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BoTat  Bordeaux Trypanozoon ant igenic- type 
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SDS sodium dodécyl sulfate 
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INTRODUCTION 

Si, clepuis le débu t  de ce siècle, la médecine a e i i reg is t ré  des succès t e l s  

qu ' i l s  o n t  en t ra iné  une augmentation sensible de no t re  espérance d e  vie, il 

demeure à ce jour  des domaines où l 'évolut ion des connaissances fondamentales 

est  ir idispensable à la mise au po in t  de  tests diagnost iques ou à la dé f in i t ion  d e  

nouveaux concepts thérapeut iques.  C'est le cas en par t icu l ie r  de la pathologie 

parasi ta i re.  

Au jou rd 'hu i  les p l u s  g rands  f léaux à l'échelle de  cont inents re lèvent  d e  

cette d isc ip l ine.  L ' A ~ ~ é r i q u e  d u  sud, I 'A f r i que  sont  à ce t i t r e  l 'ob jet  de  la  

préoccupation constante de g rands  organismes socio-économiques te ls  que  l'OMS 

e t  de p lus  en p lus  la Recherche Internat ionale o u v r e  à la Parasitologie toutes 

les d isc ip l ines fondamentales. Les insuccès mêmes arovoquent  u n e  cur ios i té  

croissante q u i  mobil ise Morphologistes, Inmunologistes, Biophysic iens,  

Généticiens, Biochimistes . . . 

fJotre par t ic ipa t ion  à ces recherches est  le fa i t  d 'une  col laborat ion avec le 

laboratoire d'Immunologie e t  de Biologie Parasitaire de Bordeaux,  mais aussi d e  

l ' i n té rê t  t r è s  réel que nous avons po r té  à la connaissance d'un phénoméne 

biologique t o u t  à fa i t  o r ig ina l  : celui  de  la "var iat ion ant igénique" des  

trypanosomes, phénomène menibranaire don t  le mécanisme biologique es t  encore 

à ce jour  peu expl ic i té .  Sa meil leure connaissance laisse en t revo i r  à la fois s u r  

le p lan  d iagnost ique e t  thérapeut ique des p rog rès  t r è s  sensibles. 

l i o t r e  t rava i l  s ' i nsc r i t  ambitieusement dans ce cadre. I I  u t i l i se  un modèle 

non pathologique p o u r  I'homme, Trypanosoma equiperdum, don t  on sa i t  que les 

données de la I3iologie liée à la var ia t ion  ant igénique sont ident iques à cel les 

des espèces reconnues pathogènes pour  l'homme = T. b ruce i  gambiense e t  - T. 

bruce i  rhodesiense. 

La maladie d u  sommeil est  l 'apanage de l 'A f r i que .  Les deux espèces se 

par tagent  d 'a i l leurs  ce cont inent  : 

T .  b. gambiense, I 'A f r i que  équatoriale, occidentale e t  centra le ; 

T .  b. rhodesiense, l 'est e t  le sud. 



Deux symptornatoloyies d i f f é ren tes  : la première d 'évo lu t ion  chron ique à 

réservo i r  de v i r u s  humain (T .  b. gambiense), la seconde d 'évo lu t ion  aigüe avec  

rése rvo i r  de v i r u s  animal (T.  b. rhodesiense).  

Trypanosoma equiperdum, n o t r e  modèle, af fecte l'animal d e  manière 

exc lus ive.  I I  représente une approche expérimentale t ransposable a u x  espèces 

intéressari t  l'homme. 



Chapi t re  I : LA  VARIATION ANTlGENlQl lE  

Aspects biologiques, immunologiques, génétiques, e t  biochimiques. 

Les trypanosomes sont  des protozoaires flagellés appar tenant  à l ' o r d r e  

kir ietoplast ida e t  à la famille des Trypanosomidae. Le cyc le  b io logique de ces 

parasites se caractér ise pa r  un passage d'un hôte intermédiaire i nve r téb ré  à un 

hôte d é f i n i t i f  ve r téb ré .  Ce cycle es t  marqué aussi p a r  une évolut ion du 

parasi te dans laquelle on peu t  d is t inguer  p lus ieurs  stades de développement 

caractér isés p a r  une  modif icat ion dans la morphologie e t  l 'act iv i té  biochimique. 

1 -  Morpholoqie qénérale e t  cvc le évo lu t i f  - A s ~ e c t s  bioloaiaues 

En raison de son apt i tude à se mul t ip l ie r  chez le rongeur  en laboratoire, 

T .  b ruce i  b ruce i  const i tue u n  modèle d 'é tude p r i v i l ég ié  de la maladie du 

sommeil. Le cycle évo lu t i f  du parasite es t  représenté dans la F igu re  1 .  

Rappelons que l ' insecte vec teur  es t  la mouche tsé-tsé ou glossine. 

L' insecte contaminé t ransmet lo rs  de la p iqûre ,  pa r  régu rg i ta t i on  

sal ivaire, le parasi te à u n  hôte sain. Le trypanosome adopte auss i tô t  une fo rme 

appelée t rypomast igote ou trypanosoma. Ce stade se caractér ise a lo rs  p a r  un 

noyau centra l ,  un k inétoplaste rét ronucléai re proche de l 'ext rémité pos tér ieure  

d u  flagelle, e t  e n f i n  un manteau de sur face recouv ran t  la to ta l i té  d e  la 

membrane plasmique. I I  f au t  soul igner qu 'une  importante d i v e r s i t é  

morphologique peu t  ê t r e  observée au n iveau de l 'hôte d é f i n i t i f  ( F i g u r e  1)  : le  

trypanosome peu t  passer d 'une forme longue e t  élancée avec f lagel le l i b r e  à 

une forme cour te  e t  massive dépourvu& de f lagel le l ib re .  Les formes élancées 

possèdent un tube mi tochondr ia l  peu développé. Lorsqule l  les se t rans forment  

en  formes massives, le mitochondrion commence a lors  à p ro l i f é re r  e t  à d e v e n i r  

p lus  ac t i f .  S i  les formes élancées se mul t ip l ien t  p a r  f ission b ina i re  dans le sang  

des niammifères, p a r  cont re  les formes massives ne  se mul t ip l ien t  pas chez 

l 'hôte dé f in i t i f ,  e t  l ' on  pense généralement qu'el les représentent  un stade d e  

"préadaptat ion"  nécessaire à la su rv ie  chez l 'hôte intermédiaire. El les sont e n  

e f fe t  seules capables de se développer chez l ' insecte vec teur  e t  donc d ' i n i t i e r  

le cyc le.  



CYCLE EVOLUTI F DE Trypanosoma brucei 

(VICKERMAN, 1969) 

I FORMES SANGUICOLES 

eus 
~ ~ L L E  O 

FIGURE 1 - 



La morphologie parasi ta i re au n iveau de l ' in tes t in  moyen de la mouche se 

caractér ise p a r  la présence d ' u n  kinétoplaste cet te fois s i tué en avant  d u  

noyau e t  à distance de l 'ext rémité postér ieure du flagelle, e t  p a r  un réseau 

extensi f  de tubes mi tochondr iaux.  La per te  du manteau d e  sur face es t  un 

élément égaiement caractér is t ique de ce stade. Cette forme es t  appelée 

épinast igote ou c r i t h id ia  ou encore procycl ique.  Après  3 semaines de séjour  

in test inal ,  les parasites migrent  v e r s  les glandes sal ivaires de l ' insecte o ù  i l s  

adoptent  u n e  forme t rypomast igote appelée métacyclique, morphologiquement 

t rès  proche de la forme t rypomast igote sanguicole. 

Les trypanosomes métacycliques, à l'opposé des trypanosomes p rocyc l i -  

ques, sont in festants p o u r  l 'hôte dé f in i t i f .  

La p l u p a r t  des trypanosomes sont caractér isés pa r  ce stade de dévelop- 

pement chez la mouche tsé-tsé, à l 'exception toutefo is  d e  T. evansi e t  - T. 

equinum transmis p a r  les tabanidés e t  T .  equiperdum, n o t r e  modèle expér i -  

~ i e n t a l ,  t ransmis p a r  contact  "vénér ien" .  

II- Aspects immunologiques 

L ' in fec t ion  chronique parasi ta i re est  caractér isée p a r  l 'appar i t ion cyc l ique 

de p ics  e t  de  rémissions parasitémiques. Les trypanosomes qui se mul t ip l ien t  

abondaniment, sont d é t r u i t s  en g rande  pa r t i e  p a r  le système immunitaire d e  

l 'hôte. Seul u n  p e t i t  nombre, qui au n iveau membranaire a changé 

"d'enveloppe" donc de spéci f ic i té  ant igénique, va pouvo i r  échapper a u x  

mécanismes d e  défense e t  p ro l i f é re r  encore pour  donner  b ien tô t  un nouveau p i c  

parasitémiclue. 

La "var ia t ion  ant igénique" est  une  p rop r ié té  qui a été démontrée p o u r  la 

p l u p a r t  des espèces trypanosomales de la section Sal ivaria : T. b, b r u c e i  

(R ITZ ,  1916) (112)) ,  T. b. rhodesiense (LOURIE e t  O'CONNOR, 1937) ( 8 6 ) ,  

T. b. gambiense (OSAKI,  1959) (98) ,  T .  v i v a x  (CLARKSON e t  AWAN, 1967) 

(27) ,  T .  congolense (\YI LSON e t  CUNNINGHAM, 1972) (133). T. equ iperdum 

(CAPBEKN e t  coll, 1977) ( 2 3 ) .  

Les ant igènes impl iqués dans le processus sont  appelés ant igénes var iables 

ou ant igènes spécif iques de va r ian ts  (AVS) .  Nous u t i l i sons  fréquemment p a r  

commodité le s ig le dans la su i te  de ce mémoire. 



A u  niveau d u  parasi te le phénomène de var ia t ion  ant igénique se rappor te  

au manteau de surface des formes sanguicoles trypanosomales ; VICKERMAN e t  

LUCKIfdS (1969) (128) o n t  en e f fe t  pu montrer  une  localisation à ce n iveau à 

l 'aide d 'ant icorps spécif iques de va r ian ts  marqués à la fe r r i t i ne .  CROSS e n  

1975 (28) a miontré que  le "manteau de surface' '  des trypanosomes é ta i t  

d 'a i l leurs  pr incipalement const i tué d'un composant de  na tu re  g lycoproté ique,  

seul responsable de la spécif ic i té immuriologique des var ian ts .  Eluc ider  le  

mécanisme biologique conduisant  au phénomène d e  la var ia t ion  ant igénique e s t  

devenu un thème de recherche de premier  in térê t .  En fonct ion de l 'évolut ion 

des techniques p lus ieurs  phases peuvent  ê t re  d is t inguées dans le cheminement 

des idées e t  l ' i n te rpré ta t ion  des résul tats.  Recensons les p r inc ipaux  acquis : 

1- Biologie générale e t  var ia t ion  ant igénique : 

T r a v a u x  de GRAY e t  col1 (1964) (43) ,  (1965a) (44) ,  (1965b) (45), 

(1967) (46),  (1972) (47) ,  (1975) (481, 1976 (49). 

GRAY et  col1 o n t  beaucoup appor té  e t  f u r e n t  parmi les premiers à mont rer  

que cer ta ins ant igènes de clones étaient p lus  souvent  rencontrés pendant  les 

périodes précoces de I ' in fect ion.  I l s  f u r e n t  désignés sous le nom "d'ant igènes 

prédomiriants". De p lus  les mêmes au teu rs  on t  précisé un f a i t  b io logique t r è s  

important ,  celui  de  la révers ion  à un t y p e  ant igénique d e  base (ant igène 

basique de la souche) après accomplissement du cycle de développement dans  

l ' insecte vecteur .  Ce phénomène éta i t  également observé p a r  JENNl en 1977 

(70) (71) ,  e t  conf i rmé p a r  tiUDSON e t  col1 en 1980 (66). 

GRAY a ensui te observé une organisat ion dans l ' o rd re  d 'appar i t ion  des 

var ian ts  ant igéniques pendant  les premières étapes de I ' in fect ion.  A u x  stades 

p lus  t a r d i f s  (après  p lus  d'un mois d 'évolut ion d e  la parasitémie),  la séquence 

n 'é ta i t  p lus  tou jours  aussi r igoureusement ident ique e t  p rév is ib le  ; toutefo is  

des types ant igéniques ident iques pouvaient  ê t r e  reconnus dans des infect ions 

d i f férentes.  La reproduct ib i l i té  du phénomène biologique p a r t a n t  d 'une souche 

donnée a été aussi démontrée p a r  les études d ' inoculat ion expérimentale à la 

seringue. 

Pour GRAY, la na tu re  révers ib le  de la var iat ion ant igénique avec 

par t icu l ièrement l 'existence d'un t y p e  ant igénique de base apparaissant e n  

premier  l ieu, a ins i  que le schéma organisé e t  constant ,  reconnu au  cours  des 



premières étapes d u  processus biologique étaient tous deux  en faveur  d'un 

mécanisrrie adapta t i f  : en l'absence de résistance immunitaire, soit dans  

l 'environnement dépourvu d 'ant icorps de I 'hôte non immunisé lo rs  d ' u n e  

primo-inoculation expérimentale ou b ien  de la mouche lo rs  d 'une transmission 

nature l le  cyc l ique,  l 'ant igène de base tend  à remplacer les ant igènes variables. 

La synthèse p a r  l 'hôte d 'an t icorps  cont re  ce t y p e  ant igénique de base 

déclencherait  le changement d 'ant igène p o u r  un au t re  programmé dans la 

succession e t  a ins i  de suite. La var iat ion ant igénique se p r o d u i r a i t  

adaptat ivement à la réponse immunitaire e t  ceci su i van t  un o r d r e  déf in i  dans  

le génome. 

Une tel le in terpré ta t ion  laissait à penser que d e  f ructueuses ten ta t ives  d e  

vaccinat ion pouvaient  ê t r e  envisagées, ca r  il su f f i sa i t  dans ce cas de p r o c u r e r  

urie immunisation contre le t y p e  ant igénique de base ou peut -ê t re  cont re  les 

ant igènes prédominants. Malheureusement le problème d 'une approche 

thérapeut ique s'est avéré beaucoup p l u s  complexe. 

2 -  Hétérogénéité ant igénique des populat ions trypanosonales 

Une analyse p l u s  précise des populat ions trypanosomales a p u  ê t r e  

réalisée avec l 'u t i l isat ion des techniques d'immunofluorescence e t  d' immunolyse 

(VA14 MEIRVENNE e t  coll (1975a) (124). 

LE RAY e t  col1 (1977) (81 ) ,  e t  encore JENNl (1977b) (71 ) on t  montré q u e  

les populat ions trypanosomales de la première parasitémie après t ransmission 

cyc l ique étaient ant igéniquement hétérogènes. A u  r e g a r d  des t ravaux  de JENNI 

(1977) (70) (71) concernant  la tendance à la révers ion  pour  un t y p e  

ant igénique de base au cours  d e  la transmission cycl ique,  l 'hétérogénéité 

ant igénique n 'appara i t ra i t  qu 'au  n iveau d e  I 'hôte dé f in i t i f .  LE RAY e t  coll p o u r  

l eu r  p a r t  o n t  suggéré dès 1977 que  cet te hétérogénéité pouva i t  ê t re  déjà 

préex is tan te  au  n iveau d e  l 'hôte intermédiaire. A ce t i t r e ,  les auteurs  se son t  

penchés s u r  l 'é tude des trypanosomes métacycliques issus des g landes 

sal ivaires de la mouche vectr ice.  LE RAY e t  col l  (1978) (82) pu is  BARRY e t  

col1 (1979) ( 8 )  conf i rment  cet te hypothèse mont rant  qu'il n 'ex is te pas  

d'homogénéité au  n iveau des t ypes  ant igéniques var iables métacycliques. A la 

sui te des t r a v a u x  de HAJDUK e t  VICKERMAN (1981a) (52) ,  p lus ieurs  règ les  

fondamentales peuvent  ê t r e  retenues pour  caractér iser  l 'évolut ion ant igén ique 



des parasites chez la mouche p u i s  chez l 'hôte d é f i n i t i f  : 

. Quelque soit  le t y p e  ant igénique ingéré p a r  la mouche, il se développe 

au  n iveau de ses g landes sal ivaires un " réper to i re  ant igénique métacycl ique" 

caractér is t ique.  

. Après  transmission cycl ique,  les premiers types ant igéniques détectés 

(env i ron  3 à 4 jours  après  l ' in fect ion)  correspondent  aux  types métacycl iques. 

I l s  disparaissent ensui te pour  donner naissance à env i ron  une v ing ta ine  d e  

sérotypes variables non  métacycliques, const i tuant  la première vague d e  

recrudescence parasitémique décelée approximativement 10 jou rs  ap rès  

l ' in fect ion.  

. Enf in ,  il a p u  ê t r e  observé que la na tu re  d u  t y p e  ant igénique ingé ré  

p a r  la mouche ava i t  une  inf luence s u r  la composition ant igénique de ce t te  

parasitémie ; en pa r t i cu l i e r ,  le sérotype ingé ré  p a r  la mouche semble se 

développer de façon prépondérante au cou rs  de cet te recrudescence 

parasi ta i re.  

Par a i l leurs,  HAJDUCK e t  col1 (1981) (53) étendant  les t ravaux  à d 'au t res  

sérodènes o n t  pu mon t re r  que  chacun d 'en t re  eux  possédait un réper to i re  

d i s t i nc t  de  t ypes  métacycliques. 

Avec toutes ces observat ions l 'on  p e u t  réal iser  tou te  la complexité d e  

l 'approche thérapeut ique immunitaire de la trypanosomiase afr icaine. 

3- Succession des d i v e r s  types ant igéniques var iables au  cou rs  de 

I ' i r i fect ion chronique.  

L 'observat ion de GRAY, concernant  le schéma d 'appar i t ion  d e s  

var ian ts  ant igéniques a u  cours  de l ' in fect ion chron ique a été nuancée p a r  

d 'au t res  études p o r t a n t  s u r  l 'analyse d e  la var ia t ion  ant igénique issue d ' u n e  

infestat ion p a r  une populat ion parasi ta i re clonée. 

VAN MEIRVENNE e t  col1 (1975) (124) (125 )  (1977) (126) a inventor ié  dans  

le même domaine e t  s 'est intéressé à une  étude expérimentale de la var ia t ion  

ant igénique indu i te  p a r  inoculat ion à la ser ingue d'un u n i q u e  c lone 

trypanosomal de  T. b. bruce i .  Dans ces condi t ions,  l 'au teur  a pu observer  q u e  

la populat ion de première parasitémie é ta i t  sensiblement homogène, const i tuée à 

p l u s  de 99 % p a r  un type  ant igénique majeur appelé homotype. A p r è s  



dest ruc t ion  immunitaire de I fhomotype, un ou p lus ieurs  des sérotypes mineurs 

(hé téro types)  se mettaient à p ro l i f é re r ,  e t  a ins i  les p ics  successifs d e  

parasitémies pouvaient  conten i r  un ou p lus ieurs  sérotypes majeurs. VAN MEIR- 

VENNE e t  col1 o n t  p u  é tab l i r  avec ce protocole d e  transmission él iminant le  

facteur  hôte intermédiaire, que toutes les in fect ions étaient caractér isées p a r  le 

développement en premier  l ieu de cer ta ins sérotypes "prédominants1'. 

CAPBERN e t  col1 (1977) (23) se sont intéressés de l e u r  côté a u  processus 

de var ia t ion  ant igénique chez T. equiperdum, déclenché également p a r  

inoculat ion d 'une  populat ion parasi ta i re clonée. Les observat ions suivantes o n t  

pu ê t r e  dégagées : 

* le premier  sérotype détecté correspond tou jours  à celu i  ayant  s e r v i  à 

l ' inoculat ion 

* quelque soit  le clone choisi  pou r  l ' in festat ion,  le premier  sérotype qui 

l u i  succède est  toujours le même. CAPBERN e t  col1 l 'on t  dénommé " t ype  d e  

baseu de la souche 

* p lus  de 100 sérotypes o n t  été isolés dans la su i te  de l ' in fect ion,  e t  

séparés en 3 catégories en fonct ion d e  leu r  délai  d 'appar i t ion  chez l'animal : 

- types  "précoces", apparaissant dans les 3 premières semaines d e  la 

maladie 

- t ypes  "semi-tardi fs" se développant au  delà des 3 premières 

semaines 

- types " ta rd i f s "  caractér isés uniquement chez les lapins ayant  

survécu p l u s  d'un mois 

* les t ypes  précoces apparaissent dans un o r d r e  relat ivement stable 

Les études ainsi  réalisées p a r  inject ion avec un clone un ique o n t  mont ré  

q u ' i l  ex is ta i t  un schéma re lat ivement constant  dans la sucession des va r ian ts  

a n  t igéniques. Toutefois, il ne  s 'ag i t  pas d'un schéma r igoureusement conservé 

dans les d i f fé rentes  infect ions.  Cet te faculté de légère modif icat ion dans la 

successiori des types ant igéniques v i e n t  encore accroî t re le potent ie l  paras i ta i re  

d e  résistance au système immunitaire de l 'hôte. Par cette i r régu la r i t é  dans la 

programmation, les tentat ives de prévent ion  de la maladie pa r  immunisation 

cont re  les sérotypes les p l u s  précoces se t r o u v e n t  encore compromises. 

Les bases d u  mécanisme de ce t te  var ia t ion  dans l ' o r d r e  d 'appar i t ion  des 

va r ian ts  ant igéniques n ' o n t  pas encore pu ê t r e  déterminées précisément. II a 



été évoqué des d i f f é re i~ces  ex is tan t  au n iveau des taux  de croissance selon les 

var iants,  d i f férences dues à des ef fets de  compétit ion s'exerçant en t re  les 

var ian ts  d'un même stock (SEED e t  coll, (1977) (117) ; SEED (1978) (118)).  A 

ce t i t r e ,  KOSlNSKl (1980) (75) s 'est l i v r é  à un calcul mathématique p o r t a n t  

s u r  u n  modèle de 90 var ian ts  possédant des taux  de croissance largement 

d i f fé rents .  D'après son étude, u n e  product ion  spontanée de va r ian ts  su i v ie  

d 'une sélection s'opérant uniquement à t r a v e r s  le taux  de croissance ne semble 

pas capable de donner  le degré  d 'o rd re  jusqu' ic i  rappor té  dans la l i t té ra ture .  

D'autres t r a v a u x  laissent d 'a i l leurs  entendre  que l ' o rd re  d 'appar i t ion  n e  

dépend pas uniquement des taux  de croissance : MILLER e t  TURNER (1981) 

(96) se sont  intéressés à une analyse p lus  approfondie des types ant igéniques 

des premieres populat ions de rechute  ini t iées pa r  d i f f é ren ts  inoculum clonés d e  

T. b.  b ruce i  appartenant  au même sérodème. I l s  o n t  signalé q u e  les t y p e s  

ant igéniques pouvaient  ê t re  groupés en 3 catégories selon l e u r  fréquence 

d 'expression dans les d i f fé rentes  rechutes : cer ta ins  var ian ts  sont  expr imés 

dans la major i té des cas, d 'au t res  sont seulement décelés occasionnellement e t  

d 'au t res  e n f i n  ne sont apparus que pour  un seul clone. Les auteurs  on t  a ins i  

proposé q u e  chaque t y p e  ant igénique nouveau soi t  expr imé selon un o r d r e  d e  

p r i o r i t é  stat ist iquement déf inissable, d i f f é r e n t  p o u r  chaque v a r i a n t  in i t ia l .  

Selon eux,  les var ian ts  prédominants représentent  un groupe de t y p e s  

ant igéniques qui possèdent une f o r t e  probab i l i té  d e  dér iva t ion  à p a r t i r  des  

aut res  t y p e s  ant igéniques. 

I I  p o u r r a i t  donc ex is ter  au  n iveau du changement de gène un mécanisme 

responsable d 'une certaine programmation dans la succession des t y p e s  

ant igéniques.  

4- Rôle des ant icorps  dans le phénomène de var ia t ion  ant igénique 

O n  a longtemps pensé q u e  le processus de var ia t ion  ant igénique é ta i t  

en quelque sor te une  réponse du parasi te à l 'appar i t ion des ant icorps  

synthét isés p a r  l 'hôte. Autrement dit, le trypanosome changeait  d 'ant igène 

dans le but un ique d'échapper à la des t ruc t ion  immunitaire. Cet te hypothèse 

peu t  maintenant ê t r e  déf in i t ivement abandonnée comme élément dominant du 

mécanisme d e  var ia t ion  ant igénique. 



En 1975 déjà, VAN MEIRVENNE e t  col1 (1975a) (124) avaient remarqué q u e  

le processus de var ia t ion  ant igénique é ta i t  décelable dans les tous  premiers  

stades de I ' in fect ion,  avant  appar i t ion d 'une défense immunitaire. 

LE RAY e t  col1 (1978) (82) o n t  ensui te montré que  des glossines infectées 

p a r  un clone donné, exhibaient  au bout  de  2 semaines une  d i ve rs i té  de t y p e s  

ant igéniques au  n iveau de leu rs  glandes salivaires. Cet te observat ion suggéra i t  

pou r  les auteurs  que  les ant icorps  ne jouaient pas un rô le indispensable d a n s  

l ' induct ion  du processus. 

Avec l 'u t i l isat ion d u  protocole de c u l t u r e  de formes trypomastigotes s u r  

suppor t  ce l lu la i re développé p a r  HlRUMl e t  col1 (1977) (58) (59) ,  DOYLE e t  

col1 (1980) (34) o n t  démontré que la var ia t ion  ant igénique éta i t  capable d e  se 

p r o d u i r e  i n  v i t r o  e t  avec une  d i rec t ion  similaire à celle rencontrée "in v i v o " .  

Les auteurs  o n t  d 'au t re  p a r t  obtenu, de  la même façon "qu'in v ivo" ,  e t  a 

p a r t i r  de  populat ions clonées, des populat ions d e  rechutes ant igéniquement 

hétérogènes. I l s  o n t  toutefois soul igné qu'il ex is ta i t  une d i f fé rence en t re  le 

temps nécessaire p o u r  détecter  un t y p e  ant igénique nouveau "in v i v o "  e t  "in 

v i t r o "  : 

" ir i  v i vo "  : 10 à 12 jours  après I ' in fect ion de la sour is  

" i n  v i t r o "  : 35 à 46 jours  après  l ' in i t ia t ion d e  la cu l tu re .  

Si donc la var ia t ion  ant igénique se p r o d u i t  réellement de façon simi laire, 

en l 'absence d 'an t icorps ,  el le ne répond p l u s  à un mécanisme adapta t i f  se lon 

lequel le parasi te change d 'ant igène au fur e t  à mesure q u e  I 'hôte synthét ise  

des ant icorps  pour  échapper aux  moyens immunologiques de son hôte.  Selon les 

auteurs ,  le processus de var ia t ion  ant igénique se p rodu i ra i t  à une basse 

fréquence dans une populat ion de trypariosomes, e t  les nouveaux va r ian ts  

dev ie r~d ra ien t  appareri ts dans les rechutes  successives tand is  que les 

précéclen t s  seraient éliminés p a r  le système immunitaire de I'hôte. 

Enf in ,  il a été également montré que le processus d e  var ia t ion  ant igén ique 

pouva i t  avo i r  l ieu chez I'ariimal immuno-supprimé ( t iAJDUK e t  VICKERMAN 

(1981b) ( 5 4 ) ) .  

I I  semble que I 'ot i  s'accorde actuellement à d i r e  que  les ant icorps  de I ' hô te  

n ' o n t  aucune par t ic ipa t ion  i nduc t i ve  dans la modification des t y p e s  

ai i t igéniques. I l s  i n te rv iennen t  seulement, d e  p a r  l eu r  pouvo i r  él iminatoire, 

aai is la sélectioi i des var ian ts .  



1 I I -  A s ~ e c t s  aénét iaues 

De nombreux au teu rs  se sont  penchés, depu is  ces t r o i s  dern iè res  

années s u r  l e  phénomène de  var ia t ion  ant igénique sous l 'angle des acides 

nucléiques. Deux voies d 'approche o n t  été envisagées : 

* la conriaissance des séquences nucléot id iques codant  p o u r  la syn thèse 

des d i v e r s  ant igènes var iables 

* le problème des modif icat ions génomiques accompagnant l 'expression 

successive des d i f f é r e n t s  gènes 

Toutes  ces études dépendaient de la d ispon ib i l i té  du DNA c loné 

complémentaire au  RNA messager spéci f ique d'un ant igène var iab le  d e  surface. 

Plus ieurs équipes se sont  attachées à la dé f i n i t i on  d ' u n  protocole d e  

prépara t ion  de ce matériel  (VJILLIAMS e t  co l l  (1978) (130),  WILLIAMS e t  col1 

(1979) (131) ,  LHEUREUX e t  col l  (1979) (84) ,  PAYS e t  col l  (1980) (99) ,  

HOEI JMAKERS e t  co l l  (1980a) (60) ) .  

A -  Etudes des séauences nucléot id iaues des DNA com~ lémen ta i res  clonés 

1-  Séquence nucléot id ique t r a d u i t e  

a )  existence d 'une  extension C-terminale hydrophobe,  absente d e s  

g lycopro té ines  de sur face isolées e t  pur i f iées.  

Les prcni iers t r a v a u x  dans ce domaine o n t  été pub l i és  pa r  le g roupe  d e  

BOOTHROYD e t  col1 (1980) (13) s u r  I 'AVS 117, d o n t  la séquence arnino ac ide  

ava i t  é té déterminée en pa r t i cu l i e r  dans la rég ion  C-terminale. Les au teu rs  

avaient  a lo rs  ident i f ié  la séquence des 445 nucléot ides d e  I 'ext rémi té 3' d e  

I ' inser t io i i  plasmidique. En comparant ces de rn ie rs  résu l ta t s  avec l 'analyse e n  

séquence pept id ique,  i l s  o n t  mont ré  q u e  la g lycopro té ine  isolée é ta i t  exempte 

de  la séquence hydrophobe cor respondant  a u x  23 d e r n i e r s  codons avan t  l e  

codon s top  du DNA. 

BOOTHROYD e t  coll (1981) (14) o n t  p a r  la su i te  procédé à la détermi- 

nat ion des séquences nucléot id iques codant  p o u r  I 'ext rémi té C-terminale 



d'un au t re  AVS (221) appartenant  au  même stock clorié que  I 'AVS 117. 11s 

purer i t  à i iouve?u mett re en évidence l'absence d 'une queue C-termiriale 

l i ydrophobe de 23 rés idus dans la g lycoproté ine isolée. En outre,  les 2 

extensions se terminaient p a r  les 3 mêmes rés idus  : Leu-Leu-Phe. 

Des extrémités hydrophobes spécif iques d e  5 au t res  AVS o n t  p a r  la su i te  

été caractér iskes (hlAJUMDER e t  col1 (1981) (92) ; MATTHYSSENS e t  col1 

(1981) (93) ; RICE-FICHT e t  col1 (1981) (111)) .  II s'est dégagé de c e t  

ensemble que  toutes se terminaient p a r  8 rés idus  hydrophobes avec comme 

séquence des 3 de rn ie rs  rés idus Leu-Leu-Phe o u  Leu-Leu-Leu. II s 'avérai t  

cependant qu'el les se d is t inguaient  e n  deux groupes su i van t  l eu r  ta i l le  : 23 

rés idus  pour  les AVS 117, 118, l l T a t  1.3, A n T a t  1.1, A n T a t  1.8 ; 17 rés idus  

p o u r  les AVS 221 e t  1 l Ta t  1.1. 

La fonct ion précise de cette extension a ins i  que les condi t ions de sa 

r u p t u r e  res tent  encore à é luc ider .  

PlIous rev ier idrons s u r  les hypothèses susceptibles d 'ê t re  formulées dans 

ces deux do~ ia ines .  

b )  na tu re  de l 'acide aminé C-terminal des g lycoproté ines isolées 

En p lus  de l 'observat ion précédente concernant  le détachement d 'une  

p a r t i e  C-terminale du premier  p r o d u i t  de t raduct ion  des gènes spécif iques 

d'ant igènes variables, la double étude menée p a r  BOOTHROYD e t  col1 (1980) 

(13) a permis d 'ob ten i r  des informations t r è s  or iginales au  sujet  de  l 'acide 

aminé C-terminal de  la g lycoproté ine mature d e  I 'AVS 117 ; l ' hyd ro l yse  

t r y p s i q u e  d e  la molécule dénaturée à abouti  à I 'obtent ior i  d'un g lycopept ide  

C-terminal,  d o n t  l 'analyse a révélé d ' u n e  p a r t  q u e  la g lycosylat ion é ta i t  po r tée  

p a r  l 'acide aminé t o u t  a fa i t  C-terminal, e t  d 'au t re  p a r t  q u e  ce de rn ie r  rés idu  

é ta i t  vraissemblablement une asparagine ou p e u t  ê t r e  un acide aspart ique,  

l 'u t i l i sa t ion  d 'une hyd ro l yse  acide dans ce protocole expérimental ne  permettant  

pas de fa i re  la d is t inc t ion .  Fa i t  surprenant ,  la déterminat ion d e  la séquence 

nucléot id ique a montré que  le codon cor respondant  à ce rés idu  é ta i t  spéci f ique 

d 'un  rés idu  d'acide aspart ique.  un te l  rés idu  e s t  inhabi tuel  en  t a n t  que s i te  

p o r t e u r  d 'une  chaine g lycannique.  A ce t i t r e  BOOTHROYD e t  col1 (1980) (13)  

o n t  vou lu  conf i rmer  son ident i té  p a r  la p reuve  d e  l 'existence du s i te  d e  c l ivage 



par  l 'enzyme spécif ique (H ind  1) s u r  u n  plasmide recombinant contenant u n e  

copie génomique du gène. I I  p o u r r a i t  donc là s 'ag i r  d ' u n  nouveau t ype  d e  

l iaison, à moins que ce rés idu,  en  dern ière  hypothèse ne  soit  conver t i  e n  

asparagine avant  l'étape finale de la glycosylat ion, encore faudra i t - i l  que la 

séquence code de g lycosylat ion soit perçue à t r a v e r s  un h y d r o x y  amino ac ide  

en posit ion 2 de la pa r t i e  hydrophobe.  Ceci es t  le cas p a r  exemple p o u r  A n T a t  

1.1 e t  A n T a t  1.8. 

La même étude a ensui te été menée en paral lèle pour  d 'au t res  AVS du 

même stock (55,60,118,121 ,221 ) (HOLDER e t  CROSS (1981 ) (62) ; BOOTHROYD 

e t  col1 (1980) (13) (1981) (14) ; MAJUMDER e t  col1 (1981) (92 ) ) .  S u r  la base 

également des données de séquence nucléot id ique fourn ies  p a r  d 'au t res  au teu rs  

MATTHYSSENS e t  col1 (1981) (93),  RICE-FICHT e t  col1 (1981) (111 ) ,  les AVS 

peuvent  ê t r e  classés en d i f fé rentes  catégories su ivant  I ' ident i  t é  de l 'acide aminé 

C-terminal (F igu re  2) .  La not ion de t ro i s  groupes sera peut-êt re étendue d a n s  

l 'aven i r  en fonct ion d 'au t res  AVS. 

c )  Existence d 'une homologie au  n iveau d e  la rég ion 3'-terminale 

L'existence d 'une  haute simi lar i té au n iveau de la po r t i on  C-terminale a 

été premièrement suspectée p a r  MAJUMDER e t  col1 (1981) (92).  D e u x  a u t r e s  

équipes l 'on t  ensuite p l u s  largement cernée : 

. le groupe de MATTtIYSSENS e t  col1 (1  981 ) (93)  s u r  les AVS AnTa t  1 .1 

e t  1.8 ( F i g u r e  3) 

Les 115 amino acides C-terminaux d e  ces 2 séquences nucléot id iques 

étaient caractér isés p a r  une homologie globale de 50 %, par t icu l ièrement a u  

n iveau des 32 d e r i ~ i e r s  acides aminés y compris la queue hydrophobe a u  n i veau  

de laquel le seuls 7 amino acides d i f fé ra ien t .  

Fa i t  important ,  les auteurs  o n t  mis en évidence la posi t ion quas i  

invar ian te  des rés idus  de cysté ine : i l s  o n t  t rouvé  en e f fe t  que le nombre 

d'acides aminés e n t r e  2 rés idus  de cysté ine consécuti fs é ta i t  conservé, s a u f  

e n t r e  les posit ions 77 e t  83 (F igu re  3) où il ex is te un décalage d e  2 rés idus.  

Cet te carac tér is t ique suggère que  cet te pa r t i e  de la molécule doive se p l i e r  à 

des exigences conformationnelles st r ic tes,  maintenues p a r  p lus ieu rs  p o n t s  

d isu l fu re .  



* 
AnTat 1 .1  1'Rt>-GLU-hLA-GLU-THR-CYS-LYS-ASi'-sE~-sER-ILE-LEu-LEU-THR-LYs-ASN-PIiE-ALA-LEU-SER-VAL-VAL-SER-ALA-ALA-LEu-vAL-ALA-LEU-LEU-LEU 

* 
1.8 TKP-GLU-GLY-GLU-TtiR-CYS-LYS-ASP-SER-SER-ILE-LEU-VAL-ASN-LYS-GLN-LEU-ALA-LEU-SER-VAL-VAL-SER-ALA-ALA-PHE-ALA-ALA-LEU-LEU-PHE 

* 
AVS 117 TRP-GLU-ASN-ASN-ALA-CYS-LYS-ASP-SER-SER-ILE-LEU-VAL-THR-LYS-LYS-PHE-ALA-LEU-THR-VAL-VU-SER-ALA-ALA-PHE-VAL-ALA-ALA-LEU-PHE 

* 
121 TRP-GLU-GLY-GLU-THR-CYS-LYS-ASP-SER-SER 

* 
I l T a t  1.3 TRP-GLU-GLY-GLU-THR-CYS-LYS-ASP-SER-SER-PHE-ILE-LEU-ASN-LYS-GLN-PHE-ALA-LEU-SER-VAL-VAL-SER-ALA-ALA-PIIE-ALA-ALA-LEU-LEU-PHE 

1 

l 
+ * 

AVS 055 ALA-GLU-THR-ASN-THR-THR-GLY-SER 
+ * 

060 ALA-ASN-THR-THR-GLY-SER 
+ * 

22 1  ASN-THR-ASN-THR-THR-GLY-SER-SER-ASN-SER-PHE-VAL-ILE-SER....................-LYS-THR-PRO-LEU-TW-LEU-fiA-VAL-LEU-LEU-PHE 
+ * 

I l T a t  1 .1  LYS-THR-THR-ASN-THR-THR-GLY-SER....-ASN-SER-PHE-VAL-ILE-HIS....................-LYS-ALA-PRO-LEU-PHE-LEU-&A-PHE-LEU-LEU-PHE 

* Residue C-Terminal glycosylé 
+ glycosylation interne 

Analyse comparative des extensions hydrophobes et des résidus C-Terminaux de plusieurs AVS (Holder et Cross (1981), 
Boothroyd et coll. (1980, 1981), Majumder et coll. (1981), et Rice-Ficht et coll. (1981) et Matth~ssens et coll. (1981)) 

FIGURE 2 



A r p  C l n  L y r  C l y  Ly r  S r  P r o  G l u  S u  A r n  L y r  Ilr S r r  G l u  G l u  
A n T r *  1. • C A 1  CAA AAA CGC AAA TCC C C 1  CAA ACC 

• 0 0 0 0  0 0  0. 0. . 
A n f r r  1.1 AAA CAA ACA ACC AC6 GAA ACT CAC GCC 

L y r  G i n  T b  T b  T b  G l u  S r r  A r p  A l r  

10 3 0  
L y r  G l u  V o l  L y m  A l a  

A n T r r  1. 0 AAC CAC GTT AAA CC6 . . .  
A n T r r  1. 1 CGC ACC CAA ACT CAC 

G l y  T h r  G l u  T h r  AOP 
t 

P o t  1 nrnf 1 
4 0  50  

C l y  C l u  L y r  M i r  L y r  C l u  L y r  C l y  V o l  
Antar 1. l CCA CAA AAC CAC AAA CAA AAG t C C  ttt 

• 0. O 0 . 0 .  O 0 .  

AmTa* 1. 1 TCA C C 1  AAA AAC TCA CCA ACT CAT CCC 
S u  A l o  L y o  L y r  S r r  A l a  sor A r p  Ale 

rosa Hi-dl I I  

k V a l  T h r  C l n  T h r  C l n  T h r  A l o  C l y  C l y  T h r  G l u  A l a  T h r  T h r  A r p  L y r  
Antr8 1. • C t A  ACA CAA ACT CAA ACT GCA CCA C t A  ACC CAA GCC ACA ACA C A 1  AAA 

0 0  0 0 0  0.0 .O0 0. ... ..O 0. 0. O ... 0 0. 0 0  o. o.. 

Anta8 1. 1 t C T  C t A  AêA CAA CCT CAA ACT ACA ACC CGA ACT GAA ACA CCA GCA GAA AAA 
C r r  V a 1  T h r  C l n  A l o  C l n  Th= T h r  S o r  A r g  S r -  G l u  T h r  P r o  A l o  G l u  L y r  

70 00  
L y r  L y r  G l u  S r r  

A o T r r  1. l 

Antar 1. 1 

- - C l u  C l y  G l u  T h r  
A n T d  1. • GAA GCT CAA ACT 

0 O l O.. 0.0 

A n T a 8  1. 1 CAC C C 1  CAA ACT 
G l u  A l r  G l u  T h r  

t 
n i d 1  

Lou S r r  V a 1  V o l  S r r  A l r  A l *  P h o  A l a  A l r  Lou L o u  P h r  
A n t a r  1. l CTC ACC CTG C T T  TCT C C 1  CCA T T 1  CCC CCC TTC CTT T T 1  

00. 0.0 00. 0.0 ..O 0 0  O . o. 0. o. 0. 

A n T o r  1. 1 CTC AGC CTC CTT  T C 1  C C 1  CCC TTA CTG CCA CTG CTC TTC 
Leu S w  V a l  V a l  S r r  A l r  A l o  Lou V r 1  A l o  Lou Lou L o u  

.o. 00. ..O 

> TCC AAA TGC 
) C y r  U Lyo Trp 

100 
L y r  G l n  Lou A l o  
AAA CAA TTA GCC 
.O O 0. ..O 

AAG AAC TTC CCC 
L y m  A r n  P h r  A l o  

o.. 

TAA TTA GCC CCC 
0.0 

TAA ACA CC7 TTC 

A n t a r  1.0 CTC T T 1  CTA AAA ATT TTC CCC CTC CTA AAA TTT  TCC TAC TC1  C A 1  ATA TTT 

A n T o r  1. 1 TTC CCC T C 1  C T T  TAA AAT T T 1  CCT TCC TAC TTC AAA AAC TTC TCA TAT 4 1 -  

A n T r r  1. @ TAA CAC CTA AAA AAT TCc  CCC < A ) p  

A n T o t  1. 1 TTA ACA CC7 T T ( A > n  

Sequences nucléotidiques identif iées (avec correspondance amino acide) 

pour les AVS : AnTat  1.1 et  AnTat  1.8 (MATTtiYSSENS e t  Coll, 1981 ) .  

FIGURE 3 --- - 



. le g roupe  de RICE-FICHT e t  col1 ( 1981 )  (111 )  s u r  les AVS I l T a t  1 . 2 ,  

l l T a t  1.3 e t  I 'AVS 11 7 ( F i g u r e  4 )  

La simi lar i té débute 5 env i ron  330 nucléot ides avant  le codon stop. AprCs 

déduct ion des amino acides correspondants,  les auteurs  o n t  pu noter  que  l o r s  

du changement d'un acide aminé, celui-ci é ta i t  remplacé p a r  un rés idu  d e  

po lar i té  similaire. I l s  o n t  également t rouvé  parmi  les 105 acides aminés 

C-terminaux hautement conservés, 8 rés idus  de cysté ine posit ionnés 

prat iquement aux  mêmes endroi ts .  De p lus,  ces rés idus étaient agencés d e  

façon par t icu l iè re  : la séquence précédant  la queue hydrophobe é ta i t  const i tuée 

de 25 rés idus  t r è s  hydroph i les  contenant 4 d e  ces cystéines. Cet te rég ion  

succédait à une région non chargée d e  17 à 18 rés idus.  E t  à nouveau, devan t  

cet te pa r t i e  hydrophobe,  se re t rouva i t  une rég ion hyd roph i l e  contenant  les 4 

au t res  cystéines. i 
Toutefois, un a u t r e  AVS é tud ié  p a r  le même groupe (11Tat 1  . l )  s'est 

montré p l u s  éloigné dans sa déf in i t ion  p a r  r a p p o r t  à la "famil le" de  va r ian ts  

déjà étudiés. I I  semble d 'a i l leurs  p l u s  proche d'un quatr ième I l T a t  ( 1 . 4 )  d o n t  

la séquence correspondant  à cet te région n 'é ta i t  que  part iel lement déterminée. 

Les auteurs  o n t  p u  a l igner  toutefois les séquences d e  DNA (F igu re  5 )  de te l le  

sor te que parmi  les 100 dern ie rs  nucléot ides ident i f iés  d e  I 'AVS I l T a t  1  . Y ,  56  

é ta i t  semblables à ceux de I 'AVS I l T a t  1  . l .  En supposant que l'homologie se 

poursu ive  jusqulau codon stop, el le concernerai t  a lors 225 nucléotides. De  

p lus ,  les posi t ions des 4  rés idus  d e  cysté ine les p l u s  proches du C-terminus 

étaient conservées e t  comme d iscuté  précédemment dans une région t r è s  

hydroph i le .  I I  ex is ta i t  toutefo is  des rés idus de cysté ine supplémentaires dans 

la séquence de I 'AVS l l T a t  1  . 1  non ret rouvées dans celle d e  I 'AVS l lTa t  1  .4. 

Ces deux  clones ne semblaient pas avo i r ,  parmi l e u r  ressemblance, une rég ion  

non chargée conservée, entourée d e  2 régions hydroph i les  contenant chacune 4  

rés idus  de cysté ine i nva r ian ts  comme les t ro i s  au t res  clones. 

En conclusion, il se dégage d e  ces t r a v a u x  l 'existence d 'une cer ta ine  

constance a u  n iveau de la région C-terminale, témoignant d e  sa par t ic ipa t ion  

dans la conformation de la molécule à la sur face du parasite, pr inc ipalement 

imposée p a r  des ponts  d i su l fu re .  En plus, cer ta ins  gènes, même issus d e  

réper to i res  d i f f é ren ts  sont  caractér isés p a r  une s imi l i tude t r è s  accentuée a u  

n iveau de leu rs  100 dern ie rs  codons envi ron.  II semble donc que les gènes se 

répar t issent  en  p lus ieurs  familles, d o n t  les membres présentent  au n iveau du 



1260 
1 . 2  CAC G U I  ATG M G  A U I  GAC AGA A GGC 
1 . 3  A G A C W I M T C M G G T A A A C A G  ACG 
1 1  7 CTA GCA W T  C M  AM GGC AAA 4 CCT 

' \ I I !  P] 
. .W., ^*  

Séquences nucléotidiques identifiées pour les AVS : 117 (BOOTHROYD et 

Coll., 19811, IlTat 1.2 et IlTat 3.3 (RICE-FICHT et Coll., 19831, ho- 

mologies de la région 3 '  terminale (RICE-FICHT et Coll., 1981). 

FIGURE 4 - 



1.1 GTT GCC TGC MA M C  GCC GGC GGC GCA TGC ACT GCA GCC AGC AGC AGC GAC A M  ATA CAT ATA ACG ATC CAA ACG GAC A M  A M  M C  AAA 

1.4 GT TTC TAC CAG CAC C M  ACC M G  GTA ATG CAC CTT GCd GGG TAC CTA GAA ATA ACA TCA CCA GCA GGC AGA ACG ACG 

1.1 GU; MA GCG GCC AGC ACG ATG GAC TCC C M  M C  ACA GCG GTC GCA TTC GCA ACG GAG CTG CAG ATT GGA AGC TGG AAA AGC CAC CAC ATA 

1.4 CTA GM CTG MA AAC CTC AM: GAC ATC GCA CAG GAC GGT GTA CAC AAA AGC GGG CAG CTA TTG GGA GAG ATC TAC ACA CCG CTT GCA ACA 

1.1 6M: AGC MC ATA ACG GCT TTG GCG M T  GCC TTA ACA GCA CTA GAC AGC ATT CCT GAC CTC ACA GAC CCA ACG GCT TAC ACA M A  GAC GCG 

1.4 TTA MC ACT GAA GAC ACA ACA GAA ATT AAA ACC ACA GAT GAA AGC ATA ATA AGA AGC GCT GCA GCT GCC AGC ACA TTA GAG GCC GCC GTT 

1.1 GCG TTC MA C M  CTA GTA CCC ACA GTA GCG CTC AAC M G  CCG CCA ACC ACG GAG CTA ACC GGA GAA GTT CTA GAC GCA GTA AAA CAC AGC 

1.4 CAG GAG GCT c n  AAA CTG GCA AÀT ccc GAG ACG GAC CM GAA AAG CTG AAA GAA.GAA GCA GCA GAC ATC ATC AAG GAG TTT GTG GGA AGC 

1.1 ATG TGC C M  C M  CTA CGG AAC CTC GGC AAG CGA GCT GAC GAC AAA ATT TGG GAA CCG TTA AAT GAA CAG ACG GCC AGC TAC TAC AGC GAA 

1.4 GM MT ACA MG GGT TCC AAG GCT TGG GAA AAA CTA M G  TCG ACA AAA GTG AAG GGC ACA GAG GCG AAA CCC GAA AU\ WV\ AAA GAG CTA 

1.1 MA ACT ATC MA M C  GAC C M  CTA M G  CTA CTA ACA AGC AAC C M  CAG CTG ACA ACT GCA CTA GGA GTA GCA CTG GCG AAA GCA ATA M C  

1.4 AM GAC ATT ACT CAC AAC GCT AAA CTG GTG TCG GCA CTA M T  TAC TAC ATC AGC AGT GCT GAA TCT M G  CTA CAG GAA GCG GAG ACA AAA 

1.1 GTA MA GM GCT TCC AAA AAG CAA TGC AAC CTA CAC GGC CAT GAA ACA GAC 'GCT ACG 

1.4 CTA M GCA ACA A M  GCT GCA GCT GAA AAA GTG CCA ACA GCG CCT AAA CCA GAT GAA 

GTA GCA GAA CAA GCA GCA ACA 

1.1 M T  C M  GM ACA CM GGC AM GAT GGA AAA ACC ACA M C  ACC ACA GGA AGC T TCT TTT GTC ATT CAT AAG GCA CCA CTT TTT CTT GCG b - * 
1.1 TTT TTG C n  T n  T M  TTT TTC CCT TTA AM TTT TCC TCC TTT AAA AAC AM T n  TTT CTA C T l  GAA MC TTC TGA TAT TTG ATA TAT TTT 

1.1 MC ACC TTT AAA AM MA MA MA M ( C ) 2 5  - 

Séquences nucléotidiques pour les AVS I lTat 1.1 et  IITat 1.4 (RICE-FICHT e t  coll, 1981 ) . 

FIGURE 5 - 



dern ier  qua r t  de  la molécule un degré élevé d'homologie. D'ailleurs, cet te  

répar t i t ion s'accorde e t  donc renforce la classification précédemment évoquée 

(F igure 2) su r  la base de la qual i té de  l'acide aminé C-terminal. 

Vers  l 'extrémité N-terminale, aucune homologie supérieure à 2 amino 

acides n'a p u  ê t re  mise en évidence. 

d )  séquence N-terminale "signal1' 

Les t ravaux de Mc CONNEL e t  col1 (1981) (94) e t  BOOTHROYD e t  

col1 (1981 ) (14) (1982) (15) on t  montré que les AVS étaient synthétisés comme 

le sont généralement les protéines de surface ce1 lu la i re e t  les protéines 

secrétées (BLOBEL e t  DOBBERSTEIN (1975) (12) ) ,  c'est-à-dire sous forme 

d ' un  précurseur  muni d'une extension N-terminale. Dans le cas des AVS, cet te  

séquence "signal" est  part icul iérement longue (au moins 25 résidus).  

e )  état  actuel des connaissances su r  les AVS de T .  b. bruce i  

A l 'heure actuelle, l'on connaît la séquence nucléotidique compléte 

d 'un  AVS : I'AVS 117 (BOOTHROYD e t  col1 (1982) (15)) .  Des données 

part iel les on t  également été établies pour  10 autres AVS (BOOTHROYD e t  col1 

(1981) (14) ; MAJUMDER e t  col1 (1981) (92) ; MATTHYSSENS e t  col1 (1981) 

(93) ; RICE-FICHT e t  col1 (1981) (111)). 

2- séquence nucléotidique non t radu i te  

L'analyse des DNA complémentaires a également permis de sou1 i gne r  

que l'homologie se poursuivai t  à un haut  degré dans la région 3' non t radu i te  

(MATTHYSSENS e t  col1 (1981) (93) ; RICE-FICHT e t  col1 (1981) (111) ; 

MAJUMDER e t  col1 (1981) (92) ) .  

Etant donné que ces régions de mRNA ne sont habituellement pas 

conservées, il est  vraisemblable qu'elles soient douées d'un r61e par t icu l ie r  

dans les mécanismes génétiques de  la var iat ion antigénique. 

B- Uti l isat ion des techniques d 'hybr idat ion 

Grâce aux techniques d 'hybr idat ion,  p lusieurs points fondamentaux o n t  



été établis : 

1- Pour un sérodème donné, chaque var iant  antigénique contient le 

réperto i re ent ier  des gènes codant pour  les AVS de ce sérodème 

(WILLIAMS e t  col1 (1979) (131) ; HOEIJMAKERS e t  col1 (1980b) (61) 

; BORST e t  col1 (1980a) (17) )  

' La création de nouveaux var iants n 'est  donc pas le fait  d 'une 

recombinaison de segments selon une façon analogue à l'assemblage des gènes 

des immunoglobulines. 

2- Chaque DNA complémentaire spécifique d 'un  AVS est capable de  

reconnaître au niveau des d i f férents  génomes d 'un  répertoire, une  

famille des gènes apparentés (isogènes) . 

Les expériences d 'hybr idat ion avec les hydrolysats endonucléasiques ' de DNA nucléaire issu de plusieurs var iants on t  révélé que chaque DNA 

complémentaire spécifique d 'un  AVS s 'hybr ida i t  selon une intensité variable, 

avec plusieurs bandes. Par conséquent, chaque DNA complémentaire spécif ique 

d 'un  AVS reconnaissait une famille de gènes d i f férents  mais apparentés. Le 

nombre des "isogènes" était  variable selon les familles. (HOEIJMAKERS e t  col1 

(1980b) (61) ; PAYS e t  col1 (1981a) (100)). 

BORST e t  col1 (1980b) (18) ainsi que FRASCH e t  col1 (1980) (40), avec 

l 'ut i l isat ion de segments de DNA complémentaire on t  montré que  le deg ré  

d'homologie ent re  les gènes d'une même famille augmentait depuis l 'extrémité 5 '  

ve rs  I 'extrémité 3'. Selon les auteurs pa r  conséquent, au cours d e  l 'évolut ion 

des gènes, le taux d'acceptation de mutations diminue dans ce même sens. 

3- L'expression de  certains AVS est liée à une dupl icat ion d u  gène 

e t  à la transposit ion de la "copie" au niveau d 'un  s i te d'ex- 

pression. 

(HOEIJMAKERS e t  col1 (1980b) (61) ; BORST e t  col1 (1980a) (17) 

(1980b) (18) ; FRASCH e t  col1 (1980) (40) ; PAYS e t  col1 (1981a) (100) 

(1981b) (101 ) ; BERNARDS e t  col1 (1981) (9 )  ; MAJIWA e t  col1 (1982) (91)) .  

a) Copie de base (BC, Basic Copy) e t  copie liée à l 'expression 



(ELC, Expression-Linked Copy) 

(HOEIJMAKERS e t  col1 o n t  montré en 1980 (61) les fa i ts  su ivants  : 

. Les DNA complémentaires des AVS 117 e t  118 reconnaissent 

respect ivement parmi les hyd ro l ysa ts  endonucléasiques de chaque DNA 

nucléai re issu des 4 var ian ts  étudiés (1 17,188,121,221 ) un ensemble p r o p r e  e t  

caractér is t ique de bandes. Cet  ensemble commun représente le réper to i re  d e  

base. 

. Chacun d e  ces cDNA complémentaires reconnait ,  en p l u s  de ce 

réper to i re  de base, une bande supplémentaire dans le DNA nucléai re issu d e  la 

cel lule homologue. Par conséquent, la cel lule qui expr ime I 'AVS cont ient  a u  

n iveau d'un si te d'expression u n e  copie supplémentaire du gène (ELC) .  

PAYS e t  col1 (1981) (100) (101) o n t  aussi t r o u v é  q u e  l 'expression des 

sérotypes A n T a t  1.1 e t  A n T a t  1.8 é ta i t  liée à la synthèse d 'une copie 

addi t ionnel le du gène e t  à la t ransposi t ion de I 'ELC au  n iveau d'un au t re  s i t e  

dans le chromosome. I l s  o n t  aussi montré que les formes procycl iques d e  

c u l t u r e  "in v i t r o "  du sérotype A n T a t  1.1 ne  contenaient p l u s  I'ELC. Le fa i t  e s t  

cor ré lé  avec l'absence de synthèse du revêtement g lycopro té ique dans les 

cellules procyc l iques cul t ivées "in v i t ro " .  

De façon analogue, I'ELC du gène spécif ique de I 'AVS 118 d ispara i t  

lorsque ce var ian t ,  après inoculat ion à un lapin donne naissance à d e  nouveaux 

t ypes  ant igéniques (MICHELS e t  col1 (1 982) (95 ) ) .  

b )  I'ELC représente le gène a c t i f  

Cet te copie addit ionnel le, don t  o n  a v u  q u e  l 'existence é ta i t  corré lée 

avec I 'expression, représenta i t  donc t r è s  vraissemblablement la séquence 

ef fect ivement t ransc r i t e  en  RNA messager, e t  les premiers t r a v a u x  e n t r e p r i s  

dans ce sens sont  ceux d e  PAYS e t  col1 (1981 c )  (1  02) s u r  A n T a t  1.1 ; ces 

de rn ie rs  o n t  é tud ié  la sensib i l i té  d 'une  copie d e  base ( B C ]  e t  d e  sa copie 

addi t ionnel le l iée à l 'expression (ELC) à la DNAse 1 ,  enzyme caractér isé p a r  

une  act ion p l u s  marquée au  n iveau d e  la chromatine ac t ive  que  d e  la 

chromatine inact ive chez les eucaryotes (WEINTRAUB e t  GROUDINE (1976) 

(129)) .  Leu r  résu l ta ts  o n t  montré que  I tELC se t r o u v a i t  dans une  conf igura t ion  

chromatinienne p l u s  sensible à l 'action d e  l'enzyme que B C  e t  les auteurs  o n t  



de ce fa i t  suggéré que I'ELC était  la séquence ut i l isée pou r  la t ranscr ipt ion.  

La preuve directe fut finalement apportée par  l 'expérience de BERNARDS e t  

col1 (1981) (9) ,  se rapportant  à une digestion pa r  la S1 nucléase d 'hybr ides 

mRNA-BC : les auteurs on t  ainsi montré que les mRNA spécifiques des AVS 

11 7 e t  11 8 d i f féraient  des copies de base correspondantes au niveau des 100 à 

150 dern iers  nucléotides précédant l 'extension poly A. Les auteurs on t  aussi 

mis en évidence que ce segment terminal était  ajouté au gène pendant la for -  

mation de IIELC, e t  que par  conséquent I'ELC étai t  nécessairement le modèle 

ut i l isé pour  la t ranscr ipt ion.  . 

c )  caractérist iques d u  processus de transposit ion 

. D'après les résultats de BERNARDS e t  col1 (1981) (9 ) ,  la transpo- 

si t ion du segment calqué à pa r t i r  de la copie de base s'accompagne d 'un  re-  

maniement au cours duquel  I 'extrémité 3' d u  segment est remplacée par  une  

extrémité 3' nouvelle, d i f férente de celle de BC, vraisemblablement déjà 

présente dans le si te d'expression. La séquence remplacée correspond à 

l 'étendue 3' non t ranscr i te  e t  aussi à une par t ie  de I 'extrémité C-terminale 

t radui te.  

Les auteurs se sont attachés d 'autre p a r t  à la comparaison de ces 

séquences nucléotidiques di f férentes de I 'extrémité 3' ent re  le DNA 

complémentaire e t  la copie de base de I 'AVS 117. En réalité, les variat ions au  

niveau de cette zone ne sont pas considérables e t  proviennent seulement d e  

quelques mutations ponctuelles, e t  de quelques insert ions e t  délétions. En  

dépi t  de ces dif férences, les auteurs on t  souligné que la copie de base étai t  

munie d 'une extrémité 3' pleinement fonctionnelle, capable de coder pour des 

protéines tou t  à fa i t  caractérist iques au niveau de  la région C-terminale, e t  

pourvues du prolongement non t radu i t  comprenant les groupes de séquences 

homologues habituellement rencontrées au niveau des mRNA spécifiques d'AVS. 

Les mêmes observations on t  pu ensuite ê t re  faites avec I 'AVS 118 (BERNARDS, 

revu  pa r  CROSS e t  BORST (1982) (19) ) .  

Pour BERNARDS e t  col1 (1981) (9) ,  la recombinaison ent re  la copie de  

base e t  le si te d'expression pour  la formation de  I'ELC peut  se produi re  e n  

n' importe quel po in t  dans la séquence conservée des 150 dern iers  nucléotides 

des gènes. 



Une nouvelle observation est venue récemment appuyer cette dern ière  

hypothèse : MICHELS e t  L IU  ( r evu  pa r  CROSS e t  BORST (1982) (19) on t  

t rouvé en e f fe t  au niveau d 'un clone spécifiant I'AVS 118 un mRNA entièrement 

colinéaire avec la copie de base ; i ls  pensent que l ' insert ion peut  avoir été 

effectuée dans ce cas au niveau de la port ion terminale de 16 bp homologue 

daris tous les mRNAs. 

. PAYS e t  col1 (1981b) (101) on t  démontré pour  les AVS AnTat  1.1 e t  

AnTat 1.8 que l'élément transposé éta i t  d'une tai l le supérieure à celle des 

mRNAs correspondants. Par la suite, VAN DER PLOEG e t  col1 (1982a) (122) 

on t  signalé la même observation pour  les AVS 117 e t  118. En conséquence, un 

segment supplémentaire de DNA est calqué e t  cotransposé avec la séquence 

caractérist ique du mRNA. 

PAYS e t  col1 (1982) (104) on t  ensuite montré que la sonde caractérist ique 

de l 'extrémité 5' de l'élément transposable pour  I'AVS L iTat  1.6 n e  

reconnaissait pas le mRNA mature, mais reconnaissait spécifiquement des 

t ranscr ip ta ts  à la fois p lus grands e t  p lus  pet i ts  que le mRNA. I l s  ont  de  ce 

fa i t  proposé que le gène serai t  d'abord t ranscr i t  sous forme d'un précurseur  

de p lus  grande tail le, qu i  serai t  ensuite clivé. Dans ce modèle, le promoteur 

serait  donc fourn i  pa r  le si te d'expression. 

En  parallèle avec ces observations, d'autres t ravaux (BERNARDS e t  col1 

(1981) (9)  ; VAN DER PLOEG e t  col1 (1982a) (122) ; VAN DER PLOEG e t  col1 

(1982b) (123)) on t  permis aussi de détecter avec une sonde caractérist ique du 

segment 5 '  co-transposé de IIAVS 118 des t ranscr ip ta ts  spécifiques p lus  cou r t s  

e t  p lus  longs que le mRNA mature. L'un de ces t ranscr iptats,  en par t icu l ie r ,  

représentait  la total i té d u  segment co-transposé. En comparant la séquence d e  

l 'extrémité 5' d u  mRNA avec celle de la copie de base du gène, les auteurs o n t  

aussi démontré que  les 34 nucléotides 5'-terminaux étaient d i f férents.  Par 

conséquent, cette extrémité 5' du mRNA mature n'est pas codée pa r  la 

séquence correspondante de  BC e t  les auteurs on t  ainsi montré qu'el le 

v iendra i t  se l ie r  au reste de la séquence par  la découpe d'un précurseur de  

p lus  grande tail le. BERNARDS (1982) (10) a proposé (F igure 6 )  un schéma de  

remaniement moléculaire répondant à ces observations. Selon ce schéma, la 

t ranscr ip t ion démarre avant le segment transposé e t  donc le si te d'expression 

fourn i t  le promoteur requis pour  in i t i e r  la t ranscr ip t ion du gène. Le premier 

p rodu i t  de t ranscr ip t ion est  remanié pour  donner naissance au mRNA mature 



old ELC 

'duplicated BC 

new ELC 

precursor mRNA 

mature mRNA 

Representation schbmatique des processus de  formation d e  I'ELC e t  de 

transcription en RNA messager (Bernards ( 1  982) ) . 
FIGURE 6 



muni d'une extrémité 5 '  nouvelle indépendante du segment cotransposé. 

BOOTHROYD e t  CROSS (1982) (16) se sont également attachés a l 'étude de  la 

séquence nucléotidique des extrémités 5' d u  mRNA e t  de BC de I'AVS 117. 

Comme il a été démontré pour  IIAVS 118, les auteurs on t  également mis e n  

évidence I'existence d'un exon de 35 nucléotides. De surcroî t ,  la séquence du 

segment pour  ce var iant  s'est révélée absolument identique à celle de I 'AVS 

118. 

d )  Analyse d u  site d'expression 

PAYS e t  col1 (1981b) (101) ont  étudié les ELCs de deux clones 

d i f férents  expr imant le même type antigénique (AnTat  1.1) ; leurs  résul tats 

suggéraient que les séquences du gène ainsi que leurs  prolongements 

semblaient similaires. Les auteurs avaient donc démontré que les copies addi-  

t ionnelles avaient été calquées à p a r t i r  de la même copie de base, e t  t rans-  

posées au niveau de sites d'expression similaires. 

A ce sujet, VAN DER PLOEG e t  col1 (1982a) (122) on t  comparé les cartes 

de rest r ic t ion endonucléasique des 2 ELCs des gènes des AVS 117 e t  118 

(F igure  7) e t  d'après les p ro f i l s  obtenus, il semble que les gènes aient été 

transposés au  niveau d u  même site chromosomal caractérist ique. Ce site es t  

caractérist ique par  le fa i t  qu ' i l  est dépourvu de tou t  s i te enzymatique d e  

rest r ic t ion su r  une importante distance de p a r t  e t  d 'autre du segment 

transposé ( 6  kb à l 'avant e t  8 k b  à l 'a r r iè re) .  En outre, la séquence de 8 kb 

se termine pa r  une position qui représente un site de clivage pour 15 

endonucléases de rest r ic t ion dif férentes. Les auteurs on t  in terprété  le  fa i t  e n  

suggérant  que  cette posit ion représentait  la fin de  la molécule de DNA. 

L'absence de  sites potentiels de cl ivage su r  une telle longueur révélai t  

I 'existence de  régions r iches en succession d'adénine e t  de  thymine, ou d e  

séquences simples de DNA relativement homogènes. 

Récemment, MICHELS e t  col1 ( r e v u  par  BERNARDS (1982) (10) ; BORST 

e t  CROSS (1982) (19))  on t  analysé les ELCs de 2 clones d i f férents  spécif iant 

IIAVS 118. S'i ls ont  pu encore t rouver  une homologie au niveau des s i tes 

d'expression, i l s  on t  néanmoins remarqué que les séquences caractérist iques de  

DNA d i f féra ient  au niveau de  leur tai l le (devant pa r  une insert ion de  10 kb e t  

der r iè re  par  une délétion de 2,7 kb ) .  

Pour BORST e t  CROSS (1982) (19), ces régions de DNA pourraient  ê t r e  
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coi ist i tuées de pe t i t s  éléments rbpé t i t i f s  e t  les observat ions d e  MICt iELS 

résu l te ra ien t  cians ce cas d 'une dupl icat ion ou d 'une délét ion d e  ces éléments 

répét i t i f s .  Les auteurs  n 'excluent  pas toutefo is  la possib i l i té  q u e  les gèries 

pu issent  ê t r e  insérés dans des posit ions d i f fé rentes  du site d 'expression ou 

b ien  que p lus ieu rs  si tes d 'expression soient présents.  

4- Certa ins gènes spécif iques sont  expr imés sans qu'il so i t  possible 

de détecter  un mécanisme d e  dupl icat ion e t  t ranspos i t ion  

WILLIAMS e t  col1 s 'étaient attachés dès 1979 (131 ) à é tud ier  les 

hyb r ida t i ons  du DNA complémentaire spéci f ique d'un AVS ( I ITa t  1.2) avec des 

f ragments génomiques d e  res t r i c t i on  du va r ian t  homologue e t  d e  deux a u t r e s  

clones. Leu rs  résu l ta ts  n 'avaient  pas mis en évidence la formation d 'une ELC. 

I l s  avaient  observé en revanche que le DNA complénientaire s 'hyb r ida i t  avec 

des f ragments nucléaires d o n t  les tai l les étaient d i f fé rentes  selon les va r ian ts ,  

p r e u v e  de l 'ex is tence d'arrangements d i f f é ren ts  d e  séquences d e  DNA a u t o u r  

de ces gènes selon les clones. Leu rs  résu l ta ts  ind iqua ient  q u e  la variadion 

ant igénique metta i t  en oeuvre un t y p e  a u t r e  d e  réarrangement a u  n iveau du 

génome, qui n 'ava i t  en apparence aucune re lat ion d i rec te  avec l 'expression d u  

gène. La poursu i te  des t ravaux  (WILLIAMS e t  col l ,  1980) (132) a conf i rmé le 

fa i t  e t  appor té  d 'au t res  précis ions : 

. le gène spécif ique de I 'AVS I l T a t  1.2 ex is te  sous forme de 2 copies dans  

les trypanosomes expr imant  ou n 'expr imant  pas le clone. 

. les modif icat ions génomiques observées résu l ten t  d ' inser t ions  e t  d e  

délét ions au  n iveau des extrémités 3' des 2 copies du gène. 

II apparaissai t  donc essentiel d e  savoir  si  l 'absence d 'une copie 

addi t ionnel le é ta i t  ou  non  une  caractér is t ique p r o p r e  au  sérodème étudié p a r  

ce t te  équipe. La conclusion a f inalement été apportée p a r  les t r a v a u x  d e  

MAJIVJA e t  col1 (1982) (91 ) ; Les au teu rs  o n t  analysé p lus ieurs  va r ian ts  e t  o n t  

t r o u v é  les résu l ta ts  su ivants  : 

1 / p o u r  I 'AVS I l T a t  1.1 du sérodème, il a été possible d e  détecter  u n e  

ELC dans les cel lules homologues. 

21 le répe r to i re  de base demeure inchangé dans les aut res  clones é tud iés  

( I I T a t  1.2 e t  I l T a t  1.3). 



31 à l'opposé, les résu l ta ts  obtenus avec I 'AVS I l T a t  1.3 se rapprochent  

de  ceux précédemment évoqués avec I 'AVS l t T a T  1.2. La seule d i f fé rence 

rés ide  dans le nombre de copies. 

Par conséquent, à l ' i n té r i eu r  d'un sérodème donné, I t on  p e u t  rencon t re r  

l'un ou l 'au t re  t y p e  de réarrangement. Des t r a v a u x  u l té r i eu rs  (LAURENT e t  

col1 (1983) (79) o n t  également signalé que l 'ant igène le p l u s  prédominant d'un 

sérodème ( A n T a t  1.3) s 'exprimait  avec un phénomène d e  

dupl icat ion- t ransposi t ion.  

L'existence de gènes dont  l 'expression n 'éta i t  apparemment pas l iée à un 

processus d e  dupl icat ion e t  t ransposi t ion a été également re t rouvée p a r  BORST 

e t  col1 (1980b) (18) e t  BERNARDS (1982) (10) .  

S u r  la base des résu l ta ts  actuels, il semblerait q u e  la régu la t ion  d e  

I 'expression puisse ê t r e  assurée p a r  2 mécaiiisrnes complètement d i f f é ren ts  : 

11 Selon u n  premier  schéma, l 'on t r o u v e  une  copie de base ( B C )  d e  

chaque gène dans tous les trypanosomes e t  u n e  copie addit ionnel le l i6e à 

I 'expression (ELC) uniquement dans les va r ian ts  p o u r v u s  de la spéci f ic i té  

immunologique correspondante. Cet te  copie addit ionnel le es t  ut i l isée p o u r  la 

t ransc r ip t i on  en RNA messager. 

21 D'autres gènes sont  act ivés sans possib i l i té  de  détect ion d 'une  ELC. 

Dans ce cas, I texpression serai t  contrôlée p a r  un a u t r e  mécanisme. 

BERNARDS (1982) (10) a toutefois évoqué le  fa i t  q u e  dans ce d e r n i e r  

cas, I 'ELC p o u r r a i t  ex i s te r  sans q u e  ses f ragments puissent  ê t r e  décelables e n  

technique d e  b lo t t ing .  L 'au teur  propose p lus ieu rs  expl icat ions p o u r  ce t te  

éventual i té  : 

. une var ia t ion  de longueur des séquences de DNA au  n iveau du s i te  

d 'expression selon les parasites. 

. une  instabi l i té  d e  certaines d e  ces séquences. 

D 'aut re  pa r t ,  BOOTHROYD e t  CROSS (1982) (16) se sont  aussi in téressés 

à l 'é tude d e  la séquence nucléot id ique d e  l 'ext rémité 5' d'un mRNA spéci f ique 



d'un AVS (221) p o u r  lequel l 'expression ne  s'accompagne pas d e  la détect ion 

d 'une ELC. I l s  o n t  encore t r o u v é  p o u r  les 35 premiers nucléot ides u n e  

séquence st r ic tement  ident ique à celle des AVS 117 e t  118. En conséquence, le 

promoteur p o u r  I 'AVS 221 est s u i v i  du même segment q u e  celu i  des  AVS 11 7 e t  

118, e t  les au teu rs  o n t  proposé 2 expl icat ions p o u r  ce f a i t  : 

. le segment p o u r r a i t  posséder un rô le indispensable dans le 

fonct ionnement du promoteur ou  dans le remaniement d u  mRNA 

. I 'act ivat ion du gène spéci f ique de I 'AVS 221 s 'ef fectuerai t  p a r  la 

juxtaposi t ion du même promoteur que  celui  t r o u v é  p o u r  les sites d 'expression 

des AVS 117 e t  118, mais selon une  modalité indétectable encore inconnue. 

La conclusion d e  leurs  de rn ie rs  résu l ta ts  semble démontrer  q u e  l 'act ivat ion 

des gènes u t i l i se  si  ce n'est le même promoteur, t o u t  du moins un promoteur 

du même type .  Cette hypothèse permet t ra i t  d 'exp l iquer  le fa i t  qu'un u n i q u e  

AVS soit  syn thét isé  à un moment donné. 1 

5-  Evolut ion des gènes codant p o u r  les g lycoproté ines d e  sur face 

Des auteurs  (VAN MEIRVENNE e t  col1 (1977) (126) ; VERVOOT e t  

col1 (1981) (127) ; MAGNUS e t  col1 (1982) (89 ) )  o n t  comparé pa r  immunolyse e t  

immunofluorescencence les AVS de réper to i res  ant igéniques issus d e  d i f fé rents  

stocks de parasi tes e t  o n t  montré : 

. que la p l u p a r t  des t ypes  ant igéniques éta ient  t rouvés  uniquement dans  

un seul stoclc 

. mais aussi que  cer ta ins t ypes  ant igéniques de réper to i res  d i f f é ren ts ,  

même issus d e  sous-espèces ou espèces d i f fé rentes  ( A n T a t  1.8 e t  AVS 117 d e  

T .  b. bruce i ,  A n T a t  12.2 de T. b. rhodesiense, L i T a t  1.6 de T. b. gam- 

biense e t  A n T a t  3.3 de T .  evansi )  se révéla ient  similaires selon les tests im- 

munolog iques , e t  donc semblaient relat ivement conservés. Ces t y p e s  ant igéni-  

ques o n t  été qual i f iés d ' isotypie.  

D u  p o i n t  de  v u e  génétique, l 'é tude de l ' hyb r ida t i on  d 'une sonde 

spécif ique du gène A n T a t  1.8 avec le DNA nucléai re issu  de ces d i f f é ren ts  

stocks a aussi  démontré la conservat ion d e  la séquence code correspondant  à 



ce gène (PAYS e t  col1 (1981b) (101), (1981d) (103), (1982) (104)). 

D 'au t re  p a r t ,  l 'é tude de la séquence nucléot id ique d e  deux AVS i so typ i -  

ques (AVS 117 (BOOTHROYD e t  col1 (1980) (13), (1982) (15) )  e t  AnTa t  1.8 

(MATTHYSSENS e t  col1 (1981) ( 9 3 ) ) )  a ind iqué qu'il ex is ta i t  e n t r e  les d e u x  

gènes une homologie quas i  complète des bases. 

FRASCH e t  col1 (1982) (41) se sont  intéressés, à l 'étude du degré  d e  

conservat ion de cer ta ins  gènes d'un réper to i re  dans 12 stocks d e  parasi tes 

d 'o r ig ine  d i f fé rente .  Les auteurs  o n t  t r o u v é  que  I 'AVS 1 17 é ta i t  essentiellement 

conservé dans 11 d e  ces stocks. L'AVS 11 8 s'est révélé présent  dans  7 s tocks  

mais sous 4 formes d i f f é r a n t  p a r  leur  si tes enzymatiques de res t r ic t ion .  L ' A V S  

221 s'est montré absent  de  tous les stocks. 

Les auteurs  o n t  e n  conséquence classé les genes en deux  catégories. Les  

gènes stables e t  les genes à évolut ion rapide. I l s  pensent q u e  les trypanosomes 

développent  un mécanisme p o u r  accélérer l 'évolut ion d'un groupe d e  gènes. 

Autrement dit, il ex is tera i t  un nombre l imité de gènes stables e t  des  copies d e  

ces gènes pour ra ien t  ê t r e  transposées dans une rég ion spéciale du génome o u  

l 'évolut ion d e  la séquence es t  t r è s  rapide. Les gènes seraient p e r d u s  de c e t t e  

rég ion avec le même ry thme avec lequel i l s  y entrera ient .  L 'évolut ion 

résu l te ra i t  de mutat ions ponctuel  les. 

PAYS e t  col1 (1983) (105) se sont  ensui te attachés à é tud ie r  le D N A  

gériomique de p lus ieurs  stocks de T .  b. gambiense avec u t i l i sa t ion  de l e u r s  

sondes spécif iques d 'AVS d e  T .  b. bruce i ,  en paral lèle avec une é t u d e  

sérologique des réper to i res  ant igéniques correspondants menée pa r  BABIKER e t  

LE RAY (1982) ( 4 ) .  I l s  o n t  t r o u v é  que  la copie d e  base du gène AnTa t  1.8 

éta i t  uniquement présente  dans les stocks capables d 'expr imer un isotype du 

gène, mais que hormis cet te d i f férence,  tous  les stocks d e  T. b. gambiense 

contenaient la famille des séquences apparentées à ce gène sous forme d'un 

réper to i re  t yp ique  e t  ident ique d e  bandes. Les au teu rs  o n t  pu en t i r e r  

p lus ieu rs  conclusions : 

* l 'observat ion suggère qu'un seul membre d e  la famille des séquences 

re lat ives au  gène A n T a t  1.8 so i t  capable d 'expr imer  un isotype du gène. Les  

au teu rs  o n t  pu néanmoins remarquer parmi  ces copies silencieuses, une copie 

t rès  simi laire à la copie de base ; i ls  a t t r i b u e n t  son incapacité d 'expression à 



des modifications observées au niveau des séquences répét i t ives environnant 

l'élément transposable. Ces éléments apportent à une hypothèse émise pa r  

BERNARDS e t  col1 (1981) (9)  : le processus de transposit ion de I'ELC en vue  

de son expression, impliquerait  une reconnaissance ent re  les séquences répé- 

t i t i ves situées de chaque côté de l'élément transposable, e t  les séquences 

homologues dans le si te d'expression. 

* Du point  de vue prat ique,  l 'ut i l isat ion de sondes spécifiques pou r  

l'étude des DNA nucléaires pour ra i t  : 

1 )  en ve r t u  de  I'existence de ce réperto i re caractérist ique de 

bandes, const i tuer un cr i tère  de  discrimination de la sous-espèce T. b. 

gambiense des autres sous espèces, e t  peut  Gtre même permettre de  

di f férencier  les sous-espèces. 
1 
1 

2 )  su r  la base de la présence ou non de la copie de base spécifique, 

permettre de préd i re  I'absence ou I'existence potentielle éventuelle d 'un t ype  

antigénique dans un répertoire. 

Aspects biochimiques 

1 - Isolement 

CROSS a publ ié  en 1975 ( 2 8 )  un protocole d'isolement d e  

glycoprotéines spécifiques de var iants antigéniques de T. b. brucei .  Pour 

l'essentiel, le protocole faisait appel à une r u p t u r e  mécanique, en I'absence de  

détergents, d u  manteau de surface des parasites. La pur i f icat ion de  I'AVS éta i t  

réalisée pa r  isoélectrofocalisation préparative. BALTZ (1976) ( 5 )  a pa r  la sui te 

mis au po in t  u n  procédé de préparation dlAVS de T .  equiperdum, avec 

l ibérat ion du manteau par  contact des parasites avec un milieu légèrement acide 

(pH 5.5) e t  pur i f icat ion par  chromatographie d 'a f f in i té  su r  Sépharose 

Concanavaline-A . 

L'existence de protocoles conduisant à des préparations de  quant i tés 

importantes dlAVS a autorisé une approche biochimique des antigènes 

variables. 



2- Caractér isat ion des AVS 

Les AVS de T .  b b ruce i  isolés p a r  CROSS (1975) (28) sont  caractér isés 

p a r  une  ta i l le  moléculaire avois inant  65 000 en ge l  de  polyacrylamide en p r é -  

sence d e  SDS. De profondes var iat ions o n t  en  revanche é té  détectées a u  

n iveau d e  leu rs  po in ts  isoélectr iques (va leu rs  comprises e n t r e  5.8 e t  8.3), 

compositions amino acides, séquences amino acides N-terminales (BRIDGEN e t  

col1 (1976) (22 ) ) ,  e t  encore pourcentages g luc id iques (7 à 17 8 p l p )  

(JOHNSON e t  CROSS (1977) (72) ) .  La pa r t i e  g luc id ique reste toutefois s table 

dans sa déf in i t ion  qua l i ta t ive  représentée p a r  des rés idus d e  mannose, 

galactose, e t  N-acétylglucosamine (JOHNSON e t  CROSS, 1977, (72 ) ) .  

3- Etudes s t ruc tura les  

- axe pept id ique 

L'on connaît  depuis peu u n e  séquence amino acide complète : celle d e  

I 'AVS 117, établ ie d 'une  p a r t  p a r  ALLEN e t  col1 (1982) (1 ) qui a u t i l i sé  les 

techniques classiques de séquence amino acide e t  d 'au t re  p a r t  grâce à la 

déterminat ion de la séquence d e  son DNA complémentaire (BOOTHROYD e t  col1 

(1982) (15 ) ) .  ALLEN e t  GURNETT (1983) (2 )  o n t  également étudié la 

localisation des ponts  d i su l fu re  dans la molécule. Les t r a i t s  caractér is t iques d e  
1 

cet axe pro té ique sont  les su ivants  : 

* la présence d'un segment (8-40) contenant 10 rés idus  basiques e t  

aucun rés idu  acide 

* la na tu re  t r è s  hyd roph i l e  des 112 rés idus  C-terminaux, avec u n e  

r ichesse pa r t i cu l i è re  e n  lys ine  (24 rés idus)  e t  en  acide g lutamique (17 rés idus )  

* la présence de 8 rés idus  e t  demi cys t ine  dans la région C-terminale, 

engagés en t re  e u x  dans la formation d e  deux groupes d e  p o n t s  d i s u l f u r e  

respect ivement d e  p a r t  e t  d 'au t re  d 'une chaîne g lycann ique ( F i g u r e  8).  Parmi 

ces rés idus,  les c i n q  de rn ie rs  sont  su i v i s  d 'une lysine. 
* l 'existence de deux  au t res  ponts  d i su l fu re  dans la pa r t i e  N-terminale, e t  

d'un un ique  groupement th io l  au  cent re  d e  la molécule ( F i g u r e  8).  

* l 'absence d e  segments hydrophobes susceptibles d'association avec la 

double couche l ip id ique.  

- copule g lycann ique 

l 'analyse des compositions g luc id iques des AVS de T. b. b r u c e i  

(JOHNSON e t  CROSS, 1977) ( 7 2 ) )  ava i t  indiqué, rappelons-le, des contenus 
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var iables (7  à 17 % p l p )  mais une d i s t r i bu t i on  qua l i ta t ive  ident ique composée 

de mannose, galactose, e t  N-acétylglucosamine. L'absence d'acide sial ique a v a i t  

été établie. HOLDER e t  CROSS (1981) (62) o n t  isolé les g lycopept ides t r y p s i -  

ques d e  5 va r ian ts  ant igéniques e t  o n t  montré qu ' i l s  se répart issaient  e n  2 

groupes : 

un premier  groupe const i tué  p a r  les g lycopept ides d i t s  " in ternest '  

p o u r v u s  d 'une chaîne ol igosaccharidique branchée au n iveau d e  l 'axe pept id ique 

p a r  l ' in termédia i re d'un rés idu  d'asparagine, e t  contenant  dans la major i té des 

cas uniquement du mannose e t  d e  la N-acétylglucosamine, e t  pa r fo i s  aussi du 

galactose. 

un deuxième g roupe  dit "C-terminalt '  englobe I 'ol igosaccharide 

branché s u r  l 'acide aminé C-terminal e t  par fo is  un ol igosaccharide subterminal  

l ié à un res idu d'asparagine. II es t  composé d e  mannose, galactose e t  d e  

N-acétyiglucosamine. 

4- Réact iv i té  immunologique croisée e n t r e  les ant igènes pur i f iés.  

Les ant icorps  caractér is t iques du manteau de sur face d e  va r ian ts  
1 

ant igéniques v i v a n t s  sont  spécif iques d e  clone e t  p a r  conséquent la sur face 

cel lu la i re d e  chaque va r ian t  es t  entourée d e  déterminants ant igéniques 

spécif iques. 

Les études d e  réac t iv i té  immunologique croisée e n t r e  d i f f b ren ts  ant igènes 

pu r i f i és  se sont  révélées négat ives en immunodif fusion (CROSS, 1975 (28) ) , 

mais pos i t i ves  en radioimmuno-essai (BARBET e t  Mc GUIRE (1978) ( 6 )  ; CROSS 

(1979) (30)  ; LABASTIE  e t  col1 (1981) ( 7 6 ) )  ; II ex is te  f inalement au n i veau  

des AVS des déterminants ant igéniques spécif iques de var ian ts ,  e t  également 

des s i  tes moléculaires susceptibles d e  réac t iv i té  croisée e n t r e  d i f f é r e n t s  

var ian ts ,  mais aussi souches e t  espèces. II semble donc q u e  les A V S  

présentent  cer ta ins  éléments d e  s t r u c t u r e  commune. 

Deux observat ions o n t  permis de mont rer  l ' impl icat ion de g lycannes à ce 

n iveau : 

* la réac t iv i té  croisée n 'es t  p l u s  percept ib le  après  t ra i tement  des AVS p a r  

l 'acide per iod ique (BARBET e t  col1 (1979) (7 ) ) .  



* II n ' y  a pas de réact ion croisée p o u r  les proté ines n o n  glycosylées 

synthét isées in v i t r o  (HOEIJMAKERS e t  col1 (1980a)  ( 6 0 ) .  

HOLDER e t  CROSS (1981)  ( 6 2 )  o n t  analysé l e u r s  g lycopept ides en 

radioimmuno-essai e t  o n t  montré q u e  les seules copules g lycann iques impliquées 

dans la réact ion immunologique croisée appartenaient  a u x  g lycopept ides de 

s i tuat ion C-terminale. I l s  o n t  aussi soul igné q u e  la réact ion é ta i t  constante en 

dép i t  de  l 'hétérogénéité observée au  n iveau d e  la tai l le e t  d e  la composition des 

oligosaccharides. I l s  o n t  proposé à ce sujet  q u e  cette hétérogénéi té soit  pa r -  

t iel lement i ndu i te  p a r  la présence d'un ou de deux  si tes d e  g lycosylat ion selon 

les cas au n iveau des g lycopept ides C-terminaux. 

5- Glycosylat ion des molécules d t A V S  

STRICKLER e t  PATTON (1980)  (121) o n t  analysé l 'act ion d e  la 

tunicamycine s u r  la g lycosylat ion des AVS . Leurs  expériences consistaient à 

mesurer l ' incorporat ion de mannose radioact i f  a u  n iveau d e  va r ian ts  cu l t i vés  e n  

présence d e  l 'ant ibiot ique. I l s  sont  a r r i v é s  à la conclusion q u e  la tunicamycine 

inh iba i t  totalement l ' incorporat ion du mannose a u  n iveau d e  I 'AVS e t  o n t  pu e n  

dédu i re  que  le monosaccharide faisait  par t ie  d'un g lycanne branché p a r  u n e  

l iaison de t y p e  N-osidique. Leu rs  résu l ta ts  ind iqua ient  aussi  que l'absence d e  

cet te g lycosylat ion provoqua i t  une d iminut ion d e  ta i l le  moléculaire d e  I 'AVS e n  

ge l  d e  polyacrylamide e n  présence d e  SDS de 58 000 à 55 000. 

ROVIS e t  DUBE (1981)  (115)  o n t  ensui te comparé l 'act ion d e  la 

tunicamycine avec la réac t iv i té  immunologique croisée des AVS. I l s  o n t  about i  à 

des résu l ta ts  paral lèles à ceux obtenus p a r  HOLDER e t  CROSS (1981) ( 6 2 ) ,  

soi t  à la d is t inc t ion  d e  deux  t ypes  d e  chaînes ol igosaccharidiques : 

- un premier  t y p e  d o n t  la b iosynthèse es t  totalement inhibée p a r  la 

tunicamycine, e t  q u i  i n te rv ien t  p o u r  5 à 10 % d e  la ta i l le  moléculaire apparente 

d e  I 'AVS. Les auteurs  o n t  i nd iqué  d 'au t re  p a r t  q u e  le t r a n s f e r t  de  ce t te  chaîne 

se p r o d u i t  d e  façon concommittante avec la synthése proté ique.  

- un second t y p e  impl iqué dans la s t r u c t u r e  du déterminant  an t igén ique 

commun e t  qui n'a aucune inf luence s u r  la ta i l le  moléculaire d e  I 'AVS. Les 

au teu rs  o n t  pu observer  que  son t r a n s f e r t  ava i t  l ieu  après la t raduct ion .  



En dehors de cet te classification ROVlS e t  DUBE (1981)  (115)  on t  apporté 

d'autres éléments : 

. L'action de la tunicamycine n'empêche pas la biogénèse du manteau de 

surface . 

. Toutefois, la présence de l 'ant ibiot ique résulte en une diminution de la 

quant i té d 'AVS pouvant être détectée par  immunoprécipitation. Les auteurs on t  

suggéré de ce fa i t  que l 'une des fonctions d u  t ype  oligosaccharidique 

N-branché éta i t  d ' inh iber  la dégradation protéolyt ique du manteau. 

Enfin, des AVS isolés en présence de tunicamycine on t  été testés pour  

leur  capacité à inh iber  une immunoprécipitation ,hétérologue, e t  des 

pourcentages d ' inhib i t ion t rès  variables on t  été t rouvés (al lant de  O à 63 %) .  

Les auteurs ont  conclu de cette observation que le déterminant antigénique 

commun englobait en par t ie  des glycannes N-liés. Cette hypothèse est  corrélke 

avec la présence possible près d u  résidu C-terminal d 'un  site asparaginique de  

glycosylat ion comme l 'ont démontrés HOLDER e t  CROSS (1981) (62)  pou r  

certains AVS de T. b. brucei,  c'est-à-dire ceux dont l ' identi té de  l'acide aminé 

C-terminal es t  une sérine. 

Des résul tats récents de FERGUSON e t  OVERATH ( r e v u  pa r  BORST e t  

CROSS (1982)  ( 1 9 ) )  on t  aussi montré que la tunicamycine bloque l 'addition de  

sucres su r  les résidus d'asparagine internes sans inh iber  la glycosylat ion 

C-terminale. 

Pour BORST e t  CROSS ( 1  982) ( 1  9 )  l 'organisation moléculaire des antigènes 

variables de  T. b bruce i  répondrai t  au schéma présenté dans la F igure  9 avec 

les caractères suivants : 

. la présence obl igatoire d'une chaîne oligosaccharidique in terne dont  la 

fonction serai t  pa r  conséquent essentielle 

. la présence facultat ive d 'autres chaînes oligosaccharidiques internes 

. la présence obl igatoire d 'une g lycosylat ion C-terminale possédant une  

fonction spéciale. 



Reprdsentation schématique de la giycoprotéine spécifique d'un variant 
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La glycosylat ion i n te rne  fa i t  i n te rven i r  une l iaison N-asparaginyl-  

glucosami~-ie classique. La g lycosylat ion tou te  C-terminale impl ique un t y p e  

nouveau d e  l iaison g lycannique : HOLDER (1983)a (63) a récemment montré, 

pou r  deux  AVS se terminant  respect ivement p a r  une  sér ine e t  un acide 

aspart ique,  que I 'ol igosaccharide é ta i t  a t taché au n iveau du dern ie r  rés idu  p a r  

l ' in termédia i re d ' u n e  éthanolamine branchée au n iveau de la fonct ion 

carboxy l ique p a r  une  l iaison amide. 

6- Détachement e t  fonct ion d e  I 'extension hydrophobe C-terminale 

Aucune informat ion n 'a pu ê t r e  apportée concernant  le détachement d e  

l 'extension hyd rophobe  C-terminale. 

BOOTHROYD e t  col1 (1980) (13),  (1981 ) (14) ,  avaient  int ialement suggéré  

que  la queue hydrophobe p o u r r a i t  avo i r  une fonct ion d'attachement d e  la 
I 

g lycopro té ine  à la membrane plasmique e t  que  la l ibérat ion rapide du manteau 

de sur face du paras i te  p o u r r a i t  résu l te r  d ' u n e  ac t iv i té  p ro téo ly t i que  hautement 

spécif ique. 

Des données u l té r ieures  o n t  en réal i té  ind iqué q u e  le détachement d e  

I 'ext rémité C-terminale é ta i t  une étape précoce dans la maturat ion de I 'AVS 

(FERGUSON e t  OVERATH, r e v u  p a r  BOOTHROYD e t  col1 (1982) ( 1 5 ) ) ,  e t  

BOOTHROYD e t  col1 (1982) (15) o n t  f inalement suggéré  q u e  la queue 

hydrophobe s e r v i r a i t  de  "pept ide signal" supplémentaire d u r a n t  le t r a n s p o r t  

in t race l lu la i re  v e r s  la membrane plasmique. 

7- Organisat ion moléculaire du manteau 

Le mode d'attachement de  la g lycoproté ine à la sur face cel lu la i re n 'es t  

toujours pas  élucidé. La seule in format ion à ce sujet  concerne l 'or ientat ion 

probable d e  I 'ext rémité C-terminale v e r s  la membrane plasmique : CROSS e t  

JOHNSON (1976) (29)  o n t  noté que  la t r yps in i sa t i on  des parasi tes ent ra ina i t  la 

l ibérat ion des 314 N-terminaux d e  la molécule e t  laissait la région C-terminale 

g lycosylée associée à la membrane. 

Le f a i t  également que  le s i te  ant igénique g lycosy lé  commun aux A V S  

pur i f i és  ne  soit  p l u s  détectable chez les parasites v i v a n t s  (BARBET e t  Mc 

GUIRE (1979) (7)  ; CROSS (1979) (30) ; HOLDER e t  CROSS (1981) (62 ) )  



i nd ique que  la p a r t i e  C-terminale de la molécule es t  p l u t ô t  localisée à l ' i n té r i eu r  

d u  manteau. La quest ion de savoir  comment I 'ext rémité C-terminale d e  la molé- 

cule s 'attache à la membrane cel lu la i re res te  encore posée. A ce su je t  p lus ieu rs  

éléments do ivent  ê t r e  considérés : 

. la re la t ive  fac i l i té  d e  l ibérat ion des g lycoproté ines d e  la sur face 

cel lu la i re des parasites isolés. 

. la l ibérat ion d'ant igène l ibre,  au n iveau du sang d'un hô te  infecté,  

uniquement p a r  les formes parasi ta i res en voie d e  dégénérescence (BLACK e t  

col1 ( 1982 )  ( 1 1 ) ) .  

. l'absence d'un segment hydrophobe dans I 'AVS 117 de T.  b. b r u c e i  

susceptible d 'exp l iquer  de  manière cer ta ine une inser t ion  au n i veau  d e  la 

double couche l ip id ique (BOOTHROYD e t  col1 ( 1982 )  ( 1 5 )  ; ALLEN e t  col1 

( 1982 )  ( 1 ) ) .  

Pour cet te dern ière  équipe deux hypothèses pour ra ien t  exp l i que r  le mode 

de f i xa t ion  des ant igènes dans la membrane plasmique : 

. l 'une se dégage de l 'observat ion d'un pourcentage important  d e  rés idus  

chargés dans la rég ion C-terminale : la l iaison avec la membrane p o u r r a i t  a l o r s  

résu l te r  d ' in téract ions électrostat iques avec les têtes polaires d e s  

phosphol ipides membranaires. 

. L 'aut re  t i end ra i t  compte de la "queue hydrophobe '' : Une par t ie  des  

AVS p o u r r a i t  conserver  ce t te  ex t rémi té  qui a u r a i t  a lo rs  la fonct ion d e  s tab i l i ser  

la s t r u c t u r e  du manteau. 

En conclusion d e  ce chapî t re  qui donne l 'état des  connaissances perçues à 

t r a v e r s  les pub1 icat ions les p l u s  récentes, nous voudr ions  re ten i r  q u e  

l 'ant igène var iable s u r  le p lan  biochimique se d é f i n i t  comme une g lycopro té ine  

possédant p lus ieurs  si tes de g lycosylat ion soi t  in t rachaines soit à l 'ex t rémi té  

C-terminale. L 'ant igénic i té croisée e n t r e  AVS est  précisée a u  n iveau même d e  

ce t te  g lycosylat ion C-terminale, I 'ant igénic i té par t icu l iè re  d e  chaque AVS se 

local isant dans le res te  de la conf igura t ion  moléculaire d 'a i l leurs ex tér io r isée 

p a r  r a p p o r t  à l 'enveloppe cytoplasmique du parasite. 



Nous rep rendrons  en fonct ion de nos résu l ta ts  personnels s u r  T. - 
equiperdum les hypothèses soulevées dans ce chapî t re  i n t r o d u c t i f  e n  pa r t i cu -  

l ie r  : 

. le o u  les ident i tés g lycanniques des AVS 

. la s t r u c t u r e  t 'glycosylée't C-terminale 

. I 'ant igénic i té croisée e t  la dé f in i t ion  du si te moléculaire responsable 

. le mode d e  f i xa t ion  des AVS s u r  la membrane cytoplasmique des 

parasi  tes 



Ct1APfTRE I l  : TRAVAUX PERSONNELS 

I- ISOLEMENT, PURIFICATION ET CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE 

DES AVS DE T .  EQUIPERDUM 

A- In t roduct ion  

Not re  modèle expérimental consiste en une  sér ie de g lycoproté ines 

membranai res  spécif iques d e  d i f f é ren ts  var ian ts  ant igéniques de T . - 
equiperdum. 

La souche pr inceps de T .  equiperdum qui fut ut i l isée a été fourn ie  en 

1961 au laboratoire d'Immunologie e t  de Biologie parasi ta i re de Bordeaux p a r  

l ' I n s t i t u t  Pasteur. De ce t te  souche, entretenue p a r  passages successifs à la 

ser ingue chez la souris,  le g roupe  de Bordeaux a i s ~ l é  p a r  clonage en 1971 un 

t y p e  ant igénique prédominant,  qu'il a appelé selon la nomenclature proposée 

p a r  LUMSDEN e t  col1 (1967) (88) BoTat  - 1 (Bordeaux Trypanozoon ant igenic 

t y p e  1 ) .  Ce stabi lat,  conservé à - 196O C dans l'azote l iquide, a été u t i l i sé  

comme base p a r  CAPBERN e t  col1 (1977) (23 )  pou r  l 'é tude du phénomène 

bio logique de la var ia t ion  ant igénique chez le lapin. 

Les auteurs  on établ i  ( F i g u r e  10) q u e  l ' in fect ion chron ique du lapin es t  

caractér isée pa r  I 'appar i t ion successive de p ics parasitémiques en re lat ion avec 

des changements d e  t y p e  ant igénique du trypanosome. Chez la sour is  ou  chez 

le ra t ,  l 'a f fect ion é tant  de  t y p e  a igu  évolue en u n e  seule vague parasitémique 

rapidement mortel le (6 à 7 jours)  (F igu re  10). 

II d e v i n t  possible de p répare r  des populat ions ant igéniquement homogènes 

d e  T .  equ iperdum en u t i l i san t  la technique de clonage proposée p a r  INOKl  

(1960) (68) pour  T .  b. gambiense : le sang d e  lap in  parasité, p ré levé à 

d i f f é ren ts  moments d e  l 'évolut ion d e  sa parasitologie, es t  inoculé à la souris.  

Dès I 'appar i t ion d e  parasi tes chez la souris,  un prélèvement d e  sang es t  

réal isé e t  après d i l u t i on  dans un tampon convenable, un un ique trypanosome 

es t  repé ré  au microscope opt ique e t  inoculé à u n e  nouvel le souris.  Le seul 

parasi te s u f f i t  p o u r  en t ra îner  u n e  infect ion aigue. Tous les trypanosomes son t  

a lo rs  issus d'un parasi te représenta t i f  d'un t y p e  ant igénique. 
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De cet te  façon, CAPBERN e t  col1 o n t  pu isoler p lus  d e  100 t y p e s  

ant igéniques d i f f é ren ts  caractér is t iques d'un "moment" d e  l 'évolut ion d e  la 

parasitose expérimentale chez le lapin. I l s  o n t  d 'au t re  p a r t  pu signaler  

p lus ieurs  c r i t è res  du mode d 'appar i t ion  de ces va r ian ts  ant igéniques. Nous 

retenons : 

* la révers ion  au t y p e  d e  base BoTat  - 1 l o rs  d 'une infestat ion p a r  

n ' importe lequel des types ant igéniques 

* l 'existence d'un o r d r e  re la t i f  dans l 'appar i t ion des types ant igéniques. 

Ces de rn ie rs  o n t  été classés e n  t r o i s  groupes en fonct ion d e  leur  déla i  

d 'appar i t ion  chez l'animal : 

- t y p e  "précoces" apparaissant dans les 3 premières semaines d e  la 

maladie 

- types  "semi-tardi fst '  se développant au  dela de$ 3 premières semaines 

- types t ' tard i fs"  apparaissant seulement chez les lapins ayan t  s u r v é c u  

p lus  d'un mois 

C'est  en vue  de la caractér isat ion p lus  précise du suppor t  ant igénique 

membranaire qu'un protocole d' isolement pu is  d e  pur i f i ca t ion  des ant igènes 

var iables a été recherché e t  b ien tô t  mis a u  po in t  p a r  BALTZ e t  col1 (1976) ( 5 ) .  

B- Préparat ion des AVS d e  T .  equiperdum 

L'obtent ion en quant i té  d 'une  populat ion paras i ta i re  clonée peut  ê t r e  

réalisée p a r  in festat ion int rapér i tonéale d e  ra ts  Wistar d e  sexe mâle, d'un po ids  

moyen d e  500 g. Les inoculum représentent  en  moyenne 108 trypanosomes i ssus  

d 'une  populat ion clonée, conservée à -196O C dans l'azote l iqu ide.  L ' in fect ion 

se t r a d u i t  rapidement p a r  u n e  parasitémie intense ent ra înant  la mort  d e  

l'animal. S u r  le p lan immunologique, les trypanosomes sont  a lors homogènes à 

p lus  d e  99,99 %, ceci pouvan t  ê t r e  vé r i f i é  p a r  les techniques radioimmu- 

nologiques ou p a r  immunofluorescence indi recte,  à l 'aide d'ant isérums spéci- 

f iques d e  var ian ts .  

L' isolement e t  la pur i f i ca t ion  des ant igènes à p a r t i r  d e  ces populat ions 

cel lulaires comprend p lus ieurs  étapes : 



- isolement des trypanosomes 

- l ibérat ion du manteau de sur face des parasites 

- pur i f i ca t i on  d e  I 'ant igène membranaire 

1 - l solement des trypanosomes 

Le sang d e  l'animal p ré levé p a r  ponct ion abdominale s u r  hépar ine,  

est  addi t ionné d'un volume égal de  tampon phosphate glucosé d e  p H  8 (NaCI 

44 mM, Na2HP04 57 mM, NaH2P04 3 mM, glucose 0.1 %).  La majori té des 

hématies es t  précip i tée p a r  addi t ion d e  d e x t r a n  (Pharmacia, T 500). Le 

surnageant  est  recuei l l i  après cent r i fugat ion  à basse vitesse. L'ensemble des 

éléments cel lulaires demeurés en suspension es t  a lo rs  soumis à un passage s u r  

colonne de DEAE-cellulose. Le protocole d é c r i t  en 1970 p a r  LANHAM e t  

GODFREY (78) él  i n ine  a lors les hématies contaminantes, les éléments f i gu rés ,  

e t  l i v r e  une  " f rac t ion  Trypanosomes1'. Une numérat ion à ce stade rend  compte j 
des rendements en parasites. Une cent r i fugat ion  l i v r e  un culot  cel lu la i re uti- 

l isable p o u r  la prépara t ion  de I 'ant igène membranaire. 

2- L ibérat ion du manteau de sur face parasi ta i re 

La l ibérat ion d e  l 'ant igène var iab le  se réalise à p a r t i r  du cu lo t  d e  

trypanosomes p a r  mise en suspension dans un tampon phosphate 0,125 M d e  p H  

5,5, en r i ch i  de glucose à la concentrat ion d e  1 %. Les parasites e n  suspension 

sont  laissés une  nuit à 4O C s u r  ag i ta teur  de  KLINE. Ce t ra i tement  s u f f i t  à 

séparer du parasi te son revêtement d e  sur face qui se t r o u v e  solubi l isé d a n s  le 

mil ieu tamponné. Après  cent r i fugat ion ,  qui sédimente les trypanosomes encore  

v ivants ,  le surnageant  est  d ia lysé v i s  à v i s  d 'une solut ion de NaCl 0,s M. A 

ce stade les débr i s  cel lulaires, p rovenant  d e  la l yse  d ' u n  faible pourcentage d e  

parasites, sont  éliminés p a r  une étape d 'u l t racen t r i f uga t ion  (50 000 g, 1 h, 4' 

C ) .  Le surnageant  cont ient  a lors I 'ant igène var iab le  parmi  un ce r ta in  nombre 

de composants solubles de n a t u r e  e t  d e  fonct ions biologiques t rès  d ivers i f iées.  

3- Pur i f icat ion de I 'ant igène var iab le  

La pur i f i ca t ion  d e  I 'ant igène var iab le  p e u t  fa i re  appel a u x  techniques 

classiques de fract ionnement : chromatographie d e  ge l  f i l t ra t ion ,  d'échange 

ionique . . . , ou b ien  à un protocole qui pré juge d e  la na tu re  du suppor t  d e  



I 'ant igénic i té spécif ique des var ian  t s  : la  chromatographie d 'a f f in i té  s u r  colonne 

de Sépharose Concanavaline-A. Cette de rn iè re  méthode apparaî t  ê t r e  la p l u s  

élégante, la p lus  rapide, ceci avec des rendements sat isfaisants. Le  gel  es t  

équ i l ib ré  e n  NaCl 0,5 M. La lect ine re t i en t  sélectivement l 'ant igène var iable,  

qui est ensui te élué p a r  passage d 'une solut ion enr ich ie  à 10 % ( p l v )  d e  

améthyl-D-mannoside. Le composant membranaire suppor t  du s i te  ant igénique 

recherché est a lo rs  dialysé con t re  de l'eau désionisée pu is  lyophi l isé. La 

"pure té"  d e  la prépara t ion  es t  a lo rs  testée e t  confirmée p a r  électrophorése e n  

gel  d e  polyacrylamide en présence d e  SDS. 

Toute  une sér ie de populat ions parasi ta i res de t ypes  ant igéniques répar t i s  

dans les d i f f é ren ts  groupes précédemment évoqués, o n t  f a i t  l 'objet d e  

l 'appl icat ion de ce protocole : 

- t y p e  de base : BoTat  - 1 

- t ypes  précoces : BoTat  - 2 ,  - 3 ,  - 4 

- t ypes  semi-tardi fs : BoTat  - 78, - 100 

- types  t a r d i f s  : BoTat  - 20, - 28, - 51 

II é ta i t  ainsi  possible de procéder à une étude v i san t  à donner u n e  

déf in i t ion  physico-chimique précise des AVS de T .  equiperdum. 

C- Etude des propr ié tés  physico-chimiques des AVS d e  T .  equiperdum 

1- estimation de la masse moléculaire apparente e n  gel  d e  

polyacrylamide en présence de SDS 

L'analyse des prépara t ions  d 'AVS selon la technique d e  LAEMMLI 

(1970) (77) a permis non seulement de  déterminer  l eu r  masse moléculaire mais 

aussi de  v é r i f i e r  l eu r  homogénéité ( F i g u r e  11). La comparaison de l e u r s  

condi t ions d e  migrat ion é lectrophorét ique p a r  rappor t  à celle d e  témoins d e  

masse moléculaire connue a condu i t  à u n e  estimation de la ta i l le  moléculaire 

apparente des AVS. De l 'étude o n  notera q u e  les AVS dans  leur  ensemble se 

comportent  comme des proté ines d e  masse moléculaire comprise e n t r e  52 000 e t  

59 000. 1 1  a pu ê t r e  constaté p o u r  les 2 AVS (BoTa t  - 1 e t  BoTat  - 28) dans 

les condi t ions expérimentales "retenues" que  la réduct ion des p o n t s  d i su l fu  r e  

ent ra îna i t  u n e  "augmentation" d e  la va leur  estimée de ta i  l ie  moléculaire, équi-  

valente dans chaque cas à 8 000 env i ron .  Pour BoTat  - 1, la 





va leur  passait en e f fe t  de  53 000 à 61 000 e t  p o u r  Bota t  - 28 de 59 000 à 67 

000 (F igu re  11). 

II a été rappor té  p a r  les études s t ruc tura les  évoquées dans le premier  

chap i t re  que  la rég ion C-terminale est par t icu l ièrement f igée dans u n e  

conformation maintenue p a r  p lus ieurs  ponts d i su l fu re  intrachaines. La coupure  

des ponts  d i s u l f u r e  la modif iant profondément, il en résu l te  une  sensible 

augmentation de la ta i l le  moléculaire apparente exp l iquant  le changement de 

comportement e n  gel. 

1 

S i  l 'on se ré fère  a u x  résu l ta ts  d e  CROSS (1975) ( 2 8 )  e t  de  ALLEN e t  col l .  

(1982) (l), il semble q u e  la valeur  t rouvée p o u r  les AVS na t i f s  soi t  la p l u s  

proche de la réal i té  : l 'estimation de la tai l le moléculaire e n  mil ieu réduc teu r  d e  
1. I 'AVS 117 de T .  b. b ruce i  ava i t  donné une va leur  e n  électrophorèse s u r  ge l  d e  

polyacrylamide d e  65 000 ; la connaissance complète de la s t r u c t u r e  pr imai re  de 

la g lycoproté ine donne une valeur  calculée de 53 156, t r è s  proche de nos 

p rop res  résul tats.  O n  sait  aussi que  les g lycannes occupent  un t r è s  g r a n d  

volume p a r  r a p p o r t  à l 'axe pept id ique.  Rappelons que  ROVlS e t  DUBE (1981) 

(115) o n t  montré pour  leurs  AVS de T .  b. b ruce i  que les g lycannes branchés 

p a r  u n e  l iaison N-glycosidique amenaient une augmentation d e  ta i l le  moléculaire 

apparente de l ' o rd re  de 10 %. Les mêmes au teu rs  semblent r e t e n i r  que  le 

g lycanne en s i tuat ion C-terminale n'a aucune inf luence s u r  le comportement d e  

la molécule en ge l  de polyacrylamide en mil ieu réducteur .  

2- Déterminat ion de la va leur  du po in t  isoélectr ique p a r  isoélectro- 

focal isat ion en g rad ien t  d e  pH 

La déterminat ion d e  la va leur  des pHi a été réalisée p a r  isoélectro- 

focalisation s u r  ge l  de polyacrylamide à 5 %. Les condi t ions expérimentales 

retenues sont  détail lées dans l 'appendice technique. 

Tous les AVS étudiés o n t  montré une hétérogénéité matérialisée p a r  la 

mise en évidence de p lus ieu rs  bandes colorées p a r  le b leu  Coomassie ( F i g u r e  

12). Si  cer ta ins  présentent  un nombre conséquent de  bandes d ' in tens i té  n o n  

négl igeable (BoTa t  - 2 p a r  exemple es t  caractér isé dans ce t te  technique p a r  5 

barides essentielles) , d 'au t res  exh ibent  en revanche u n e  bande largement 

majeure (cas de BoTat  - 1 e t  BoTat  - 28). 



IsoéIectrofocaIisation des AVS de Trrpanosoma equiperdum 

FIGURE 12 1 



Plusieurs hypothèses peuvent conduire à une expl icat ion des résul tats : 

. une  dénaturat ion p lus  ou moins importante des échantil lons en 

fonction d u  protocole de pur i f ica t ion des AVS. Rappelons en e f fe t  que  la 

préparation de I'antigène comporte une étape de  mise en  suspension des 

parasites au contact d'un tampon de pH  5,5, étape inévitablement accompagnée 

de  la lyse d'un pe t i t  pourcentage de trypanosomes, avec pour  conséquence la 

l ibérat ion dans le milieu d'enzymes de dégradation, pa r  exemple protéolyt iques. 

Cette hypothèse semble peu intéressante dans la mesure où aucune 

microhétérogénéité n'a pu ê t re  notée en gel de polyacrylamide en présence de  

SDS. II faudrai t  admettre qu ' i l  s'agisse de coupures se produisant  aux  

extrémités de la molécule e t  n'affectant pas de maniére s igni f icat ive la ta i l le  

moléculaire. Ceci sera démenti pa r  les études structurales. 

1 . une microhétérogénéité des copules glycanniques d 'or ig ine 

biosynthétique. La var iat ion pour ra i t  dans ce cas affecter le nombre de sites 

de glycosylat ion, le nombre de monosaccharides const i tut i fs ,  ou  enf in  la qua l i té  

des oses impliqués dans les s t ruc tures glycanniques. 

. une  microhétérogénéité affectant l 'axe peptidique par  des 

modifications d'acides aminés post-synthétiques, pa r  exemple la phosphorylat ion 

ou I 'amidification des résidus amino acides dicarboxyl iques. 

Ajoutons encore pour  nuancer ce chapître que  deux AVS spécifiques d e  

T. congolense se sont également révélés sous la forme de  t ro is  bandes e n  - 
isoélectrofocalisation (ONODERA e t  col l)  (1981) (97) .  L'isolement de l 'antigène 

dans cet te étude mettait en oeuvre un procédé t rès  d i f fé ren t  puisque les 

parasites étaient soumis à des chocs par  congélation-décongélation su iv is  d 'une  

légère agitat ion mécanique. Ces auteurs on t  proposé deux expl icat ions : 

- l'existence de modifications mineures post-synthétiques af fectant  

comme nous l 'avons nous même suggéré, le degré d'amidification ou le contenu 

polysaccharique. 

- l 'éventual i té pour  les antigénes de résu l ter  de  la t raduct ion d e  

plusieurs gènes CO-exprimés. 

Nos résul tats analyt iques d'isofocalisation permettent aussi de soul igner 

l 'existence de profondes variat ions de valeur des pHi d'un AVS à l 'au t re  

(F igure 12) .  



* 
3- Etude en dichroïsme ci rcula i re 

a. Spectre dichroique sur  molécule "nativeH 

Le tracé des spectres dichroiques a été pra t iqué s u r  toute une  

série dlAVS spécifiques des var iants : BoTat - 1, - 2, - 3, - 4, - 20, - 28, - 
51, - 78, - 100. 

II a été possible d'évaluer les pourcentages respecti fs de  s t ruc tu re  

hélicoïdale e t  de feuil lets plissés , ce qui a amené à d ist inguer 4 catégories 

di f férentes de s t ruc tu re  secondaire (Tableau 1).  Le premier groupe uniquement 

représenté par  I 'AVS BoTat - 1 se caractérise pa r  un pourcentage élevé d e  

conformation hélicoidale (près de 50 %)  e t  une répar t i t ion sensiblement égale 

des feuil lets plissés ou de l'ensemble P tu rn -s t ruc tu re  inorganisée. Un  second 

groupe correspondant à BoTat - 28 se singularise pa r  près de  50 8 de  

s t ruc tu re  inorganisée e t  p turn, e t  autant de  feui l lets plissés que de  s t ruc tu re  

hélicoidale. Un troisième groupe qui comprend le p lus  g rand  nombre d 'AVS 

étudiés vo i t  une d is t r ibut ion égale des t ro is  types s t ruc turaux.  Enfin, l e  

quatrième groupe, le p lus organisé, at te int  près de 50 % de feui l lets plissés 

et  30 8 d'helice a . 

La f i gu re  13 i l lus t re  les spectres dichroiques caractérist iques de chaque 

catégorie. 

b .  Dénaturat ion thermique 

L'étude de la var iat ion de en fonction de la température 

(F igure 14) a confirmé l'ensemble des résul tats précédents e t  l 'existence de  4 

groupes : 

- Comme attendu, la température de demi-dénaturation étai t  liée au  

pourcentage de s t ruc tu re  organisée avec légère prédominance de la s t ruc tu re  

en feuil lets plissés . 
- le re tour  progress i f  à la température ini t iale s'est accompagné d'une 

renaturat ion quasi totale pour  1' AVS BoTat - 1, e t  part ie l le pour  les AVS 

1 BoTat - 20 e t  - 51. Pour les autres catégories, la dénaturat ion thermique 

étai t  i r réversib le.  

4- Composition amino acide 

Cette détermination a été réalisée selon le protocole classique 

* 
Les spectres dichroiques on t  été obtenus par  J.P. Aubert ,  Chargé de 

Recherches INSERM, Uni té INSERM N0124, Place de Verdun, 59020 L i l le  CBdex. 



EVALUATION DE LA STRUCTURE S E C O N D A I R E  

D E S  A V S  DE TRYPANOSOMA EQUIPERDUM 

- 

AVS de v a r i  ants 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
BoTat - 1 

....................... 
BoTat -28 

1 H é l i c e a  Feui 1 l e t s  
p l i  ssés 

S t r u c t u r e  
i norgani  sée 
e t  P t u r n  

------------------ 
26 % 

TABLEAU 1 



S P E C T R E S  D I C H R O I Q U E S  D E S  A V S  B o T a t - 1 ,  - 7 8 ,  - 2 8  ET - 5  i 

t [el 1oo3 deg. d mole-' cm2 

FIGURE 1 3  



DENATURATION ET RENATURATION THERMIQUES DES AVS 

B o T a t  -1, -51, - 2 8  et -78 

BoTat -78 

BoTa t - 1 



d'hydrolyse ch lorhydr ique e t  de quanti f icat ion s u r  un système résine 

mono-colonne. Une approche part icul ière a été également retenue pour doser 

certains résidus amino acides : 

- transformation des résidus de cystéine e t  cyst ine en acide cystéique 

- hydrolyse par  l'acide p mercaptosulfonique en vue du dosage des 
résidus de t ryptophane 

Les résultats i c i  présentés sont exprimés en nombre de résidus pour 100 

résidus dosés (Tableau 2).  Un  calcul du nombre de  résidus par mole d'antigène 

est  rappor té  pour  BoTat - 1 e t  BoTat - 28 (Tableau 3), su r  la base de la 

masse moléculaire apparente déterminée en gel  de polyacrylamide s u r  le matériel 

non rédui t .  

Les principales caractérist iques à souligner sont essentiellement de t r o i s  

ordres : 

- une composition globale assez constante d 'un  AVS à l 'autre, avec une  

prédominance de résidus d'acide aspart ique e t l ou  d'asparagine, de  thréonine, 

d'acide glutamique e t l o u  de glutamine, d'alanine e t  de lysine. Le 

rapprochement de ces résul tats avec ceux obtenus en isoélectrofocalisation 

semble ind iquer  que les profondes variat ions au niveau des valeurs moyennes 

de pHi pourra ient  résul ter  de  d i f férents  degrés diamidification des résidus 

amino acides dicarboxyl iques. 

- une diminution progressive du taux de leucine dans la succession des 

var iants BoTat - 1 , - 2, - 3, - 4, - 78, - 100, - 28 à rapprocher de l eu r  

o rd re  d'apparit ion dans le processus infect ieux. Toutefois, deux var iants  

ta rd i f s  BoTat - 20 e t  - 51, don t  nous avons pu déjà signaler la s ingular i té a u  

niveau s t ruc tu re  secondaire, semblent fa i re exception à la règle. 

- une teneur relativement élevée en résidus de 112 cyst ine en rappor t  

avec les données bibl iographiques concernant la présence de nombreux ponts  

d isu l fure  dans la par t ie  C-terminale des AVS. 

5- Séquence N-terminale 

Les AVS nat i fs  isolés des var iants BoTat - 1 e t  BoTat - 28 on t  été 

analysés pa r  dégradation automatique de EDMAN (Tableau 4). Cette analyse a 



l COMPOSITION EN AC I D E S  A M I N E S  DE GLYCOPROTE INES PURIFIEES DE V A R I A N T S  DE T R Y P M S M i  E f J / I E H X M  

* Valeurs exprimées en rés idus  pour 100 rés idus  d 'ac ides aminés dosés. 
ND :_y dosé 

I Acides I BoTat-1 l BoTat-2 l BoTat-3 I BoTat-4 I BoTat-78 I BoTat-100 1 BoTat-20 1 BoTat-51 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 BoTat-28 
1 am inés*  ( 1 I 1 I 1 I I I I 
1 ,----,_------ 1 ---------- I 1 1 ---------- 1 ----------- 1 ------- -----  1 - --- ----- -- 1 -- -------- - 1  ------------ I 
I I 1 I 1 I I I I 1 I 

ASP 1 1 13,36 1 8,41 1 10 ,321 10,32 ( 9,16 1 10,99 1 10,49 1 10,99 1 11,05 1 
1 THR , 8,90 10,74 11 ,O7 8,67 ' 10,48 1 10,53 ' 10,57 ' 9,05 1 
I 1 1 I 

11.20 1 

I SER ( 5941 1 6,93 I 5,91 1 5,69 1 5,17 1 4344 I 3,33 1 5,25 I 6,23 I 
1 GLU 1 11,lO 12,41 13,62 13,48 ' 14,22 1 3 , 4 g b I  ' 16,88 ' 14,29 1 
I I 1 I 

11,46 

1 P RO 1 3960 1 3964 [ 2,54 1 5,16 1 3,19 1 5,88 1 3,81 1 4,05 1 3,68 l 
1 GLY 7,96 ' 6,29 6,99 6,30 ' 6,58 ' 7,14 7,32 ' 6,76 ' 8,85 1 
I 

ALA 
1 I 

1 ) 15,12 1 15,06 1 13,02 1 14,33 1 14,lO 1 13,22 1 11,72 1 12,18 1 15,57 1 
I VAL , 2,59 3,26 3,73 1 1,64 ' 3,21 , ' 2,78 ' 4,08 ' 2,81 3,37 1 
I I I I l 
1 3 CYS 1 2,19 1 1,21 1 2,15 1 1,20 1 1,25 1 1,32 1 1,17 1 1,45 1 1,90 1 
I MET 1.13 0,59 I Traces 6 O,." 1 T;;;;s O, 45 

TABLEAU 2 

3.45 I L €  

LEU 
I i 

4940 1 
TYR 2,20 2,61 2,49 2,93 2,04 ' 2,69 ' 2,17 1 1 I I ' 2,12 1 1,87 , 

1 PHE 
I 1 2,14 1 1,60 1 1,95 1 2,59 1 3,03 1 1,92 1 1,87 1 3,31 1 2,45 1 

1 LYS 8,06 1 9,59 11,86 10,77 11,61 ' 11.32 ' 12,34 ' 11,65 1 
I I I I I 

9,93 1 

1 H 1 S 1 0 , 5 7 1  2 , 0 4 1  2,03 1 \,59 1 1,40 1 2,74 1 1,29 1 1,55 1 0,51 1 
1 TRP 0,51 0,46 1 0,40 0,41 1,06 0,58 , ' 0,34 I ND 1 
1 I I I i 

' 0,98 I 
1 ARG 1 3965 1 3941 1 1,76 ( 2,05 1 2,76 1 2,28 1 2,54 1 3,07 1 2,75 f 

2,36 

9,15 

4,11 1 3.18 ( 4,68 2,83 2.85 

7,64 1 6,98 1 6,93 1 6,34 1 5,36 1 7,07 1 8,17 







permis l ' identi f icat ion sans anibiguité, pour  BoTat - 1, des positions 1-14, 

16-17, 19-26 e t  pour  BoTat - 28 des positions 1-10, 14-15, 18. Dans les deux 

cas donc e t  su r tou t  pour  I 'AVS BoTat -28, le rendement obtenu au cours de  la 

dégradation récurrente a t rès  v i te  chuté. Ce fa i t  peut  éventuellement 

s'expl iquer pa r  l ' inf luence de la s t ruc tu re  conformationnel le des molécules e t  

aussi de la présence des glycannes. 

6- Composition glucidique 

3 AVS répar t is  chacun dans une catégorie d i f férente  (var iants  

précoces, semi-tardifs e t  tard i fs )  ont  été analysés dans le b u t  d 'établ i r  leur 

composition glucidique. Les résul tats (Tableau 5) on t  montré une  déf in i t ion 

osidique quasi constante du point  de vue qual i ta t i f  e t  quant i tat i f .  Le contenu 

global en sucres se situe en e f fe t  ent re  7 e t  8 % ( p l p )  des préparations. 

JOHNSON e t  CROSS (1977) (72) avaient au contrai re constaté s u r  les AVS de 

T .  b. brucei  une variat ion de la teneur en glucides al lant de  6 à 17 %. 

Sur  ce plan qual i tat i f ,  les 3 oses dosés pa r  chromatographie en phase 

gazeuse sont, par  o rd re  décroissant, le mannose, le galactose, e t  la N-acétyl- 

glucosamine. Un  p ic  dont  le temps de rétent ion correspond au glucose est 

également présent su r  les diagrammes. Trouvé toujours en faible quanti té, il 

ne peut  ê t re  exclu qu'il s'agisse réellement d'un hexose. Seule une analyse 

s t ruc tura le  du matériel permettra d 'af f i rmer de manière def in i t ive  sa 

présence. On ne peut  éliminer le fa i t  que l'existence de glucose dans la 

préparat ion puisse ê t re  le fa i t  d'une contamination par  exemple au cours des 

étapes de préparation. 

7- Mise en évidence d 'une phosphorylat ion 

L'existence du phosphore dans les AVS de T .  equiperdum a été 

établie, soit pa r  ut i l isat ion de méthodes isotopiques : obtention in v i v o  de 

parasites marqués au 3 2 ~ ,  soit pa r  dosage d i rec t  du phosphore apres 

minéralisation d'antigènes pur i f iés.  

Le marquage au 3 2 ~  o f f r e  l'avantage de  pouvoir  préparer  en  quant i té  

I 'AVS radioactif. La ver i f icat ion de  l ' incorporation de phosphore 3 2 ~  au niveau 

de l 'antigène est réalisée par  électrophorèse en gel  de polyacrylamide suiv ie 

d'une autoradiographie. Su r  une étude de  t ro is  variants, BoTat - 1, - 28, e t  - 



C O M P O S I T I O N  G L U C I D I Q U E  D E S  AVS D E  

TRYPANSOSOMA EQUSPERDUM 

I I I I I 
1 Monosaccharides * 1 BoTat-1 1 BoTat-78 1 BoTat-28 1 
I ,,,,,,,--,-,,,,,,,------ I 111-111111-111-- 1 --------------a-- 1 ---------------- I 
I I 1 I I 

i ' Mannose 
1 I _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - _ _ _ - _ _ _ ~ - - - - - I I I I I I I I I I I I I I I - - ~ - - - - - - - - - - - - - - - _ - [ - - - - - - - - - - - - - - - -  I 

1 Ga1 actose 1 6,9 1 6,4 1 7 , 2  1 
I I I I I I------------------------I----------------l-----------------l---------------- I 
1 Glucose 1 0 , 6 1 1 , 8  1 1,9 1 
I I I I I 

1 N-acétyl  1 
294 

I 
298 

I 
2 34 

I 
I glucosamine I I I I 
I I I I I 

* R é s u l t a t s  exprimés e'n rés idus  par  mole de g lycoproté ine .  

T A B L E A U  5 



78, les zones de migrat ion correspondant aux  AVS "nat i fs"  étaient radioactives. 

Le dosage du phosphore organique su r  les AVS en dehors de l 'aspect 

quant i ta t i f  permet de mieux éliminer tout  doute quant à une contamination par  

d u  phosphore inorganique ou venant d'un composé adsorbé s u r  la 

glycoprotéine. Sans rappeler le protocole su iv i  dans son intégral i té ( c f  

appendice technique) p lusieurs temps tr ichloracétiques dont un à 80° C 

pendant 20 minutes sont retenus ceci avant minéralisation à la flamme. Le 

dosage du phosphore a été réalisé selon la technique au v e r t  Malachite 

d l ITAYA e t  MlCHlO (1966) (69). Les résultats présentés (Tableau 6) 

concernent BoTat - 1 e t  - 28. Dans les deux cas, une  mole de phosphore est 

dosée pa r  mole de glycoprotéine. 

Plusieurs expériences on t  été mises en oeuvre pou r  déterminer la na tu re  

de la liaison ent re  le groupement phosphate e t  le reste de la molécule. 

. Avec l 'ut i l isat ion de la technique de CAPONY e t  col1 (1983) (241, il a 

p u  ê t re  établ i  que le résidu phosphorylé n 'éta i t  pas un ester al iphatique d e  la 

sérine ou de la thréonine, ni un ester aromatique de la tyrosine. 

. La stabi l i té de la radioactivi té après traitement de la phosphoprotéine 

marquée au 3 2 ~  par  I 'hydroxylamine ou par  une solution alcaline di luée 

permettait  d'éliminer aussi l 'hypothèse d'une liaison acyl  phosphate au niveau 

d'un rés idu d'acide glutamique ou d'acide aspartique. 

. II fut également montré que la liaison phosphorique résista i t  à l 'act ion 

de la phosphatase alcaline. 

. Enfin, le fa i t  que le groupement phosphate soit toujours présent après 

plusieurs précipitat ions tr ichloracétiques (16 % p l p )  don t  une avec incubation 

pendant 20 minutes à 80° C, permet d 'exclure une liaison labile en  milieu acide 

telle qu 'on  la t rouve dans la phosphohistidine. 

II s 'agi t  là pa r  conséquent d'un site de phosphorylat ion d i f fé ren t  de ceux 

habituellement rencontrés dans les phosphoprotéines. 

D- Conclusion 

La comparaison des résul tats obtenus pour  les AVS de T .  equiperdum 

avec ceux publ iés pour  quelques AVS de T .  b. bruce i  permet de soul igner 

certains t ra i t s  communs à ces antigènes variables issus d 'une espéce 

di f férente.  



DOSAGE DU CONTENU EN PHOSPHATE DES 

AVS BoTat -1 ET BoTat -28 

AVS 

Contenu en 

protéine 

(nanomo le s ) 

Contenu en 

en phosphate 

(nanomoles) 

BoTat -1 

BoTat -28 

TABLEAU 6 



- une ta i l le  moléculaire apparente en mil ieu réduc teu r  relat ivement 

constante. 

- I 'existence d 'une microhétérogénéité au n iveau d e  la va leur  d u  p o i n t  

isoélectr ique. I I  f au t  s ignaler  que  CROSS (1975) (28) ,  au  cours  de son 

protocole d e  pur i f i ca t ion  basé s u r  u n e  isoélectrofocaIisation prépara t ive ,  a 

également remarqué I 'existence de p ics mineurs en p l u s  du p ic  majeur isolé e n  

t a n t  que g lycoproté ine de surface. Ces contaminants possédaient une ta i l le  

moléculaire analogue à celle d e  la g lycoprote ine majeure e t  les au teu rs  les o n t  

a t t r i bués  à des glycoprotéines ex t ra i tes  de var ian ts  mineurs présents  dans la 

populat ion, e t l o u  à des p rodu i t s  d 'oxydat ion  ou désamidation d e  la 

g lycoproté ine majeure, ou encore de dégradat ion p a r  des protéases endogènes. 

L'existence de ce de rn ie r  t y p e  de dégradat ion entraîne également des  

contaminants de ta i l le  in fér ieure  à celle de  la glycc/protéine majeure e t  les 

au teu rs  les él iminent p a r  chromatographie de ge l  f i l t ra t ion .  

- la prédominance des même acides aminés : acides aminés 

d icarboxyl iques,  thréonine, alanine, lysine. 

- la présence des mêmes monosaccharides : mannose, galactose, 

N-acétylglucosamine. Si toutefois nous avons t r o u v é  p o u r  les AVS BoTat  - 1, 

BoTat  - 78, e t  BoTat  - 28 une  composition également t r é s  similaire du po in t  d e  

vue  q u a n t i t a t i f  ( t eneur  globale 7 à 8 %, r a p p o r t  molaire mannoselgalactose 

constant  vo is in  d e  211 e t  hexoseslhexosamine également constant  d e  l ' o rd re  d e  

811) JOHNSON e t  CROSS (1977) (72) aboutissent à des conclusions d i f fé rentes  

p o u r  les AVS de T. b. bruce i  : i l s  o n t  t r o u v é  un t a u x  global v a r i a n t  de  6 à 

17 8 e t  des rappor t s  molaires t r è s  d i f f é ren ts  va r ian t  respect ivement de  111 à 

4,511 p o u r  mannoselgalactose e t  de  311 à 611 p o u r  hexoseslhexosamine. Pour  

les auteurs ,  ces var iat ions sont  en  re lat ion avec la présence ou l'absence d e  

si tes de g lycosylat ion facu l ta t i fs  supplémentaires, conformément au  schema 

qu ' i l s  o n t  proposé p o u r  les AVS (F igu re  9 ) .  

Aucune donnée se rappor tan t  à la s t r u c t u r e  secondaire e t  a u  contenu en 

phosphore n 'a été encore publ iée p o u r  T. b. brucei .  

En ce qui nous concerne, les données du dichroïsme c i rcu la i re  o n t  about i  

à la caractér isat ion de 4 t ypes  de s t r u c t u r e  parmi  les 9 AVS étudiés. Ces 

d i f f é ren ts  t y p e s  semblaient apparemment l iés au  délai d 'appar i t ion  d e  I 'ant igéne 



variable au cours de l ' infect ion. Néanmoins, le faible nombre dlAVS qui a été 

analysé ne permet pas d 'établ i r  le rappor t  de façon précise. 

Les résultats obtenus au sujet du phosphore semblent ind iquer  u n  t y p e  

part icul ier  de  liaison. L'original i té décr i te concernant I'oligosaccharide 

C-terminal laisse supposer que le groupement phosphate pourra i t  ê t r e  impliqué 

dans cette s t ruc ture .  Nous y reviendrons p lus  avant dans ce mémoire. 



II- ETUDE STRUCTURALE DE L'AVS BoTat-1 

L'AVS BoTat-1 ou type  antigénique de base a été le premier antigène 

choisi pour  mener une étude structurale.  Deux raisons on t  orienté ce choix : 

le fa i t  qu'il s'agisse du premier antigène à apparaître en cours d'infection, 

celui ve r s  lequel il y a réversion, e t  aussi sa relat ive faci l i té de préparation 

en laboratoire. 

La stratégie retenue en vue de l 'étude s t ruc tura le  avait pour  but un 

cl ivage de  la glycoprotéine en "gros fragments'' qu i  puissent ê t re  facilement 

positionnés au sein de la molécule. Cette méthode avait  l 'avantage d 'u t i l i ser  au 

mieux les performances dtun séquenceur automatiqui e t  aussi de préciser 

rapidement le ou les sites de glycosylat ion de cette glycoprotéine. Elle o f f r a i t  

la possibi l i té d'une pur i f icat ion de d i f férents  fragments en vue de les tester 

dans leur  in térê t  d'un po in t  de vue immunologique. C'est d'ai l leurs dans cet 

espr i t  que  le groupe de Bordeaux a pu préparer  des ant icorps monoclonaux à 

p a r t i r  de plusieurs d 'entre eux, une fois mieux connue leur si tuation dans la 

molécule. 

Dans un premier temps, I 'AVS BoTat-1 a fa i t  l 'objet d'une étude 

systématique de ses possibil i tés de clivage pa r  méthodes enzymatiques e t  

chimiques. Nous ne faisons ic i  que  rappeler les pr inc ipaux éléments re t i rés  de 

cette étude qui faisaient l'essentiel de no t re  mémoire de Diplôme dtEtudes 

Approfondies. 

. L'AVS na t i f  ne possède que quelques sites pr iv i légiés de coupure par  

la thermolysine, la t r yps ine  e t  la protéase de S. aureus, l i v ran t  quel que  soit 

l'enzyme deux g ros  fragments de masses moléculaires proches avoisinant 49 

000 e t  40 000. L'antigène dans les mêmes condit ions est  résistant complètement 

à l 'action de la chymotrypsine. 

. L'AVS une fois rédu i t  e t  S-alkylé est beaucoup p lus  sensible ; il est 

rapidement c l ivé en pet i ts  peptides e t  glycopeptides sous l ' inf luence des 

quatres mêmes enzymes cités. 

Aucune de ces 2 approches n'apparaissait  satisfaisante. Nous nous 

sommes alors orientés ve rs  diverses méthodes de  coupure chimique : 



- cl ivage des liaisons méthionyl-X par  le bromure de cyanogène (STEERS 

e t  col1 (1965) (120)). 

- cl ivage des liaison t ryptophanyl-X pa r  le BNPS-skatole (FONTANA 

(1972) (39) )  ou pa r  l'acide O-iodosobenzoique (MAHONEY e t  HERMODSON 

(1979) (90) ) .  

- Coupure des liaisons Asn-Gly pa r  I 'hydroxylamine (BORSTEIN et  

BALIAN (1977) (20)) .  

- Hydrolyse des liaisons Asp-Pro dans l'acide acétique à 10 % ajusté à 

pH 2.5 pa r  de  la py r id ine  (HASS e t  col1 (1975) (55)) .  

Après examen des produi ts  de  clivage par  électrophorèse en gel  de 

polyacrylamide en présence de SDS selon la technique de LAEMMLI (1970) 

(77), nous avons re tenu deux procédés : le BNPS skatole e t  le bromure de 

cyanogène. 

* La coupure pa r  le BNPS skatole l i v ra i t  deux fragments de  tai l le 

moléculaire respective 27 000 e t  37 000. Toutefois, de nombreux problèmes on t  

été rencontrés en part icul ier  lors de  I'élimination de l'excès de réacti f .  Ces 

d i f f icu l tés  étaient dues en par t ie  aux caractérist iques de solubi l i té des 

produi ts  issus d u  clivage. L'extract ion pa r  l'acétate d 'éthyle destinée à 

éliminer le réact i f  en excès s'est révélée entrainer le matériel protéique. II a 

par  conséquent fa l lu pur i f i e r  l'ensemble de la phase organique par  

chromatographie de gel  f i l t ra t ion en milieu acide formique à 9 %. Si el le a 

permis une séparation des composés, la méthode a malheureusement f ou rn i  les 

fragments avec un t rès  mauvais rendement. Nous avons donc rejeté cette 

technique comme première approche. Toutefois une détermination de séquence 

amino acide a permis l ' identi f icat ion d'une par t ie  de l 'axe peptidique de  la 

région centrale de la molécule (Tableau 7).  

* La qual i té des résultats nous a fa i t  p ré férer  le traitement pa r  le 

bromure de cyanogène, réact i f  volat i l  don t  l'élimination est  t rès  simple, 

obtenue pa r  simple lyophil isation. La technique a été la base de l 'étude 

s t ruc tura le  de  I 'AVS BoTat-1 . 





A- Trai tement  de  la g lycoproté ine rédu i te  e t  S-alkylée p a r  le bromure d e  

cyanogène 

* Pr inc ipe  

Dans son pr inc ipe ,  selon GROSS e t  WITKOP (1961) (50) (Tableau 8 ) ,  le 

mécanisme d e  c l ivage des l iaisons méthionyl  impl ique la formation in i t ia le d'un 

bromure d e  cyanosulfonium qui, en mil ieu acide, se scinde en 

méthyl- thiocyanate e t  en bromhydra te  d'iminolactone d'homosérine ; ce d e r n i e r  

se décompose spontanément en l i bé ran t  d 'une p a r t  la lactone d e  I'homosérine 

e t  d 'au t re  p a r t  un fragment p o u r v u  en posit ion N-terminale de I'amino acide à 

l 'or ig ine l ié  à la fonct ion carboxy l ique d e  la méthionine. SCHROEDER e t  col1 

(1969) (116) o n t  signalé que  lorsque I'amino acide l ié  à la méthionine éta i t  u n e  

sér ine ou u n e  thréonine, la coupure  éta i t  incomplète (Tableau 8 ) .  Enf in ,  é tan t  

donnée la réac t iv i té  observée a u  n iveau des l iaisons méthionine-cyst ine 

(Tableau a ) ,  le t ra i tement  p a r  le bromure d e  cyanogène n 'a  été appl iqué q u e  

s u r  molécu le prélablement rédu i te  e t  a l  ky lée  au  n iveau de ses fonct ions 

s y l f h y d r y l .  

* Résultats 

Le protocole u t i l i sé  es t  détai l lé dans l 'appendice technique. Nous ne  

présenterons i c i  q u e  les résu l ta ts  : 

1- Résul tat  du cl ivage en ge l  d e  polycry lamide : 

L'étude é iectrophorét ique en ge l  de  polyacrylamide e n  présence d e  SDS 

des p r o d u i t s  de c l ivage es t  i l lus t rée  dans la f i g u r e  15 ; q u a t r e  f ragments 

essentiels o n t  été obtenus, d o n t  les tai l les moléculaires st6chelonnent e n t r e  

13 000 e t  29 000. Les écar ts  d e  ta i l le  au tor isent  un fract ionnement p a r  

chromatographie d e  g e l  f i l t ra t ion .  

2 -  Fract ionnement s u r  colonne d e  Bio-gel P l00  

Le mélange réact ionnel a été f ract ionné p a r  chromatographie de ge l  

f i l t r a t i on  s u r  une colonne de Bio-gel Pl00 équi l ibrée en acide acét ique 0,1 N. 

L 'é lut ion a été réalisée avec un d é b i t  d e  36 ml lheure .  Les échanti l lons déposés 



MECANISME DE COUPURE DES LIAISONS METHIONYL-X (Gross et Wltkop, 1961) 
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS 

DES FRACTIONS COLLECTEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL 

FILTRATION D L C  îDUITS OBTENUS PAR TRAITEMENT DE 

! $'. S BoTat-1 PAR LE BrCN 

T Témoins de masse mol é c u l a i r e  

R A  AVS BoTat-1 r é d u i t  e t  a l k y l é  

C Cl i vage  par  l e  BrCN 

i + s  FI à F8 B ioge l  P l00  

FIGURE 15 



p o u r  chaque chromatographie correspondaient  à 40 mg d 'hydro lysat .  L 'é lu t ion  

é ta i t  su iv ie p a r  lec ture  spectrophotométr ique à 230 nm, e t  p a r  les réact ions à 

la n i n h y d r i n e  e t  à I 'orcinol su l fu r ique.  Les t ro i s  courbes sont i l lust rées dans 

la f i g u r e  16. D i x  f ract ions o n t  été individual isées e t  recueil l ies. 

3- Caractér isat ion des f rac t ions  obtenues après  Bio-gel Pl00 

a )  Etude en g e l  de  polyacrylamide en présence de SDS 

A l'examen du ge l  (F igu re  15) les fract ions, en quasi  tota l i té ,  se sont  

avérées t r è s  hétérogènes. II peu t  ê t r e  remarqué, la présence d'un composé d e  

masse approximat ive 20 000 présent  t o u t  a u  long d e  I 'élut ion, d e  la f rac t ion  F I  

à la f rac t ion  F6. 

b )  Composition amino acide 

Les compositions en acides aminés sont  présentées dans le Tableau 9. En 

dép i t  de  l 'hétérogénéité des fract ions, certaines informations pouvaient  ê t r e  

dégagées de l'ensemble des résul tats,  notamment p o u r  les deux  f rac t ions  F5 e t  

F7 : 

- richesse re la t ive  d e  la f rac t ion  F7 en rés idus  hydrophobes (19,37 % 

Ala, 14,01 % Leu).  

- au  contra i re,  faible teneur  en ces rés idus  p o u r  la f rac t ion  F5 (10,86 8 
Ala, 9,66 % Leu) qui se matérialise à I ' inverse p a r  une r ichesse en rés idus  

hydroph i les ,  par t icu l ièrement L y s  e t  G lu  e u x  mêmes peu représentés dans la 

f rac t ion  F7. 

A l 'époque cet te  première observat ion, en  fonct ion des données 

b ib l iographiques concernant  la s t r u c t u r e  des AVS, suggéra i t  q u e  la f rac t i on  

F5 contenai t  ou  représenta i t  l 'ext rémité C-terminale hydroph i le .  Tou jours  en 

fonct ion des données d 'au t res  groupes,  cet te hypothèse pouva i t  aussi ê t r e  

af f i rmée p a r  le pourcentage élevé d e  S-carboxymethylcystéine dosée. A 

l ' inverse,  la f rac t i on  F7 semblait cor respondre  à une  a u t r e  po r t i on  d e  la 

molécule. 

c )  composition e n  sucres 

Les résu l ta ts  de déterminat ion d e  composition g iuc id ique p a r  

chromatographie e n  phase gazeuse sont  présentés dans le tableau 10. 

L'analyse d e  la f rac t i on  F7 s'est révélée par t icu l ièrement in teressante à ce 

stade : la pa r t i e  g lycann ique s ' indiv idual isant  p a r  l 'absence totale d e  

galactose, e t  met tant  p a r  conséquent e n  évidence : 



CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR BIOGEL Pl00 DES PRODUITS DE CLIVAGE PAR LE 

BrCN DE L'AVS BoTat-1 

(100 - 200 mesh ; colonne 150 x 1,8 cm ; acide formique 0,l M) 

figure 16 
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COMPOSITION GLUCIDIQUE DES FRACTIONS ISOLEES APRES CLIVAGE PAR L E  BrCN DE L'AVS DE BoTat-1 

' Mannose I ' 187 , I 28 133 ' 172 i *  172 ' , 449 / *  584 366 1 
I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - \ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - -  I 
I Galactose I ' 128 , I 17 72 ' 183 ! * Z O O  ' 189 1 _ 116 1 1 
I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - -  I 
I Glucose ' 89 5 , 5  1 1 1 I - I ' 22 1 - I I 11 

( 
1 

l 50 , 
1-------------------------~--------'--------~--------~--------~--------~--------~--------~--------- I 

I Sucres 

Résultats exprimés en micromoles par gramme de glycoprotéine. 

1 I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - l - - - - - - - - l - - - - - - - - l - - - - - - - -  

TABLEAU 10 

F5 
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--------- F8 1 I -------- 7  



- la présence d'une chaine oligomannosidique au niveau de  cette f rac t ion 

- la présence d'au moins deux sites de glycosylat ion dans la molécule e t  

de deux types di f férents.  

De plus, le rappor t  molaire mannose/N-acétylglucosamine de  9:2 obtenu 

pour  F7 correspond au rappor t  molaire d 'une s t ruc tu re  oligomannosidique 

classique. 

d )  Etude en électrophorèse d 'a f f in i té  avec la concanavaline A 

Dans le but de montrer le caractère glycosylé de certa ins fragments 

BrCN e t  de les su ivre  aisément lors de nouveaux clivages, nous nous sommes 

intéressés à la mise au po in t  d'une technique électrophorétique simple u t i l i sant  

l 'a f f in i té des composants glycosylés pour  une lectine. 

La composition glucid ique d'ensemble de I'AVS se caractérise par  

I 'existence de s t ruc tures r iches en mannose, galactose, N-acétylglucosamine. 

De plus, le mode de préparation lui même de I'AVS repose s u r  une 

chromatographie d 'af f in i té ut i l isant  la concanavaline A. Enfin, les compositions 

osidiques des fract ions F5 e t  F7 évoquées p lus  haut  laissent présumer de 

l 'existence de deux copules glycann iques susceptibles d ' in terag i r  avec la 

concanavaline A. 

Le pr inc ipe de  la méthode repose su r  la formation d 'un  complexe 

d 'a f f in i té  au cours de I'électrophorese, complexe qui se t rouve ensuite piégé 

au  niveau d 'une interface gel-gel en raison de sa tai l le moléculaire. Seuls les 

fragments non complexés seraient à même de pénétrer  un grad ient  appropr ié  

de  gel de polyacrylamide, gel  cette fois dépourvu de lectine. II deviendrai t  

pa r  conséquent possible pa r  comparaison avec la même migrat ion en l'absence 

de  lectine, de repérer  les composants capables de se combiner avec la lect ine. 

Dans le but de réun i r  des conditions optimales de formation e t  de  stabi l i té d u  

complexe, nous avons supprimé toute addit ion de détergent, e t  e n  par t icu l ie r  

le sodium dodécyl sulfate. 

Les profondes dif férences au n iveau '  des points isoélectriques des 

fragments rendent d i f f ic i les la déf in i t ion de condit ions électrophorétiques 

permettant d 'être assurés que la migrat ion de tous les fragments se fa i t  ve r s  

le même pôle. II s'est avéré indispensable de procéder préalablement à la 

migrat ion, à une modification chimique des composants. Le couplage des 



rés idus  d e  lys ine d e  la molécule avec la f luorescamine es t  une techn ique 

adéquate dans la mesure où el le permet aussi u n e  v isual isat ion p a r  

f luorescence des f ragments de t r o p  faible ta i l le  pou r  ê t r e  révélés p a r  le  b leu  

Coomassie, o u v r a n t  a ins i  une appl icat ion éventuel le  p o u r  l 'analyse d e  

g lycopeptides. 

D 'un p o i n t  de  v u e  prat ique,  le ge l  es t  const i tué  d e  la façon su ivante  : 

. un grad ien t  d e  ge l  de  polyacrylamide 10-30 % en  tampon t r i s -HCI  pH 

9,4. 

. un g e l  intermédiaire de polyacrylamide à 10 %, d e  faible épaisseur, en  

tampon ident ique à celu i  u t i l i sé  p o u r  la formation du complexe. 

. un g e l  supér ieur  d'agarose à 2 % en  tampon 1 mM CaC12, 1 mM MnC12, 

0,375 M t r is -HCI  pH 8,8 contenant  s u r  une moit ié la lectine. Le gel  es t  coulé 

à la température de 5S0 C p o u r  é v i t e r  tou te  dénatura t ion  d e  la lectine. 

Dans les condi t ions expérimentales choisies, tous les f ragments B r C N  o n t  

une  migra t ion  rap ide v e r s  l'anode, la distance de migrat ion é tant  fonc t ion  de 

leu r  seule ta i l le  moléculaire respect ive. 

L'appl icat ion d e  la technique à certaines f ract ions B r C N  a permis de 

mont rer  q u e  les composants majeurs des f rac t ions  F7 e t  F5 sont  g lycosy lés  

( F i g u r e  17) .  

De l'ensemble des résu l ta ts  apportés p a r  la composition g luc id ique des 

f ract ions e t  p a r  le tes t  d'électrophorèse d 'af f in i té ,  nous pouvons a f f i rmer  q u e  

la molécule cont ient  au  moins deux  g lycannes interagissant  avec la 

concanavaline A, au n iveau 

- d 'une s t r u c t u r e  oligomannosidique rat tachée au  f ragment majeur 13 000 

d e  la f rac t ion  F7. 

- d 'une  pa r t i e  g lycann ique contenant  mannose, galactose e t  

N-acétylglucosamine l iée au  f ragment majeur 25 000 d e  la f rac t i on  F5. 

4- E tude  d e  la séquence amino acide d e  quelques f rac t ions  B r C N  : 

Nous avons ten té  u n e  analyse en séquence amino acide de cer ta ines 





f rac t ions  B r C N  en dép i t  de  l eu r  hétérogénéité. Les résu l ta ts  d e  la dégradat ion 

automatique d e  Edman nous o n t  à chaque cyc le  l i v r é  p lus ieu rs  dér ivés  amino 

acides. La déterminat ion quant i ta t ive  précise des phényl th iohydantoines (PTH)  

amino acides p a r  chromatographie l iqu ide  de haute  performance (HPLC) nous a 

permis d e  s u i v r e  sans ambiguité chacune des séquences dans la mesure o ù  les 

deux  s t r u c t u r e s  pept id iques co-trai tées se t rouva ient  en  p ropor t i on  t r è s  

d i f f é ren te  dans le mélange. 

Si  les analyses pré l iminai res o n t  été effectuées p a r  dégradat ion manuelle 

d e  Edman, l 'é tude a été poursu iv ie  ensui te s u r  séquenceur automatique 

Beckman 890 C. T r o i s  f ract ions F7, F5 e t  F3 o n t  été analysées. Le tableau 11 

présente les résu l ta ts  après compilation des données apportées p a r  l 'é tude d e  

chaque f ract ion.  En e f fe t ,  chaque séquence a finalement été analysée deux  

fois au  moins, un même fragment pept id ique étant  re touvé dans p lus ieu rs  

f ract ions B r C N  issues d e  chromatographie. 

5- Conclusion 

Cet te  première approche s t ruc tu ra le  appor te  déjà une  connaissance 

importante de la molécule t a n t  s u r  le p lan d e  l 'axe pept id ique que d e  son 

organisat ion g lycannique.  Nous nous sommes intéressés à la localisation des 

fragments au  sein de la molécule. 

* La séquence majeure de la f ract ion F7 a pu ê t r e  immédiatement située, 

en  la rapp rochan t  de la séquence N-terminale de la molécule nat ive  o ù  u n e  

première méthionine.  e n  posi t ion 14 représente le s i te  d e  coupure  B r C N  

l i bé ran t  F7 (Tableau 11 ). 

* Dans la su i te  d e  la reconst i tu t ion  moléculaire, nous nous sommes fondés 

s u r  des données issues d e  nos p r o p r e s  résu l ta ts  e t  aussi s u r  celles apportées 

p a r  p lus ieu rs  études diAVS de T. b. brucei ,  données qui o n t  été d 'a i l leurs  

largement détail lées dans le chapî t re  des général i tés. 11 s'est e n  e f fe t  dégagé 

p o u r  la tota l i té  des AVS étudiés jusqui ic i ,  un ensemble d e  caractér is t iques 

à la rég ion  C-terminale, soi t  : 

- u n e  n a t u r e  essentiellement hyd roph i l e  avec une r ichesse pa r t i cu l i è re  en 

lys ine  e t  en  acide glutamique. 

- la présence d iune copule g lycann ique contenant  mannose, galactose e t  



SEQUENCES AMIN0 ACIDES N-TERMINALES DE 1'AVS BoTat-1 ET DES 
BrcN F7, F5' F3 

ALA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR-TRP-GL~-ALA-MET-~Y~-A~P-LE~-~ER-A~N-A~P 
GLY - 

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-ALA-LEU-ALA-ALA-ALA-THR-ALA-THR-PRO-SER-SER-UA-ALA-ASN 

ASP-ASP-ASN-PHE-LYS-LYS-ALA-ALA-ARG-ARG-TYR- 

SER-ALA- 

F5 5 1 O 15 20 
PRO-ILE-GLU-GLY-ILE-LEU-LYS-ASN-SER-PRO-ASN-LEU-LYS-LYS-LEU-GLY-ASP-VAL-THR-ASP 

LEU-GLN-ALA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-GLY-THR-GLY-THR-ALA-ARG-GLU-VAL-GLN-ALA-UA 

25 3 O 3 5 40 
ILE-ASN-GLN-LEU-LEU-GLU-LEU-TYR-PHE-TYR-TYR-SER-ASP-LEU-ASN-LYS-GLN-BG-LEU-GLN 

ARG-ASP-GLY- 

45 50 55 60 
GLU-ALA-ALA-LYS-LYS-LEU-GLN-ASP-LEU-GLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-ALA-ASP 

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-ALA-LEU-ALA-ALA-ALA-THR-ALA-THR-PRO-SER-SER-ALA-LA-ASN 

25 3 0 35 4 O 
ARG-ASP-GLY-GLY-ARG-LEU-GLN-GLY-ALA-LEU-ARG-GLU-PHE-LEU-ALA-THR-GLN-ALA-VAL-VAL 

ASP-ASP-ASN-PHE-LYS-LYS-ALA-ALA-ARG-ARG- 

45 5 O 
SER-ALA-SER-ASN-LYS-GLY-CYS-LEU-SER-ARG- 

TABLEAU 11 



N-acétyiglucosamine. 

- une densité en résidus de cystéine. 

Parmi les fragments majeurs dér ivés du clivage pa r  le BrCN,  seul celui 

de la f ract ion 5, fragment de tai l le moléculaire 25 000, rassemblait toutes ces 

caractérist iques e t  pa r  conséquent nous avons en première hypothèse placé ce 

composant en région toute C-terminale. Etant  donné que  le fragment majeur de 

F7, également glycosylé, était  localisé de façon déf in i t ive  à la sui te d u  14ème 

amino acide, il ne restai t  p lus  dans ces condit ions que deux  possibil i tés 

d'organisation pour  les fragments mineurs de ces deux fract ions respectives : 

fragment 18 000, t rouvé également dans la fract ion F3 (F3b) e t  fragment 11 

000 (F igures 18 e t  19). Le seul moyen de pouvoir  décider de l 'une ou l 'autre 

étai t  d' isoler le fragment interne 29 000 de recouvrement des deux 

précédents e t  d'en déterminer le résidu en position N-terminale. A l'examen 

du Tableau 11, il pouvai t  s 'agir soit  d 'une thréonine (comme p o u r  le fragment 

mineur de F7) e t  pa r  conséquent le l e r  schéma serai t  retenu, soit d 'une 

leucine (comme pour  le fragment mineur de F5) e t  dans ce dern ier  cas la 

molécule répondrai t  au deuxième schéma. Nous avons isolé le fragment 29 000 

(F3a) pa r  électrophorèse préparat ive en gel  de polyacrylamide, suivie d 'une 

électroélution. Une dégradation manuelle de Edman a été ensui te appliquée 

pendant 3 cycles. Elle nous a permis d ' ident i f ier  un résidu de  leucine en 

posit ion N-terminale e t  donc proposer défini t ivement le 2ème schéma (F igure 

19). 

B- Etude de la par t ie  N-terminale de I 'AVS BoTat-1 à pa r t i r  du clivage pa r  

le bromure de cyanogène 

1 - l ntroduct ion 

La dégradation de Edman effectuée su r  la molécule native avai t  permis, 

rappelons-le, d 'établ i r  les 20 premiers acides aminés. Parmi ceux-ci (posit ion 

14) un résidu de méthionine avai t  pu ê t re  noté e t  l 'application de  la coupure 

pa r  le bromure de cyanogène à ce niveau a fourn i  un fragment glycosylé de 

tail le moléculaire 13 000 t rouvé  dans la fract ion chromatog raphique F7. 

L'analyse de  la f ract ion en séquence automatique a l i v r é  les résidus 15-42 

(Tableau 11 ) . 



F3 a (29 000) L - - - - - - - - - - - - - J 
Leu 

MET MET MET MET MET 

Schéma de 1 ' AVS BoTal- 1 

Localisation des fragments BrCN ( t a i  11 es mol écu1 ai res apparentes détermi nées par électrophorèse en gel 
de polyacrylamide) 

(a) Fg fragment 29000 (b)  Fg fragment 18000 
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FIGURE 18 
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Nous avons poursu iv i  l 'é tude d e  la p a r t i e  N-terminale d e  I 'AVS p a r  

l 'u t i l isat ion d e  deux  découpes d e  la f rac t ion  F7 : 

- une  hyd ro l yse  p a r  I 'endoprotéinase Arg -C  a s e r v i  à l ' ident i f icat ion des 

rés idus  28-64 

- une hyd ro l yse  p a r  la protéase d e  S. aureus a pro longé la connaissance 

jusqu'au 74ème amino acide e t  a permis de localiser le s i te  de  g lycosylat ion.  

Not re  p r inc ipa l  souci, au  cours  de cet te étude, a été d e  min ia tur iser  les 

d iverses  techniques choisies. Dans l ' in tent ion d e  r é d u i r e  encore les p e r t e s  de 

matériels en  cours  de manipulat ion, nous avons év i té  après tou te  nouvel le 

coupure,  tou te  étape d e  pur i f i ca t ion .  Dans ce t te  opt ique,  il fa l la i t  r e t e n i r  la 

s t ra tég ie  su ivante  : 

. blocage i r réve rs ib le  de la fonct ion aminée N-terminale d e  la f rac t i on  

F7, d e  tel le sor te  que  la dégradat ion d e  Edman ne  puisse s'exercer d a n s  la 

zone déjà connue. 

. appl icat ion ensui te d'un cl ivage hautement spéci f ique af fectant  un 

p e t i t  nombre d e  si tes p o u r  év i te r  un mélange t r o p  complexe a lo rs  

i n in te rp ré tab le  en séquence amino acide. 

Pour répondre  à la première exigence, il nous a semblé q u e  la techn ique 

d e  succiny lat ion é ta i t  une  méthode sat isfaisante p o u r  2 raisons : 

. Elle assure  un blocage des groupements NH2 d o n t  on a pu v é r i f i e r  la 

s tab i l i té  après p lus ieurs  cycles d e  dégradat ion d e  Edman. 

. Elle t ransforme la lys ine  en succ iny l lys ine  d o n t  le PTH-dér ivé est  

facilement repé ré  e t  quan t i f i é  p a r  HPLC. 

Pour tes ter  la qua l i té  e t  le rendement des méthodes de c l i vage 

pept id ique,  nous avons u t i l i sé  l 'é lectrophorèse en ge l  de  polyacry lamide 

adaptée à la séparat ion e t  à la v isual isat ion d e  pe t i t s  f ragments pept id iques 

o u l e t  g lycopept id iques.  

2- Résultats 

* L'hyd ro lyse p a r  I 'endoprotéinase Arg -C  coupe spécif iquement les 

l iaisons arg iny l -X  (sauf  a rg iny l -Pro)  . Nous l 'avons retenue en première  



in tent ion.  L'enzyme n 'en t ra ine  qu'un nombre l imité d e  coupures, e t  en out re ,  

deux rés idus d 'a rg in ine  se t rouva ien t  en  posit ion déjà connue, jugée favorable 

p o u r  l 'analyse séquentielle. D u  po in t  d e  v u e  expérimental,  10 mg d e  la 

f ract ion F7 o n t  été soumis à la succiny lat ion pu is  à une hyd ro l yse  p a r  

l'enzyme. Le mélange a été d i rectement u t i l i sé  te l  que l  pou r  la dégradat ion 

automatique d e  Edman. Les résu l ta ts  (Tableau 12) o n t  montré l 'existence d 'une  

seule séquence dégradable, commençant au  dela du 27ème rés idu  d e  la 

molécule. La deuxième a rg in ine  (posi t ion 31) é ta i t  inaccessible à l 'act ion 

enzymatique vraisemblablement e n  raison de la présence voisine (posi t ion 33) 

d 'une lys ine  succinylée. Cet te analyse a permis non  seulement d e  conf i rmer  la 

séquence précédemment établ ie p o u r  le pept ide 28-56, mais aussi d e  pro longer  

I ' ident i f icat ion d e  8 résidus. La na tu re  de ces de rn ie rs  rés idus  a été 

elle-même confirmée p a r  reconvers ion des PTH-dér ivés en amino acides e t  

examen des temps d e  ré tent ion  obtenus s u r  a u t o a n a ~ ~ z e u r .  

* Le deuxième c l ivage v e r s  lequel nous nous sommes tournés é ta i t  

l ' hyd ro l yse  p a r  la protéase d e  S. aureus dans les condi t ions de coupure  

spéci f ique des l iaisons glutamyl-X. L'examen des résu l ta ts  précédents 

ind iqua ient  l 'absence d e  s i te potent ie l  d e  c l ivage avant  le 54ème résidu amino 

acide. Le faible nombre de coupures apparemment produ i tes  nous  a condu i t  

rapidemment à I ' ident i f icat ion d e  zones inconnues. 

Deux séquences étaient CO-dégradées p a r  la réact ion r é c u r r e n t e  de 

Edman s u r  séquenceur automatique (Tableau 12). Une chu te  b ru ta le  de 

rendement s'est manifestée à p a r t i r  du 3ème cycle, témoignage vraisemblable 

du s i te d e  g lycosylat ion d o n t  F7 B r C N  e s t  pou rvu .  Ce branchement gly- 

cannique est  d 'au tant  c réd ib le  à ce stade qu 'une  t r è s  f o r t e  quan t i t é  de  

PTH-Asparagine ava i t  pu ê t r e  ident i f iée à cet te étape (Tableau 12) .  

E n  vue  d e  conf i rmer ce t te  hypothèse d e  s i te  d e  glycosylat ion, nous  

avons isolé le g lycopept ide f o u r n i  p a r  la protéase d e  S. aureus en u t i l i san t  

l 'é lectrophorèse d 'a f f in i té  appl iquée s u r  I 'hydro lysat  enzymatique. Cet te  

technique a permis d e  repére r  parmi  les bandes séparées dans le g e l  d e  

polyacry lamide celle qui correspondai t  a u  f ragment glycosylé. Le  g lycopept ide  

a été récupéré p a r  é lectroélut ion en boud in  de d ia lyse ca l ib ré  < 1000 

(Spect rapor ) .  L 'é luat  a été hyd ro l ysé  p u i s  analysé en composition amino acide. 

Par comparaison des résu l ta ts  obtenus avec la séquence déterminée ap rès  



SEQUENCES AMINO ACIDES N-TERMINALES OBTENUES PAR CLIVAGES ENZYMATIQUES DE 
LA FRACTION F7 BrCN 

. Endoprotéinase ARG-C 

ALA-ALA-SER 
ARG-LEU-LYS-ALA-PRO-ALA-THR-THR-ALA-LEU 
LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU-LYS-ALA-LEU 
VAL-PHE-LEU-GLU-SER-ALA-ASN-SER-THR-LEU 
ARG-GLU-ALA-ALA- 

. Protéase de S. aureus 

Cycles : 

. Composition en acides aminés du glycopeptide isolé après hydrolyse par la 
protéase de S. aureus 

GLU - 1 ; ASX 1 ; THR 0,7 ; SER 1 ; ALA 1 ; LEU 0,6 ; ARG 0,4 ; GlcNH2 0,6. 

TABLEAU 12 



action de I'endoprotéinase Arg-C (Tableau 12), nous avons p u  établ i r  : 

- d'une pa r t  que la position 57 é ta i t  représentée pa r  un rés idu 

d'asparagine por teur  d'un branchement glycannique. 

- d 'aut re  p a r t  que  le glycopeptide issu de  l 'hydrolyse pa r  la protéase de 

S. aureus étai t  caractérisé pa r  la séquence : 

* 
- Ser-Ala-Asn -Ser-Thr-Leu-Arg-Glu- 

L'on pouvai t  en conséquence déduire les résul tats de  la séquence 

examinée en parallèle : 

3- Conclusion 

L'analyse de la f ract ion F7 a permis l ' identi f icat ion déf in i t ive  des résidus 

15-74 (Tableau 13). Elle a également permis de localiser le premier s i te  de 

glycosylat ion su r  l'asparagine en posit ion 57. L'oligosaccharide de p a r  sa 

composition apparaît consti tué de 9 résidus de  mannose pour  2 résidus de 

N-acétylglucosamine e t  correspondre à une s t ruc tu re  classique 

ol igomannosidique. 

Pour prolonger la connaissance s t ruc tura le  de la par t ie  N-terminale de  la 

molécule e t  déborder su r  les fragments internes, il fa l la i t  à ce stade avo i r  

recours à une aut re  stratégie de coupure générale de la glycoprotéine, 

capable de produi re  des peptides de recouvrement des fragments BrCN e t  en 

par t icu l ie r  du fragment majeur de F7 avec son suivant. A cet  objectif, nous 

avons préféré  poursu iv re  l 'étude dans la par t ie  C-terminale a f in  de s i tuer  e t  

étudier  le deuxième pôle glycosylé de la molécule. 

C- Etude de la par t ie  C-terminale de I'AVS Botat-1 à p a r t i r  du clivage pa r  

le bromure du cyanogène 

1 - l nt roduct ion 

II ressorta i t  de l'ensemble des données bibl iographiques que la par t ie  



SEQUENCE PARTIELLE DE L'AVS BoTar-1 

SEQUENCE AMINO ACIDE N-TERMINALE 
5 1 O 15 2 O 

ALA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR-TW-GLU-ALA-MET-CYS-ASP-LEU-SER-ASN-ASP 
2 5 3 O 35 4 O 

GLY-AsN-LEU-LEU-ALA-GLN-UG-ALA-ALA-SER-~G-LEu-LYs-ALA-PRo-uA-THR-THR-ALA-LEu 
45 50 5 5 * 6 O 

LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU-LYS-ALA-LEU-Vfi-PHE-LEU-GLU-SER-aA-ASN-SER-THR-LEU 
6 5 7 O 

ARG-GLU-ALA-ALA-THR-LYS-THR-ALA-ALA-ASP-TYR-SER-ALA-ALA-MG- 

PEPTIDE INTERNE 
5 1 O 15 2 O 

LEU-GLN-ALA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-GLY-THR-GLY-THR-ALA-ARG-GLU-VAL-GLN-ALA-ALA 
2 5 30 35 4 0 

ARG-ASP-GLY-GLY-ARG-LEU-GLN-GLY-ALA-LEU-ARG-GLU-PHE-LEU-ALA-THR-GLN-ALA-VAL-VAL 
45 5 0 

SER-ALA-SER-ASN-LYS-GLY-CYS-LEU-SER-ARG- 

PEPTIDE INTERNE 
5 10 15 20 

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-ALA-LEU-ALA-ALA-ALA-ALA-THR-LA-THR-PRO-SER-SER-ALA-ALA-ASN 
2 5 30 

ASP-ASP-ASN-PHE-LYS-LYS-ALA-ALA-ARG-ARG-TYR- 

GLYCOPEPTIDE C-TERMINAL 
5 1 O 15 20 

PRO-ILE-GLU-GLY-ILE-LEU-LYS-ASN-SER-PRO-ASN-LEU-LYS-LYS-LEU-GLY-ASP-VAL-THR-ASP 
25 30 3 5 40 

ILE-ASN-GLN-LEU-LEU-GLU-LEU-TYR-PHE-TYR-TYR-SER-ASP-LEU-ASN-LYS-GLN-UG-LEU-GLN 
45 5 0 5 5 6 O 

GLU-ALA-ALA-LYS-LYS-LEU-GLN-ASP-LEU-GLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-fiA-ASP 

fler site de glycosylation 

TABLEAU 13 



C-terminale des antigènes variables s ' inscr ivai t  dans une s t ruc tu re  p lu tô t  

hydrophi le,  r iche en ponts d isu l fure  intrachaines, e t  munie d 'une composante 

glycannique. Dans ce cadre d'étude not re  protocole de découpe moléculaire 

s'est t r adu i t  pa r  l 'obtention d'un fragment C-terminal de tai l le moléculaire 

25 000, principalement recuei l l i  dans la f ract ion chromatographique F5. Les 

résul tats acquis pa r  l'analyse di recte de la fract ion en séquence automatique 

on t  l i v r é  des résidus 1-60 (Tableau 13 ) .  

En première intention, nous avons tenté d'analyser la f ract ion F5 su ivant  

une stratégie analogue à celle développée pour  F7. A ce t i t re ,  nous avons 

testé plusieurs hydrolyses chimiques e t  enzymatiques susceptibles de p rodu i re  

un nombre limité de  coupures. Les méthodes qui on t  pu êt re  retenues étaient 

les digestions enzymatiques pa r  la chymotrypsine e t  la protéase de  S. aureus. 

L'analyse sur  séquenceur automatique de I 'hydro lysat  chymotrypsique après 

succinylat ion a donné l ieu dès le 3ème cycle à un problème phys ique de  

maintien de l'ensemble d u  matériel dans la coupelle. La couche "moléculaire" 

s'est transformée en  un agglomérat incompatible avec la poursu i te  de  la 

séquence. L'extrême richesse en lysine de cet te par t ie  peptidique pouvai t  ê t r e  

une expl icat ion éventuelle à ce phénomène. C'est la raison pour laquelle nous 

avons évi té la technique de succinylation pour  la poursui te du t rava i l .  

L'ut i l isat ion d 'hydrolyses enzymatiques spécifiques prolongées, suivie d'un 

fractionnement chromatographique résume le protocole adopté. 

T ro is  enzymes on t  été retenus : 

- la protéase de S. aureus 

- la chymotrypsine 

- la t ryps ine après aminoéthylation des résidus de  cystéine. 

Dans les t ro is  protocoles, l'électrophorèse en gel  de polyacrylamide 

donnait des résul tats t rès  satisfaisants s u r  la tai l le du ou des fragments 

obtenus. Nous ver rons que  les résultats s u r  séquenceur automatique on t  été 

décevants. Ce sont toutefois ces "échecs" qui nous on t  apporté beaucoup 

quant  à la connaissance de l 'extrémité C-terminale de I'AVS. Cela sera 

présenté en dernière par t ie  de mémoire e t  fourn i ra  hypothèse pou r  exp l iquer  

nos problèmes de dégradation de Edman. Pour l 'action des enzymes su r  F5 



DrCN, les résultats seront présentés dans l 'o rdre  de leur réalisation 

expérimentale. 

2- Hydrolyse pa r  la protéase de S. aureus 

La protéase de S. aureus produisai t  un pro f i l  de  cl ivage en 

électrophorèse t rès  satisfaisant (F igure  20A). II en dér iva i t  en e f f e t  un 

nombre limité de fragments dont la tai l le laissait espérer une bonne séparation 

en chromatographie de gel  f i l t rat ion.  

10 mg de la fract ion F5 on t  été hydrolysés par  l'enzyme ( E I S  = 1/50) 

pendant 4 heures à 2 5 O  C puis fract ionnés par  chromatographie de gel 

f i l t ra t ion su r  Bio-gel P60 équi l ibré en acide acétique 0,01 M. Les premières 

fractions recueil l ies on t  fai t  l 'objet d'une étude électrophorétique (F igure  

20B), e t  d 'une analyse de leur contenu en osamine en vue de  repérer le site 

de glycosylat ion (Tableau 14). Ainsi  la f rac t ion 2 s'est révélée la p l us  r iche 

en osamine. Une étude pa r  électrophorèse d 'a f f in i té  avec la concanavaline A a 

pa r  ai l leurs démontré le caractère glycosylé du composant majeur (14  000) de 

cet te même fract ion 2. Cette préparat ion correspondant en grande pa r t i e  à 

une zone inconnue de la molécule a donc été proposée pour  étude de séquence 

amino acide. Dès le premier cycle, aucun PTH amino acide n'a pu êt re  

quanti tat ivement identi f ié. L'hypothèse la p lus  probable pour  rendre compte 

de  ce résul tat  était  que le résidu N-terminal du fragment aura i t  sub i  une 

cyclisation e t  éta i t  donc incapable de  se coupler au phénylthioisocyanate. De 

telles anomalies peuvent parfois on le sait se produi re  avec la glutamine, e t  

aussi étant  donnée l'analogie structurale,  avec la S-carboxyamidométhyl- 

cystéine. Dans cette hypothèse le clivage se serait donc p rodu i t  soit  au 

niveau d 'une liaison Glu-Gln, soit au niveau d 'une liaison Glu-SCMC. 

Nous nous sommes pa r  conséquent tournés vers  l'analyse des autres 

fract ions obtenues, fract ions susceptibles de contenir un pept ide 

intermédiaire. D'après les résultats de composition amino acide, la f rac t ion 5 

semblait correspondre à la par t ie  N-terminale du fragment déjà identifiée, 

tandis que la f ract ion 4 était  caractérisée par  une composition totalement 

dif férente. Après une première identi f icat ion d u  résidu N-terminal de  la 

fract ion 4 par  dégradation manuelle de Edman, l'ensemble du matériel a été 

analysé en séquence automatique. Les résul tats sont présentés dans le tableau 





Fractions 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

TENEURS RELATIVES EN OSAMINE DANS LES FRACTIONS OBTENUES APRES 

CLIVAGE ENZYMATIQUE 

Protéase S. auréus 

16 1 

Chymotrypsine 

4 7 

150 

109 

24 

2 9 

14 

8 

Trypsine 

9 5 

117 

5 4 

3 8 

- 

Résultats exprimés en pmoles/g 

1-10 : fractions obtenues après chromatographie de gel filtration de 

l'hydrolysat enzymatique. 

TABLEAU 14 



15. L'étude de ce peptide intermédiaire permettait finalement de prolonger 

l ' identi f icat ion de la séquence du fragment C-terminal étudié de  la posit ion 61 

à la position 69 (Tableau 15). Le fragment glycosylé n'avait donné aucun 

résultat.  

3- Hydrolyse par  la chymotrypsine 

Un  traitement par  la chymotrypsine, enzyme de spécif ici té totalement 

d i f férente,  a été alors envisagé. La cinétique d 'hydro lyse à 2 5 O  C dans un 

rappor t  enzymelsubstrat  de  11100 est i l lustrée (F igure 20C). Nous avons 

re tenu comme condit ion optimale un temps d 'hydrolyse de deux heures. Après  

pur i f icat ion chromatographique de I 'hydrolysat  chymotrypsique s u r  Bio-gel P60 

nous avons séparé e t  recuei l l i  10 fract ions dont  certaines on t  été soumises à 

une électrophorèse en gel de  polyacrylamide (F igure 20D) e t  à une  analyse de 

leur contenu en osamine (Tableau 14). Une teneur relativement élevée en 

osamine pouvai t  ê t re  remarquée dans les fract ions 2 e t  3. Des deux f ract ions 

dont  le comportement en gel  de polyacrylamide était  similaire, nous avons 

re tenu la p lus  homogène pour  analyse par  dégradation de Edman. Les résul-  

tats on t  l i v r é  deux débuts de séquence, mais avec un t rès  mauvais rendement 

(< 10 8) .  Pour l'un des peptides, l ' in terprétat ion a été possible pendant les 6 

premiers cycles, e t  permettait  de s i tuer  la séquence au delà du 30ème rés idu  

de ty ros ine du fragment C-terminal étudié (Tableau 13) .  Pour l 'autre aucune 

identi f icat ion déf in i t ive ne  pouvai t  ê t re  retenue. L'on pouvai t  dès lors  

supposer que le s i te de coupure enzymatique dominant soit proche d 'un  site 

de branchement g lycannique. 

I c i  encore le matériel glycopeptidique ne pouvai t  ê t re  séquencé. 

En conclusion, les deux approches pa r  coupure enzymatique seconde su r  

F5 BrCN n'avaient Das Dermis d'accéder à la ~ a r t i e  C-terminale de  I'AVS. La 

poursu i te  de l 'étude pouvai t  s'envisager par  hydro lyse en multiples pe t i t s  

peptides par  ut i l isat ion de la t r yps ine  ou de la thermolysine. Avant  d 'avo i r  

recours à cette possibil i té, nous avons tenté un protocole de c l ivage 

au niveau des résidus de cystéine pa r  la t rypsine.  

4- Clivage au niveau des résidus de  cystéine 

a- protocole 

L'aminoéthylation des résidus de cystéine apporte un site d e  clivage par  



SEQUENCE &[IN0 ACIDE DE LA FMCTION 4 OBTENUE APRES CLIVAGE DE 

LA PROTEASE DE S. AUREUS -- 
I 

5 1-60 THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-ALA-ASP- 

61-70 LYS-GLU-LYS-GLU-CYS-ASN-THR-LYS-GLY- 

TABLEAU - 15 



la t r yps ine  au niveau des résidus d'aminoéthylcystéine en raison de  leur  

analogie s t ruc tura le  avec les résidus de  lysine (LINDLEY) (1956) (85). 

L'application de cette coupure nécessitait la mise au po in t  d 'un nouveau 

protocole de traitement s u r  glycoprotéine native. Dans l 'opt ique de c l iver  

sélectivement les liaisons cysté iny l  au niveau du fragment C-terminal issu 

d'une étape BrCN, il fal lai t  envisager une méthode de blocage des autres sites 

d'attaque par  la protéase, soit  dans not re  cas les résidus de  lysine car  la 

par t ie  C-terminale contient t r ès  peu d'arginine. Le protocole de blocage des 

résidus de  lysine devait  répondre à plusieurs impérati fs : 

. ê t re  réversib le dans la mesure où la poursui te d u  t rava i l  pouva i t  

nécessiter la coupure des liaisons lysyl-X. 

. ê t re  exempt de réactions secondaires au niveau des fonctions 

su l f hyd ry l  qu i  devaient ê t re  ensuite aminoéthylées. 

. ê t re  stable dans les conditions ul tér ieures de traitement qui 

comprenaient notamment le traitement pa r  le bromure de  cyanogène. 

. donner l ieu à des p rodu i t s  solubles en phase aqueuse. 

La technique d'amidination des groupements ENH2 des résidus lys ine 

(LUDWIG e t  HUNTER) (1967) (87) semblait répondre à ces exigences. A f i n  de 

nous en  assurer, nous avons procédé à p lusieurs tests prél iminaires s u r  

une faible quant i té de matériel. 

Le pr inc ipe de la réaction d'amidination est le su ivant  : 

R - C - OCH3 + NH2 - protéine R - C- NH - protéine + CH30H 
II 
NH.HCI NH.HCI 

Le protocole consiste à t ra i te r  la molécule par le méthylacétimidate, en 

milieu réducteur  pour  bien démasquer le4 groupements r N H 2  Après dialyse 

e t  lyophil isation, le p rodu i t  est  rédu i t  puis aminoéthylé par  I'éthylène-imine 

(RAFTERY e t  COLE) (1963) (108). La réaction est stoppée pu is  l'ensemble est  

dialysé e t  lyophil isé. Le traitement pa r  le bromure de  cyanogène a été appl i-  

qué s u r  ce matériel e t  le pro f i l  obtenu en gel  de  polyacrylamide é ta i t  

comparable à celui précédemment obtenu sur  AVS S-carboxyamidométhylé. 

La coupure t ryps ique a été testée sur  cet hydro lysat  BrCN amidiné 

(F igure 21A). Les résultats on t  clairement démontré que le blocage des 

résidus de  lys ine laissait efficace l 'approche de la molécule p a r  l'enzyme. Le 
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trai tement enzymatique sur  cette même préparation mais après déblocage des 

résidus de lysine en tampon acétate d'ammonium de pH 11,3 a permis de  

vér i f ie r  la réversib i l i té d 'un  blocage par  obtention immédiate d 'une grande 

quant i té de  fragments de t rès  faible tai l le moléculaire. 

Enfin, avant de  re ten i r  défini t ivement ce protocole, nous avons testé les 

conséquences des traitements chimiques su r  les rendements de la dégradation 

de Edman. A ce t i t r e  nous avons soumis un peptide connu amidiné à une  

étude s u r  séquenceur automatique. I I  est  apparu que la dégradation se 

poursuivai t  tou t  à fa i t  normalement avec un rendement t rès  satisfaisant. De 

plus, le PTH-dérivé correspondant à la lys ine amidinée possède, nous l 'avons 

aussi vér i f ié,  un temps de rétent ion n ' in ter férant  aucunement s u r  les aut res 

pics HPLC des PTH-amino acides. 

b )  Modification chimique de la glycoprotéine - aminoéthylation des 

résidus de cystéine 

Le protocole a été appl iqué su r  400 mg dlAVS Botat-1. Les condit ions 

opératoires précises sont détaillées dans l'appendice technique. L 'hydro lysat  a 

été fract ionné sur  une colonne de Bio-gel Pl00 équi l ibrée en acide acétique 

0,1 M. Le p ro f i l  chromatographique est i l l us t ré  dans la F igure  22. La 

réaction à I 'orcinol su l fur ique appliquée su r  chaque tube a montré que les 

fract ions F5' e t  F7' étaient glycosylées. Ces fract ions contenaient donc 

respectivement les fragments C e t  N-terminaux glycosylés attendus, de ta i l le  

moléculaire respective 25000 e t  13000. L'analyse des f ract ions 

chromatographiques en gel  de polyacrylamide (F igure 21B) en  a amené 

confirmation. L' identi f icat ion déf in i t ive  s' i l  éta i t  nécessaire des deux f ract ions 

a pu ê t re  établie après composition amino acide e t  glucidique. 

c )  hydro lyse pa r  la t r yps ine  

Nous nous sommes intéressés à la f ract ion représentat ive du fragment 

C-termina 1, f ract ion appelée cette fois pa r  commodité F5'. Une hydro lyse  

enzymatique avec la t r yps ine  a été testée. La cinétique (F igure 21C) montrai t  

la l ibérat ion rapide d'un fragment de tai l le approximative 14 000 comme nous 

l 'avions observé déjà après act ion de la chymotrypsine e t  de la protéase de  - S. 

aureus s u r  F5 BrCN. 10 mg de la f ract ion F5' on t  été t ra i tés  e t  après 
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pur i f icat ion chromatographique chaque f ract ion obtenue a &té analysee en gel 

de polyacrylamide selon deux méthodologies : 

- électrophorèse en présence de  SDS e t  avec coloration par  le b leu 

Coomassie (F igure  21 D)  

- électrophorèse après déblocage des résidus de lys ine e t  marquage par  

fluorescence (F igure 23) .  

L'examen des teneurs relat ives en osamine des fract ions (Tableau 14) 

signalait encore la richesse part icul ière de la f ract ion 2 en sucre e t  la 

désignait  comme étant  la par t ie  glycosylée de F5'. Nous l'avons alors soumise 

à une dégradation de Edman. Cette fois encore l'échec étai t  total dès le 

premier cycle. 

5- Conclusion 

De ces t ro is  protocoles expérimentaux successivement appliqués, I ton 

pouvai t  re ten i r  les points suivants : 

. malgré une spécificité t rès  di f férente,  les traitements enzymatiques on t  

l i v ré  chaque fois un fragment glycosylé de  tai l le moléculaire apparente 

avoisinant 14 000. 

. dans tous les cas, il a été impossible d 'étudier  les glycopeptides par  

dégradation de  Edman . 
. les clivages on t  parfo is conduit à des peptides intermédiaires 

analysables dans de t rès  bonnes conditions en  séquence amino acide e t  ceci 

avec d'excel lents rendements réactionnels. 

Cet échec répété avec les glycopeptides C-terminaux laissait envisager la 

possibi l i té d 'une élimination rapide de  coupelle du matériel dès les premiers 

cycles de dégradation automatique. En  effet, quelque soit le protocole su iv i  

pour  sa préparation, le glycopeptide était  "muet". Les faibles quant i tés de 

PTH-amino acides obtenues en HPLC n'avaient que peu de  signif icat ion, 

e t  rendai t  compte de fragments mineurs contaminants. 

Pour vé r i f i e r  cette hypothèse "d'élimination du matériel" une préparat ion 

de glycopeptide C-terminal t ryps ique étai t  étudiée sur  séquenceur en prenant  

soin de récupérer à chaque cycle les phases organiques de "lavage". Celles-ci 

après évaporation f u ren t  hydrolysées par  I'HCI 5,6 N e t  déposées su r  





analyseur d'acides aminés. Les résul tats fu ren t  surprenants : absence de 

matériel peptidique ou glycopeptidique. Le p rodu i t  de  lavage de  la coupelle 

après quelques cycles fut à son tour  analysé. II correspondait au  glycopeptide 

déposé. Le rendement étant satisfaisant, force nous étai t  donc d'admettre 

l ' ineff icacité de la dégradation de  Edman. 

Plusieurs hypothèses étaient alors avancées ; la p lus  intéressante émanait 

de la compilation de plusieurs résul tats t r ès  récemment publ iés : 

- ceux de HOLDER (1983) (63) démontrant la subst i tut ion du carboxy l  

C-terminal de la glycoprotéine pa r  de Iléthanolamine. 

- ceux de no t re  groupe mettant en évidence : 

* la présence de phosphore organique à l 'extrémité C-terminale de  

la glycoprotéine , 

* la présence à ce niveau d 'un s i te de glycosylation. 

II étai t  a lors possible d'évoquer I'existence de lipides à t ravers  un 

intermédiaire phosphatidyléthanolamine. 

Cette notion nouvel le pouvai t  en e f fe t  largement expl iquer nos problèmes 

de séquences don t  le programme de chimie est  essentiellement adapté au  

traitement de peptides ou de protéines. 

D- Caractérist iques de I 'extrémité C-terminale de  I'AVS BoTat-1 

1- Suspiscion de l 'existence de  l ipides dans I 'AVS BoTat-1 p a r  coloration 

avec le no i r  Soudan. 

L 'a f f in i té  de  I'AVS BoTat-1 pour  le no i r  Soudan a été démontrée selon 

deux techniques : 

a) précolorat ion de I tAVS avec le no i r  Soudan e t  migrat ion du complexe 

en électrophorèse d'agarose à 1 %. 

L'AVS est en premier l ieu couplé avec de  la fluorescarnine en v u e  

d'accélérer sa migrat ion anodique dans le milieu ut i l isé. II est ensuite mis en 



contact avec une solution de no i r  Soudan dans l 'éthylène g lyco l  pendant 30 

minutes à l 'abr i  de la lumière (LENARD e t  SINGER (1966) (80)) .  L'ensemble 

est a lors déposé sur  un gel  d'agarose à 1 % en tampon tris-glycocolle de  p H  

9,4. 

La complexation de I 'AVS BoTat-1 avec le no i r  Soudan a été démontrée 

dans cet te première méthode. Toutefois, étant donnée le faible pouvoir  e t  

même l'absence de  pouvoir  réso lu t i f  du gel  d'agarose, l 'on ne pouvai t  exc lure  

que la coloration puisse p roven i r  d 'un  contaminant. C'est pourquoi nous avons 

voulu vé r i f i e r  pa r  une coloration cette fois réalisée après migrat ion 

électrophorétique en gradient  de  gel  de polyacrylamide. 

b) Coloration après migrat ion électrophorétique 

Cette coloration après migrat ion est  dif f ic i lement obtenue s u r  un gel  d e  

polyacrylamide rét iculé e t  peu t  fausser les résul tats en raison de  la pe t i te  

tail le des pores qui gêne la pénétrat ion du colorant. Nous avons tourné cet te  

d i f f i cu l té  en sélectionnant la bande de migrat ion correspondant à I'AVS pou r  

la t ransférer  dans un gel  d'agarose. II devenait dès lors  possible de colorer 

la molécule d'antigène "après migration". 

Conclusion 

Les deux méthodes on t  permis sans ambiguité de mettre en évidence 

l 'af f in i té de l 'antigène pour  le no i r  Soudan. Ces premiers résul tats laissaient 

donc pré juger  de la nature l ipoprotéique de I 'antigéne variable. 

2 )  Détermination de  la s t ruc tu re  C-terminale de IIAVS BoTat-1 

Pour l 'étude de cette région, nous avons retenu la préparat ion d i rec te  

du glycopept ide t ryps ique C-terminal à p a r t i r  de la glycoprotéine non  

modifiée. 

a )  hydro lyse t ryps ique 

La molécule nat ive a été soumise à une hydro lyse de 24 heures par  la 

t ryps ine.  L'ensemble a fait  l 'objet d'un premier fractionnement s u r  Bio-gel P60 

e t  les f ract ions glycosylées on t  ensuite été pur i f iées s u r  Bio-gel P l0  comme 



l ' indique la f igure 24. 

La recherche d'éthanolamine connue pou r  subst i tuer le carboxy l  

C-terminal de I'AVS a été réalisée sur  autoanalyseur d'amino acides selon les 

condit ions décri tes dans l'appendice technique. Les résultats ainsi que  le 

contenu amino acide des fract ions sont présentés dans le tableau 16. A la 

lecture du tableau, il apparait  que la f ract ion b l  contient de I'éthanolamine en 

propor t ion équimoléculaire avec le glycocolle. Ce résul tat  nous permettait  

donc, par  . rapprochement avec les résul tats de  HOLDER (1983) (63). de  

pré juger  que la f ract ion b1 est uniquement représentat ive d u  glycopeptide 

C-terminal . Nous avons pa r  conséquent sélectionné cette f ract ion pour  l 'é tude 

s t ruc tura le  de la par t ie  toute C-terminale de I'AVS. 

b )  Analyse du glycopeptide C-terminal 

* Composition amino acide 

La composition amino acide du glycopeptide est  présentée dans le tableau 

17. Les résidus sont exprimés en rappor t  molaire par  rappor t  a u  glycocolle 

p r i s  comme base de calcul. On peut  remarquer la présence de  glucosamine 

dans le rappor t  2 : 1. 

* Composition glucid ique 

Les monosacchar ides dosés par  chromatographie en phase gazeuse o n t  

également été quanti f iés : mannose e t  galactose on t  été t rouvés respectivement 

au nombre de 6 pour  un rés idu de glycocolle. 

* Teneur en phosphore 

Après minéralisation e t  dosage de phosphate selon la technique au v e r t  

Malachite de  ITAYA e t  MlCHlO (1966) (69), la teneur en phosphore a été 

établie e t  calculée par  rappor t  au glycocolle : la valeur de 0,9 indique un 

rappor t  équimolaire (Tableau 17). 

La présence à la fois d'une mole de phosphore e t  d'une mole 

d'éthanolamine pa r  mole de  glycopeptide venai t  renforcer no t re  hypothèse 

d 'une s t ruc tu re  de  type  phosphatidyléthanolamine. Nous nous sommes alors 

orientés v e r s  la recherche d 'une technique de caractérisat ion du glycérol.  
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS TRYPSIQUES GLYCOSYLEES 

Asx 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CY s 

Va 1 

Met 

Ile 

Leu 

TY r 

Phe 

His 

LY s 

Arg 

GlcN 

ethanolamine 140 - 203 2 2 

Resultats exprimés en umol/g 

TABLEAU 16 - 



Ci)N.POSITLi?N C H T l l I Q L l E  DU GLYCOPEPTIDE T R Y P S I Q U E  C-TEWISXL 

/..* 
thanolamine 

- 
Galactose 6.0 

>ta?noss i 6.1 

Phosphate 0.9 

Les rSsultats sont exprini6s en rapport molaire par rapport au glycocolle. 

* 
Séquence amino-acide de l'ext rGmité C-termitiale de 1'AVS 22 L (ROOTHLIOYD et 

col1 (1981)) 

TABLEAU 17 .--- - 



* Caractérisation du glycérol  

La caractérisation e t  le dosage d u  glycérol  on t  été obtenus au  moyen de 

la réaction spécifique de phosphorylat ion du glycérol  par  la 

glycérophosphokinase e t  I'ATP, combinée avec l'évaluation de la quant i té  

dlADP formée en u t i l i sant  le système lactate-pyruvate : 

g lycérophosphokinase 

glycérol  + ATP + phospho-3-glycérol + ADP 

pyruva te  kinase 

ADP + phosphoénolpyruvate A A T P  + py ruva te  

lacticodéshydrogénase 

py ruva te  + NADH + H + * lactate + NAD' 

Pour la l ibérat ion du glycérol  à pa r t i r  de la f ract ion b l ,  nous avons f a i t  

appel à une technique décri te, permettant de res t i tuer  le g lycérol  à pa r t i r  de  

glycérophospholipides (RENKONEN (1 966) (1 10) ) .  La méthodologie ut i l ise u n e  

hydro lyse dans de I 'HCI 2N pendant 48 heures à 12S0 C en tube scellé sous 

vide. Nous avons appl iqué le protocole d 'une pa r t  s u r  la f rac t ion b l  e t  

d 'aut re  p a r t  su r  du glycérol  standard e t  s u r  une phosphatidyl-éthanolamine 

témoin (Koch-Light Laboratories). Les résul tats présentés dans le tableau 18 

montrent  que la f ract ion b l  contient près de une mole de  glycérol  pa r  mole de  

glycocolle. 

Néanmoins a f in  de  s'assurer que le g lycérol  ne provienne pas d'un 

contaminant de nature glycérol ipidique adsorbé sur  la molécule, nous avons 

procédé à la même analyse s u r  p lusieurs lots d fAVS BoTat-1 après avo i r  

soumis la molécule à une  agitation prolongée dans un mélange 

chloroforme/méthanol/eau selon les conditions de  FOLCH e t  col1 (1956) (38). 

Après séparation des 2 phases par  centr i fugat ion,  chacune d 'entre elle a f a i t  

l 'objet d 'une caractérisation du glycérol  selon le protocole précédemment 

évoqué. 

Les résultats obtenus f igu ren t  dans le Tableau 18. I l s  montrent  dans 

chaque cas une teneur constante en glycérol  dans la phase aqueuse : env i ron  

5,s nmoles, ceci pour  une  p r i se  d'essai avoisinant 20 nmoles. Par conséquent, 

la technique de dosage ut i l isée perdai t  de son eff icacité lorsqu'elle é ta i t  

appliquée à l'ensemble de la glycoprotéine, le rendement n'étant que  de 25 % à 



Quantité 

théorique en 

nanomole s 

Témoin glycérol 5  O0 

Témoin phosphatidylethanolamine 500 

Quantité 

dosée en 

nanomole s 

Recou- 

vrement en 

DOSAGE DU GLYCEROL DANS LES PHASES ORGANIQUE ET AQUEUSE APRES PARTAGE DE FOLCH 

ET COLL. APPLIQUE SUR DIFFERENTS LOTS D'AVS BoTat -1 

Lot Phase organique Phase aqueuse 

1 1  90 5  96 

2 193 596 

3 296 597 

Valeurs exprimées en nanomoles de glycérol dosé par mg d'AVS. 

TABLEAU 18 - 



30 %. Néanmoins, elle restai t  toujours fiable dans la mesure où des valeurs 

identiques avaient été obtenues pour  d i f férents  lots. A u  niveau des phases 

organiques, des traces de glycérol  on t  pu êt re  aussi détectées. Cette 

observation pouvai t  attester d'une légère contamination de I1antigéne, mais 

aussi. h v ~ o t h è s e  déià suaaérée en fonction du com~or tement  de  la molécule 

lors d u  traitement pa r  le BNPS-skatole, une fract ion de  l 'échantil lon pouvai t  

s'être "solubilisée" dans la phase organique. C'est pourquoi  nous avons 

analysé, pour  le lot  1, la phase organique d u  point  de vue  de sa composition 

amino acide. Les résul tats on t  confirmé qu'approximativement 10 % de  

I'échan t i l lon s'était répar t i  dans la phase organique, valeur tou t  à f a i t  

corrélée avec la quant i té  de glycérol  dosée dans cette phase. 

En fonction des résultats obtenus avec la f ract ion b l ,  on peu t  a f f i rmer  

que I'AVS BoTat-1 contient, au niveau de son extrémité C-terminale, un 

glycérol  l ié  par  l iaison covalente. 

* analyse qual i tat ive des acides g ras  

Tous les résul tats enregistrés précédemment étaient en faveur de  la 

présence d'un noyau de phosphatidyléthanolamine au niveau de  la pa r t i e  

C-terminale de I 'AVS BoTat-1. Dans cette hypothèse, il devenait f o r t  

probable que les l ipides de la molécule soient f ixés, comme il est classique, au  

niveau d'une fonction alcoolique d u  glycérol  pa r  une liaison ester. A ce t i t r e ,  

nous avons fa i t  appel pour  les l ibérer à la technique de saponification pa r  de  

la potasse méthanolique 0,1 M pendant 2 heures à 80° C. Après cette phase 

de l ibérat ion des acides gras, le partage de FOLCH e t  col1 (1957) (38) a é té  

appliqué. La phase organique récupérée e t  évaporée a été soumise à une  

réaction de transestéri f icat ion puis à une chromatographie su r  couche mince. 

Les acides g ras  éventuels pouvaient alors ê t re  analysés sous forme d'esters 

méthyliques pa r  chromatographie en phase gazeuse. 

Selon ce protocole, aucun acide g ras  n'a p u  ê t re  détecté dans I 'AVS 

BoTat-1 . 

D'autres condit ions de l ibérat ion des acides gras on t  alors été envisagées 

e t  en par t icu l ie r  nous avons employé une hydrolyse classique dans de I 'HCI 

5 , 6  N pendant 24 heures à 10SO C en tube scellé sous vide. Dans ces 

conditions, p lusieurs acides g ras  on t  pu ê t re  ident i f iés à la fo is dans la 

molécule nat ive e t  dans la fract ion glycopeptidique bl . Les répart i t ions 

relat ives des acides g ras  de chaque analyse f igu ren t  dans de tableau 19. 



REPARTITION RELATIVE DES ACIDES GRAS (MOLES %) DANS L'AVS BoTat-1 NATIF 

ET DANS SON GLYCOPEPTIDE TRYPSIQUE C-TERMINAL 

Acides gras AVS BoTat-1 Glycopeptide C-terminal 

TABLEAU 19 - 



Seuls t ro i s  types d'acide gras on t  été détectés : l'acide palmitique ( C l 6  : O), 

I'acide stéarique ( C l 8  : O) e t  I'acide oléique ( C l 8  : 1 ). Les pourcentages 

obtenus dans ces préparations sont t rès  proches, ce qui pour ra i t  ind iquer  

que tous les l ipides de  la molécule soient inclus dans la seule par t ie  * 
C-terminale . 

c )  Conclusion 

En conclusion de cette étude il était  démontré que  le g lycopept ide 

t r yps ique  C-terminal s ' inscr ivai t  dans une s t ruc tu re  englobant en dehors des 

acides aminés e t  des sucres les éléments suivants : 

- phosphore organique 

- éthanolamine 

- g lycéro l  

- acides g ras  

L'ensemble des consti tuants rappelait  une s t ruc tu re  de  type glycérophos- 

phol ip id ique classique dans laquelle les acides g ras  sont liés au niveau des 

fonctions alcooliques du glycérol.  Dans cette éventual i té se pose alors la 

question du mode d'attachement des sucres ? 

3- Obtention e t  étude des glycopeptides C-terminaux 

Cette par t ie  d u  t rava i l  a été réalisée en étro i te collaboration avec le 

laboratoire di Immunologie e t  de Biologie parasitaire de Bordeaux. I I avai t  pou r  

object i fs de pouvoir  dé f in i r  la composition chimique de la copule glycannique 

C-terminale, d'examiner le ou les modes d'attache, enf in d 'étudier  sa 

part ic ipat ion éventuelle dans la réactivi té immunologique croisée en t re  

antigènes pur i f iés.  

* Etude biochimique 

En fonction des résul tats déjà évoqués concernant la localisation 

C-terminale d 'une atome de phosphore, le protocole préparat i f  a été en t repr i s  

3 
Nous remercions Monsieur A. Nouvelot, Maître-assistant à l 'un ivers i té  de 

Li l le I d 'avo i r  réalisé les analyses d'acides gras. 



su r  un fragment C-terminal issu d 'une hydro lyse t ryps ique  réalisée s u r  de 

I'AVS BoTat-1 marqué au 3 2 ~ .  Le fragment a été soumis en second temps à 

une digestion prolongée avec une  préparation de protéinase K. L 'hydro lysat  a 

été pu r i f i é  pa r  chromatographie de ge l  f i l t ra t ion su r  Bio-gel P4 équi l ibré en  

eau désionisée. 

Deux fract ions glycosylées on t  alors été obtenues, e t  parmi celles-ci une  

seulement étai t  radioactive. L'analyse chimique de chaque f ract ion (Tableau 

20) a permis de dist inguer deux individual i tés glycanniques : 

- le glycopeptide 1 contient 5 résidus de mannose pour  2 résidus de  

N-acéty l glucosamine. 

- Le glycopeptide 2 est composé de galactose e t  de  mannose selon un 

rappor t  molaire 5 : 1. Le glycopeptide est  radioacti f  e t  contient aussi 

I'éthanolamine. 

I ~ L 'extrémité C-terminale de IIAVS BoTat-1 est  donc caractérisée p a r  

l 'existence de deux copules glycanniques : 

- l 'une est constituée de mannose e t  de N-acétylglucosamine 

selon un rappor t  5:2, rappor t  correspondant à la l imite infér ieure d 'une 

s t ruc tu re  oligomannosidique rédu i te  par action de mannosidase (étape 

intermédiaire métabolique au cours de  la biosynthèse de glycoprotéines) . 

- l 'autre présente une composition p lus  originale, en  re lat ion 

vraisemblablement avec les l ipides. 

Si l 'on rapproche nos résul tats de composition amino acide (Tableau 20) 

des données structurales établies à pa r t i r  de séquence DNA pour  p lusieurs 

AVS de T .  b. brucei,  il est possible d'avancer pa r  comparaison e t  

extrapolat ion une séquence de  l 'extrémité C-terminale de I'AVS BoTat-1 : 

* * 
- Asn  -Thr-Thr-Gly-Ser 

Le résidu d'asparagine est  alors por teur  d'un glycanne 

oligomannosidique (mannose 5, N-acétylglycosamine 2) .  



COMPOSITION CHIMIQUE DES GLYCOPEPTIDES OBTENUS 

APRES ACTION DE LA PROTEINASE K 

Asx 1 - 
Thr 195 - 
Ser - 098 

G ~ Y  - - 

Etn 

3 2 ~  

Man 5  1 

Ga 1 - 5 

Glc Nac 2 * - 

* Valeur corrigée en tenant compte du coefficient de libération dans les 
conditions utilisées. 

Les résultats sont exprimés en rapport molaire relativement à Asx et Glc Nac 

pour Gpl et à Gly et Man pour Gp2. 

TABLEAU - 20 



Le rés idu de sérine est  subst i tué par  Iléthanolamine, le phosphore, les 

acides gras,  enf in  des sucres : galactose essentiel lement (galactose 5, 

mannose 1 ). 

* Etude immunologique 

L ' in térê t  d'une meilleure connaissance s t ruc tura le  de I'AVS devra i t  nous 

permettre de répondre à certaines interrogations immunologiques. 

Des résul tats antér ieurs de radioimmuno-essai (LABASTIE e t  col l)  (1981) 

(76) avaient signalé l'existence d 'une réaction immunologique croisée en t re  les 

AVS BoTat-1 e t  BoTat-28. L'ut i l isat ion alors d'un hydro lyse t ryps ique ava i t  

également permis de localiser en toute hypothèse le s i te antigénique commun 

dans la par t ie  C-terminale de la molécule. C'est dans le b u t  de  mieux le 

préciser que  nous avons analysé la capacité des glycopeptides 1 e t  2 à inh iber  

la réaction hétérologue de I 'AVS BoTat-1 avec des ant icorps d i r igés con t re  

I'AVS BoTat-28 : Aucune inhib i t ion n'a été décelée avec le glycopeptide 1. En 

revanche, le glycopeptide 2 s'est montré capable d ' inh iber  à 100 8 la réaction 

hétérologue étudiée. II devenait possible d ' ident i f ier  la réaction immunologique 

croisée à la par t ie  glycophospholipidique toute C-terminale des AVS de BoTat. 



CONCLUSION GENERALE 

L'ensemble des résul tats que nous venons de présenter amène une 

meilleure connaissance de I'antigène var iable tan t  su r  le p lan de sa nature que 

de son organisation moléculaire. 

Le "manteau de surface1' de T .  equiperdum peut  ê t r e  qual i f ié de 

Iipophosphoglycoprotéine. Cette notion nouvelle complète le terme de  

"glycoprotéine de  surface'' qu i  a t rès  longtemps été retenu pour  les di f férentes 

espèces de trypanosomes africains. I I  faut préciser que le protocole de  

préparation de I 'antigène qui a permis ce t rava i l  avait  l 'avantage, par  r appo r t  

à d 'autres procédés appliqués notamment su r  T . b. bruce i  , d'employer des 

conditions part icul ièrement douces, la l ibérat ion de  I'antigène étant  simplement 

obtenue par  mise en suspension pendant 12  h des parasites v ivants  dans un 

tampon légèrement acide de pH 5,5. Cette étape n'altére en r ien  la membrane 

plasmique des trypanosomes. A u  contraire, l'isolement des AVS de T .  b. 

bruce i  avait  pour  préalable une r u p t u r e  cel lulaire en l'absence de détergent, 

ceci pouvant ê t re  à l 'or igine de l ibérat ion d'enzymes de dégradation de I 'AVS. 

Jusqu'à ces dern ier  mois, I'antigène de  surface avait  été décr i t  comme étant  

une glycoprotéine de surface. Un  ar t ic le  récent a aussi démontré la na tu re  

de glycoprotéine phosphorylée (Cardoso de Almeida e t  T u r n e r  (1  983) (25 )  ) . 
Ajoutons que le même t rava i l  rapporte le caractère hydrophi le du const i tuant  

membranaire isolé dans ces conditions, pa r  opposition au caractère amphiphile 

d u  const i tuant  membranaire préparé après lyse des trypanosomes pa r  ébul l i t ion 

en présence de détergent. Les auteurs on t  avancé que cet te dernière "forme 

moléculaire" représente bien la forme liée à la membrane e t  que la forme soluble 

dans I'eau, obtenue après rup tu re  cellulaire, résul te d ' un  processus dynamique 

de modification covalente affectant la s t ruc tu re  e t l ou  la conformation de  la 

région C-terminale de I'AVS. En vue de  nous comparer e t  nous situer, nous 

avons analysé selon des conditions techniques électrophorétiques voisines les 

propr iétés de I 'AVS BoTat -1 e t  nous avons obtenu, b ien que  I'AVS so i t  

parfaitement soluble dans I'eau, une migrat ion correspondant à la forme d i t e  

"amphiphile". II devient  par  conséquent d i f f ic i le  de juger  des propr iétés 

physiques des AVS sans ten i r  g rand  cas du protocole de l ibérat ion. 

Cardoso de Almeida e t  T u r n e r  on t  également constaté une moindre 

réact iv i té immunologique de la forme "amphiphile" avec des ant icorps d i r igés  



contre le si te antigénique commun aux AVS. O r  le si te est  maintenant mieux 

déf in i  dans sa localisation : Holder (1983) (63)  a récemment isolé l'acide aminé 

C-terminal glycosylé de deux AVS se terminant respectivement p a r  une sér ine 

e t  un acide aspart ique, e t  a pu dans les 2 cas lui associer la responsabil ité d e  

la réact iv i té immunologique croisée. En ce qui nous concerne, le g lycopept ide 

tout  à fa i t  C-terminal isolé de  I'AVS BoTat-1 s'est également montré capable 

d ' inhiber à 100 % la réaction hétérologue BoTat -1 - antiBoTat -28. 

De toutes les données structurales e t  immunologiques acquises pour I 'AVS 

BoTat -1 de T .  equiperdum l'on peut  donc proposer un schéma moléculaire 

(F igure 25) .  Selon cette hypothèse, Iléthanolamine serait  un ie  au glycérol p a r  
l une liaison phosphodiester. Les deux autres fonctions alcooliques l ibres du 

1 g lycérol  serv i ra ient  de points d'attache pou r  les sucres o u l e t  les acides gras.  

Plusieurs éventualités peuvent ê t re  envisagées en t an t  que modes de  liaison : 

- chaque fonction alcoolique du glycérol  pour ra i t  recevoir respectivement 

un acide g ras  e t  une chaîne oligosaccharidique, ce qui semble en  désaccord 

avec la non l ibérat ion des acides g ras  par  saponification. 

- l 'une ou les deux fonctions alcooliques du glycérol  pour ra i t  ê t re  un ie  à 

une chaîne oligosaccharidique qui const i tuerai t  le suppor t  des acides gras,  

ent i té s t ruc tura le  originale à déf in i r .  En supposant que les acides g ras  soient 

liés pa r  une  liaison amide, leur  po in t  d'attache pour ra i t  ê t r e  par  exemple u n e  

glucosamine comme il a été décr i t  au niveau de glycol ipides de bactéries g ram 

négati f ,  ou bien encore une sphinganine, l'existence d'un tel alcool aminé 

n'étant pas incompatible avec la présence en part icul ier  de galactose. 

La déf in i t ion précise de  cet  enchaînement C-terminal revêt  un in té rê t  

pr imordia l  pour  comprendre le mode de f ixat ion de l 'antigène à la membrane 

plasmique mais aussi pour  appréhender les voies de biosynthèse. 

Su r  le p lan des retombées de cette recherche s t ruc tura le  t r é s  

fondamentale, l'ensemble des résul tats acquis peut  maintenant nous laisser 

espérer à cout  terme 

- une approche conformationnelle des AVS 

- une déf in i t ion des d i f férents  types de  s t ruc tu re  glycannique e t  su r t ou t  

leur r61e au  niveau moléculaire 
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- un concept de dépistage mais aussi de  traitement des trypanosomiases à 

t ravers u n  descriptif  précis d e  sites immunologiques. 

Enfin la biologie d u  parasite, ses relations avec l'hôte sont à réenvisager 

en fonction d'une véritable interface dynamique parasitelhôte que représente 

l'antigène spécifique d u  variant .  
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'étude physico-chimique 
" < ,, " , > s  ,TT', ;. .'- a 

; ; ;q&;;;;?&; :::yzf>; ' ,?~k:4ki.i~:.%* <?GG :h2Gk$jf=v4& 
i l  ..- , ,%+ &* *,J-' LES. ;,*&7 , ,  7 $ r  - Electrophor&se en gel de polyacrylamide en prbsence de SDS 

Le dodécyl sulfate de sodium (SDS) posséde la propriété de se f ixer 

certaines conditions sur Itencha?nement peptidique d'une prot6ine lui 
onférant ainsi des charges négatives en nombre telle que la migration 

électrophorétique ne dépend plus que de la longueur de l'axe peptidique de la 

L'utilisation d'un gradient d'acrylamide permet d'obtenir une résolution 

optimale, et permet bgalement de pouvoir établir une relation lin&aire entre ta 

rithme de la masse r olé cul aire. 
:i>;y$T$>~-yq;*~$ , $G FX " W@@; 

, , , - 4;gL:iT *: -. 

, 2- Technique 

La méthode utilisée est celle décrite par LAEMMLI (1970) (77). 

Un gel de gradient d'acrylamide (5 à 30 %) de 1,s mm dt6paisseur est 

coulé entre deux plaques de verre. Un gel supérieur B 5 % dtacrylamide, dans 

lequel sont réalisés au moyen d'un peigne en plastique des compartiments pour 

le dépbt des échantillons, est ensuite coulé. 

Les migrations ont Cté r6alisées dans uns cuve i4 éleçtrophor4se verticale 

(LKB 2001) sous une intehsite constante regutde de 30 milliamp&res 

(alimentation stabilisée LKB 21 97). Le temps dlilectrophor$se est appr6ciB a 
l'aide d'un témoin coloré (bleu de bromophbnol). 

Aprés migration, le gel est d6moulil2, color4 par immersiCin pendant 16, 

heures dans la solution de bleu Caiimassie, puis décoloré dans plusieurs bains 

successifs de solution dicdorante. - 

' 3- Conditions apç5ratoirss 

Solutions 

* solution mére dtacrylamide : A 



- acrylamide 48 g 

- N-N1méthylènebisacrylamide 1,28 g 

- eau distillée q.5.p. 100 ml 

* ~ o l u t i o n  tampon du gel à gradient : B 
- 3 M t r i s  HCI pH 8,8 

* Solution tampon du gel superieur : 

- 1 M t r i s  HCI pH 6,8 

Composition du gel à gradient 

Solution 8 5 % Solution à 30 % 

A 

B 

SDS 2 % 
eau distillée 

saccharose 

riboflavine 4 mg1100 ml 0,20 ml 

TEMED(+) 15 pi 

persulfate d'ammonium 10 % 25 pl 

Composition du gel supdrieur 

Solution d 5 % 
A 1 ,O0 ml 

C 1,25 ml 

SDS 2 % 0,50 ml 

eau distillée 7,10 ml 

riboflavine 4 mc~1100 ml 0,20 ml 
TEMED 40 pl 

persulfate dtammanium 10 % 60 HI . 

* Tampon de dissolution des Bchantillons 

- tris-HCl 0,625 M pH 6,8 

- SDS 2 $ 

- gtyc4rol 10 % 

Les analyses ont  ere  r4alisées selon les cas en prdsence ou en absence 
. ?  

d'agent réducteur (fl-mercaptaéthanol 8 la concentration fina te de 5 8). 

i ) TEMED : N .N ,N1,N1Thtram4thyléne diamine 



A p r I s  dissolution dqns le tempon, If6chantil lon est por t4  é 100° C pendant 

1 3 minutes af in de permettre la &cat ion  du 5DS sur  la chatne peptidiqua e t  

aussi, le cas Bchbant, la rup tu re  des ponts disulfure. 

* Tampon d'6lectrophort3se 

- t r i s  0,025 M 

- glycocolle 0,192 M 

- SDS 0.1 % 

* Colorant 

- bleu Coomassie R 250 1,25 g 

- acide acétique 25 ml 

- eau distillée 122 ml 

* Décolorant 

350 ml - méthanol 

- acide acétique 70 ml 

- eau distillée 500 ml 

4- Détermination de la masse moléculaire apparente 

Dans ce cas, un mélange de témoins de masse moléculaire connue ( k i t  de 

icalibration de bas poids moléculaire. Pharmacia) est depose sur  le gel dans les 

mêmes conditions que les échantillons B Qtudier. La courbe d'étalonnage d u  gel 

B- Isoélectrofocalisation anatytique sur gel de polyacrylamide 

1- Principe 



e pH stable e t  stationnaire croissant de I1anode vers la cathode. Dans ces 

onditions, les protéines vont se focaliser à une valeur de pH correspondant à 

eur  point isolélectrique ou  pHi. En effet, lorsqulune protéine se trouve A un 

H supérieur ou inférieur. à son pHi, elle est ionisie respect ivment  

égativement ou positivement e t  migre donc dans le premier cas vers I1anode, 

ans le second cas vers la cathode. Au cours de sa migration, sa charge 

iminuera progressivement en fonction de la variation du pH e t  deviendra 

Cette détermination d B Z ~ :  enecxuee par isoeiectro~ocai isation en f ine 

che dlacrylamide (1,5 mm) dans un gradient de pH allant de 4,s à 9 au  

moyen d'une cuve LKB multiphor (21 17). 

* Cornpositloh du gel 

- solution de N-N1m&thyléne-bisacrylamide A 0,9 8 ( p l v )  5 ,O0 ml 

- glycbrol 3,75 ml 

- riboflavine (4 mg1100 ml) 1 ,S0 ml 

- amphotines (LKB 108'9) 9-1 1 

la solution est coul4e entre deux plaques de verre. t a  polymdrisatian slsffectu 

antillons sont dissous dans de t'eau distilllre il une concentrati 

de 1 mglml. Une quantite de 30 MI est d4pwCe s u r  un morceau de papi 
(Whatrnan 3 MM, Paratex], qui est ensuite applique au contact du gel., 

Les m&ches des électrodes cathodique e t  anodique sont imbibées 
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charge intrinsdque des mol4cules e t  il devient possible d'établir des ,  

ndltions 4lectrophor&tiquer telles que la migration de tous les échantitlorisi 

s'effectue vers l'anode. Ce-fait permet d'omettre le SDS e t  d'obtenir un gel 

2- Conditions opératoires 

- Couplage avec la fluorescamine 

L'échantillon est dissous dans 35 pl d'une solution de bicarbonate de 

sodium 0,05 M de pH 8,2 ; 10 VI d'une solution fratchement préparée de  

fluorescamine~ à 5 mglml dans l'acétone lui sont ajoutés tandis que le tube est 

maintenu sous agitation vigoureuse au Vortex. Le réactif  réagi t  instantanément 
1 

les fonctions amine primaire, e t  I1excés s'hydrolyse en produits non 

luorescents, L'acétone est ensuite évaporé par  un courant d'azote e t  une 
". > 

:.A;, goutte de glycérol est ajoutée' pour augmenter la densite de la solution à 
,%kL$d c 6': ' déposer. 

$ 

- Solutions 

* solution mére d'acrylamide : A 

- acrylamide l 48 g 

- N-N 'méthy lBne bisacry lamide 1,28 g 
- eau distillée q,s.p. 100 mi 

* solution tampon du gel : D 

- 1,s M t r i s  HCI PH 9,4 

- Composition du qel 

eau distll lbe 

saccharose 

riboflavine 

TEMED 

persulfate d'ammonium 10 % 

Solution 15 % 

1,44 ml 

3,60 ml 

9,00 ml 
- 

0,10 ml 

15 VI 

25 VI 

Solution i?t 30 % 

8,40 ml 

3,60 ml 

2,00 ml 

2,8 g 
0,10 ml 

10 pl 

10 HI 



- 
Après polymérisation du gel à gradient, un  gel supérieur à 5 % est 

ensuite coule pour y enfoncer le peigne afin de realiser les compartiments 

pour le dép6t des échantillons. 

* Migration 

I~électrophorése est réalisée sous un voltage constant de 150 volts pendant 

5 heures environ. La migration est en réalité appréciée par lecture du  gel sous 

une longueur d'onde d'excitation de 365 nm. 

Aprés migration satisfaisante, le gel peut être photographie ou bien faire 

l'objet d'un enregistrement de l'intensité relative de fluorescence des bandes. 
"'i ;w,j 
b' 8Z.T ,* . * J* 

O- Electrophorése d'affinité avec la concanaval ine A 

l 

?b*~& La mise au point de cette technique avait ' pour but  de pouvoir 1 
+??? caractériser, parmi des bandes de migration électrophorétique, cellas qui 

\ 1 

portaient des structures glycanniques possédant une affinité pour la 
-c& J concanaval ine A - 
4 
1: 1 
'ah m$TFj 
QI 'n .% , 
r . r *  

& A  ?" :) 

La lectine libre est incorporée dans un gel très faiblement réticulé pour 
1 3 >&a:- 

permettre la. formation du complexe d'affinité. Ce premier gel est superposé, 
cf l&@$J"comme ,* ,fC l'indique le schéma (Figure 1 )  a un gel intermédiaire d'acrylamids dont 

k$#i!?la concentration est calculée pour y empêcher la pénétration du complexe. U n  

:!! gel en gradient d'acrylamide destiné à la separation fine des bandes sucdde B 

, ce gel intermkdiaire (Figure 1 ). 

La comparaison de deux dép8ts identiques, traversant un gel enrichi ou 

non en lectine, permet de reconnattre parmi l'ensemble des composants ceux 

qui possèdent un site d'intéraction pour la lectine : en effet, Is bande 

klectrophoretigue correspondante disparatt de I~~lectrophor6gramrne p a r  rapport 

à la migration ternoin et le complexe dtaffinit6 reste pidg4 4 l'interface. La 

migration électrophorétique des composants exempts diune interaction avec Ia 
lectine n'est wcunsment-perturbée par rapport B la migration tbmoln. 

La présence de détergents ioniques g8ne dans la plup.art des cas la 

formation des complexes d'affinité avec les lectines. Nous avons donc procédé 

en Ifabsence de SOS, et en conséquence, utilise le couplage il la fluorescarnine 



- AGAROS E 
+ CON A ---- 



pour obtenir dans des' conditions donnees, la migration de tous les fragments 

étudiés vers l'anode. 

La concanavaline A est )constituée de sous unités de masse moléculaire 25 

500. Au dessus de pH 7, elle se trouve sous une forme thtramerique, donc de 

masse moléculaire 102 000. Elle possède sous cette forme quatre sites de 

Avec cette lectine, Itemploi d'un gel 'intermediaire <.i 10 % suiv i  d'un 

t dtacrylamide 10 % - 30 % s'est montre satisfaikant. 

Solution 

* solution mére d'acrvlamide : A 

- acrylamide 48 9 

- N N'méthyléne bisacrylamiae 1,28 g 1 

- Eau distillée q.s.p. 100 ml 

* solution tampon d u  gel à gradient : E 

- 1,75 M tris-HCI pH 9.4 

* solution tampon d u  gel intermediaire e t  du gel superleur F 

- 3 M t r i s  - HCI pH 8,8 

- Composition du gel 

Solution à 10 % Solution à 30 % 
A 2,80 ml 8,40 ml 

E 3,60 ml 3,60 ml 

eau distil lée 7,60 ml 1,85 ml 

saccharose - 2,8 g 
riboflavine (4 mg/100 ml) 0,lO ml 0,10 ml 

TEMED 20 MI 10 p l  

persulfate d'ammonium 10 % 30 p l  15 p l  

Après polymérisation du gel à gradient, le gel intermbdiaire suivant est 

- c o u l é :  

A 2,00 ml 

E 1 ,O0 ml 

CaCi, P. 1 'M - 0,10 ml 

0,10 ml 



eau 5,30 ml 

TEMED 60 VI 

persulfate d'ammonium 10 % 120 VI 

Le gel supérieur faiblement rbticulé est préparé 8 part i r  d'agarose 

3,00 ml 
0,30 ml 

0,30 ml 

eau distillée 21,90 ml 

On60 g 

el est coulée telle qu'elle. A k au re  moitié du gel 

ture de 50° C, sont ajoutés 100 pl d'une solution de 

ectine à 25 mg/ml (Boehringer), et  le tout est ensuitel coulé. 

1 

Les çompetifficertts pu r  tes ddp6ts sont r&llds au q meyen *, , .$'u~ ampa A 

1 i 

Les échanti lions sont marqués à la fluorescamine comme précédemment . 
, L'électrophorése est réalisée en tampon 0,05 M tris-glycocolle pH 9,4 pendant 

une nuit  sous un voltage constant de 150 volts e t  avec réfrigération continue à 

E. Electrophorése adaptée à la visualisation de li( 

1- Electrophorése en gel dlagarose d'échantillons pr~co lorés avec le noir 

- Soudan - 
Les échantillons sont d'abord marqués à la fluoreçc6mine. Ensuite une 

précoloration des lipides est rdalisée par addition d'un volume d'une solutlion de 

noir Soudan B succinyl& d 0.5 % ( p l v )  dans It6thyl&ne glycol e t  'contact 

pendant 30 rnn d l'abri de la lwniére (LENARD et  SINCERS (1966) (80)). Las 

Bchantillons sont enSuite ddpos6s sur un gel d'agarose 8 1 % en tampon de pH 
9.4. La migration s'effectue sous un voltage constant de 150 vola.  



Visualisation ae iipoprotéines par le noir Soudan aprds migration 

ne premiére migration des échantillons prbalablement marqués avec la 

fluorescamine est réalisée en gradient de gel de polyacrylamide selon les con- 

ditions précedemment décrites. Les bandes sont découpées et  mises à migrer en $ 

seconde dimension dans un  gel d'agarose à 1 8, Le gel est ensuite fixé, s k h g  
et color6 par la solution de noir Soudan. 

1 - Solution de fixation 

- eau 450 ml 

- acide acétique 100 ml 

- éthanol 450 ml 

- Solution de coloration 

- noir Soudan 200 mg 

- Alcool d 60° C 200 ml 

- - ~ ~ + s t - p w t & - B  4%b&Wm--- î t tmimrtes sous riofrigbrant , 

La décoloration s'effectue dans l'alcool à 50° C, 

F. Etude en dichroisrne circulaire I L "  

Les études ont été réalisées sur un  dichrographe Jobin-Yvon RJ Mark 1 Il, 

mettant des mesures de 180 à 800 nm. La sensibilitb de l'appareil peut 

varier de 2. IO-') d 1 o-~. Le signal dichroique amplifie est enregistrb sur  papier 

calibré en cm (abscisse et  ordonnée). L'bpaisseur des cetlute$ de mesure varie 
de 0.01 cm à 2 cm. LLsllipticitb molaire (0 )  a &té cal~ul6e pour la r&gion du 
spectre correspondant au chromaphore amide (entre; 180 et  240 nm), en prenant 

la moyenne à- par t i r  de 3 à 5 spectres r&attses à 2 sensibiDit6s différentes. La 
vitesse de déroulement des nanomdtres était de 0,1 mm/$ac. ~ a '  vitesse de 

d6rou lekn t  du  papier &ait de 2 mmknn. La constante de temps ~ t a l t - & a l e  B 
10. 

Ltapparei 1 a 6té btatonné au moyen d'une solution dtisoandrast6rone dans 

le dioxane (25 mg120 ml). On mesure à 304 nm, en cuve de 1 cm, A la 

sensibilite da 10. 1 akn d'obtenir sur l'enregistreur une expansion 

correspondant Sr 1 42,5 mm. 



La formule permettant d'obtenir les ell ipticités molaires A parr t r  a u  spectte 

expérimental est : 

M = masse moyenne des rhsidus d'acides aminés ( i c i  111) 

c = concentration en g l l  

d = longueur de la cuve en cm 

A = nombre de mm mesurés 

s = sensibilité ( 1 0 - ~  à 2.10-~)  

0 est donc exprimé en deg. décimole-' cm2. 

1 - Réalisation des spectres dichroiques 

ous les spectres expérimentqiux ont  été faits dans des conditions telles 

ue la densité optique soit toujours inférieure à 1.5, I l s  ont été ensurte 

onvert is en courbes gaussiennes à l'aide d'un convertisseur de courbes ''DU 

ONT CURVEil'. On obtient ainsi des maxima négatifs à 207, 214 et  222 nm. Le  

ontenu en hélice a est apprécié 3 par t i r  de la transition n -+n au niveau d e  

bande centrée à 222 nm e t  en prenant la valeur de -30 620 comme étalon 

ur l'hélice. La quantité de structure est appréciée de façon similaire a u  

iveau de la bande à 214 nm e t  en prenant la valeur' de -7 040 cmme étalon 

pour la forme $ . Les valeurs dés étalons sont détermides pour le 

dichrographe uti l isé dans la région du spectre 180-250 nm il par t i r  de 6 

roteines d'aprés la méthode de CHEN e t  col1 (1974) (26). 

2- Application à l'étude de la dénaturation thermique 

La température, mesurée par  une sonde de platine p l o n g h  directement 

dans la solution, a été 4levée de S0 C en S0 C à p a r t i r  d'une solution de 

départ maintenue à 4 O  C. Les spectres dichrolques on t  4té enregistrlss 

chaque palier selon le protocole prdcedemment décrit. ' 

G- Composition amino acide 

a)  hydrolyse 

L'échantillon en quantité de 100 à 500 pg est hydrolysé pa r  l'acide 

. . . . I 
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N 8 110° C en tube scellé sous vide. La durée de 
éralement de 24 heures. L'hydrolysat est ensuite évaporé 

vide à basse température (Evapo MJx Buchler), 

La reconversion des phény lthiohydantoine-dérivés en amino acides est 

ides aminés sur autoanalyseur 
'7- "e, ,-;;.$'; L>L;  - - * . m  - 4  

*fj *&<*yh:if y)qy& 
r-i . . n.2 S . ,  4L - ML&- 

r autoanalyseur Beckman 

type 119 CL. Les tampons et  le programme retenus (FAUCONNET et ROCHE- 

MONT) (1978) (37) permettent en une seule étape et  sur une seule colonne la , 

séparation des acides aminés et  des osamines, sur une résine DURRUM DC 6A 

suivante : ninhydrine 

) 1,5 g , tampon acdtate 

de sodium pH 5,5 (Merck) 1 250 ml, methylcellosolve (SDS) 3 7SQ ml, 

Le rBactif est maintenu sous atmosphére d'azote. 

* Dosage du tryptophane 

Le tryptophane détrui t  par l'hydrolyse acide HCI 5,6 N est dosé par la 

méthode de PENKE et  col1 (1974) (106). 

1 mg dléchantillon es6 hydrolysé 24 heures sous vide P 110° C par 1 rnl 

d'acide g-mercapto-sulfonique en présence de 500 nanomeles de norleucine. Le 

pH de I'hydrolysat est ensuite ajusté 8 pH 2,2 par de la soude 2 N e t  le 

volume ajusté à 5 ml avec un tampon pH 2,2 utilisé habituellement pour te 
i 

dép6t des échantillons' sur autoanatyseur . L'analyse s'effectue ensuite selon les 

conditions précedammen t décrites. 

* Dosage de la cystdine sous forme d'acide cystéique après oxydation 

performique 

L'oxydation performique est réalisée selon le protocole ddcrit par HI RS 

(1967) (57). 1 à 2 mg d16chantillon sont repris dans 100 VI d'acide formique à 
99 % et 20 p l  de méthanol, puis sont laissés à - 5O C pendant 30 mn. Sont 



1 alors ajoutés iuu pl d'acide performique (rbactif acide performique = mélange de 

1 5 volumes dteau o x y g e n k  à 30 % e t  de 15 volumes' d'acide formique à 99 8 ) .  Le 

milieu réactionne4 est maintenu à - SQ C pendant 150 mn. Après di lut ion par  
1 addition d'eau distillée, la solution est soumise immédiatement A une lyophi- 

i obtenue est hydrolysée par HCI 5,6 N, 24 heures 4 - 
C. L1hydrolysat est soumis à une analyse dans les conditions précédem- 

~a composition en oses neutres KZL en osamines est déterminée!, aprhs 

par chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de 

1 - Méthanolyse 

La méthanolyse est effectuée dans une solution de rni4thanol-Hel 1 , s  M - 
S. La solution est ensuite séchée sous courant d'azote 

dans un bain-marie à 3 7 O  C .  

La silylation est effectube par addition de 100 pl de Sylon (Sylon HTP- 
-Inc, Bellafonte, Pennsylvania, 16 823) pendant 1 heure à température am- 



biante. Aprés séchage sous azote, 100 VI dtheptane sont ajoutés. Un aelai de 

30 minutes est fixé avant l'injection de 1 à 2 VI de la phase heptanique. 

4- Chromatographie en phase gazeuse 

L'analyse est effectuQe sur  apppreil 

détecteur à ionisation de flamme sur  des colonnes d'acier (180 x 0 ,3  cm) 

contenant de VOV 17 à 3 % sur  ch  

(Packard)) . i 

La température initiale du four est de 120° C. Elle augmente de 8O p a r  

minute jusqu'à 270° C. La surface des pics e t  le temps de rétention sont 

déterminés au moyen de l ' intégrateur digital couplé à l'appareil. 

1- Etude de la phosphorylation 

Les échantillons on t  étB dissous dans de l'eau distillBe à une concentration 

de l 'ordre de 0,1 mglml. La teneur pr 

methode de SPECTROR (1978) ( i19) .  

* Elimination des groupements phosphate l ibres 

trichloracétique (16 % p l v )  , chauffëds 

. - 
t u r  i ' 4 4  - . L'on ajoute aux preçipitbii préç '). , " i i h  
' 

pa r t i r  d'uns solution de KH2P04 0.5' 
' dans l'éthanol absolu. Les 4èhantil lms sont sdchbs en' 6tuve d 10SQ C puis 

minéralisés il la flamme d'un bec bunsen. 

* Dosage du phosphate inorganique ( /TAYA, e t  MICHIO, (1966) (69)) 
-. \ 



- préparation du réactif  : 1 g d'heptamolybdate dlammonium ((NH4)6 Mo7 

024-4H20) est dissous dans 10 ml ÇI'HCI 4 N, e t  60 mg de v e r t  Malachite dans 

30 .ml d'eau. Les deux solutions sont ensuite mélangées e t  laissdes sous 

agita'tion 30 mn. Le mélange est centri fugé juste avant l'emploi. 

- les cendres sont dissoutes dans 375 pl dlHCI 1,2 N e t  l'on ajoute 125 VI 

de réactif, e t  apres 5 minutes, 12.5 p l  de tween 20 4 1.5 $. La lecture se fa i t  

4 660 nm. 

g F ~ f 4 c h a n t i l l o n  marque au 3 2 ~  est hydrolyse dans ItHCI 5.6 N pendant 2 

température de 48O C pendant 75 minutes selon un d6bit de 25 ml par heure. 

Les phosphoaminoacides sont détectds pa r  fluorimétrie avec un r6actif  à l'ortho- 

phtaldialdt5hyde dont le diebit est de 12,s ml par  heure. L1éluat correspondant 

'aux temps de retention des phosphuamineacideô est r&cu#r6 puis  il est comptb 

1, e n  Cerenkov . 
/': w 

2- Etude de la nature de la liaison du phosphore la molécule 

* Recherche de phospho-rine, phosphothréonine ou 'phosphatyrosine 

heures à 110° C; Ithydrolysat est passé en 'm&me temps que les 
I 

:p> i? ç.~~:i~phosphoaminoacides témoins froids sur  une résine DC 6 A (8 x 0,6 cm). Une 
3af&Z 
,,..,&ution isocratique est r6alls6e avec de I1eclde trif luoroaçt5tiwe 10 mi4 à la 

-?,&VJ; 1, 
xc,L *  raitm mie nt par  I'hydroxylamine 

LtBchsntillon marqué su "P est incube pendant 1 haore dins 200 (11 de 

tampon t r i s  HCI O, !- M d~ pH O enrichi dfhydroxylsmine f r s t d i k e n t  pr6par6r 4 
la concentration ds' 0 . 8 - ~ .  

, - 

* L'hydrolyse alcaline a été r6alisée dans de la soude 0,1 N pendant 1 

heure à température ambiante. 

* Hydrolyse par  la phosphatase alcaline 

i 'echanti l lon marque au 3 2 ~  est incubé avec 0.4 uni t6  d'enzyme (Sigma) 

dans 40 p l  de tampon tris-HCI 0,1 M de pH 8 pendant 90 minutes 37O C. 



J- Caractérisation du glycérol 

Le glycé.ro1 est l ibéré par  hydrolyse dans de l'HG1 2 N à 125O C pendant 

heures (RENKONEN (1982) (110)). Il est ensuite dos4 s u r  analyseur 

centri fuge ( type Rotochem) avec le monoréactif 92 807 de l ' Inst i tut  Pasteut. 

selon la technique adapathe par  ZIECENHORN (1975) (13ti) ut i l isant les r8ac- 

Glyçérol kinase 

- glycérol + ATP ,-b- glycérol-1-PIADP 

pyruvate kinase 

- ADP + P E P V  ATP + pyruvate 

lacticodéshydrog4nase 

- pyruvate + NADHz-3c- lactate + NAD 

? \fgJg*;.$ 
K- Composition lipidique 

4 1 *:;;&?: 

Les acides gras sont libérés par  hydrolyse HCI 5,6 N pendant 24 heures à 

O 0  C en tube scellé sous azote. Aprés évaporation sous vide, les acides g ras  

sont recueillis selon le partage de FOLCH e t  coll. (1957) (38) ; l'on ajoute 50 

MI dlHCI 2 N, 100 MI d'eau, 20'0 cil de méthanol e t  400 VI de chloroforme. Apres 

agitation et  centrifugation, la phase organique est récupbrée e t  lavde trois fois 

avec 200 MI d'un m6lange chloroforme/m4thanol/eau (1 11 011 0). 

, !-es acides gras sont convertis en esters méthyliques par 
transest6rification (HACENFELDT (1966) (51)) .  Après extraction d Ifheptanet, 

les esters méthyliques sont sépares par chromatographie en phase gazeuse sur 
colonne capillaire avec util isation de 2 types de phase stationnaire : Carbowax 

20 M ( 2  %) e t  DEGS (10 8 ) .  Pour I'identificatibn des acides gras insaturés, Ilon 
util ise la méthode des longueurs équivalentes de chaine. 

I I - Méthodes d'étude structurale de VAVS BoTat-1 

A- Techniques de modificatiûn chimique 

1 - Réduction e t  S-carbdxamidomethylation 

RBduction e t  5-~arboxarnidorn~th~lation sont effectuees salon la technique 



de GALL e t  col1 (1968) (42). La glycoprotéine est dissoute dans un tampon 

EDTA 0,003 M, urée 8 M, t r i s  1,s M de pH 8,s  à la concentration de 50 mg 

par ml. Un excès de 2-mercaptoéth~inol de 200 moles par mole est âjouth. Le 

tube est maintenu quelques secondes sous azote, e t  la réduction est poursuivie 

1 
pendant 24 h à température ambiante, sous agitation constante, Le tubs est 
ensuite refroidi dans la glace fondante e t  de I'iodoacétamlde est ajouté selon un 
excés de 400 moles par  mole. La réaction est effectube pendant 45 minutes à 

l'obscurité. La disparition des groupements thiol est contrhtée par  la réaction 

e (ROSNER, '(1940) (113)). Les reactifs sont eliminds p a r  

dialyse contre' eau désionisée pendant 5 jours. La a lvco~ro t6 ine  est ensuite 

2- Succinylation 

L'utilisation de l 'anhydride succinique permet de bloquer i r ré~srs ib lement  

aminés libres. Le blocage au niveau du N-terminal r e n d  

gradation de Edman. La modification affecte également le , 

groupement LNH2 des résidus de lysine. La PTH succinyllysine s'exprime en 

HPLC su r  colonne v-Bondapaek Cl8 par 3 pics qui attestent de l'existence de 

composés réactionnels intermédiaires ou de differents produits possibles de  

Le succinylation est effectuée selon la méthode de KLOTZ (1961) 474). 100 

succinique sont dissous dans 10 ml de dioxanie. L'échantillon à 

succinyler est repr is  B une concentration de 2 mglml dans de l'eau d4sionisée. 

Le pH est amené à 9 avec de la soude 0.1 N. L'anhydre succinique est ajout4 

goutte & goutte en exces de 20 moles par mole de lysine contenue dans 

I 'échant i l l~n, sous agitation constante avec maintien du pH entre- 8,5 et  9,s à 

l'aide soit de soude 0,1 N, soit de soude 0,5 N. Quand la totallte du rQaçtif 

est ajoutée et  que ' le pH est demeuré stable pendant 30 minutes, l%chantillon 

est dialysé une nuit & 4O C puis 48 heures à température ambiante, avec 

changements fréquents contre le tampon retenu pour  l'hydrolyse enzymatique 

envisagée. 



3- nidination 

~a méthode a bté décrite par LUDWIG e t  HUNTER (1967) (87). 

Cette méthode permet un blocage réversible des groupements NH2 avec 

ère entre pH 7 et  10. 

b) Méthodologie 

L1échantillon est dissous dans I1eau en présence de 1 % de mercaptoéthanol 

pour permettre une meilleure accessibilité des réactifs. Le pH est ajusté 8 10 

au moyen de soude 0.1 N. Le chlorhydrate de méthy/l acétlmidatc est ensuite 
1 

1 ajoute progressivement tout  en maintenant le pH à 10. Quand la totalité de 

1 rbactif  a été ajoutée, la solution est dialyshc contre de Ileau desionishe pendant 

1 3 jours P 40 C. 

[RAFTE,RY et COLE. (101771 (107)1, 

I 

1 Enzymes util isés 

- t ryps ine (Sigma type AI No 1003) dbbarassée de son act iv i té 

chymotrypsique par  le chlorure de phénylcarbamyl (DPCC) . 
- chymotrypsine (SIGMA type VI I t  No C 3142) débarassbe de son act iv i té 

t rypsique pa r  le 1-chloro-3 tosylamido-7 amino-2-heptanone (TLCK). 



- endoprotéinase AKG-C (Boehringer Mannheim,. 269590). 

- prot6ase de Staphylococcus aureus (Miles no 36900). 

- protéinase K (E. Merck, Darmstadt) 

'- Tampons d'incubation 

Les hydrolyses trypsiques e t  chymotrypsiques sont effectuées en tampon 
1 bicarbonate d'ammonium 0.01 M ajusté d pH 8.5. 

L'hydrolyse par I1endoprotéinase ARC-C est réalisée en tampon N rnéthyl 

morpholine 0,1 M de pH 8 (LEVY (1970) (82)). 

L'hydrolyse par la arotéase de S. aureus est j menée dans un tampon 

onium 0,05 M pH 4 (HOUMARD et DRAPEAU) (1972) (64)). 
1 

L'hydrolyse par la protéinase K est conduite en tampon bicarbonate 

d'ammonium 0,1 A l  ajusté à pH 8,5 e t  contenant de Iturée A la concentration de  

- Protocoles d'hydrolyse 

Les concentrations en échantillons sont de 1 mg par  ml. Selon les cas, 

ous avons été amenés à uti l iser différents rapports molaires enzymelsubstrat 

11 8 à 4 %), e t  différentes températures d'incubation (4" C à 37O C). 

C- Coupures chimiques 

1- par  le BNPS skatole 

a) pr incipe 

Le 2(2-nitrophényIsulf6nyS)-3-méthyl-3-brornoindole ou BNPS-skatole est 

. agent bromant d'action comparable avec la fl-bromosuccinimide mais 

l'analogie de structure qu' i l  présente avec le tryptophane oriente 

préférentiellement la coupure vers cet amino acide. 



Nous avons util isé la méthode décrite par DEBUIRE et  col1 (1977) (31).  

100 mg de glycoprotéine S-carboxamidométhylée sont dissous dans 33 ml 

d'acide acetique d 75 %. 100 moles de tyrosine exogdne sont ajoutees par  mole 

de tyrosine endtogene. Enfin, 100 moles de BNPS-skatole sont ajoutdes par  mole 

de tryptophane. 

I 
La solutiot-! est laissee d températu re  ambiante sous agitation d l 'obscurité 

pendant 68 heures. Le melange est ensuite centri fuge 10 minutes P 1000 tours 

paf- minute. Le ;surnageant est di lué puis lyophilisé. 
1 

I 

Dans u n  s k o n d  temps, la mol~cule est reprise dans une solution aqueuse 

d 15 % de merc~ptoéthanol, placée 72 heures sous azote d 30° C avec agitation 

constante. Apr& centrifugation permettant l'élimination d'un insoluble, le milieu 

réactionnel est 1 yophilisé. 

2- par  le bromure de cyanogéne 

Le pr incipe reactionnel est d6tallld dans let chapitre II. La technique 

utilisée est  celle p r6con isb  par STEERS e t  col1 (1965) 0 0 ) .  La glycopn>t41q 
i 

réduite e t  ~ - e i k ~ l 8 ~  est dtssoute B la coocentratlon da 1 mg par ml b n r  de 
Iracide formique & ,  ?O 8 .  Le &CN f~at~hehsnt dissout dm8 , de ~@iclde fbmlqos 

, c  i - 

4 70 '$ *;t aj~ut6 an . ,  wdr'be , W O  nolm par mol* 6 Whlonlrio contenue d,anr 
la glyooprot&ns. Lgen,mbb minteou 24 ?@UN$ Itob&urlta, A t*mp#~a- 

, . '  . 
Ur* amblan? et SUS ql ta t lon.  ' L. r h c t l o n .  art ' rt ' p.r adqtion de 10 

' volumes dtcuu dBslon1~4@ rnfoldle & 4a C. Imr produits &t alon liophiliw. " . .  .. .. 
8 % 

Les &tape$ de la dhgradation de EDMAN (1956) (35) sont sch6matis6es 

dans la f igure A . 





2- Mdthod d logie 

a),, Dégradation manuelle 

b I  Nous suivons le protocole dtabli par  EDMAN (1970) (36) e t  modifié par 

- Couplage 

Les d'ifférentes étapes sont les suivantes : 

. dissolution d'environ 200 nanomoles d'échantillon dans u n  tube 

conique par 100 MI d'un tampon diméthylallylamine/propanol/eau 

(1,2/15/10-v/v/v) fraîchement préparé e t  ajusté à pH 9,s par de l'acide 

trifluoroacétique à 10 %. 
2addition de 5 pl de phénylisothiocyanate et  maintien d u  tube sous 

l 

ote pendant 30 secondes. 
1 

egitation au vortex 

. incrbation à 50° C pendant 40 minutes - le melange est ensuite r" "refroidi. 

. élimination de l'excès de réactif  par  3 additions successives de 0,5 

ml de benzéne, suivies de centrifugation à 2000 tours par  minute pendant 5 

minutes e t  élimination de la phase benzénique. 

. séchage de la phase aqueuse par évaporation sous azote pu is  

dessication penbant 30 minutes dans un dessicateur maintenu d 50° C, sous 

vide, en prksç(ce d'anhydride phosphorique. 

- Clivage 

* Addit ion de 50 pl d'acide trif luoroacétique immédiatement aprds la 

dessication avec maintien quelques secondes sous courant d'azote. 

- agitation à l'aide d'un Vortex 

- incubation à 50° C pendant 7 minutes 

- séchage du produit  sous azote 

- extractidn de la thiazolinone par  de Iléther depourvu de peroxydes et 

contenant de I1iéthylrnercaptan comme antioxydant (20 DI pour  50 ml dtether). 

Tro is  extractions par  0 , s  ml dt4ther suivies de centrifugation 2000 t /mn  

pendant 3 midutes sont effectuées. Les phases éthdrées réunies dans un 

nouveau tube Aonique sont séchées sous azote. Le produit  résiduel est alors 

l 





1 Y."". 

SCHEMA SIMPLIFIE DU S EQUENCEUR BECKMAN 890 C 

vida ' N 2 .  

collastaur da fractions réfripir. i SOC 



1 
Beckman 122974) , utillçrJ pour les protéines, glycoprotéines, .-gros-- peptides ou 

glycopeptides , soit un tampon dimethylally lamine 0.8 M pH 9.4 (DMAA) , utilise 

pour les tlpetitall peptides ou glycopeptides. 

3- Elimination de Itexcés des réactifs 

Cette etabe est rbalisee par  succession dl"n vide progressif, d'un 

1 balayage d'azote sous vide partiel, e t  d'un lavage au benrdne. 

I 4- Clivage par  l'acide heptafluorobutyrique (H FBA) 

AprOs s6&age d u  film, le clivage est rballs6 par  addition de 

L1exc&s d'acide est elirnine par  un vide progressif suivi d'un balayage d'azote 

C 

Les 2-anilino-5-thiazolinones (ATZ) sont extraites pa r  le chlorobutane e t  

6- Conversion manuelle 

Le chlorobutane est évaporé sous azote. A u  cours de cette Bvaporation, la 

10 minutes B 80° C. 

nomoles de d/ipeptide de Cly-Cly (HUNKAPILLER e t  HOOD) (1978) (67). 



CI ldent i f i  t ation des PTH amino acides dérivés 

I . 
Pour ce stade nous avons fai t  appel essentiellement à la chromatographie 

liquide de haute performance (HPLC) e t  dans certains cas à la chromatographie 

en phase gazeuse. 

1- chroma\ographie liquide de haute performance 

L'appareil, ut i l isé était un Hewlett Packard modele 1084 B équipé d'un 
l 

détecteur fixe '21 254 nm et  d'un détecteur variable entre 200 et  540 nm. La 

technique employée était celle préconisée par HERMANN e t  col1 (1978) (56), 

modifiée par  BRIAND (1981) (21). 

La separation est réalisée sur  une colonne v-Bondapack C l 8  (Water 

Associates). La PTH norvaline est utilisée comme témoin interne, le diagramme 

obtenu ainsi que les conditions opératoires sont rep;ésentées dans la f igure 

4. Sur cette colonne, les PTH-méthionine e t  ?TH-valine d'une pa r t  e t  les 

PTH-isoleucine ' e t  PTH phénylalanine d'autre par t  ne sont pas séparbki. 
l 

L'identification définit ive est dans ce cas réalisée B l'aide d'une colonne 

v-Bondapack CN (Waters Associates) Figure 5. 

2- Chromatographie eri phase gazeuse 

Elle a ht4 .ampEoyb, anis Les t~utes .gWV3mt?r$b d&terrntnrtion$, pçKlr 

dif f8ranchr PTL**~M~M 'et PTH-vrBm d'un* pi p. PTHyiicrotetnine. @. 

b ~ ~ - p h ~ n ~ l s k n l n e  d h ~ t h  paf%+ LM %MWtlflaii~ft8 Mt (itb ~ d y b @ ~  Sur Mla 

colonna WHP 10011 20 D H ~  i<ryjr&n*r de c~o+h~pt~id~im~, 46' 4 4 ~  10 i 4 
l'aide d'un appareil Hewktt ~ockard modéle 5 7 3 ~  A. LI 'dm -&si \ % 

que *s conditton* o@rst*lr(~ .ont r.pr+~i~awth ~ P W  i)i " ' ', I ta 

i 
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