériences utilisant des souris nude montrent que la fonction T
est indispensable au développement d'une réaction d'HSR.

* Chez la souris, les études de l'immunité a la réinfection sont
essentiellement basées sur 2 modéles expérimentaux:

- celui de Ul'infection par des parasites vivants avec
développement de l'immunité concomitante.

- celui de la "vaccination” par des cercaires irradiées, ne pouvant
aller jusqu'a la maturation compléte.
L'immunité a la réinfection observée dans chacun de ces 2 modeles n'est
pas totalement identique: 1) la résistance acquise aprés une infection
commence avec le dépét des oeufs et atteint un pic 4 2 6 semaines plus
tard (Smithers, S. R. et Terry, R. J. 1967; Dean, D. A. 1983).
Par contre l'immunité qui suit l'injection de parasites irradiés est beaucoup
plus rapide, atteignant un plateau 5 semaines aprés l'infection (Dean, D. A.
1983). 2) l'immunité aprés infection n'est pas spécifique d'espéce de
schistosomes (Smithers, S. R. et Doenhoff, M. J. 1982) tandis que celle
acquise aprés injection de cercaires atténuées est spécifique (Bickle, Q. D. et

al., 1985; Moloney, N. A. et Webbe, G. 1987). Dans les 2 cas, la

T-dépendance a été démontrée puisque des souris nude ne développent

pas de résistance a la réinfection (Sher, A. et al.,, 1982) et la déplétion in
vivo en une sous- population de LcT (L3T4) supprime la résistance acquise
aprés une simple exposition a des cercaires irradiées (Kelly, E. A. et Colley,

D. G. 1988).

* Les cellules effectrices impliquées dans les mécanismes de
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cytotoxicité indépendants d'anticorps, sont de trois ordres: macrophages,
¢osinophiles et plaquettes. Toutefois, si le lymphocyte T ne peut étre
considéré comme une cellule directement effectrice, nous verrons que sa
participation est centrale et essentielle au développement puis 2 la

régulation, de ces mécanismes.
4. 1: Les macropha

* Les macrophages activés par des lymphokines sont cytotoxiques
vis-a-vis des schistosomules en absence d'anticorps (Mahmoud, A. A. F. et
al., 1979, Bout, D. et al., 1981, James, S. L. et al., 1982).

* Des LcT de souris infectées produisent de l'interféron gamma (IFNy )
aprés stimulation par des antigénes parasitaires (James, S. L. 1986).

* L'interféron gamma est le principal facteur produit par les LcT,
responsable de l'activation des macrophages en cellules effectrices
cytotoxiques a la fois pour le jeune parasite ("stade peau": 3 heures aprés
la pénétration) et le parasite "stade post-migration pulmonaire” (4 a 5
jours apres la pénétration) (Pearce, E. J. et James, S. L. 1986).

Sans entrer dans la polémique toujours d'actualité concernant le site
d'élimination effectif des larves (au niveau de la peau ou immédiatement
apres le passage par les poumons?), nous pouvons toutefois noter que les
larves de 4 2 § jours  sont réfractaires a toutes les attaques in vitro
étudiées jusqu'a ce jour (en particulier’.les mécanismes d'ADCC). Deux
exceptions : le macrophage activé par I' IFNy et les protéines cationiques
libérées par l'ébsinophile\ et le neutrophile (Mc Laren, D. J. et al., 1984).
Ainsi, les jeunes schistosomules deviendraient rapidement résistants aux
mécanismes d'ADCC, mais au stade post-pulmonaire, ils resteraient
susceptibles a l'action des fonctions effectrices des macrophages

dépendantes de lymphokines (Bout, D. et al., 1981).
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* Des lignées de souris génétiquement déficientes en fonctions
macrophagiques ou en production de lymphokines sont incapables de
développer une immunité a la réinfection par S. mansoni (James, S. L. et
Sher, A. 1983) aussi bien dans le cas d'une immunité concomitante que
dans celui d'une immunité acquise aprés exposition 2 des parasites
atténués.

* Des macrophages sont présents autour des larves au niveau des sites
d'élimination du parasite lors d'une infection expérimentale (Ward, R. E. et
Mc Laren, D. J. 1987).

Tout ceci suggere trés fortement que les mécanismes décrits in vitro sont

efficaces lors de l'infection et participent & l'immunité développée in vivo.

4. b. 2: Les plaquettes.

* Des plaquettes humaines normales incubées avec des surnagenants
de LcT CD4 stimulés par des antigénes parasitaires sont cytotoxiques in

vitro vis-a-vis des schistosomules.

* Les caractérisations physicochimiques de ces facteurs suggérent trés
fortement la participation de I'IFNy .
Cette hypothése a été confirmée par le fait que des anticorps monoclonaux
ou polyclonaux anti-IFNy neutralisent cet effet (Pancré, V. et al., 1987).
De plus, la présence d'IFNy a des concentrations compatibles avec un effet
in vivo, dans les surnageants de LcT CD4 de patients infectés ainsi que la
vérification que I'IFNy recombinant posséde également cet effet ont établi
sans ambiguité le rdle de I'IFNy dans l'activité schistosomicide des
vplaquettes.

* Des expériences de transfert passif de plaquettes incubées avec 1'IFNy
la veille de l'infection conduit a une protection importante (70%) (Pancré,

V. et al., 1989).

* En plus de son effet direct sur la cytotoxicité plaquettaire, I'IFNy agit
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également indirectement sur la cytotoxicité IgE dépendante en augmentant
I'expression du recepteur pour I'IgE a la surface de la plaquette (Pancré, V.
et al., 1988).
* Des molécules autres que I'IFNy et libérées par les LcT apres
stimulation antigénique, peuvent agir sur la plaquette: dans notre

laboratoire, M. Damonneville (1988) a montré que le TNFB (et dans une

moindre mesure, le TNFa) est capable de rendre les plaquettes
cytotoxiques pour les schistosmules. Plus récemment, V. Pancré a démontré
que I'IL-6 (Pancré, V. er al.,, 1990) ou I'IL-4 (Pancré, V. manuscript en
préparation) sont également capables d'activer l'activité schistosomicide
des plaquettes humaines.

* Enfin, l'existence d'une activité suppressive de la fonction cytotoxique
plaquettaire a été démontrée dans notre laboratore (Pancré, V. et al.,
1987). La PASL (:Platelet Activity Suppressive Lymphokine) est produite
par les LcT aprés stimulation antigénique. L'action de la PASL peut étre
reproduite par 1' Ubiquitine qui, comme son nom l;indique, est présente
dans toutes les cellules. Tout d'abord identifiée dans des préparations

d'hormones thymiques (thymosine fraction B, et thymopoietine) (Stutman,

O. 1983), les recherches du groupe de Weissman ont montrées que
l'ubiquitine intervient dans la migration des lymphocytes du sang vers les
tissus lymphoides spécifiques, faisant partie des récepteurs de localisation
("homing") des Ilymphocytes (Gallatin, W. et al., 1986). L'analyse
comparative des deux activités a été réalisée trés récemment dans notre
laboratoire, ce travail est actuellement en cours de publication (Pancré, V.

et al., 1991).

4. b _3: Les éosinophiles.

* Il existe un lien entre la fonction T et l'éosinophilie puiqu'en effet la

déplétion en cellules T mais non en cellules B, supprime la réponse
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éosinophilique (Vadas, M. A. 1981).

* L'éosinophilie correle avec les réactions d'HSR obtenues aprés
immunisation par des antigénes parasitaires en présence de BCG (Colley, D.
G. et James, S. L. 1979).

* L'activité cytotoxique des éosinophiles tissulaires ou du sang circulant
vis-a-vis des schistosomules et des oeufs, peut étre induite par des
facteurs relargués par les LcT aprés stimulation par des antigénes
spécifiques (Colley, D. G. et James, S. L. 1979). De plus, ce mécanisme est
médié par des lymphokines différentes de celles impliquées dans
I'activation des macrophages, en particulier 1'IL-5.

* Le TNF active la cytotoxicité des éosinophiles vis-a-vis de la larve de

Schistosoma mansoni (Silberstein, D. S. et al., 1986)

III.S. Régulation de la réponse immune vis-a-vis de S.

mansoni; la réaction granulomateuse.

III.5.a; L'hdte contréle linvasion par S. mansoni.

Nous l'avons vu, les études de la réponse immune de 1'hdte vertébré
vis-a-vis de l'infection par §. mansoni, ont surtout visé a4 comprendre les
bases de la résistance de I'héte ainsi que la pathologie qui résulte de
l'infection. L'exposé des mécanismes effecteurs, spécifiques ou non
spécifiques, médiés par des anticorps ou des lymphokines, montre qu'en
réalité ces événements n'ont pas lieu indépendamment les uns des autres.
Bien au contraire, la coopération entre les compartiments T et B du
systtme immunitaire est totale et aboutit 2 une régulation extrémement
fine et précise de la réponse vis-a-vis du parasite.

* L'homologie morphologique des lymphocytes T et B contraste trés
fortement avec leur hétérogénéité fonctionnelle et il y a trés peu de

cellules de mammiféres qui, sous une apparence si semblable, cachent une
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si large diversité d'activités. La distinction en LcT et LcB date de 1968
(Mitchell, G. F. et Miller, J. F.), avec la démonstration que les cellules (B)
responsables de la productio.n des anticorps, doivent étre séparées des
cellules (T) responsables des réactions d'HSR, de la cytotoxicité ainsi que de
la régulation des fonctions du syst¢me immunitaire.

* Par la suite, il fut montré que des LcT ayant des fonctions différentes
expriment a leur surface des molécules également différentes (Raff, M. C. et
Cantor, H. 1971; Cantor, H. et Boyse, E. A. 1975) ce qui a permis une étude
plus précise des spécialisations fonctionnelles des lymphocytes.

Il n'est pas question ici de passer en revue la totalit€ des marqueurs de
surface identifi€és a 1'heure actuelle, simplement les LcT ont tout d'abord
été classés en 2 sous-populations:

, les LcT inducteurs ou "helper” que nous appelerons LcTh ou Th.

- les LcT cytotoxiques ou a fonction suppressive.

-Marqueurs de surface de Th/Tc-Tsu-

T inducteur (Th) T cytotoxique/suppresseur
- chez I' homme CD4 (T4) CDS8 (T8)
- chez la souris L3T4 Lyt2
- chez le rat W3/25 0X8

* Plus récemment, le domaine de I|'Immunologie Cellulaire a été
quelque peu "révolutionné” par l'observation que les LcT CD4 (Th) peuvent
étre divis€s au moins en 2 sous-populations sur la base de productions
différentielles de lymphokines aprés stimulation antigénique ou
mitogénique (Mosmann, T. R. et al.,, 1986): c'est ainsi que l'on distingue les
Thl et les Th2.

Tous ces travaux découlent d'études de clones T murins et l'existence de

sous-populations Th équivalentes chez le rat et plus encore chez I'homme,
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est actuellement trés discutée.

En plus de profils de sécrétion de lymphokines (LK) distincts - et
clairement définis chez la souris - les clones Thl et Th2 ont des fonctions
différentes, résumées dans la Tableau IV.

Les LcThl sont impliqués dans les mécanismes d'HSR et l'activation des

macrophages: ils ont parfois été€ décrits sous le terme de "T

inflammatoires” par certains auteurs (Bottomly, K. et al.,, 1988). Les LcTh2, 7

quant a eux, sont des "helpers" vrais: 80% des clones Th2 actuellement
décrits et toute spécificité confondue, sont capables d'induire la croissance
et la différenciation des LcB in vitro. Cette nomenclature Thl, Th2 ést
maintenant admise par tous, mais elle améne tout de méme un certain
nombre de réflexions. Tout d'abord quant a la transposition a d'autres
modéles que la souris (le rat, en particulier) et surtout 2 I'homme. Ensuite,
les Thl et Th2 ainsi définis ne représentent pas la totalité du
compartiment T "helper” : Waldman, H. et al. (1976) identifient d'autres
sous-populations par des expériences de dilution limite, Tada, T. et al.
(1978) séparent d'autres populations Th en fonction de l'expression ou de
la non-expression de déterminants de classe II du complexe majeur

d'histocompatibilité.

Plusieurs équipes ont décrit des réponses humorales et cellulaires
mutuellement exclusives, dans différents modeéles expérimentaux (Crowle,
A.J. et al., 1966; Parish, C. R. 1972; Heinzel, F. P. et al., 1989).

Si ces réponses sont dues principalement aux Thl et aux Th2 cela
suppose que ces cellules vont contréler réciproquement leur croissance
et/ou leur fonction.

En effet plusieurs mécanismes de régulation de Thl sur Th2 et vice-versa,
ont été décrits:

- I'IFNy - inhibe la croissance des Th2 (Fernandez-Botran, R. et al., 1988;
Gajewski, T. F. et Fitch, F. W. 1988).
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Thl Th2
Marqueurs de surface L3T4*Lyt2" L3T4*Lyt2"
Lymphokines

IFNy ++ -

IL-2 ++ -

Lymphotoxines ++ -

GM- CSF ++ +

TNF ++ +

IL-3 ++ +

IL-4 - ++

IL-5 - ++

IL-6 - ++

CSIF* = IL-10 . +
" 3 M " +/. ++
s I! . . .

IgM,IgG1 + ++ (IL-4)

IgA + (IFNy et IL-2) ++ (IL-4, IL-5)

(Murray et al.1985) (Murray et al. 1987)

IgG2a ++ (IFNy) +

(Snapper et Paul,1987)

IgE - ++ (IL-4)
Suppression de la réponse B + (IFNY) non décrit
Hypersensibilité _retardée + (IFNy) .

Activation des macrophages ++ (IFNy et LT) -

"ré " activation des macrophages Taux ++ Ac IgE (IL-4)

LS. mansoni? cytotoxicités Ac/LK Eosinophilie (IL-5)

¢ Immunité cellulaire

: Immunité humorale

*Cytokine synthesis inhibitory factor = IL-10

Tableau IV
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- la prolifération des Thl est inhibée par un facteur libéré par les Th2
et encore non identifié (Horowitz, J. B. et al.,1986).

- l'effet de I'IL-4 sur les cellules de la lignée B est inhibé par 1'IFNy
(Mond, J. M. et al., 1985; Coffman, R. L. et al., 1986; Snapper, C. M. et Paul,
W. E. 1987).

- les Th2 libérent un facteur: le CSIF (cytokine synthesis inhibitory
factor) différent de celui décrit par Horowitz et qui inhibe la production
d'IL-2 et d'IFNy par les Thl (Fiorentino, D. F. et al., 1989). Le CSIF, cytokine
récemment identifiée, est a présent dénommée IL-10. Produite par les Th2
activés et par les LcB (O' Garra, A. et al., 1990; Suda, T. et al., 1990), I'IL-10
inhibe toute sécrétion de LK par les Thl mais n'a aucun effet sur leur

prolifération (Moore, K. W. et al., 1990).

La nature méme des cellules présentatrices d'antiggéne (CPA) va étre
essentielle dans Il'orientation Th1/Th2 de la réponse immune. Trés
schématiquement, la présentation de l'antigéne par les LcB orienterait vers
une réponse de type Thl tandis que la présentation par les macrophages

serait responsable de l'activation des Thl (Janeway, C. A. Jr. et al., 1988).

Qu'en est-il des Th1/Th2 dans l'infection par Schistosoma mansoni?

L'immunité est T-dépendante (Sher, A. et al., 1982), plus précisément
Th-dépendante (Kelly, E. A. et Colley, D. G. 1988). La nature Thl ou Th2 de
la réponse immune anti-S. mansoni est encore mal connue. Toutefois ainsi
que nous l'avons décrit en abordant les mécanismes effecteurs, de
nombreux résultats expérimentaux indiquent que les mécanismes
dépendants d'anticorps sont essentiels au développement de l'immunité
protectrice, en particulier la réponse IgE chez le rat (Capron, A. et al,
1987%) et chez 'homme (Hagan, P. en Gambie et Dunne, D. W., au Kenya,

communications personnelles). En se basant sur le schéma Th1/Th2, cette
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réponse serait plutét de nature Th2.

Par ailleurs, les mécanismes de l'immunité a médiation cellulaire sont

également importants, notamment au niveau de la formation du
granulome, comme cela a €té démontré chez la souris. Le macrophage étant
trés largement impliqué dans ces mécanismes (James, S. L. 1986) et I' IFNy
étant la principale LK responsable de son activation (James, S. L. et al.,
1984b), il s'agirait plutdt d'une réponse de type Thl.
Les recherches menées par le groupe d'A. Sher aux Etats-Unis (James, S. L.
et Sher, A. 1990; Grzych, J. M., communication personnelle), dans le modéle
d'infection ou dans celui de l'immunisation par des parasites atténués,
montrent que les 2 types de réponses peuvent exister (en fonction du
protocole expérimental) voire méme co-exister (selon la réponse que l'on
examine):

- I'éosinophilie et la réponse I‘gE sont sous contrdle des Th2:

Le traitement d'animaux par un anticorps monoclonal anti-IL-4 supprime
la réponse IgE, celui par un anti-IL-5 diminue trés fortement 1'éosinophilie.

- si la réponse Th2 semble dominer lors d'une infection expérimentale
par des parasites vivants, l'injection de cercaires irradiés oriente vers une
réponse de type Thl (I'on peut supposer que l'une des raisons est que les
Ag parasitaires ne sont pas "vus" de la méme fagon par le systéme
immunitaire, la "localisation géographique"” des réponses n'est
probablement pas la méme ainsi que la nature des cellules présentant
I'antigéne).

- la réponse Th2 lors de l'infection est majoritairement dirigée contre
les antigénes d'oeuf.

- les animaux traités par un anti-IL-5 présentent une altération
considérable de la maturation des éosinophiles présents autour de l'oeuf du
parasite. Les granulomes sont pratiquement dépourvus d'éosinophiles qui
représentent normalement 40% de la population cellulaire du granulome

bilharzien. La conséquence directe en est bien slir la diminution de la taille
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du granulome, la fibrose restant identique a celle des témoins ainsi que le
nombre d'oeufs tissulaires et fécaux.
Par contre, un traitement par un anticorps anti-IFNy n'a aucun effet sur la
formation du granulome in vivo.
Ainsi, la réponse Th2 dirigée contre les antigénes d'oeufs au cours de
l'infection, va impliquer des LK autres que I'IL-5 au niveau de la réaction

granulomateuse.

La réaction autour de l'oeuf de schistosome, qui est une manifestation
d'HSR (Boros, D. L. et Warren, K. S. 1970) par définition médiée par les Thl,
fait donc également intervenir une réponse de type Th2.

Il a été décrit par Mathew, R. C. et Boros, D. L. en 1986, que l'activation des
Th est indispensable 2 la formation du granulome. Un granulome en phase
aigué€ 2 un diameétre de 350 um et est trés riche en cellules: éosinophiles,
phagocytes, fibroblastes, lymphocytes et neutrophiles. Puis, il va y avoir
diminution de la taille du granulome qui, de cellulaire devient fibreux.

Les mécanismes qui interviennent dans le développement puis la
modulation du granulome sont trés complexes: 1'IL-2 et I'ESP (eosinophil
stimulation promoter) interviennent (James, S. L. et Colley, D. G. 1978),
ainsi que leé facteurs d'activation ou d'inhibition de la migration du
macrophage (MAF, MIF), des facteurs de stimulation des fibroblastes
(Wyler, D. J. et al., 1978) et des produits dérivant de la cascade du
complément (Kunkel, S. L. et al., 1984). Des facteurs sériques interviennent
également dans la régulation négative du granulome, en particulier des
| anticorps anti-idiotypiques mimant des épitopes d'Ag d'oeufs (Powell, M. R.
et Colley, D. G. 1985).

L'étude de la modulation spontanée de la réponse granulomateuse revét un
intérét certain puisque séuvent, parallelement 4 la formation de ces petits
granulomes, une amélioration de la physiopathologie de la maladie est

observée.
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La régulation négative qui a lieu durant la phase chronique est initiée par
des LcT Lyt2 (Doughty, B. L. et Phillips, S. M. 1982). Il existe trés peu de
données dans la littérature sur la nature des sécrétions des Lyt2, toutefois
I'étude des quelques clones murins Lyt2 montre un profil de sécrétion
identique 2 celui des Thl (Prystowsky, M. B. et al., 1982; Kelso, A. et al.,

1984). Pendant la phase chronique, il y a donc production d'IFNy autour de

l'oeuf or il est clair que I'IFNy joue un rdle essentiel dans la régulation du
granulome en diminuant la synth&se de collagéne par les fibroblastes. De
plus, des récepteurs pour I'IFNy , le TNF et I'IL-1 ont été décrits a la surface

de la matrice de collagéne (Grimaud, J. A. 1990). Le role de ces récepteurs

n'est pas connu actuellement.

Pour résumer, l'immunorégulation du granulome est le résultat de
mécanismes multiples agissant de concert de fagon a ce que l'organisme
héte s'adapte le mieux possible a la libération d'antigénes d'oeufs qui va
persister trés longtemps. L'immunorégulation correcte de la réponse
granulomateuse est bénéfique pour 1'h6te: des animaux athymiques
infectés développent une morbidité trés importante (Phillips, S. M. et al.,
1980), les lésions du tissu hépatique sont plus nombreuses (Byram, J. E. et
von Lichtenberg, F. 1977). Des animaux sans fonction B ne modulent pas
leur granulome (Cheever, A. W. et al., 1985). Des animaux déficients en

éosinophiles ne peuvent cataboliser l'oeuf (Olds, G. R. et Mahmoud, A. A. F.
1980).

I11.5.b: Le parasit ntrél régule la réponse immune

<

de I'héte,

Parallélement aux mécanismes de régulation que met en place 1'héte
pour contrdler et limiter l'infection parasitaire, le parasite développe de

son cOté des mécanismes remarquables d'ingénuité pour échapper aux
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réponses immunes de 1'h6te (pour revues: Smithers, S. R. et Doenhoff, M. J.
1982; Mac Laren, D. J. 1984b),
Nous n'allons pas les décrire tous et nous avons choisi d'évoquer
uniquement ceux qui vont contrdler les fonctions effectrices exposées
précédemment. |

* Dessaint, J. P. et al. (1977) décrivent la libération par les vers
adultes de S. mansoni d'un facteur de faible poids moléculaire, capable
d'inhiber sélectivement la prolifération lymphocytaire. Ce facteur a
ét€ dénommé SDIF (Schistosome Derived Inhibitory Factor). Le SDIF
inhibe é&galement la génération des CTL ainsi que leur activité
cytolytique. Enfin, un effet inhibiteur de la réponse IgE est obtenu in
vivo par traitement avec le SDIF. Cet effet est observé aussi bien en
réponse primaire qu'en réponse secondaire, et chez des rats bons ou
mauvais producteurs d'IgE.

Enfin, le SDIF inhibe la dégranulation mastocytaire in vitro et in vivo
et donc par conséquent l'activation des éosinophiles en cellules effectrices
schistosomicides. Le mécanisme de cytotoxicité dépendant des plaquettes
est également inhibé par le SDIF.

En créant une immunosuppression chez 1' héte, le SDIF pourrait participer
a I' un des mécanismes de défense du parasite.

* Contrairement au ver adulte, les produits d'incubation du
schistosomule (SRP) (:Schistosomule Released Products) augmentent de
fagon non-spécifique la prolifération des LcT et des LcB (Auriault, C.
et al., 19842). |

* Régulation de l'activité des macrophages.

Auriault, C. et al. (1981) montrent ['hydrolyse des IgG fixées a la surface
du schistosomule par des enzymes parasitaires du groupe des sérine
protéases et des métallbprotéases. Les peptides résultant de ce "découpage”
enzymatique présentent une activité inhibitrice importante de l'activité

des macrophages (Auriault, C. et al., 1980). En effet, ils diminuent
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fortement la cytotoxicité des macrophages dépendante d'IgE vis-a-vis du
schistosomule. La molécule responsable de cet effet inhibiteur est un
tripeptide : le TKP (Thr- Lys- Pro). De plus, l'injection de TKP & des souris
infestées par S. mansoni se traduit par une diminution importante de la
formation des granulomes (Himmi, E. H. et al., 1985).
Enfin, aprés hydrolyse des IgG, la partie Fc restant fixée 2 la membrane de
schistosomule peut activer le complément par la voie classique. Cette
consommation de complément pourrait avoir comme conséquence une
diminution des mécanismes effecteurs dépendant du complément.

* Par des anticorps bloquants.
L'intervention des anticorps bloquants dans la régulation de la fonction
effectrice des éosinophiles fut démontrée par Grzych, J. M. et al. (1984) a
partir d'une étude réalisée sur un anticorps monoclonal anti-schistosomule
de classe IgG2c reconnaissant le méme antigéne qu'un anticorps IgGla
cytotoxique en présence d'éosinophile (Grzych, J. M. et al., 1982). Alors que
cet anticorps IgG2c n'exprime aucune activité cytotoxique pour le
schistosomule, il empéche in vitro l'activité des IgG2a.

Ainsi l'immunologie de la schistosomiase est caractérisée par des
vagues d' attaques contrecarrées par des mécanismes d'échappement ou de

régulation du parasite interférant avec les réponses immunes effectrices.

A la fois pour les mécanismes effecteurs mis en jeu contre le
ver adulte ou l'oeuf, et pour la réponse granulomateuse
développée autour de 1'oeuf, des facteurs humoraux et
cellulaires interviennent. La détermination des isotypes
d'anticorps produits, leur spécificité épitopique; la connaissance
des lymphokines libérées (au niveau des Lc¢T en périphérie du
granulome, il serait intéressant d' analyser la production de LK

in situ), permettront peut-étre, par le choix de protocoles
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expérimentaux judicieux, de moduler la réponse immune et de

I'orienter vers celle qui sera bénéfique pour I'organisme hote.

III.6. Approche génétique de Il'immunité vis-a-vis de S.

mansoni.

En 1979, Wassom, D. L. et al. démontrent que les génes du complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) jouent un rdéle dans la résistance des
souris 4 l'infection par le parasite nématode Trichinella spiralis. Il s'agissait
de la premiére démonstration directe de l'influence du CMH sur la
résistance ou la susceptibilité d'un organisme héte vis-a-vis d'une infection
parasitaire méme si, dés 1942 Ackert avait décrit l'importance de la
Génétique dans 1'immunité développée contre de nombreuses
helminthiases, en particulier la schistosomiase.

Le contrdle génétique de la réponse immune de I'h6te a l'infection par le
parasite est trés complexe. Les geénes impliqués sont nombreux et situés 2a

différents loci dans, mais aussi parfois en dehors, du CMH.

I11.6.a, Influences génétiques sur la résistance ou la susceptibilité
a l'infection par S. mansoni

0. a. l: Résistan turelle

La relation du parasite avec son hoite est le résultat d'une trés longue
évolution au cours de laquelle le parasite a développé des mécanismes lui
permettant de survivre dans l'environnement structural et physiologique

de I'héte. Ces mécanismes restent encore peu connus.
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6. a. 2. Résistance acquise.

Les mécanismes de la résistance acquise que nous avons détaillés

précédemment, représentent pour l'héte la meilleure fagon de contrdler

l'infection par un parasite qui, de son coté, s'est parfaitement adapté i la
survie dans l'organisme hote.

Des facteurs génétiques peuvent influencer ces mécanismes tant au niveau
de leur initiation que de leur expression. Ainsi, les variations
génétiques au sein d'une population hodte se refleéteront dans le

controle plus ou moins réussi de 1' infection.

III . _Analvyse xpérimental de l'infl Snéti sur 1

résistance ou la susceptibilité a l'infection par S. mansoni

La souris est l'animal le plus utilis€é pour ce type d'analyse, en effet son
CMH (appelé H-2) est parfaitement connu. C'est le seul CMH pour lequel
tous les loci ont été identifiés et positionnés. Le H-2 est situé sur le
chromosome 17 et est divis€ en régions et sous-régions:

* Les régions H-2 K, H-2 D et H-2 L codent pour les Ag de
classe I. Ces antigénes sont de nature glycoprotéique et sont présents a la
surface de toutes les cellules d'un organisme: ils sont également appelés
"Ag d'histocompatibilité” ou "Ag de trahsplantation".

* La région H-2 I regroupe plusieurs génes codant pour des
glycoprotéines uniquement exprimées a la surface de certaines cellules de
I'organisme (les LcB, LcT, macrophages, les cellules de Langehrans, les
cellules dendritiques, les spermatozoides). Ces molécules constituent les Ag
de classe Il ou "Ag Ia". La région I est divisée en 2 sous-régions: I-A et
I-E.

* La région H-2 S est située entre H-2 [ et H-2 D, elle ne fait pas
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partie, au sens physiologique du terme, du complexe H-2. En effet, elle code
pour des molécules qui n'ont aucune homologie avec les produits des
régions H-2 K, I, D et L. Les produits de la région S sont des protéines

sériques sécrétées par les cellules hépatiques.

Par ailleurs, il existe de trés nombreuses lignées de souris dont la
constitution génétique (en particulier au niveau du H-2) est parfaitement

connue,
C' est ainsi que ['on définit:

- des lignées prototypes.

L'une des principales caractéristiques des Ag du CMH est de présenter un
polymorphisme moléculaire trés important.
L'haplotype définit une collection particuliere d'alléles des génes du H-2:
tous les individus d'une lignée prototype sont homozygotes pour
I'ensemble des alleéles représentant I'haplotype.
Les souris appartenant aux lignées prototypes sont représentatives des
haplotypes prototypes connus (une vingtaine actuellement).
Par exemple: Balb/c est d'haplotype H-2d : { Kd [d §d Dd [ d}

C57Bl. 10 est d'haplotype H-2b: {Kb Ib Sb Db Lb)

CBA est d'haplotype H-2k: {Kk Ik Sk Dk Lk}

- des lignées congéniques (souches I)’
Des souris congéniques sont génétiquement identiques sauf au niveau d' un
segment de chromosome de longueur non définie et incluant le

complexe H-2.

- des lignées congéniques recombinantes (souches RI).

Des souris congéniques recombinantes différent uniquement au niveau
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d'une zone strictement égale au complexe H-2.
Par croisement successifs de lignées RI, on peut obtenir des hybrides
intra-H-2 et ainsi "disséquer” les génes du CMH et étudier leur inflence sur

les réponses immunes.

- des lignées "sélectionnées”.
Gowen, en 1960, sélectionne des souches susceptibles ou résistantes
vis-a-vis de maladies infectieuses. Biozzi, G. et al. (1972; 1985) produisent
des lignées bonnes ou mauvaises productrices d' anticorps.
L'intérét des lignées sélectionnées est de pouvoir analyser les relations
biologiques entre une fonction du systéme immunitaire et la réponse de

I'h6te a l'infection.

La constitution génétique des souris influe a la fois sur Ila
pathologie et sur la réponse immune lors de l'infection par
Schistosoma mansoni:

* Des animaux de H-2 différents, infectés, n'ont pas la méme
charge parasitaire (Fanning, M. M. et al.,, 1984) et ne modulent pas Ie
granulome ni l'hépatosplénomégalie de la méme manniére (Fanning, M. M.
et al., 1981; 1985).

* Les anticorps produits lors de l'infection de souris de H-2
différents ne reconnaissent pas les mémes antigénes (Kee, K. C. et al.,
1986). La spécificité et la fonctionnalité des lymphocytes T sont également
différentes (James, S. L. et al., 1981).

* Blum, K. et Cioli, D. (1978) infectent par S. mansoni des souris
"Biozzi" bonnes ou mauvaises productrices d'anticorps. Ils constatent que la
résistance naturelle 4 l'infection, mesurée par le nombre de vers et d'oeufs
présents dans le foie, est plus forte chez les mauvaises productrices tandis
que la résistance a la réinfection est semblable chez les 2 lignées. Ce qui

suggére 12 encore le role de |I' immunité 2 médiation cellulaire lors de la
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réinfection, dans le modéle murin.

* Des souris d'haplotypes différents ne développent pas la méme
résistance aprés vaccination par des cercaires irradiées (Sher, A. et al.,
1984).

Pour le moment, aucune corrélation directe n'a pu étre établie entre
une constitution génétique particuliere et un type de réponse ou une
pathologie caractéristiques lors de l'infection par S. mansoni. Ce qui laisse
supposer la complexité de la régulation génétique de la réponse anti-S.
mansoni, avec l'intervention de génes situés dans le H-2 mais aussi en
dehors de cette région (Bickle, Q. et al.,, 1980; Dean, D. A. et al., 1981;
Fanning, M. M. et al., 1981).

Par ailleurs, le MHC contréle la réponse immune d'un organisme

vis-a-vis de certains antigénes (Benacerraf, B. et al., 1972).
L'un des moyens de contrle est la restriction de reconnaissance de I'Ag
par les LcT: en effet méme si quelques exceptions ont été décrites, les Th
sont restreints par les Ag de classe II, tandis que les T cytotoxiques sont
restreints par les Ag de classe I.

Les lignées R ou RI sont particulierement utiles pour étudier le contréle
génétique de la réponse immune lors de l'infection par le parasite mais
également aprés immunisation par des Ag ayant des propriétés
"vaccinantes". En effet, l'utilisation d'un large éventail d'H-2, permettra de
définir des haplotypes déterminant une bonne ou une mauvaise réponse
vis-a-vis de l'infection ou de l'immunisation. L'intérét de ce type d'analyse
est de se rapprocher de la situation humaine dans laquelle les individus
seront, bien que l'exposition au parasite soit équivalente, plus ou moins
susceptibles a l'infection. L'on peut par ailleurs considérer que l'objectif
principal d'une vaccination est de protéger les individus les plus

susceptibles a l'infection et d'utiliser une préparation antigénique reconnue

par le syst¢me immunitaire du plus grand nombre possible d'individus.
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IV. LA REPONSE IMMUNE CONTRE SCHISTOSOMA MANSONI
CHEZ L' HOMME.
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Ce chapitre décrit les réponses immunes que les schistosomes
stimulent chez l'homme et discute les rdles que différents mécanismes de
I'immunité sont supposés jouer. Il est maintenant clair que l'immunité 2
l'infection est essentielle dans la détermination de la prévalence et de
I'intensité de l'infection chez les individus dans les régions endémiques.
Cette affirmation aurait été difficile a supporter (Warren, K. S. 1982) sans
les résultats des études de réinfection. Ces études essaient de relier des
tests in vitro de réactivité immunologique, aux niveaux de réinfection

aprés traitement.

IV.1. Quelques définitions et caractéristiques de

I'épidémiologie de la schistosomiase humaine.

* La prévalence de l'infection représente la proportion d'individus
infectés 2 un moment donné: elle est généralement exprimée sous forme de
pourcentage.

* L'incidence de 1'infection représente la fréquence d'apparition de
nouvelles infections dans une population parfaitement définie et sur une
période donnée. L'incidence donne des informations sur les conditions de
transmission dans une région particuliére, elle permet également d'évaluer
l'effet de différentes mesures de contrdle (traitement des patients, emploi
de molluscicides) sur la transmission (l'efficacité du contréle se traduira
par une réduction de l'incidence).

* L'intensité de l'infection mesure la charge parasitaire chez un
sujet ou un groupe de sujets, cette mesure est en réalité indirecte puiqu'il
s'agit du nombre d'oeufs excrétés.

I1 vy a eu peu d'études sur la relation entre la charge parasitaire et le
nombre d'oeufs excrétés. Toutefois, si dans les infections "récentes” il y a

une corrélation entre la charge parasitaire, le nombre d'oeufs et la
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pathologie, par contre dans les infections chroniques cette corrélation peut
ne plus exister. De plus, des analyses récentes (Medley, G. et Anderson, R.
N. 1985; Smith, G. 1987) montrent que dans les cas d'infections massives,

les couples de vers pondent moins d'oeufs.

La prévalence et l'intensité de linfection sont reliées: en général, plus la .

prévalence est élevée dans un groupe et plus l'intensité d'infection est

importante (Jordan, P. 1972).

* Corrélation entre la fréquence des contacts avec Il'eau
parasitée et l'infection.

Des mesures du contact d'une population avec l'eau infectée, associées 2
des études parasitologiques et biologiques, sont essentielles pour mieux
comprendre et évaluer l'infection.

En général, les femmes sont plus fréquemment en contact avec l'eau
parasitée que les hommes (collecte de l'eau a rapporter au village, lavages
de vétements ou d'ustensiles) et les enfants ont plus de contacts que les
adultes (lorsqu'ils se baignent ou jouent).

Le risque d'infection va dépendre de nombreux facteurs: la durée
d'exposition, les parties du corps exposées, le moment de la journée (la
libération des miracidiums par les mollusques se faisant selon un rythme
tout-a-fait précis).

Ainsi, il existe une corrélation entre l'importance des contacts avec
I'eau parasitéé et la prévalence et l'intensité de l'infection dans une
population humaine (Figure §).

Comme le montre cette figure, les contacts sont trés élevés chez les enfants
tres jeunes (0 & 9 ans) et les adolescents (10 & 20 ans) et, point essentiel,

I'évolution de l'intensité de l'infection est tout-a-fait paralléle.
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Corrélation entre la fréquence des contacts avec I'eau et l'infection,
chez des sujets males infectés par S. mansoni dans une région
endémique a Ste Lucie (Gambie).

Pour chaque groupe d'dge, le nombre de sujets positifs {o ) et les contacts avec l'eau

(w ) sont exprimés en pourcentage.

(d'aprés Jordan er al. 1980)

Figure §
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* Distribution de I'intensité de l'infection dans une population
humaine.

L'intensité moyenne d'infection, mesurée par l'excrétion des oeufs est, nous
I'avons vu, beaucoup plus importante dans les groupes de sujets jeunes que
dans ceux de sujets plus dgés.

De plus, a l'intérieur de chaque groupe d'dge, seul un petit nombre de
patients présenteront des infections élevées tandis que la majorité a des
infections relativement modérées (Anderson, R. M. et May, R. M. 1985).
Cette observation est commune a de nombreuses helminthiases.

Les raisons en sont nombreuses et impliquent:

- des facteurs comportementaux, sociaux ou démographiques (age,
sexe) qui créeront une hétérogénéité dans la fréquence des contacts avec
I'eau parasitée et donc dans le degré d'immunité acquise.

- des facteurs génétiques (contrélant en partie la compétence
immunologique des hdtes).

- et des facteurs nutritionnels (malheureusement, il y a bien souvent

association entre ces infections parasitaires et une malnutrition sévére).

* Prédisposition a l'infection par S. mansoni.

La comparaison entre les intensités d'infection d'un méme sujet avant et
aprés traitement a permis de définir l'existence de prédisposition 2
l'infection par S. mansoni, chez 'homme (Anderson, R. M. et Medley, G. F.
1985).

La question essentielle qu'apporte ce type d'analyse est bien siir le rdle de
I'Immunité et de la Génétique dans ces différences d'infection. Anderson, R.
M. et May, R. M. (1985%) montrent que la diminution de la charge
parasitaire chez les adultes est corrélée avec la fréquence d'exposition dans
I'enfance. Ce qui signifie que le degré de l'immunité acquise dépend de la
sommation d'infections répétées faibles et semble responsable de la

diminution de l'établissement et/ou de la survie du parasite (Crombie, J. A.




74
et Anderson, R. M. 1985)
Par ailleurs, des études réalisées par Abdel-Salem, E. et al.'(1979) ont
montré l'influence du CMH, donc de la constitution génétique de I'hdte, sur

~

la susceptibilité a l'infection par S. mansoni.

IV.2. Preuves ¢épidémiologiques de 1'Immunité chez

I'Homme.

Les preuves de la part importante de l'immunité dans la détermination
des niveaux d'infection par les schistosomes chez 1'homme, sont
nombreuses.

Le premier argument vient de la constatation que la maladie est 2 la
fois plus fréquente et plus grave chez les individus jeunes. Les formes
graves rencontrées chez 1'adulte correspondent généralement i de
premiéres infections de sujets n'ayant jamais été exposés au parasite.

Les observations initiales, et relativement détaillées, d'une résistance chez
l'homme, ont été faites par Gerber, J. H. en 1952. Lors d'une étude
épidémiologique de l'infection par S. haematobium dans une petite région
de la Sierra Leone, cet auteur constate que la protection maximale est
observée chez des individus ayant regu une premiére infection faible
suivie de nombreuses réinfections faibles elles aussi, tandis que la
protection minimale correspond & des cas d'infections primaires
importantes associée a des réinfections croissantes.

La plupart des données de la littérature sur ce sujet sont évidemment des
preuves indirectes de l'existence d'une immunité chez l'homme. Il est facile
de comprendre pourquoi les expériences de réinfection de volontaires sont
rares. Cependant, certaines ont été décrites: Fischer, A. C. en 1934, rapporte
des réinfections par S. intercalatum de 6 pécheurs volontaires, au Congo

Belge.

En 1970, Walker, A. R. P. identifie 2 groupes d'enfants ayant les mémes
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fréquences de contacts avec l'eau parasitée par S. haematobium, mais l'un
des groupes est résistant tandis que l'autre est susceptible a l'infection.

Wilkins, H. A. et al. (1978, 1984 2, 1984 D) montrent que l'apparition de
nouvelles infections par S. haematobium dans une population est 1000 fois
plus importante chez les enfants que chez les adultes. Cependant aucune
donnée n'existait dans ée travail concernant les contacts avec l'eau infectée
et bien qu'il soit peu probable que les enfants aillent 1000 fois plus
souvent dans l'eau que les adultes, certains auteurs ont longtemps expliqué
ces différences de réinfection uniquement par des différences de contacts

avec l'eau (Warren, K. S. 1973).

Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent fortement le rdle de
l'immunité dans l'infection par schistosomes chez 'homme.
Cependant, les démonstrations les plus claires et convaincantes sont venues
récemment des études de réinfection aprés traitement.
Dans une étude préliminaire au Kenya, Sturrock, R. F. er al. (1983)
montrent qu'u\n certain nombre d'enfants traités par l'hycanthone, ne se
réinfectent pas. Butterworth, A. E. et al. (1984, 1985) identifient ensuite
parmi de jeunes écoliers Kenyans traités a 1'oxamniquine, un groupe
d'enfants ayant de fréquents contacts avec l'eau parasitée mais de faibles
niveaux de réinfection par S. mansoni (moyenne du nombre d'oeufs dans
les selles de 30 par gramme); ils dénomment ce groupe: "résistant”. Dans
cette méme étude, un second groupe d'enfants est identifié comme étant
"susceptible” a l'infection (moyenne d'oeufs supérieure a2 100 par gramme)
a contact égal avec l'eau contaminée. De plus, 1'dge moyen du groupe des
enfants résistants est de 2 ans supérieur a celui du groupe des enfants
susceptibles, ce qui est en faveur d'une acquisition de la résistance
dépendant de I' age.
Hagan, P. (1985) fait les mémes observations dans le cas de l'infection par

S. haematobium, en Gambie. A notre connaissance, aucune analyse de
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réinfection n' a été réalisée pour le moment dans le cas de S. japonicum.

En plus du suivi de l'intensité d'infection des populations, des mesures
détaillées des densités de mollusques infectés ainsi que du nombre de
cercaires, sont réalisées pendant les périodes de transmission. La
transmission des schistosomiases est maximale aprés les pluies. Au Kenya,
ou nous avons travaillé plusieurs mois, il y a 2 saisons des pluies: de mars
a mai puis d'octobre a4 décembre. Comme par ailleurs, beaucoup de
mollusques meurent pendant les saisons séches, la transmission dans ce

pays ne dure que quelques semaines, tout de suite aprés les pluies.

Les études épidémiologiques "sur le terrain" sont des é&tudes 2
long-terme: la réinfection aprés traitement est suivie au sein de
populations parfaitement définies, vivant dans des zones endémiques ou la
transmission est élevée. Il est important de connaitre, pour mieux
contrdler, la population de mollusques, de définir son habitat et d'identifier
les périodes de transmission maximales au fil des ans. Connaitre les
habitudes de vie des populations, les respecter tout en tichant d'améliorer
les conditions sanitaires, alimentaires et l'approvisionnement en eau, est
également indispensable. L'intégration de toutes ces données 2 la
connaissance de la pathologie: sa prévention, ses composantes biologiques,
immunologiques, sociales, ou économiques, tout cela rend compte de la

complexité mais également de l'importance de telles analyses.
IV.3. Réponses humorales lors de I'infection humaine.

Tous les stades de développement du parasite sont reconnus in vitro
par des sérums humains d'infection (Simpson, A. J. G. et al., 1986).
Le stade schistosomule reste le stade cible principal des mécanismes de

cytotoxicité mais l'oeuf peut l'étre également. La destruction des




77
schistosomules, a quelque stade que ce soit de leur développement, sera
bénéfique pour ['hote. Comme le seront toutes réponses aboutissant a la

destruction des vers adultes ou réduisant leur fécondité.

Les mécanismes effecteurs identifiés chez l'animal, décrits dans le
chapitre précédent, sont également retrouvés chez l'homme.
Ils impliquent les monocytes (Ellner, J. J. et Mahmoud, A. A. F. 1979) en
présence d'IgE (Joseph, M. et al., 1978) ou d'IFNy (Cottrell, B. et al., 1989);

les plagquettes et I'IgE (Joseph, M. et al., 1978), I'L-4 ou I'L-6 (Pancré, V.
et al., 1990); et les éosinophiles (Butterworth, A. E. et al., 1974, 1975) en

présence d'anticorps anaphylactiques IgE, IgG1 et IgG3 (Capron, A. et al.,
1980). L'activité schistosomicide des neutrophiles a également été décrite
(Anwar, A. R. E. et al., 1979) mais elle n'a pas été confirmée par d'autres

auteurs (Butterworth, A. E. et al., 1982).

De nombreuses études ont été réalisées afin d'analyser les
éventuelles corrélations entre une réponse immune protectrice (du type
ADCC, par exemple) et la résistance a la réinfection.

* Dans les premiers travaux réalisés au Kenya, Sturrock, R F. et al. (1983)
montrent que les enfants ayant des taux élevés d'éosinophiles et
d'anticorps ont de faibles niveaux de réinfection par S. mansoni.

* Des résultats complémentaires sont ensuite obtenus en Gambie par
Hagan, P. et al. (1985) dans le cas de §. haematobium.

* Dans le cas de linfection par S. mansoni ( David, J. R. et al. 1980) comme
de celle par S. haematobium (Hagan, P. et al. 1985), les éosinophiles de
patients ayant les é€osinophilies les plus importantes, ont des activités
schistosomicides accrues in vitro.

* Au Kenya, les études de réinfection d'un groupe de jeunes écoliers

fortement infectés ont révélé une situation différente et quelque peu plus
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complexe (Butterworth, A. E. et al., 1987).

En effet, toué ces enfants, les plus 4gés - résistants - comme les plus jeunes
- demeurant susceptibles a la réinfection aprés traitement- présentaient
des réponses immunes protectrices tout-a-fait €quivalentes, dont, par
exemple, des taux élevés d'anticorps impliqués dans I'ADCC médiée par les
€osinophiles, in vitro. |

La caractéristique du groupe des plus jeunes enfants était la présence dans
leur sérum d'IgM spécifiques d'antigénes d'oeuf. Ces anticorps
reconnaissent un antigéne majeur de l'oeuf, de nature polysaccharidique
dénommé K3 (Dunne, D. W. et al., 19872) ainsi qu'un antigéne présent au
niveau du schistosomule.

Cela a conduit a l'hypothése selon laquelle ces anticorps pourraient bloquer
les mécanismes effecteurs dirigés contre le schistosomule et ainsi
empécher l'expression de |'Immunité, mécanisme déja décrit chez le rat
(Grzych, J. M. et al., 1984).

Par la suite, d'autres expériences ont montré que ces IgM peuvent bloquer
I'ADCC médiée par les éosinophiles et dépendante des IgG du méme sérum

d'infection (Khalife, J. et al., 1986) et, plus récemment, les IgG,et les IgG,

ont été démontrées comme appartenant é&galement a cette catégorie

d'anticorps dits "bloquants" (Dunne, D. W. et al., 1987Y),

La résistance vis-a-vis de la réinfection par §. mansoni ne serait donc
pas due a4 la présence d'Ac ayant des fonctions effectrices protectrices mais

plutét a l'absence d' Ac bloquants.

Ainsi, le lent développement de l'Immunité pourrait s'expliquer par:
(1) l'apparition trés précoce de réponses protectrices (IgG,, 1gG;) dirigées
contre le stade larvaire, associée a:

(2) Tlapparition parallele d'Ac (IgM, IgG,, IgG,) bloquant ces mémes

réponses protectrices. Ces anticorps seraient dirigés contre des antigénes
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polysaccharidiques de Il'oeuf partageant des épitopes avec des antigénes
larvaires.
(3) la diminution lente des Ac bloquants avec le temps, permettra ainsi

l'expression des réponses protectrices et, par conséquent, de I'Immunité.

Bien sir l'immunité chez 1'homme ne se résume pas a cette balance
entre réponse protectrice et réponse bloquante. Comme chez l'animal de
laboratoire, elle est multifactorielle et donc infiniment plus complexe.
Toutefois, la connaissance de ces mécanismes est essentielle dans
le développement d'un vaccin efficace pour lequel il faudra

limiter, voire empécher, l'apparition des anticorps bloquants.
P

* Les taux d'IgE sériques sont élevés chez les sujets vivant dans les zones
endémiques (Mendés, E. et Mendeés, N. F., 1982) ainsi que chez ceux
présentant une infection chronique (Evengard, B. et al., 1988).

Pierce, R J. et al. (1990) dans notre laboratoire, ont recherchés les
antigénes reconnus par les IgE de sérums d'individus infectés: ils ont ainsi
identifi€és 3 molécules cibles des IgE: la paramyosine (Sm97), la myosine et
une molécule de 70 kDa. La détermination de ces antigénes reconnus par
les IgE est trées importante d'autant que trés récemment, P. Hagan en
Gambie (manuscript sous presse dans "Nature") et D. W. Dunne au Kenya
ont montré une corrélation trés nette entre la présence d'IgE spécifiques
du ver adulte et l'existence d'une immunité a la réinfection.

* Plusieurs travaux ont cherché a identifier les antigénes reconnus par les
sérums des patients immuns: Butterworth, A.E. et al. (1985) mettent en
évidence une reconnaissance dirigée contre des Ag de 27 et 24.5 kDa du
parasite.

Une étude comparable, menée par Dessein, A. et al. (1988) a Bahia, Brésil,

montre une association de la résistance aprés traitement a une
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séroréactivité dirigée preférentiellement vers un antigéne larvaire de 37
kDa. Enfin, Correa-Oliveira, R. et al. (1990) a4 Minas Girais, Brésil, mettent en
évidence une réponse humorale anti-paramyosine plus élevée chez les

sujets immuns.

IV.4. Réponses lymphocytaires lors de l'infection

humaine.

Si les analyses sérologiques sont nombreuses, les études cellulaires
sont beaucoup plus rares, ce qui est sans doute lié aux nécessités de
"terrain”: le transport des échantillons depuis le lieu de prélévement
jusqu'au laboratoire ou ils seront traités, nécessite souvent plusieurs
heures, ce qui peut poser parfois des problémes pour la bonne
conservation des cellules. De plus, les manipulations cellulaires nécessitent
un environnement technologique lourd, codteux et donc parfois difficile a
mettre en place dans les pays concernés.

La plupart des analyses de réactivité cellulaire de sujets infectés, avant
et apres traitement, ont utilisés des lymphocytes périphériques du sang
circulant mis en contact in vitro avec des préparations antigéniques
"grossiéres” extraites des différents stades de développement du parasite
(le ver adulte: SWA; la cercaire: CAP et l'oeuf: SEA) (Colley, D. G. et al.,1977;
Abdel- Salam, E. et al, 1981). Bien que ces antigénes de stade partagent un
certain nombre de déterminants (Sm28 GST, en particulier, est présente au
niveau du ver adulte, de l'oeuf et de la larve), ils induisent cependant des

réponses différentes et caractéristiques.

* Colley, D. G. et al. (1977) puis Ottesen, E. A. et al. (1978) démontrent
que la réactivité lymphocytaire vis-a-vis des extraits du ver adulte et de la
cercaire, augmente avec la chronicité de l'infection. La réponse vis-a-vis de

I'extrait d'oeuf, au contraire, est plus élevée en phase aigue.
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* D'autres travaux ont permis de confirmer ces observations et ont

également démontré la présence de facteurs sériques pouvant inhiber
spécifiquement la prolifération des LcT en réponse aux antigénes
parasitaires (Ottesen, E. A. et Poindexter, R. W. 1980).
En plus de facteurs sériques suppresseurs ou de substances suppressives
libérées par le parasite lui-méme (le SDIF), des cellules a activité
suppressive ont également ¢été décrites, réduisant la réacitvité
lymphocytaire des patients (Todd, C. W. et al, 1979). Cette
immunomodulation de la réponse cellulaire au cours de l'infection,
responsable de l'altération de la réponse immune, est imporante a garder 2
I'esprit dans 1' interprétation de résultats expérimantaux.

* Colley, D. G. et al. (1986) montrent que des enfants résistants a la
réinfection aprés traitement, présentent des réactivité lymphocytaires plus
glevées vis-a-vis de SWA et de CAP.

Toutefois, les travaux réalisés au Kenya pour étudier les réponses
cellulaires n'ont pas confirmés ces observations chez les sujets immuns

(que ce soit en terme de prolifération des lymphocytes ou de production

d'IFN vy - mesure indirecte de l'activation des macrophages) (Butterworth,

A. E. et al., (1988).
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V. LES ANTIGENES PROTECTEURS.
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L'un des objectifs principaux de la recherche dans le domaine de
I'immunologie de la schistosomiase est l'identification et la caractérisation
des antigénes induisant des réponses protectrices chez 1'hdte parasité.
Nous n'allons pas décrire tous les antigénes du parasite (Norden, A. P. et
Strand, M. 1984) mais nous nous limiterons A ceux démontrés comme

potentiellement vaccinants dans différents modeles expérimentaux.

* Smith, M. A. et Clegg, J. A. (1985) utilisent 3 anticorps
monoclonaux d'isotypes IgM et IgG,, pour isoler des antigénes de surface
du schistosomule de masses apparentes 155.000 et 53.000 Da. Les taux
de protection obtenus chez la souris sont identiques avec les 2 antigénes:
15 % (en terme de réduction de la charge parasitaire).

L'immunisation de singes cynomolgus par I'Ag 155 kDa permet un niveau
de protection de 40 %.

* Tarrab-Hazdai, R. et al. (1985) purifient un Ag de 200 kDa a

partir de la cercaire en utilisant des anticorps monoclonaux d'isotypes IgG,.

Ces auteurs obtiennent un taux de protection de 34 % chez les souris
immunisées par la préparation antigénique purifiée de 200 kDa.

* Comme nous l'avons évoqué dans le Chapitre consacré 2 "L a

réponSe immune vis-a-vis de S. mansoni dans les modeles
animaux", les travaux du groupe de Sher sur la souris P ont démontré une
association entre l'immunité a médiation cellulaire et la protection (James,
S. L. et Cheever, A. W. 1985).
James, S. L. et al. (1985, 1986) obtiennent 50 % de résistance chez des
souris immunisées par des extraits de vers adultes en BCG, et démontrent
que la protection est associée a l'activation des macrophages. Par la suite,
les chercheurs de ce méme groupe montrent que l'antigéne impliqué n'est
pas une molécule de surface ni une molécule secrétée mais la paramyosine,
molécule intracellulaire de masse 97.000 Da (Sm 97). 4

Cette molécule a été clonée (Lanar, D. E. ef al., 1986). La Sm 97 native

purifiée ou la molécule recombinante protégent les souris 2 30 % d' une
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infection par S. mansoni (Pearce, E. J. et al. 1988).
Boutin, P. (communication personnelle) dans notre laboratoire, a obtenu
une copie plus complete de Sm 97 et montré que cette molécule était un
allergéne majeur de S. mansoni, ce qui souligne son importance potentielle.
Trés récemment, Correa-Oliveira, R. et al. (1990) dans une étude réalisée
au Brésil, mettent en évidence une réponse humorale anti-Sm 97 plus
élevée chez les sujets immuns.
Si chez la Souris, il a été démontré que Sm 97 induit une forte réponse
cellulaire, jusqu'ad présent aucune étude de réactivité lymphocytaire n'a été
faite dans une population humaine infectée.

* Auriault, C. et al. (1984°) montrent que le schistosomule libére
des molécules regroupées sous le terme générique de "SRP" (:Schistosomula
Released Products) contr6lant la synthése de certains isotypes, en
particulier les IgE. En effet, ces auteurs démontrent que le SRP posséde une
propriété potentialisatrice de la réponse IgE associée 2 une activité sérine-
protéase. L'injection de SRP sans aucun adjuvant, protége des rats Fischer 2
84 %. Les sérums anti-SRP transférent l'immunité protectrice, cette
propriété étant abolie si l'on élimine sélectivement les IgE (Damonneville,
M. et al., 19862).

Deux antigénes majeurs de 22 et 26 kDa sont ensuite identifiés dans le
SRP. Ces molécules sont des antigénes cibles des IgE cytotoxiques dans les
réactions d'ADCC médiées par les éosinophiles, les plaquettes et les
macrophages (Damonneville, M. et al., 1986P).

L'antigéne de 26 kDa a été tout particulierement étudié dans notre
laboratoire, allergéne majeur du parasite, il représente lui aussi un
candidat potentiel intéressant.

Damonneville, M. et al. (1987), dérivent des lignées cellulaires T
spécifiques de 1'Ag 26 kDa et montrent qu'elles augmentent
significativement la production d'IgE in vitro et qu'elles participent a
I'immunité protectrice.

Verwaerde, C. et al. (1987) obtiennent un anticorps monoclonal d'isotype

|
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IgE, produit a partir d'animaux immunisés par des extraits de ver adulte,
reproduisant les effets des IgE anti-SRP: cet Ac monoclonal que nous
appellerons Acl, est cytotoxique dans des systtmes d'ADCC et confére une
immunité protectrice a des rats. L'Acl reconnait dans le SRP une molécule
a 26 kDa. Velge-Roussel, F. et al. (1989) confirment l'importance de cet
antigéne en démontrant que l'immunisation par 1'Acl engendre des
anticorps de seconde (Ac2) et de troisieme (Ac3) générations, les Ac3 ayant
les mémes propriétés, cytotoxiques et protectrices, que l'Acl. Par ailleurs,
les Ac3 reconnaissent 1'Ag 26 kDa. La poursuite de cette étude a conduit
ces auteurs a montrer que les LcT spécifiques des Ac2 augmentent de
fagon trés importante les réponses IgE, IgG et IgA anti-26 kDa des animaux
immunisés par la molécule purifiée, ou infectés par S. mansoni.
Le transfert passif de LcT anti-Ac2 protége les rats d' une infection
(Velge-Roussel, F. et al., manuscrits soumis & publication).
Cette approche originale constitue une démonstration indirecte de
l'importance de cet antigéne dans l'immunité protectrice chez le rat.

* La plupart des travaux sur les antigénes protecteurs concernent
des protéines. Cependant plusieurs études récentes ont montrées que les
carbohydrates peuvent participer de mani¢re importante a l'antigénicité
des molécules de surface du schistosomule et jouer un réle dans le
développement de Il'immunité.

Dissous, C. et al. (1985) identitfient un Ag de 38 kDa a la surface de la
cercaire et du schistosomule.

Un anticorps monoclonal [PLSml1, spécifique de cet Ag, reconnait un
déterminant glucidique présent sur la cercaire, le ver adulte et la larve
parasitaire.

La preuve que cet épitope glucidique peut médier l'immunité chez le rat,
est apportée par Grzych, J. M. et al. (1985) qui produisent un anticorps
monoclonal anti-IPLSm1, porteur de la copie protéique de I'épitope
glucidique de I'Ag de 38 kDa. En effet, l'immunisation par 1'Ac anti-

idiotypique protege les rats a 50-70 % d'une infection par S. mansoni.
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Cependant, la réponse immune contre ces épitopes glucidiques semble étre
complexe. L'épitope porté par I' Ag de 38 kDa peut induire a la fois une
réponse protectrice et une réponse bloquant la réponse protectrice chez le

rat (Grzych, J. M. et al., 1984) et 'homme (Khalife, J. et al., 1986).

L'Ag Sm 28 GST

Nous terminerons l'exposé des antigénes protecteurs par celui vers
lequel s'est porté- et se porte -notre intérét: 'Ag P28 ou Sm28 GST.
Afin d'identifier les antigénes du ver adulte également présents a la
surface du schistosomule, et pouvant étre détectés parmi les produits de
translation d'ARN messagers in vitro, Balloul, J. M. et al. (1985) séparent un
extrait de ver adulte de S. mansoni par SDS-PAGE puis électro-élution.
Parmi 10 fractions distinctes (correspondant aux bandes les plus colorées),
3 induisent une réponse humorale aprés injection chez le rat. Cependant,
un seul anti-sérum, dirigé contre la bande située a 28 kDa,
immunoprécipite un Ag en surface de la larve et un produit de
traduction des ARN messagérs du ver adulte et du schistosomule.
Cette fraction électro-éluée induit des niveaux de protection élevés chez
le rat Fischer et la souris Balb/ c. Auriault, C. et al. (1987) montrent que
des LcT spécifiques de cette préparation sont restimulables in vitro par les
antigénes parasitaires, et protecteurs in vivo aprés transfert passif.
~ Par la suite, l'utilisation d' anti-sérum spécifique conduit a ['isolement
d'un clone d' ADN complémentaire correspondant a1l Ag protecteur P28 ou
Sm28 GST (Balloul, J. M. et al., 1987).
L'immunisation de rats et de hamsters avec la protéine de fusion donne
des réductions de charge parasitaire respectivement de 67 et 52 %
La séquence compléte de la Sm28 GST est ensuite obtenue. Cet antigéne
n'est pas une protéine intégrale de membrane mais c'est un Ag sécrété,
transitoirement exprimé A la surface du parasite. Par ailleurs, 'Ag P28

possede une activité glutathion-S-transférase (GST) (Taylor, J. B. et al.,
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1988) mais aucune homologie n'a été trouvée avec l'un des membres de la
famille des GST de mammiferes.
D'autres protéines recombinantes de schistosomes ont une activité GST:
c'est le cas de la molécule de 26 kDa de S. mansoni (Sm26 GST) clonée par
Trottein, F. et al. (1990) et de celle de S. japonicum (Sj26 GST) clonée par
Smith, D. B. et al. (1986).

Les GST représentent un large groupe d'isoenzymes pouvant se lier a
une grande variété de liguands. Aprés purification, deux sous-unités de
25000 Daltons de poids moléculaire environ peuvent €tre isolées. On les
trouve généralement dans des cellules comme les hépatocytes et les
érythrocytes sous forme d'homo- ou d'hétéro-dimeres. Les GST sont
impliquées dans les processus de détoxification (Mitchell, G. F. et al., 1989)
en conjugant des substrats électrophiles de l'oxydation des lipides
membranaires au glutathion réduit.

La neutralisation de ces fonctions enzymatiques, empécherait le
détoxification ce qui rendrait alors le parasite sensible aux produits
toxiques libérés lors du développement de la réponse immune. L'on
comprend donc l'intérét de 1'étude de l'activité GST de la P28, nous
I'évoquerons dans la Discussion-Conclusion. Dans notre laboratoire a pu
étre montré une participation de cette activité dans certaines
manifestations de l'infection, en particulier au niveau de la pathologie
induite par 1'oeuf.

Sm28 GST est présente au niveau de 3 autres espéces majeures de
schistosomes: S. haematobium, S. japonicum et S. bovis, ce qui en fait un

candidat au vaccin d'autant plus intéressant.
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Au cours des derniéreé années, les recherches sur les
schistosomiases ont fait l'objet d'un intérét croissant du fait de leur
incidence considérable sur la santé publique et le développement
socio-économique de nombreux pays tropicaux et sub-tropicaux.

L'immunoprophylaxie de ces infections représenterait un
progres considérable et cela justifie tout-a-fait les investissements
importants réalisés tant aux niveaux nationaux qu'internationaux.

En effet, méme si des mesures de contréle modernes existent (contrdles
biologique ou chimique des vecteurs hotes intermédiaires), et malgré le
développement d'une drogue schistosomicide trés efficace (le praziquantel

pzq), leur utilisation a long-terme et a l'échelle de tout un pays n'est pas
envisageable. Par ailleurs, plusieurs cas de pharmaco-résistance des
souches parasitaires ont été décrits et la réinfection de sujets aprés
traitement par le pzq est trés fréquente (surtout chez les sujets jeunes)
dans les zones endémiques, nécessitant des thérapies répétées et des

surveillances constantes.

Nous l'avons vu, les études réalisées sur les animaux de laboratoire
ont permis de démontrer que l'immunité protectrice vis-a-vis de l'infection
par S. mansoni fait intervenir & la fois des mécanismes humoraux et
cellulaires. De plus, comme nous l'avons évoqué. dans I'Introduction, les
nombreuses relations existant entre les LcB et les LcT rendent la
séparation entre immunité humorale et immunité cellulaire plus théorique
que réelle. Une réponse immune efficace contre le parasite
nécessitera l'intervention synchronisée de nombreux événements
impliquant 1les cellules B, les cellules T et leur produits de

sécrétion (anticorps et Ilymphokines).
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La caractérisation, puis la production en masse de la molécule
SM28 GST, dans notre laboratoire, suivies des démonstrations multiples
de son caractére protecteur dans de nombreux modéles animaux : le rat, la
souris, le hamster ou le babouin (Balloul et al. 1987 2.%) nous ont conduit 2
rechercher, les structures épitopiques T (reconnues par les cellules
T) et B (reconnues par les cellules B) majeures de la molécule
vaccinante Sm28 GST.
Notre objectif étant de déterminer en utilisant des peptides synthétiques
dérivant de la séquence primaire de l'antigtne Sm28GST, les épitopes T
et B impliqués dans des mécanimes effecteurs protecteurs. Les

résultats obtenus font l'objet de ce mémoire.

- l'article 1 (p.95) présente l'analyse de la réponse immune
anti-Sm28GST (molécule recombinante), dans le modéle murin et décrit la
sélection des peptides synthétiques de Sm28GST. Une premieére approche
de la restriction génétique de la réponse immune anti-Sm28GST par les
produits du CMH est réalisée.

- l'article 2 (p.104) correspond a la détermination des épitopes T "helper”
et des épitopes B, dans le modéle du rat Fischer immunisé par la
molécule recombinante.

-I'article 3 (p.115) étudie les réponses lymphocytaires T vis-a-vis des
peptides synthétiques chez des rats Fischer et des souris Balb/c infectés
par §. mansoni ou immunisés par les antigénes "de stade" du parasite
(extraits antigéniques de vers adultes, larves et oeufs).

-l'article 4 (p.148) correspond a I'étude plus précise d'un peptide
dérivant de Sm28GST : le peptide 115-131, chez le rat, la souris et le
babouin.

-'article 5 (p.190) étudie la réactivité lymphocytaire vis-a-vis des
peptides identifiés dans les précédents travaux, chez le babouin
chroniquement infecté et chez 62 enfants kenyans (avant ou apres

chémothérapie par pzq) infectés par S. mansoni.
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ARTICLE 1

*®

Immunité protectrice induite par 1'antigéne P28 de Schistosoma

mansoni, dans le modéle murin.

£

Le but de ce travail était de déterminer, puis d'analyser, la nature
immunologique (humorale et/ou cellulaire) de la réponse protectrice
obtenue chez la souris aprés immunisation par Sm28 GST. La littérature
rapporte en effet la prédominance des mécanismes d'immunité A médiation
cellulaire dans le modele murin, comme nous l'avons évoqué dans le
chapitre consacré aux "Réponses immunes dans les modeles animaux”.
Lorsque nous avons commencé cette analyse, nous savions que la souris
Balb/c était protégée d'une infection par S. mansoni, aprés immunisation
par la Sm28 GST. Nous nous sommes donc demandé quels étaient les
mécanismes, anticorps- dépendants ou anticorps- indépendants, impliqués

dans cette protection.

Pour cela, nous avons immunisé des souris Balb/c par la molécule

recombinante Sm28 GST, puis réalisé des expériences de transfert passif:
| * de sérum anti- Sm28 GST

* de LcT spécifiques de Sm28 GST
afin d' évaluer la participation de l'une ou l'autre de ces composantes dans
la protection. \

* Les sérums des souris immunisées ont été testés par dosage
radioimmunologique afin de quantifier les IgG spécifiques de Sm28 GST.

* La spécificité cellulairé, quant a elle, a ét¢ déterminée par un

test de transformation lymphoblastique in vitro, en présence de la forme
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recombinante de Sm28 GST ou des formes natives, présentes au niveau des
Ag "de stade" du parasite: le ver adulte (Ag SM), la larve (S.t13) et l'oeuf
(SEA).
Le transfert passif des lymphocytes T spécifiques de Sm28 GST s'est fait
soit avec les populations (L3T4* + Lyt2*) soit uniquement la population
"helper” L3T4*.

* La protection a été estimée par la mesure de la charge
parasitaire (c' est-a-dire le nombre de vers adultes récupérés aprés
perfusion des animaux) ou le nombre d'oeufs présents au niveau du foie.
Cette premiére partie de l'article nous a conduite aux observations
suivantes:

* Le transfert de sérum anti- Sm28 GST ne réduit pas la charge
parasitaire des souris receveuses infectées.

* Le transfert de (L3T4+ + Lyt2+) spécifiques de Sm28 GST ne
réduit pas la charge parasitaire, mais augmente les taux d'IgG spécifiques
de Sm28 GST et diminue fortement le nombre d'oeufs au niveau du foie
des animaux transférés.

* Le transfert de L3T4* spécifiques de Sm28 GST réduit la

charge parasitaire.

Afin de déterminer, in vitro, le mécanisme par lequel les LcT anti- Sm28
GST protegent les souris d'une infection- test, nous avons, et cela constitue
la seconde partie de ce travail, regardé si ces cellules produisaient des
facteurs pouvant participef aux mécanismes de destruction du
schistosomule:

* Les LcT spécifiques de Sm28 GST produisent aprés
stimulation par l'antigéne correspondant, des lymphokines pouvant rendre

plaquettes et macrophages cytotoxiques vis-a-vis du parasite.

Par ailleurs, 1'IFNy intervient dans la cytotoxicité macrophage-

dépendante.
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Une premiére approche immunogénétique de la réponse vis-a-vis de
cet antigéne a été réalisée en utilisant 6 lignées de souris sur 2 fonds
génétiques différents (Balb et C57 Bl) et exprimant les 3 haplotypes
H-2b.dk  ['haplotype H-2° détermine une mauvaise réponse tandis que les
haplotypes H-2 ket d déterminent de bonnes réponses vis-a-vis de Sm28
GST.
Cette approche de la restriction génétique, liée ou non au H-2, vis-2-vis
d'une molécule aux propriétés vaccinantes, est essentielle.

Nous y reviendrons dans la Discussion-Conclusion.

Enfin, H. Gras- Masse et M. Bossus, dans le laboratoire du Professeur
A. Tartar ont sélectionnés puis synthétis€s des peptides synthétiques
dérivant de la séquence de Sm28 GST.
La sélection était basée sur des criteres physicochimiques tels que
I'hydrophilie, l'accessibilité et la mobilité, elle a aboutit a la synthése de 3
peptides: le 24-43, le 115-131 et le 140-153. C' est ainsi que nous avons
analysé la reconnaissance de ces peptides par des LcT murins spécifiques
de la Sm28 GST. Le peptide 24-43 induit la prolifération la plus élevée et
l'utilisation de sous- fragments de ce peptide, représentant sa partie
N-terminale (peptide 10-36) ou sa partie C-terminale (peptide 29-33) a
permis de localiser plus précisément 1'épitope T contenu dans le peptide
24-43, du c6té N-terminal. De plus, des lymphocytes T spécifiques du
peptide 24-43 sont restimulables in vitro par la Sm28 GST recombinante
ainsi que par |'Ag extrait du ver adulte, les antigénes extraits du
schistosomule et de l'oeuf induisant des proliférations beaucoup plus

faibles.

En conclusion: ce premier travail a permis de démontrer la

participation des lymphocytes T spécifiques de Sm28 GST, dans
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la réduction de la charge parasitaire chez les animaux vaccinés,
avec la participation de lymphokines telles que 1'Interféron
gamma.

Toutefois, la nature dichotomique de la réponse anti-Sm28 GST
apparaissait déja avec I'implication des lymphocytes T dans la
réduction de la charge parasitaire et celle de facteurs sériques
(anticorps?) dans la réduction des oeufs pondus.

Ainsi donc, la question que nous nous posions au début de ce
travail ne peut recevoir de réponse aussi exclusive: l'immunité
protectrice induite par l'injection de Sm28 GST fait intervenir a

la fois des mécanismes humoraux et des mécanismes cellulaires.
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PROTECTIVE IMMUNITY IN MICE VACCINATED WITH THE Schistosoma
mansoni P-28-1 ANTIGEN!
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INSERM 167-CNRS 624, Institut Pasteur, 590189 Lille Cédex. France

The P28-1 Ag induces a strong protective immu-
nity toward Schistosoma mansoni infection in var-
ious experimental models. T lymphocytes of mice
immunized with the recombinant P28-1 Ag were
stimulated in vitro by schistosome Ag of different
development stages and by three P28-1 Ag-derived
synthetic peptides. The most significant stimula-
tion was achieved with the 24-43 peptide. The use
of two fragments of this peptide showed that the
P28-1 T lymphocyte specificity concerned essen-
tially the NH, terminal sequence of the 24-43 pep-
tide. Moreover, T lymphocytes specific for the 24-43
peptide were stimulated by both schistosome Ag
and the recombinant P28-1 protein. The passive
transfer of (Th + Ts) lymphocytes recovered from
P28-1 Ag-immunized mice increased the IgG re-
sponse to P28-1 and its peptides during infection
but did not protect against a challenge infection,
such as the passive transfer of anti-P28-1 sera. In
contrast, P28-1 specific Th cell lines maintained in
culture for 2 mo, passively transferred a strong
protection {50%) to infected mice. Supernatants of
P28-1-specific T cells obtained after stimulation
with the corresponding Ag, were able to confer cy-
totoxic properties to platelets and macrophages.
The presence of IFN-y for the cytotoxicity mediated
by platelets and macrophage activating factor for
the cytotoxicity mediated by macrophages in these
supernatants is in a large part responsible for the
parasite killing observed. Finally, a preliminary im-
munogenetical approach with H-2 congenic mice on
BALB background showed that the P28-1 Ag T cell
response was under the control of the MHC and that
the H-2° haplotype determined a low response to
P28-1 Ag and its peptides while H-2¢ and k haplo-
types determined high responders.

The P28-1 Ag is one of the major Ag of Schistosoma
mansoni, transitory present at the schistosomulum sur-
face and clearly implied in the protective immunity
against S. mansoni. Indeed. immunization with the na-
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tive molecule or with the recombinant fusion protein
obtained after molecular cloning, induced a strong pro-
tective immunity in rat, mouse, hamster (1, 2}, and mon-
key models (3). In the rat model, the humoral response
bore a preponderant part in the protective mechanisms
after active immunization with the P28-1 Ag (1. 4). More-
over, in this model, the identification of epitopes of the
P28-1 that elicit T lymphocytes helping the B cells to
produce protective antibodies has been recently de-
scribed (5).

In contrast to what was observed in the rat schistosom-
iasis, the protective immunity in the mouse essentially
involved antibody-independent cellular mechanisms (6~
8). Therefore, the study of the immune response to P28-
1 in the mouse model, including cellular-mediated cyto-
toxic mechanisms, immunopathologic and immunoge-
netical studies, ‘will enlarge our knowledge about the
immune response toward this protective Ag.

It is now clear both in experimental animals and in
humans that immunity to schistosomes cannot be any-
thing than multifactorial {9. 10}. Therefore mouse and
rat models that appear to have different mechanisms of
resistance provided complementary informations. The
mouse, allowing the maturation of adult worms and the

- deposition of eggs which subsequently elicit strong im-

munopathologic reactions, has some characteristics in
common with human infection. However, as far as the
humoral response is concerned, rats and humans have
common characteristics.

A wide variety of “immune behaviors" will be generated
in the human population and these complementary ap-
proaches in mouse and rat models will be useful to in-
crease the immunogenicity of a future synthetic or re-
combinant vaccine against schistosomiasis.

MATERIALS AND METHODS
Animals

H-2 congenic mice on BALB background were bred and main-
tained in the animal unit of the Institut Pasteur of LILLE or pur-
chased from the C.S.E.A.L. (CNRS. Orléans. France).

Parasite Life Cycle

A Puerto-Rican strain of S. mansoni was maintained in Biom-
phalaria glabrata snails and golden hamsters. Schistosomula were
prepared after skin penetration by the method of Clegg and Smithers
(11) for the cytotoxicity assays.

Ag Preparations

Adult worm antigen was prepared by homogenizing adult worms
in PBS (0.01 M phosphate buffer, 0.15 M NaCl. pH 7.4} using a
Potter-Elvehjem followed by a centrifugation of the homogenate at
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10.000 x g for 20 min. Schistosomulum Ag was prepared by soni-
cation of frozen-thawed mechanical schistosomula (12. 13). Soluble
€gg Ag was prepared according the method of Boros and Warren (14).

Recombinant P28-1 Ag

A full length ¢cDNA encoding for the P28-1 Ag of S. mansoni was
expressed in Escherichia coli using a PL-expression vector (15).
This construction, obtained after direct insertion of ¢cDNA originat-
ing from A TGO6 which contains a nearly complete copy of the coding
region, directed the synthesis of a cil fusion protein containing 172
amino acids of the carboxyi-terminal end of the native 28-kDa Ag.
The recombinant "P28-1 protein” (rP28-1) was prepared by A. Vidal
from Transgene S.A. (Strasbourg, France). Protein titration was
performed by the method of Lowry et al. (16).

Preparation of synthetic peptides. The determination of the
primary structure of P28-1 by sequencing the cDNA clone (2) allowed
the prediction of exposed sequences according to their hydrophobic-
ity using the Hopp and Woods's method (17). or according to their
mobility or accessibility. based (H. Gras-Masse. A. Tartar, unpub-
lished methods) respectively, on statistical data derived from dis-
placement values (18) or partition coefficients of aminoacids be-
tween interior or exterior of globular proteins (19). Peptides synthe-
tized by solid phase synthesis (20) on chloromethyl-resin were
protected as follows: Arg (Tos). Cys (Acm), Asp and Glu (OBzl). Ser
and Thr (Bzl), Lys (CICbz). Tyr (2-6 diClBzl). After HF cleavage, the
crude peptides were purified by gel filtration on Fractogel TSK
HW40-S {Merck. Darmstadt, FRG) in aqueous HC! pH 2, and lyophi-
lized. They were checked for homogeneity by TLC and reverse phase-
HPLC, and for identity by amino acid and analysis after total acid
hydrolysis.

Conjugation of Synthetic Peptides with Carrier Proteins

Peptides 24-43 and 140-153 were conjugated to TT? (kindly given
by Mérieux Institut. Lyon. France) or to OVA {Miles Research, Elk-
hart, IN) with glutaraldehyde/peptide (1.5 umol) was dissolved with
the carrier protein (2 mg) in 100 mM sodium phosphate pH 7, and
pH was then adjusted to pH 8 with sodium hydrogenocarbonate, 20
ulof a 2.5% glutaraldehyde solution was then added daily during 3
days with continuous stirring. After 4 days, the resulting mixture
was dialyzed exhaustively against 0.15 M NaCl. Peptide 115-131
was conjugated through its thiol group to TT or to OVA using 6-
maleimidocaproic acyl-N-hydroxysuccinimide as heterobifunctional
cross-linking agent (21). The approximate amount of peptides cou-
pled to carrier proteins in the complexes was 1/1. these conjugates
were sterilized by filtration on 0.22 um (Sartorius. Gottingen. Ger-
manyj.

Lymphocyte Culture Medium

For all cultures, RPMI 1640 (GIBCO. Courbevoie, France) was
supplemented with 5.107° M 23-ME (MERCK. Darmstadt, FRG}., 2
mM L-glutamine (Merck), 1 mM sodium pyruvate (GIBCO). antibiotics
(100 IU/mi penicillin, 100 ug/ml streptomycin) (Specia. Paris.
France). 20 mM HEPES (N-2 hydroxyethylpiperazine-N'-2 ethane
sulfonic acid) (Sigma. St. Louis. MO), and 10% heat inactivated FCS
(GIBCO).

Ig and Immunologic Reagents

Anti-mouse Fc v was provided by MIAB (Uppsala. Sweden). Murine
rIFN-v (sp. ac. of 3 x 107 U/mg) produced by Genentech Inc.. South
San Francisco. CA, were kindly provided by Boehringer Ingetheim
(Vienna, Austria). Polyclonal antibody to mouse rIFN-y (neutralizing
capacity: 5000 U/10 U) were gifts from L. Catinot (Institut Curie.
Paris. France). .

SRIA

Microtiter plate wells (microtest flexible assay plate. Falcon. Ox-
nard, CA) were coated during 48 to 50 h at room temperature with
0.1 ml/1 ug of rP28-1 or with 0.1 ml/5 ug of synthetic peptides in
0.015 M Na,C0,/0.035 M NaHCO; buffer pH 9.6. A 2-h saturation
at room temperature was then carried out by addition of 0.1 ml PBS
(0.1 M) containing 3% BSA. The plates were washed twice in PBS
containing 0.3% BSA before the addition of 0.1 ml appropriated
dilutions of unknown sera. The plates were then incubated at room
temperature for 26 h, then again washed twice in PBS-0.3% BSA. A
final 12- to 18-h incubation with 10° cpm '*°[ labeled anti-mouse

° Abbreviations used in this paper: TT, tetanus toxoid: SRIA. solid
phase RIA: cpm. counts/min.
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1gG (Chloramine T method. sp. ac. 222 kBq/ug) was allowed to detect
the presence of IgG specific for P28-1 and its peptides in the sera.
After a last three times wash, as described above. the wells were cut
out and counted in a gamma counter (LKB. Broma, Sweden) with a
counting efficiency of 60%. The increased bound radioactivity in the
presence of positive sera (Bx) vs a negative control (Bo) were caicu-
lated according to the formula:

A+ % = [(Bx ~ B.)/B,|.100

Immunization Procedures

The rP28-1 protein (50 ug) was mixed 1/1 with CFA and injected
into the base of the tail of mice on day 0. On day 10. animals were
bled and draining lymph nodes were removed. Control mice were
injected with TT or OVA using the same protocol.

The 24-43 synthetic peptide (50 ug protein) coupled to TT and
emulsified in CFA was injected using the same route of injection on
day 0. On days 7 and 14. the mice were re-injected with 25 ug of
uncoupled peptide without adjuvant. Animals were bled and draining
nodes were removed on day 19.

Infection Procedure

Mice were exposed percutaneously to 300 cercariae of S. mansoni
18 h after T lymphocyte- or serum-transfers. Parasite burdens were
evaluated by total perfusion 25 days after infection. The numbers
of worms obtained from experimental groups of 10 mice injected
with P28-1 specific T lymphocytes (B) or anti-P28-1 sera (B') were
compared with those obtained from experimental groups of 10 mice
injected with OVA specific T lymphocytes (A} or anti-OVA sera (A").
The percentage of protection was calculated by the formula: {A-B/A)
x 100 for (A’-B’/A’} x 100) (22).

Preparation of Specific T Lymphocytes

Draining lymph nodes were harvested aseptically and lymph node
cell suspensions were prepared. The T lvmphocyres were then sep-
arated by passage through a nylon wool column 23} and maintained
at 37°Cin a 5% CO; atmosphere in lymphocyte cuiture medium.

Production of lymphokine-containing supernatants. Lympho-
kines were prepared by in vitro stimulation of !0 T lymphocytes
with 4 ug/ml of recombinant P28-1 protein in the presence of 5 X
10° syngeneic irradiated (30 Grey. Philips RT. fiiter 1.7 Al, 100 Ku,
8 mA) splenic APC in lymphocyte culture medium,. Supernatants
were harvested 48 h after antigenic stimutation. aliquoted and fro-
zen. T lymphocytes cultured with P28-1 antig=n. T lvmphocytes with
unrelated Ag (OVA), and T lymphocytes with APC were used as
controls.

Specificity of T lymphocytes. For the prolifzration assays. 5 X
10° T cells and 10° APC were cultured with Ag :n a total volume of
0.2 mlin flat-bottomned 96 well plates (Nunclon. Roskilde, Denmark).
On day 5. 18.5 kBq of [*H|TdR (sp. ac. 37 Gia mmol. TMM-79A
CEA, Gif-Sur-Yvette, France} were added to =1-n well. Then 18 h
later. the cells were harvested by filtration on tiberglass discs using
a multiharvester (Skatron. Lierbyen. Norwayvi .ind the amount of
incorporated [*H|TdR was measured in a liqu:d scintillation counter
(LKB. Wallac. Turku-Finland).

Long-term culture procedure. T cells {107 and APC {4.10°) were
cultured with 30 ug of rP28-1 Agin a totai voiume ot | miin 24 well
plates {(Falcon 3047). T lymphocytes were re-~1; ated weekly with
rP28-1 Ag. IL-2 was first added only 20 davs uiter the recovering
from animals. IL-2 containing medium was obt.a:ned by stimulation
of murine EL-4 tumor cells with PMA. IL-2 activity o the conditioned
medium was tested by its ability to allow the rowth of a long term
cytotoxic T cell population.

Macrophage-Mediated Cytotoxtcit'; A~says

BALB/c mouse peritoneal macrophages were . ~pensed in 0.1 ml
Eagle’s MEM (DIFCO. Detroit. MI) containirng 1+ . FCS. into each
well of a flat-bottomed microtiter plate (Nunclon; ..nd were incubated
at 37°C in a 5% CO; atmosphere for 1 to | h 20 m:n The plates were
then gently washed twice with MEM and 0.15 :nl MEM containing
15% heat-inactivated FCS were added. After an overnight incubation
of the cells at 37°C in 5% CO,, 50 skin-prepared <nistosomula were
added with the different supernatants. After a .i~t 13-h incubation.
the larvae were examined and counted as dead 1! they were immobile.,
granular. and opaque.

Platelet-Mediated Cytotoxicity A~says

The mouse platelets have been prepared as previously described
{24). Briefly 1 ml heparinized blood diluted to 1 mi MEM was centri-
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fuged for 10 min at 400 X g at 4°C. The supernatant fractions
containing platelets were washed with heparinized MEM and cen-
trifuged 10 min at 5000 X g at 4°C. Then the platelets were dispensed
in each well of a flat-bottomed microtiter plate. A total of 50 skin-
schistosomula, 20 ul of normal rat serum. and different dilutions of
lymphocyte culture supernatants were added simultaneously and
incubated for 24 h at 37°C and 5% CO, atmosphere. Dead and alive
schistosomula were counted as described above.

Adoptive Transfer Experiments

In vivo transfer of P28-1 specific T lymphocytes. T cells (10 to
15 x 10° were injected i.v. in 0.25 mi PBS, pH 7.4, 18 h before
exposure to S. mansoni cercariae. Control mice were injected i.v.
with 10 to 15 x 10° OVA specific T lymphocytes.

In vivo transfer of anti-P28-1 sera. Sera {(0.15 ml) were injected
i.v. 18 h before infection. The sera were tested to detect the presence
of 1gG specific for rP28-1 by SRIA procedure on microtiter piate wells
coated with rP28-1, an anti-OVA serum was used as negative con-
trol. The increase bound radioactivity obtained was A% = 70%. Anti-
OVA sera were injected as control in this experiment.

Analysis by Flow Cytofluorometry

Before passive transfer experiments. the surface phenotype of the
cells was controlled by flow cytometry using monocional antibodies
against T cells subsets: anti-L3T4 and anti-Lyt-2 (Seralab. Ltd.
Crawley Down, UK). Briefly, the cells after incubation with the mAb
were labeled with fluorescein-conjugated antibodies. The population
of fluorescein-labeled cells was quantified by an automated biologic
cell analysis 50-H cytofluorograph (Ortho-Instrument. Westwood,
MA).

RESULTS

Activation of rP28-1 Ag-primed T lymphocytes by
native protein. To analyze if rP28-1 Ag-primed T cells
can recognize the native protein, lymph node T lympho-
cytes of BALB/c mice immunized with the rP28-1 Ag,
were assayed in in vitro proliferation assays toward var-
ious stage S. mansoni-specific Ag. The rP28-1-specific T
cells exhibited a dose-dependent proliferative response to
rP28-1, adult worm, and larval Ag, whereas a weak pro-
liferation was observed with SEA. As a control. an un-
related Ag such as OVA did not induce a significant
stimulation of r-P28-1 Ag-specific T cells (Fig. 1).

Passive transfer of immunity with T cells from donor
mice immunized with rP28-1 Ag. The in vivo effect of
these T cells was estimated after their injection into
syngeneic mice 1 day before S. mansoni infection. Their
specificity toward the rP28-1 Ag and the schistosome Ag
of different development stages was simultaneously con-
trolled by in vitro proliferation assays. When specific T
cells were transferred just after recovering from the ani-
mals (the cytofluorometric analysis of this population
indicated that 50% of the nylon wool non-adherent cells
were L3T4" and 42% were Lyt-27) no protection was

100200 -1
£ 30000 4 /
-8
S
E 60000 o o AgSM.
- - AgSua.
z ~nn - AgSEA
& 40c00 - P31
- (OVA
20000 4 L'/'/__—_’—.
L )
0-\:,::_, = = g ,
bl 20 40 50 80 1C0 120

Antigen concentrations (ug/mi)

Figure 1. In vitro proliferative response of T lymphocytes from mice
immunized with the rP28-1 Ag alter stimulation with various S. mansoni
Ag preparations containing the native form of the molecule.

conferred compared with mice receiving OVA-specific T
cells (Fig. 2A).

During the infection the animals were bled every 7
days and the levels of circulating P28-1- and peptides-
specific antibodies was identified by SRIA (see Materials
and Methods). Thus, passive transfer of rP28-1-specific
T cells led to a dramatic increase of the IgG response to
P28-1 and its peptides (24-43. 115-131. 140-153) (Fig.
2B).

In opposite, when rP28-1-specific T cells were cultured
for 2 mo (exogenous IL-2 was added only 3 wk after
recovering from the animals), the passive transfer of this
population, strongly enriched in L3T4" lymphocytes (cy-
tofluorometric analysis indicated 83% L3T4~ and unde-
tectable Lyt-2 cells for experiment 1, 80% L3T4", and
5% Lyt-2" for experiment 2) conferred a substantial pro-
tection: 48 to 53% against S. mansoni infection, com-
pared with mice receiving T cells lines specific for an
unrelated Ag (OVA]} (Fig. 3).

Passive transfer experiments with anti-P28-1 sera.
To analyze if the humoral response toward the rP28-1
Ag might also have a protective role. passive transfer
experiments were carried out by injecting BALB/c mice
with anti-P28-1 or anti-OVA sera before S. mansoni
infection. No decrease of the parasite burden was ob-
served in animals passively transferred with anti-P28-1
sera compared to the control group receiving anti-OVA
mouse sera.

Induction of platelet cytotoxic properties by T lym-
phocyte supernatants. rP28-1 specific T lymphocytes
were stimulated in vitro with the rP28-1 Ag (4 ug/ml) and
supernatants were tested for their ability to induce plate-
lets from normal BALB/c donors into cytotoxic effectors
toward schistosomula.

As shown in Figure 4, a significant induction of cyto-
toxicity was observed with these supernatants. This ef-
fect was dose-dependent and reached a plateau at the
dose of 75 ul supernatants per well. Nevertheless, the
doses of 50 and 25 ] also induced significant cytotoxicity
so they were used for the following experiments. In con-
trast, no cytotoxicity was observed with the supernatants
obtained after incubation of rP28-1 specific T lympho-
cytes with an unrelated Ag (OVA).

Various authors have reported the presence of IFN-vy in
the supernatants of lectin- or Ag-stimulated T lympho-
cytes (25) and that IFN-y was one of the factors respon-
sible for the induction of human platelet cytotoxic func-
tions (26). So we demonstrated that murine rIFN-vy-in-
duced platelets into cytotoxic effector cells toward S.
mansoni larvae (Fig. 5A). In addition, an anti-{(murine
rIFN-v) polyclonal antibody inhibited the platelet cytotox-
icity induced by rP28-i specific T lymphocyte superna-
tants (Fig. 5B).

Induction of macrophage cytotoxic properties by T
lymphocyte supernatants. The supernatants were
tested for their capacity to induce macrophages from
normal BALB/c mice into effector cells toward schisto-
somula. As shown in Figure 6. these supernatants con-
tained lymphokine(s) able to induce macrophage larvici-
dal potentialities but the use of different concentrations
of anti-(murine rIFN-v) polyclonal antiboedy failed to in-
hibit this effect (the cytotoxicity obtained with superna-
tants and anti-(murine riFN-y) was 40%).

Identification of T cell antigenic sites on rP28-1 pro-
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ferred with rP28-1-specific Th lymphocytes, and in- )
fected by S. mansont, LT anu-P28-1 3 53% 27 48%
LT anti-OVA 65 52
tein. The research of hydrophilicity, accessibility, and
60 mobility regions in rP28-1 protein led to the identification
1 of three putative epitopes in the 24-43, 115-131, and
> 301 140-153 peptides. P28-1-specific T lymphocytes exhib-
S 404 ited a significant proliferative response after incubation
= with these three peptides linked to a carrier protein (OVA)
5 %07 in the presence of APC. In contrast, no proliferation was
= 204 observed when synthetic peptides alone or the carrier
2 ] (OVA) were presented to T cells (Fig. 7A). The maximal
10 A response was obtained with the 24-43-OVA synthetic
o peptide. The finest determination of the major T cell site
o 20 40 60 8 100 120 on the 24-43 peptide was undertaken using two synthetic

SUPERNATANTS (ub)

Figure 4. Platelet-dependent cytotoxicity toward schistosomula using
rP28-1-specific T lymphocytes supernatants. The cytotoxicity was appre-
ciated as the percentage of dead larvae.

peptides framing the 24-43 peptide: 10-36 and 29-53
peptides representing, respectively, the NH, and COOH
ends of the 24-43 peptide. Figure 7B shows that the major
stimulation was obtained with the 10-36 peptide whereas




99

1346 P28-1 IN MOUSE MODEL
)
A A
100 30000 ~
z
= 804 Q
= T 20000 A o 24-43-0VA
z 3 - 115-131-OYA
< 60 4 T - 140-153-OVA
s s - CVA -
) 10000 4 -+ 2443
= 401 w* 115-131
< ~ 140-153
F 20 1
o] T T T T T
0 0 20 40 60 80 100 120
Antigen concentrations (ug/mil)
IFN-§(U)
B
40000 «
3 ~ 1
Z 30000 -
60 S
4 <
> T_ 3 o 24-43-OVA
Z 50 0 K, 200001 ~ 10:36-QVA
3 ,//,/f/ z + 29.53.0VA
= 40+ ://:'7// 1 - QOVA
= ] //% 10000
2 . e
?:) 72 o] T " T T T a
R Q 20 40 60 80 100 120
Antigen concentrations (ug/ml)
Figure 7. In vitro proliferative response to T lvmphocytes from mice
immunized with the rP28-1 Ag after stimulation with the 24-43, 115-
NIFN- < EN+ ~«1FN- KIFN+ 131. and 140-153 peptides linked or not to carrier protein {OVA) (A).
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 Figure 5. A.Platelet dependent cytotoxicity toward schistosomula us-  cyjtures. Student’s t-test was used for the comparison of means hetween
ing rIFN-v. The negative control was normal rat serum (NRS) (—}and the  non.srimulated cells and cells stimulated with peptides linked to a carrier

positive control was serum of infected rats recovered 42 days after S.
mansoni infection (+). B. [nhibition of the platelet cytotoxicity obtained
with the r-P28-1 T lymphocytes supernatants with an anti-(mouse riFN-
v) polyclonal antibody (B).
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Figure 6. Induction of macrophage-dependent cytotoxicity toward
schistosomula by rP28-1-specific T lymphocytes supernatants.

the 29-53 peptide led to a weaker proliferative response.
These results suggested that one of the major T cell
epitopes of rP28-1 Ag is located at the NH, extremity of
the molecule.

Stimulation of 24-43 primed T lymphocytes by native
and rP28-1 Ag. The evidence for a schistosome-specific
response of 24-43-specific T cells was established by
stimulating these lymphocytes with schistosome anti-
genic extracts of different development stages. A major
stimulation was obtained (Fig. 8A) with the adult worm
Ag whereas the ones observed with larval and egg Ag
were weaker and equivalent to that obtained with an
unrelated Ag (OVA). The recombinant protein elicited a

protein. At the concentrations 25 and 50 ug/mi the proliferative responses
were significantly different (p < 0.05).

significant proliferation so as the synthetic peptides 24-
43. 10-36. and 29-53 linked on a carrier (OVA) {(Fig. 8B).
In opposite, no stimulation was observed with peptides
alone (3000 cpm for 24-43, 2300 cpm for 10-36 and 2500
cpm for 29-53).

Genetic influence on immune response in mice im-
munized with rP28-1 Ag. Different H-2 congenic strains
of mice on the BALB background were immunized with
the rP28-1 Ag. Lymph node cell proliferation in response
to P28-1 and its peptides were then determined. As a first
step of an immunogenetical approach. we tested three
strains of mice:BALB/c (H-2%, BALB/k (H-2%). and BALB/
b (H-2"). The results presented in Figure 9 clearly showed
that d and k haplotype mouse T cells responded to the
vaccinating protein P28-1, whereas b haplotype express-
ing mice appeared to be low responders toward this Ag
and its peptides. These results were confirmed using
strains of mice exhibiting another background (C57bl.10)
(data not shown).

DISCUSSION

Vaccination trials of rats, mice, hamsters (1, 2}, and
monkeys (3) with the rP28-1 Ag. have resulted in signif-
icant protection against an experimental infection by S.
mansoni cercariae. Moreover, these experiments have
clearly shown the involvement of the humoral response
in the protective immunity in the rat model. Indeed,
immunization with the P28-1 protective Ag led to the
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Figure 8. Proliferative response obtained after stimulation of 24-43
specific T lymphocytes with schistosome antigenic extracts of different
development stages (A) and with the 24-43. 10-36. and 29-53 peptides
coupled or not on OVA (B). For 25 and 50 xg/ml. the proliferative re-
sponses obtained after 29-53-OVA and 10-36-OVA stimulations were
significantly different (p < 0.05).

production of cytotoxic antibodies resulting in the de-
struction of the parasite (4).

In contrast, in the murine model, conflicting informa-
tions have been obtained about the mechanisms by
which challenge S. mansoni worms were Killed in previ-
ously infected mice (27). Some serum transfer experi-
ments suggested a possible role of circulating antibodies
(28, 29) whereas others did not (30, 31). Moreover, it has
been recently shown that the invasive larvae of S. man-
soni were susceptible to extracellular killing by lympho-
kine-activated macrophages (32) and indicated an in vivo
correlation of specific delayed type hypersensitivity. mac-
rophage activation, and IFN production, with a resistance
to a challenge infection by S. mansoni. Therefore, T cell-
dependent cellular immunity against schistosomes
seemed to play a preponderant role in the mouse model.

Therefore. the purpose of this work was to determine
whether the rP28-1 Ag also generated in the mouse, an
immune response essentially involving cellular mecha-
nisms and to precise the major epitopes of this antigen
that elicited T cell immunity.

First, keeping in mind the fact that the rP28-1 Ag was
able to induce a strong protective immunity in the mouse
(1), the involvement of humoral and cellular components
in this protection was analyzed by passive transfer ex-
periments. (1) The passive transfer of anti-rP28-1 sera
failed to protect mice against an experimental infection.
(2] No reduction of worm burden was obtained when
infected mice received rP28-1-specific T lymphocytes
representing two T cell subpopulations bearing L3T4
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(helper) and Lyt-2 (suppressor) phenotypes in spite of a
strong increase of the IgG response to rP28-1 and its
peptides in the sera. Moreover, a dramatic reduction
(56%, p<0.01) (Auriault et al. manuscript in preparation)
of eggs number in the liver of the animals was observed
{the size and the morphology of the granuloma were not
modified).

Taken together, these results showed that, in the
mouse model, the anti-rP28-1 antibodies were not effi-
ciently involved in the protective mechanisms and led us
to analyze the eventual relationship between the increase
of the humoral response and the diminution of the eggs
number in the liver of the passively transferred mice.
This observation is doubly pertinent because the same
result has been obtained in our laboratory with some of
the vaccinated baboons. (3) If these antibodies are in-
volved, do they act upon egg-laying, egg-deposition, or
sexual maturation of the female?

(3) When infected mice were passively transferred with
an L3T4" enriched rP28-1 antigen specific T lymphocyte
population (T cells bearing Lyt-2 phenotype were spon-
taneously eliminated by a long term culture), a significant
(50%) reduction of worm burden was observed. The re-
sults summed up in points (2) and (3) confirmed recent
studies utilizing selective elimination of T cell subsets
(L3T4" and Lyt-2*) and specifying their activity in the
context of their in vivo effects upon the development of
resistance to schistosomes (33). The simplest explanation
could be that the first passive transfer experiment with
L3T4" and Lyt-2™ T cell subsets, reproduced the in vivo
balance of their activities: the cells expressing the Lyt-2
phenotype suppressed the development of an optimal
immunity, failing to protect the animals against a chal-
lenge infection. However, when animals were transferred
with rP28-1-specific T lymphocytes depleted of the sup-
pressive population (Lyt-27) by a 2 mo culture, the L3T4"
T cells allowed the development of protective immunity
and, as a consequence, a significant reduction of worm
burden after cercariae infection. Moreover, in the analy-
sis of these results we have to take into account that the
long term culture maintained preferentially Th cells pro-
ducing IL-2 and IFN-y (Thl) implicated in cellular me-
diated immunity (particularly delayed type hypersensitiv-
ity) to the detriment of Th cells of the Th2 subset which
played a major role in the humoral response {34). Taken
together, these results strongly suggested that the protec-
tive immunity obtained in rP28-1 vaccinated mice essen-
tially involved cellular components.

In an attempt to understand the protective effect of
rP28-1-specific T lymphocytes observed in vivo, we have
examined if these cells, upon an in vitro stimulation with
the rP28-1 Ag, were able to produce lymphokines induc-
ing immune cells into cytotoxic effectors toward schisto-
somula. The involvement of macrophages (35, 36) and
platelets (24) in the protective immunity directed toward
the parasite S. mansoni has been recently demonstrated
in vivo and in vitro, the killing properties of the platelets
were shown to be due to the presence of specific IgE (37)
or to lymphokines such as IFN-y {24) and TNF (38).
Moreover, IFN-vy has been identified as a factor able to
induce in the absence of antibodies. anti-schistosomu-
lum properties into macrophages (39). Our results showed
that rP28-1-specific T lymphocytes produced lympho-
kines involved in cytotoxicity mechanisms resulting in




101

1348 P28-1 IN MOUSE MODEL
BALB/b (H-2b) BALB/b (H-2b)
20000 1 20000 ~
-+ OVA
15000 o P28 15000 + o 24-43-OVA
E -+ OVA - 115-131-OVA
[3]
0000 10000 4
5000 T 5000 4 i g a—
1 Ayt e . 3
0 L T 1 T L 1 0 T T T L LN
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
ug/mt ug/mi
/¢ (H- BALB/c (H-2d)
20000 - 20000 -
Figure 9. Proliferative response of rP28-1-specific T 15000 4 15000 +
lymphocytes from mice of three different haplotypes on 1
the BALB background with the rP28-1 Ag. the 24-43 10000 4
and the 115-131 peptides linked or not on a carrier 10000
protein {OVA).
PO
5000 - 5000 +
L e o 1
0 L] T T T 1 0 U v T T T =1
0 20 40 60 80 100120 0 20 40 60 80 100120
ug/mi ng/mi
ALB/K (H- BALB/K (H-2K)
20000 ~ 20000 -
15000 4 15000 +
1
10000 4 10000 4
5000 4 5000 ~
|
0 1 T T T T 1 0 + v CL L T ot
G 20 40 60 80 100120 0 20 40 80 80 100 120
ng/mi

the destruction of the parasite. The implication of IFN-y
as one of these lymphokines, in our study. was estab-
lished with platelets but not with macrophages. suggest-
ing that the supernatants contained lymphokines else
than IFN-y involved in this cytotoxicity (MAF. TNF).

In this context, T cell clones specific for the rP28-1 Ag
now in preparation will perhaps allow an analysis of the
respective role of IL-2, IFN-producing cells (Th1) and IL-
4, IL-5-producing cells {Th2). Moreover, IL-4 has been
demonstrated to be implicated in the regulation of the
IgE response in the mouse (40) indeed regarding the role
played by the anaphylactic antibodies in the rat model.
only this approach would precisely determine if these
antibodies are also involved in the protection conferred
after passive transfer of IL-4 producing cells to previously
infected mice. The next step of this study was the deter-
mination of the major immunogenic sites of the rP28-1
Ag using synthetic peptides derived from the sequence of
the recombinant molecule.

Among the three peptides tested: 24-43, 115-131, and
140-153, one of them the 24-43 peptide, was able to elicit
a strong rP28-1-specific T cell proliferation but only
when linked to a carrier protein. One explanation could
be that the conjugation sites of the carrier protein pro-

ug/mi

vided appropriate amino acids facilitating TCR binding
or that the attachment of the 24-43 peptide on the carrier
stabilized a conformation that the peptide alone could
not maintain free in solution. leading to different proc-
essings by the APC.

The identification of the fine T cell site was then un-
dertaken using peptides framing the NH. (peptide 10-36)
or the COOH (peptide 29-53) end of the 24-43 peptide:
the results showed that the stimulation of rP28-1-specific
T cells required the NH, portion of the peptide. Recently,
it has been demonstrated (41) that, in the rat model. the
stimulation of rP28-1-specific B cells required the COOH
part of the 24-43 peptide which consequently contained
epitopes for T and B cells located at distinct areas of its
amino acid sequence.

Finally an immunogenetical approach of the immune
response toward rP28-1 Ag was undertaken through
three different haplotypes (H-2°, H-2¢, and H-2¥) on two
backgrounds (BALB and C57B1.10). These preliminary
results showed that the H-2° haplotype expressing mice
were low responders to rP28-1 Ag so as to its peptides,
but we have to take into account the fact that this con-
cerned T cells from immunized mice. The same analysis
is at present underway using T lymphocytes from in-
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fected mice expressing various haplotypes because the
P28-1 Ag would not be presented in the same way during
S. mansoni infection and probably not generated T cell
populations of the same fine specificity. Obviously, the
determination of low and high responders to P28-1 so as
the research of immunodominant epitopes of this vacci-
nating Ag would be done both by immunization and
infection procedures using the greater number of haplo-
types on different backgrounds. even those that failed in
vaccinating protocols with irradiated cercariae {(42) such
as P/JN.

This would give clear-cut information relating geneti-
cally determined responsiveness to rP28-1 Ag and the
knowledge of the peptides that generate a strong protec-
tive immunity through humoral mechanisms (developed
in the rat model) or through cellular mechanisms (devel-
oped in the mouse model) will be useful for the construc-
tion of a vaccine using synthetic peptides of the P28-1
Ag.
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ARTICLE 2

*

Analyse des épitopes T et B de I'antigéne P28 de Schistosoma
mansoni par 1'utilisation de peptides synthétiques dans le

modele expérimental du rat.

*

L'objectif de ce travail était de déterminer les épitopes B et T
"helper” de Sm28 GST, en utilisant 3 peptides de synthése dérivant de la
séquence de la molécule recombinante: le 24-43, le 115-131 et le 140-153.
Cette étude a été faite chez le rat pour lequel les mécanismes d'immunité 2
médiation humorale prédominent. Dans le cas de la protection induite par
Sm28 GST, les Ac (IgG et IgE ) spécifiques de Sm28 GST rendent les
éosinophiles cytotoxiques pour la larve in vitro et transférent l'immunité 2

des animaux receveurs in vivo.

-- _Détermination des épitopes B de Sm28 GST (analyse par immuno-

empreinte et Western- Blotting),

Des sérums de rats infectés (42 jours) ou immunisés par Sm28 GST,

contiennent des IgG spécifiques du 24-43 et du 115-131.

Un sérum anti- 24-43 reconnait une bande & 28 kDa parmi les Ag extraits
d‘u ver adulte, ce qui n'est pas le cas d'un sérum anti- 115-131.

Ces techniques n'ont pas permis de détecter des IgE spécifiques du 24-43
ni du 115-131, dans les sérums des animaux immunisés par Sm28 GST.

Le 24-43 et le 115-131 contiennent donc des épitopes B, cibles des IgG
spécifiques de Sm28 GST.
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--_Détermination des_sous- classes d' IgG spécifigues du 24-43 et analyse

fonctionnelle.

Des sérums de rats infectés ou immunisés par Sm28 GST (Fischer ou
Brown Norway) contiennent des IgG2a spécifiques du 24-43. Aucun
isotype bloquant IgG2c n'est détecté dans ces sérums.

Le sérum des rats Fischer infectés contient également des IgGl spécifiques
du 24-43.

Les sérums des rats immunisés par 24-43 ou 115-131 sont capables de
rendre les éosinophiles cytotoxiques pour le schistosomule in vitro.

Ainsi, les peptides 24-43 et 115-131 contiennent des épitopes B cibles des
Ac cytotoxiques impliqués dans les mécanismes d'ADCC aboutissant a la

destruction du parasite.

-- _Détermination des épitopes T de Sm28 GST,

Le peptide 24-43 induit la prolifération la plus importante des
cellules de rats infectés ou immunisés par Sm28 GST. La restimulati.on par
le 115-131 est plus faible, le 140-153 induisant une prolifération moins
reproductible entre les nombreuses expériences réalisées, sans doute 2a

cause d'une constitution chimique le rendant trés instable en solution.

-- Détermination des épitopes T et B du 24-43

Ainsi que nous l'avons vu dans ['Article 1, nous disposions de
peptides représentant les parties N- (10-36) et C- (29-53) terminales du
24-43.

Des LcT anti- Sm28 GST sont incubés in vitro avec ces 3 peptides, le
peptide 10-36 induit la prolifération maximale comme dans le cas de la
souris (Article 1). Des sérums spécifiques de Sm28 GST ou de 24-43
reconnaissent le 24-43 et le 29-53 mais pas le 10-36. L'épitope T du 24-43
est donc situé dans la partie N- terminale alors que 1'épitope B est dans la

partie C- terminale.
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-- Roble fonctionnel des LcT spécifiqgues du 24-43,

Des lignées lymphocytaires ont été dérivées in vitro, elles sont
restimulables par Sm28 GST et les Ag de stade de développement du
parasite: 1'Ag d'adulte induisant la restimulation la plus forte.

Le transfert passif des lignées T anti-24-43, avant l'immunisation par la
molécule recombinante Sm28 GST, conduit 2 une augmentation du taux

d'IgE spécifiques de Sm28 GST, le taux d' IgG restant inchangé.

En conclusion, le peptide 24-43 contient a la fois un
épitope B (dans sa région C- terminale) et un épitope T (dans sa
région N- terminale).

Des anticorps IgG2a spécifiques du peptide 24-43 sont
fonctionnels puisqu’' ils participent a4 des mécanismes d'ADCC
impliquant les éosinophiles comme cellules effectrices.

Les lymphocytes T 'spécifiques du 24-43 ont un roéle "helper"
dans la production d'IgGE spécifiques de Sm28 GST.

Le peptide 115-131 contient également des épitopes T et B mais
I'approche était compliquée par sa faible immunogénicité. Ainsi
que nous le verrons dans l'Article 4, ce probléme a été résolu

par l'utilisation de constructions multiples du peptide 115-131.
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The Schistosoma mansoni P28 molecule is an Ag
inducing protectivqwae immunity in various exper-
imental models. Three synthetic peptides, derived
from the primary sequence of the recombinant P28
and comprising anuno acids 24-43, 115-131, and
140-153, respectively, were synthesized according
to their hydrophilicity, mobility, and accessibility
profiles. The presence of B and T lymphocyte epi-
topes in these peptides has been examined in the
rat model. The results showed that the 24-43 and
the 115-131 peptides contained major epitopes for
IgG but not for IgE. Moreover, the 24-43 peptide-
specific IgG produced after injecting either the re-
combinant P28 Ag or the 24-43 peptide coupled to
tetanus toxoid was essentially of the IgG2a subclass
and to a lesser extent of the IgG1 subclass, whereas
no IgG2c was detected. These 24-43 peptide-specific
antibodies were cytotoxic in vitro for schistosomula
in the presence of eosinophils as effector cells. The
24-43 and the 140-153 peptides contained major
targets of T lymphocytes specific for the recombi-
nant P28 Ag. T cell lines specific for the 24-43
peptide have been prepared. These cells proliferated
in vitro when stimulated with various S. mansoni
crude antigenic preparations or with the recombi-
nant P28 Ag. Moreover, their passive transfer to
rats immunized with the P28 Ag led to a significant
increase in specific IgE without modifying the IgG
response.

The P28 of Schistosoma mansont has been recently
shown to be a potential vaccinating molecule against
schistosomiasis (1). Indeed, the native molecule as well
as the recombinant protein obtained after molecular
cloning were able to induce a strong protective immunity
in the ral. mouse, hamster (1. 2), and baboon (3). In the
rat model, much work has been devoted to the antibody
response and the protective effects of P28 Ag-specific [gG
and IgE in vitro in the presence of eosinophils as effector
cells or in vivo after passive transfer to infected animals.
The thymodependency of the defense against S. mansoni
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infection led us to study the role of the 28-kDa Ag-specific
T lymphocytes (4) in the protective effects observed. T
cell lines and clones were prepared and examined for
their helper and protective capacities. The passive trans-
fer of these cells to infected rats led to a significant
protection correlated with an increase in the production
of 28-kDa Ag-specific antibodies. This suggested that
epitopes of the 28-kDa molecules elicit Th cells essential
in stimulating prophylactic immunity in which cytotoxic
antibodies represent a major component. Moreover, al-
though numerous experiments clearly indicated the
prominent role of humoral immunity in the rat model,
the role of T lymphocytes cannot be restricted only to the
amplification of antibody production. Indeed in the
mouse model the induction of T lymphocyte reactivity
toward schistosomula leads to the activation of macro-
phages inducing a partial resistance to schistosome in-
fection without involving antibodies (5). Antibody-de-
pendent and -independent protective mechanisms are
probably involved together in human schistosomiasis
and both require antigen-specific T lymphocyte reactiv-
ity.

An ideal vaccine against schistosomiasis has to be
highly immunogenic and able to induce both T and B cell
schistosome-specific immunity. For these reasons, the
identification of the major epitopes of the 28-kDa Ag has
been undertaken by using synthetic peptides deduced

" from the primary structure of the molecule.

MATERIALS AND METHODS

Medla and reagents. RPMI 1640 (GIBCO. United Kingdom). con-
taining 20 mM HEPES, 100 U peniciilin/ml. and 100 ug streptomy-
cin/ml was usually supplemented with 2 mM t-glutamine, 5 x 107°
M mercaptoethanol and 1 mM sodium pyruvate and contained in-
activated FCS.(Flobio. United Kingdom).

Anti-rat IgG subclass antisera. Sheep anti-subclass IgGl and
goat anti-subclasses [gG2a and [gG2c antisera were obtained from
Miles (Rehovot, Israel).

Parasite life cycle. A Puerto Rican strain of S. mansoni was used
throughout the study (6). Schistosomula were obtained in vitro from
cercariae by a mechanical procedure (7} or after skin penetration by
the method of Clegg and Smithers (8). Adult worms were collected
by perfusion of the liver and the mesenteric vein 10 days after the
infection of hamsters (1000 cercariae/animal) (9). Schistosoma egg
extract was prepared according to the method of Boros and Warren
(10}

Rats. Male inbred Fischer/ICO F 344 rats expressing the RT1™
haplotype were used throughout the experiments. The animals were
bred and maintajned in the animal unit of the [nstitut Pasteur,

Immunization procedures. Fischer rats were immunized either
once or several times at the base of the tail with etther the recom-
binant P28 (250 ug) molecule or the peptides with CFA. The peptides
{100 ug) were injected coupled to tetanus toxoid as a carrier for the
first injection and without carrier and adjuvant for a second and a
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third injection at 1-wk intervals.

Synthetic peptides. The determination of the primary structure
of P28 by sequencing of the cDNA clone (2} allowed the prediction of
exposed sequences according to their hydrophilicity using Hopp and
Woods's (11) method, or according to their mobtlity or accessibility
(Fig. 1}. by using unpublished methods based. respectively. on sta-
tistical data dertved from displacement values (12} or partition coef-
ficients of amino acids between the interior and exterior of globuiar
proteins (13).

Peptides synthesized by solid phase synthesis (14) on chloro-
methyl-resin were protected as follows: Arg (Tos). Cys (acm). Asp
and Glu (OBzl), Ser and Thr (Bzl), Lys (CICbz). Tyr (2-6 diC1Bzl). After
high frequency cleavage. the crude peptides were purified by gel
filtration on Fractogel TSK-HW40-S (Merck) in aqueous HCI (pH 2)
and lyophilized. They were checked for homogeneity by TLC and
reverse-phase-HPLC, and for identity by amino acid analysis after
total actd hydrolysts.

Conjugation of synthetic peptides with carrier proteins. Pep-
tides 24-43 and 140-153 were conjugated to tetanus toxoid or to
OVA with glutaraldehyde. Peptide (1.5 umol) was dissoived with the
carrier protein (2 mg) in 100 mM sodium phosphate (pH 7) and the
pH was then adjusted to 8 with sodium hydrogenocarbonate. A
solution of 20 ul of 2.5% glutaraldehyde was then added dally for 3
days with continuous stirring. After 4 days. the resulting mixture
was dialyzed exhaustively against 0.15 M NaCl. Peptide 115-131
was conjugated through its thiol group to tetanus toxoid or to OVA
with 6-maleimidocaproic acyl N-hydroxysuccinimide as the heter-
obifunctional cross-linking agent (15). The conjugates were sterilized
by filtration on 0.22 um nitrocellulose filters (GV Millex).

Peptide polymerization. Peptide (hydrochioride) (5 umol) was dis-
solved in 200 ul of water and the pH was adjusted to 8 with sodium
bicarbonate. Benzotriazolyloxy (trisdimethylamino-phosphonium-
hexafluorophosphate) (5 umol) dissolved in 50 ul of water was added
with continuous stirring. After 12 h at room temperature, the re-
sulting polymer was dialyzed against 0.15 M NaCl on a YM2 (Ami-
conj.

Radiotodination. The 24-43 peptide was radiociodinated by the
chloramine T procedure. Briefly, 100 ug of peptide in 100 ul were
mixed with 3.7 MBq '#*I-Na (0.1 mCi) (Radiochemical Centre, Amer-
sham, UK) and 100 ul fresh chloramine T (1 mg/mi in 0.5 M sodium
phosphate buffer, pH 7.4) were added drop by drop. After gently
mixing for 1 min, sodium metabisulfite (200 xg/200 ul tn 0.5 M
sodium phosphate buffer pH 7.4) was added to stop the reaction.

Separation of free iodine and the labeled fraction was carried out
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Figure 1. Analysis of the recombinant P28 Ag sequence according to
the mobility and hydrophilicity (11) proftles. Mobility vaiues (12) and
accessibility values (13) were used in algorithms similar to the methods
proposed by Hopp and Woods (11) for calculating local hydrophilicity.
Accessibility values take into account the m.w. of the studied protein (12}.
Arbitrary scales were used.
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by gel filtration through a Sephadex G-25 column {PD 10: Pharmacia,
Uppsala, Sweden) equilibrated with 25 ml of PBS supplemented with
10% FCS (GIBCO Ltd., Paisley, UK).

The iodination yleld was estimated as the ratio of the activity in
the protein fraction to the total radioactivity eluted, and the sp. act.
was calculated. Labeled protein fractions were collected, diluted 1/2
by volume with 2% FCS. and frozen in several aliquots in order to
minimize radiolysis.

Solid phase immunoassay procedure. 1) Anti-peptide 24-43 IgG
subclass determination: Microtiter plate wells (Falcon, microtest
flexible assay platej were coated for 36 to 48 h at room temperature
with 0.1 ml/1 ug of the different anti-rat subclass antisera in 0.1 M
Na,COs (pH 2.5) buffer. A 2-h saturation at room temperature was
then carried out by addition of 0.1 ml 10% FCS.

The plates were then washed three times in PBS containing 0.05%
Tween 20 (PBS/Tween: Sigma. St. Louis, MO) before the addition of
0.1 mi of appropriate dilutions of the sera to be tested.

All the plates were then incubated at room temperature for an 18-
to 24-h period, then washed five times in PBS/Tween. A final 12- to
18-h incubation was carried out to detect the presence of specific
isotypes in sera by additton of 0.1 mi (10° cpm) of the radiolabeled
24-43 peptide. After three further washes, as described above, the
wells were cut out and counted in a gamma counter (LKB. Sweden)
with a counting efficiency of 60%.

2) Determination of 1gG and gE antibodies in anti-P28 sera: Micro-
titer plates were coated for 36 to 48 h at room temperature with 0.1
ml/1 ug of recombinant P28, adult-worm Ag, or 0.1 ml/5 ug of
peptides (24-43 and 115~-131) at room temperature in 0.1 M Na,CO,
{pH 9.5) buffer. After washing in PBS/Tween. 0.1 mi of anti-P28 rat
sera at 1/5, 1/10, and 1/50 dilutions was added. After incubation at
room temperature for 18 to 24 h and five washes in PBS/Tween,
radiolabeled anti-IgG or IgE (10° cpm) (MIAB Uppsala, Sweden) was
added. At the end of the incubation three further washings were
carried out. The wells were then cut out and counted as described
above.

The increased bound radioactivity in the presence of positive sera
{B«) vs a negative control (B,) was calculated according to the for-
mula:

B, - B,
— X 100.
B

o

A% =

Antigen preparation. Adult worms were homogenized in PBS by
using a Potter-Elvehjem homogenizer and the homogenate was cen-
trifuged at 10,000 % g for 20 min.

Western blotting of SDS-PAGE. SDS-PAGE was carried out on
slab gels according to the Laemmli method (186) by using an LKB
2001 apparatus (Bromma., Sweden). Gels were composed of a 5%
acrylamide stacking gel and a homogeneous 13% acrylamide sepa-
rating gel. Samples were dissolved in 62.5 mM Tris-HCl1 (pH 6.8), 2%
SDS. 10% sucrose, and 0.005% bromophenol blue {sample buffer)
and heated at 100°C for 3 min before loading on gels. A mixture of
m.w. marker proteins (Pharmacia Fine Chemicals. Uppsala. Sweden)
was run in parallel.

Whole adult worm Ag polypeptides were transferred from the
separating gel to a nitrocellulose membrane (Schleicher & Schill,
Dassel. FRG) by using procedures based on those of Towbin et al.
(17} and exactly as previously described {18). Fixed [gG from rats
irnmunized with the 24—-43 peptide was revealed by incubation with
peroxidase labeled anti-rat IgG and stained after enzymatic reaction.

Dot blot tmmunobinding assay. Several dilutions (1 to 1/16 in
PBS) of antigenic solutions of 1 mg/ml were dot-blotted on nitrocel-
lulose paper (1 ul/spot). The saturation was carried out for 1 h in
PBS containing 18 g/liter NaCl and 1.5% casein. Samples were then
reacted for 2 h with 1/50 dilutions of sera under agitation. After
washing, anti-Rat Ig peroxidase (1/500) in PBS-casein buffer was
added and incubated for 2 h and developed after washing in the
development buffer containing 30 mg horseradish peroxidase (color
development reagent) (Biorad Munchen. West Germany} in 10 ml
methanol, 40 ml PBS, and 30 ul H,0, for 10 to 20 min. The reading
of each spot was carried out by using a densitometer (D142-1 Gretag,
Switzerland). The resuits were expressed as OD.

Eostnophit cytotoxicity assay. Rat eosinophils were prepared as
already described (19). Fifty skin-prepared schistosomula were dis-
pensed into each well of a flat-bottomed microtiter plate (Nunclon-
Roskilde, Denmark) and incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere
in Eagle's MEM (Difco, Detroit, M) containing immune or normal rat
sera. After overnight tncubation, 100 ul of the mast ceil depleted
eosinophil population (6000 effector cells to 1 target) were added to
each well of the cytotoxicity assay. The percentage of cytotoxicity
was measured after 48-h contact between effector cells and targets
by microscopical examination. Schistosomula were counted as dead
if they were immobile, granular, and opaque and were surrounded
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by one or several layers of cells.

Preparation of specific T lymphocytes. Inguinal lymph node T
lymphocytes were harvested aseptically and cell suspensions were
prepared. T lymphocytes were then separated by passage through a
nylon wool column (20) and maintained at 37°C in a 5 to 7% CO»-
atmosphere in RPMiI with 5% FCS. the various antigenic prepara-
tions, IL-2 and irradiated (2000 rad) thymic APC in 96- or 24-well
plates (Falcon 3072 and 3047). T lymphoblasts were prepared 5 days
after the last antigenic stimulation and purified on a Percoll discon-
tinuous density gradient (21). IL-2 containing medium was obtained
by stimulation of murine EL-4 tumor cells with PMA. IL-2 activity
of the conditioned medium was tested by its ability to allow the
growth of a long term cytotoxic T cell population.

Proliferation assay. Cultures incubated for various periods with
or without Ag were pulsed with 0.5 xCi of [*H|thymidine (sp. act. 1
Ct/mmole, TMN-79 A, CEA. France) usually for the last 16 h of
incubatfon. Cells were harvested by filtration on fiberglass disks by
using a multiharvester (Skatron, Norway) and the amount of incor-
porated {*Hjthymidine was measured in a liquid scintillation counter.

In vivo transfer of 24-43 peptide-specific T cell lines. One day
before immunization with the recombinant P28 Ag, 15 x 10°® 24-43
peptide specific T lymphoblasts (propagated in in vitro culture for 1
mo) were injected i.v. into each rat. Control rats were injected intra-
venously with 15 x 10° tetanus toxoid specific T lymphocytes. P28-
specific 1gG and IgE responses were estimated by the solid phase
immunoassay procedure described above.

RESULTS

Determination of B cell epitopes by using the 24-43
and 115-131 peptides. A pool of sera from normal rats,
an immune rat serum recovered 42 days after infection
and sera of three rats immunized with the recombinant
P28 Ag and a pool of sera from five rats immunized with
the peptide 24-43 were tested in a dot blot immunoblot-
ting assay by using the 24-43 peptide as target (Fig. 2).
The peptide was coupled to OVA to improve the presen-
tation of epitopes to antibodies. Peptide-specific IgG were
detected by using an anti-rat IgG and the results obtained
demonstrated that anti-24-43 peptide sera, immune rat

Figure 2. Dot blot immunobinding as-
say of antibody responses toward the 24—
43 peptide with normal and infected rat
sera (day 42 post-infection), anti-24-43
peptide rat {pool of five rats) or sera of
three rats immunized with the recombi-
nant P28 Ag. All the sera were used at the
dilution of 1/50. Several dilutions of the
24-43 peptide (1 to 1/16 of a solution of
1 mg/ml) were tested.

serum, and two of the three anti-recombinant P28 Ag
sera contained IgG able to bind the 24-43 peptide. In
contrast no spots were observed when a normal rat serum
was used and no cross-reactivity was observed toward
OVA alone with any of the sera tested.

These preliminary results suggested that the 24-43
peptide contained an epitope for IgG specific for the 28-
kDa Ag. In order to test this hypothesis, adult worm Ag
were separated by SDS-PAGE, followed by Western blot-
ting (Fig. 3). Development with peroxidase-labeled anti-
rat IgG showed a unique band at the M, of 28-kDa, thus
demonstrating that anti-24-43 peptide serum was spe-
cific for the native Ag.

IgG and IgE responses of Fischer rats immunized once
i.p. with 100 pg of recombinant P28 Ag in the presence
of CFA were analyzed by a solid phase immunoassay
procedure. Figure 4 shows that, in these experimental
conditions, specific IgG and IgE against adult worm Ag
or recombinant P28 Ag were detected. In contrast, despite
the presence of anti-P28 Ag IgE in the sera, only an IgG
response toward the 24-43 and the 115-~131 peptides
was evidenced. This suggested that these peptides con-
tained epitopes for IgG and not for IgE. Nevertheless after
several immunizations without adjuvants, 24-43 and
115-131 peptide specific IgE were detected (data not
shown). With 115-131 peptide. aithough sera of P28 Ag
immunized rat detected this peptide, the Western blotting
analysis using anti-115-131 sera never revealed any
antigenic material in an adult worm homogenate.

Eosinophil-dependent cytotoxicity of anti-24-43 pep-
tide IgG. Rat IgG have been demonstrated to be cytotoxic
antibodies in the presence of eosinophils. In fact, only
the anaphylactic subclass of IgG, namely IgG2a was cy-
totoxic. In contrast. [gG2c exerted a blocking effect (22).

NORMAL RAT SERA

- IMMUNE RAT SERUM(D42)

- ANT1-24-43 RAT SERA

- ANTI-RECOMBINANT P28
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Ftgure 3. SDS-PAGE followed by Western blotting of adult worm Ag
revealed by (1) a normal rat serum, (2) sera of three rats immunized with
the 24-43 peptide. Prestained M, standards (GIBCO-BRL, Cergy-Pontoise,
France) were used.

For this reason the analysis of the main IgG subclasses
specific for the 24-43 peptide present in either Fischer
or brown Norway immune rat sera recovered 42 days
after infection, or in anti-recombinant P28 Ag sera was
undertaken. Brown Norway rat immune sera were used
to be compared with Fischer rat immune sera, because
during infection this strain produces a high level of spe-
cific antibodies. Figure 5 shows that with both the im-
mune Fischer and brown Norway rat sera and the anti-
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P28 sera, the IgG response toward the 24-43 peptide
concerned essentially IgG antibodies of the IgG2a sub-
class. In contrast, no IgG2c were produced. A slight IgG1
response was observed essentially in the sera from in-
fected Fischer rats. These resuits suggested that the 24—
43 peptide could contain a target epitope of cytotoxic
antibodies in antibody dependent cellular cytotoxicity
mechanisms when eosinophils are effector cells. To test
this hypothesis an antibody-dependent cytotoxicity assay
was carried out by using sera prepared against the 24-
43 peptide. Figure 6 shows that although a normali rat
serum induced 17% cytotoxicity toward schistosomula,
an anti-24-43 serum reached 39% (p < 0.05 when com-
pared with normal rat serum) and an immune rat serum
57%. The sera themselves tested without cells were not
toxic. Thus the cytotoxicity observed was due to the
interaction of eosinophils and IgG2a through the IgG FcR
and the 24-43 peptide was probably a major target in-
ducing the eosinophil-killing mechanism. Anti-115-131
peptide sera were also abie to induce an eosinophil-de-
pendent cytotoxicity. The percentage of larval killing was
equivalent to that obtained with anti-24-43 sera (40 =
3%). This suggested that 115-131 peptide contained a B
cell epitope despite the fact that an anti-115-131 peptide
serum did not recognize the native P28 Ag (see above) in
Western blotting analysis.

Stimulation of T lymphocytes with P28 Ag-derived
peptides. Evidence for a 24-43 peptide-specific response
of lymphocytes was determined by incubating nylon wool
separated inguinal T lymphocytes of infected (D42)
Fischer rats with 1, 5. 10, or 20 ug of 24-43 peptide
either coupled to OVA or not (Fig. 7A). The results dem-
onstrate that at these concentrations only 24-43 OVA
induced a proliferative response, whereas OVA alone did
not. Inguinal T lymphocyte blastogenesis from rats im-
munized with the recombinant P28 Ag was estimated in
the presence of 24-43, 140-153, and 115~131 peptides
coupled or not to OVA. Figure 7B shows that as observed
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Figure 4. Determination of specific IgG and IgE in sera of rats immunized with the recombinant P28 Ag toward the P28 molecule. adult worm Ag
or the 24-43 and 115-131 peptides in a solid phase immunoassay. Microplates were coated with the various Ag before the successive addition of
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Figure 5. Analysis of the IgG subclasses (IgGl, igG2a, and IgG2c)

toward the 24-43 peptide by using the serum of rats immunized with the -

recombinant P28 Ag {open bars) or sera of infected Fischer (F) rats (sotid
bars) and infected Brown Norway (BN) rats (hatched bars) in a solid-
phase immunoassay. Microplates were coated with goat anti-rat subclass
before the successive addition of sera to be tested and radiolabeled 24~
43 peptide.
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Figure 6. Eosinophil-dependent cytotoxicity toward schistosomula by
using a normal rat serum (NRS), serum of infected rats recovered 42 days
after infection. or serum of rats immunized with the 24-43 peptide. The
cytotoxicity was appreciated as the percentage of dead larvae.

with T lymphocytes from infected rats, 24-43 peptide
stimulates the P28 Ag specific T cells when coupled to
OVA. The same results were obtained when the peptide
was coupled to another carrier (tetanus toxoid) (data not
shown) although stimulation was never observed with
the carrier alone. Peptide 140-153-OVA also induced a
strong proliferative response, whereas peptide 115-131-
OVA did not. These results suggested that peptides 24~
43 and 140-153 contained a molecular structure recog-
nized by the receptor of T cell subsets specific for the
P28 Ag. The necessary association of the peptide with a
carrier raised the question of the presence of the func-
tional agretope in the peptide sequence. The 24-43 and
140-153 peptides were homopolymerized (mean M, 15
kDa) and used to test the lymphoblastic transformation
of P28 Ag specific lymph node T lymphocytes (Fig. 8).
This series of experiments showed that used at the con-
centration of 50 ug/ml a slight proliferation of the T cells
was observed with the 24-43 peptide but the stimulation
was increased four-fold when the peptide was polymer-
ized and reached the level of proliferation observed by
using the recombinant P28 Ag as immunogen. The pro-
liferative response was not due to a mitogenic effect of
the polymerized 24-43 peptide since no response was
observed with nonimmune T cells.

In contrast, the 140-153 peptide whether homopoly-
merized or not did not induce T cell activation, because
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Flgure 7. Proliferative response of T lymphocytes from infected rats
after stimulation with the 24-43 peptide coupled or not 10 OVA (A} and
from rats immunized with the recombtnant P28 Ag after stimulation with
the 24-43, 115-131. and 140-153 peptides coupled or not to OVA (B).

the [°Hjthymidine uptake was comparable to that ob-
served with the control without Ag (T + APC).

These results demonstrate that even in the absence of
carrier the 24-43 peptide was able to restimulate 28-kDa
T lymphocytes, and suggest that this peptide probably
contains a potent T cell epitope.

Determination of the T and B cell epitopes in the 24-
43 peptide. The synthesis of peptides framing the amino
(peptide 10-36) or the carboxyl {peptide 29-53) termini
of the 24-43 peptide were carried out. T cells from ani-
mals immunized with the recombinant P28 Ag were re-
stimulated with the three peptides (10-36, 24-43, and
29-53). The results presented in Figure 9A show that the
proliferation observed with the peptide 10-36 was higher
than that observed with the two other peptides (repro-
duced in six experirﬁents). Indeed when the peptides were
used at the concentration of 25 and 50 ug/ml the prolif-
erative response observed was twofold superior when the
peptide 10-36 was used as immunogen (p < 0.05 when
compared with 29-53 peptide-induced proliferations at
25 and 50 pg/ml). In contrast, the stimulation induced by
the two other peptides was similar suggesting that prob-
ably two T cell epitopes were located in the 24-43 peptide,
one at the NH, terminus and the other at the carboxyl
end. All the peptides were used coupled with OVA and no
stimulation with OVA alone was observed.

The same peptides were used as targets of normal rat
serum, anti-recombinant P28 Ag serum or anti-24-43
peptide serum in a dot-blot immunobinding assay. The
results were quantified by reading the spots with a den-
sitometer (see Materials and Methods) and Figure 9B
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Figure 9. Proliferative response of T lymphocytes from rats immu-
nized with the recombinant P28 Ag after stimulation with the 24-43,
10-36. and 29-53 peptides coupled to OVA (A). At the concentrations 25
ug/ml and SO pg/ml the proliferative responses obtained after peptide 29—
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clearly shows that the maximum response was obtained
with the 29~53 peptide when using either anti-P28 serum
(0.38) or anti-24-43 serum (0.22). The response toward
the 24-43 peptide was less marked with the anti-P28 Ag
serum (0.08) than with the anti-24-43 serum (0.36). In
contrast with both sera only a very low level of binding
was detected when the 10-36 peptide was used as a
target. In all cases no binding was observed with the
normal rat sera used as controls. This strongly suggests
that the B cell epitope is located at the carboxylic end of
the 24-43 peptide.

Preparation of 24~43 peptide specific T cell lines. T
cell lines specific for the 24-43 peptide were established
by incubating nylon wool separated 24-43 peptide
primed inguinal T lymphocytes with the 24-43 peptide
coupled to OVA, in a medium containing IL-2, for 3 to 4
wk in vitro. After this period, the proliferation of the
lymphoblasts in response to various antigenic prepara-
tions corresponding to several developmental stages of
the parasite or the recombinant P28 moiecule was tested
(Table I). Even after several weeks of culture, 24-43
peptide primed T lymphocytes were still stimulated with
schistosome extracts. The maximum response was ob-
tained with the adult worm Ag. Under the same condi-
tions the 24-43 peptide specific T cells exhibited a
weaker but significant proliferative response when chal-
lenged in vitro with eggs and schistosomula extracts. A
strong proliferative response was obtained when the re-
combinant P28 Ag was used as immunogen. An irrele-
vant Ag such as OVA was unable to stimulate 24-43
peptide specific T cells.

Passive transfer of 24-43 peptide T specific cell T
lines to rats immunized with the recombinant P28 Ag.
Continuing from the previous in vitro results showing
the proliferation of specific T cells propagated several
weeks in vitro in response to antigenic stimulation, the
in vivo effect of these cells was tested by injecting them
i.v. into syngeneic rats (15 X 10° lymphoblasts/rat) 1 day

TABLE |

In vitro proliferative response of 24-43 peptide primed Fischer rat
inguinal lymph node cells cuitured for 3 wk in vitro and resttmulated
by various S. mansoni Ag preparations

c u PH|Thymidine
Ag Source® oncentrzli on Incorporation p°
. wg/mh {cpm = SD)
Adult worms 5 11.241 =273
10 13.109 = 704
20 15.006 = 662
40 21.111 £943 <0.005
Eggs 5 10.080 *= 766
10 10.160 = 654
20 12.706 = 463
40 17.864 = 1162 <0.05
Schistosomula 5 7.662 = 422
10 8.913 £ 213
20 10.143 £ 702
40 13.701 = 664 <0.05
Recombinant P28 S 40.112 = 1472
10 46.260 = 2024
20 52.413 = 1962 <0.005
OVA medium 20 450 % 25
320+ 32

? Source of Ag added to IL-2-containing medium in the presence of
syngeneic APC.

® After 5 days of culture (16-h pulse, 0.5 uCi/well) resuits are expressed
as the mean of two triplicate cultures. Student’s t-test was used for the
comparison of means between nonstimulated cells and cells stimulated
with 20 ug/ml of schistosome extracts or 20 ug/m! of recombinant P28.
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before immunization with 100 pg of recombinant P28
Ag. After immunization the animals were bled every 4 to
5 days and the level of circulating P28 Ag-specific IgE
and IgG antibodies was identified by a solid phase im-
munoassay procedure. The results presented in Figure
10 show that the passive transfer did not modify the level
of anti-P28 IgG (Fig. 10B) but in contrast strongly in-
creased the production of P28-specific IgE (Fig. 10A)
when compared with sera of rats receiving 15 X 10° T
cells specific for tetanus toxoid (used as carrier for the
original immunization with the 24-43 peptide). In the
Fischer rat a single immunization routinely induces only
a weak anti-P28 response. The passive transfer of T cells
specific for a peptide containing a natural T cell epitope
led to a production of IgE usually detected after challenge.
whereas the peptide itself was not demonstrated as being
a major IgE epitope.

DISCUSSION

The ability of recombinant proteins or synthetic pep-
tides to induce immune mechanisms toward a secondary
stimulus with whole infections agent is of great interest
in vaccination. Indeed, during S. mansoni infection an-
tibodies which are formed against the native P28 Ag most
probably have various specificities, only a part of them
being involved efficiently in the protective mechanisms.
Moreover, if a constant high level of protective antibodies
are required for protection, the response to P28 encoded
Th cell epitopes is necessary to induce antibody depend-
ent immunity. The purpose of this work was the deter-
mination of B and T cell epitopes by using synthetic
peptides derived from the sequence of the recombinant
molecule that has been previously demonstrated to pro-
tect experimental animals after active immunization (1).

The results obtained can be summarized as follows: 1)
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Figure 10. 1gE (A) and IgG (B) levels in the sera of animals receiving
15 x 10° 24-43 peptide-specific T cells (O——) or 15 x 10° tetanus
toxoid-specific T cells as controls (B——48). One day after T lymphocyte
transfers. the animals were immunized with recombinant P28. The eval-
uation was carried out with a solid phase immunoassay procedure.
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Two of the synthetic peptides tested. the 24-43 peptide
and the 115-131 peptide, contain targets of IgG. More-
over, one of them, the 24-43 peptide, is a target of the
1gG2a subclass involved in eosinophil dependent cytotox-
icity: 2) two synthetic peptides, 24-43 and 140-153, are
major targets of T cells derived either from infected rats
for the 24-43 peptide or from rats immunized with the
recombinant P28 Ag; 3) T cell lines specific for the 24-
43 peptide when transferred to rats immunized with
recombinant P28 exhibit a helper activity by increasing
the production of P28 specific IgE; 4) the 24-43 peptide
contain epitopes for both T and B cells but these epitopes
seem located at distinct areas of the peptide since the
stimulation of T cells required the NH;- and COOH-ter-
minal portions of the peptide, whereas the P28 Ag-spe-
cific IgG bound to the carboxyl-terminal of the peptide.

With regard to the first point the induction of IgG2a
(which is the anaphylactic IgG subclass in the rat) is of
particular interest because, in this model. the balance
between IgG2a and IgG2c determines the efficiency of
the IgG-dependent protective mechanisms involving eo-
sinophils as effector cells. Indeed, Grzych and colleagues
(22) have demonstrated that during S. mansoni infection
not only protective IgG represented by the IgG2a subclass
are produced but also blocking antibodies of the IgG2c
subclass which compete with IgG2a and annihilate the
protective effect. One of the main questions asked, is: “Is
it possible to induce IgG2a production without inducing
IgG2¢?” These results provide the first example of this
possibility although, to be confirmed this hypothesis
would necessitate the testing of several other peptides
not only derived from the P28 Ag but also from other
protective Ag. We now have to show that other epitopes
are only recognized by IgG2c or the corresponding block-
ing antibodies in man. With regard to the second and the
third points, two of the peptides tested are able to induce
P28-specific T cell proliferation. Indeed. the 24-43 and
140-153 peptides are able to elicit strong T cell prolifer-
ative responses but only when coupled to a carrier protein
which does not exhibit any stimulating effect by itself.
Nevertheless, polymerization of the 24-43 peptide en-
abled T cell proliferation in the absence of carrier mole-
cules.

The simplest explanation could be that either the struc-
ture binding of TCR is present in the svnthetic peptide
but that the agretope lacks the residues allowing inter-
action with MHC molecules or that the processing of the
peptide alone by the APC, prevents the presentation of
the required structure except when it is associated with
another .protein or is polymerized. Although this work
clearly demonstrates that 24-43 peptide contains major
T and B cell epitope(s), it would be imprudent to maintain
that it represents the immunodominant epitope of the
P28 Ag. A study, presently underway utilizing these three
peptides and other new peptides from the P28 molecule
determined according to different physicochemical prop-
erties, i.e., amphipathicity and «-helicity. will probably
answer this important question in the context of the
development of an efficient vaccine.

The helper activity of 24-43 peptide-specific T cells
has been demonstrated after their passive transfer to
rats immunized with the recombinant P28 Ag. Interest-
ingly the helper effect concerns the P28-specific IgE pro-
duction without modifying the production of IgG. Al-
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though it could be speculated that the T cell epitope
present in the 24-43 peptide could select T cells involved
in the regulation of IgE synthesis, we have to take into
account the fact that the 24-43 specific T lymphocytes
have been expanded in vitro before their transfer. The
culture conditions could maintain preferentially Th cells
producing lymphokines such as IL-4 (23) demonstrated
to be implicated in the regulation of the IgE response in
the mouse. This hypothesis is supported by the fact that
anti-P28 T cell lines were maintained in PMA-stimulated
EL4 conditioned medium which is a rich source of IL-2
but also in IL-4. The presence of IL-4 could enable long
term survival and expansion of Th2 cells (24). However,
we have to take into account the fact that mouse IL-4
does not necessarily react with rat T cells. T cell clones
specific for the 24-43 peptide now in preparation will
perhaps provide a response to this question. Nevertheless
although the 24-43 peptide is not a major IgE epitope,
the T lymphocytes specific for this peptide are able to
induce IgE production and this is of particular interest in
the perspective of vaccination against schistosomiasis,
because IgE has been demonstrated to be involved in
protective immunity against schistosomes (25). Does this
mean that 24-43 peptide specific T cell lines can confer
a significant protection through the B cell maturation
switch leading to the production of cytotoxic IgE? More-
over do distinct epitopes located within peptide 24-43
activate either IgG- or IgE-producing B cells? The present
results cannot answer these questions. Nevertheless the
T cell reactivity toward a 24-43 peptide containing epi-
tope does not necessary imply an anti-28 molecule IgE
response against epitopes located in the same area of the
molecule. In contrast these observations suggest that the
24-43 peptide could amplify the generation of Te memory
cells specific for immunogenic structures (localized in
this epitope) allowing a higher IgE response soon after
infection. Although the P28 Ag appears to contain epi-
topes such as the 24-43 peptide capable of stimulating
T cells to help the B cell response, it is necessary to
evaluate T cell epitopes implicated in antibody-independ-
lent cellular mechanisms also shown to be implicated in
protection (26, 27). This study is at present underway
with the mouse as a model inasmuch as, in contrast to
the rat, T cell-dependent cellular immunity against schis-
tosomes seems to play a preponderant role. Moreover.
this model offers the possibility of estimating not only
the repertoire of P28 Ag-specific T cells involved in gran-
nloma formation and consequently pathologic disorders.
but likewise the determination of immunodominant epi-
ropes by using P28 Ag high and low responder strains
already identified. The approach outlined here should be
useful to increase the immunogenicity of synthetic or
recombinant fragment vaccines against schistosomiasis.
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ARTICLE 3

L

Réponses lymphocytaires T vis-a-vis des peptides synthétiques
de I'antigéne P28 au cours de l'infection par Schistosoma

mansoni, chez le rat et 1a souris.

#

Ainsi que le rapportent les articles 1 et 2, la détermination des
épitopes T et B de Sm28 GST chez le rat ou la souris immunisés par cette

molécule recombinante, nous a conduite a la sélection de 3 peptides

particuliérement intéressants: le 24-43, le 115-131 et le 140-153.

Le propos de ce 3i®me garticle était de vérifier que ces structures
synthétiques sont également reconnues dans le contexte de l'infection par
le parasite ou dans celui de l'immunisation par les antigénes extraits des
différents stades de développement du parasite: Ag SM, Ag S. ula et Ag SEA.
En d'autres termes, la question que nous nous posions était: est-ce que le
systtme immunitaire d'un héte permissif (la souris) ou d'un hdte semi-
permissif (le rat) reconnait les mémes déterminants antigéniques lorque
I'Ag Sm28 GST est présenté "libre” (la molécule recombinante) ou associé a
tout un environnement parasitaire (dans le cas de l'infection donc du
développement du parasite dans l'organisme héte, ou de l'immunisation

par des extraits antigéniques des différents stades)?

C'est ainsi que nous avons:
-- infesté par S. mansoni des rats Fischer (1000 cercaires par rat) et des
souris Balb/c (60 cercaires par souris) et récupéré les ganglions
mésentériques et périaortiques a différents temps apreés l'infection (0, 7,

20, 35, 48 et 65 jours, pour le rat; 8, 35 et 63 jours pour la souris).
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-- immunisé par les antigénes extraits du ver adulte, de la larve ou de
l'oeuf, des rats ou des souris.
La réactivité cellulaire a €été suivie par des tests de lymphoprolifération in
vitro.
Les informations qu'apporte ce travail, sont les suivantes:

* immunisation par les formes natives de Sm28 GST.

-- chez le rat, la réponse 24-43 prédomine.
-- chez la souris, la réponse 115-131 prédomine.

* _infections par le parasite S. mansoni.
Les peptides synthétiques sont reconnus au cours de l'infection d'un héte
permissif comme d'un héte non-permissif, ce qui signifie que des LcT sont
éduqués contre ces structures.
-- chez le rat, la réponse 24-43 est maximale 20 a 35 jours aprés
l'infection. Le peptide 115-131 induit une prolifération constante, plus
faible mais tout-a-fait significative.
-- chez la souris, les 2 peptides sont reconnus au début de l'infection (jour
8) ainsi que 35 jours aprés. Par contre, 63 jours aprés l'exposition au
parasite, alors que les Ag parasitaires (notamment 1'Ag SEA) induisent des

restimulations importantes, aucun des 2 peptides n'est reconnu.

En conclusion, le message principal de ce travail est
que les peptides 24-43 et 115-131 sont reconnus au cours de
I'infection expérimentale d'hétes permissif (la souris) et
non-permissif (le rat). Il était important de vérifier que des LcT
sont éduqués vis-a-vis de ces structures lors de l'infection, cela
signifie que:

* si l'immunisation par Sm28 GST (seule ou associée a
d'autres molécules aux propriétés protectrices) se fait apres
l'exposition au parasite (en méme temps que le traitement, par

exemple), elle réactivera des cellules préalablement éduquées.
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* si l'immunisation se fait avant toute infection (chez de trés
jeunes enfants), elle induira des LcT qui pourront étre réactivés
lors du <contact avec le parasite accélérant ainsi le
déclenchement des réponses immunes protectrices.
De plus, si l'on fait l'analyse comparée des réponses cellulaires
lors de l'infection ou aprés immunisation par les extraits
antigéniques de stade, l'on est frappé par les différences de
réponses. Par exemple, lorsque les souris sont immunisées par
I'Ag SEA, il y a génération de LcT spécifiques du 24-43 et du
115-131, par contre, 63 jours apreés l'infection, alors que Ila
réponse anti-SEA est treées importante (le systéme immunitaire
étant, a ce stade de l'infection, "inondé" par des antigénes
libérés par l'oeuf) aucun de ces peptides n'est reconnu.
Cela confirme la complexité de ce modéle pour lequel le
développement du parasite dans 1'organisme-héte est un
phénoméne dynamique faisant intervenir des régulations et

modulations du parasite sur 1'héte et vice-versa.
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SHORT TITLE

P28-synthetic peptides in rat and mouse models.
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SUMMARY

It has been recently demonstrated that the Schistosoma  mansoni
P28 antigen can induce a strong protective immunity after direct
immunization in various experimental models.

T lymphocytes from Fischer rats immunized with the
recombinant P28 antigen were cultured in vitro in the presence of seven
synthetic peptides derived from the aminacid sequence of the P28. The
most significant and reproducible proliferation was obtained with the
24-43 and 115-131 synthetic peptides.

In order to analyze if these located determinants were also
exposed to the host's immune system during the natural §. mansoni
infection or after immunization with crude antigenic extracts of various
development stages of the parasite, the T cell responsiveness of infected or
immunized Fischer rats and Balb/c mice was tested towards these
synthetic peptides.

The results showed that both in permissive (mouse) and
nonpermissive (rat) hosts, 24-43 and 115-131 synthetic peptides are
recognized during the course of infection and there is a dynamic variation

of this recognition. These peptides are also recognized by T cells educated

against crude antigenic extracts of different developmental stages of the

parasite which contained the native form of the P28 molecule.

Taken together, the results indicated that these synthetic
peptides deriving from the recombinant P28 antigen can activate T
lymphocytes educated against the native P28 molecule during the
development and maturation of the parasite in their hosts. So, they might

be useful for the construction of synthetic vaccines against schistosomiasis.
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INTRODUCTION

Among the human parasitic infections, schistosomiasis is one of the
most widespread in rural areas of a great number of developing countries
(1). That is the reason why during the last decade, many investigators have
shown an increasing interest in the study of the immune mechanisms of
defence against the parasite Schistosoma mansoni.

All these studies have revealed a wide species variation in host
response to schistosome infection. The mouse is a "permissive” host,
allowing the development of worms to maturity and the deposition of eggs
which subsequently elicit strong immunopathologic reactions (2, 3). The rat
is described as a "non- permissive” host, rejecting worms during the fourth
or fifth week of infection resulting in spontaneous cure (4, 5). Both these
experimental models have some characteristics in common with human
infection and complementary approaches in "permissive” and "non-
permissive” hosts will be useful to enlarge our knowledge of the immune
response towards any protective antigen.

So, with the aim of identifying vaccinating antigens, many analyses
were conducted in mouse and rat experimental models and several
candidates have novir been described (6). Among them, the P28 antigen,
one of the major antigens of the parasite S. mansoni, led to promising
approaches to vaccine development. Indeed, the native molecule as well as
the recombinant purified protein obtained after molecular cloning, induced
a strong protective immunity in mouse, rat, hamster (7, 8) and monkey
models (9). Moreover, these experiments have shown, in P28- immunized

rats, the production of cytotoxic antibodies resulting in the destruction of

the parasite (10).
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The thymodependency of some essential components of the immune
defence against S. mansoni led us to study the role of P28- specific T
lymphocytes in the protective effects observed in rat (11) and mouse (12)
models. In the rat model, as antibody-dependent cytotoxic effector
mechanisms seem to be prevalent (13), the role of T helper cells involved
in antibody production was analyzed. In contrast, in the murine
schistosomiasis, the protective immunity essentially involved antibody-
independent cellular mechanisms (14, 15). Therefore, the study of the
immune response to P28 in mouse, including cellular-mediated cytotoxic
mechanisms, immunopathologic and immunogenetical analyses, has been
undertaken and the evaluation of the major T cell sites of this protective
Ag has been carried out in P28- vaccinated mice (12). This approach is of
first importance for the determination of the fine cellular specificity
(epitope recognition) and functionality (lymphokine production) of the T
lymphocyte sub-populations involved not only in protective immunity but
also those controling the granuloma formation around schistosome eggs
(16, 17).

Thus, synthetic peptides based on the aminoacid sequence deduced
from the cloned gene have been used to determine the immunogenic
moieties of the P28- Ag. In both rat and mouse models, some of these
peptides were able to stimulate the lymphocyte proliferation of
P28-immunized animals. Moreover, T cells from animals immunized with
the same peptides proliferated in vitro in the presence of P28 antigen.
Here we focused our studies on the cellular responsiveness to these
P28-derived synthetic peptides after immunization with parasite extracts
of different developmental stages, or in the context of the natural infection

where the host immune system is exposed to an array of antigenic
moieties.
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MATERIALS AND METHODS

Animals.

All the experiments used adult (5 to 6 wks of age) BALB/c (H-2d)
syngeneic mice or male inbred Fischer / ICO F 344 rats (6 to 8 wks of age)
expressing the RT1!V! haplotype. The animals were bred in the animal

facilities of the Institut Pasteur de Lille.
Parasite life cycle.

A Puerto-Rican strain of Schistosoma mansoni -was maintained in our

laboratory using the albino strain Biomphalaria glabrata snails and golden

hamsters as life cycle host supports.
Crude antigenic preparations.

Adult worm antigen was prepared by homogenizing adult worms in
Phosphate Buffered Saline (PBS: 0.01 M phosphate buffer, 0.15 M NaCl, pH
7.4) using a Potter- Elvehjem, followed by centrifugation of the
homogenate at 10,000 x g for 20 min.

Schistosomulum antigen was prepared by sonication of frozen
thawed mechanical schistosomula (19, 20).

Soluble egg antigen (S.E.A.) was prepared according to the method of
Boros and Warren (21).
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Recombinant P28 antigen.

A full length ¢cDNA encoding for the P28 antigen of S. mansoni was
expressed in Escherichia Coli using a PL- expression vector (22). This
construction directed the synthesis of a cII fusion protein containing 172
aminoacids of the C- terminal end of the native P28 antigen. The
“recombinant P28 protein” (r-P28) was prepared by Dr E. Keppi from
Transgéne S. A. (Strasbourg, France). Protein titrations were performed by

~ the method of Lowry et al. (23) .
- Preparation of synthetic peptides (Figure 1).

The prediction of exposed sequences on the pﬁmary structure of P28
was done according to their hydrophobicity using the Hopp and Woods 's
method (24), or according to their mobility or accessibility (H. Gras-Masse,
A. Tartar, unpublished methods) based respectively, on statistical data
derived from displacement values (25) or partition coefficients of
aminoacids between the interior and exterior of globular proteins (26).
Peptides synthetized by solid phase synthesis (27) on chloromethyl- resin
were protected as follows: Arg (Tos), Cys (Acm), Asp and Glu (OCHex), Ser
and Thr (Bzl) , Lys (CICbz), Tyr (2-6 diCIBzl), His (Dnp), Trp (CHO), Met (SO).
The Histidin containing peptide resins were reacted with 15 %
mercaptoethanol, 2 % DIEA in DMF to remove the Dnp groups prior HF
cleavage. The peptide resins were dried, cleaved and deprotected by the
low/high HF procedure. The crude peptides were purified by gel filtration
on fractogel TSK HW40-S (Merck, Darmstadt, FRG) in aqueous HCl pH 2, and
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115-131

140-153
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190-211
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NH,-Leu-Val-Ala-Ala-Gly-Val-Asp-Tyr-Glu-Asp-Glu-

Arg-Ile-Ser-Phe-Gln-Asp-Trp-Pro-Lys-COOH

NH,-Val-Lys-Trp-Met-Leu-Glu-Ser-Leu-Ala-Ile-Ala-

Arg-Tyr-Met-Ala-Lys-Lys-His-His-Met-Met-Gly-COOH

NH,-Glu-Thr-Asp-Glu-Glu-Tyr-Tyr-Ser-Val-Glu-Lys-Leu-

Ile-Gly-Gln-Ala-Glu-Asp-Val-Glu-His-Glu-Tyr-His-Lys-
-COOH

NHy-Lys-Pro-Gln-Glu-Glu-Lys-Glu-Lys-Ile-Thr-Lys-Glu-
Ile-Leu-Asn-Gly-Lys-COOH

NH»5-Cys-Glu-Ser-Leu-Lys-Gly-Ser-Thr-Gly-Lys-Leu-Ala-
Val-Gly-COOH

NHZ-Leu-Ala-Asp-Leu-Val-Leu—He-AIa-Val-Ile-ASp-His-
Val-Thr-Asp-Leu-Asp-Lys-COOH

NH5-Glu-Asn-Leu-Leu-Ala-Ser-Ser-Pro-Arg-Leu-Ala-

Lys-Tyr-Leu-Ser-Asn-Arg-Pro-Ala-Thr-Pro-Phe-COOH

FIGURE 1. Aminoacid sequences of the P28- derived synthetic peptides.
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lyophilized. Peptides were checked for homogeneity by Thin Layer
Chromatography (TLC) and reverse phase HPLC, and for identity by

aminoacid analysis after total acid hydrolysis.

Conjugation of synthetic peptides to carrier
proteins.

Peptides 24-43, 65-86, 87-111, 140-153, 158-175 and C-Terminal i. e. :
190-211 were conjugated to tetanus toxoid (T. T. , kindly given by Institut
Meérieux, Lyon, France) or to ovalbumin (OVA, Miles Research, Elkhart, IN)
with glutaraldehyde. The peptide (1.5 pmole) was dissolved with the
carrier protein (2 mg) in 100 mM sodium phosphate pH 7, and pH was then
adjusted to pH 8 with sodium hydrogenocarbonate. 2.5 % glutaraldehyde
solution (20ul) was then added daily during 3 days with continuous
stirring. After 4 days, the resulting mixture was dialyzed exhaustively
against 0.15 M NaCl. Peptide 115-131 was conjugated through its thiol
group to T.T. or to OVA using‘ 6-maleimidocaproic
acyl-N-hydroxysuccinimide as heterobifunctionnal cross-linking agent (28).
The conjugates were sterilized by filtration on 0.22 pum filters (Sartorius,

Gottingen, Germany).
Immunization procedures.

Antigenic preparations of different developmental stages of S. mansoni
(200 ué protein for rats, 100 ug protein for mice) were mixed 1:1
(volume:volume) with Complete Freund Adjuvant (CFA) and injected
subcutaneously at the base of the tail according to the method of Corradin
et al. (29). Inguinal and periaortic lymph nodes were removed on day 10

after immunization.
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Infection protocols.

Animals were exposed percutaneously to S. mansoni cercariae (1,000
cercariae for rats, 60 cercariae for mice) (30) and mesenteric + periaortic

lymph nodes were removed at different periods post infection.
Lymphocyte culture medium.

For all cultures, RPMI-1640 (Gibco, Courbevoie, France) was
supplemented with 5 x 102 M 2 p mercaptoethanol (Merck, Darmstadt,
FRG), 2 mM L-glutamine (Merck), ImM sodium pyruvate (Gibco),
antibiotics (100 IU/ ml penicillin, 100 pg/ ml streptomy.cin) (Specia, Paris,
France), 20 mM HEPES (N-2 hydroxyethylpiperazine- N'-2 ethane sulfonic

acid) (Sigma,St-Louis, MO) and 10 % heat inactivated foetal calf serum (FCS)
(Gibco).

Lymphocyte proliferation assay.

Draining lymph nodes were harvested aseptically and cell suspensions

were prepared. T lymphocytes were then separated by passage through a

nylon wool column' (31) and maintained at 37 Cinas5 % COj atmosphere

in lymphocyte culture medium. For the assays, 5 x 105 T cells and 109
syngeneic irradiated (30 Grey, Philips RT, filter 1.7 Al, 100 Ku, 8 mA)
splenic (in murine model) or thymic (in rat model) APC were cultured for 5
days with Ag in a total volume of 0.2 ml in flat bottomed 96 well plates
(Nunclon, Roskilde, Denmark). During the last 16 to 18 hrs of culture, the
wells were pulsed with 18.5 kBq of [3H] TdR (sp. ac. 37 GBg/ mmol, CEA,
Gif-sur-Yvette, France). Then the cells were harvested by filtration on

fiberglass discs using a multiharvester (Skatron, Lierbyen, Norway) and
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the amount of incorporated [3 H] TdR was measured in a liquid scintillation
counter (LKB, Wallac, Turku, Finland). Data are expressed as the arithmetic

mean of counts per minute (cpm) of triplicate cultures.
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RESULTS

r-P28 Ag-primed rat T Ilymphocyte responsiveness

towards seven P28-derived synthetic peptides.

A panel of seven P28 derived synthetic peptides whose sequences
cover approximately the whole sequence of P28 protein were tested for
their stimulatory activity on r-P28 Ag specific T cells. Our results clearly
indicate, in Figure 2, that some P28 peptides stimulated the in vitro
proliferation of r-P28 Ag specific T cells. As shown in Figure 2-A, T
lymphocytes from Fischer rats immunized with the r-P28 Ag exhibited a
significant proliferative response after an in vitro incubation with five
peptides tested (24-43, 115-131, 140-153, 158-175, 190-211), on
condition that these peptides were covalently coupled to a protein carrier
(OVA). On the contrary, as represented in Figure 2-B, no proliferation was
obtained with the other OVA-coupled peptides of the r-P28 molecule
(87-111, 65-86). In addition, no proliferation enhancement was observed
when uncoupled synthetic peptidés (data not shown) or the carrier protein
(OVA) alone were presented to T cells.

Present studies have concerned a great number of animals (rats
or mice) and various batches of recombinant P28 and synthetic peptides.
We have to mention the variability in the intensity of the proliferative
response between different experiments, explaining why in a previous
study using three of these peptides, 140-153 and 24-43 peptides were
shown to be very potent while 115-131 peptide was not (13). However,
considering the whole experiments, it appeared that in most of the cases

and in both rat and mouse models, 24-43 and 115-131 peptides were able
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FIGURE 2.In vitro proliferative response of T lymphocytes from Fischer
rats immunized with the recombinant P28 antigen after stimulation with
seven P28-derived synthetic peptides (24-43, 115-131, 140-153, 158-175
and C- Terminal= 190-211: 2-A), (87-111 and 65-86: 2-B) linked to a
carrier protein (OVA). For conjugated peptides, antigen concentration

represents the concentration of peptide alone.
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to induce the proliferation of anti-P28 T cells. Moreover, the 24-43
synthetic peptide has already been identified as a helper T cell site for
anti-P28 IgE production (13). So, we focused our studies on 24-43 and
115-131 peptides and more precisely on their recognition during rat or
murine schistosomiasis or after immunization trials with parasite antigenic

extracts of various developmental stages.

In vitro stimulation of schistosome antigenic
extract-primed T Ilymphocytes by r-P28 Ag and its
derived synthetic peptides.

The aim of this analysis was to determine the specificities of the T
cell populations generated after direct immunizations with schistosome
antigens of different development stages containing the native form of the
P28 molecule and apart from a general infection by the parasite.

In the rat model.

Sensitized T Ilymphocytes from animals immunized with adult
worm (3-A), schistosomulum (3-B) and egg (3-C) antigenic extracts were
able to proliferate in vitro in the presence of the recombinant P28 and also

mainly the 24-43 peptide. The 115-131 peptide allowed a weaker but

significant response.
In the murine model.
A high proliferative response to 115-131 peptide (coupled to T.T.)
was oBtained‘ with schistosome antigenic extract primed T lymphocytes.
Opposite to what was observed in the rat model, the effect of 24-43

coupled peptide on T lymphocyte proliferation was quite moderate (Fig. 4).
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FIGURE 3. Activation of lymph node T cells from Fischer rats immunized
with S. mansoni crude antigenic extracts (Adult worm antigenic extract in
3-A, Schistosomula antigenic extract in 3-B and Egg antigenic extract in
3-C) after incubation with either the recombinant P28 molecule or with the
24-43 and 115-131 synthetic peptides coupled on TT. The irrelevant antigen
used in these experiments was “TT. After 5 days of culture (16-H pulse, 0.5

uCi/ well). results are expressed as the mean of two triplicate cultures.
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FIGURE 4. BALB/c mice immunized with various S. mansoni antigenic
preparations: T cell reactivity to Adult Worm (SM), Schistosomula (S.ula), Egg
(SEA) antigens, r-P28 and 24-43, 115-131 synthetic peptides coupled on T.T.
T.T. was used as an irrelevant antigen. Proliferations obtained were dose-
dependent and reached a plateau at the dose of 50 pg of peptide per ml.
Results are expressed at the mean of two 'experimcnts in triplicate and for

antigenic concentrations of S50ug/ml.
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Analysis of the T cell reactivity to P28-
synthetic peptides during Schistosoma mansoni

experimental infection.

In the rat model.

To investigate the dynamic sight of the fine cellular specificities
during the course of S. mansoni infection, the T cell response towards P28
Ag derived synthetic peptides has been carried out first in a
non-permissive species, namely the rat. Figure 5 showed the results
obtained with lymph node T cells from normal (day O) or infected (days 7,
20, 35, 48 and 65) Fischer rats.

The synthetic peptides 24-43 and 115-131 linked to T. T. were
tested in this analysis, using T. T. as an irrelevant antigen. These data
showed that T cells from normal rats (Day 0) did not proliferate in the
presence of these antigens. As soon as 7 days after infection, a significant
proliferation was obtained with the two peptides tested. Following up the
course of infection, the T cell responsiveness towards 24-43 and 115-131
peptides appeared to be different: while the maximal activation with the
24-43 peptide was observed at days 20 and 35, the 115-131 peptide
induced throughout the infection a weaker but always significant
proliferative response of T lymphocytes from infected Fischer rats.

In the murine model.

Among Schistosoma mansoni  permissive hosts, the mouse model
is one of the most widely used, allowing the parasite to reach sexual
maturation and oviposition (2, 3) which will provoke a granulomatous
inflammatory response. We thus compared the responsiveness of T
lymphocytes from infected domor mice towards schistosome antigenic
extracts of different development stages (adult worm antigen,
schistosomulum antigen, and egg antigenic extract), to the proliferation
obtained with the r-P28 derived synthetic peptides.

The analysis of Figure 6 showed that, at the beginning of the
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FIGURE §. Proliferation of T lymphocytes from infected Fischer rats after

in vitro stimulation with the 24-43 and 115-131 peptides coupled to TT, at
days 0 (DO0), 7 (D7), 20 (D20), 35 (D35), 48 (D48) and 65 (D65) post-

cercariae infection. Arrows ( »

) represent the cpm obtained with cells
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FIGURE 6. T Ilymphocyte responsiveness during BALB/c mice

experimental schistosomiasis.

At days 8, 35, 63 after cercariae exposure, T cells were incubated in vitro
with APC and Adult Worm (SM), Schistosomula (S.u13), Egg (SEA) antigens,
r-P28 and 24-43, 115-131 synthetic peptides coupled on OVA. The

irrelevant antigen used in this series of experiments was OVA. This

representation concerned the peptidic concentration of 50ug/ml which

corresponded to the plateau of proliferation.
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infection (Day 8) schistosomulum antigenic preparation allowed the
maximal proliferation, while adult worm antigen also induced a high
response. T cells did not proliferate either with the egg antigenic extract or
OVA used as an irrelevant antigen. By comparison, 24-43 and 115-131
peptides coupled to OVA induced a significant proliferation of this
population. At day 35 post infection, while schistosomulum antigen still
activated the T lymphocytes, the maximal response was obtained with the
adult worm extract. OVA as well as egg antigenic extract did not induce
proliferation. The 24-43 and 115-131 synthetic peptides both stimulated
in vitro proliferation of this "day 35 population". The cellular
responsiveness towards both peptides strongly decreased with the time of
infection. Indeed, T lymphocytes from day 63 infected BALB/ ¢ mice did
not proliferate with 24-43 and 115-131 coupled peptides while at the
same time the egg antigenic extract induced a high response. This last
observation might be compared with the T cell reactivity of lymphocytes
deriving from SEA- immunized mice (Fig. 4-C) which proliferated with both

these synthetic peptides.
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DISCUSSION

There are now clear evidences that the induction of protective
immunity against the parasite Schistosoma mansoni will involve
mechanisms dependent on both B and T lymphocytes. Consequently,
much attention has focused on the determination of defined antigens
and their epitopes inducing an optimal combination of cellular and
humoral immune responses.

The glutathione-S-transferase P28 -appears to be very
promising since either the native or the recombinant molecule
protects several laboratory species against a Schistosoma mansoni
challenge infection (7, 8, 9).

Considering that the helper T cell is at the hub of any immune
response necessary for antibody production and for some non-
specific effector mechanisms such as macrophage- mediated killing
and lymphokine- dependent reactions, the determination of the major
T cell sites of the protective P28 Ag that elicited B and T cell long
lasting memories was of first importancé.

In the rat model, as previously described (13), a first approach
led to the identification of the 24-43 peptide which contains both B
and T cell determinants. In the mouse model (12) two sites were
identified: one in the 24-43 and one other in the 115-131 synthetic
peptides derived from the sequence of the recombinant P28 molecule.

The purpose of the studies detailed in this paper, was to

consider the recognition of these synthetic peptides by T lymphocytes
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educated against the native P28 molecule either after immunization
with crude parasite extracts or during S. mansoni infection. Indeed,
since the parasite life cycle in the host is of great complexity, the
mechanisms of immunity would probably be different according to
the developmental stages of the parasite all over the course of
infection. Moreover, parasites are not only a "set of distinct antigens”
but, as living organisms, they are able to exert a deep modification of
the host' s immune system, so the recognition of such located sites in
the context of the all "parasitic background" was important to verify.

Epitope-containing peptides tested in our experiments required
to be coupled to a carrier protein to stimulate the proliferation of
specific T cells. Several hypothesis could be considered such as
protection from excessive peptide processing by addition of a linker
protein, or absence of agretope in the unconjugated peptide. This as
well as the physico- chemical criterias used for the selection of
peptides will b e discussed‘ in detail in a later paper (C. Auriault et al.,
in preparation).

Analyzing this series of results, it appears that T lymphocytes
from rats or mice immunized with crude §. mansoni antigenic
preparations (from Adult worm, Larvae or Egg stages) can be
stimulated by the r-P28-derived synthetic peptides. Moreover, these
data indicated different fine epitopic specificities of such educated
populations according to the experimental species. The 24-43-epitope
containing peptide allowed a better proliferative response than the
115-131 synthetic peptide in the rat model while the opposite result
was obtained in the murine model.

In addition, T lymphocytes elicited during the experimental
infection of rat (non permissive host) or mouse (permissive host) also
recognized the defined T cell sites of the P28 antigen, namely the
24-43 and 115-131 synthetic peptides.

The most characteristic observation is that T lymphocytes from
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Egg Ag- immunized mice recognized both 24-43 and 115-131
synthetic peptides. On the contrary at day 63 of infection, when the
proliferative response of infected mouse T cells to SEA was optimal,
no response was observed neither with 24-43 nor with 115-131
synthetic preparations. However, this cannot exclude a participation of
T lymphocytes specific for 24-43 and 115-131 in the granuloma

formation since only the mesenteric and periaortic lymph node T cells

were assayed. Indeed, «cellular responses are anatomically

compartimentalized and related to the parasite migratory routes, so
one could envisage that the 24-43 or 115-131-sensitized lymphocytes
had less access to lymph nodes, as they were trapped in granulomas
in different tissues. As the main pathological reactions in S. mansoni
schistosomiasis are linked with the granuloma formation, the analyzis
of the epitopic specificity of T lymphocytes directly surrounding the
eggs in the liver of infected mice is of crucial interest and would be
considered in a next future.

Nevertheless, many questions are still opened and many
studies have still to be done for the identification of the "ideal T cell
sites". The pursuit is widely encouraged by the now clear evidence
that the r-P28 Ag so as its 24-43 and 115-131 determinants would be
able to boost T cellular populations already activated during a natural
infection. Moreover, recent experiments carried out in Kenya in
collaboration with Dr. A. E. Butterworth have revealed that T
lymphocytes from a great number of infected children (I. Wolowczuk,
manuscript in preparation) or from experimentally infected baboons
(D. Boulanger, manuscript in preparation) are able to recognize the
recombinant P28 Ag and its synthetic peptides particularly the 24-43
and 115-131 peptides. This point was important to verify since the
immune response elicited by immunization with recombinant proteins
or synthetic peptides has to be boosted by a challenge with the whole

infectious agent in order to be protective (32, 33, 34).
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In conclusion, much still remains to be learnt about the role of
T cells in the protective immunity to schistosomiasis:

(a) using various laboratory animals (mice, rats, monkeys) which
have different "immune behaviours” towards the parasite.

(b) analyzing human and animal T cell clones of precised
specificities (epitope recognition) and functionalities (lymphokine
production) that are currently derived.

(¢) immunizing different experimental models with various
synthetic constructions of P28- derived péptides‘

The approaches outlined here will be useful for a better
understanding of the induction of protective immunity against this
very complex and well adapted parasite and for an increase of the

immunogenicity of any anti-Schistosoma mansoni synthetic vaccine.
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ARTICLE 4

E S

Antigénicité et immunogénicité d'une construction
multipeptidique de l'antigene Sm28 GST de Schistosoma mansoni,
chez le rat, la souris et le babouin:

1. Protection partielle des rats Fischer aprés immunisation active.

L]

Le peptide synthétique 115-131 dérivant de la séquence de la
molécule recombinante Sm28 GST, ayant été démontré comme étant:

-- reconnu par les LcT spécifiques de Sm28 GST, de souris (Article 1)
et de rat (Article 2),

-- reconnu par les LcT de souris et de rats infectés par Schistosoma
mansoni ou immunisés par les antigénes de différents stades de
développement du parasite (Article 3),

I'analyse plus fine et précise de la réponse immune dirigée contre ce

peptide a été entreprise dans ce 4 i*me article.

Le probléme que nous avions était d'augmenter l'immunogénicité du
peptide tout en évitant l'utilisation d'une molécule porteuse. La
collaboration étroite avec le groupe du Professeur A. Tartar, et plus
précisément avec M. Bossus et H. Gras- Masse, a permis de résoudre ces
deux problémes. En effet, la synthés‘e de constructions artificielles
contenant 1 ou plusieurs copies du 115-131 a é&té réalisée et les résultats
présentés dans cet article concernent l'étude de l'une de ces constructions:
I'octopus 115-131.

L'octopus contient 8 copies du peptide 115-131 branchées sur un corps

inerte de polylysine:
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- Octopus 115-131-

Nous avons immunisé des rats Fischer, des souris Balb/ ¢ et des babouins

olive (Papio anubis) par I' octopus 115-131 et testé son antigénicité et son

immunogénicité.

Ce travail peut se résumer ainsi:

-- L' octopus 115-131 est antigénique puisque: 1) reconnu par les Ac
anti- Sm28 GST et 2) capable de restimuler in vitro des LcT spécifiques de
Sm28 GST.

-- L' octopus est immunogéne puisque 1' immunisation de rat, souris
(en adjuvant complet de Freund) ou babouin (en BCG), donne lieu a des
réponses immunes cellulaire et humorale spécifiques.

Les LcT spécifiques de I' octopus 115-131 sont restimulables par I' Ag
correspondant, par le peptide 115-131 couplé a 1' ovalbumine, par Sm28
GST et par les Ag de stade du parasite.

L' immunogénicité de 1' octopus 115-131 est particuliérement importante
chez le babouin, pour lequel les index de restimulation sont trés élevés. La
nature des LcT et des cellules présentatrice d' antigéne (APC) peut
expliquer cette différence d' immunogénicité dans les 3 modeles: en effet,

pour le rat et la souris, nous avons étudié la réactivité des LcT
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ganglionnaires, les APC é€tant des cellules thymiques irradiées, tandis que
I'analyse chez le babouin a été réalisée a partir de lymphocytes du sang
circulant, les APC étant essenticllement constituées par les cellules B.

-- L'analyse de la réponse humorale spécifique de l'octopus 115-131
nous a montré que les Ac spécifiques de cette construction reconnaissent
Sm28 GST native et recombinante (ce qui a été démontré par des
techniques d'immuno-empreinte et d'ELISA).

Par ailleurs, les sérums anti- octopus sont capables de rendre les
plaquettes, les macrophages et, dans une moindre mesure, les éosinophiles
cytotoxiques vis-a-vis du schistosomule.

-- Enfin, des rats Fischer immunisés par l'octopus 115-131 avant
d'étre infectés par S. mansoni, présentent une réponse Ac anti- Sm28 GST
(IgG et surtout IgE) plus élevée que les animaux "contrdles”. Par ailleurs
ces animaux sont protégés (réduction de 40 a 50 % de la charge parasitaire)

contre l'infection.

En conclusion, ce travail a permis de démontrer que
la forme octamérique du 115-131 est immunogéne dans 3
modeéles expérimentaux différents: le rat, la souris et le babouin.
Cette construction chimique artificielle permet la conservation
des épitopes T et B contenus dans le peptide 115-131 puisque
l'octopus est reconnu par des Ac anti- Sm28 GST et déclenche
des réponses immunes humorale et cellulaire restimulables par
les formes native et recombinante de la molécule Sm28 GST. Le
maintien de l'intégrité de I'épitope dans cette structure était
essentiel a contrdéler.
Le rodle fonctionnel, démontré in vitro, des Ac spécifiques de
I'octopus, dans les mécanismes de cytotoxicité cellulaire
impliquant les plaquettes, les macrophages et les éosinophiles

est également trés intéressant. Enfin, 1'octopus peut protéger
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des rats d'une infection par Schistosoma mansoni.

Encore plus récemment, Auriault et al. (1990) ont corrélés la
susceptibilité a Il'infection avec la présence d'anticorps bloquants
d'isotypes IgG, spécifiques du 115-131.

Ce travail laisse envisager comme possible 1'utilisation de telles
constructions chimiques associant des épitopes T et B de
différentes molécules protectrices, dans le développement d'un

vaccin synthétique contre le parasite Schistosoma mansoni.
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SUMMARY

Among the schistosome proteins characterized as vaccine
candidates, an antigen of 28 kilodaltons (Sm-28-GST) has
received considerable attention. It was shown to be antigenic in
humans and protective in mice, rats, hamsters and baboons.
Synthetic peptides derived from its sequence have been used to
characterize the immune response to the molecule and one of
these, comprising aminoacids 115-131 has been shown to
incorporate both T and B cell recognition sites in a variety of
experimental models. An octameric ("octopus") construction of
the 115-131 peptide has been synthesized and its antigenicity
and immunogenicity have been examined. The octopus construct
is immunogenic in rats, mice and baboons in the presence of CFA
(for rodents) and Bacille Calmette Guérin vaccine (for primates)
as adjuvants. This clearly indicates that the construction allowed
the conservation of the immune sites of the cognate protein.
Moreover, anti-octopus sera from immunized Fischer rats were
able to mediate platelet, macrophage and eosinophil dependent
cytotoxicity towards schistosomula. Rats immunized with the
115-131 octopus were partially protected against a challenge
infection with Schistosoma mansoni cercariae and this was
paralleled by .an increased level of IgG and more importantly, of

IgE Sm-28-GST specific antibodies.
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INTRODUCTION

New approaches to vaccine development using protein subunits or
synthetic polypeptides must consider the problem of elaborating vaccines
in such a way that optimal T and B cell activities are obtained. Among the
several potential vaccine antigens of Schistosoma mansoni that have been
characterized, a 28 kDa antigen (referred to as Sm-28-GST) appears to be
very promising. This molecule was first isolated from S. mansoni adult
worms (1) and recent studies have demonstrated that Sm-28-GST is an
excretory/secretory molecule with glutathione transferase activity. It is
mainly synthesized in the protonephridial cells before being expressed at
the surface of the parasite (2, 3). Since its identification and
characterization, the protein has been cloned, sequenced and expressed in
Escherichia coli (4).

The effectiveness of Sm-28-GST as a vaccinating molecule was
tested in various laboratory models and both the native form and the
recombinant molecule can induce a high degree of protection after direct
immunization of permissive hosts such as mice, hamsters (1, 4), baboons
(5) or semi- permissive hosts such as rats (1). Moreover, the response to
Sm-28-GST in rats and baboons generated a strong production of IgE
antibodies, which could induce in vitro cytotoxicity towards the S. mansoni
larvae, mediated by platelets, macrophages and eosinophils. In the mouse
model, on the other hand, the protective immunity essentially involved
antibody independent cellular mechanisms in which lymphokines such as
IFN-gamma (6), TNF (7) and IL-6 (8) are implied in the cytotoxic
mechanisms against schistosomula. An ideal vaccine towards
schistosomiasis would therefore have to be highly immunogenic and able

to induce an optimal combination of both T and B cellular anti-schistosome
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immunity.

The recent use of synthetic peptides constructed from the
Sm-28-GST  sequence allowed the identification of the major epitopes
eliciting T and B cell responses in mice and rats (6, 9). This analysis
concerned T cell populations of various origins: from
Sm-28-GST-immunized animals, from experimentally infected rats, mice
and baboons (I. Wolowczuk, submitted for publication) and more recently,
from naturally infected humans (I. Wolowczuk, manuscript in preparation).

The mere presence of T cell epitopes did not suggest that these
peptides were essential immunogens for the induction of resistance to
Schistosoma mansoni infection. Nevertheless in the Fischer rat model, the
passive transfer of T lymphocytes specific for the 24-43 synthetic peptide
prior to Sm-28-GST immunization, led to a significant increase in the IgE
response to Sm-28-GST without modifying IgG production (9). This initial
observation of a potential and favourable modification of the response to
Sm-28-GST by a synthetic peptide was important since IgE has been
demonstrated to play a major part in the protective immunity against
schistosomes (10).

Among the other Sm-28-GST-derived synthetic peptides tested, the
115-131 peptide, when linked to a carrier protein (OVA) was able to
induce the proliferation of T Ilymphocytes from either
Sm-28-GST-immunized, or S§. mansoni infected animals. More recently, we
evaluated the humoral responses of Kenyan school children previously
classified as susceptible or resistant to reinfection after chemotherapy (11).
In these studies it was established that the 115-131 peptide can be used to
detect anti-Sm-28-GST specific IgG, IgE and IgA antibodies. In addition, the
IgG,4 response to Sm-28-GST and more precisely to the 115-131 peptide,

was significantly greater in the susceptible population than in the resistant

group.
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Taken together this information led to the conclusion of the
existence of both T and B cell sites in the 115-131 synthetic peptide. Thus,
the 115-131 peptide was used as an immunogen to elicit B and T cellular
responsiveness that could be boosted by immunization with the cognate
protein or by the parasitic infection (12, 13, 14). The possible use of
synthetic peptides as vaccines against viral, bacterial and even parasitic
diseases, has now been widely reported (15, 16). As a rule, however, these
small molecules, even while providing specific and appropriate epitopes
that can serve as targets for recognition by the immune system, are poorly
immunogenic by themselves.

In order to bypass the requirement of a linker protein and to
increase the immunogenicity of the 115-131 peptide, various multiple
antigenic constructions of two, three or eight copies of this peptide were
investigated (M. Marguerite, manuscript in preparation). The results
presented in this paper concern the most interesting of these multiple
constructions, namely the "115-131 octopus"”, consisting of an octameric
branching lysine core with eight dendritic arms (17). We tested the
immunogenicity of this construct in various experimental models that
present differing immunological behaviour towards a S. mansoni infection

(i.e. the rat, the mouse and the baboon).
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MATERIALS AND METHODS

P i lif ] n rude antigeni reparation

A Puerto-Rican strain of Schistosoma mansoni was maintained in our
laboratory using albino strain Biomphalaria glabrata snails and golden
hamsters as life cycle supports. Adult worm antigen (Sm Ag) was prepared
by homogenizing adult worms in PBS 0.01M using a Potter-Elvehjem
homogenizer, followed by a centrifugation of the homogenate at 10,000 x g
for 20 min. Schistosomulum antigen (S.t12) was prepared by sonication of
frozen-thawed mechanically-prepared schistosomula (18). Soluble Egg
Antigen (SEA) was prepared according to the method of Boros and Warren
(19).

Animals,

Balb/c syngeneic mice (5 to 7 wks of age) (H-2d haplotype) and male
inbred Fischer/ICO F344 rats (6 to 8 wks of age) (RTLIV! haplotype) were
bred and maintained in the animal unit of the Institut Pasteur de Lille.

The baboons (Papio anubis) were captured in a schistosome-free area
(Narok, Kenya). Their approximate age was 4 to 8 years with weights
ranging from 6 to 16 kgs. They were maintained in the animal facilities of
the Institute of Primate Research (IPR), Nairobi, Kenya. Prior to the
experiments, each animal was individually screened during a two month
quarantine for possible S. mansoni infection by fecal examination for eggs

over a 3 day period (20).

Recombinant Sm-28-GST _antigen.
A full length copy of the complementary DNA encoding the Sm-28-GST

was expressed in Escherichia Coli using a PL- expression vector (21). The

"recombinant Sm-28-GST protein" (r-Sm-28-GST) purified (95 % purity) by
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passage through a glutathione-sepharose column (3) was provided by Dr E.

Keppi from Transgéne S. A. (Strasbourg, France).

Peptide synthesis.

115-131 synthetic peptide (Figure 1-A)

Peptide 115-131 was synthetized by solid phase synthesis according to
Merrifield's method (22). It was protected as follows: Glu
(N-BOC-L-glutamic acid-y-cyclohexyl ester), Thr (N-BOC-L-threonine
benzylester) and Lys (N-o-BOC-N-g-(2-chlorobenzyloxycarbonyl) L-Lysine).
The peptide resins were dried, cleaved and deprotected by the low/high
HF procedure. The crude 115-131 peptide was purified by gel filtration on
fractogel TSK HW 40-S (Merck, Darmstadt, FRG) in aqueous HCl pH 2, and
lyophilized. Peptides were checked for homogeneity by thin layer
chromatography and reverse phase-HPLC, and for identity by aminoacid

analysis after total hydrolysis.

Conjugation of the 115-131 synthetic peptide with a carrier
protein.

The Peptide 115-131 was conjugated to OVA (Miles Research, Elkhart,
IN.) using glutaraldehyde (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) as previously
described (23).

| Multiple antigenic preparation of the 115-131 peptide: the
octopus (Figure 1-B). |

The synthesis of an eight-fold branched core (17) attached to eight
115-131 peptide residues, was accomplished manually by a stepwise solid
phase procedure on BOC-BAla-paramethylbenzydrylamine resin with a
load of 0.28 mmol./g. The three lysine level of the core was achieved using
2.5 M excess of N-aBOC, N-eBOC L-Lysine Dicyclohexylamine salt and
benzotriazol-1-yloxy-tris (dimethylamino) phosphonium hexafluoro-
phosphate (BOP) (24) as a coupling agent. The coupling of the BOC-amino

acids was performed in N-methyl-pyrrolidinone using the
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Figure 1 Amino acid sequence of the 115-131 synthetic peptide and of

the peptide used for the irrelevant octopus construction (IRR.
OCT.) (1-A).

Schematic representation of the octameric structure of the
115-131 peptide: the 115-131 octopus (1-B).
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BOP/diisopropylethylamine procedure. The octopus was cleaved from the
resin support by the low/high HF procedure to minimize side reactions.
The final product was characterized by high performance gel
chromatography. Aminoacid analysis gave results in agreement with the

expected composition.

Immunization procedures.

For the rodent experimental models, the r-Sm-28-GST protein (200 pg
for rats, 50 pg for mice) was mixed 1/1 with CFA and injected
subcutaneously into the base of the tail on day 0. On day 10, animals were
bled and draining lymph nodes were aseptically removed.

The octopus (100 ug for rats, S0 pg for mice), emulsified in CFA, was
injected using the same route on day 0. On days 7, 14 and 24, animals were
re-injected with the octopus (50 pg for rats, 25 ug for mice) in IFA. Rats
or mice were bled before each re-injection and draining lymph nodes were
harvested on day 30.

Baboons were immunized with 100 pg of octopus injected
intradermally using BCG as adjuvant (one human dose per baboon. Institut
Mérieux, Lyon, France). The animals were re-injected with 100 pg of

octopus 11 days later and bled 3, 6 and 8 wks after the second injection.

Infection protocols,

Animals were exposed percutaneously (25) to 1,500 S. mansoni
cercariae 6 days after the last immunization with the 115-131 octopus.
Parasite burdens were evaluated by liver perfusion 21 days after cercarial
exposure. The number of worms obtained from 115-131 experimental
groups of 5 to 7 rats (B) were compared with those obtained from cbntrol
groups of 5 to 6 rats (A). The percentage of protection was calculated by
the formula: (A-B/A) x 100. Another group of Fischer rats was
simultaneously infected with 1,500 cercariae but instead of being perfused
at day 21, they were bled weekly up to day 56 and sera were tested by
ELISA towards the recombinant Sm-28-GST antigen.
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Lymphocyte culture medium.

For all cultures, RPMI-1640 (Gibco, Courbevoie, France) was
supplemented with 5x10°3 M 2-mercaptoethanol (Merck), 2 mM
L-glutamine (Merck), 1mM sodium pyruvate (Gibco), antibiotics (100
[U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin) (Specia, Paris, France), 20 mM
Hepes (Sigma, St Louis, MO.) and 10% heat inactivated FCS (Gibco).

Lymphocyte proliferation assay.

Draining lymph nodes from rodents were removed and cellular
suspensions were prepared. T cell enriched preparations were then
separated by passage through a nylon wool column (26) and maintained at

37°Cin a5 % CO, atmosphere in lymphocyte culture medium. For the in

vitro assays, 5 x10° T cells and 10% syngeneic irradiated (30 Grey, Philips
RT, filter 1.7 Al, 100 Ku, 8 mA) splenic (for mouse) or thymic (for rats)
cells as APC were cultured with antigens in a total volume of 0.2 ml in
flat-bottom microtiter tissue culture plates (Nunclon, Roskilde, Denmark).
The cells were then exposed to 18.5 kBq of 3H TdR (37 GBg/mmol., CEA,
Gif-sur-Yvette, France) for the last 18 h of a 5 day culture period. Finally,
the cells were harvested by filtration on fiberglass discs using a
multiharvester (Skatron, Lierbyen, Norway) and the amount of
incorporated 3H TdR was measured using a liquid scintillation counter
(LKB, Wallac, Turku, Finland). Data are expressed as the arithmetic mean of
counts per minute (cpm) of triplicate cultures.

For baboons, animals were bled from the femoral vein into a 20 ml
syringe containing Alsevier' s solution (v/v). PBMC were obtained by a
400 x g centrifugation of blood at 18° C to 20° C for 30 min. over a
lymphoprep-mixture (Flow Ltd, Rickmansworth, UK) and were
subsequently washed in culture medium. For proliferation assays, triplicate
cultures of 150,000 cells per well incubated in lymphocyte culture medium

were used.
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ELISA.
Microtiter plates (Dynatech, Denkendorf, FRG) were incubated
overnight at 4° C with 5 pg/ml of r-Sm-28-GST in 100 ul of sodium
carbonate buffer (15 mM Nay,COj, 35 mM NaHCO;, pH 9.6). The plates were

then saturated for 1 h with PBS-BSA 3%. After careful washes, 100 pl of
unknown sera diluted 1:50 in dilution buffer (0.15 M NaCl, 0.05% Tween
20, 10 mM PBS, pH 7.2) were dispensed in each well and incubated
overnight at 4° C. After additional washes, peroxidase labelled anti-rat IgG
(ICN, Lisle, IL) was added at a dilution of 1:10,000 in the same buffer for 1
h at room temperature. Specific IgE antibodies were detected using mouse
anti-rat IgE (Biosys, Compiégne, France) added at a 1:1,000 dilution for 1 h.
Then peroxidase labelled anti-mouse IgG (Diagnostic Pasteur,
Marnes-la-Coquette, France) was added (1:2,000) for 1 h at room
temperature. After a final wash, 10 mg/ml substrate

(Orthophenylenediamine, Sigma, St. Louis, MO) in sodium phosphate buffer
0.1 M, pH 5.5 containing HO- (1 ml/l) was then incubated for 15 minutes

at room temperature and the reaction was stopped by the addition of 50
ul of HCl 1IN. The optical density was measured through a multichannel
spectrophotometer (Titertek Multiskan MCC 1340) at 492 nm. Results are

expressed as the mean of duplicate wells after substraction of the

background.

B i nobindin
Nitrocellulose sheets (Schleicher et Schuell, Dassel, FRG) were cut into 4
x30 mm strips. The antigens (115-131, 115-131-OVA, octopus, OVA and
SM Ag) were dot-blotted on strips (1 pl of a 4 mg/ml solution per spot).

The strips were then saturated for 1 h in PBS containing 18 g/l NaCl and
1.5 °/so (w/v) casein. Samples were then reacted for 2 h with 1/50 dilutions
of sera under gentle agitation. After three washes, peroxidase conjugated

anti-Rat Igy (Miles laboratories, Inc, Naperville, IL) (diluted 1/500 in

PBS-casein buffer) was added and incubated for 2 h. The color reaction was




165
developed for 10 to 20 min. in a buffer containing 30 mg
4-chloro-1-naphthol (Biorad, Munich, FRG) in 10 ml cold methanol, 40 ml
PBS and 30 upl H,0,. The intensity of the spots was measured with a light

reflecting densitometer (D142-1, Gretag, Regensdorf, Switzerland) and

expressed as OD units.

Western blots,

Western blotting was carried out on adult worm antigen (Sm Ag) and
on the r-Sm-28-GST molecule separated on 13 % SDS-PAGE (27) using an
LKB 2001 apparatus (Bromma, Sweden), then transferred to a
nitrocellulose sheet (Schleicher and Schuell) according to procedures based
on those of Towbin et al. (28). Nitrocellulose strips were incubated with
sera (diluted 1/100 for rat, 1/50 for mouse) and fixed antibodies were
detected with anti-rat (or mouse) peroxidase-labeled serum (Miles

laboratories) (1/500) and stained as previously described (29).

Cyt o
Macrophage - mediated Antibody - Dependent Cellular
Cytotoxicity (ADCC).
Fischer rat peritoneal macrophages (MO) were purified after the
removal of non-adherent cells after a 2 h culture. The adherent cell
population (40% of the peritoneal cells) contained more than 95% MO and

less than 0.5% mast cells. The cells were then incubated overnight at 37° C

in a 5% CO, atmosphere in Minimum Essential Medium (MEM) containing

10% normal heat-inactivated rat serum. Fifty skin-prepared schistosomula
(30) were then .added with 10% of the different sera (anti-octopus sera, 42
day §. mansoni immune sera (IRS) or normal rat sera (NRS) as control.
After a 18 h incubation, the schistosomula were counted as dead if they

were immobile, granular and opaque.

Eosinophil ADCC.
The method has been described in detail by M. Capron et al. (31).
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Experiments were carried out in 96 flat-bottomed well plates (Nunclon).
Skin-prepared schistosomula (50 per well) and sera were incubated

overnight at 37° C in 5% CO,. An eosinophil-rich population (90 to 95 %

eosinophils) prepared according to the method previously described by
Lynch et al. (32) was then added at an effector:target ratio 5,000:1. The
percentage of cytotoxicity was measured after 48 h of contact between

effector cells and targets by microscopical examination.

Platelet ADCC.

Platelets were prepared according to the method of Joseph et al. (33)
from Fischer rat blood collected on calciparin. About 8 x 10 platelets were
dispensed in each well of a flat-bottomed microtiter plate (Nunclon). A
total of 50 skin-prepared schistosomula and sera were then added

simultaneously and incubated for 24 h at 37° C and 5% CO,. Living and

dead larvae were counted as described above.
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RESULTS

Activation of r-Sm-28-GST_ antigen-primed T Ilvmphoecytes by the

115-131 octopus.

Figure 2 shows a representative experiment demonstrating that T cells
from animals immunized with the whole Sm-28-GST molecule exhibited a
modest but always significant and highly reproducible proliferative
response after in vitro incubation with the 115-131 octopus. These cells
strongly proliferated in vitro when challenged with the synthetic peptide
115-131 coupled to a carrier protein (OVA) and also with the r-Sm-28-GST
Ag. In contrast, no stimulation was observed with the unlinked peptide nor
with native OVA used as a control antigen. The proliferative response
detected with the 115-131 octopus was not due to a mitogenic effect of the
octameric construction since no activation was observed with a control

octopus construct (IRR. OCT.).

Cellular _immunogenicity of the 115-131 octopus svnthetic

construction in_ experimental models,.

- The immunogenicity of the octameric construction of the 115-131
peptide was first tested in the rat. Figure 3-A shows the results obtained
when T cells from Fischer rats immunized with the 115-131 octopus, were
monitored in in vitro proliferative assays with r-Sm-28-GST. various
synthetic forms of the 115-131 peptide (115-131 alone, 115-131-OVA and
the octopus) and S. mansoni antigenic extracts (Sm Ag, S.ul3  SEA)
containing the native form of Sm-28-GST. These results clearly
demonstrated the immunogenicity of this synthetic construction. As

expected, T cells specific for the 115-131 octopus were able to proliferate
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2 In vitro proliferative response of T lymphocytes from Fischer
rats immunized with the recombinant Sm-28-GST antigen, after
stimulation with r-Sm-28-GST, 115-131-OVA, 115-131 and
115-131 octopus. The control antigens used in these experiments
were OVA and a control octopus construction (IRR. OCT.).
Proliferations obtained were dose-dependent. Results are
expressed as the mean of three experiments in triplicate and
for antigen concentrations of 50 pg/ml.

T, APC and T+APC means the cpm obtained after in vitro
incubation of, respectively, lymphocytes alone (T), antigen
presenting cells alone (APC), and Ilymhocytes with antigen
presenting cells (T+APC). It represent the background
proliferation of the «cells, one of our negative controls (the other
one being the proliferative response obtained with OVA used as

irrelevant antigen).
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Figure 3 Proliferation of lymph node T «cells from Fischer rats (3-A)
and Balb/c mice (3-B) immunized with the 115-131 octopus after
incubation with either S. mansoni crude antigenic extracts (SM
Ag., S. uwla and SEA) or with r-Sm-28-GST antigen and the 115-131
synthetic  peptide (115-131 alone, 115-131-OVA and 115-131
octopus) (5 days of culture including 18-H 3H-TdrR puise, 18.5 kBg
per well). Results are cxpressed as the mean of two triplicate

cultures.
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with the immunizing antigen but also these lymphocytes recognized the
epitope present both on the r-Sm-28-GST and the native Sm-28-GST
contained in the antigenic extracts from different developmental stages
(2,3). The highest level of stimulation was obtained using the
schistosomulum extract, that obtained with Sm Ag being slightly lower but
still elevated. In contrast the SEA preparation used produced a lower level
of proliferation of octopus-primed T cells.

Similarly, T cells from Balb/c mice immunized with the 115-131 octopus
also proliferated in the presence of both Sm-28-GST and the crude
antigenic extracts whereas OVA and the 115-131 monomer failed to
stimulate these cells (Figure 3-B).

The immunogenicity of the octopus construction was further tested in
baboons. After injection with the 115-131 octopus, the PBMC reactivity
was analyzed three (Figure 4-A), six (4-B) and eight (4-C) weeks after the
second immunization. A delay of 6 weeks was observed between the boost
injection of octopus and the detection of a cellular reactivity of PBMC in an
in vitro blastogenesis assay. The cellular immune responses observed in
the three baboons tested were variable since one animal (n°® 1177)
exhibited a low PBMC reactivity towards the immunogen (115-131
octopus) and the r-Sm-28-GST protein while PBMC of the other two
animals were highly stimulated by these antigens. It should be noted that
animal n°® 1177 also gave a lower response than the others to BCG used as
an adjuvant. An irrelevant multiple construction (IRR. OCT.) did not induce
activation of these cells.

Thus, the injection of 115-131 octopus to rats, mice and baboons,
generated lymphocytes recognizing an epitope present both in the

115-131-OVA and the r-Sm-28-GST antigen.

Antibody response to the 115-131 octopus.

Time course of the appearance of anti-peptide antibodies in

rats and mice.
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115-131-OVA &), r-Sm-28-GST @), Sm Ag. D) and BCG (@.




172

Animals immunized (at days O, 7, 14 and 24) with the 115-131 octopus
were bled at days 13, 23 (i.e. before the second and third re-injections)
and 30. The production of IgG antibodies was investigated by
dot-immunoassay. The 115-131 octopus, SM Ag and OVA were dot-blotted
onto nitrocellulose and specific IgG were detected using an anti-rat (or
mouse) IgG. Results presented in Figure 5 demonstrate that anti-octopus
sera contained IgG able to bind to the immunogen (octopus) as well as to
the native Sm-28-GST present in the adult worm antigenic extract. In
contrast, no spots were observed when normal serum was used and no
cross-reactivity was obtained with OVA alone with any of the sera tested.

Thus, whatever the experimental model (rat or mouse), Sm Ag and
115-131 octopus specific IgG were detectable in our experimental
conditions, only at day 23 (i.e. after the second boost). Indeed, at day 13
the response detected was very low. Secondly, after the last injection (day
30) the sera were able to bind to r-Sm-28-GST dot-blotted onto
nitrocellulose sheets. This response was more marked in the Fischer rat
than in mice.

These results show that the B cell epitope present in the peptide
115-131 is conserved in the octopus construct.

In order to confirm, using another technique, the result obtained by
dot-immunoassay, adult worm antigen (Sm Ag) and r-Sm-28-GST Ag were
subjected to SDS-PAGE, followed by western blotting (Figure 6-A for Sm Ag
and Figure 6-B for r-Sm-28-GST). Development with peroxidase-labeled
anti-rat or anti-mouse IgG showed a band at the Mr of 28 kDa.

Analyzing Figure 6, two observations can be made. Firstly, the existence of
a certain variability in the humoral response to the Octopus 115-131, even
in syngeneic animals (only 2 of the 3 rat sera tested recognize the
Sm-28-GST) it always exists differences between responses after
immunization or whole infection. Secondly, a high molecular weight antigen
is detected by anti- octopus sera. This is likely due to association of GST
with themselves or with other molecule which is a particularity of this

category of molecule.
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Figure § Time course of the appearance of specific IgG antibodies in
the sera of 115-131 octopus-immunized Fischer rats (A) or Balb/c
mice. Animals were injected at days 0, 7, 14 and 24 and bled at
days 13, 23 and 30. The specific IgG response was detected by
dot-immunoassay using nitrocellulose sheets coated with 115-131
octopus (@ ), Sm Ag (N ) and OVA (W ) (days 0, 13 and 23) or
r-Sm-28-GST (9 and OVA (W) (day 30).
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Figure 6 Recognition of Sm-28-GST by rat and mouse anti-octopus sera

in Western blotting.

SDS-PAGE followed by Western blotting of Sm Ag (6-A) or
r-Sm-28-GST (6-B). Prestained Mr standards were used.

6-A: Strips 1: Normal rat serum; 2: Day 42-infected rat
serum; 3, 4, 5: Anti-115-131 octopus rat sera; 6: Normal mouse rat
serum; 7: Day 35-infected mouse serum; 8: Anti-115-131 octopus
mouse serum.

6-B: Strips 1: Normal rat serum; 2: Anti-rSm-28-GST rat
serum; 3, 4, 5: Anti-115-131 octopus rat sera; A: Normal mouse
serum; B: Anti-rSm-28-GST mouse serum; C, D, E: Anti-115-131

octopus mouse scra.
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ADCC with anti-115-131 octopus rat sera.

Having demonstrated the presence of Ab specific for SM-28-GST in the
sera of the 115-131 octopus- immunized rats, the next step was to
approach the functionality of these antibodies. It is now well- admitted
that antibody- depéndent- cytotoxicity mecanisms play an essential role
during infection, in the destruction of the §. mansoni larvae in rat (34),
non-human primate (30), and man (35). Moreover, the in vivo relevance of
the key role played by these mecanisms is evidenced by the presence of
the antibodies on the membrane of the effector cells and the successful
significant level of protection induced by passive transfer experiments (33,
36). A significant induction of cytotoxicity towards schistosomula was
observed when macrophages (Figure 7-A) or platelets (Figure 7-B) were
incubated in the presence of anti-octopus sera. As shown in Figure 7-C,
eosinophils also became killer cells when targets were previously
incubated with the anti-octopus sera, but this cytotoxicity was observed
with only one of three serums tested and was not very efficient (30%)
compared to those mediated by either macrophages or platelets.

So, this study demonstrate the functionality of the anti- 115-131
octopus antibodies and their ability to recognize the SM-28-GST at the

level of the larval stage of the parasite.

Fischer rats immunized with the 115-131 octopus are partially

in S. mansoni challen infection

The protective effect of immunization by the 115-131 octopus was
investigated in.the Fischer rat. Indeed, the comparative analysis of the
immunogenicity of various synthetic constructions of the 115-131 peptide,
led to the conclusion that the octopus was the better one (the monomeric
form did not induce a humoral response and allowed a very reduced
cellular response, M. Margueﬁte; manuscript in preparation). The animals

were immunized with the 115-131 octopus or OVA as a control and
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Figure 7 Macrophage (7-A), platelet (7-B) and eosinophil (7-C)
dependent cytotoxicities were assessed by measuring the
percentage of dead schistosomula after incubation of the effector
cells with normal rat serum (NRS), serum of infected rats
recovered 42 days after infection (IRS), or sera of three rats
immunized with the 115-131 octopus. Motionless and dark dead
larvae were easily distinguished from mobile and refringent living
schistosomula by optical microscopy. Each experiment was done
in triplicate and results are expressed as the mean + S.D. of dead

larvae.
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infected with S§. mansoni cercariae six days after the last injection of
antigen. The worm burden was evaluated by liver perfusion 21 days after
the infection.

Table I represented the results of three experiments and shows that the
immunization with the 115-131 octopus was responsible for a level of
protection ranging between 40 and 50 %. The last experiment used the
IRR-OCT as a control antigen. In this experiment the immunization with
115-131 octopus led to a reduction in worm burden of 44 %. The
comparison of the two octameric constructions (115-131 octopus and IRR.
OCT.) demonstrates the specificity of the protective effect and that it is
unlikely that artefacts were introduced by the type of construction used.

The specific anti-Sm-28-GST antibody response was followed during
the course of infection in rats preimmunized with the 115-131 octopus. No
anti-Sm-28-GST IgG or IgE antibodies were detected in control infected
animals throughout the infection. In contrast, in preimmunized animals,
anti-Sm-28-GST IgG were detectable at day O (the day of infection) and
their production increased after S. mansoni infection despite a high degree
of individual variability (Figure 8-A). Anti-Sm-28-GST IgE antibodies were
also present after octopus immunization but their level remained stable

throughout the infection (Figure 8-B).
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TABLE 1
Protection observed in Fischer rats after immunization with the 115-131

octopus construction.

Experiments
1 2 3
""""""""""" R
Immunization with ;1-{;2“0-; ------------ 1.\1-1; ----------- l-\I-D- --------- 1;-5;_-4:2;;
T —
o pon i wi
s rooms  pots peoos

a: worms recovered 21 days post-infection after liver perfusion of
immunized rats.

b: Student's t test for paired observations was used. p was calculated,
comparing the number of worms recovered in the control group to that

obtained in the 115-131 octopus group in each experiment.
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8 Sm-28-GST-specific IgG (8-A) and IgE (8-B) levels in the sera
of Fischer rats immunized with OVA (W) or 115-131 octopus (N )
prior to S. mansoni infection. The specific [gG and IgE responses
were measured by ELISA test using microtiter plates coated with
r-Sm-28-GST antigen. Results are expressed as the mean of five
individual responses for each group.
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DISCUSSION

We have previously shown that the Sm-28-GST antigen of
Schistosoma mansoni 1is a potential vaccinating molecule against
schistosomiasis (1). Among the synthetic peptides of Sm-28-GST used to
determine epitopes inducing T helper lymphocyte reactivities and that
were recognized by antibodies in protective sera (9), the 115-131 peptide
deserves particular attention since it contained both T and B cell sites.

We thus conjectured that this peptide might be able to induce
specific humoral and cellular responses cross-reacting with the whole
native protein and also the whole invading parasite. One of the major
obstacles of this approach was the need for a foreign carrier protein to
ensure a reasonable level of immunogenicity of this peptide. In order to
avoid the use of a carrier molecule and to increase the immunogenicity of
the 115-131 peptide, various mulktiple antigenic peptide constructions
were compared for their ability to induce both B and T cellular
responsiveness (M. Marguerite, manuscript in preparation). The present
paper detailed the experimental data concerning the study of one of these
synthetic constructions containing 8 copies of the 115-131: the octopus.

These studies provide evidence that such an artificial construction is
antigenic, since it was recognized by anti-Sm-28-GST antibodies and
activated T 1yﬁphocytes specific for Sm-28-GST. Even if this activation of
T cells was lower than with the 115-131-OVA, it was always significant
and highly reproducible. This indicated that the organization of the
115-131 peptide in the octopus could by-pass the need for a carrier
protein in in vitro proliferativé tests. Several reasons for this can be given:

First: this organization of the 115-131 peptide on a polylysine core
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may  stabilize a proper conformation of the peptide, a conformation it is
incapable of maintaining free in solution.

Second: the branching lysine core might provide appropriate
additional aminoacids facilitating epitope binding to the T cell receptor. The
peptide alone may lack suitable agretopes for association with the MHC
class II molecules of APC.

Third, this construction might protect the 115-131 containing T
cell sites from excessive processing by APC.

Moreover, these results demonstrated that the octopus construction
is immunogenic in three different experimental models (mice, rats and
baboons). It is worth noticing that the 115-131 octopus induced a greater T
cell response in the primate model, the proliferative indices being higher
than those obtained in the rodent models. However, it must be pointed out
that the experiments dealing with baboons were carried out with
peripheral blood lymphocytes while in the rodent models, they concerned
T cells from lymph nodes. In addition, the nature of APC was different. For
rodents these accessory cells were obtained from the thymus (rat) or the
spleen (mouse) of naive syngeneic animals while for baboons these cells
were mainly monocytes and B lymphocytes previously educated against
the octopus since they were derived from the immunized animals.

According to these observations, we can conclude that the octopus
construction did not modify T and B cell epitopes contained in the 115-131
peptide. The conservation of these immune sites between the cognate
protein (Sm-28-GST), the derived 115-131 peptide and the 115-131
octopus was important to verify. It is now assumed that the key to insure
the efficient immunogenicity of a construct depends on the peptide
conformation. The effectiveness of any synthetic peptide used as a vaccine
constituent is very likely to be dependent on the conformational
similarities between the synthetic construction and the native protein (37).

We were also interested in the functional properties of the
anti-octopus humoral response. We observed that sera from Fischer rats

immunized with the 115-131 octopus were able to induce platelet,
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macrophage and, to a lesser extent, eosinophil dependent cytotoxicity
towards S. mansoni larvae in an in vitro test. This was of first interest
since it is now well- admitted that ADCC mechanisms demonstrated in
vitro, may play a role in the destruction of the parasite in vive in various
models (34,30).

The in vivo relevance of this schistosomicidal activity was tested by
immunizing rats with the 115-131 octopus before S. mansoni infection. A
higher production of Sm-28-GST-specific IgG and IgE antibodies was
observed in animals immunized with octopus compared to the control
group. Not only did this artificial construction elicit proliferating T
lymphocytes but it also gave rise to helper T cells for a subsequent
antibody response to the whole protein during infection.

The most striking fact of these experiments was the partial
protection of these animals against infection. In comparison with the
protection obtained after immunization with either the native Sm-28-GST
or the recombinant antigen (up to 70 %), one could emphasize the
relatively good level of protection (40-50 %) obtained with this
construction. Of course, this kind of comparison cannot conclude on the
contribution of the 115-131 peptide to the protective capacity of
Sm-28-GST. Indeed, the immune responses against the Sm-28-GST or its
derived synthetic construction will not be the same as the 115-131
-contained epitope will be presented to the immune system in a different
context (will it concerned the same APC, the same anatomical
compartment?). Tolerization experiments of new born rats with the
octopus 115-131 will be done, before Sm-28- GST immunization and
infection to define the involvement of this epitope in the protection
obtained with Sm-28- GST.

Moreover we cannot conclude that these animals were protected
because of the increased humoral response. This question will be
approached by the passive transfer of 115-131 octopus specific antibodies
of one or another isotype. In addition the transfer of anti-octopus T cells

of various subsets will be performed at different critical periods of
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infection. The same approach is already under investigation in the murine
model with particular emphasis on the pathological aspects (egg laying, egg
hatching in octopus- immunized animals) and on the detection of
lymphokines in supernatants of 115-131 octopus-specific T cells of either
Thl or Th2 subsets. These complementary studies using experimental
models which have some charateristics in common with human infection,
will enlarge our knowledge of the immune response against the 115-131
octopus.

From this work many questions arise: What is the most adequate
presentation to induce the most efficient immune response? What other
peptides would be expected to confer immunity against infection? Could
synthetic preparations using several peptides corresponding to different
regions of the same protein or to different proteins be envisaged? How
could the host's immune response be orientated with these synthetic

preparations?

In conclusion, advances in our understanding of the immune
response to S. mansoni, associated with the molecular cloning of genes
encoding potentially protective proteins and with subsequent chemical
synthesis of peptides containing T and B epitopes, should provide
fascinating insights and may preclude some difficulties in the development

of a synthetic vaccine against Schistosoma mansoni schistosomiasis.
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ARTICLE S

L

Etude des réponses lymphocytaires vis-a-vis de 1'antigene
protecteur de S. mansoni: Sm28 GST et des peptides dérivés, chez

1'homme et le primate.

*

Lorsque nous avons entrepris cette analyse l'objectif était simple:
vérifier que les peptides sélectionnés dans différents modéles
expérimentaux (l'immunisation et l'infection de rat ou de souris) étaient
également reconnus lors de [l'infection humaine ou lors de celle d'un
primate trés utile a l'étude de la schistosomiase humaine: le babouin.

Cette étude a été réalisée au Kenya: |

- au centre de Recherches sur les Primates de Karen, en collaboration
avec D. Boulanger, sur des babouins olive (Papio anubis) chroniquement
infectés. La réactivité des lymphocytes du sang circulant, de la rate et des
ganglions mésentériques a été analysé.

- au centre de Recherches Médicales de Nairobi ol nous avons rejoint
I'équipe de G. Kimani, dans le cadre d'une collaboration entre notre Institut,

le laboratoire d'A. E. Butterworth a2 Cambridge et le centre de Nairobi.

Au Kenya, lincidence de l'infection par §. mansoni est tres élevée, les
données les plus récentes estimant & 2 millions le nombre de personnes
infectées (soit 10% de la population).

Les enfants (moyenne d'dge 13 ans) venaient d'une région au Sud-Ouest de
Nairobi, dans le district de Machakos. Ils avaient été préalablement
sélectionnés sur la base d'une morbidité élevée. Trois groupes ont été
examinés: le groupe A de 22 enfants non traités, le groupe B de 20 enfants

traités par le praziquantel 6 mois plus tot et enfin le groupe C comprenant
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20 écoliers traités il y a un an.

Cette étude représente la premiere analyse des réponses lymphocytaires T
vis-a-vis de molécule recombinante potentiellement vaccinante et de

peptides synthétiques, dans une population humaine infectée par S.

mansoni.

Les conclusions que nous pouvons tirer de cette analyse
sont de 2 ordres:

- La majorité des enfants infectés font une réponse T
vis-a-vis de Sm28 GST. Les peptides 24-43, 115-131 et 140-153
identifiés chez le rat et la souris, sont également reconnus chez
I'homme. De plus, le peptide représentant la partie C-terminale
de la molécule (190-211), est majoritairement reconnu dans Ila
population non traitée, alors qu'il 1'était faiblement dans les
modeéles rongeurs. Les enfants présentant la réactivité cellulaire
la plus élevée vis-a-vis de Sm28 GST, reconnaissent le 190-211 a
I'exclusion de tout autre peptide.

- L'approche primate est également treés intéressante
puisqu'elle nous a permis de faire une étude de la réactivité
cellulaire en fonction de 1'origine (sang, rate ou ganglion
mésentérique) des <cellules. L'on constate des variations
considérables de réponses associées a des spécificités
épitopiques parfois treés différentes en fonction de la localisation

anatomique des Ilymphocytes.
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SUMMARY

Cellular immune responsiveness during human schistosomiasis
mansoni was studied using peripheral blood mononuclear cells obtained
from 62 patients living in areas endemic for Schistosoma mansoni in
Machakos District, Kenya.

There were three different sets of patients : one of 22 untreated
individuals, a second of 20 children treated with praziquantel six months
earlier and a third of 20 children treated one year earlier.

Responsiveness was assayed with respect to schistosome-derived antigen
preparations from eggs (SEA) and adult worms (SWAP), as well as
concanavalin A (ConA) and Sm28GST, a molecule previously implicated as
vaccine immunogen from studies in laboratory hosts. Seven synthetic
peptides derived from the primary sequence of the recombinant Sm28GST
were also used as antigens in these experiments.

All the patients strongly responded to ConA and exhibited a good
response to SEA without any marked differences between the groups
tested. The SWAP-induced responses were generally higher in the group of
children who had been treated six months earlier. Cells from a majority of
untreated patients were activated after in vitro incubation with Sm28GST.
The 190-211 peptide induced the highest and most frequent responses in
this group. The mean response to Sm28GST was lower in the group of
patients examined one year after treatment.

Finally, lymphocytes of various anatomical origins (spleen,
mesenteric lymph node and peripheral blood) from chronically infected
baboons, were tested for their reactivities towards Sm28GST and derived
peptides. The profiles of peptide recognition were different depending on

the origin of the cells.
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INTRODUCTION

Recent years have witnessed a rapid progress in understanding the
nature of acquired immunity in schistosomiasis mansoni both under
experimental conditions and in human infections.

The development of protective immunity in rodent models involves
effector mechanisms dependent on antibody of the IgG and IgE isotypes (1)
as well as T cell-dependent cellular reactions (2). Among primates, the
olive baboon (Papio anubis) is certainly the most documented species, and
perhaps the most useful for human schistosomiasis research, since its
immunological behaviour may in some respects resemble that of man (3,4).

In contrast to progress achieved in laboratory models, less is known
about human immunity to Schistosoma mansoni. Although the existence of
resistance to reinfection has long been suspected to occur in humans living
in areas endemic for schistosomiasis (5), it has only been recently
confirmed by epidemiological studies on natural reinfection following
treatment (6,7). These led to the identification of groups failing to become
reinfected despite evidence of continued water contact. This provided the
first evidence for a role of immunity in limiting reinfection after
chemotherapy.

Although several correlations between immune measurements- both at
humoral (6,8) and cellular (9) levels- and resistance to reinfection have
been reported, the actual mechanisms of protection in man have still to be

determined.

In the meantime, several potentially vaccinating antigens have
been identified and prepared using molecular cloning and chemical
synthesis (10). Among them, a member of the glutathione-S-transferase

family, namely the Sm28GST, has been shown to induce a protective
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immunity in rats, mice, hamsters (11,12) and baboons (13). The protection
obrtained in Sm28GST-vaccinated rats is mediated through
antibody-dependent mechanisms (14) while in the murine model the
cellular-dependent immunity predominates (15).

The identification of T and B cell epitopes of Sm28GST, and their relevance
to immunity, have been performed in both rats and mouse models. As
reported in previous papers, this analysis in S. mansoni infected animals
and Sm28GST-immunized rats or mice has led to the identification of two
interesting peptides, namely the 24-43 (helper T cell site of an
anti-Sm28GST IgE response) and the 115-131 peptides (16). More recently,
immunity to reinfection of Kenyan infected children has been inversely
correlated with the presence of I[gG4 specific for Sm28GST or for the
115-131 peptide (17).

The present study was designed to analyse the T cell response of
individuals in an endemic area to Sm28GST and to derived synthetic
peptides. It represents the first survey of cellular responsiveness to a
recombinant antigen of vaccinating potentialities, in a S. mansoni infected
human population. In addition, a similar analysis was also performed in
chronically infected baboons using T lymphocytes of various anatomical

origins (peripheral blood, spleen, and mesenteric lymph nodes).
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MATERIALS AND METHODS

1. Patients.

Patients were recruited from two separate areas (Kangundo and
Kambu) in Machakos District, southeast of Nairobi, as described elsewhere
(,,). These two areas have a similar pattern of prevalence and intensity of
infection but a markedly different prevalence of severe morbidity. In
Kangundo, the prevalence of severe hepatosplenomegaly among children is
less than 0.5%, in contrast to 16% among schoolchildren in Kambu. Three
groups of children, aged 8 to 18 years, were examined at different times :
Group A, comprising 22 untreated children, of whom 16 came from
Kitengei Primary School in the high morbidity area, and 6 from Miu
Primary School in the low morbidity area;

Group B, comprising 20 children from Kitengei Primary School in the high
morbidity area, examined six months after treament with praziquantel;
and Group C, comprising 20 children from Matithini Primary School in the
low morbidity area, examined one year after treatment with praziquantel.
Results for the three groups are presented separately, but no substantive
differences between the groups is implied.

Informed consent was obtained before the inclusion of each subject in the
study. After the investigations had been performed, all patients received

anti-helminthic treatment with praziquantel at a dose of 40 mg/kg.
2. Experimental infections of baboons with istosoma mansoni
Baboons (Papio anubis) used in these experiments were locally

captured in a schistosome-free area (Narok, Kenya). Their approximate age

was 4 to 8 years with weights ranging from 6 to 16 kgs. They were
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maintained in the animal facilities of the Institute of Primate Research

(IPR), Nairobi, Kenya. Prior to these experiments, during a two month
quarantine period, each animal was individually screened for possible S.
mansoni infection by faecal examination for eggs over a 3 day period (18).

For the infection of baboons, eggs collected from human stools in an
area endemic for S. mansoni (Machakos District, Kenya) provided miracidia
utilized to infect Biomphalaria pfeifferi snails routinely maintained in the
IPR laboratory. Baboons were infected by percutaneous exposure to 1,000
cercariae of S. mansoni according to the method of Smithers and Terry

(19). The duration of infection was one year.

3. Media and Reagents.

For blastogenic assays of human PBMN, Dulbecco's medium (Gibco,
Paisley, Scotland) was supplemented with 2 mM L-glutamine (Merck,
Darmstadt, FRG), antibiotics (100 IU/ml penicillin, 100 pug/ml streptomycin)
(Specia, Paris, France) and 5% heat-inactivated (56°¢c for 30 min.) human
AB™ serum.

For baboon assays, RPMI 1640 medium (Gibco, Courbevoie, France)

supplemented with 5 x 103 M 2B mercaptoethanol (Merck), gentamycin

(100pg/ml) (Specia) and 5% decomplemented foetal calf serum (Gibco,
Courbevoie, France), was used throughout the experiments. Cells were
washed using minimum essential (MEM) (Gibco).

Ficoll-Hypaque mixture (Lymphoprep) (Flow, LTD, Rickmanworth, UK) was
used for PBMN cells isolation.

Tritiated thymidine ((3H)-TdR) was purchased from Amersham

International (Buckinghamshire, UK).
.4. Crude antigenic preparations and mitogen

The soluble adult schistosome antigen preparation (SWAP) was the

supernatant obtained after centrifugation at 10,000 x g for 20 min. of a
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homogenate of adult worms in Phosphate Buffered Saline (PBS : 0.01 M
phosphate buffer, 0.15 M NaCl, pH 7.4).

Soluble egg antigen (SEA) was prepared according to the method of
Boros and Warren (20).
Concanavalin A (ConA), (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden)

was used at final concentrations of 0.1 and 1ug/ml of culture fluid.

' | 5. Recombinant Sm28GST antigen

A full lengh ¢cDNA encoding the Sm28GST antigen of S. mansoni was
expressed in E. coli using a PL-expression vector (12). This construct
directed the synthesis of a cII fusion protein containing 172 aminoacids of
the C-terminal end of the native P28 antigen. The recombinant Sm28GST

antigen was prepared by Dr. E. Keppi from Transgeéne S. A. (France).

.6. Preparation of synthetic peptides

Determination of the primary structure of Sm28GST by sequencing the
cDNA clone (12) allowed the prediction of exposed sequences according to
their hydrophilicity by the method of Hopp and Woods (21). As described
elsewhere (16), seven peptides were synthesized namely the 24-43, 65-86,
87-111, 115-131, 140-153, 158-175 and 190-211.

The crude peptides were purified by gel filtration on Fractogel TSK Hw40-S
(Merck, Darmstadt, FRG) vin aqueous HCl pH 2, and lyophilized. Peptides
were checked for homogeneity by thin-layer chromatography and reverse
phase-HPLC, and for identity by aminoacid analysis after total acid

hydrolysis.
. nj tion of svnthetic tides with carrier protein

Synthetic peptides were linked to a carrier protein (OVA, Miles

Research, Elkhart, IN) as previously reported (16). The conjugates were
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sterilized by filtration through 0.22pum filters (Sartorius, Gottingen,

Germany).

.8. Lymphocyte proliferation assays.

8-a: Human peripheral blood mononuclear cells (PBMN).

PBMN were obtained by centrifugation of whole heparinized blood at
400 x g, at 18° C to 20° C for 30 min. over a Ficoll-hypaque mixture (Flow)
and were subsequently washed twice in MEM.

For blastogenesis assays, 150,000 cells were incubated in triplicate
cultures in complete medium (see .3.).

~Antigens were added at concentrations determined to be generally
optimal in this system (1 pg/ml and 10 pg/ml). Cultures were in 0.2 ml
volumes, in flat-bottomed microtiter tissue culture plates (Linbro, Mac

Lean, VA) and were maintained at 37 °C in a humid 5 % CO,, 95 % air

environment.

Cells were exposed to 1 uCi/well of (®*H-TdR) for the last 18 hr of a 6
day culture period. Then the cells were harvested by filtration on
fiberglass discs using a multiharvester (Skatron, Lierbyen, Norway) and
the amount of incorporated 3H-TdR was measured using a liquid

scintillation counter (LKB, Wallac, Turku, Finland).

8-b: Baboon lymphocyte suspensions from different tissues: blood,

lymph nodes and spleen.

Animals were bled from the femoral vein into a 20 ml syringe
containing Alsevier' s solution (1:1) and PBMN cells populations were
prepared using the same protocol as for human samples.

One mesenteric lymph node and a small fragment of the spleen (5 % of
the whole organ) were harvested aseptically, without affecting the monkey

survival. Cells suspensions were obtained after mechanical disaggregation.
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For the in vitro assays, the culture conditions were the same as

described in 8-a for human samples.
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RESULTS

.1. Peripheral mononuclear cell responsiveness to mitogen
(ConA) and to Schistosoma mansoni adult worm (SWAP) and egg

(SEA) - derived antigens.

The initial assessment of PBMN responses was performed for each
patient in each group. As shown in Figure 1, there were vigorous cell
responses both to the mitogen ConA and to the antigenic extracts. There
were no statistical differences in blastogenic responses to SEA between the
groups of untreated (A) and treated (B, C) children.

The proliferative response to SEA was generally lower than to SWAP.
Concerning the reactivity to SWAP, the proliferation observed was higher

in the group of children treated six months earlier (B).

.2. Analysis of the T cell reactivity to Sm28 GST and
derived synthetic peptides.

2.a. Group A of untreated children :

Twenty-two children coming from two primary schools (Miu and
Kitengei) constituted the group A of untreated children. The mean age of
these patients was 13 (range 8 to 18).

Figure 2 shows the proliferation observed after incubation with the
recombinant Sm28GST antigen and the derived synthetic peptides. Most of
the patient§ (17/22) showed a marked T cell response to the recombinant
protein (1x103 cpm to 30x103 cpm). The donors who failed to respond to
Sm28 GST also failed to respond to synthetic peptide(s).

In addition, a positive response to Sm28GST was in each case associated

with recognition of one or more peptides.
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The highest levels of proliferation (up to 20x103 cpm) were obtained

with the 190-211 peptide which corresponds to the C-terminal end of
Sm28GST. Moreover, the four patients that exhibited the highest responses
to Sm28GST (from 5 to 30x103 cpm) recognized the 190-211 peptide to the
exclusion of any other peptide (Figure 3).

Although this limited number could not allow any generalization, had a
very special profile of peptide recognition : a very strong response to
Sm28GST, even higher than to SEA, associated with a recognition focused

on the C-terminal end of the antigen (the 190-211 peptide).

2.b. Groups B and C of treated children.

Data shown in Figure 4 concern the individual responses to Sm28GST
and peptides of 20 children (different from group A) six months post- Pzq
treatment : group B.

The mean proliferation with Sm28GST was similar to that of untreated
patients. In contrast, the profile of peptide recognition was quite different,
and indeed some positive responses to the Sm28GST were not associated
with activation by any of the seven peptides tested. Moreover, the
190-211 peptide was not recognized as strongly and as frequently as in

the group A of untreated patients.

The same observations can be drawn from Figure 5§, which
corresponded to the group C of 20 other schoolchildren treated one year

earlier. The mean proliferation to Sm28GST was lower in this population.

.3. Analysis of the cellular recognition of recombinant
Sm28GST and its seven derived synthetic peptides in a
chronically infected baboon : PBMN, mesenteric lymph node and

spleen cellular reactivities.

The main purpose of this set of experiments was to analyse the
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lymphocyte responsiveness of S. mansoni chronically infected baboon to
Sm28GST and peptides. The study was undertaken using lymphocytes
taken simultaneously from peripheral blood (Figure 6-A), mesenteric
lymph node (Figure 6-B) and spleen (Figure 6-C).

As represented in Figure 6, the results were different according to the
anatomical origin of the cells. Lymphocytes specific for the recombinant
Sm28GST, for SWAP and SEA, were detected in blood and mesenteric
lymph node tissues but not within the splenic population. The profiles
obtained with PBMN and lymph node cells of infected baboons, were
comparable to those obtained with human PBMN. The most striking
observation was that the fine epitopic specificities were not the same,
depending their origin in the body. The 65-86 synthetic peptide, for
example, which was not recognized by PBMN, was able to induce a strong
proliferation of mesenteric cells. A high background level of activation was
observed (10x103) with splenic lymphocytes. These cells were particularly
reactive, since an irrelevant protein (BSA) led to 20x103 c.p.m. of 3H-TdR
incorporation. Moreover, for this population, the standard deviation for
each set of triplicate cultures was high, compared to those of PBMN or

lymph node assays.
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DISCUSSION

The 28kDa antigen (Sm28GST), present in adult worms and on the
schistosomular surface of S. mansoni, S. japonicum and S. haematobium,
has been reported to induce a protective immunity in mice, rats and
baboons (12,13). The identification of T and B cell epitopes of Sm28GST in
rat and mouse experimental S. mansoni infections has focused on two

peptides, 24-43 and 115-131 (16).

In this study, we analyzed the lymphocyte reactivity to Sm28GST and
its peptides, of different infected children examined either before
chemotherapy (group A), or six months (group B) or one year (group C)
following treatment. It should be emphasised that the children were not
the same in the three groups : no conclusions are therefore drawn
concerning the effects of treatment itself.

All the patients responded to ConA as well as to SEA without major
differences between the groups. A higher reactivity to SWAP was observed
in the group of children treated by praziquantel six months before. Similar
findings have been reported in the literature (22). Praziquantel treatment
led to great tegumental damage preceding the destruction of the parasites
and consequently the release of parasitic antigens in the circulation which
could stimulate the immune system (23).

The higher response to SWAP than to SEA could be linked with the
sequestration of SEA-sensitized lymphocytes in  granulomas of different
organs.

A majority of patients' PBMN were restimulated by recombinant
Sm28GST, suggesting that during S. mansoni infection some lymphocytes
were educated against Sm28GST. The profile of peptide récognition was

specific and different for each patient, which makes difficult any
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generalization of the results. However, the 24-43, 115-131 and 140-153,

which have been demonstrated as functional peptides in animal models,
were able to induce the proliferation of PBMN from infected patients.

In addition, the peptide 190-211, corresponding to the C-terminal end of
Sm28GST, appeared to be a strong stimulus for PBMN of numerous
patients, especially in the untreated group (14 children among 22 tested in
group A exhibited a response to 190-211 ranging from 1x103 to 22x103
cpm). Moreover, four patients for whom the response to Sm28GST was
stronger than to SEA recognized this peptide exclusively. This result
strengthens the interest of such studies, since this peptide, which was not
previously identified in experimental models, appeared as a major epitope
for human lymphocytes. The anatomical origin of cells used in these
experiments (peripheral blood for humans, spleen or lymph node cells for
rodents) could also explain such differences. This was confirmed using
cells from spleen, mesenteric lymph node and peripheral blood of a
chronically infected baboon. The proliferative responses to Sm28GST and
its peptides were quite variable depending on the origin of lymphocytes.
This demonstrated that cellular responsiveness is anatomically
compartmentalized and related to the parasite migratory route as well as
to its development and maturation within its host. The type of APC
involved in the different organs could also participate in this selection.

The response of untreated patients to Sm28GST or its peptides appeared to
be higher and involved more patients than in other groups, but we have to
be careful since our study involved three different sets of patients.
Moreover, the analysis of the response of ten patients before and one year
after pzq treatment does not allow to define a particular effect (negative or
positive) of chemotherapy on lymphocyte reactivity to Sm28GST and its
peptides (data not shown).

It would be of interest to pursue this analysis of cellular reactivities
towards Sm28GST and derived peptides within the framework of a
reinfection study, in order to correlate cellular responses to the rate of

reinfection under conditions of carefully monitored water contacts. Such
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studies are planned.

Several groups have reported correlations between particular
humoral and cellular responsiveness and the intensity of infection, but we
still do not understand the real mechanisms of protective immunity in
man. The resistance to reinfection in human populations has been related
to the presence or the lack of antibodies of particular specificity (24,25) or
particular isotype (26). In a recent study, the immunity to reinfection was
inversely correlated with the presence of IgG4 antibodies specific for the
115-131 peptide (17).

The isotype selection of antibodies being under the control of T cell
derived lymphokines, it should be of a major interest to analyse not only
proliferative responses but also lymphokine production of T cells specific
for Sm28GST. In this respect, recent studies allowed us to derive human T
cell lines specific for Sm28GST. The stimulation of these cells with the
24-43 peptide led to a strong release of IL-4. It was previously shown that
in the rat model, the transfer of anti-24-43 helper T cell lines before
Sm28GST immunization increased the specific IgE response (27).

In contrast to experimental data concerning humoral responses in
human populations, there is a relative scarcity of cellular investigations.
The majority of studies have utilized in vitro PBMN or whole blood
blastogenesis assays against SEA, SWAP and cercariae antigenic extract.
Lymphocyte responsiveness of S. mansoni infected subjects in Egypt
demonstrated that individuals who were reinfected after treatment had
lower responses to crude parasitic antigens than individuals who remained
uninfected (28). No analysis of T cell responses of putatively immune

individuals to specific schistosome antigens have yet been reported.

In the meantime, our results do not provide informations on the
relationship between the immunity to reinfection and cellular reactivity to
Sm28GST. However, the fact that a majority of lymphocytes from infected
individuals were restimulated by Sm28GST confirmed the interest of using

this recombinant antigen in a vaccine construct.
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Sm28GST epitopes defined previously in rodents were also identified
within human populations, and an additional peptide 190-211 emerged
from the present study. The role of these epitopes in the induction of
protective immunity has now to be determined for further use in order to

orientate the immune response towards potent effector mechanisms.
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Dés les débuts de la recherche sur I'Immunologie de la
schistosomiase, l'un des principaux objectifs a été le développement d'un
vaccin sOr et efficace, permettant d'améliorer durablement la santé des
populations vivant sous les tropiques. La stratégie de mise au point de ce
vaccin est basée sur les résultats d'études fondamentales de mécanismes
propres au parasite et a l'hdte, en particulier la biochimie du premier et
I'immunité du second.

Cependant, et en dépit de progrés considérables réalisés dans des domaines
de recherche trés spécialisés et aussi divers que la biologie moléculaire, la
génétique et l'immunologie, 1l'élaboration d'un vaccin contre |la
schistosomiase (comme contre toute autre parasitose humaine) constitue

encore un processus laborieux nécessitant de nombreux efforts.

Les raisons des difficultés rencontrées viennent de la
nature méme de cette parasitose. En effet, ainsi que nous l'avons évoqué
dans lI'Introduction, les schistosomes sont des organismes complexes,
doués de facultés d'adaptation remarquables

complexes, par leur cycle de vie qui nécessite l'intervention de
plusieurs hdtes et un environnement écologique parfois difficile a
apprécier et donc a contrbler. De plus, le développement et la maturation
du parasite depuis le stade larvaire jusqu'aux stades adulte puis oeuf,
expose le systeme immunitaire de 1'h6te a de nombreux antigénes "de
stade” qui, bien que partageant certains déterminants seront responsables

de réponses immunes pouvant étre tres différentes.
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Ainsi, la capacité d'induire une réponse immune ou la susceptibilité a cette
réponse varie considérablement durant le cycle évolutif : le ver adulte
constitue le stimulus majeur de l'immunité mais celle-ci, une fois établie,
est active sur les formes larvaires d'une nouvelle infection.

Cet aspect dynamique de l'infection par S. mansoni rend plus difficile
encore l'identification puis la caractérisation des mécanismes bénéfiques,
ou au contraire néfastes, pour l'organisme hdte.

- la chronicité de l'infection par schistosomes est l'une des
caractéristiques majeures des relations que le parasite entretient avec son
hote définitif. Les moyens biologiques originaux développés par les
schistosomes pour s'adapter et survivre chez leur hdte immuno-compétent,
rendent compte des particularités de l'immunologie parasitaire.
L'acquisition d'Ag d'hdéte a la surface du parasite ou la libération de
facteurs immuno-régulateurs (le SDIF, le SRP), expliquent en partie la
survie du parasite et donc la persistance de l'infection. De plus, un méme
antigéne parasitaire pourra é&tre a l'origine de réponses effectrices
protectrices ou au contraire de réponses bloquant la protection, selon
I'isotype d'anticorps produit. Cela sera indispensable a prendre en compte
dans l'analyse des propriétés vaccinantes d'une molécule. La vaccination
devra orienter, par le choix .judicieux de protocoles d'administration et/ou
l'utilisation d'adjuvant, la réponse immune vers la production d'anticorps

d'isotypes protecteurs et non bloquants.

Les recherches menées chez l'animal (essentiellement le rat et la souris)
ont permis l'identification de nombreux mécanismes effecteurs impliqués
dans la résistance. Toutefois, il est bien souvent difficile d'évaluer
I'importance relative d'un mécanisme donné dans la protection et il existe
dans la littérature de nombreuses contradictions entre la démonstration de

I'efficacité d'un mécanisme in vitro et sa pertinence in vivo.
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Tout cela complique singuliérement les stratégies de recherche en vue

d'une vaccination contre la schistosomiase.

La caractérisation puis la production par des méthodes de génie
génétique ou de synthése peptidique, d'antigénes ou de fragments
antigéniques, permettant d'orienter sélectivement la réponse immune de
I'h6te vers les mécanismes protecteurs, représente un avantage

considérable.

Les travaux faisant l'objet de ce mémoire s'inscrivent dans
cette démarche expérimentale visant a identifier, au niveau de la
molécule Sm28 GST, par ailleurs démontrée comme étant protectrice dans
différents modeles animaux, les sites épitopiques impliqués dans la

protection, la régulation de la réponse immune ou la pathologie.

Les lymphocytes T occupent une place centrale dans I'immunité
anti-parasitaire. Le développement d'une réponse cellulaire T est
nécessaire non seulement dans le cas ol la protection fait intervenir des
mécanismes a médiation cellulaire, mais également dans le cas d'une
protection impliquant des mécanismes dépendants d'anticorps. C'est
pourquoi toute construction vaccinale synthétique devra contenir des
déterminants déclenchant la production d'anticorps ainsi que des épitopes

activant une réponse T.
1 lectionner les épitopes:
Pour cela, plusieurs techniques ont été décrites:

- La_molécule antigénique peut €tre "découpée”.

Dans le cas du virus de la mosaique du tabac (Spitler, L. et al., 1970) ou
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de la myoglobine du cachalot (Atassi, M. Z. 1975), il a été démontré que les
fragments naturels issus de ce "découpage" sont antigéniques. Cette
méthode de fragmentation permet de localiser les épitopes protecteurs

pour ensuite en déterminer la séquence (Van Regenmortel, M. H. V. 1985).

- De_nombreuses méthodes prédictives ont €té utilisées pour identifier, 3

partir de la séquence en_acides aminés de la protéine, les sites antigéniques

T et B potentiels.

- La plupart des déterminants antigéniques reconnus par les cellules B
sont conformationnels. Des critéres tels que 1'hydrophilie (Westhof, E. et al.,
1984), la mobilité (Tainer, J. A. et al., 1984) ou la disponibilité a la surface
de la molécule native, sont employés pour identifier les épitopes B
potentiels. C'est ainsi qu'il a pu €tre montré que des peptides synthétiques
dérivant des séquences de plusieurs protéines, peuvent induire la
production d'Ac reconnaissant la protéine native (revue par Lerner, R. A.
1982; Sutcliffe, J. G. et al., 1983)

Par ailleurs, le groupe de Berzofsky définit un site immuno-dominant T
comme une structure o-hélicoidale amphiphile (Berkower, 1. et al., 1986;
Spouge, J. et al., 1987) avec des résidus hydrophobes et hydrophiles
repartis sur les faces opposées de I'hélice.

Rothbard et al. (1988) identifient une séquence consensus présente au

niveau d'un grand nombre d'antigénes.

I1 faut cependant remarquer que la définition des critéres
chimiques ou physico-chimiques caractérisant les épitopes T au sein d'une
protéine reste encore trés discutée. Récemment, les valeurs prédictives de
différents algorithmes ont été déterminées pour 4 protéines parfaitement
connues (Van Regenmortel, M. H. V. et al.,,1988). Aucune de ces méthodes
n'a donné de prédiction totalement correcte de la localisation des épitopes

T de ces protéines. Il y a de plus en plus d'exemples dans la littérature de
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peptides "fonctionnels” ne répondant pas aux criteres définis par tel ou tel

modele prédictif.

Dans le cas de la sélection des déterminants majeurs
de Sm28GST, des criteres de mobilité, accessibilité et hydrophilie,
ont été employés. La encore, ce ne sont pas des critéres d'épitopes T
"classiques”.

Cette analyse est le fruit de la collaboration étroite qui existe entre notre
laboratoire et le groupe que dirige le Professeur A. Tartar a ['Institut
Pasteur. Sept pepides ont été sélectionnés et testés dans différents modéles

expérimentaux.

Sans chercher a discuter 4 nouveau des résultats présentés
dans ce mémoire, nous pouvons toutefois en faire la synthése et tenter d'en
analyser les informations principales qu'ils apportent, les questions qu'ils

soulévent ainsi que les perspectives qu'ils ouvrent.
2. Détermination des épito majeur Sm28 GST:

- Les lymphocytes T de souris (Article 1) ou de rat (Article 2)
immunisés par la molécule recombinante Sm28 GST, reconnaissent
majoritairement 3 peptides synthétiques correspondant aux acides aminés
24.43,115-131 et 140-153.

- Ces mémes peptides sont également "reconnus” par les LcT d'animaux
immunisés par les extraits antigéniques de ver adulte, de schistosomule ou
d'oeuf (Article 3).

- L'infection par S. mansoni conduit a la sélection de LcT capables de
reconnaitre ces peptides. Ceci a été vérifié dans différents modéles
expérimentaux (le rat et la souris: Article 3, le babouin: Article 5) mais
également chez l'homme (Article §). L'analyse des réponses humaines

démontre une reconnaissance importante de Sm28 GST associée dans la
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majorité des cas a une spécificité épitopique dirigée vers la partie

C-terminale de la molécule: le peptide 190-211.

Ces résultats aménent une premiére information essentielle qui est la
conservation des déterminants entre la molécule native (présente au
niveau du ver adulte, de la larve et de l'oeuf), la molécule recombinante et

les peptides de synthése.

Si l'on se place dans l'objectif d'une vaccination par Sm28GST,
cela signifie que l'immunisation de sujets non infectés activera des LcT qui
pourront étre réactivés lors du contact avec le parasite. Si, par contre
l'immunisation a lieu aprés infection (associée au Pzq, par exemple) elle
réactivera des LcT éduqués lors de l'infection. Dans les 2 cas, l'injection de
Sm28GST permettra le déclenchement d'une réponse de type secondaire
accélérant l'apparition des réponses immunes protectrices ainsi que

I'établissement d'une mémoire immunitaire.

. Role fonctionnel des épitopes identifiés:

Nous I'avons vu, l'intérét d'utiliser des peptides synthétiques dérivant d'un
antigéne potentiellement vaccinant, est de pouvoir orienter la réponse vers

les mécanismes bénéfiques pour ['héte.

Le peptide 190-211 et la pathologie.

Les résultats rapportés dans l'article 1, montrent que les LcT
spécifiques de Sm 28GST participent & la fois a la réduction de la charge
parasitaire et a la diminution de la pathologie. Cet effet de Sm28GST sur la
ponte est évidemment du plus grand intérét puisqu'il se traduira
indirectement par une diminution de la morbidité et de la transmission de

la maladie.
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Des études réalisées dans notre laboratoire, montrent que des sérums
spécifiques de Sm28GST réduisent la ponte de couples de S. mansoni
maintenus in vitro (Boulanger, D. MS. soumis pour publication). D. Grezel
montre la participation des IgA dans ce mécanisme (communication
personnelle).
Plus récemment encore, l'utilisation d'un Ac monoclonal spécifique de
Sm28GST et dirigé contre le site actif de la molécule, a montré trés
clairement la participation de l'activité GST de Sm28GST dans ces
observations. En effet, l'inhibition de l'activit¢é GST de la molécule par
administration de cet Ac, conduit & un réduction trés nette de la ponte, in
vitro, in vivo et ex vivo (Xu, C. B., MS soumis pour publication). Des
expériences sont actuellement en cours utilisant les peptides synthétiques
pour identifier le site actif de Sm28GST. Les résultats préliminaires
montrent que le peptide 190-211, représentant la partie C-terminale de
la molécule, participerait a ce site (Xu, C. B., communication personnelle).
La connaissance du site actif de l'enzyme est trés importante car l'on peut
imaginer que des Ac anti-Sm28GST, spécifiques du 190-211 (d'isotype
IgA?) pourraient étre impliqués dans la réduction de la ponte.

Il serait intéressant de déterminer plus précisément la participation du
peptide 190-211 dans ce mécanisme. L'on peut imaginer des protocoles
expérimentaux favorisant la production d'Ac spécifiques de ce peptide,
d'isotype particulier (IgA): si l'hypoth&€se est exacte, l'on doit s'attendre 2a
une réduction de la pathologie chez ces animaux.

L'obtention de clones cellulaires murins T "helper", spécifiques du peptide
190-211, permettrait d'analyser le type de sécrétions de LK associées a
une fonction donnée : en particulier les sécrétions d'IL-5 et IL-6
impliquées dans l'orientation vers une réponse IgA.

Enfin, nous avons vu que le peptide 190-211 est fortement reconnu par les
PBMN des patients infectés (Article §). Dans la plupart des cas, cette
réponse est associée a la reconnaissance d'un ou plusieurs autres peptides.

Toutefois, les 4 enfants (sur 62 examinés) présentant les réponses
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anti-Sm28GST les plus fortes, supérieures a celle vis-a-vis de 1I'Ag d'oeuf,
reconnaissent le peptide 190-211 a Il'exclusion de tout autre peptide. Le
petit nombre de sujets ainsi que le fait que nous ne connaissions pas le
statut clinique de ces patients (notamment concernant la pathologie) ne
permet aucune généralisation ni conclusion quant & cette observation.
Toutefois, il serait peut-étre intéressant de reprendre ce type d'analyse en
regardant la corrélation : forte réponse (T et/ou B) anti-190-211 et statut
clinique des sujets (nombre d'oeufs dans les selles, manifestations cliniques
de la maladie par les mesures des tailles de la rate et du foie ou la
détection de fibroses). Le suivi de ces patients aprés traitement par Pzq
permettrait de savoir si ce type de réponse anti-Sm28GST trés focalisée

leur confére une immunité efficace a la réinfection.

Le peptide 24-43 et linduction d'une réponse IgE anti-Sm28 GST.

Le transfert de LcT "helper" specifiques du peptide 24-43 a des rats
Fischer avant immunisation par la Sm28GST, conduit & une augmentation
du taux d'IgE spécifiques de la molécule Sm28GST. Le peptide 24-43 est
donc inducteur d'une réponse IgE, méme s'il n'est pas lui-méme cible des
IgE anti-Sm28GST (Article 2).

Des expériences réalisées récemment et qui ne sont pas décrites dans ce
mémoire, nous ont permis de sélectionner des lignées humaines spécifiques
de Sm28GST sécrétant de I'IL-4 (impliquée dans une réponse de type IgE)
aprés activation par le peptide 24-43. Ces cellules ont été clonées, l'analyse
des clones (production de LK, détection des ARN messagers correspondant
aux LK) sera réalisée et permettra de savoir s'il existe une corrélation entre
une spécificité donnée (reconnaissance du 24-43) et une fonction donnée
(réle "helper" d'une réponse IgE).

Dans notre laboratoire, N. Ivanoff étudie dans le modéle du rat Fischer les
protocoles expérimentaux (constructions synthétiques du peptide 24-43,
voies et modes d'administration) permettant de favoriser l'induction d'une

réponse IgE.
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le peptide 115-131, cible des mécanismes de protection.
De par leur taille, les peptides de synthése injectés seuls chez l'animal sont
souvent pas ou peu immunogenes et nécessitent, pour le devenir, d'étre
greffés 2 une molécule porteuse.
L'analyse de l'antigénicité et de l'immunogénicité du peptide 115-131 a été
réalisée dans notre laboratoire par M. Marguerite (MS. en préparation). Le
peptide seul est faiblement immunogéne, en particulier aucune réponse Ac
n'est détectable par les techniques utilisées (Article 2) apres
immunisation par le peptide non couplé. Différentes constructions
artificielles utilisant plusieurs copies du 115-131 (de 2 2a 8) ont été
synthétisées par M. Bossus, dans le laboratoire du Professeur A. Tartar.
L'étude comparée de ces structures a montrée que la forme 8 copies
(dénommée "Octopus”) est la plus immunogeéne et la plus antigénique.
L' Article 4 décrit les résultats obtenus chez le rat, la souris et le babouin
immunisés avec l'octopus 115-131. L'octopus est fortement immunogéne
dans 3 espéces animales et protége le rat Fischer d'une infection par S.
mansoni.

Ces résultats signifient tout d'abord que la construction octopus de ce
peptide permet le maintien de l'intégrité des déterminants T et B qu'il
renferme. Ceci était important & vérifier car des expériences préalables
(non décrites dans ce mémoire) que nous avions réalisées utilisant des
associations du 115-131 a d'autres peptides nous avaient donné des
résultats négatifs. En effet, ces premiéres constructions, bien
qu'immunogénes et antigéniques avaient créé de nouveaux déterminants
différents de ceux présents au niveau de la molécule Sm28 GST.

De plus, l'utilisation de l'octopus 115-131 nous a permis de démontrer la
participation de ce peptide dans l'immunité protectrice dirigée contre le
stade larvaire du parasite.

I1 serait intéressant de regarder quelle est la participation de ce peptide
dans la protection conférée par l'immunisation par Sm28 GST. Il faudrait

pour cela tolériser des animaux (par des injections néo-natales de peptide),
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supprimant ainsi leur réponse vis-a-vis de cet épitope et regarder ensuite
le comportement des rats tolérisés, immunisés par Sm28 GST, face 2

l'infection par §. mansoni.

En conclusion, ces travaux laissent envisager comme possible
I'utilisation de ces constructions synthétiques fortement immunogeénes sur
lesquelles seraient branchés des épitopes "cibles" (115-131), "inducteurs”
(24-43) ou encore impliqués dans la modulation de la pathologie
(190-211).
L'utilisation des peptides synthétiques dans différents modeéles d'infections
virale, bactérienne ou parasitaire a apporté des résultats trés prometteurs.
Dans le cas de la protéine du circumsporozoite (CSP) du parasite
Plasmodium falciparum, les épitopes T et B majeurs de la protéine ont été
déterminés. Cependant, les essais de vaccination ont montré une
reconnaissance des peptides restreinte a un seul antigéne de classe II du
CMH (I-Ab). Cet exemple illustre les limites de l'utilisation des peptides et
la nécessité de réaliser des constructions permettant a la fois de favoriser
les réponses bénéfiques pour l'organisme hoéte tout en conservant la
possibilité d'étre reconnu par le plus grand nombre d'individus dans les
populations humaines de constitution génétique trés large. Des études
utilisant des lignées murines d'haplotypes différents trouvent ici tout leur
intérét, puisqu'elle permettront de tester l'immunogénicité et l'antigénicité
des préparations synthétiques a la fois chez des individus bons et mauvais

répondeurs.

Malgré le développement considérable des techniques de
biologie moléculaire (perméttant I'identification puis le clonage et

I'expression de nombreuses molécules protectrices), de méme que
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I'apparition d'outils trés performants permettant d'identifier les cellules et
de caractériser leur fonction (marquage phénotypique des
sous-populations lymphocytaires, dosage des lymphokines), ou les
techniques chimiques donnant de nombreuses informations sur la
structure tri-dimensionnelle des protéines ou des peptides dérivés, il reste
que la compréhension des mécanismes immunitaires développés lors de
l'infection par Schistosoma mansoni, la maniére dont il s'en protége ainsi
que la fagon d'orienter sélectivement la réponse vers les mécanismes
protecteurs, nécessitent encore de nombreuses recherches dans tous les

domaines de la Biologie et notamment de l'Immunologie.
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