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INTRODUCTION 

Les parasitoses représentent un des grands problèmes humains de not re  

temps. Elles sévissent p lus particulièrement dans les pays du tiers-monde, où  

leurs manifestations cliniques revêtent  un caractère grave qui a suscité 

l ' intérêt des grands organismes internationaux tels que l'Organisation Mondiale 

de la Santé e t  provoqué la mise en oeuvre de vastes programmes de  recherche 

tant  biologiques que  fondamentaux. 

Nous nous sommes interessés au cas t rès  spécifique des trypanosomiases 

africaines, qui touchent autant l'homme que le bétail. Elles posent de ce fait ,  

de graves problèmes de santé publique. D'autre part ,  elles on t  un impact 

négati f  su r  le développement socio-économique des pays concernés. 

Les échecs enregistrés dans la lu t te  contre les trypanosomiases africaines 

s'expliquent pa r  t ro is  points essentiels : 

- la limite de la chimioprophylaxie e t  de la chimiothérapie de ces 

maladies, due à une toxici té des trypanocides actuellement uti l isés. 

- la lu t te  cont re  l'insecte vecteur se heurte à l 'apparit ion d'espèces 

mutantes résistantes aux insecticides. 

- la potential i té qu'ont les trypanosomes africains d'échapper au système 

immunitaire de l 'hôte grâce à la variat ion antigénique, rendant ainsi impossible 

toute vaccination. 

Les mécanismes qui régissent ce phénomène biologique sont encore mal 

élucidés. La solution aux problèmes que nous venons d'évoquer, viendra 

d'une meilleure connaissance de ces mécanismes. 

Notre part icipation à cette recherche s' inscri t  dans le cadre d'une 

collaboration avec le laboratoire d'Immunologie e t  de Biologie Parasitaire de 

Bordeaux. Notre t ravai l  a porté su r  l 'étude des antigènes variables de - T. 

equiperdum, espèce non pathogène pour  l'homme. 

Ce modèle autorise l'extrapolation. Enfin, ce mémoire résume les apports 

de la l i t térature,  ce qui nous a condui t  à une synthèse de  l 'état des 

connaissances de  ce phénomène si or ig inal  qu'est la variat ion antigénique. 



I- Classification des trypanosomes 

Dans le domaine de la biologie animale, les parasitoses occupent une 

place privilégiée. Parmi les parasites sanguicoles, le trypanosome constitue un 

exemple typique. Vouloir s i tuer ce protozoaire est chose délicate. Aussi, nous 

ferons appel à la nouvelle classification établie en 1980 par la "Society o f  

Protozool~g is ts '~  (1  09) qui dist ingue 7 phyl lums : Sarcomastigophora, 

Labyrinthomorpha , Apicomplexa , Microspora , Ascetospora, Myxospora, 

Ci l  iophora. 

Dans cette classification, les trypanosomes, sont répertoriés dans le 

premier phyl lum e t  leur  défini t ion est la suivante : 

Phyllum I Sarcomastigophora 

sous-Phyllum I Mastigophora 

Classe 2 Zoomastigophora 

Ordre  2 Kinétoplastida 

sous-ordre 2 Trypanosomatina 

Le sous-ordre Trypanosomatina comporte 3 genres : Blastocrithidia, 

Leishmania, e t  Trypanosoma. HOARE en 1966 (77)  ; puis en 1972 (78) a 

proposé de réper tor ier  les parasites du genre Trypanosoma qui affectent 

spécifiquement les mammifères. 

Leur situation respective est présentée sous forme d'un tableau (Tableau 

1 )  qui objective en part icul ier  la place du sous-genre Trypanozoon ou les 

dif férentes espèces ou  sous-espèces qui en  dépendent. 





II- Aspects morphologiques - Eléments biochimiques 

Les trypanosomes sont des parasites fusiformes mesurant 15 à 20 pm 

de  long sur  2 à 3 Cim de  large ( f igure 1). I l s  sont limités par  u n e  membrane 

plasmique qui es t  recouverte d'un manteau de surface de 12 à 15 nm 

d'épaisseur, exclusivement à certains stades du cycle évo lu t i f  des 

trypanosomes d e  la section Salivaria. Une caractéristique f rappante est  

l'existence d'un flagelle qui reste attaché à la cellule e t  devient  l ib re  à son 

pôle antérieur. Sous la membrane plasmique s'étendent des microtubules l iés 

les uns aux au t res  par  d e  fins ponts latéraux. Le cytoplasme e s t  t rès  r i che  

en ribosomes. A la base d e  la poche f lagel laire se trouvent deux corps basaux 

(de  s t ruc ture  centr iolaire) à proximité desquels se t rouve le  kinétoplaste. 

Celui-ci est s i tué dans une  expansion capsulaire de  l 'appareil mitochondrial 

qui est  en fa i t  un unique mitochondrion. En t re  autre, I ton dist ingue un noyau 

ar rond i  avec un nucléole à son centre e t  des peti tes masses pér iphér iques qui 

représentent probablement du matériel chromosomique. La membrane externe 

du noyau est  continue avec le rét iculum endoplasmique granulaire. Le  

rét iculum endoplasmique lisse se t rouve à proximité de la poche flagellaire. 

L'appareil de Golgi possède une extrémité proximale sous-tendue par  un 

fragment de rét iculum endoplasmique granula i re  e t  à son extrémité distale 

s'étendent des vésicules e t  corps vésiculaires. Enfin, le cytoplasme contient 

des organites part icul iers,  les glycosomes. 

A ces aspects morphologiques v i en t  s'ajouter une connaissance 

parfaitement précise de certa ins de  ces éléments. Nous donnerons d 'une 

manière sommaire les résul tats des d i x  dernières années qui o n t  permis une 

meilleure connaissance : d e  la membrane plasmique, du kinétoplaste e t  des 

organites intracytoplasmiques tels que les glycosomes. 

HUNT e t  ELLAR (1974) (87)  on t  isolé une fract ion d e  membrane 

plasmique d'un trypanosomatidé : Leptomonas Coliosoma. L'étude de sa 

composition chimique montre qu'elle contient 52 % de protéines, 29 % de l ipides 

e t  8 % de glucides. Les glucides caractérisés sont des oses neut res dont le 

mannose, le glucose, le galactose e t  le xylose. La part ie l ip id ique est  

principalement composée de  phospholipides représentés en majeure part ie pa r  

la phosphoéthanolamine, la phosphatidylcholine e t  un stérol ident i f ié  comme 

étant  de I1ergostCrol. Mais chez Trypanosoma brucei  brucei, le stérol  majeur 

est le cholestérol (DIXON e t  coll. (1972) (45))  et  le rappor t  cholestérol 

phospholipides es t  t r&s élevé comparativement aux autres ce1 Iules eucaryotes 
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Figure 1 : Morphologie génbrale d 'un trypanosome 
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(GREEN (1977) (65) ; VOORHEIS e t  coll. (1979) (164)). D'autre pa r t  DlXON 

e t  coll. (1972) (45) ont  observé des différences dans la composition l ipidique 

de  la membrane plasmique selon que le parasite se t rouve dans le sang de  

l 'hôte ou dans un milieu d e  culture. Ainsi la sphingomyéline qui représente 23 

8 des phospholipides membranaires des formes sanguicoles de T. b. brucei est 

rédu i te  à 5 % dans les formes de culture. 

Le kinétoplaste qui donne le nom à l 'o rdre  auquel appartiennent les 

trypanosomes, a fait  l 'objet de plusieurs études qui on t  été revues par  

ENGLUND e t  coll. (1982) (50). En effet, le kinétoplaste est un réseau 

consti tué de  mill iers de  cercles de  DNA qui sont de  deux types : les 

maxicercles e t  les minicercles. II peut  renfermer 10 à 25 % d u  DNA cellulaire 

total.  Les minicercles représentent 95 8 de la masse d u  réseau e t  le reste est 

consti tué de maxicercles. Les maxicercles por tent  des gènes identiques à ceux 

que  l'on t rouve  au sein du DNA mitochondrial des autres cellules eucaryotes. 

Cependant, le r61e des minicercles e t  la raison d 'être de la s t ruc ture  en 

réseau demeurent inconnus. 

Les trypanosomes présentent  une autre part icular i té qui est la présence 

dans leur cytoplasme d'organites contenant les enzymes de la glycolyse : les 

glycosomes. I l s  ont  été mis en évidence par  OPPERDOES e t  BORST (1977) 

(121 ). Récemment, des t ravaux  d1OPPERDOES e t  coll. ( revus pa r  BORST e t  

coll. (1983) (23))  ont montré que ces organites contenaient également des 

enzymes de l'oxydation des acides gras e t  de la biosynthèse d u  plasmalogène. 

L'ensemble de ces propr iétés les rel ie à la famille des peroxysomes-glyoxy- 

somes, mais l'isolement de  la glycolyse à l ' in tér ieur d ' un  organite cellulaire 

semble être spécifique de l 'o rdre  Kinétoplastida. 

1 II- Polvmor~hisme 

Si l'ensemble des protozoaires appartenant au sous-ordre 

Trypanosomatina répond à la défini t ion morphologique générale que nous 

venons de voir ,  chacun des flagellés const i tut i fs  d u  sous-ordre 

Trypanosomatina s'individualise pa r  une var iété polymorphique caractérisée 

pa r  exemple p a r  la tai l le d u  flagelle e t l ou  pa r  la position de l'ensemble 

kinétoplastique. 

Ce polymorphisme cons t i tu t i f  peut  être considéré comme une exigence liée 

pa r  exemple à la forme du parasitisme chez l'hôte ou au cycle évolut i f  à 



proprement par lé du parasite. A t i t r e  d'exemple e t  en faisant référence aux  

t ravaux  d e  HOARE e t  WALLACE en 1966 (77), nous i l lus t rerons d i f fé rentes  

formes o u  stades d 'une va r ié té  de flagellés appartenant  à ce sous-ordre 

Trypanosomatina. 

- Forme amastigote ou Leishmania : c'est une  forme intracel lulaire, elle 

est d e  pet i te  ta i l le  e t  présente une  racine f lagel la i re intracytoplasmique 

- Forme choanomastigote : de pet i te  ta i l le  possède une  col leret te d'où 

émerge un flagelle 

- Forme promastigote o u  Leptomonas : don t  le kinétoplaste es t  s i tué en 

avant  du noyau. 

- Forme opisthomastigote ou Herpetomonas : présente une longue poche 

flagellaire, la base du flagelle es t  située en a r r i è r e  du noyau 

- Forme épimastigote o u  Cr i th id ia  : possède une  membrane ondulante t r è s  

rédu i te  e t  le kinétoplaste es t  p rès  du noyau 

- Forme t r v ~ o m a s t i a o t e  ou T r v ~ a n o s o m a  : c 'est  une forme don t  le  

kinétoplaste est s i t ué  dans la par t ie  postér ieure. Le flagelle contourne la 

ce1 Iule formant avec celle-ci une  membrane ondulante, puis redevient  l i b re  à 

son extrémité antér ieure.  

L'on peut r e t e n i r  que l ' importance re la t ive  de la taille, du flagelle, du 

volume e t  de la s i tuat ion du noyau, de  l 'existence ou non d 'une membrane 

ondulante, sont au tan t  d'éléments de classif ication. 

La f igure  2 object ive p a r  la progression du flagelle e t  de la membrane 

ondulante Illa f ina l i té  morphologique". La forme amastigote ou Leishmania es t  

prat iquement dépourvue de s t ruc tu re  adaptée à la mobilité : ce sont  des 

formes intracel lulaires du parasite e t  à l 'opposé des formes sanguicoles 

i l lust rées par  le s tade trypomastigote ou Trypanosoma. 

I V -  E~ idémio loa ie  

Les trypanosomiases sont encore au jourd 'hu i  des affect ions parasi- 

taires largement répandues. Elles af fectent  un t r è s  g rand  nombre d e  mammi- 

fères e t  leur  expression séméiologique p o u r r a  ê t r e  t r è s  d i f fé rente  selon l 'hôte 

d é f i n i t i f  contaminé. Dans ce mémoire, nous nous l imiterons volontairement à un 

desc r ip t i f  des données épidémiologiques e n  r a p p o r t  avec une expression 

pathogène chez l'homme. Fonct ion de leur  localisation géographique, deux  
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affect ions parasitaires seront distinguées : 

La trypanosomiase américaine ou la maladie de  Chagas 

La trypanosomiase afr icaine ou  la maladie du sommeil 

Ces deux affections sont représentatives de  l 'évolution d'une parasitose 

d i f férente  par  l 'agent vecteur, par  son mode de transmission, pa r  ses 

caractéristiques épidémiologiques e t  enf in pa r  l 'expression cl inique qui s 'y 

attache. On dist inguera : 

A. La trypanosomiase américaine 

Cette affect ion parasitaire appelée également maladie de Chagas 

est  répandue en Amérique lat ine (Centre e t  Sud Amérique) de manière 

épidémio-endémique principalement dans les zones rurales, en relation avec 

des conditions socio-économiques précaires. En effet,  la maladie de Chagas est 

une maladie liée au sous-développement (F igure 3).  

L'agent pathogéne est  Trypanosoma c ruz i  dont  la virulence est variable 

suivant les régions. Plus on remonte ve rs  le Nord, moins le parasite est 

v i ru lent .  Les pr incipaux agents vecteurs appart iennent à la famille des 

Réduvidés qui fa i t  part ie de  l 'o rdre  des Hémiptères issus de l'embranchement 

des Arthropodes. I l s  sont représentés par  les genres Triatoma megista e t  

Rhodnius prol ixus, sorte de  grosses punaises, adaptées aux animaux sauvages 

mais également à l'homme ; ces espèces domiciliaires se localisent 

préférentiellement dans les fentes de murs e t  les to i tures de chaume. L'insecte 

puise les trypanosomes dans le sang des malades lors d'une piqûre. Ces 

derniers subissent des transformations morphologiques tout  au long du 

système digest i f  de l'hôte intermédiaire. Les formes infestantes trypanosomales 

se retrouvent dans l ' in test in terminal e t  sont libérées avec les déjections de 

l'insecte. L'infestation de l'hôte est réalisée par  le contact des doigts souillés 

au niveau des lésions de grat tage ou au niveau des muqueuses (buccales, 

nasales, oculaires et anales) . I I faut  signaler qu'il existe des cas d'infestation 

congénitale ou par  allaitement. 

B. La t rv~anosomiase africaine 

La trypanosomiase africaine humaine est due essentiellement à 

Trypanosoma brucei  gambiense e t  Trypanosoma bruce i  rhodesiense. Elle est 
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transmise pa r  la p iqûre de la glossine (mouche tsé-tsé). L'envahissement de 

l 'appareil encéphale-méningé par  les trypanosomes donne à cette affection une 

physionomie part icul ière qui lui a valu le nom de maladie du sommeil ( f i gu re  

3) . L'épidémiologie est  d i f férente selon l'agent pathogène. 

La trypanosomiase à T. b. gambiense est une affect ion à caractère 

chronique, endémique, qui sévi t  en A f r ique  occidentale e t  centrale. La maladie 

est transmise par  des mouches du groupe 'Palpalis v i van t  dans les galeries 

forestières e t  au bo rd  des cours d'eau. T. b. gambiense peut  affecter 

plusieurs espèces animales (rongeurs, herbivores, primates), mais le taux 

faible de parasites circulants e t  t issulaires rédu i t  considérablement la 

probabi l i té d'ingestion .du parasite pa r  la glossine. L'homme représente 

l'espèce la p lus  sensible, il constitue donc le pr incipal  réservoir  parasitaire. 

L'infestation, chez l'homme n'est jamais massive, mais pa r  contre, elle est 

compensée pa r  le temps de surv ie  relativement long des personnes atteintes, 

ce qui permet d'entretenir le cycle e t  de maintenir un certa in niveau 

d'endémie. 

La trypanosomiase à T. b. rhodesiense sévit  à l 'état sporadique en 

Af r ique Orientale. Elle est transmise par  les mouches du groupe Morsitans 

v ivant  dans la savane. Cette maladie est caractérisée pa r  une évolution 

cl inique p lus  rapide. En effet, chez I'homme, le parasite produi t  une 

infestation massive, de pronostic grave. La personne infestée présente rapide- 

ment une dégradation telle de son état général qu'elle ne peut  qu i t te r  son 

domicile e t  ê t re  un facteur de transmission v i s  à v i s  des insectes. Ainsi, se 

dist inguant de  T. b. gambiense, T. b. rhodesiense ne peut  su rv i v re  dans un 

cycle s t r i c t  homme-mouche-homme ; il lui faut  un réservoir parasitaire non 

humain où la symptomatologie est moins grave e t  où la probabi l i té de 

rencontre en t re  l 'hôte e t  l'agent vecteur est suffisante pour  assurer la 

transmission. Les mammifères sauvages en part icul ier  l'antilope joue le rôle de 

réservoir parasitaire. 

Les autres trypanosomes afr icains sont parasites des animaux, nous en 

citerons quelques uns. 

- Trypanosoma bruce i  brucei  : responsable de  la "nagana", maladie redoutable 

des Equidés e t  Bovidés 



- Trypanosoma congolense : provoque la trypanosomiase des Equidés, Bovidés 

e t  Porcins. 

- Trypanosoma v ivax  : est l 'agent de la " ~ o u r n a ~ ~  des Equidés e t  Bovidés 

- Trypanosoma evansi : responsable d u  "surral' des Equidés e t  du lldébabll 

des dromadaires 

- Trypanosoma equiperdum : cause la "dourine1I chez les Equidés. 

V- Cycle évo lu t i f  des trvwanosomes 

A. Cycle des trypanosomes américains 

L'agent vecteur est un insecte Hémiptère Réduvidé. II se 

contamine lors d'une p iqûre en aspirant le sang d'homme ou d'animaux 

infestés. Les formes sanguicoles trypomastigotes parviennent dans l'estomac de  

l'insecte où elles prennent la forme épimastigote, puis les parasites adoptent 

la forme promastigote e t  se multiplient. Le passage dans l ' intest in moyen se 

caractérise par  un re tour  à la forme épimastigote. Enfin, au niveau de 

l ' in test in postérieur, les parasites re t rouvent  une forme trypomastigote 

"métacycliquel' qui est  seule infestante. I l s  seront déposés sur  la peau de 

l'homme e t  des animaux avec les déjections de  l'insecte e t  seront susceptibles 

d' infester par  traversée des muqueuses au niveau des lésions de grattage. 

Les parasites pénètrent  alors dans les histiocytes, s'y mult ipl ient sous forme 

amastigote, puis sont l ibérés dans le sang où i ls  acquièrent la morphologie 

trypomastigote. II s'agit  d'une forme d'attente qu i  ne se mult ipl ie pas. Une 

aut re  part ie des parasites sanguicoles pénètre dans les cellules musculaires 

(myocarde en par t icu l ie r )  ou nerveuses e t  adopte la morphologie intracel lulaire 

amastigote capable de  se multiplier. C'est cette potentialité qui crée la 

pathogénie du parasite. Ces affections ayant une expression cl inique fonction 

de la localisation intracel lulaire de l'agent parasitaire. 

B. Cycle des tryDanosomes afr icains 

1 - Agents vecteurs 

Les glossines (mouches tsé-tsé) sont les agents vecteurs 

de la majorité des trypanosomiases africaines. Ce sont des Diptères 

Brachycères mesurant 6 à 15 mm. 



Suivant  l eu r  biologie, on  d is t ingue les espèces hygroph i les  du groupe 

palpalis v i v a n t  dans les fo rê ts  e t  au  b o r d  des cours  d'eau (Glossina palpalis, 

Glossina trachynoldes) e t  des espèces xérophi les v i v a n t  dans les savanes 

(Glossina morsitans, Clossina longipalpis).  Les glossines sont  des 

hématophages d iurnes qui tous  les 2 jours, p a r  repas sanguin se nourr issent  

s u r  l'homme, le béta i l  ou  le  g ib ie r .  T o u t  prélèvement p a r  p i q û r e  d'un sujet 

déjà contaminé est  le po in t  d e  dépar t  du cycle vecteur  - hô te  déf in i t i f .  

2- Cvcle 

Pour T. b. gambiense e t  T. b. rhodesiense, le cyc le peut  

ê t re  object ivé d e  la manière suivante. La glossine s' infeste e n  asp i ran t  le sang 

d'un homme ou d'un animal parasité. Les trypanosomes ingérés se mul t ip l ient  

activement p a r  f ission b ina i re  dans la pa r t i e  postér ieure du mésentéron 

( f i g u r e  4) .  A ce niveau, i l s  pe rden t  l e u r  manteau de surface, s'amincissent 

considérablement, mais ga rden t  néanmoins la forme trypomastigote. Ces formes 

frêles au  b o u t  de  10 à 15 jours gagnent  l ' in test in  an tér ieur  e t  acquièrent  la 

forme épimastigote. Elles se f i xen t  p a r  l eu r  f lagelle à la paro i  du p h a r y n x  où 

elles se d iv isent ,  devenant de  p lus  en p lus  trapues. Elles pénèt rent  ensuite 

dans les canaux sal ivaires e t  là, v o n t  à la fois r e t r o u v e r  une  forme 

trypomastigote "métacyclique'' e t  se recouv r i r  à nouveau d'un manteau de 

surface. Ces trypanosomes métacycliques infestants s'engagent dans la trompe 

de la glossine e t  sont entraînés p a r  la salive lo rs  de la p iqûre .  

La glossine es t  in festante 18 jours  après le repas contaminant. Elle le  

demeure tou te  sa vie, mais la complexité du cycle f a i t  qu'il n'y a 

stat ist iquement que 5 à 10 % seulement des mouches qui soient infestées. Ce 

q u i  représente un élément autol imitant de  la propagation des si tes endémiques. 

Chez l 'hôte déf in i t i f ,  les parasites inoculés se mul t ip l ient  provoquant  la 

formation d'un chancre d'inoculation. I l s  migrent  d 'abord v e r s  les ganglions 

lymphatiques o ù  i l s  se mul t ip l ient  activement (période d ' incubat ion 10 à 15 

jours) avan t  d e  gagner le réseau sanguin e t  b ien tô t  l'espace 

céphalo-rachidien. 

Dans cer ta ins cas, il peu t  y avo i r  une transmission n o n  cycl ique de la 

maladie. O n  c i te ra  la transmission interhumaine congénitale, p a r  lactation ou 

pa r  t ransfusion.  
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Ce modèle de cycle peut se t rouver  modifié. Pour T.  congolense par  

exemple il n'y a pas de  migration au niveau des glandes salivaires. Pour T .  - 
equiperdum le  cycle avec insecte vecteur n'existe pas e t  la transmission est 

d i recte par  contact sexuel. 

3- Evolut ion mor~ho loa iaue  au cours du cvcle 

La variat ion morphologique au cours du cycle est un 

élément caractéristique des trypanosomes de la section Salivaria. Cette 

propr iété leur a valu la dénomination de "Trypanosomes pléomorphiquesl'. A u  

cours du cycle évolut i f ,  les parasites subissent des changements 

morphologiques profonds e t  une adaptation physiologique à chaque stade. 

Chez l'hôte déf in i t i f ,  les formes longues élancées avec flagelle l i b re  se 

transforment rapidement pour présenter une forme d i te  " ~ o u r t e ' ~  ou "trapue1'. 

Ces formes courtes sont incapables de se mult ipl ier dans le sang des 

mammifères. Elles représentent des formes d'attente, seules capables de se 

mult ipl ier chez l'hôte intermédiaire. 

Plusieurs auteurs on t  étudié I 'u l t ras t ruc ture  de ces dif férentes étapes 

morphologiques (VICKERMAN (1962) (159) ; (1965) (160) ; (1970) (163) ; 

BOHRINGER e t  HECKER (1974) (15) ; (1975) (16) ; HECKER e t  coll. (1972) 

(71) ; STEIGER (1973) (149) ; GHIOTTO e t  coll. (1979) (57). 1 1  apparaît que 

l 'évolution morphologique générale slaccompagne de changements au niveau des 

organelles cellulaires, t raduct ion d'évolution physiologique profonde (évolut ion 

des systèmes respiratoires) ou au niveau des rappor ts  du parasite avec son 

environnement immédiat (existence d 'un manteau cellulaire) ( f i gu re  5) .  

a) Mitochondrion e t  respirat ion du parasite 

L 'u l t ras t ruc ture  d u  mitochondrion de la forme 

sanguicole de T.  b. brucei  var ie lors de la transformation progressive des 

formes longues en formes courtes (VICKERMAN (1965) (160) ; HECKER e t  

coll. (1973) (72)) .  Dans les formes longues, le mitochondrion se présente sous 

l'aspect d 'un  tube é t ro i t  avec des petites crêtes peu nombreuses, alors que 

dans les formes intermédiaires e t  p lus nettement encore dans les formes 

courtes, les canaux mitochondriaux prol i fèrent  e t  les crêtes sont p lus  

nombreuses. Cette évolution continue lorsque les parasites acquièrent une 

forme procycl ique dans le tube digest i f  d u  vecteur (BOHR1 NGER e t  HECKER 

(1975) (16) ) .  
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Au t re  exemple de corrélat ion ent re  polymorphisme e t  métabolisme : les 

formes longues sont  dépourvues de  réserve énergétique. Elles sont  incapables 

d'oxyder des acides gras ou  des acides aminés, mais ut i l isent  exclusivement le 

glucose qu'elles transforment en pyruvate .  A ce stade, la lactate 

déhydrogénase, les enzymes du cycle t r icarboxy l ique de Krebs sont  absents. 

La respirat ion es t  insensible à l'action du cyanure e t  de Iboxyde de  carbone. 

Le taux d'échanges cellulaires est 10 fois p lus  élevé comparé à une  cellule de  

mammifère. Leur  consommation en glucose est considérable. Un  seul 

trypanosome métabolise en une heure autant  de glucose que son poids sec 

(BOWMAN e t  FLYNN (1976) (24)) .  Dans les formes courtes au contrai re le  

py ruva te  peut-être métabolisé en acétate, succinate e t  en CO2. Les enzymes 

du cycle t r icarboxy l ique de  Krebs sont cet te fois présents mais le classique 

cycle de  Krebs n 'est  pas fonctionnel à cause de l'extrême pauvreté en 

act ivi tés enzymatiques de  type  c i t ra te  synthétase o u l e t  succinate 

déshydrogénase. La synthèse de ces enzymes du cycle de Krebs représente 

donc t rès  probablement une  préadaptation à la surv ie  dans I ' intest in de  

la mouche. 

Enf in  au stade procyclique, les trypanosomes possèdent tous les enzymes 

du cycle de Krebs  et  la chaîne complète d'oxydation cellulaire, qu i  est 

particulièrement sensible au cyanure e t  à l 'oxyde de carbone (BOWMAN e t  

FLYNN (1976) (24 ) ) .  Les parasites sont devenus "fermenteurs aérobies 

partiels' '  capables de  produi re  succinate, pyruvate ,  acétate e t  COq comme 

ultimes 'produits de  l 'ut i l isat ion du glucose (BOWMAN e t  FLYNN (1976) (24) ; 

GUTTERIDGE e t  coll. (1979) (67)) .  

Pendant son passage chez la mouche, la principale source d'énergie d u  

parasite devient essentiellement des acides aminés et  p lus particulièrement la 

prol ine qui existe en  for te concentration dans I'hémolymphe. La prol ine est 

alors métabolisée e n  aspartate, alanine e t  en CO2 grâce à la pro l ine oxydase 

e t  aux enzymes du cycle de  krebs.  

b )  Evolut ion cycl ique e t  existence d u  manteau cellulaire 

La f igure 4 qui i l l us t re  les dif férentes étapes morpho- 

logiques du cycle évo lu t i f  de  T. b. brucei  montre que l'existence d'un man- 

teau cellulaire es t  une caractérist ique de l'ensemble des formes sanguicoles 

mais aussi, chez l'insecte, de  la forme métacyclique infestante. L'existence ou 

non de ce manteau cellulaire absent au niveau de I ' in test in de l 'hôte 



intermédiaire est  sûrement en re lat ion avec une évolut ion fonctionnelle du 

parasite e t  des rappor t s  du protozoaire avec la mouche o u  avec le mammifère. 

Cet te Ildépendance" du protozoaire es t  liée à cet te s t r u c t u r e  membranaire 

plasmique. L ' in té rê t  d e  mieux connaître sa s t r u c t u r e  es t  considérable en 

regard  des possibi l i tés infestantes, des seules formes métacycliques. II est 

maintenant démontré aussi que l 'existence de cette in ter face moléculaire ent re  

le parasi te e t  l 'hôte représente un système t r è s  élaboré d e  défense. 

O n  sa i t  maintenant que, au  cours  d e  la maladie parasitaire, l 'hôte 

synthét ise des ant icorps d i r igés  cont re  le parasite e t  s 'expriment en  fonction 

des l ' types ant igéniques" de la populat ion parasitaire. Le système 

immunocompétent dans son expression humorale est  alors capable de dét ru i re  

les parasites p a r  une  réact ion ant igène-ant icorps qui s'accompagne d'une 

t rypanolyse.  Le parasite en fait "se protège'' en  modifiant son ant igénici té de  

surface qui n 'est  p lus  reconnue p a r  les ant icorps c i rculants,  ce qui permet à 

la populat ion parasi ta i re de cont inuer  à pro l i fé rer .  

Cet te émergence de var ian ts  ant igéniques successifs se manifeste chez 

l 'hôte p a r  des vagues de parasitémie don t  la période est  env i ron  d e  2 à 4 

jours. Cet te "var iat ion ant igénique" permet au  parasite d'échapper à la 

réponse immunitaire de l 'hôte e t  exp l ique aussi dans une cer ta ine mesure les 

échecs des tentat ives d e  vaccination. 

A u  cours  des 10 dernières années, de  nombreux t ravaux  on t  été 

consacrés à l 'étude des ant igènes variables à la fo is  s u r  un plan 

immunologique, biochimique e t  génétique, ceci dans le but d'élucider les 

mécanismes intimes de la var ia t ion  ant igénique et, une fois ce mécanisme 

compris, d e  l 'u t i l i ser  à des f i ns  diagnost iques e t  même thérapeutiques. 

< 

V I -  Etude des antiaènes var iables 

Les antigènes variables de sur face (AVS) sont responsables de la 

spécif ic i té ant igénique de chaque var ian t .  I l s  o n t  été longtemps désignés sous 

d i f fé rentes  appellations, su ivant  le procédé de caractér isat ion u t i l i sé  : les 

exoantigènes (WEITZ (1960) (169)) détectés dans le sérum de r a t  infestés ; 

les ant igènes 1 s  e t  4s (BROWN e t  WILLIAMSON (1962) (27) ; (1964) (28) ; 

LE PAGE (1968) (104)).  Les PR ant igènes (Protect ive Responsible) e t  les - AG 

antigènes ( A g a r  Gel) caractérisés p a r  SEED (1963) (145). ALLSOPP e t  coll. 



(1971) (4) on t  finalement démontré l ' identi té entre ces dif férentes 

dénominations e t  on t  retenu pour les caractériser le terme dB1'antigènes de 

surfaceBB. 

On les dist inguera des antigènes d i t s  "internes" ou encore "communs" 

qui sont présents à tous les stades de la v ie  du parasite (WEITZ (1960) (169) 

; GRAY (1961) (58) ; BROWN e t  WILLIAMSON (1962) (27) ; SEED (1963) 

(145) ; BIGALKE (1966) (14) ; LUMSDEN (1967) (114) ; LE RAY (1973) 

(105); (1975) (106)). Ces antigènes communs se retrouvent également chez 

dif férentes espèces de trypanosomes. Certains ont  été identif iés comme étant 

des nucléoprotéines (BROWN e t  W I  LLIAMSON (1 962) (27)),  d'autres des 

enzymes, des protéines de s t ruc ture  ou des substances intervenant dans le 

métabolisme cellulaire (LUMSDEN (1967) (1 14) ) . 

Localisation 

Les antigènes variables ou antigènes spécifiques de variants 

(AVS) sont localisés à la surface du parasite recouvrant entièrement la 

membrane plasmique. Ce manteau a été parfaitement observé en microscopie 

électronique pa r  VICKERMAN en (1969) (161) qu i  a montré que seules les 

formes trypomastigotes sanguicoles et  métacycliques (formes infestantes) sont 

recouvertes d 'un  manteau, les formes épimastigotes (non infestantes) en sont 

dépourvues. Cette localisation "externeIB des antigènes variables a été 

confirmé aussi à l'aide d'anticorps spécifiques de variants (VICKERMAN e t  

LUCKINS (1969) (162) ; FRUIT e t  coll. (1977) (55)).  L'ut i l isat ion en 

part icul ier  d'antigènes fluorescents a été déterminante dans la mise en 

évidence de la "variat ion antigénique" des populations parasitaires. 

B. Aspects immunologiques 

1- Etude du  hén no mène de variat ion antiaéniaue 

Ce processus biologique de variat ion antigénique est une 

part icular i té des trypanosomes de la section Salivaria dont les premières 

observations on t  été faites dès 1905 (53) pa r  FRANKE. Cette propr ié té  a été 

décri te chez di f férentes espèces de trypanosomes, dont T . b. brucei  ( RITZ 

(1916) (138)) ; T. b. rhodesiense (LOURIE e t  OICONNOR (1937) (113)) ; - T. 

b. gambiense (OSAKI (1956) (122) ; T. v i vax  (CLARKSON e t  AWAN (1967) 

(36)) ; T. congolense (WILSON e t  CUNNINGHAM (1972) (173)) e t  - T. 

equiperdum (CAPBERN e t  col1 . (1 977) (29)) .  



GRAY a réalisé de  nombreux t ravaux ((1964) (59) ; (1965a) (60) ; 

(1965b) (61) ; (1967) (62) ; (1972) (63) ; (1975) (64)) à p a r t i r  desquels, 

une hypothèse a été émise selon laquelle les antigènes variables apparaissent 

en  fonction d'un processus adaptat i f  e t  réversible. Pour GRAY e t  d'autres 

auteurs, le développement des antigènes variables se fa i t  selon un ord re  

précis e t  t rès  constant su r tou t  en début  d' infect ion (WILSON e t  CUNNINGHAM 

(1970) (172) ; (1972) (173) ; ULIENBERG e t  GlRET (1972) (153) ; VAN 

MEIRVENNE e t  coll. (1975a) (156) ; CAPBERN e t  coll. (1977) (29) ) .  Certains 

var iants antigéniques apparaissent p lus  souvent dans les périodes précoces de 

l ' infection. I l s  on t  été désignés sous le nom "d'antigènes prédominants". De 

plus, on peut signaler la notion de réversion antigénique à un type  antigé- 

n ique de base caractéristique de la souche après accomplissement du cycle 

chez l'hôte intermédiaire (JENNI (1977b) (91) ; HUDSON e t  coll. (1980) (85)) .  

GRAY e t  coll., puis CAPBERN e t  coll. on t  démontré que cette réversion 

se produisait  l o rs  de l'inoculation à la seringue de populations clonées. Le 

caractère constant de l 'o rdre  d'apparit ion des antigènes variables ainsi que le 

phénomène de  réversion à un type antigénique de base on t  amené GRAY à 

proposer l 'hypothèse d 'un mécanisme d'adaptation de variation selon un ord re  

déf in i  au niveau du aénome. 

VAN MEIRVENNE e t  coll. (1975a) (156) on t  mis en évidence l'existence 

d'une hétérogénéité antigénique au sein des populations trypanosomales en 

ut i l isant  les techniques d~immunofluorescence e t  d'immunolyse. LE RAY et  col1 . 
(1977) (107), de  même que  JENNI (1977b) (91) ont  pu observer que les 

populations issues de la première parasitémie, obtenues après transmission 

cycl ique étaient antigéniquement hétérogènes. Une première étude de JENNI 

(1977a) (90) ava i t  laissé supposer que l'hétérogénéité n'apparaissait qu'au 

niveau de l 'hôte défini t i f .  Mais LE RAY e t  coll. (1978) (108), pu is  BARRY e t  

coll. (1979) (11) ont finalement établ i  que les populations métacycliques 

n'étaient pas homogènes. HAJDUK e t  coll. (1981) (70) confirmant les 

observations précédentes on t  résumé le phénomène en fonction des points 

suivants : 

. existence d 'un réperto i re d'antigènes variables métacycliques plus limité 

que le réperto i re des types antigéniques exprimés chez l'hôte déf in i t i f .  

. indépendance en t re  le t ype  antigénique ingéré par  la mouche e t  le 

réperto i re métacyclique. 

. rernplacement des types antigéniques métacycliques apparus en 3 à 4 

jours lors de la première parasitémie par  une vingtaine de types antigéniques 

non métacycliques 10 jours après l ' infestation. 



. enf in ,  la prédominance d e  cer ta ins antigènes var iables d e  première 

parasitémie chez I 'hôte dé f in i t i f  es t  inf luencée pa r  le t y p e  ant igénique ingéré  

p a r  la mouche. 

La var ia t ion  ant igénique n e  su i t  pas une séquence r igoureusement 

prédéterminée. En effet, les t r a v a u x  d e  CAPBERN e t  coll. (1977) (29) o n t  

montré qu'il ex is te  une légère var ia t ion  dans la succession des var ian ts  

antigéniques. L 'or ig ine de la programmation qui détermine l 'o rdre  d 'appar i t ion 

des d i f f é ren ts  var ian ts  est encore mal définie. 

Selon VAN MEIRVENNE e t  coll. (1975b) (157) ; (1977) (158), l ' o rd re  

d 'appar i t ion des var ian ts  dépend seulement des taux  d e  croissance relat i fs.  

KOSlNSKl e n  1980 (96) a analysé l 'o rdre  d 'appar i t ion des var iants.  II a 

effectué un calcul mathématique po r tan t  s u r  un modèle de 90 var iants 

possédant des t a u x  de croissance d i f fé rents .  La générat ion spontannée des 

var ian ts  su iv ie  d 'une sélection qui s'opère seulement à t r a v e r s  les taux d e  

croissance n e  semble pas capable d e  p rodu i re  le degré  d 'o rd re  rappor té  dans 

la l i t té ra ture .  D'autres observat ions fai tes p a r  M l  LLER e t  TURNER (1 981 ) 

(119) mont rent  que  la fréquence d'expression de nouveaux var ian ts  n'est pas 

nécéssairement en  corré lat ion avec les t a u x  de croissance. Cependant, ceci 

semble avo i r  un e f fe t  s u r  la déterminat ion du type  ant igénique majeur dans 

chaque parasitémie. 

2- Rôle des a n t i c o r ~ s  dans la var iat ion ant iaéniaue 

Pendant p lus ieurs  années, les ant icorps  synthét isés p a r  

l 'hôte au cours  de I ' infect ion o n t  été considérés comme les vér i tables facteurs 

induisant  la var ia t ion  antigénique. Mais des t ravaux récents o n t  in f i rmé cet te 

hypothèse. A ins i  VAN MEIRVENNE e t  coll. (1977) (158) o n t  mis en évidence 

une var ia t ion  des antigènes d e  sur face d u r a n t  les stades précoces de 

I ' infect ion avant  le  développement d'une réponse immune chez l 'hôte. Par la 

suite, LE RAY e t  coll. (1978 (108) o n t  montré I 'appari t ion d'une d ivers i té  d e  

var ian ts  ant igéniques au  n iveau des glandes salivaires d e  la glossine, deux 

semaines après  infestat ion p a r  un clone donné. Les t ravaux  de DOYLE e t  coll. 

(1980) (47) o n t  appor té  un a u t r e  argument. Ces auteurs  o n t  mis en cu l tu re  

des formes trypomastigotes de trypanosomes selon le  protocole mis au po in t  

pa r  HlRUMl e t  coll. (1977a) (75) ; (1977b) (76), I 'appar i t ion des var iants a 

pu ê t re  détectée. Par conséquent in v i t ro ,  le processus d e  var iat ion 

ant igénique semble se p rodu i re  d e  la même manière qu'in v ivo .  Seule 

di f férence, le délai d 'appar i t ion d e  nouveaux var ian ts  es t  p lus  long. Deux 



facteurs semblent in terven i r  pour  expl iquer cette dif férence : le premier 

concerne la vitesse de développement de ces trypanosomes in v i t r o  e t  in vivo, 

le temps de doublement d 'une population est p lus  long dans le cas d'une mise 

en culture. Le second facteur est que, in vivo, la détection de nouveaux 

types d'antigènes variables est facil itée par  la réponse immune de l'hôte qui 

élimine I'AVS init ial .  En f i n  une preuve supplémentaire a été apportée par  

l'observation d'une var iat ion antigénique chez des animaux immunodéprimés 

(HAJDUK e t  VICKERMAN (1981 ) (69)) .  

Les ant icorps ne semblent donc pas jouer un rôle d i rec t  dans l ' induction 

de la var iat ion antigénique, mais exercent probablement un ef fe t  sélectif parmi 

les populations trypanosomales hétérogènes. 

Le mécanisme par lequel les trypanosomes échappent à la réponse immune 

de  l 'hôte demeure une inconnue. Depuis quelques années, plusieurs équipes 

se sont orientées vers l 'étude structurale des antigènes variables de surface 

des trypanosomes au moyen de techniques faisant appel à la biochimie e t  à la 

biologie moléculaire. 

Une meilleure connaissance de la s t ruc ture  de ces antigènes variables, 

qui forment le manteau de surface permettra certainement de mieux cerner le 

problème des intéractions hôte-parasite. 

C .  Les aspects biochimiques 

1- Isolement 

Plusieurs protocoles d'isolement des AVS on t  été publiés avant 

1975, mais les préparations obtenues étaient généralement hétérogènes e t  

instables. Nous ne ferons que rappeler les principales références 

bibl iographiques les décrivant. (SEED (1963) (145) ; (1972) (146) ; LEPAGE 

(1967) (103) ; (1968) (104) ; ALLSOPP e t  coll. (1971) (4) ; (1974) (5) ; 

LANHAM e t  TAYLOR (1972 (101)). Toutefois, ces auteurs montraient déjà que 

les AVS étaient de nature glycoprotéique, ce qu i  a facil ité l 'apparit ion des 

techniques de  puri f icat ion t rès  spécifiques telles que la chromatographie 

d'aff ini té à l 'aide de lectine. 

En 1975 (38), CROSS a p u  obtenir  une préparation homogène d'antigènes 

variables de surface de T. b. brucei  pa r  r up tu re  mécanique des parasites en 



l'absence de détergents, su iv ie  d 'une pur i f icat ion pa r  isoélectrofocalisation. 

Par la suite, f u r e n t  proposés d i f férents  procédés d'isolement des AVS de T. - 
b. bruce i  (AFCHAIN et  coll. (1976) (1)  ; STRICKLER e t  coll. (1978) (150) ; 

de T. equiperdum (BALTZ e t  coll. (1976) (8) )  ou de  T. congolense (ROVIS 

e t  coll. (1978) (141) ; ONODERA e t  coll. (1981) (120) ; REINWALD e t  coll. 

(1981) (134)). 

DIFFLEY e t  JAYAWARDENA (1982) (44) on t  fa i t  une  analyse comparative 

des d i f férents  protocoles de  l ibérat ion e t  d'isolement d'un antigène variable de  

T. b. rhodesiense e t  montré qu' i ls  obtenaient de  meil leurs résul tats par  une  

congélation-décongélation des trypanosomes en présence d ' inhib i teurs de  

protéases suivie d'une pur i f ica t ion pa r  chromatographie d'échange ionique. I l s  

ont  isolé plus d e  50 % d'antigènes variables à p a r t i r  d'un ex t ra i t  de  

trypanosomes représentant 95 8 de  la quant i té attendue d 'AVS (tableau 2). 

En  1982 (167), VOORHEIS e t  coll. ont  étudié le mécanisme conduisant à 

la l ibérat ion d u  manteau de surface des trypanosomes. Ces auteurs on t  montré 

que l'adjonction d'ions calcium e t  d'ionophore calcique à une suspension de  

trypanosomes entrainai t  une l ibérat ion de 80 % de la glycoprotéi.ne de surface 

en 10 minutes, sans altérat ion des cellules. Cette réaction est bloquée pa r  . 

l 'addit ion de zinc. Les condit ions décri tes pour  la l ibérat ion d u  manteau sont 

les mêmes que celles qui permettent l 'act ivat ion de I'adénylcyclase 

mernbranaire plasmique (VOORHEIS e t  coll. (1980) (165) ; (1981) (166) ; 

(1982) (167)). Ces deux processus résulteraient de la stimulation d'un même 

"système de r é g ~ l a t i o n ' ~  localisé au  niveau de la membrane. Le fa i t  enf in que 

tous ces processus soient dépendants de la température laisse supposer 

l ' in tervent ion d 'une étape enzymatique encore inconnue. 

2- Caractéristiques physico-chimiques 

Les premières études physicochimiques des antigènes 

variables on t  été faites pa r  CROSS (1975) (38) ; (1977) (40) s u r  T. b. 

brucei.  L'auteur avait  montré que  les AVS étaient constitués pa r  une 

glycoprotéine monomérique, présentant  une masse moléculaire de 65000 en 

électrophorèse s u r  gel de polyacrylamide en présence de SDS. D'autres 

auteurs on t  ensuite observé une différence de masse moléculaire d'un AVS à 

l 'autre. Ainsi dans le rnodéle T. congolense, les tail les moléculaires var ient  de 

53000 à 57000 (ROVIS e t  coll. (1978) (141) ; ONODERA e t  coll. (1981) (120) ; 

RE1 NWALD et coll. ( 1  981 ) (1  34)) .  Les mêmes observations o n t  été enregistrées 

avec le modèle T .  equiperdum où les tailles moléculaires s'échelonnent entre 



C. D. = Congé1 a t i  on décongélat ion 

S. = Sonicat ion 

1 = sans i n h i b i t e u r  de protéase 

E x t r a i t  de Trypanosomes 

F r a i s  Conservé à - 20' C 

% de 1 i b é r a t i o n  % de pureté  % de 1 i bé'ration % de pureté  Durée de l a  
conservat ion 

de 1 ' AVS de 1'AVS de 1 ' AVS de 1'AVS en semaine 

-45 65 3 12 

-39 5 2 14 3 3 1 

-55 92 43 125 

-52 9 2 37 79 2 

- 38 119 19 104 

- 30 104 17 7 1 1 

Numéro 

de 

Le nombre de ug d 'ant igène v a r i a b l e  déterminé par radioimmunodi f fusion d i v i s é  par l e  nombre de ug de protéines 

1 ' expér i  ence 

1 

2 

3 

de l a  p répara t ion  d 'ant igènes v a r i a b l e  déterminée par l a  méthode de F o l i n .  

TABLEAU 2 : COMPARAISON DES DIFFERENTES TECHNIQUES D'ISOLEMENT DES AVS DE T. h rhodesiense 

D'après D i  f f l  ey e t  Jayawardena (1982) 

C.D. 

S. 

C.D. 

S. 

C. D. 

S. 

x A f f i n i t é -  
a n t i c o r p s  

Echange- 
ionique 

A f f i n i t é -  
l e c t i n e  



52000 e t  59000. AUFFRET e t  TURNER (1981) (7) on t  signalé qu'en solution les 

AVS de T. b. brucei  peuvent former des dimères o u  des agglomérats. 

La composition amino-acide e t  le point  isolélectrique sont également 

variables suivant  les AVS étudiés de T. b. brucei  (BRIDGEN e t  coll. (1976) 

(26)),  T. congolense (ROVIS e t  coll. (1978) (141) ; ONODERA e t  coll. (1981) 

(120)) e t  de T. equiperdum. 

La copule glucidique est  caractérisée par  une certaine constance quant  à 

la nature des sucres qui la composent : mannose, galactose, N-acétyl 

glucosamine, glucose. Les glucides 7 à 17 % chez T. b. brucei (JOHNSON e t  

CROSS (1977) (92)) e t  7 à 8 % chez T.  equiperdum. La variat ion importante 

du pourcentage de glycosylation chez T. b. brucei laisse envisager l 'existence 

d 'un  nombre variable de sites de glycosylation d'un AVS à l 'autre. 

3- St ruc ture  des AVS de T.  b. bruce i  

a) l'axe peptidique 

La connaissance de la s t ruc tu re  peptidique des AVS 

a bénéficié de l 'apport présenté par  l'étude de la séquence DNA 

complémentaire de I'ARN messager spécifique des antigènes variables. 

Plusieurs équipes se sont attachées à la préparation de  ces sondes spécifiques 

e t  on t  pu déterminer tout  ou part ie de la séquence code d 'un antigène 

variable (BOOTHROYD e t  coll. (1980) (17) ; (1981) (18) ; (1982) (19) ; 

MATHYSSENS e t  coll. (1981) (116) ; RICE-FICHT e t  coll. (1981) (136) ; 

(1982) (137) ; PAYS e t  coll. ( 1 9 8 3 ~ )  (129)). 

D'autres auteurs on t  mené une analyse de la s t ruc tu re  peptidique p a r  

méthode chimique classique de dégradation de Edman su r  peptide (HOLDER e t  

CROSS (1981) (81) ; ALLEN e t  coll. (1982) (2 ) ) .  

ALLEN e t  GURNETT (1983) (3 )  ont  précisé la localisation des ponts  

disul fure dans la molécule. L'axe peptidique de I 'AVS étudié présente les 

caractéristiques suivantes : 

- 470 résidus d'acides aminés 

- existence d'une position de I'axe peptidique (8-40) contenant 10 

résidus basiques e t  aucun résidu acide 

- nature t rès  hydrophi le des 112 résidus C-terminaux avec une  



richesse part icul ière en  lysine (24 résidus) e t  en acide glutamique (17 

résidus) 

- présence de  8 résidus de cystéine dans la région C-terminale 

formant 2 groupes de ponts disulfure situés de par t  e t  d 'autre d 'une chaine 

glycannique. Parmi ces résidus, les c inq derniers sont suivis d'une lysine 

(Figure 6). 

- existence de  deux ponts d isu l fure  dans la part ie N-terminale e t  

d'un groupement thiol a u  centre de la molécule ( f i gu re  6) non impliqué dans 

un pont d isul fure.  

Toutes les autres séquences d'AVS de  T .  b. brucei  ont  été déterminées 

uniquement à par t i r  de  l'étude du DNA complémentaire spécifique (RICE 

F lCHT e t  coll. (1981) (136) ; MATHYSSENS e t  coll. (1981) (116) ; PAYS e t  

coll. (1983~)  (129)). Tou t  en apportant  beaucoup au concept général de la 

s t ruc ture  des AVS de T. b. brucei, il manque par  cette approche les données 

concernant l 'organisation moléculaire mais aussi le degré de glycosylation qui 

on  l'a vu, peu t  var ier  beaucoup d'un AVS à l 'autre. 

* Existence d'une extension C-terminale hydrophobe 

L'analyse comparative des séquences peptidiques e t  des 

séquences de  DNA complémentaire des AVS 117 et  221 de T.  b. brucei ont  

révélé l'existence d'une extension C-terminale hydrophobe qui n'est pas 

retrouvée s u r  la glycoprotéine de surface (BOOTHROYD e t  coll. (1980) (17) ; 

(1981) (18)).  D'autres auteurs on t  fa i t  la même observation s u r  d'autres 

clones de T .  b. brucei  : MATHYSSENS e t  coll. (1981) (116) s u r  le clone 

AnTat  1.8 ; PAYS e t  coll. ( 1983~ )  (129) su r  les clones AnTat 1 .l, 1.10 e t  

1 .1 B. Cette extension hydrophobe représenterait  une caractérist ique générale 

des AVS. 

Cette extension C-terminale n'est pas la seule puisque fut décr i te aussi 

une extension N-terminale (Mc CONNELL (1981) (118) ; BOOTHROYD e t  coll. 

(1 981 ) (18)). 

La biosynthèse des antigènes variables passe donc en ce qui concerne 

leur  axe peptidique par  un "processingl' affectant les deux extrémités de la 

molécule. 



L O C A L I S A T I O N  DE JA POSITION D E  PONTS D I S U L F U R E  CT D E  L ' U N I Q U E  GROUPEMENT T H I O L  DANS L'AVS 117 

(A l l en  et Gurnett, 1 9 8 2 )  

/ \  C h a h e s  glycanniqucs 
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Ces modifications qui caractérisent les phases précédant le stade mature e t  

fonctionnel sont d'un grand  intérêt .  Elles laissent entrevoir  leur rôle dans : 

- l 'apparit ion en interact ion membranaire des AVS 

- la stabilisation déf in i t ive de la conformation des AVS 

- le  mode d'attachement des AVS à la membrane plasmique 

Des protéases spécifiques sont alors corisidéîées comme des éléments d'un 

processus de régulation d'expression des AVS. 

* Homologie des régions C-terminales des AVS 

De nombreux t ravaux on t  démontré I'existence d'homologies 

importantes dans les séquences acides aminés de la région C-terminale des AVS 

(MATHYSSENS e t  coll. (1981) (116) ; RlCE FlCHT e t  coll. (1981) (136) ; 

BOOTHROYD (1981) (18) ; HOLDER e t  CROSS (1981) (81) ; MERRIT e t  coll. 

(1 983 (1 17) ; PAYS e t  coll. (1 983c) (1 29)).  Ces homologies ont  été détectées au  

sein des AVS de  sérodèmes d i f férents  ( f i gu re  7). 

Les régions C-terminales se caractérisent par  I'existence de deux zones 

extrêmement hydrophi les contenant chacune quatre résidus de cystéine ayant  

des positions toujours constantes. Entre ces zones hydrophi les se t rouve une  

"zone1' r iche en résidus hydrophobes. Cette constance remarquable de  la 

posit ion des résidus de cystéine laisse supposer leur rôle dans la réalisation 

d'une s t ruc tu re  tridimensionnelle commune dans la région C-terminale des AVS. 

En f in  cette par t ie  C-terminale est particulièrement r iche en lysine e t  en acide 

glutamique. 

RICE-FICHT et  coll. (1981) (136) ont  observé deux AVS I lTa t  1.1 et  I l T a t  

1.4 qui ne répondent pas exactement à la défini t ion précédemment décri te de  la 

région C-terminale ( f i gu re  8). En effet,  leurs régions C-terminales présentent 

beaucoup moins d'homologie. Toutefois, les 4 derniers résidus de cystéine sont  

également situés dans une zone hydrophi le où i ls  conservent une posit ion 

"ciassique". 

L'AVS I lTa t  1.4 possède d'ai l leurs un résidu de cystéine supplémentaire e t  

les zones hydrophi les e t  hydrophobes sont moins nettes pour ces deux AVS que  

pour  l'ensemble des autres exemples décri ts. 

Une classification des AVS basée sur  la s t ruc ture  des régions C-terminales 

des AVS a été proposée par  RlCE FICHT e t  coll. (1981 ) (136), pu is  reprise pa r  
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BORST e t  CROSS (1982) (22). Deux groupes pr incipaux (f igure 9)  fonction d e  

l'acide aminé en position C-terminale on t  été distingués. 

- les AVS à "acide aspartique" 

- les AVS à "sérinel' 

BORST e t  CROSS (1982) (22) on t  signalé un cas isolé, celui de  I'AVS VSG 

118 qui avai t  un résidu d'asparagine en position C-terminale e t  qui représente 

peut-être le seul exemple des AVS du troisième groupe. 

Aucune signif icat ion de ces ngroupesll n'est actuellement proposée. Quant à 

nous, I lhypothèse à soulever pour ra i t  ê t re  celle su r  le plan génétique de 

mécanismes de  variat ion di f férents de  ceux qui président à des changements 

intragroupes, en relation avec des fonctions individualisées au niveau cellulaire 

pour ces AVS à la fois proches mais aussi hautement différenciés. 

b )  Copule glucidique 

Si l 'on possède de plus en plus d'éléments su r  la s t ruc ture  

de l'axe peptidique des AVS, peu d'information concerne les di f férents 

glycannes qui viennent le substi tuer. 

La composition glucidique des di f férents AVS étudiés à p a r t i r  de T.  b. 

brucei var ie  ent re  7 e t  17 8 (P/P) .  Les sucres caractérisés à par t i r  des 

préparations pur i f iées sont le mannose, le galactose e t  la N-acétylglucosamine 

(CROSS (1975) (38) ) . Des études analytiques récentes, des dévéloppements de  

biosynthèse montrent qu' i l  existe deux types de chaînes glycanniques : les unes 

l'classiquesll liées au résidu d'asparagine e t  comportant uniquement mannose et  N 

acétylglucosamine. 

Les autres "originales" liées au résidu d'acide aminé C-terminal e t  

englobent à la fois galactose, mannose, N-acétylglucosamine (HOLDER e t  CROSS 

(1981) (81)). Nous reviendrons su r  ce point  dans le chapître consacré à nos 

propres résultats obtenus à pa r t i r  de T. equiperdum. 

c )  Immunité croisée e t  immunité spécifique 

II semblait établi depuis plusieurs années que les anticorps 

spécifiques du manteau de  surface des trypanosomes sont spécifiques de 



AVS Séquence C-termi na le  

0 

VSG 117 Trp Glu -1 Ala Cys Lys Asp t 

VSG 121 Trp Glu  Gly Glu Thr Cys Lys Asp x 
I l T a t 1 . 3  Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp x 
AnTat 1.1 Trp Glu Glu Thr Cys Lys Asp t 

AnTat 1.10 Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp x 
AnTat 1.1B Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp jt 

AnTat 1.8 Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp x 

VSG 5 5  ~ 4 n  Thr Thr Gly S& * 
VSG 60 Asn Thr Thr Gly Ser x 
VSG 221 Thr Asn Thr Thr Gly Ser 

I l T a t  1.1 Lys Thr Thr Asn Thr Thr Gly Ser x 
TxTat 1 Lys Thr (1 Asn Thr Thr a Ser x 

FIGURE 9 : 

REPARTITION DES AVS EN FONCTION DES HOMOLOGIES DES SEQUENCES 

C-TERMINALES 

x ext rémi té  C-terminale 

. S i  t e  de g lycosy la t ion  



var iants e t  ne réagissent pas avec les trypanosomes hétérologues. Récemment, 

des auteurs on t  inf irmé cet te notion e t  rapporté que les anticorps di r igés contre 

les AVS pur i f iés  pouvaient présenter des réactions hétérologues (BARBET et  Mc 

GUlRE (1978) (9) ; CROSS (1979) (42)) .  

La réactivi té croisée a pu ê t re  décelée ent re  d i f férents  AVS d'une même 

espéce e t  aussi entre des AVS isolés de deux espèces di f férentes (BARBET e t  

Mc GUIRE (1978) (9) ; LABASTIE e t  coll. (1981 ) (97)). Ces observations on t  

été négatives quand les tests de recherche de réaction croisée étaient réalisés 

su r  le parasite. Ce résul tat  laisse supposer que les déterminants antigéniques 

intervenant dans la réact iv i té croisée des AVS pur i f iés sont inacessibles à la 

surface d u  trypanosome e t  sont p lu tô t  "enfouis" à l ' in tér ieur du manteau de 

surface. Cette réactivi té croisée est  indui te par  des déterminants antigéniques 

dans lesquels la copule glucid ique est répartie. La réaction croisée peut ê t re  

supprimée par oxydation périodique (BARBET e t  coll. (1979) (10)) e t  n'est pas 

retrouvée sur  les AVS non glycosylés synthétisés in v i t r o  (LHEUREUX et  coll. 

(1979) (1 11 ) ; HOEIJMAKERS e t  coll. (1980a) (79)) .  Récemment il a été précisé 

que seuls les glycopeptides C-terminaux semblaient capables de donner des 

réactions immunologiques croisées alors que les glycopeptides internes ne  

réagissaient pas (HOLDER e t  CROSS (1981) (81) ; HOLDER (198313) (83)).  Ce 

point sera évoqué à propos de  not re  étude de T. equiperdum. 

PAYS e t  coll. ( 1983~ )  (129) on t  montré récemment que deux antigènes 

sérologiquement indistinguables à la surface du trypanosome (AnTat  1.1 e t  

AnTat 1.1B pouvaient présenter néanmoins des séquences de D'NA 

complémentaire différentes. Cette dif férence touche l 'extrémité 3'. Le gène 

AnTat 1 . l B  est en fait une  séquence chimérique dont la région 5' seule est 

identique avec la séquence correspondante d u  gène AnTat 1 .l. Les auteurs en 

concluent donc que les déterminants antigéniques de surface communs à AnTat 

1.1 e t  AnTat 1 . l B  sont localisés dans la moitié N-terminale de la molécule de 

glycoprotéine. Ce processus nous apparaît d i f fé rent  de celui décr i t  p lus  haut. II 

laisse entendre que des AVS possèdant des séquences acides aminés peu 

dif férentes dans leur moitié N-terminale peuvent représenter des étapes de 

"variat ion ponctuelle" dont  le mécanisme d'apparit ion pourra i t  être part icul ier .  

Dans ce cas précis, la sélection immunologique ne peut p lus  être 

définit ivement évoquée pour  expl iquer la variat ion e t  son déclenchement. 



4- La glycosylat ion des AVS 

STRICKLER e t  PATTON en 1980 (151) ont  étudié I ' inhib i t ion 

de la glycosylation par  cu l ture  des trypanosomes en présence de  tunicamycine. 

I l s  on t  montré l'effet de I 'ant ibiot ique par  le taux d' incorporation du mannose. 

La tunicamycine, bloque complètement l ' incorporation des structures poly-  

mannosidiques liées à I'axe peptidique par  une liaison de type N glycosidique. 

ROVlS e t  DUBE (1981) (142) on t  étudié la séquence de glycosylation des AVS 

toujours en présence de tunicamycine et  on t  observé qu'il y avai t  en fa i t  dans 

le temps deux étapes de  glycosylation correspondant à des structures d i f fé-  

rentes de glycannes. 

La première correspond à la glycosylation inhibée par la tunicamycine e t  

qui se! situe pendant la synthèse protéique e t fou  immédiatement après. 

La deuxième phase est représentat ive de glycannes dont l ' incorporation est  

insensible à l'action de la tunicamycine. Leur synthèse a l ieu après achèvement 

de  celle de la chaine protéique. I l s  contiennent les déterminants antigéniques 

responsables "des réactions croisées". Cette notion de biosynthèse est en accord 

avec les résultats de HOLDER e t  CROSS (1981) (81)  qui ont  isolé deux types de 

glycopeptides. 

- glycopeptides internes l iés par des l iaisons asparaginyl N-acétyl 

glucosamine 

- glycopeptides l iés au résidu C-terminal (sérine, acide aspartique ou  

encore asparagine). 

Par ail leurs, en présence de I 'antibiotique, I'AVS est t ransporté 

normalement au niveau de la membrane plasmique des parasites. Par conséquent, 

les glycannes sensibles à la tunicamycine ne semblent pas essentiels à la 

biogénèse du manteau de surface du parasite. II semble néanmoins que les 

oligosaccharides jouent un r6le dans la protection de I'axe peptidique v is  à v i s  

de toute dégradation protéolyt ique (STRICKLER e t  PATTON (1980) (151) ; 

ROVlS e t  DUBE (1981) (142)). 

Enfin, I ' inhibit ion part iel le par  la tunicamycine de  I'immunoprécipitation de 

certains AVS avec des antisérums hétérologues a montré que les sucres 

responsables des réactions croisées entre les AVS sont localisés su r  des 



glycannes liés à la protéine par  des liaisons N-glycosidiques e t  aussi p a r  

d 'autres types de  liaison. Cette hypothése peut ê t re  correlée avec les résultats 

de HOLDER e t  CROSS (1981) (81) selon laquelle, pour certains AVS de T.  b. 

brucei,  un site de  glycosylation asparaginique est si tué à proximité du résidu 

C-terminal. 

BORST e t  CROSS (1982) (22) ont  proposé un schéma représentat i f  de la 

s t ruc tu re  des glycoprotéines de surface de T. b. brucei  ( f i gu re  10). Les AVS 

sont formés d'un axe peptidique su r  lequel est obligatoirement branchée une 

chaine glycannique interne ayant un rôle essentiel e t  d'autres chaines internes 

dont la présence est facultative. L'autre fa i t  important est la glycosylation 

C-terminale qui semble jouer un rôle spécial. A ce propos, des travaux de  

HOLDER (1983a) (83) ont  montré que la glycosylation C-terminale se fait  pa r  

l ' intermédiaire d'une éthanolamine unie par  une liaison amide à la fonction 

carboxyl ique de l'acide aminé C-terminal. 

5- Organisation moléculaire d u  manteau 

Le manteau de surface recouvre toute la surface du 

trypanosome. II forme une barr ière  qui protège la membrane plasmique du 

parasite contre les anticorps, les facteurs sériques lyt iques non spécifiques ou  

contre les cellules immunocompétentes de l 'hôte (CROSS e t  JOHNSON (1 976) 

(39) 

Le mode d' insert ion des AVS dans la membrane demeure inconnu jusqulà ce 

jour. Les seules indications à ce sujet concernent l 'orientation des molécules. En  

effet, p lusieurs expériences semblent prouver que l 'extrémité C-terminale des 

AVS est  orientée vers  la membrane plasmique. CROSS et  JOHNSON (1976) (39) 

ont montré que la concanavaline A se l ia i t  aux AVS isolés mais ne se f ixa i t  pas 

sur le manteau de  surface. Par ai l leurs la digestion des AVS par  la t ryps ine 

entraîne la l ibérat ion d'une grande par t ie  N-terminale de la molécule e t  laisse la 

part ie C-terminal liée à la membrane (CROSS (1978) (41) ; JOHNSON e t  CROSS 

(1979) (93)).  De la même manière, les anticorps di r igés contre le glycopeptide 

C-terminal por tant  les épitopes communs à plusieurs AVS ne réagissent pas avec 

les "parasites v ivants"  (BARBET e t  Mc GUIRE (1978) (9)  ; CROSS (1979b) (43) 

; HOLDER e t  CROSS (1981 ) (81 ) ) .  



ReprCscntation schhmatique de la glycoprotdine spdcifiqua d'un variant 

antiganique de T. b. brucei (Dorst and Cross, (1982)) .  

O 
c 1: 

r' I X 

FIGURE 10 

LEADER OBLIGATORV CHO TAlL 

OPTIONAL CHO 

I: C C 

i i i 



La question de savoir comment l 'extrémité C-terminale des AVS se f ixe su r  

la membrane plasmique reste encore posée. Deux hypothèses ont  été émises afin 

d'expl iquer le mode d' insert ion des AVS : 

- l 'une se fonde sur  l ' importance d u  nombre de résidus chargés dans la 

région C-terminale : la liaison avec la membrane plasmique résulterait  des 

intéractions électrostatiques avec les groupements polaires des phospholipides 

membranaires (ALLEN e t  coll. (1982) ( 2 ) ) .  

- l 'autre t ient  compte du peptide C-terminal hydrophobe : une peti te part ie 

des AVS conserverait  leur extrémité hydrophobe e t  stabi l iserait  la s t ruc ture  du 

manteau (BORST e t  CROSS (1 982) (22) ) .  

Seule une meilleure déf in i t ion de  la s t ruc ture  de la région C-terminale des 

AVS apportera une réponse a u  problème de l'ancrage des molécules d'antigènes 

à la surface d u  parasite. 

V I I -  Bases génétiques de  la var iat ion antigénique 

Les techniques d 'hybr idat ion ent re  fragments génomiques e t  DNA 

complémentaires on t  permis de  progresser dans la connaissance des bases 

génétiques de la variat ion antigénique. 

A- Organisation des gènes 

Des t ravaux concernant l'organisation des gènes codant pour les 

AVS on t  été mené par  plusieurs équipes. Tro is  points essentiels sont à retenir  

- chaque trypanosome possède au sein de son génome tout  le répertoire de 

gènes codant pour les AVS du sérodème auquel il appart ient ; mais il ne peut 

en exprimer qu'un seul à la fois (WILLIAMS e t  coll. (1979) (170) ; 

HOEIJMAKERS e t  coll. (1980b) (80) ; BORST e t  coll. (1980) (17)) .  

- il existe dif férentes familles de gènes apparentés (ou isogènes) au niveau 

d u  génome de chaque var iant  (HOEIJMAKERS e t  coll. (1980b) (80) ; PAYS e t  

coll. (198la) (124)). 

- l'expression des gènes fa i t  in terven i r  d i f férents types de réarrangements 

génomiques que nous détaillerons ultérieurement. 

B- 

Un membre de  la famille des gènes sera ut i l isé comme modèle 



p o u r  la t ranscr ip t ion  : il s 'ag i t  de  la "copie de base" (BC : Basic Copy). 

1 - Premier mécanisme : La Dupl icat ion-transposit ion 

L'expression de certains gènes impl ique une dupl icat ion d e  

la copie de base. La nouvel le copie synthét isée (ELC = Expression Linked-Copy) 

est transposée au  niveau d'un s i te  d'expression télomérique où elle e s t  

t ranscr i te .  Ce processus a été observé dans les clones de T .  b. b ruce i  

(HOEIJMAKERS e t  coll. (1980b) (80) ; BORST e t  coll. (1980) (17) ; FRASCH e t  

coll. (1980) (54) ; PAYS e t  coll. (1981a) (124) ; (1981b) (125) ; BERNARDS e t  

coll. (1981) (12) ; MAJIWA e t  coll. (1982) (115)) ; T. b. gambiense (PAYS c t  

coll. ( 1 9 8 1 ~ )  (126) ; (1981d) (127) ; (1983a) (128)) ; T. b. rhodesiense (PAYS 

e t  coll. (1981d) (127) ; (1983a) (128)) e t  T. equiperdum (LONGACRE e t  coll. 

(1983) (1 12)).  C'est le premier  mécanisme qui a été décr i t .  

a) L'ELC est  un gène ac t i f  

PAYS e t  coll. (1981a) (124) o n t  montré que I'ELC du 

gène AnTa t  1.1 es t  p lus  sensible que la copie d e  base à l 'action de la 

désoxyribonucléase 1. Cet enzyme se caractér ise p a r  une  action p lus  marquée a u  

n iveau d e  la chromatine act ive que d e  la chromatine inact ive chez les eucaryotes 

(WEINTRAUB e t  GROUDINE (1976) (168). Ces résul tats tendaient à montrer  q u e  

I'ELC es t  ut i l isée pour  la t ranscr ip t ion .  La preuve d i rec te  a été apportée p a r  

les expériences d e  digest ion des hybr ides  mRNA-copie de base p a r  la nucléase 

Si (BERNARDS e t  coll. (1981) (12 ) ) .  Les auteurs o n t  montré que  les copies d e  

base des gènes 117 e t  118 d i f f è ren t  au n iveau des 100 à 150 de rn ie rs  

nucléotides précédant  l 'ext rémité p o l y ( A ) .  I l s  o n t  p a r  conséquent conclu que  les 

ELC const i tuent  les gènes ac t i fs  e t  que, d u r a n t  le processus de 

dupl icat ion-transposit ion qui donne naissance à I'ELC, l 'extrémité 3' es t  

remplacée pa r  une nouvelle ex t rémi té  3'. 

b )  Analyse du si te d'expression 

Les premiers renseignements s u r  le si te d'expression 

des gènes codant pour  les AVS proviennent  des t ravaux  de PAYS e t  coll. 

(1981a) (124) qui o n t  étudié les séquences de deux  clones de T. b. b ruce i  

expr imant  le même type  ant igénique (AnTat 1.1). La comparaison des copies 

addit ionnel les a permis aux  au teu rs  de postu ler  que  la même copie de base a 

serv i  d e  modèle p o u r  la synthèse des ELCs e t  ces dernières sont transposées a u  

n iveau de site d'expression apparemment ident iques. VAN DER PLOEG e t  coll. 

(1982a) (154) o n t  aussi montré que le si te d'expression pour  le gène 117 e t  le  



gène 118 apparaissait  similaire, ceci d 'après l'examen des cartes 

endonucléasiques des ELCs correspondantes. Le si te d'expression se caractér ise 

p a r  une absence d e  s i tes enzymatiques d e  res t r i c t i on  de p a r t  e t  d 'au t re  du 

segment transposé s u r  u n e  longueur respect ive d e  6 kb en avant  e t  8 kb en 

ar r iè re .  A u  dela du segment 8 kb, l 'on t r o u v e  une  posit ion qui es t  un s i te  de 

c l ivage pour  15 endonucléases di f férentes. Pour exp l iquer  ce fa i t  inhabituel,  les 

auteurs  o n t  suggéré q u e  ce si te représente la fin de la molécule de DNA. 

De l 'observation se dégage l'idée d 'une région r iche en succession 

d'adénine e t  d e  thymine contenant des pet i tes séquences répét i t i ves  

suffisamment homogènes. 

Récemment MICHIELS e t  coll. ( r e v u  p a r  BERNARDS (1982) (13)) ; BORST 

e t  CROSS (1982) (22)) o n t  analysé les ELCs d e  2 clones d i f fé rents  expr imant  le 

gène 118. Les auteurs  o n t  également re t rouvé u n e  simi l i tude au n iveau des sites 

d'expression mais i l s  o n t  t rouvé  que les séquences caractér ist iques d e  DNA 

d i f fé ra ien t  au n iveau d e  leu r  tai l le (en  avant  p a r  une inser t ion de 10 K b )  e t  en 

a r r i è r e  p a r  une délét ion d e  2,7 k b ) .  Selon BORST e t  CROSS (1982) (22), ces 

régions de DNA seraient constituées de pet i tes un i tés  répét i t ives e t  pour ra ien t  

v a r i e r  d e  tai l le p a r  des dupl icat ions ou des délét ions d e  ces unités. Les auteurs  

n 'excluent  pas toutefois qu'il est  possible que les gènes soient insérés dans des 

posit ions d i f férentes au  sein d'un si te d'expression ou b ien  que p lus ieurs  sites 

d'expression d i f f é ren ts  soient présents. 

c )  Mécanisme d e  t ransposi t ion 

La transposit ion d e  copie addit ionnel le s'accompagne 

d'un remplacement de  son extrémité 3 ' ,  d i f fé rente  de celle de la copie de base. 

Ce changement se fa i t  p a r  recombinaison e n t r e  une séquence de DNA du site 

d'expression e t  l 'ext rémité 3' de la copie addit ionnel le (BERNARDS e t  coll. (1981) 

(12) ) .  

Plusieurs auteurs  o n t  montré que le segment transposé a une  tai l le 

supér ieure à ce1 le des mRNAs correspondants. Ces résul tats impl iquent donc 

qu'un segment supplémentaire de DNA est calqué e t  transposé en même temps 

que  la séquence caractér is t ique du mRNA (BERNARDS e t  coll. (1981) (12) ; 

PAYS e t  coll. (1981a) (124) ; VAN DER PLOEC (1982b) (155)). Ce segment 5'  

cotransposé a été r e t r o u v é  au n iveau de t ranscr ip ta ts  p lus  cour ts  e t  aussi  p lus  

longs que le mRNA mature suggérant  que le gène est  t r a n s c r i t  sous forme d'un 



précurseur de plus grande tail le qui serait ensuite coupé. Sur la base de  ces 

obervations, BERNARDS (1982) (13) a proposé un schéma de formation de I'ELC 

e t  de  synthèse de mRNA ( f igure 11). Dans ce modèle, la t ranscr ipt ion commence 

avant le segment transposé e t  le si te d'expression fourn i t  donc le promoteur 

pour  in i t ier  la t ranscr ipt ion du gène. Le premier produi t  de t ranscr ipt ion est 

ensuite remanié pour donner naissance au mRNA mature, muni d'une nouvelle 

extrêmité 5' indépendante d u  segment cotransposé. BOOTHROYD e t  CROSS 

(1982) (19) on t  étudié la séquence nucléotidique des extrêmités 5' de la copie de 

base e t  d u  mRNA de I 'AVS 117. Ces auteurs on t  également mis en évidence 

l'existence d'un mini-exon de 35 nucléotides. Cette séquence semble ê t re  

présente su r  tous les mRNA matures. Plusieurs gènes sont activés par  ce 

mécanisme (AnTat  1 .l, AnTa t  1.3, AnTat 1.8, AnTat  1.13, AnTat 1.30). 

2- Deuxième mécanisme : expression de gènes non liée à la 

product ion d'une "copie liée à l'expression" 

D'autres t ravaux ont  montré que certains gènes étaient 

exprimés sans apparit ion d'une copie liée à l'expression (WILLIAMS e t  coll. 

(1979) (170) ; (1980) (171) ; BORST e t  coll. (1980) (21) ; BERNARDS (1982) 

(13) ; BOOTHROYD et  CROSS (1982) (39)) ; PAYS e t  coll. (198361) (130). Les 

gènes concernés sont les suivants : AnTat 1.6, VSG 221 , 1 lTat  1 .2, l lTa t  1 .3, 

I lTa t  1.4. 

En outre ces gènes présentent d'autres part icular i tés : 

. i ls sont présents sous forme de copies multiples (WILLIAMS e t  coll. 

(1980) (171) ; MAJIWA e t  coll. (1982) (117) ; YOUNG e t  coll. (1983) (174)). 

. les copies sont localisées au niveau des séquences télomériques d u  

génome (YOUNG e t  coll. (1 983) (1 74) ) . 

YOUNG e t  coll. (1983) (174) pensent que la copie exprimée résulte d 'un 

processus de duplication su i v i  d'une transposition vers  un site télomérique. 

D'autre p a r t  BOOTHROYD e t  CROSS (1982) (19) on t  montré que les mRNA 

issus de ces gènes avaient la même séquence 5' de 35 nucléotides que le mRNA 

provenant des ELC, suggérant par  conséquent que l 'activation de ces gènes 

u t i l i sa i t  le même promoteur. L'activation des gènes sans ELC se ferai t  pa r  un 

échange entre l 'extrémité 3' d u  chromosome por tant  le gène télomérique e t  le 

si te d'expression (TURNER (1983) (152) ; BORST e t  coll. (1983) (23) selon le 

schéma de la f igure 12. Ce processus expl iquerait  le fa i t  que l 'expression des 

gènes sans ELC ne résu l te  pas systématiquement en la dispari t ion de I'ELC 

correspondant au type antigénique précédent. 



ofd ELC 
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precursor mRNA 

mature mRNA 

Reprdsentation schdmatlque des processus d e  formation de I'ELC et de 

transcription en RNA messager (Bernards (1982)) .  

FIGURE 11 



Comparaison des voies d ' ac t i va t i on  des gènes avec ou sans ELC (Turner M. (1983)). 

1 : Une copie de base d'un gène non télomérique (A) es t  calquée e t  transposée 

vers un s i  t e  d'expression ( E l  pour donner une ELC. 

2 + 3 : Cette vo ie  peut également passer par un s i t e  télomérique intermédiaire 

( B ) .  

4 : Le processus pou r ra i t  aussi donner un gène "non-ELC" directement ou 

2 + 5 : en passant par un in termédia i re  ( B ) .  

6 : Les gènes "non-ELC" sont exprimés grâce à un échange réciproque d 'extrémité 

chromosomale ent re  l e  gène e t  un unique s i t e  d'expression ( D )  pour produi re 
une copie exprimée ( E )  e t  une ELC pers is tante  ( F I .  Les zones é larg ies  

représentent l es  séquences trouvées dans l e  mRNA de 1 'AVS. La l e t t r e  P 
indique l a  p o s i t i o n  du promoteur. 

F igure 12 



3- Troisième mécanisme : la conversion de aènes ent re  

di f férents membres d'une même famille de gènes 

PAYS e t  colt. (1983) (129) on t  fa i t  une analyse détaillée des 

ELCs de 2 clbnes successifs de T. b. bruce i  (AnTat  1.10 e t  AnTat 1.1 6) 

dér ivant  du clone AnTat 1.1. D'aprés les auteurs, ce changement antigénique 

résul te d'un réarrangement génomique faisant in terven i r  une conversion d e  

gènes (F igure 13). 
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Les 5 membres de l a  fami 1 l e  des gènes AnTat 1.1 ( l e t t res  A E )  sont désignés 
selon l a  t a i l l e  du fragment qui les inclut après coupure par 1 'enzyme Pst 1. La 
ligne sous la carte E indique l a  longueur de l'élément transposé. Les rectangles 
c la i rs  au niveau des cartes F,  G e t  H recouvrent la partie de séquence, qui es t  
aussi trouvée dans l e  cDNA. Les rectangles noirs représentent l e s  séquences 
cotransposées. La jonction entre les deux n 'es t  pas précisément connue pour  
1 'ELC d ' AnTat 1 .IO. Le passage AnTat 1 .1 à AnTat 1 .10 correspond au remplacement 
de I ' E L C  dlAnTat 1.1 ( F I .  par une copie f a i t e  à par t i r  du gène "9 kb" ( A ) .  Le 
passage AnTat 1.10 à AnTat 1 .lb correspond au remplacement part iel  de 1 'ELC 
préexistente par une nouvelle copie (mais incomplète) f a i t e  à par t i r  du gène 

"6,4 kb" ( E l ,  selon l e  schéma suivant : 

E n  plus, u n  troisième gène non identifié pourrait avoir été impliqué dans 
1 'élaboration de 1 ' E L C  AnTat 1 .l b puisque cet te  dernière comprend un domaine de 
133 bp  qui diffère à l a  fo is  des gènes "6,4 kb" e t  "9 kb". Une autre hypothèse 
sera i t  que ce domaine soi t  une copie imparfaite de la séquence correspondante du 

gène 6, 4 kb (Pays e t  Col1 (1983) (80). 

Figure 13 



TRAVAUX PERSONNELS 

ETUDE DE BOTAT-1 

T. equiperdum représente le modèle parasitaire su r  lequel nous nous 

sommes fondés pour  l 'étude des AVS. II est responsable d'une affect ion grave 

chez le cheval mais il est  non pathogène pour  l'homme. 

La souche pr inceps de T .  equiperdum uti l isée a été fournie en 1961 au 

laboratoire d'Immunologie e t  de Biologie parasitaire de Bordeaux pa r  l ' Ins t i tu t  

Pasteur de Paris. L'entret ien de la souche se fa i t  par  passages successifs su r  

souris tous les 2 à 3 jours. En 1971, le groupe de Bordeaux à isolé pa r  clonage 

un type  antigénique dominant, désigné selon la nomenclature de LUMSDEN e t  

Coll. (1967) (114) : BoTat-1 (Bordeaux Trypanozoon antigenic t ype  1). Ce 

stabilat est conservé à -196O C dans l'azote l iquide. 

CAPBERN et  Coll. (1977) (29) se sont basés sur  ce var iant  dominant pour  

étudier le phénomène de variat ion antigénique chez le lapin. Les auteurs on t  

montré que l ' infect ion chronique chez le lapin est caractérisée par l 'apparit ion 

successive de pics parasitémiques en rappor t  avec des changements de type  

antigénique du trypanosome (Figure 14). Par contre, chez la souris e t  le r a t  le 

caractère aigu de l 'affect ion conduit à une seule vague parasitémique rapidement 

mortelle au bout de 6 à 7 jours. 

A u  cours de cet te étude, 101 clones de trypanosomes antigéniquement 

d i f férents ont  été isolés. Ainsi CAPBERN e t  Coll. (1977) (29) ont  pu déteminer 

de façon plus précise la séquence d'apparit ion des sérotypes en  suivant 

l 'évolution des anticorps spécifiques. Les résultats obtenus sont les suivants : 

- le premier sérotype développé chez chaque lapin correspond toujours au 

clone inoculé, 

- chez les lapins infestés avec un clone di f férent ,  le premier var iant  qu i  

se développe appart ient  au type BoTat-1 qui représente le type antigénique de  

base de  la souche. 

Enfin, les sérotypes on t  été répart is  selon leur séquence d'apparit ion en 

t ro is catégories : 

- types "précoces1', se développant en général dans les t ro is  premières 

semaines de la maladie. 



AFFECTION AlGUE 

AFFECTION CHRONIQUE 

Ti T2 T3 T4 T5 
ISOLEMENT DES u ~ ~ ~ ~ ~ N T S "  

Evolut ion comparée d e  la parasitémie chez la sour is  e t  le lapin 

FIGURE 14 



- types l'semi-tardifs't, apparaissant après t ro i s  semaines 

- types "tardifs1', isolés chez les lapins ayant survécu p lus  d'un mois. 

1- Préparation des AVS de T. equiperdum 

A. 1 Clonage de  populations antigéniques 

La technique de clonage ut i l isée dér ive de  celle proposée par  

lNOKl (1960) (88) pour T. gambiense : le  sang des lapins parasités est prélevé 

e t  inoculé à des souris. Lorsque la parasitémie développée chez ces souris est 

suffisante, un prélèvement de sang est effectué e t  après d i lu t ion  dans un 

tampon approprié, un parasite unique est  repéré au  microscope optique e t  

inoculé à une nouvelle souris. L'inoculation A la souris d'un seul parasite su f f i t  

pour  provoquer une infect ion aigue, au terme de laquelle la parasitémie est 

intense. De cet te  façon, il est donc possible d'obtenir des populat ions de  - T. 

equiperdum antigéniquement homogénes. 

B. Infestat ion des ra ts  

El le permet d'obtenir des quanti tés de parasites p lus  

importantes. Des ra ts  Wistar mâles d'un poids moyen de 500 g sont infestés pa r  

voie intrapéritonéale. Les inoculums correspondent à 1 O* trypanosomes ' issus 

d 'une population clonée, conservée à -196O C dans l'azote l iquide. A u  bout  de 

t ro is  jours, la parasitémie est intense provoquant la mort  de l'animal sans qu'il 

y a i t  eu var iat ion antigénique. Les trypanosomes obtenus sont homogénes à 

99,99 %. L'homogénéité est  vérif iée par  des techniques radioimmunolologiques ou 

par  immunofluorescence indirecte à l'aide d'antisérums spécifiques de  variants. 

C . l solement des trypanosomes 

Les ra ts  infestés sont sacrifiés e t  le sang est  prélevé sous 

héparine. Ce sang est ensuite di lué de moitié par  une solution saline de faible 

molarité NaCl 0,045 - M. N a p  P04, 2H20 0,057 - M, NaH2 PO4 2H20 0,003 - M. 

glucose 1 % (eau physiologique T .C. ) . L'addit ion de dext ran (Pharmacia) suivie 

d'une centr i fugat ion à faible vitesse, permet d'éliminer la majeure part ie des 

hématies. Le surnageant es t  alors déposé s u r  une colonne de DEAE cellulose à 



pH8 selon le protocole de LANHAM e t  GODFREY (1970) (100) a f in  de parfa i re la 

pur i f icat ion des trypanosomes, qui après cette étape restent  vivants. 

D. Libérat ion du manteau de surface 

Les trypanosomes sont lavés plusieurs fois par  de l'eau 

physiologique T .C., puis  repr is dans 120 ml de tampon phosphate 0,125 M pH - 
5 , s  contenant 1 8 de  glucose. Cette suspension est laissée une nu i t  à 4O C sur  

agitateur de KLINE. Ce traitement provoque la l ibérat ion des constituants d u  

manteau de surface dans le milieu. Après centr i fugat ion on  obt ient  un 

surnageant qui est dialysé contre une solution de NaCl 0,5 M. II contient des - 
antigènes variables e t  d'autres consti tuants membranaires e t  cytoplasmiques. Le 

matériel insoluble est éliminé par  u l t racentr i fugat ion à 50.000 g pendant 1 h à 

C. Le surnageant ainsi obtenu consti tue " l 'extra i t  antigénique brut". 

E. Puri f icat ion des AVS 

La pur i f icat ion des AVS de T. equiperdum t ien t  compte de leur 

rétention sélective su r  la concanavaline A. Ainsi  " l 'extra i t  antigénique brut" est 

déposé sur  une colonne de sépharose convanavaline A. Les antigènes communs 

non retenus sont élués par  une solution de NaCl 0,5 - M. Lorsque l'absorption 

densitométrique de ce premier éluat devient nulle, les AVS sont élués par une 

solution de NaCl 0,5 - M contenant de 1' Cl-D mannoside à 10 % (P IV) .  Ce 

deuxième éluat est dialysé contre de  l'eau désionisée puis lyophylisé. L'état de 

pureté de la préparation dlAVS obtenue s'avère satisfaisant après contrôle su r  

gel  de polyacrylamide en présence de SDS. 

Plusieurs AVS répart is  dans les dif férentes catégories précitées ont  été 

préparés selon ce protocole. 

- type de base : BoTat-1 

- types précoces : BoTat-2, -3, -4 

- types semi-tardifs : Botat-78, -100 

- types ta rd i f s  : BoTat-20, -28, - 51. 

Nous avons p u  ainsi entreprendre une étude des AVS de T .  equiperdum 

avec une déf in i t ion structurale plus approfondie de IIAVS BoTat-1. 



II- Caractérist iques physico-chimiques 

A- Masse moléculaire 

La préparation d'antigène a été analysée selon la technique de 

LAEMMLI (1970) (98) a f in  de déterminer la masse moléculaire apparente e t  de 

vér i f ier  également l'homogénéité. L'AVS BoTat-1 se présente sous forme d'une 

seule bande correspondant à environ 53.000. Lorsque I'AVS est  rédui t ,  l'on note 

une augmentation de la masse moléculaire apparente d'environ 8.000. Ceci 

démontre bien l'importance des ponts d isu l fure  dans la conformation des AVS e t  

le rôle de ceux-ci au cours de la migration. 

B- PHi e t  s t ruc ture  secondaire 

Le pH i  a été déterminé par  isoélectrofocalisation su r  gel de 

polyacrylamide à 5 8. Les détails concernant le mode opératoire sont donnés 

dans l'appendice technique. L'examen du gel montre une bande majeure de pHi  

8,3 e t  des bandes mineures (8,6 ; 7,7 ; 7, l ) .  

La s t ruc tu re  secondaire a été établie par  dichroïsme circulaire. Le spectre 

dichroique obtenu est  représenté su r  la f i gu re  15. Les pourcentages respectifs 

des structures hélicoidales, feuil lets plissés e t  de l'ensemble coude p - st ruc ture  

inorganisée sont i l lustrés dans le tableau 3. L'AVS BoTat-1 se caractérise par  

une conformation particulièrement r iche en hélicea (près de 50 %) e t  la s t ruc ture  

en feuillets plissés se t rouve dans les mêmes proport ions que l'ensemble coude 

p -st ructure inorganisée. 

C- Composition amino acide 

La composition amino acide a été obtenue suivant la technique 

classique d 'hydrolyse chlorydr ique 5,6 N pendant 24 h à 110° C suivie d'une 

analyse quant i tat ive su r  une résine monocolonne. Le dosage de certains résidus 

amino acides a nécessité l 'uti l isation de traitements part icul iers tels que : 

- la transformation des résidus cystéine e t  cyst ine en acide cystéique 

- l 'hydrolyse pa r  l'acide mercaptosulfonique af in de doser les résidus de 

t ryptophane 



Hé1 ice 

Feuillets plissés 

Structure inorganisée e t  p t u r n  

Evaluation de la structure secondaire de 

I 'AVS BoTat-1 

TABLEAU 3 



SPECTRE DICHROIQUE DE L ' AVS B o T a t - 1  

FIGURE 15 



L'analyse des résultats (Tableau 4)  nous permet de remarquer une fo r te  

proport ion des résidus d'amino acides dicarboxyliques, d'alanine, de  leucine e t  

de lysine. 

Le  nombre de  résidus pa r  mole de glycoprotéine a été calculé (Tableau 4) 

en fonction de la masse moléculaire apparente de I'AVS nat i f  déterminé en gel de  

polyacrylamide. 

D- Composition glucid ique 

Les oses o n t  été dosés par  chromatographie en phase gazeuse 

après méthanolyse en milieu acide ( vo i r  appendice technique). Le tableau 5 

montre que les oses caractérisés dans l 'ordre quant i ta t i f  décroissant sont : le 

mannose, le galactose, la N-acétylglucosamine e t  des traces de glucose. Les 

faibles quanti tés de glucose dosé peuvent laisser supposer une contamination du 

matériel au cours de la préparation. La détermination de la s t ruc ture  complète 

permettra de vér i f i e r  l 'existence ou non de glucose dans la copule glucidique 

des AVS. 

E- Dosage du phosphore 

Deux techniques on t  été uti l isées pour mettre en évidence le 

phosphore 

. la mesure de  l ' incorporation de 3 2 ~  dans la molécule d'antigène 

. le dosage du phosphore organique selon la technique au v e r t  malachite 

d l lTAYA e t  MlCHlO (1966) (89). Les résultats présentés dans le tableau 6 

montrent qu'une mole de phosphore est dosée pour  une mole d'antigène. 

II restait  a lors à déf in i r  le mode d'attachement du groupement phosphate au  

reste de  la molécule. Les AVS on t  alors été soumis à d ive rs  traitements. 

- l 'ut i l isat ion de la technique de CAPONY e t  Coll. (1983) (30) a permis 

d 'établ i r  qu'il ne  s'agit pas d 'une liaison ester ent re  le groupement phosphate e t  

un rés idu de sérine, de thréonine ou de  tyrosine. 

La radioactivi té des AVS marqués au 3 2 ~  s'avérait stable après traitement 

par I 'hydroxylamine ou pa r  une solution alcaline diluée. Ce résultat permettait 

d'exclure l'hypothèse d'une liaison acyl-phosphate au niveau du résidu d'acide 



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA 

CLYCOPROTEINE PURlFlEE DU VARIANT BoTat-1 

Acides aminés * Nombre de résidus par  

mole de glycoprotéine 

ASX 

THR 

SER 

G LX 

PRO 

GLY 

ALA 

V A L  

CY S 

MET 

I LE 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

H IS 

TRP 

ARC 

Nombre de résidus 

pour 100 résidus 

d'acides aminés 

dosés. 

* Le nombre de résidus est calculé en fonction de la masse moléculaire 

apparente de I'AVS déterminée en gel de polyacrylamide soit 53.000. 

TABLEAU 4 



Monnosaccha r ides 

-54- 

COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LIAVS BoTat 1 

Mannose 

Galactose 

Glucose 

N-acétylg lucosamine 

Nombre de lii moles par gramme 

de glycoprotéine 

TABLEAU 5 



DOSAGE DU CONTENU EN PHOSPHATE 

DE L'AVS BoTat-1 

Contenu protéique 

(nanomoles) 

Contenu en phosphate 

(nanomoles) 

TABLEAU 6 



aspart ique ou d'acide glutamique. 

Cette liaison est  également stable en présence de phosphatase alcaline. 

La stabil ité de cette liaison après plusieurs étapes de  précipitat ion 

tr ichloracétique (16 8 p l p )  dont  une est effectuée à 80° pendant 20 minutes, 

permet d'exclure l 'éventualité d'une liaison d u  type  phosphohistidine qui est 

labile en milieu acide. 

Ces résultats montrent b ien que le type de  liaison entre la glycoprotéine 

de surface e t  le groupement phosphate est d i f fé rent  des liaisons classiques que 

l 'on t rouve habituellement dans les phosphoprotéines. 

III- Etude de I'axe peptidique 

Le but de no t re  étude était  de préparer de  gros fragments peptidiques 

dont l 'étude en séquence de EDMAN allait nous permettre de les s i tuer su r  l'axe 

peptidique et  de déterminer le ou les sites de glycosylation de cette 

glycoprotéine de surface. 

L'étude directe de la molécule native su r  séquenceur automatique a permis 

de connaître la na tu re  des 20 premiers résidus. Par la suite, nous avons testé 

l'action d'un certa in nombre d'enzymes protéolytiques, dans le but d'établ ir  un 

protocole permettant l 'obtention de  gros fragments peptidiques uti l isables su r  

séquenceur. Les résultats obtenus étant peu satisfaisants, nous nous sommes 

tourné vers  les techniques chimiques de coupure qui, bien que donnant des 

rendements parfois p lus limités, sont p lus spécifiques. Une seule méthodologie a 

été retenue : le clivage pa r  le bromure de cyanogène (BrCN) spécifique des 

liaisons méthionyl-X, méthode qui s'est avérée t rès  posit ive tant  su r  le plan 

qual i tat i f  que quanti tat i f .  

Clivage de  la glycoprotéine par  le BrCN 

Le clivage par  le BrCN nous a permis d'obtenir du matériel de bonne 

qualité. Cette technique a se rv i  de base à l 'étude visant à établ ir  la s t ruc tu re  

primaire de I'axe peptidique de BoTat-1. 



1- Principe de la réaction 

D'aprés CROSS e t  WITKOP (1961) (66) le clivage des 

liaisons méthionyl débute par  la formation d'un bromure de cyanosulfonium qui, 

en milieu acide, se scinde en méthyl-thiocyanate e t  en  bromhydrate 

d'iminolactone de I'homosérine ; ce dernier  sub i t  un réarrangement qui condui t  à 

la l ibérat ion de la lactone de I1homosérine e t  d'un fragment ayant e n  position N 

terminale I'amino-acide l ié au départ  à la fonction carboxylique de  la méthionine 

(Tableau 7). Notons que SCHROEDER e t  Coll. (1969) (144) ont  signalé que la 

nature de I'amino-acide voisin de la méthionine est  déterminante dans la 

possibil i té de c l iver  mais aussi influencer le rendement réactionnel. Ces auteurs 

on t  en ef fet  montré que la coupure était  incomplète lorsque pa r  exemple une 

sérine ou une thréonine est liée à la méthionine (Tableau 7). 

Le clivage par  le BrCN a été réalisé su r  la glycoprotéine préalablement 

rédui te e t  alkylée a f in  d'éviter les réactions intramoléculaires a u  niveau des 

liaisons méthionine-cystéine (Tableau 7). le mode opératoire est  décr i t  dans 

l'appendice technique. 

2- Résultats 

Les produi ts de clivage on t  été analysé en électrophorèse 

sur  gel de polyacrylamide en présence de SDS (F igure 16). 

On observe essentiellement 4 bandes don t  les tail les moléculaires apparentes 

sont respectivement : 13 000, 18 000, 22 000, 29 000. 

D'autre par t ,  la même préparation a fa i t  l 'objet d'une étude par  

chromatographie de gel f i l t rat ion su r  colonne de Biogel PIOO en milieu acide 

acétique 0,1 N. La f igure 17 représente les pro f i ls  obtenus après la lecture 

spectrophotométrique à 230 nm, les dosages à I 'orcinol su l fur ique e t  à la 

minhydrine. 

L'étude électrophorétique sur  gel de polyacrylamide de chacune des d i x  

fract ions obtenues montre qu'elles sont hétérogènes. Mais, on note dans tous les 

cas la présence d'importance variable d'une bande voisine de 22 000. 



MECANISME DE COUPURE DES L IA ISONS METHIONYL-X ( G r o s s  e t  W i t k o p ,  1 9 6 1 )  

7 7 
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COUPURE DES L IA ISONS METHIONYL-THR OU METHIONYL-SER ( S c h r o e d e r  e t  c o l  l., 1 9 6 9 )  
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SCHEMA DE LA REACTION INTRAMOLECULAIRE POSTULEE ENTRE L'ATOME DE' 
SOUFRE DE LA CYSTINE ET L ' IMINOLACTONE FORMEE PENDANT L E  TRAITEMENT 
PAR L E  BROMURE DE CYANOGENE ( D o y e n  e t  L e p r e s l e ,  1 9 7 9 )  

s\ 
: s; 

F H a  
-NH-CH-C = N - C H - C O  , 

CH, O 

CH, 
5,+/ 

s\ t H  
NH-CH-C= N'\CO- 

I IlH 

TABLEAU 7 



PROFIL ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS 

DES FRACTIONS COLLECTEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL 

F ILTRATION DES PRODUITS OBTENUS PAR TRAITEMENT DE 

L 'AVS B o T a t - 1  PAR LE BrCN 

T T é m o i n s  d e  m a s s e  m o l é c u l a i r e  

R A  AVS B o T a t - 1  r é d u i t  e t  a l  k y l é  

C C l  i v a g e  p a r  1 e BrCN 

i - 8  F1 à F8 B i o g e l  P l 0 0  

FIGURE 16 



CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR BIOGEL Pl00 DES PRODUITS DE CLIVACE PAR LE 

BrCN DE L'AVS BoTat-1 

(100 - 200 mesh ; colonne 150 x 1,8 cm ; acide formique 0,l M) 

figure 17 



a) Composition amino-acide 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 

8. Malgré l'hétérogénéité des préparations, certains points remarquables sont 

a noter en part icul ier  pou r  les fract ions F5 e t  F7. 

- la fract ion F, présente une t rès  grande richesse en résidus 

hydrophobes (19,37 % Ala e t  14.01 % Leu) alors que dans la fract ion F5, l 'on 

note une p lus  faible propor t ion des mêmes résidus (10.86 % Ala e t  9,66 8 

Leu). La fract ion F5 est r i che  en résidus hydrophi les (Lys.  Glu ou Cln)  qui 

existent  en faible quanti té dans la fract ion F7. 

Si l'on se réfère aux  données bibliographiques concernant la s t ruc tu re  

des AVS, la fract ion F5 contient ou représente la part ie C-terminale 

hydrophi le. Cette hypothèse se t rouve confortée par  le  pourcentage élevé des 

carboxyméthylcystéines dosées. La fract ion F7, quant  à elle, semble 

représenter une autre por t ion de la molécule que nous sommes parvenus à 

localiser. 

b )  Séquence amino-acide 

T ro i s  fract ions on t  été étudiees : Fa, F5 e t  F7. Les 

séquences on t  d'abord été déterminées manuellement, pu is  su r  séquenceur 

automatique Beckman 890 C. A chaque cycle, p lusieurs dérivés amino-acide 

sont obtenus, la détermination quanti tat ive des phénylthiohydantoines (PTH) 

amino-acides par  chromatographie l iquide de haute performance (HPLC) nous a 

permis d ' interpréter  deux séquences à la fois, dans la mesure où les deux 

s t ruc tures peptidiques se t rouvent  en proport ion nettement d i f férente dans le 

mélange. Les résultats sont présentés dans le tableau 9, 1 1  montrent aussi que  

d 'une fract ion BrCN à l 'autre, les séquences mineures sont retrouvées à 

plusieurs reprises, ce qu i  ajoute encore à la val id i té de l ' interprétation. 

IV- Etude de la copule glucidique 

A. Composition glucid ique 

Le tableau 10 présente la composition en sucres des dif férentes 

fractions. Les mêmes fract ions précedemment citées se sont révélées 

particulièrement intéressantes. 



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS ISOLEES APRES CLIVAGE PAR LE GrCN DE L'AVS DE BoTat-1 

I 1 F2 1 F3 \ F4 / F5 1 1 F7 1 Fg 1 F1O 1 
acides 1 ------------ I l - - - - - - - - - ; - - - - - _ - - - I  --------- -------- ; --------- 1 ---------- 1 --------- 1 ---------- 1 --------- 1 ---------- I  

I I  I I  I I 
ScMC 1 1 , 6 1  1 0 , 5 3  1 1 , 2 6  1 , 1 0 1  2,35 1 1,85 1 , 1 8  1 - I - I - I 
ASP 1 14,21 1 14,18 1 14,19 1 14,82 1 15,41 1 13,85 1 12,71 1 13,21 1 8,38 1 10,06 1 

I I I I I I I I I I I 
THR 1 8,71 1 8,30 1 8,71 1 8,36 1 8,68 1 9,05 1 9,87 1 7,57 1 6,89 1 6,48 1 
SER 1 6 , 4 4  1 6 , 7 6  1 7 , 7 2  1 6 , 0 3 1  6,24 1 6,48 1 7 , 8 5  1 7,95 1 3 , 4 0  1 7,88 1 

I  I I I I I I I I I I 
HSE 1 0,73 1  0,82 1 0,91 1 0,60 1 0,25 1 1,10 1 1,87 1  1,95 1 7,76 1  5,94 1 
GLU 1 10,78 1 9,55 1 9,54 1 11,40 1 13,33 1 10,27 1 6,93 1 9,73 7.69 1 9,33 1 

I I I I I I I I I I I 
PRO 1 2,87 1 2,83 1 3,13 1 2,51 1 2,74 1 2,54 1 3,09 1 4,04 1 7,15 1 5,73 1 
GLY 1 8,80 1  8,77 1  9,38 1 9,23 1 8,66 1  6,58 1 3,96 1  7,84 1 2,99 1 8,12 1 

I  I I I I I I I 
ALA 1 16,59 1 17,51 1  17,40 1 14,71 1 10,86 1 15,90 1 19,37 1 13,93 1 19,68 1  15,62 1 
VAL 1 2 , 2 1  1 2 , 5 2  1 1,49 1 2 , 1 6 1  1,54 1 1,01 1 1,76 1 3,82 1 6 , 8 4  1 5,70 1 

I I I I I I I I I I I 
CYS4 1 0,21 1 0,72 1 0,20 1 0,72 ( 0,38 1 0,26 1 0,lO 1 0,31 1 - I - I 
MET 1 0,06 1 0,06 1 0,09 1 0,05 1 0,06 1 0,05 1 0,05 1 - 1 - 1 - 1 

I I I I I I I I I I I 
ILE ( 2,65 ( 2,61 ( 2,85 1 2,74 1 2,47 1 1,74 1 0,74 1 2,71 1 1,69 ) 2,15 ( 

LEU 1 9,16 1 11,09 1 1 0 , 7 4  1 1 0 , 2 6  1 9,66 1 11,63 1 1 4 , O l  1 10,93 1 8,08 1 7,64 1 
I I I I I I I I I I 

TYR 1 1,58 1 1,40 1 1,18 1 1,64 1 1,76 1 1,97 1 1,65 1 2,40 1 5,69 1 - I 
I 

PH€ 1  1,71 1 1,57 1  1,56 1 1,50 1 1,46 1 1,651 
l I I  l I I I I I I I 

1 1,40 1 2,07 1 - 1 1,96 1 
LYS 1 7,83 1 6,72 1 5,49 1 9,OO ( 12,24 1 10,14 1 8,OO 1 6 3 8  12,58 1 10,26 1 
HIS 1 0 , 6 7  1 0 , 6 7  1 0 , 7 8  1 0 , 6 4 1  0,34 1 0,37 1 0 , 1 9  1 0,74 1 0 , 6 7  1 0,76 1 

I I I l I 1 I I I I I 
ARG 1 3,12 1 3,39 1 3,39 1 2,53 ( 1,59 1 3,57 1 5,27 1 3,77 1 0,50 1 1,73 1 

1 I I I I I I I I I  I 
* Composition exprimée en rés idus  pour 100 rés idus  d'amino acides dosés. 

TABLEAU 8 



SEQUENCES AMINO ACIDES N-TERMINALES DE 1'AVS BoTat-1 ET DES 
BrcN F,, 

F5* F3 

BoTat-1 5 10 15 20 
ALA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR-TW-GLU-ALA-mT-CYS-ASP-LEU-SER-ASN-ASP 
GLY- 

F7 5 10 15 2 O 
CYS-ASP-LEU-SER-XSN-ASP-GLY-ASN-LEU-LEU-ALA-CLU-MG-ALA-ALA-SER-MG-LEU-LYS-UA 

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-XLA-LEU-ALA-ALA-A-THR-ALA-THR-PRO-SER-SER-ALA-ALA-ASN 

2 5 3 0 35 4 0 
PRO-ALA-THR-THR-ALA-LEU-LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU-LYS-ALA-LEU-VAL-PHE-LEU-GLU 

F 5 5 10 15 2 0 
PRO-ILE-GLU-GLY-ILE-LEU-LYS-ASH-SER-PRO-ASN-LEU-LYS-LYS-LEU-GLY-ASP-VAL-THR-ASP 

LEU-GLN-XA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-THR-GLY-THR-GLY-THR-ALA-MG-GLU-VAL-GLN-ALA-ALA 

25 3 0 3 5 40 
ILE-ASN-GLN-LEU-LEU-GLU-LEU-TYR-PHE-TYR-TYR-SER-ASP-LEU-ASN-LYS-GLH-MG-LEU-GLN 

4 5 5 O 5 5 6 O 
GLU-ALA-ALA-LYS-LYS-LEU-GLN-ASP-LEU-CLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-ALA-ASP 

F3 5 10 15 20 
LEU-CLN-ALA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-CLY-THR-CLY-THR-ALA-ARG-CLU-VAL-CLN-ALA-ALA 

THR-THR-GLY-CLY-PRO-SER-XLA-LEU-ALA-ALA-ALA-ALA-THR-ALA-THR-PRO-SER-SER-ALA-ALA-ASN 

2 5 3 0 3 5 Ir0 
ARG-XSP-GLY-CLY-XRC-LEU-CLN-CLY-ALA-LEU-ARC-CLU-PHE-LEU-tlLA-THR-CLN-ALA-VAL-L'AL 

ASP-XSP-ASN-PHE-LYS-LYS-ALA-ALA-ARG-ARC- 

4 5 50 
SER-ALA-SER-ASN-LYS-CLY-CYS-LEU-SER-XRC- 

TABLEAU 9 



COMPOSITION GLUCIDIQUE DES FRACTIONS ISOLEES APRES CLIVAGE PAR LE BrCN DE L ' A V S  DE BoTat-1 

I Galactose 1 128 1 72 , 17 183 [ *  ZOO , i 1 1 189 , 116 i - I I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - I - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - -  I 

I Glucose 1 89 i 
1 1 - I I 5,5 1 

i 
- I ' 22 ' 11 i 11 I 50 i 

I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - I - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - ~ - - - - - - -  I 

1 Sucres 

Résul ta ts  exprimés en micromoles par  gramme de glycoprotgine. 

I Mannose 187 133 1 28 ' 172 i* 172 449 i* 584 1 I I ' 366 
I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - I - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - ~ - - - - - - - - -  I 

I I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - I - - - - - - - - i - - - - - - - - l - - - - - - - -  F7 . 

TABLEAU 10 

I 
Fa I --------- I 

7 

F5 F6 -------- 



La f rac t ion  F7 se caractér ise p a r  une absence de galactose. Elle n e  

cont ient  q u e  du mannose, d e  la N-acétylglucosamine e t  des t races de glucose. 

Le rappor t  mannosel N-acétylglucosamine est  de  912, t o u t  à fa i t  e n  faveur 

d'une s t r u c t u r e  oligomannosidique classique. 

La f rac t i on  F5 p a r  cont re  cont ien t  du galactose en p l u s  d e  mannose e t  d e  

N-acétylg lucosamine. Cet te dern ière  ex is te e n  quant i té  t r o p  faible pour  

permett re d'envisager une  s t r u c t u r e  où les rés idus de galactose seraient des 

éléments d e  subst i tu t ion  de rés idus  de N-acétylglucosamine eux-mêmes 

branchés s u r  un tr imannoside centra l  séparé d e  l 'asparagine de l iaison pa r  2 

N-acétylglucosamine. Dès le stade de l 'analyse globale o n  e n  v i e n t  à suspecter 

l 'existence d e  deux glycannes. Nous rev iendrons s u r  ce po in t  précis. 

B. Etude en électrophorèse d 'af f in i té  avec la concanavaline A 

A f i n  d e  repérer  e n  électrophorèse les fragments B rCN 

glycosylés, nous avons u t i l i sé  une  technique fondée s u r  la formation de 

complexes d 'a f f in i té  avec la concanavaline A. Ce complexe formé est  piégé au  

niveau d 'une interface gel-gel compte tenu  de sa tai l le moléculaire élevée. 

Ainsi, les fragments non complexés peuvent  pénét rer  dans le gel d e  

polyacrylamide classique dépourvu de lectine. La comparaison du comportement 

d 'une f rac t ion  avec des gels enr ich is  o u  non en lectine permet de repérer  les 

fragments glycosylés. Pour avo i r  les meilleures condit ions d e  formation e t  de 

stabi l i té du complexe, nous avons t rava i l lé  en absence de détergents. 

Etant  donné la d i ve rs i té  des po in ts  isoélectriques des fragments, il a 

fa l lu  dé f i n i r  des condi t ions électrophorét iques adaptées. Nous avons p a r  

conséquent procédé à une modification chimique préalable du matériel avant 

migration. Le couplage des rés idus l y s y l  à la fluorescamine à été choisi à 

double t i t r e .  II permet d 'uni formiser  la charge des composés qui v o n t  alors 

migrer  en  fonct ion d e  leur  seule ta i l le  moléculaire. De p lus,  la f luorescence 

résul tat  d e  ce couplage permet de visual iser les fragments de pet i te  taille, 

non révélés p a r  le b leu  Coomassie. Le protocole est  détai l lé dans l'appendice 

technique. 

L 'étude fai te s u r  certaines f ract ions a permis de montrer  que les 

composants majeurs des f ract ions F5 e t  F7 sont glycosylés (F igu re  18).  





Les éléments d'information apportés par  la composition en sucres e t  par 

l'étude en  électrophorèse d'affinité nous permettent d 'af f i rmer qu'il existe au 

moins deux glycannes interagissant avec la concanavaline A, par  

l ' intermédiaire d'une s t ruc ture  oligomannosidique liée au fragment majeur 

13.000 de la fract ion F7 e t  d'une s t ruc tu re  glycannique comprenant d u  

mannose, du galactose e t  de la N-acétylglucosamine liée au fragment majeur 

25.000 de la f ract ion F5. 

C- Sitesde glycosylation 

1 - Glycosylation N-terminale 

La séquence de I 'AVS na t i f  e t  de la f ract ion F7 a permis 

de connaître la séquence des 42 premiers acides aminés de l'extrémité 

N-terminale. Pour la suite de cette étude nous avons procédé à un 

"sous-clivage enzymatique" sélectif de  la fract ion F7 à l'aide de deux enzymes 

di f férents qui sont : 

- I'endoprotéinase Arg-C qui coupe spécifiquement les liaisons arginyl-X 

(sauf arginyl-Pro) 

- la protéase de S. aureus, ut i l isée dans les conditions de coupure 

spécifique des liaisons glutamyl-X. 

L'ut i l isat ion des deux protéases a finalement permis de  compléter nos 

résultats e t  d ' ident i f ier  la séquence jusqu'à l'acide aminé en  position 76. 

L'étude at tent ive des rendements de dégradation, les données analytiques sur  

les produi ts  de  coupure nous ont  aussi autorisé à avancer que le si te de 

glycosylation correspond au résidu asparaginyl 57. 

A u  total, les résultats présentés dans le tableau 11 situent not re  

connaissance actuelle de la glycoprotéine, positionnent deux peptides internes 

e t  confirment l'existence d u  site de glycosylation N-terminal. 

Nous avons vu précédemment dans la composition glucidique de F, que 

en toute hypothèse la chaine glycannique comporte 9 résidus de  mannose pour  

2 résidus de  N-acétylglucosamine e t  correspondrait  à une s t ruc ture  oligo 

mannosidique classique qu i  expl ique l 'aff ini té constatée pour la concanavaline 

A de cette par t ie  de l'antigène variable. 

Par la sui te nous nous sommes orientés ve rs  le deuxiéme pôle glycosylé 

de la molécule : la région C-terminale. 



SEQUENCE PARTIELLE DE L'AVS BoTat-1 

SEQUENCE AMINO ACIDE N-TERMINALE 
5 1 O 15 2 O 

UA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR-TRP-GLU-ALA-MET-CYS-ASP-LEU-SER-ASN-ASP 
25 30 35 4 O 

G L Y - A S N - L E U - L E U - A L A - G L N - A R G - A L A - S E R - A - L E U  
4 5  5 0 5 5 * 60 

LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU-LYS-ALA-LEU-VAL-PHE-LEU-GLU-SER-&A-ASN-SER-THR-LEU 
6 5 7 0 

XRG-GLU-ALA-ALA-THR-LYS-THR-i\LA-ALA-XSP-TYR-SER-cV,A-XRG- 

PEPTIDE INTERVE 
5 10 15 2 O 

LEU-GLN-ALA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-GLY-THR-GLY-THR-UA-ARG-GLU-VAL-GLN-ALA-XA 
25 30 3 5 4 O 

ARG-XSP-GLY-GLY-XRG-LEU-GLN-GLY-ALA-LEU-ARG-CLU-PHE-LEU-ALA-THR-GLN-ALA-V~-VAL 
4 5 5 0 

ÇER-ALA-SER-XSN-LYS-GLY-CYS-LEU-SER-ARC- 

PEPTIDE INTERXE 
5 10 15 2 O 

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-rV.A-LEU-ALA-ALA-ALA-THR-ALA-THR-PR0-SER-SER-UA-XLA-ASN 
25  30 

ASP-ASP-ASN-PHE-LYS-LYS-UA-ALA-ARG-MG-TYR- 

GLYCOPEPTIDE C-TERXZNAL 
5 1.0 15 20 

PRO-ILE-GLU-GLK-ILE-LEU-LYS-ASN-SER-PRO-ASN-LEU-LYS-LYS-LEU-GLY-ASP-VAL-THR-ASP 
2 5 30 3 5 40 

ILE-XSN-GLN-LEU-LEU-WLEU-TYR-PHE-TYR-TYR-SER-ASP-LEU-ASN-LYS-CLS-ARG-LEU-GLN 
4 5 5 0 5 5 60 

GLU-ALA-UA-LYS-LYS-LEU-CLN-ASP-LEU-GLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LKS-SER-ALA-ALA-ASP 

* ler site de glycosylatFoo 

TABLEAU 11 



2-  Etude de  la glycosylation C-terminale 

Pour cet te étude, nous avons envisagé la préparation du 

glycopeptide C-terminal p a r  action de  la t r yps ine  su r  la molécule native. 

a) Obtention du glycopeptide C-terminal 

La glycoprotéine nat ive a été soumise à une hydro -  

lyse t ryps ique de 24 heures. Le produi t  d 'hydrolyse a d'abord été fract ionné 

sur  Biogel PeO. Les fractions glycosylées on t  été sélectionnées pu is  pur i f iées 

su r  Biogel P l0  (Figure 19). 

* Caractérisation du glycopeptide C-terminal. 

Nous nous sommes basés sur  les travaux d e  

HOLDER (1983a) (82) qui avait  montré que chez T. b. brucei une  

éthanolamine é ta i t  liée a u  carboxyl  C-terminal des AVS. Dans not re  cas, la 

recherche e t  la quanti f icat ion d'éthanolamine on t  été effectuées s u r  

autoanalyseur d'acides aminés. Le tableau 12 présente les résultats obtenus 

ainsi que la composition amino-acide des fract ions correspondantes. Seule la 

f ract ion bl contient de Iléthanolamine dans les mêmes proport ions que l e  

glycocolle p r i s  comme base de calcul (acide aminé élémentaire). Cette f ract ion 

a donc été retenue pour l 'étude du site de glycosylat ion C-terminal. 

* Composition amino-acide. 

L.e tableau 13 présente les résultats en rappor t  

molaire par rappor t  au glycocolle. Notons la présence de  glucosamine dans le  

rappor t  2 : 1. 

* Composition glucidique. 

Le dosage par chromatographie en phase gazeuse 

montre l'existence de mannose e t  de galactose dans les mêmes proportions. Le  

rappor t  molaire de ces deux monosaccharides pa r  rappor t  au glycocolle est de  

6 : 1 (Tableau 13). 

* Teneur en phosphore. 

Le dosage de phosphore a été réalisé selon la 

technique au v e r t  malachite d1ITAYA et  MlCHlO (1966) (89). La teneur e n  

phosphore est rapportée au  glycocolle dosé. Les résultats (Tableau 13) 

indiquent un  rappor t  équimolaire. 

La présence simultanée de phosphore e t  d'éthanolamine nous a orienté 

ve rs  la recherche de g lycéro l  e t  d'acides gras q u i  viendraient conforter 

l 'hypothèse d'une s t ruc ture  de type  phosphatidyléthanolamine en position 

C-terminale de IIAVS. 



CHROMATOGRAPHIE8  D I  G E L  FILTRATION Df L ' H Y D R O L Y S A I  
TRVPSIQUI  ' M L' AVS BoTat 1 

FIGURE 19 
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COMPOSITION EN ACIDES U!IKES DES FMCTIONS THYPSLQUES GLYCOSYLEES 

Asx 

Th r 

Se r 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

Cys 

Va 1 

?let 

1 le 

Leu 

TY r 
Phe 

H i s  

Lys 

*rg 

ethanolamine 140 - 203 2 2 

-- -- - -- - -- - -- 

Resultats exprimés en pmol/g 

TABLEAU 12 



COkIPOSITION CHIMIQUE DU GLYCOPEPTIDE TRYPSIQUE C-TERMINAL 

Les rssultats sont exprimés en rapport molaire par rapport au glycocolle. 

Asx 1.6 

Thr 3.0 

Se r 

Z ~ Y  
G l c N  1.9 

ethanolamine 0.8 

Galactose 6.0 

Nannose 6.1 

Phosphate 0.9 

* Séquence amino-acide de l'extrémité C-terminale de 1'AVS 221 (BOOTHKOYD et 

col1 (1981)) 

sn-Thr-Asn-Thr-Thr 1 Ser T 

TABLEAU 13 



* Dosage du glycérol. 

Le mode opératoire est détaillé dans l'appendice 

technique. Cette caractérisation du glycérol  comporte deux étapes : 

- l ibération d u  glycérol  selon la technique décr i te  pour les 

glycérophospholipides par  RENKONEN (1 969) (1 35). 

- dosage enzymatique basé s u r  la phosphorylation spécifique du glycérol 

pa r  la glycérokinase et  I'ATP. La quant i té d tADP formé est  déterminée à l'aide 

du système lactatepyruvate selon le schéma suivant. 

Glycérol + ATP phospho-3 glycérol  + ADP 

ADP + phosphoénolpyruvate ATP + pyruva te  

Pyruvate + NADH + H+ ,lactate + NAD' 

Cette technique a et6 appliquée s u r  la fract ion b,, du glycérol  standard 

et  s u r  un phosphotidyl-éthanolamine témoin (Koch-light laboratories). 

. . 
Les résultats obtenus (Tableau 14) montrent que la f ract ion bl contient 

une mole de g lycéro l  par mole de glycocolle. 

* caractérisation des acides gras. 

Nous avons en premiére intention recherché la 

présence d'acides gras saponifiables en t ra i tant  I'AVS par  la potasse 

méthanolique 0,1 M pendant 2 h à 80° C. Les acides gras libérés sont extrai ts 

par  la technique de  FOLCH e t  Coll. (1957) (52). La phase organique est 

évaporée puis soumise à une réaction de transestérif ication. L'analyse de cette 

phase gazeuse n'a révélé aucun acide gras. 

L'uti l isation d'une hydrolyse acide chlorhydr ique 5,6 N pendant 24 h à 

10SO C en tube scellé sous v ide a permis d ' ident i f ier  les acides gras dans 

I'AVS na t i f  e t  dans la f ract ion bl. Ce sont : 

- l'acide palmitique (CI6 : O) 

- l'acide stéarique (C18 : O) 

- l'acide oléique (Cl* : 1 ) . 



DOSAGE DU GLYCEROL DANS LA FRACTION b l  

Quantité 

théorique en 

nanomole s 

Témoin glycérol 500 

Témoin phosphatidyléthanolamine 500 

Quantité X 

théorique en 

nanomole s 

TABLEAU 14 



Les taux relat i fs de  chaque acide gras sont représentés dans le tableau 

15. Le fa i t  que les pourcentages obtenus pour  IIAVS na t i f  e t  la f ract ion b, 

soient quasiment les mêmes laissent entendre que tous les l ipides présents 

dans la molécule sont si tués exclusivement dans la par t ie  C-terminale. 

* Conclusion. 

A u  terme de cette par t ie  de notre étude, il 

apparait que le glycopeptide t ryps ique C-terminal, en dehors des acides 

aminés e t  des sucres qui le constituent, est  substi tué par  les éléments 

suivants : 

phosphore organique 

éthanolamine 

glycérol 

acide g ras  

Cette s t ruc ture  pour ra i t  correspondre à une s t ruc ture  de type  

glycérophospholipidique classique dans laquel le les acides gras sont liés aux 

fonctions alcooliques d u  glycérol. Cette interprétat ion pose encore le problème 

du mode d'attachement des sucres e t  amène à décr i re  un glycolipide encore 

non décrit. 

b )  Etude des sites de glycosylation C-terminaux 

Cette part ie de not re  étude a été entrepr ise en 

collaboration avec le laboratoire dllmmunologie e t  de Biologie Parasitaire de 

Bordeaux. Notre bu t  é ta i t  la défini t ion de la composition chimique de la copule 

glucidique de l 'extrémité C-terminale af in de l 'étudier ensuite sous un aspect 

immunologique. 

* Préparation e t  étude biochimique. 

La préparation du ou des glycopeptides 

C-terminaux a été entrepr ise à pa r t i r  du fragment C-terminal, produ i t  d'une 

hydrolyse t rypsique réalisée sur  IIAVS nat i f  marqué au 3 2 ~ .  Ce fragment 

C-terminal a été dans un second temps soumis à une digestion pa r  la 

protéinase K. L 'hydrolysat  a été pur i f ié  par chromatographie en gel f i l t ra t ion 

su r  Biogel P4 équi l ibré en eau désionisée. 

Des deux fract ions obtenues, une seule s'est révélée radioactive. La 

composition glucidique de  chaque fract ion (Tableau 16) a permis de dist inguer 

deux entités glycanniques : 



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 1.5 - 



COMPOSITION CHIMIQUE D E S  GLYCOPEPTIDES OBTENUS 

XPRES ACTION D E  L A  P R O T E I N X S E  K 

X s x  

Thr 

Ser 

G ~ Y  

Etn 
31p 

Zlan 

Ga 1 

Glc Nac 

* Valeur corrigde en tenant.compte du coefficient de liSération dans les 
conditions utilisées. 

Las rSsultats sont exprimés en rapport molaire relativement à Asx et Glc Nac 

pour Gpl et à G l y  et Man pour Gp2. 

TABLEAU 16 



- le glycopeptide 1 cont ient  5 résidus de  mannose pour  2 résidus de 

N-acétylg lucosamine e t  pas de galactose. 

- le glycopeptide 2, radioactif, est compos6 de  galactose, de mannose 

selon un rappor t  molaire 5 : 1 ; il contient en ou t re  de I'éthanolamine. 

Ces résultats démontrent  b ien que l 'extrémité C-terminale de  I'AVS 

BoTat-1 comprend deux chaines glycanniques don t  : 

- l'une est  composée de  mannose e t  de  N-acétylglucosamine selon un 

rappor t  5 : 2, qui correspond à la limite d 'une s t ruc tu re  oligomannosidique 

rédu i te  par  action de  mannosidase telle qu'on l'observe au cours  de  la 

biosynthèse des glycoprotéines ("processing" avant "repousse" possible des 

sucres). 

- l 'autre se caractérise pa r  une composition part icul ière faisant in terven i r  

les lipides. 

La comparaison des résultats de  composition amino-acide des 

glycopeptides C-terminaux avec les s t ruc tures établies à pa r t i r  de séquence 

DNA de plusieurs AVS de  T ,  b. brucei  nous permet de proposer par  

extrapolat ion une séquence de I 'extrémité C-terminale de I'AVS BoTat-1 qui 

serai t  

Le résidu d'asparagine serait  porteur d'un glycanne de s t ruc tu re  oligo 

mannosidique (mannose 5, N-acétylglucosamine 2).  

Le résidu de sérine serai t  lui substi tué pa r  I'éthanolamine, le phosphore, 

les acides g ras  e t  les sucres dont  le galactose serai t  l'élément caractérist ique 

(galactose 5, mannose 1 ) . 

* Etude immunologique. 

Les t ravaux de LABASTIE e t  Coll. (1981) (97) 

avaient montré l 'existence en R.I.A. (Radio lmmuno Assay) d'une réact iv i té 

irnmunologique croisée en t re  BoTat-1 et  BoTat-28 qui est u n  AVS d'apparit ion 

tard ive au cours de l ' infect ion. L'uti l isation du fragment t r yps ique  avait  

permis de localiser le s i te  antigénique commun dans la par t ie  C-terminale de la 

molécule. Nous avons rep r i s  cette étude en  testant la capacité des 

glycopeptides 1 et  2 d ' inh iber  la réaction hétérologue de I 'AVS BoTat-1 avec 



des anticorps d i r igés cont re  I'AVS BoTat-28. Le glycopeptide 1 était  sans 

e f fe t  alors que le  glycopeptide 2 inhibai t  totalement la réaction. Ces résultats 

permettent d 'af f i rmer que  les déterminants intervenant dans la réactivi té 

immunologique croisée sont représentés pa r  la par t ie  glycoglycérophos- 

phol ipidique C-terminale des AVS de T. equiperdum. 

V- Reconstitution moléculaire de I'AVS BoTat-1 à pa r t i r  des fragments 

BrCN 

L'ensemble des résultats dont nous disposions à ce stade de not re  

étude permettait d'envisager une reconsti tut ion moléculaire à l'aide des 

fragments BrCN . 

Le fragment majeur de  la fract ion F, a pu êt re  facilement s i tué car sa 

séquence recoupe celle des 20 premiers amino acides N-terminaux, séquence 

déterminée sur  la molécule native. La méthionine en position 14 représente le 

site de  clivage pa r  le BrCN l ibérant F7 (Tableau 11). 

Si l'on se réfère aux  résultats de composition chimique des fragments 

BrCN e t  aux données apportées par  l 'étude des AVS T. b. brucei,  il en  

ressort une déf in i t ion générale d u  p ro f i l  de la région C-terminale. Elle 

présente les caractérist iques suivantes : 

- richesse en résidus hydrophiles, particulièrement en lysine e t  acide 

glutamique, 

- for te densité en résidus de cystéine, 

- existence d 'une copule glucidique comportant du mannose, d u  galactose 

e t  de la N-acétylglucosamine. 



Le fragment majeur de la fraction F5 de tail le mol6culaire 25000 

correspond b ien à cet te défini t ion. Nous l'avons donc placé sans possibi l i té de  

doute dans la région C-terminale de IIAVS. Deux possibil i tés se présentaient 

quant  à la d isposi t ion des deux fragments mineurs présents respectivement 

dans les f ract ions chromatographies F5 e t  F7 : fragment 18000 (également 

présent dans la f rac t ion F3 (F b )  e t  fragment 11.000. L'isolement du fragment 
3 

29000 de recouvrement présent dans la fract ion F3 par  électrophorèse 

préparat ive su iv ie  de la détermination de l'acide aminé en posit ion N-terminale 

a conduit à une  représentat ion de  la molécule reconstiuée i l lustrée f igu re  20. 

VI-  Etude de  la conformation de IIAVS BoTat-1 pa r  la méthode de Chou 

e t  Fasman 

Descr ipt ion 

La méthode décri te pa r  CHOU e t  FASMAN en 1974 (32) (33) 

permet de p réd i r e  la conformation d 'une protéine en fonction d e  la fréquence 

d'apparit ion des 20 amino-acides au sein des di f férentes s t ruc tures organisées 

: hélicea , s t ruc tu re  en feuil lets plissés ( psheet) e t  coude P ( p t u r n )  . 

Les auteurs  ont  fa i t  une analyse stat is t ique à p a r t i r  d'un cer ta in  nombre 

de protéines don t  la s t ruc ture  ter t ia i re  ava i t  été établie par  cr istal lographie. 

I l s  ont  pu ainsi déterminer la fréquence d'apparit ion (F) de chaque 

amino-acide. 

Fj.k 
est la fréquence d'apparit ion du résidu j dans la s t r uc tu re  k. 

n. est le nombre de fois où le résidu j apparait  dans la s t ruc tu re  k. 
J O ~  

n. est le nombre de  fois où le résidu j apparait  dans la protéine. 
1 

D'autre pa r t ,  les auteurs se sont basés sur  la fréquence d'apparit ion de 

chaque amino-acide dans les 3 s t ruc tures possibles a f in  de  calculer le 

paramètre conformationnel P. 

Pr. 
P = J,k 

Prj 

Pr. est  la probabi l i té de t rouver  le résidu j dans la s t ruc tu re  k. 
J,k 

Pr. est la probabi l i té de t rouver  le rés idu j dans la protéine. 
J 



F 3 a  (29000) L, ,,,,,-,,,-,- ----- J 
Thr  

I I 
MET MET MET MET 

Schéma de l 'AVS BoTat-l 

Local isat ion des fragments BrCN ( t a i l  l es  mol éculai res apparentes détermi nées par électrophorèse 
en gel de polyacrylamide) 

(a )  F3 fragment 29000 (b) Fj fragment 18090 

(M) fragment majeur (m) fragment mineur 
W#fi3 Séquence ami no-aci de connue *.::.. . :.:.:.x - . fragments interagissant avec l a  concanaval ine  A 

, , , . fragments n ' interagissant  pas avec l a  concanavaline A 

FIGURE 20 



En outre, le  calcul de  la probabi l i té pour  la prédict ion des s t ruc tures en 

coude , t ient  compte de la posit ion de chaque amino-acide dans le coudep . 

fi, f i + i  , f i + 2 , f i  + 3 représente la fréquence d'existence des 

d i f férents  résidus en position i, i + 1, i + 2, i + 3 (Tableau 17). Les valeurs 

de  toutes ces données stat ist iques on t  été affinées grâce à la connaissance de 

nouvelles s t ruc tu res  primaires e t  ter t ia i res  de  protéines (CHOU e t  FASMAN 

(1977) (34) ; (1978) (35)).  Le Tableau 18 indique les paramètres 

conformationnels de chaque amino-acide correspondants aux  di f férentes 

s t ruc tures organisées. Les amino-acides sont répar t is  en t r o i s  catégories. 

- Les stabi l isateurs (former = H e t  k) 

- les ind i f férents  ( ind i f férent  : I et  i )  

- les déstabil isateurs (breaker  = B e t  b )  

La détermination de la s t ruc tu re  secondaire des protéines (hélice a , 
s t ruc tu re  en feui l lets plissés p ,  coude p ) pa r  la méthode de  CHOU e t  FASMAN 

répond à des règles bien précises énoncées ci-dessous. 

1 - Recherche des s t ruc tures hélicoïdales 

a)  L'axe pept id ique est découpé en segments de s ix 

résidus, parmi lesquels quat re  doivent  ê t re  in i t iateurs d'hél ice (ha ou Ha ) . 
La formation de  l'hélice est  défavorisée si le segment cont ient  113 ou plus de 

résidus déstabil isateurs, ou moins de  la moitié de résidus stabi l isateurs de la 

s t ruc ture  hélicoïdale. 

b )  L'extention du segment hélicoïdal dans les deux 

direct ions est arrêtée par  les tétrapeptides suivants : b4, b3i, b3h, b2i2, 

b2ih, b2h2, bi3, bi2h e t  i4 (h,i,b incluant H, I e t  B). I l s  on t  un paramètre 

conformationnel moyen <Pa> qui est in fér ieur  à 1,OO. 

c) Le résidu prol ine ne peut ê t re  s i tué à l ' in tér ieur 

d'une hélice a o u  à l 'extrémité C-terminale de l'hélice. 

d )  Les résidus proline, acide aspartique, acide 

glutamique se s i tuent  préférentiellement à 11extr6mité N-terminale, alors que 



TABLEAU 17 

-- 

4cides aminés P o s i t i o n  i P o s i t i o n  i t l  P o s i t i o n  i+2  P o s i t i o n  i+3  

A l  a 

Arg 
As n 

Asp 

CY s 
Gl n 

G l  u 

G l  Y 

H i  s 

I l  e 

Leu 

LY s 
Met 

Phe 

Pro 

Ser 

Thr 

Trp 

TY r 
Val 

FREQUENCE D'APPARITION DES ACIDES AMINES EN FONCTION DE LEUR PLACE DANS 

LE COUDE P .  

(Les va leurs  sou1 ignées c o n t r i  buent à s t a b i l i s e r  l e  coude P )  



TABLEAU 18 

Aci des ami nes Code code Hé1 i ce St ruc tu re  t u r n  

3 l e t t r e s  1 l e t t r e  P a  P<PT> 

A l  ani  ne 

Arg i  n i  ne 

Asparagi ne 

Acide 
Aspart ique 

Cys t e i  ne 

Acide 
glutamique 

Glu tami ne 

Glycocol 1 e 

H i s t i d i n e  

I s o l  euc i  ne 

Leuci ne 

Lysine 

Méthioni ne 

Phenylal an i  ne 

Pro1 i ne 

Seri  ne 

Thréoni ne 

Tryptophane 

Tyrosine 

Val i ne 

G l  n 

G l  Y 
H i  s 

Il e 

Leu 

LY s 
Met 

Phe 

Pro 

Ser 

Thr 

T ~ P  

TY r 
Val 

PARAMETRES CONFORMATIONNELS CONCERNANT LES TROIS STRUCTURES ORGANISEES : 

Hé1 i ce a , s t r u c t u r e  p , e t  coude P . 

(Les valeurs sou1 ignées representent 1 es mei 11 eurs s tab i  1 i sateurs de 1 a 

s t r u c t u r e  concernee. Les l e t t r e s  H, h, 1, i , B e t  b représentent respec- 

t ivement l a  facul  t é  de format ion (H, h ) ,  1 ' i n d i f f é r e n c e "  ( 1  , i )  e t  l a  rup-  

t u r e  (B,b) d'une s t r u c t u r e  donnée. Les l e t t r e s  en majuscule ind iquen t  que l e  

caractere e s t  t r è s  marqué. 



les résidus chargés posit ivement (hist idine, lysine, argin ine) sont p lus  

fréquents à l 'extrémité C-terminale. 

Conclusion 

T o u t  segment de s ix  résidus ou p lus  dont <Pa> est  supérieur 

ou 6gal à 1 ,O3 e t  <Pa> supér ieur à <PB>, e t  satisfaisant aux condit ions a à d 

est  considéré comme hélicoidale. 

2- Recherche des s t ruc tures en feuil lets plissés 

a) L'axe peptidique est  découpé en segments de 5 

résidus, parmi lesquels t ro i s  sont in i t ia teurs  de s t ruc tu re  (hp ou  HP 1. 
Cette s t ruc ture  est  défavorisée pa r  la présence de 113 ou p l us  de résidus 

déstabil isateurs o u  lorsque le segment cont ient  moins de la moitié de  résidus 

in i t iateurs de s t r uc tu re  p.  

b) La propagation de  cette s t ruc tu re  est ar rê tée par  les 

mêmes tétrapeptides que précedemment don t  le <P > est in fér ieur  à 1,OO. P 

c )  Les résidus acide glutamique e t  prol ine sont rarement 

présents dans la région . 

d )  Les résidus chargés apparaissent rarement au sein 

de la s t ruc ture  en  feui l lets pl issésp . le rés idu t ryptophane est  p l us  f réquent  

à I1extrémitC N-terminale e t  p lus  ra re  à l 'extrémité C-terminale. 

Conclusion 

Tou t  segment de  c inq résidus ou p lus  dont <Pp> est supér ieur ou égal à 

1 ,O5 e t  supérieur d <Pa>, e t  satisfaisant aux  conditions a à d est  considéré 

comme adoptant une  s t ruc tu re  en feui l lets plissés p . 

3- Recherches des coudes p 

Tout segment de quat re  résidus dont  < P ~ T >  est  supérieur 

à <Pa> e t  supér ieur à <Pp> e t  dont  p<PT> est  supérieur à  IO-^ es t  considérk 

comme coude p . 



B. Conformation des f ragments B r C N  

Nous disposons a u  laborato i re d'un programme informat ique 

automatisant la méthode de CHOU e t  FASMAN e t  à p a r t i r  duque l  nous avons 

pu é tab l i r  la conformation correspondant  a u x  por t ions  d e  la molécule don t  les 

séquences o n t  été déterminées. 

Le tableau 19 rappor te  les va leurs  calculées en faveur re la t ive  d 'une 

conformation hélicoidale, feui l le t  p l issé ou coude P . Chaque va leu r  se rap-  

p o r t e  à un acide aminé, cet  acide aminé é tan t  analysé en fonc t ion  de son 

environnement. 

L'analyse précise de ces données nous autor ise ( f i g u r e  21)  à proposer un 

schéma qui s i tue dans les séquences que  nous avons déterminé les zones d e  

probabi l i té .  

Il e s t  possible d e  re ten i r  a u  n iveau d e  la par t ie  N-terminale, l 'existence 

d e  zone hélicoidales t r è s  importantes. 

Si I lon ajoute à cela le caractère hyd roph i l e  d e  cet te zone d e  la molécule, 

l 'apport  d e  cet te approche conformationnel le est  d'un g r a n d  i n t é r ê t  pou r  le 

repérage d 'épi  topes potent iels.  

Les pept ides internes, vo ien t  également u n e  a l ternance e n t r e  zones 

hélicoidales e t  possib i l i té  diaccumulation d e  coude p . 

Quarit à la p a r t i e  C-terminale don t  o n  peu t  supposer à t rave rs  sa 

richesse en ponts  d isul fure,  une  conformation t rès  ramassée. Mais, seule une  

mei l leure connaissance s t ruc tura le  d e  la p a r t i e  toute C-terminale permett ra de 

se fa i re une  opin ion déf in i t ive.  

ETUDE COMPARATIVE DE BoTat-1 V I S  A VIS D'AUTRES AVS DE T .  

equiperdm 

Les propr ié tés  physico-chimiques des aut res  AVS de T. equiperdum 

o n t  été déf inies e n  su ivant  les mêmes protocoles que  ceux appl iqués p o u r  

BoTat-1. 





Pept ide N-termi na1 

Pept ide i n t e r n e  1 

Pept ide i n t e r n e  2 

Pept ide C- termi  na1 

-fJ- O h é l i c e  

-P t u r n  - p sheet 

CONFORMATION DES PORTIONS DE SEQUENCES CONNUES 

DE L ' A V S  BOTAT-1 PAR LA  METHODE DE CHOU ET FASMAN 

FIGURE 2 1  



1 - Masse moléculaire e t  point  isoélectrique 

La tai l le moléculaire des AVS var ie  entre 52000 et  59000 

( f i gu re  22) .  

Les AVS sont caractérisés pa r  une hétérogénéité de défini t ion de po in t  

isoélectrique. Elle se t r a d u i t  pa r  l'existence de plusieurs bandes don t  

l ' intensité de coloration p a r  le b leu Coomassie est variable ( f i gu re  23). Parmi 

ces AVS certains présentent une microhétérogénéité prononcée ( BoTat-2) a lors  

que BoTat-1 e t  BoTat-28 présentent une bande majeure représentative de  

I 'AVS . 

Tro is  hypothèses on t  été émises pour expl iquer cette microhétérogénéité. 

- une dégradation p lus  ou  moins importante des AVS au cours de l e u r  

puri f icat ion. En effet pour l ibérer  les AVS, les parasites sont mis au contact 

d'un tampon de pH acide (pH 5,5). La lyse inévitable d'une faible proport ion 

de trypanosomes libère d ive rs  enzymes parmi lesquels des enzymes 

protéolytiques. Cette hypothèse doi t  être vue avec prudence si l'on considère 

qu'aucune microhétérogénéité de  tail le moléculaire n'a été décelée en gel de  

polyacrylamide contenant du SDS. On ne pourra i t  donc retenir  que des s i tes 

de cl ivage aux  extrêmités toutes terminales de l 'axe peptidique qu i  p a r  

conséquent ne provoqueraient pas de variat ion signif icat ive de ta i l le  

moléculaire des AVS. 

. une microhétérogénéité des chaînes glycanniques liée à l eu r  

biosynthèse. Elle résulte de  la variat ion du nombre de  sites de glycosylation, 

du nombre de monosaccharides consti tut i fs, o u  de la nature des 

monosaccharides qui font par t ie  des structures glycanniques. Ce ne serait pas 

dans ce cas une variation réelle de  points isoélectriques mais une interact ion 

variable gel-AVS. 

. une microhétérogénéité au sein de l'axe peptidique, induite par  la 

présence d'acides aminés ayant  subi  des modifications post-synthétiques. C'est 

le cas par  exemple des résidus amino-acides dicarboxyl iques qui peuvent 

exister  sous forme amidifiée ou phosphorylée ou qu i  on t  tout  simplement p e r d u  

leur amidification au cours de la préparation e t  de  la conservation de la 

molécule. 



DETERMINATION DE L A  MASSE MOLECULAIRE DES AVS DE VARIANTS 

DE TRYPANOSOMA EPUIPERDUM 

El ec t rophorèse  en ge 1 de pol yacryl  ami de 

Gradient 5 - 30 %. Tampon Tris-glycocolle-SDS 

FIGURE 22 

7 BoTat-51 

8 BoTat-78 

9 BoTat- 100 



IsoéIectrofocaIisation des AVS d e  'Trypanosoma e a u i ~ e r d u m  

FIGURE 23 



ONODERA e t  Coll. (1981) (120) t ravai l lant  s u r  deux var iants de T .  - 
congolense ont  également observé une hétérogénéité de leur préparation en  

isoélectrofocalisation. Les auteurs avaient ut i l isé un aut re  protocole d'isolement 

qui comportait deux étapes : une série de congélations-décongélations en 

présence d ' inhib i teurs protéasiques suivie d'un traitement mécanique. I l s  on t  

suggéré les deux hypothèses suivantes : 

. II y aura i t  des modifications post-synthét iques mineures dues pa r  

exemple à des différences de degré d'amidification ou du contenu 

polysaccharidique. 

. Les AVS seraient le p rodu i t  d'une coexpression de plusieurs gènes. 

D'autre part ,  nos résultats montrent que les valeurs   moyenne^'^ de pH i  

obtenues var ient  considérablement d'un AVS à l 'autre. 

2- S t ruc ture  secondaire 

Les spectres dichroïques ont  été réalisés s u r  les AVS 

suivants : BoTat-2, -3, -4, -20, -28, -51 , - 78, - 100. I ls  sont représentés 

su r  la f igure (24). 

Les pourcentages respectifs de s t ruc tu re  hélicoïdale, feuil lets plissés e t  

de l'ensemble coude P -  s t ruc tu re  inorganisée sont i l lustrés sur  le Tableau 20. 

L'examen de  ces résultats montrent une dif férence net te  avec la 

s t ruc ture  secondaire de BoTat-1. Rappelons à cet ef fet  que I'AVS BoTat-1 se 

caractérise par  une for te proport ion de s t ruc tu re  hélicoïdale (près de  50 8) .  

Trois types de  structures secondaires dif férentes on t  été déf in is pour les 

autres AVS. 

. Le premier groupe correspond à BoTat-28, qu i  contrairement à BoTat-1 

possède 43 % de coude P - s t ruc tu re  inorganisée. Les 2 structures organisées 

représentent 28 à 29 % de la molécule. 

. Le deuxième groupe comprend la majorité des AVS étudiés qu i  se 

caractérisent par  une  répart i t ion égale des 3 structures. 

. Le troisième groupe représente les AVS les p lus  s t ruc turés avec 49 % 

de s t ruc ture  en feui l lets plissés e t  33 % d'hélices . 



SPECTRES D I C H R O I Q U E  DES A V S  BoTat-1, -78, -28 e t  -51  

1oo3 deg. cm* 

BoTa t - 1 

.___________ BoTa t -78 

............... BoTa t-28 
------ BoTat-51 

F I G U R E  24 



EVALUATION DE LA STRUCTURE SECONDAIRE 

DES AVS DE T .  equiperdum 

AVS de variants Hélice a Feuillets Structure 

plissés inorganisée e t  

p turn 

TABLEAU 20 



3- Composition amino-acide 

L'analyse des résu l ta ts  (Tableau 21) nous permet de noter  

un p r o f i l  comparable à celu i  de  BoTat-1 avec prédominance des mêmes résidus 

amino-acides : acide aspart ique e t l o u  asparagine, acide glutamique e t l o u  

glutamine, alanine e t  lysine. 

L'AVS Botat-1 possède la teneur  la p lus  élevée en rés idus  de leucine. 

Dans l'ensemble, cet te teneur baisse progressivement su i van t  l 'ordre 

d'appari t ion des variants, exceptés les AVS BoTat-20 e t  51. 

Ces résu l ta ts  sont en  accord avec ceux obtenus en dichroïsme circulaire. 

E n  ef fet ,  il est  établ i  que les rés idus de leucine sont les meil leurs 

stabi l isateurs d e  la s t r u c t u r e  hélicoidale. Ains i ,  I 'AVS BoTat-1 qui possède la 

p lus  fo r te  teneur  en rés idus de leucine es t  caractér isé p a r  le t a u x  d'hél ic i té 

le p lus  élevé (49 %), a lors que celu i  de BoTat-28 n 'at te ind que 28 %. 

4- Composition g luc id ique 

Les résul tats présentés dans le tableau 22 montrent  que 

les AVS BoTat-2, -28 e t  -78 o n t  la même composition que I 'AVS BoTat-1 . II 
fau t  soul igner l'absence d e  galactose dans les AVS BoTat-4 e t  BoTat-100. 

D'autre par t ,  des taux  élevés de galactose sont  t rouvés pour  I 'AVS BoTat-20. 

Le rappor t  molaire pa r  rappor t  à la N-acétylglucosamine t r o u v é  dans I 'AVS 

BoTat-1 est le même p o u r  BoTat-2, 28, e t  -78. Par contre, seulement 2 

rés idus de N-acétylglucosamine sont  t rouvés dans BoTat-4, ceci en rappor t  

avec la faible teneur en mannose. Ces données expr iment  sans aucun doute 

possible la var ia t ion  du nombre d e  si tes de glycosylat ion de t y p e  mannosidique 

à l 'autre. L'absence de galactose pour  cer ta ins  AVS montrera i t  le caractère 

parfois incomplet de  la s t r u c t u r e  phosphol ipidique C-terminale. 

5- Teneur  en phosphore e t  en  g lycérol  

Comme dans le cas d e  BoTat-1 , les aut res  AVS 

contiennent une  mole de phosphore p a r  mole de glycoprotéine. Pour ce qui est 

du glycérol  les faibles quant i tés  de matériel disponible ne  nous permettent pas 

dans tous les cas étudiés de le doser p o u r  af f i rmer sa présence équimolaire 

p a r  rappor t  a u  phosphore. II est  cependant présent  dans la p l u p a r t  des cas. 
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COMPOSITION GLUCIDIQUE DES AVS DE - T. equiperdum 

Monosaccharides BoTat-2 BoTat-4 BoTat-20 BoTat-28 BoTat-78 BoTat- 100 

Mannose 2 O0 80 178 195 200 122 

Ga1 actose 130 O 178 136 133 O 

Glucose .O 16 5 11 22 17 11 

N-acétyl  

glucosami ne 9 7 40 58 9 O 115 75 

Valeurs exprimées en nombre de p o l e s / g  de g lycopro té ines  

TABLEAU 2 2  



6- Etude des acides gras 

Les AVS suivants ont  été testés : BoTat -2, -4, -20, 

-28, -78, -100. Les résul tats du Tableau 23 ind iquent  que I'AVS BoTat-20 a 

le taux en  acide g r a s  le p lus  élevé comparable à celui de BoTat-1. A u  

contraire, la proport ion pour  BoTat-2 e t  -28 étai t  faible (113 e t  116 

respectivement), Aucun acide g ras  n'était  ident i f ié  dans les AVS BoTat-4, -78 

e t  -100. Les mêmes acides gras que pour BoTat-lont été caractérisés : l'acide 

palmitique ( C l 6  : O), I'acide stéarique ( C l 8  : O) e t  I'acide oléique ( C l 8  : 1 ). 

7- Conclusion 

A u  terme de cette étude des AVS de T .  equiperdum, nous 

pouvons noter  l'existence de caractéristiques communes. 

L'axe glycopeptidique présente le même p ro f i l  avec prédominance des 

mêmes résidus amino-acides e t  des mêmes sucres. 

L'extrémité C-terminale des AVS se caractérise pa r  l'existence d 'une 

s t ruc tu re  glycérophospholipidique, comportant les acides gras suivants : acide 

palmitique, stéarique e t  oléique. Toutefois dans certains AVS (Botat  -4, -78 

e t  -100), aucun acide g r a s  n'a été identi f ié e t  BoTat-4 e t  BoTat-100 on t  une 

composition glucidique d i f férente  puisqu' i ls apparaissent dépourvus de 

galactose. 

Parmi les AVS possédant du galactose, de  grandes différences de 

composition l ipidique sont observées. Celles c i  seraient dues à une di f férence 

de  sensibil ité v is  à v i s  d'une coupure enzymatique qui se produi ra i t  l o rs  de 

l'étape de l ibérat ion des AVS depuis le manteau plasmique du parasite t ra i té  

p a r  le tampon pH 5,5 .  Considérant cette éventualité, la var iat ion de 

composition glucidique s'expl iquerait  par  le fa i t  de  cl ivage ou non de  la 

s t ruc tu re  g l  ycoglycérophospholipidique de I'AVS . 

Les conditions de, l ibérat ion du manteau activeraient donc 

vraisemblablement un enzyme qui dégraderait  l 'extrémité C-terminale. 

Signalons que  cette hypothése d 'une réaction enzymatique a été également 

formulée pa r  VOORHEIS e t  Coll. (1982) (167) pour  T .  b. brucei.  



REPARTITION RELATIVE DES ACIDES GRAS (moles %) DANS LES AVS DE 

T. equiperdum 

Acide gras BoTa t- 1 BoTat-2 BoTat-20 BoTa t -28  

C 1 6 : O  38.4 3 3 . 4  3 2 . 8  40.2 

TABLEAU 23 

LILLE @ 



L'on ne peut  d i r e  s i  la s t ruc ture  C-terminale de BoTat-1 est  le matériel 

"natif" normalement l ibéré après enzyme membranaire activé ou s' i l  correspond 

à une  proport ion dlAVS l ibéré sans action de l'enzyme. 

Dans cet te seconde hypothèse la s t ruc tu re  C-terminale serai t  la zone 

d'attache membranaire, dans le premier cas nous n'aurions ident i f ié que le 

résiduel aprés coupure e t  alors la part ie enfouie dans la membrane y serait 

restée en place. 

Ce point précis est d'une importance capitale si I ton veut comprendre le 

mode de libération exacte des AVS de Trypanosoma equiperdum. 



La déf in i t ion physico-chimique des AVS de T. equiperdum établie 

ci-dessus présente des points de  similitude avec celle que  nous t rouvons pour  

T. b. bruce i  dans la l i t térature.  

1 - Point isoélectrique 

Une propr iété commune des AVS de T. b. b ruce i  avec des 

AVS de T. equiperdum est  l'existence d 'une microhétérogénéité de  valeur de  

po in ts  isoélectriques pour  chacun. En  effet,  Cross en 1975 (39) avai t  pu r i f i é  

des 'AVS pa r  isoélectrofocalisation. II isolait toujours un p ic  majeur e t  des pics 

de  moindre importance quanti tat ive, présentant la même tail le moléculaire que 

le p ic  majeur, mais ayant des charges dif férentes. II peu t  d 'a i l leurs être noté 

que  la dispersion des valeurs enregistrées pour  T. b. brucei  semble plus 

limitée que nous l'avons constaté pour  T. equiperdum. Dans le cas de  T. b. 

brucei,  les valeurs s'échelonnent ent re  pH 6 e t  pH  8 mais avec une  dominance 

à pH  7 - 7,s. Pour T. equiperdum, nous avons vu p lus  haut que ces valeurs 

s'échelonnent en t re  pH 5 e t  pH 8,5. 

2- Composition amino-acide 

Le tableau 24 présente les compositions amino-acide 

calculées à p a r t i r  des identi f icat ions établies par  séquence DNA s u r  les AVS 

suivants : 

- VSG 117 (BOOTHROYD e t  coll. (1982) (20 ) ,  également analysé en 

paralléle en séquence amino-acide (ALLEN e t  coll. (1982) (2 ) ) .  

- AnTat  1.1, 1.1B, 1.10 (PAYS et  coll. (1983~)  (129)). 

Les résul tats se définissent dans une  composition globale voisine, au 

po in t  que l 'on se t rouve dans Itimpossibil i té en fonction de l'examen d'une 

composition, de savoir s i  l 'on a af fa i re à un var iant  de  T. equiperdum ou de 

T. b. brucei.  Ceci est particulièrement évident dans la comparaison d fAnTat  

3- Composition glucidique 

Une étude de la composition en sucres a été faite par  

JOHNSON e t  CROSS (1977) (92). Les résul tats i l lustrés dans le tableau 25 



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES GLYCOPROTEINES PURIFIEES DE VARIANTS DE Trypanosoma brucei  DETERMINEE A PARTIR 

DES SEQUENCES PEPTIDIQUES C O M P L ~ ~ E S  0 D'après PAYS e t  col1 (1983) 

@ D8aprèsBOOTHROVD e t  co l1  ; ALLEN e t  co l1  (1982) 

O AnTat 1.1 @ AnTat 1.18 a AnTa t 1.10 @ VSG 117 

As x 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G l  Y 
A l  a 

Val 

CY s 
Met 

I l e  

Leu 

TY r 
Phe 

LY s 
Hi s 

T r p  

Ar9 

Valeurs exprimées en résidus par mole de glycoprotéine 

TABLEAU 24 



TABLEAU 25 

COMPOSITION GLUCIDIQUE AVEC DES AVS DE VARIANTS DE 

Trypanosoma brucei  
(D1apr6s JOHNSON et  CROSS, 1977) 

Mannose 

Galactose 

Glucose 

N-acétyl 

glucosamine 

* Rksultats exprimds en rCsidus par mole de glycoprotéine pour une masse 

moléculaire de 65 000 daltons 



montre une composition en sucres qui var ie  de  7 à 17 %. Les mêmes 

monosaccharides sont caractérisés : mannose, galactose, e t  N-acétyl- 

glucosamine. La var iat ion de  pourcentage des sucres à elle seule, laisse 

pré juger  d'un nombre variable de  sites de  glycosylation. 

4- Caractérisation à I16thanolamine 

HOLDER (1983a) (82) a isolé les deux glycopeptides 

C-terminaux de  deux AVS appartenant à des familles di f férentes (VSG 55 e t  

VSG 221 ) , caractérisés au niveau de l'acide aminé C-terminal respectivement 

par  une  sérine ou un acide aspartique. D u  po in t  de vue  analytique, les 

glycopeptides on t  été hydrolysés pa r  I'HCI 6M à 110° C pendant 20 h, pu is  

soumis à la réaction de dansylation. Ce processus leur a permis de mettre en 

évidence la présence dléthanolamine a u  niveau du glycopeptide le p lus  

C-terminal, ceci dans chaque cas (Tableau 26). 

Dans le cas de BoTat-1 , nos résul tats nous on t  permis également de  

démontrer la présence d'éthanolamine en situation C-terminale e t  même de 

compléter celà, puisque pour  ce qui nous concerne, BoTat-1 posséde une 

subst i tut ion pa r  le phosphore e t  un glycoglycérol ipide. Ce constat nous laisse 

envisager une communauté structurale possible entre les deux modèles 

cellulaires. 

5- Conformation des AVS de T. b. brucei  Dar la méthode de 

Chou e t  Fasman à p a r t i r  des séquences complètes publiées 

Des t ravaux très récents réalisés pa r  LALOR e t  coll. 

(1984) (99) pu is  COHEN e t  coll. (1984) (37), rappor tent  les résul tats d'étude 

prévisionnelle de s t ruc tu re  pour  toute une série d'antigènes spécifiques de 

variant. Ces données montrent une relat ive homogénéité de défini t ion 

moléculaire. Le nombre limité d'exemples ne  permet toutefois pas encore 

d 'about i r  à une représentat ion précise e t  celà d 'autant  p lus  que, aucun 

contrôle expérimental pa r  dichroïsme ne v ien t  conforter  ces hypothèses. 

Le seul po in t  s u r  lequel nous voudrions insister  est la découverte comme 

nous avons pu le constater dans BoTat-1 mais cette fois au niveau de I lTa t  

1.3 e t  AnTat 1 .l, de régions hélicoïdales importantes dans la zone N -terminale 

de la molécule. 



CARACTERISATION DE L'ETHANOLAMINE 

DANS DEUX AVS DE T.  b .  brucei 

Dansyl-dérivé 

dosé * 
Variant 

VSG 55 

Variant 

VSC 121  

A ~ P  

Ser 

Ethanolamine 

Glucosamine 

* Résultats en résidus par mole de glycoprotéine 

TABLEAU 26 



6- Conclusion 

Les di f férentes propr ie tés  que nous venons rapidement de  

présenter, laissent en t revo i r  une  communauté s t ruc tu ra le  qui autor ise une  

extrapolat ion des résu l ta ts  e n t r e  les deux espèces qui appart iennent au  même 

sous-genre. 

ETUDE COMPARATIVE VIS A VIS DES AVS DE T. ~0ngolense 

Cet te  étude es t  d'un g r a n d  in térê t  pu isque T .  equiperdum e t  T. b. 

bruce i  d'une par t ,  e t  T. congolense d 'aut re  part,  représentent des espèces 

appartenant à deux  sous-genres dif férents. 

1 - Point isoélectriaue 

Les AVS de  T.  congolense sont caractérisés pa r  une 

héterogénéité au n iveau du po in t  isoélectrique comparable à celle des AVS de  

T. equiperdum (ONODERA e t  coll. (1981) (120). Si  l 'on peut  supecter une 

responsabil i té de  l 'axe peptidique, pour  RAUTENBERG e t  coll. (1981) (132), 

celle-ci serait en  par t ie  due  à la présence d'acide sialique dans la copule 

glucid ique des antigènes. 

2- Composition amino-acide 

Les compositions amino-acide présentées dan-s le tableau 

27, proviennent de  deux équipes di f férentes (ONODERA e t  coll. (1981) (120) 

; SAVACE e t  coll. (1 984) (143)). 

L'examen des résul tats montre que, les AVS de  T .  congolense présentent 

globalement le même prof i l  que  les AVS de  T. equiperdum ou T.  b. brucei.  

Toutefois, I ton peu t  noter  u n e  teneur en résidus de  skrine relativement p lus 

élevke chez T. congolense. E n  outre, SAVAGE e t  coll. (1984) (143) ont  p u  

aussi détecter la présence d e  traces d'éthanolamine dans les AVS de cette 

espèce. 

3- Etude de  la copule glucid ique 

SAVAGE e t  coll, (1984) (143) on t  réalisé t rès  récemnient, 

une étude s t ruc tura le  détaillr5e des oligosaccharides trouvés dansunantigene 



TABLEAU 27 COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES GLY COPROTEINES PURIFIEES DES AVS DE T . congolense 
a d  ' après ONODERA e t  col 1. (1981) 
@diaprès SAVAGE e t  col 1. (1984) 

@ Clone Tc 428 
!a Acides ami nés (j) VSG 1 a VSG 2 

Isotype 1 Isotype II Isotype III Isotype I V  

Acide cystéique 

Asx 
Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

Gly 

Al a 
Val 

.let 

I l  e 

Leu 

Tyr 
?he 

Hi s 

Lys 

Arg 

T rP 

* Valeurs exprimées en résidus pour 100 résidus d'acides aminés dosés. 



variable de T. congolense. Ces auteurs on t  ut i l isé comme matériel de base 4 

isotypes issus d'un clone de  T .  congolense. 

a)  Analyse quanti tat ive 

Les sucres sont présents en proport ion de 15 %. La 

composition glucid ique est  i l lustrée dans le tableau 27. Parmi les 

monosaccharides identiques à ceux déjà caractérisés pour  T. equiperdum e t  - T. 

b. brucei,  les auteurs on t  pu caractériser : le mannose, la N-acétyl- 

glucosamine e t  le galactose. Les rapports molaires rapportés au galactose sont 

respectivement pour  le mannose de 3,9 e t  pour  la N-acétylglucosamine de 3,6 

dans le cas des isotypes 1, II e t  III ; les valeurs dans le cas des isotypes I V  

sont de  2,4 pour  la N-acétylglucosamine e t  le mannose, par  rappor t  au 

galactose. 

La différence essentielle avec les deux espèces précédentes est, 

l 'existence d'acide sialique (RAUTENBERG e t  coll. (1981) (132) ; SAVAGE e t  

coll. (1984) (143), dont  la présence a été démontrée mais qu i  n'a pas encore 

pu êt re  estimé quanti tat ivement avec précision. 

b) Analyse qual i tat ive 

Les glycannes des AVS on t  été marqués in v i t r o  par  

la D-glucosamine t r i t iée pu is  soumis à une digestion pronasique. Les 

glycopeptides obtenus on t  a lors été traités pa r  Ilendo-N-acétyl-glucosaminidase 

H. L1hydrolysat a été fractionné sur  une colonne de Biogel P4, é t  le protocole 

a permis de séparer les deux groupes dloligosaccharides, respectivement 

sensibles ou non à cet  enzyme. 

Les oligosaccharides sensibles ont  été à nouveau pur i f iés  par  

chromatographie en phase l iquide à haute performance (HPLC). 6 fract ions 

d'oligosaccharides on t  été individualisées, parmi ce1 les-ci , 5 se sont révélées 

d'une s t ruc ture  de  type oligomannosidique classique GlcNAc) , 

constatation basée su r  l'action positive de  1' a-mannosidase. La fract ion 

restante possède une s t ruc tu re  oligomannosidique mixte, car elle contient un 

galactose en position terminale. 

Les oligosaccharides résistants à I'endo-N-acétyl-glucosaminidase H ont  

été l ibérés par hydrazinolyse, puis soumis à un fractionnement su r  une 



colonne de sépharose-sérotonine. Deux sous-groupes d'oligosaccharides on t  été 

obtenus, pu is  pur i f i és  su r  u n e  colonne de Biogel P4. 

Le premier sous-groupe est consti tué d'oligosaccharides non sialidés de 

type N-acétyl - lactosaminique complexe, biantennés ' . 

Le second sous-groupe est  représenté par  des oligosaccharides sialidés. 

Leur analyse structurale n'a pu ê t re  menée à terme, à cause de leur 

résistance part ie l le à la neuraminidase. En effet, 30 8 seulement des glycannes 

sialidés sont apparus sensibles à cet enzyme. 

Ces di f férentes données laissent entendre que pour T. congolense, il 

existerait  aussi plusieurs sites de glycosylat ion possibles : 

. les premiers de type  oligomannosidique comme nous avons p u  le 

décr i re dans T. equiperdum. 

. les autres, d'un type d i f férent  pour lesquels une situation 

C-terminale n'est pas à éliminer puisque des traces d'éthanolamine ont  été 

détectées ; qui laissent donc entendre pour  cette espèce encore, l'hypothèse 

d'une terminaison glycol ipidique C-terminale. 

4- Conclusion 

A u  total, les AVS de  T. congolense, bien que proches de 

la défini t ion classique applicable aux AVS de T. equiperdum e t  T. b. brucei  

s'en dist inguent essentiel lement au niveau des substi tut ions g l ycanniques et  

peut  être de la richesse de l'axe peptidique en sérine. Globalement, il nous 

semble que de grands points de similitude permettent de rapprocher ce modèle 

de  celui que nous avons étudié. 



CONCLUSION GENERALE 

Depuis une dizaine d'années, les données expérimentales concernant le 

phénomène de  variat ion antigénique des trypanosomes se sont accumulées à un 

poin t  te l  que l'on est maintenant capable : 

- de proposer au  moins t ro i s  mécanismes génétiques, permettant au  

parasite de fa i re  "var ier1 la qual i té physico-chimique de  I'antigène variable 

const i tuant  le manteau cellulaire. 

- de donner une déf in i t ion structurale de l'axe peptidique de  di f férents 

antigènes, appartenant à des espéces dif férentes de trypanosomes. 

- d'entrevoir l 'organisation moléculaire des antigènes variables. 

L'ensemble de ces acquis a fa i t  progresser de manière considérable le  

concept de variat ion antigénique, qui en  a souligné l 'extrême importance pour  

la v ie  du parasite, e t  ses relations avec son hôte intermédiaire e t l ou  son hôte 

déf in i t i f .  

II existe pourtant  encore un certain nombre de points obscurs, qui se 

doivent  d 'être résolus pour  parven i r  au stade des retombées pratiques. Parmi 

ces approches expérimentales qu'il est fondamental d'aborder, nous 

ret iendrons : 

1- La descript ion du mode d'attachement des AVS au 'niveau de la 

membrane plasmique, 

2- Le processus de biosynthèse qu i  par tant  du précurseur protéique 

intracellulaire, mène à l'expression en surface de I'antigène variable. 

3- Le mécanisme membranaire qui provoque la l ibérat ion de I'antigène. 

Le champ d'application serait  de pouvoir  provoquer une libération du 

manteau, ou dl'empêcher sa synthèse ce qui représenterait un argument 

thérapeutique considérable. 



Le caractère plur id isc ip l inaire des études a été t rès  positif. La 

connaissance de la s t ruc tu re  primaire de  l'axe peptidique est en soi d 'un 

intérêt  relat i f .  L'étude précise de la conformité moléculaire, de son 

agencement, de sa constance ou de sa variabi l i té d'un AVS à l 'autre est une 

question qui, s i  elle était  résolue, serait d'un grand  in térê t  e t  t rouverai t  

application. C'est en e f fe t  de cette manière que l'on situera progressivement 

les zones llfonctionnellest' importantes, qui nous permettront  par  exemple : 

- une reconnaissance des sites antigéniques ut i l isables à des f ins 

diagnostiques ou thérapeutiques. 

- une mise en évidence des zones d'interactions antigène-antigène venant 

expl iquer l 'organisation en manteau de ces glycoprotéines à la surface du 

parasite : une simple désorganisation pouvant représenter un élément de 

perturbat ions des mécanismes de  défense du parasite, e t  aussi de sa 

microphysiologie d'échange avec l 'hôte déf in i t i f .  

Nous voudrions conclure en rappelant les t ravaux t rés  anciens de 

LAVERAN (1 902) (1 02) , qui montraient déjà l 'e f fet  cytotoxique du sérum 

humain normal su r  Trypanosoma b. brucei  . C'est à pa r t i r  du rapprochement 

entre des constats biologiques de cet ordre,  e t  une connaissance de plus en 

plus précise des aspects moléculaires, que Iton est en d ro i t  d'attendre des 

résultats déterminants dans le domaine appliqué. II semble d'ail leurs que, 

cette nouvelle vision des choses puisse s'appliquer à bon nombre de 

parasitoses. Cette mise en commun de moyens plu r id isc i  pl inaires, a renouvelé 

complètement la recherche dans ses possibil i tés à terme. 

Les aspects humains e t  sociaux sont évidents. Deux continents attendent 

beaucoup d'organisme tels que la Communauté Economique Européenne e t  

sur tout  l 'Organisation Mondiale de la Santé dont la charge est de sensibiliser 

le monde scientif ique. 

Notre seule f ie r té  serait pa r  ce mémoire d'avoir part ic ipé en toute 

modestie à cet  ef for t .  
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I- Méthodes d'étude physico-chimique 

Electrophorèse en ge l  de polyacrylamide en présence de SDS 

1- Principe 

Le dodécyl sulfate de  sodium (SDS) posséde la propr iété de se f i xe r  

dans certaines conditions su r  l'enchaînement peptidique d'une protéine lui 

conférant ainsi des charges négatives en nombre tel le que la migration élec- 

trophorétique ne dépend p lus  que de la longueur de l'axe peptidique de  la 

protéine. 

L'uti l isation d'un grad ient  dlacrylamide permet d'obtenir une résolution 

optimale, e t  permet également de  pouvoir établ i r  une  relation linéaire ent re  la 

mobil ité électrophorétique e t  le logarithme de  la masse moléculaire. 

2- Technique 

La méthode uti l isée est  celle décri te pa r  LAEMMLI (1970) (98). 

Un gel de gradient  d'acrylamide (5 à 30 8) de 1,5 mm d'épaisseur est 

coulé entre deux plaques de  verre.  Un gel supérieur à 5 % d'acrylamide, dans 

lequel sont réalisés au moyen d'un peigne en plast ique des compartiments pour  

le  dépôt des échantillons, est  ensuite coulé. 

Les migrations ont  été réalisées dans une cuve à électrophorèse vert icale 

( LKB  2001) sous une intensi té constante régulée de 30 milliampères (alimen- 

tat ion stabilisée LKB 2197). Le temps d'électrophorèse est apprécié à l'aide 

d'un témoin coloré (bleu de  bromophénol) . 

Après migration, le ge l  est démoulé, coloré pa r  immersion pendant 16 

heures dans la solution de  bleu Coomassie, pu is  décoloré dans plusieurs bains 

successifs de solution décolorante. 

3- Conditions opératoires 

Solutions 

* solution mère d'acrylamide : A 



- acrylarnide 48 g 

- N-N1méthylénebisacrylamide 1,28 g 

- eau dist i l lée q.s.p. 100 ml 

* Solution tampon du gel  à gradient  : B 

- 3 M t r i s  HCI pH 8,8 

* Solution tampon du gel  supérieur : C 

- 1 M t r i s  HCI pH 6,8 

Composition du gel à gradient  

Solution à 5 8 Solution à 30 8 

A 
B 

SDS 2 8 
eau distillée 

saccharose 

r iboflavine 4 mg11 00 ml 

TEMED(+) 

persulfate d'ammonium 10 % 

Composition du gel supérieur 

A 

C 

SDS 2 % 

eau distillée 

r ibof lavine 4 mg1100 ml 

TEMED 

persulfate dlammonium 10 % 

* Tampon de  dissolution des échantillons 

- tris-HCI 0,625 M pH 6,8 

- SDS 2 % 

- glycérol 10 8 

Solution à 5 8 
1 ,O0 ml 

1,25 ml 

0,50 ml 

7,10 ml 

0,20 ml 

40 pl 

60 pl 

Les analyses ont  été réalisées selon les cas en présence ou en absence 

d'agent réducteur (P-mercaptoéthanol à la concentration finale de 5 %) . 



(+) TEMED : N , N ,NI ,N1T4traméthylène diamine 

Après dissolution dans le tampon, l'échantillon est po r té  à 100° C 

pendant 3 minutes af in de permettre la f ixat ion du SDS su r  la chaîne 

peptidique e t  aussi, le cas échéant, la r u p t u r e  des ponts disul fure.  

* Tampon d'électrophorèse 

- t r i s  0,025 M 

- glycocolle 0,192 M 

- SDS 0,l % 

* Colorant 

- b leu Coomassie R 250 1,25 g 

- éthanol 122 ml 

- acide acétique 25 ml 

- eau dist i l lée 122 ml 

* Décolorant 

- méthanol 350 ml 

- acide acétique 70 ml 

- eau dist i l lée 500 ml 

4- Détermination de  la masse moléculaire apparente 

Dans ce cas, un mélange de témoins de masse moléculaire connue ( k i t  de 

calibration de bas poids moléculaire, Pharmacia) est déposé sur  le gel dans les 

mêmes conditions que les échantillons à étudier. La courbe d'étalonnage du gel 

est obtenue en por tant  log Mm = f (Rf ) .  

migration de la protéine 
Rf  : 

migration du bleu de bromophénol 

Le repor t  du R f  de l'échantillon analysé su r  la courbe d'étalonnage donne 

immédiatement une  vaieur de masse moléculaire apparente. 

B- Isoélectrofocalisation analytique sur  gel  de polyacrylamide 

1- Principe 



Cette technique consiste en une migration électrophorétique en gradient  

de  pH stable e t  stationnaire croissant de l'anode vers  la cathode. Dans ces 

conditions, les protéines von t  se focaliser à une valeur de pH correspondant à 

leur  point  isolélectrique ou  pHi. En effet, lorsqutune protéine se t rouve à un 

p H  supérieur ou in fér ieur  à son pHi, elle est  ionisée respectivement 

négativement ou positivement e t  migre donc dans le premier cas vers  l'anode, 

dans le second cas vers  la cathode. A u  cours de  sa migration, sa charge 

diminuera progressivement en fonction de la var iat ion du pH e t  deviendra 

nu l le  au pH équivalent à son point  isoélectrique. 

2- Technique 

Cette détermination a été effectuée par  isoélectrofocalisation en f ine 

couche dtacrylamide (1,5 mm) dans un gradient  de pH allant de 4,5 à 9 au 

moyen d'une cuve LKB mult iphor (21 17). 

* Composition d u  gel 

- solution dtacrylamide à 29,1 % ( p l v )  5,00 ml 

- solution de N-N'méthylène-bisacrylamide à 0,9 % ( p l v )  5,00 ml 

- glycérol 3,75 ml 

- riboflavine (4  mg1100 ml) 1,50 ml 

- ampholines (LKB 1809) 9-1 1 0,YO ml 

5 -7 0,10 ml 

4-6 0,10 ml 

3,5-10 1,40 ml 

- eau disti l lée q.s.p. 30,OO ml 

Le mélange est dégazé pendant 10 minutes. Le catalyseur de  

polymérisation (0,27 ml de persul fate d'ammonium à 4 %) est ensuite ajouté, e t  

la solution est coulée en t re  deux plaques de verre.  La polymérisation 

s'effectue en une heure environ.  

Les échantillons sont dissous dans de l'eau dist i l lée à une concentration 

de 1 mglml. Une quanti té de  30 HI est déposée s u r  un morceau de papier 

f i l t re  (Whatman 3 MM, Paratex), qui est ensuite appl iqué au contact d u  gel. 

Les mèches des électrodes cathodique e t  anodique sont imbibées 

respectivement par  une solut ion 1 M NaOH e t  1 M H3P04. 



Ltélectrofocalisation es t  effectuée sous une puissance constante de 6 

watts pendant 5 heures (alimentation LKB 2197), e t  avec réfr igérat ion 

continue à 1 5 O  C. Les papiers f i l t res  sont re t i rés  au bout  d'une heure de 

migration. 

A la fin de  l'analyse, le  gradient  de pH est  t racé par  mesure du pH tous 

les centimètres a u  moyen d'une électrode de  surface. Le gel est à nouveau 

soumis à une migration de  30 mn approximativement pour  assurer une 

focalisation f ine des bandes qui on t  pu d i f fuser  pendant la mesure des valeurs 

de pH. 

Le gel est  ensuite immergé p'endant 15 heures dans la solution de 

fixation, lavé plusieurs fois par  la solution de  décoloration pendant 12 heures, 

immergé dans la solution colorante de bleu Coomassie pendant 15 heures, puis 

décoloré e t  finalement f ixé  e t  séché su r  film Gel Bond FMc corporation. 

Réactifs 

* solution de  f ixat ion 

- acide sulfosalicylique 17,3 !J 

- acide tr ichloracétique 57,7 SI 

- eau dist i l lée q.s.p. 500 ml 

* solution de  coloration 

- bleu Coomassie R 250 0,460 g 

- solution de  décoloration 400 ml 

* solution de  décoloration 

- éthanol 250 ml 

- acide acétique 80 ml 

- eau désionisée q.s.p. 1000 ml 

C- Electrophorése en gel de  polyacrylamide adaptée à la séparation de  

peptides 

1- Principe 

En  dessous d'une certaine tail le moléculaire, les peptides ne sont plus 

colorables par le b leu Coomassie. Nous avons donc ut i l isé la visualisation par  



fluorescence après marquage des échantillons. Nous avons ut i l isé le couplage 

avec la fluorescamine (ROSEMBLATT e t  coll.) (1975) (139) en raison de sa 

simplicité e t  de  sa rapidi té de mise en oeuvre ; par  ail leurs, la réaction 

modifie la charge intr insèque des molécules e t  il devient possible d'établ ir  des 

conditions électrophorétiques telles que la migrat ion de tous les échantillons 

s'effectue v e r s  l'anode. Ce fa i t  permet d'omettre le SDS e t  d'obtenir un gel 

p lus net. 

2- Conditions opératoires 

- Couplage avec la fluorescamine 

L'échantil lon est dissous dans 35 VI d'une solution de bicarbonate de 

sodium 0,05 M de  pH  8,2 ; 10 pl d 'une solution fraîchement préparée de 

fluorescamine à 5 mg/ml dans l'acétone lui sont ajoutés tandis que le tube est 

maintenu sous agitat ion vigoureuse au Vortex. Le réact i f  réagi t  instantanément 

avec les fonctions amine primaire, e t  l'excès s'hydrolyse en  produi ts  non 

fluorescents. L'acétone est  ensuite évaporé pa r  un courant d'azote e t  une 

goutte de glycérol  est ajoutée pour  augmenter la densité de la solution à 

déposer. 

- Solutions 

* solution mére d'acrylamide : A 

- acrylamide 48 g 

- N-N'méthylène bisacrylamide 1,28 g 

- eau dist i l lée q.s.p. 100 ml 

* solution tampon d u  gel : D 

- 1,5 M t r i s  HCI PH 9,4 

- Composition du gel 

A 

D 

eau dist i l lée 

saccharose 

r iboflavine 

TEMED 

persulfate d'ammonium 10 8 

Solution à 15 % 

1,40 ml 

3,60 ml 

9,00 ml 
- 

0,10 ml 

15 VI 

25 VI 

Solution à 30 % 

8,40 ml 

3,60 ml 

2,00 ml 

2,8 g 

0,10 ml 

10 V I  

10 V I  



Après polymérisation du gel  à gradient, un gel  supérieur à 5 % est 

ensuite coulé pou r  y enfoncer le peigne a f i n  de réaliser les compartiments 

pour  le dépôt des échantillons. 

* Migrat ion 

l'électrophorèse est réalisée sous un voltage constant de  150 vol ts 

pendant 5 heures environ. La migration est  en réalité appréciée par  lecture 

du gel sous une longueur d'onde d'excitat ion de 365 nm. 

Après migrat ion satisfaisante, le gel peut  être photographié ou bien fa i re 

l'objet d'un enregistrement de l ' intensité re lat ive de fluorescence des bandes. 

D- E lec t ro~horèse  d 'a f f in i té  avec la concanavaline A 

La mise a u  point de  cette technique avait  pour  but de pouvoir 

caractériser, parmi des bandes de migrat ion électrophorétique, celles qui 

portaient des s t ruc tures glycanniques possédant une af f in i té  pour la 

concanavaline A. 

La lectine l i b re  est incorporée dans un gel t rès  faiblement rét iculé pour 

permettre la formation du complexe d'aff ini té. Ce premier gel es t  superposé, 

comme l ' indique le schéma (Figure 1 )  a un gel intermédiaire d'acrylamide dont 

la concentration est  calculée pour y empêcher la pénétration du complexe. Un 

gel  en gradient d'acrylamide destiné à la séparation f ine des bandes succède à 

ce gel intermédiaire (Figure 1 ) .  

La comparaison de deux dépôts identiques, t raversant un ge l  enrichi ou 

non en lectine, permet de  reconnaître parmi l'ensemble des composants ceux 

qui possèdent un site d' intéract ion pour  la lectine : en ef fet ,  la bande 

électrophorétique correspondante disparaît de I'électrophorégramme par  

rappor t  à la migration témoin e t  le complexe d'aff ini té reste piégé à 

l ' interface. La migration électrophorétique des composants exempts d'une 

interaction avec la lectine n'est aucunement perturbée par  rappor t  à la 

migration témoin. 

La présence de détergents ioniques gêne dans la p lupar t  des cas la 

formation des complexes d 'af f in i té avec les lectines. Nous avons donc procédé 

en l'absence de SDS, e t  en  conséquence, ut i l isé le couplage à la fluorescamine 



- AGAROS E 
+ CON A 
--a- 



pour  obtenir dans des condit ions données, la migration de tous les fragments 

étudiés vers l'anode. 

La concanavaline A es t  constituée de sous unités de  masse moléculaire 25 

500. A u  dessus de pH 7, el le se t rouve sous une forme tétramérique, donc de  

masse moléculaire 102 000. Elle possède sous cette forme quatre sites de  

liaison. Avec cette lectine, l'emploi d 'un gel intermédiaire à 10 % suivi  d'un 

grad ient  dlacrylamide 10 8 - 30 % s'est montré satisfaisant. 

- Solution 

* solution mère dlacrylamide : A 

- acrylamide 48 g 

- N N'méthylène bisacrylamide 1,28 g 
- Eau distillée q.s.p. 100 ml 

* solution tampon du gel  à gradient  : E 

- 1,75 M tris-HCI pH 9.4 

* solution tampon du gel  intermédiaire e t  du gel supérieur : F 

- 3 M t r i s  - HCI pH  8,8 

- Composition d u  ge l  

A 

E 

eau disti l lée 

saccharose 

r iboflavine ( 4  mg1100 ml)  

TEMED 

persulfate d'ammonium 10 8 

Solution à 10 % 

2,80 ml 

3,60 ml 

7,60 ml 
- 

0,10 ml 

20 p l  

30 p l  

Solution à 30 8 
8,40 ml 

3,60 ml 

1,85 ml 

2*8 g 

0,10 ml 

10 pl 

15 p l  

Après polyrriérisation du gel à gradient, le gel intermédiaire suivant est 

coulé : 

E 1 ,O0 ml 

CaC12 0.1 M 0,10 ml 

MnCI2 0.1 M 0,10 ml 

eau 

TEMED 

persulfate d'ammonium 10 8 



Le gel supérieur faiblement rét iculé est préparé à pa r t i r  d'agarose : 

eau disti l lée 21,90 ml 

agarose A45 0,60 g 

Une moitié du gel  est coulée telle qu'elle. A l 'autre moitié du gel 

maintenue à la température de 50° C, sont ajoutés 100 pl d'une solution de 

lectine à 25 mglm1 (Boehringer), e t  le tou t  est ensuite coulé. 

Les compartiments pour  les dépôts sont réalisés au moyen d'une trompe à 

vide. 

Les échantillons sont marqués à la fluorescamine comme précédemment. 

L'électrophorèse est réalisée en tampon 0,05 M tris-glycocolle pH 9,4 pendant 

une nuit sous un voltage constant de 150 vol ts e t  avec réfr igérat ion continue 

à 150 C. 

E. Etude en dichroisme ci rcula i re 

Les études on t  été réalisées sur  un dichrographe Jobin-Yvon RJ Mark 

III, permettant des mesures de 180 à 800 nm. La sensibil ité de l 'appareil peut  

var ier  de 2 .10-~  à 1 0 - ~ .  Le signal dichroique amplifié est enregistré su r  

papier cal ibré en cm (abscisse e t  ordonnée). L'épaisseur des cellules de 

mesure var ie de 0.01 cm à 2 cm. L'el l ipt ici té molaire (0) a été calculée pour 

la région d u  spectre correspondant au chromophore amide (entre 180 e t  240 

nm), en prenant la moyenne à pa r t i r  de 3 à 5 spectres réalisés à 2 

sensibil i tés différentes. La vitesse de déroulement des nanomètres était  de 0,l 

mmisec. La vitesse de déroulement du papier é ta i t  de 2 mmlmn. La constante 

de temps était égale à 10. 

L'appareil a été étalonné au moyen d'une solution d'isoandrostérone dans 

le dioxane (25 mg120 ml). On mesure à 304 nm, en cuve de 1 cm, à la 
-5 sensibil ité de 10. 10 a f in  d'obtenir su r  l 'enregistreur une expansion 

correspondant à 142,s mm. 



La formule permettant d'obtenir les ell ipticités molaires à pa r t i r  d u  

spectre expérimental est  : 

M = masse moyenne des résidus d'acides aminés ( i c i  11 1 ) 

c = concentration en g l l  

d = longueur de  la cuve en cm 

A = nombre de mm mesurés 

s = sensibil ité ( 1 0 - ~  à  IO-^) 

0 est donc exprimé en deg. décimole-' cm2. 

1- Réalisation des spectres dichroiques 

Tous les spectres expérimentaux on t  été faits dans des conditions telles 

que la densité optique soit toujours infér ieure à 1.5. I l s  on t  été ensuite 

convert is en courbes gaussiennes à l'aide d'un convertisseur de courbes "DU 

PONT CURVE". On obtient ainsi des maxima négati fs à 207, 214 e t  222 nm. Le 

contenu en hél icea est apprécié à pa r t i r  de la transit ion n -n au niveau 

de  la bande centrée à 222 nm e t  en prenant la valeur de -30 620 comme étalon 

pour  l'hélice. La quanti té de s t ruc tu re  P est appréciée de façon similaire au 

niveau de la bande à 214 nm e t  en prenant la valeur de -7 040 comme étalon 

pour  la forme p . Les valeurs des étalons sont déterminées pour le 

dichrographe ut i l i sé  dans la région du spectre 180-250 nm à pa r t i r  de 6 

proteines d 'après la méthode de CHEN e t  coll. (1974) (31). 

F- Com~osi t ion amino acide 

a) hydrolyse 

L'échantillon en quant i té de 100 à 500 pg est hydrolysé par  l'acide 

chlorhydr ique 5,6 N à 110° C en tube scellé sous vide. La durée de 

l 'hydrolyse est  généralement de 24 heures. L 'hydrolysat  est ensuite évaporé 

sous vide à basse température (Evapo Mix  Buchler)  . 
La reconversion des phénylthiohydantoine-dérivés en amino acides est 

obtenue par hydro lyse dans I'HCI 5,6 N à 150° C pendant 24 heures. 



b )  Analyse des acides aminés s u r  autoanalyseur 

La composition en acides aminés est réalisée sur  autoanalyseur Beckman de 

type 119 CL,. Les tampons e t  le programme retenus (FAUCONNET e t  ROCHE- 

MONT) (1978) (51) permettent en une seule étape e t  su r  une seule colonne la 

séparation des acides aminés e t  des osamines, su r  une résine DURRUM DC 6A 

dans une colonne de  6 mm de  diamètre e t  de 220 mm de hauteur. 

La composition du réact i f  à la n inhydr ine est la suivante : ninhydr ine 

(Touzart  e t  Matignon) 75 g, ch lorure stanneux (Merck) 1,s g, tampon acétate 

de sodium pH 5,5 (Merck) 1 250 ml, methylcellosolve (SDS) 3 750 ml. 

Le réact i f  est maintenu sous atmosphère d'azote. 

* Dosage d u  t ryptophane 

Le t ryptophane dét ru i t  pa r  l 'hydrolyse acide HCI 5,6 N est dosé par  la 

méthode de  PENKE e t  coll. (1974) (131). 

1 mg d'échantil lon est hydro lysé 24 heures sous v ide à 110° C par  1 ml 

d'acide -mercapto-sulfonique en présence de 500 nanomoles de norleucine. Le 

pH de  I 'hydrolysat est ensuite ajusté à pH  2,2 pa r  de la soude 2 N e t  le 

volume ajusté à 5 ml avec un tampon pH  2,2 ut i l isé habituellement pour  le 

dépôt des échantillons su r  autoanalyseur. L'analyse s'effectue ensuite selon 

les conditions précedemment décr i  tes. 

* Dosage de la cystéine sous forme d'acide cystéique après oxydation 

performique 

L'oxydation performique est réalisée selon le protocole décr i t  par  HlRS 

(1967) (74). 1 à 2 mg d'échantillon sont repr i s  dans 100 p l  d'acide formique à 

99 8 e t  20 pl de méthanol, pu is  sont laissés à - 5' C pendant 30 mn. Sont 

alors ajoutés 100 yl d'acide performique (réact i f  acide performique = mélange 

de 5 volumes d'eau oxygénée à 30 % e t  de 15 volumes d'acide formique à 99 

%). Le milieu réactionnel est  maintenu à - 5O C pendant 150 mn. Après 

di lut ion pa r  addit ion d'eau disti l lée, la solution est soumise immédiatement à 

une lyophil isation. La poudre ainsi obtenue est hydrolysée pa r  HCI 5,6 N, 24 - 



heures à 110° C. L fhydro lysat  est soumis à une analyse dans les conditions 

précédemmen t décr i  tes. 

G- Composition glucidique 

La composition en oses neutres e t  en osamines est déterminée, après 

méthanolyse, par  chromatographie en phase gazeuse selon la méthode d e  

REINHOLD (1972) (133).  

1 - Méthanolyse 

La méthanolyse est effectuée dans une solution de  rnéthanol-HCI 1,s M à - 
80° C pendant 24 heures. La solution est ensuite séchée sous courant d'azote 

dans un bain-marie à 37O C. 

Les échantillons sont N-acétylés par addit ion de 100 pl d'anhydride acé- 

t ique e t  de 100 pl de pyr id ine,  laissés 3 minutes à température ambiante e t  

séchés sous azote dans un bain-marie à 37O C. 

Les échantillons sont alors dé-O-acétylés dans 500 pl de méthanol - HCI 

1,5 M pendant 1 heure à 6S0 C. Le méthanol est a lors évaporé sous courant  

d'azote. 

3- Triméthylsi lylat ion 

La si lylat ion est effectuée par  addition de 100 y1 de Sylon (Sylon HTP- 

-Inc, Bellafonte, Pennsylvania, 16 823) pendant 1 heure à température am- 

biante. Après séchage sous azote, 100 HI d'heptane sont ajoutés. Un délai de  

30 minutes est  f i xé  avant l ' injection de 1 à 2 '  pl de la phase heptanique. 

4- Chromatographie en  phase gazeuse 



L'analyse est effectuée sur  appareil Hewlett-Packard 5840 A équipé d'un 

détecteur à ionisation de flamme s u r  des colonnes d'acier (180 x 0.3 cm) 

contenant de I'OV 17 à 3 % su r  chromosorb W-A-DMCS (100-200 mesh 

(Packard)).  

La température init iale du four  est de 120° C. Elle augmente de 8O par  

minute jusqu'à 270° C. La surface des pics e t  le temps de rétention sont 

déterminés au  moyen de l ' in tégrateur d ig i ta l  couplé à l'appareil. 

H- Etude de  la phosphorylation 

1- Dosage du phosphore 

Les échantillons ont  été dissous dans de l'eau dist i l lée à une 

concentration de  l 'ordre de  0,1 mglml. La teneur protéique a été ensuite 

dosée selon la méthode de SPECTROR (1 978) (1 47) . 

* Elimination des groupements phosphate l ibres. 

Des aliquots de solution correspondant à 5 nmoles, 10 nmoles, e t  15 

nmoles de glycoprotéine on t  été de  façon répétée précipités pa r  de l'acide 

tr ichloracétique (16 % p l v ) ,  chauffés à 80° C pendant 20 minutes puis centr i-  

fugés, avec redissolution des précipités dans de la soude 0,1 N à O0 C. 

* Minéralisation (AMES) (1  966) (6)  

L'on ajoute aux précipités précédents, e t  à une gamme étalon préparée à 

par t i r  d'une solution de KH2P04 0,s M, 62,s PI de n i t ra te  de magnésium à 10 

% dans l'éthanol absolu. Les échantil lons sont séchés en étuve à 105O C puis 

minéralisés à la flamme d'un bec bunsen 

* Dosage du phosphate inorganique ( ITAYA,  e t  MICHIO, (1966) (88)) 

- préparation d u  réact i f  : 1 g d'heptamolybdate d'ammonium ( (NH4)6 Mo7 

024-4H20) est dissous dans 10 ml dlHcl 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  laissées sous 

agitation 30 mn. Le mélange est  cent r i fugé juste avant l'emploi. 



- les cendres sont dissoutes dans 375 p l  dtHCI 1,2 N e t  I ton ajoute 125 

p l  d e  réactif, e t  après 5 minutes, 12,s HI de tween 20 à 1,s 8. La lecture se 

fa i t  à 660 nm. 

2- Etude de  la nature de  la liaison du phosphore à la molécule 

* Recherche de phosphosérine, phosphothréonine ou phosphotyrosine 

L'échantillon marqué a u  3 2 ~  est  hydrolyse dans I'HCI 5,6 N pendant 2 

heures à 110° C; I1hydrolysat  est passé en même temps que les 

phosphoaminoacides témoins f ro ids su r  une résine DC 6 A (8 x 0,6 cm). Une 

élut ion isocratique est réalisée avec de  l'acide tr i f luoroacétique 10 mM à la 

température de  48O C pendant 75 minutes selon un débi t  de 25 ml par  heure. 

Les phosphoaminoacides sont  détectés par  fluorimétrie avec un réacti f  à 

I1orthophtaldialdéhyde dont  le débi t  est de 12,s ml pa r  heure. Ltéluat 

correspondant aux  temps de  rétention des phosphoaminoacides est récupéré 

pu is  il est compté en Cerenkov. 

* Traitement par  I thydroxylamine 

Ltéchantil lon marqué au  3 2 ~  est  incube pendant 1 heure dans 200 pl de  

tampon t r i s  HCI 0 , l  M de p H  8 enr ichi  d'hydroxylamine fraîchement préparée 

à la concentration de 0,8 M. 

* L'hydrolyse alcaline a été réalisée dans de la soude 0,1 N pendant 1 

heure à température ambiante. 

* Hydrolyse pa r  la phosphatase alcaline 

L'échantillon marque au  3 2 ~  est incubé avec 0.4 un i té  dlenryme (Sigma) 

dans 40 pl de tampon tris-HCI 0,1 M de pH 8 pendant 90 minutes à 37' C. 

1- Caractérisation du glycérol  

Le glycérol est  l ibéré p a r  hydrolyse dans de I'HCI 2 N à 125O C pendant 

48 heures (RENKONEN (1969) (135)). 11 est ensuite dosé sur  analyseur 

cent r i fuge ( type Rotochem) avec le monoréactif 92 807 de l ' Ins t i tu t  Pasteur 



selon la technique adapatée pa r  ZIEGENHORN (1975) (175) ut i l isant  les réac- 

t ions suivantes : 

Glycérol kinase 

- glycérol + ATP --glycérol-1 -P+ADP 

pyruva te  kinase 

- ADP + PEP >ATP + py ruva te  

lacticodéshydrogénase 

- pyruvate  + NADH2-lactate + NAD 

J- Composition l ipidique 

Les acides gras sont  l ibérés par  hydrolyse HCI 5,6 N pendant 24 heures 

à 1 I O 0  C en tube scellé sous azote. Après évaporation sous vide, les acides 

g ras  sont recueil l is selon le partage de FOLCH e t  coll. (1957) (52) ; l'on 

ajoute 50 VI d'HCI 2 N, 100 VI d'eau, 200 PI de méthanol e t  400 VI de 

chloroforme. Après agitation e t  centr i fugation, la phase organique est 

récupérée e t  lavée t ro is fois avec 200 VI d'un mélange 

chloroformelméthanol/eau (1  11 011 0). 

Les acides g ras  sont convert is en esters méthyliques par  

transestérif ication (HAGENFELDT (1966) (68)) .  Après extract ion à Ilheptane, 

les esters méthyliques sont séparés par chromatographie en phase gazeuse sur  

colonne capil laire avec ut i l isat ion de 2 types de phase stationnaire : Carbowax 

20 M (2 %) e t  DEGS (10 %). Pour l ' identif ication des acides g ras  insaturés, 

l 'on ut i l ise la méthode des longueurs équivalentes de chaine. 

II- Méthodes d'étude s t ruc tura le  de ItAVS BoTat-1 

A- Techniques de modification chimique 

1 - Réduction e t  S-carboxamidométhylation 

Réduction e t  S-carboxamidométhylation sont effectuées selon la technique 

de  GALL e t  col1 (1968) (56). La glycoprotéine est dissoute dans un tampon 

EDTA 0,003 M, urée 8 M, t r i s  1,5 M de pH 8,5 à la concentration de 50 mg 

pa r  ml. Un excès de 2-mercaptoéthanol de 200 moles par  mole est ajouté. Le 

tube est maintenu quelques secondes sous azote, e t  la réduction est  

poursuivie pendant 24 h à température ambiante, sous agitation constante. Le 



tube  est ensuite re f ro id i  dans la glace fondante e t  de I'iodoacétamide est  

ajouté selon un excès de  400 moles par  mole. La réaction est effectuée 

pendant 45 minutes à l 'obscurité. La dispar i t ion des groupements th io l  est  

contrôlée pa r  la réaction au  nitroprussiate ( ROSNER , (1 940) (1 40) ) . Les 

réact i fs  sont éliminés pa r  dialyse contre eau désionisée pendant 5 jours. La 

glycoprotéine est  ensuite lyophilisée. 

2- Succinylation 

a) Principe 

L'ut i l isat ion de l 'anhydr ide succinique permet de  bloquer irréversiblement 

les groupements aminés l ibres. Le blocage au niveau du N-terminal r end  

impossible la dégradation de  Edman. La modification affecte également le 

groupement NH2 des résidus de lysine. La PTH succinyl lysine s'exprime en  

HPLC sur  colonne CI-Bondapack Cl8 par  3 pics qui attestent de l'existence de 

composés réactionnels intermédiaires ou de d i f férents  produi ts  possibles de  

dégradation . 

b )  Méthode 

La succinylation est effectuée selon la méthode de KLOTZ (1967) (95). 

100 mg d'anhydride succinique sont dissous dans 10 ml de dioxane. L'échan- 

t i l lon à succinyler est r ep r i s  à une concentration de  2 mglml dans de l'eau 

désionisée. Le pH est amené à 9 avec de la soude 0.1 N. L'anhydre 

succinique est ajouté goutte à goutte en excès de 20 moles par  mole de lys ine 

contenue dans l'échantillon, sous agitation constante avec maintien du pH 

en t re  8,5 e t  9,5 à l'aide soit  de soude 0,1 N, soit de soude 0,s N. Quand la 

total i té d u  réact i f  est ajoutée e t  que le pH est demeuré stable pendant 30 

minutes, l'échantillon est  dialysé une nuit à 4O C puis 48 heures à 

température ambiante, avec changements fréquents contre le tampon re tenu 

pour  l 'hydrolyse enzymatique envisagée. 

B- Conditions d'ut i l isat ion des di f férents enzymes protéolyt iques 

1- Enzymes utilisés 



- t ryps ine (Sigma type  X I  No 1003) débarassée de son act iv i té 

chymotrypsique pa r  le ch lorure de phénylcarbamyl (DPCC) . 
- endoprotéinase ARC-C (Boehringer Mannheim, 269590). 

- protéase de  Staphylococcus aureus (Miles no 36900). 

- protéinase K (E. Merck, Darmstadt) 

2- Tampons d' incubation 

L'hydrolyse t ryps ique est effectuée en tampon bicarbonate d'ammonium 

0.01 M ajusté à pH  8,5. 

L'hydrolyse pa r  I'endoprotéinase ARC-C est réalisée en tampon N méthyl 

morpholine 0,1 M de pH 8 (LEVY e t  Coll. (1970) (110)). 

L'hydrolyse pa r  la protéase de S. auréus est menée dans un tampon 

acétate d'ammonium 0,05 M pH 4 (HOUMARD e t  DRAPEAU) (1972) (84)) .  

L'hydrolyse pa r  la protéinase K est conduite en tampon bicarbonate 

d'ammonium 0,1 M ajusté à pH  8,5 e t  contenant de l 'urée à la concentration de  

2 M. 

3- Protocoles d 'hydrolyse 

Les concentrations en échantillons sont de 1 mg par  ml. Selon les cas, 

nous avons été amenés à u t i l i ser  d i f férents rappor ts  molaires enzymelsubstrat 

( 1  % à 4 %), e t  d i f férentes températures d' incubation (4O C à 37O C) .  

C- Coupure chimique pa r  bromure de cyanogène 

Le principe réactionnel est détaillé dans le chapitre II. La technique 

uti l isée est celle préconisée par  STEERS e t  coll. (1965) (148). La 

glycoprotéine rédui te e t  S-alkylée est dissoute à la concentration de 1 mg par 

ml dans de l'acide formique à 70 %. Le BrCN fraîchement dissout dans de 

l'acide formique à 70 8 est ajouté en excés de 200 moles par  mole de 

méthionine contenue dans la glycoprotéine, L'ensemble est maintenu 24 heures 

à l'obscurité, à température ambiante e t  sous agitation. La réaction est 

stoppée par  addition de 10 volumes d'eau désionisée refroidie à 4O C. Les 

produi ts  sont alors lyophilisés. 



D- Détermination de séquence amino acide 

1- pr incipe 

Les étapes d e  la dégradation de EDMAN (1956) (48) sont schématisées 

dans la f igure 2. 

2- Méthodologie 

' a) Dégradation manuelle 

Nous suivons le protocole établi pa r  EDMAN (1970) (49) e t  modifié pa r  

DEMAl LLE (1 979) (43). 

- Couplage 

Les di f férentes étapes sont les suivantes : 

. dissolution d'environ 200 nanomoles d'échan ti l lon dans un tube  

conique par  100 PI d'un tampon diméthylallylamine/propanol/eau 

(1,2/15/10-v/v/v) fraîchement préparé e t  ajusté à pH 9,s pa r  de l'acide 

trif luoroacétique à 10 %, 

. addit ion de 5 cil de phénylisothiocyanate e t  maintien du tube sous 

courant d'azote pendant 30 secondes. 

. agitat ion au vor tex  

. incubation à 50° C pendant 40 minutes - le mélange est ensuite 

refroidi.  

. élimination de l'excès de réact i f  pa r  3 additions successives de 0,5 

ml de benzène, suivies de centr i fugat ion à 2000 tours par  minute pendant 5 

minutes e t  élimination de la phase benzénique. 

. séchage de la phase aqueuse pa r  évaporation sous azote pu is  

dessication pendant 30 minutes dans un dessicateur maintenu à 50° C, sous 

vide, en présence d 'anhydr ide phosphorique. 

- Clivage 

* Addit ion de  50 MI d'acide tr i f luoroacétique immédiatement après la 

déssication avec maintien quelques secondes sous courant d'azote. 

- agitation à l 'aide d'un Vortex 

- incubation à 50° C pendant 7 minutes 



ETAPES DE LA DEGRADATION DE EDMAN 
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- séchage du produi t  sous azote 

- extract ion de la thiazolinone par  de l 'éther dépourvu de peroxydes e t  

contenant de I'éthylmercaptan comme antioxydant (20 VI pour  50 ml d'ether). 

Tro is  extract ions par 0,5 ml d'éther suivies de centr i fugat ion à 2000 t l m n  

pendant 3 minutes sont effectuées. Les phases éthérées réunies dans un 

nouveau tube conique sont séchées sous azote. Le produi t  résiduel est alors 

parfaitement séché en déssicateur sous v ide en présence d'acide sul fur ique 

pendant 30 minutes. II est  ensuite p r ê t  pour  le cycle suivant. 

- Conversion 

* addit ion de 200 VI d'acide chlorhydr ique 0,1 N contenant de 

I'éthylmercaptan comme anti-oxydant e t  maintien d u  tube sous courant d'azote 

pendant 30 secondes. 

- agitat ion à l'aide d'un Vor tex 

- incubation à 80° C pendant 10 minutes 

- refroidissement rapide 

- extract ion de la phénylthiohydantoine (PTH) par  t ro i s  fois 0,5 ml 

d'acétate d'éthyle suivie de  centr i fugations à 2000 t l m n  pendant 5 mn. Les 

phases organiques sont rassemblées e t  évaporées sous azote. Quant à la phase 

aqueuse, elle es t  lyophilisée. En effet, tous les dérivés des acides aminés ne 

sont pas retrouvés dans la phase acétate d'éthyle, ceux de  I'arginine, de 

l 'hist idine e t  de la cystéine restent  dans la phase aqueuse. Le PTH 

amino-acide ainsi  préparé est p r ê t  pour  son identification. 

b) Dégradation automatique 

Les dégradations on t  été réalisées sur  un séquenceur Beckman 890 C 

dont un schéma simplifié est  donnée dans la f igure 3. Les di f férentes étapes 

sont effectuées à 57' C en atmosphère d'azote. 

1- Etalement de l'échantillon su r  la coupelle 

L'échantillon en quant i té de 200 à 500 nanomoles est solubilisé dans 400 

VI d'eau puis déposé près du fond de la coupelle, tandis que celle-ci tourne à 

1000 t lmn.  L'échantillon, sous l 'effet de la force centrifuge, est  plaqué contre 

la paroi. Le séchage est ensuite effectué par  une série de balayages à l'azote, 

e t  de vides progressifs. 



SCHEMA SIMPLIFIE DU SEQUENCEUR BECKMAN 890 C 



2- couplage 

L'échantillon est couplé au phénylthioisocyanate (PITC) dans 2 types de 

tampon selon le programme choisi : soit un tampon quadrol 0,1 M (programme 

Beckman 122974), ut i l isé pour  les protéines, glycoprotéines, "gros" peptides 

ou glycopeptides, soit  un tampon diméthylallylamine 0,8 M pH 9,4 (DMAA), 

ut i l isé pour  les "petits" peptides ou glycopeptides. 

3- Elimination de  l'excès des réacti fs 

Cette étape est réalisée pa r  succession d'un vide progressif, d'un 

balayage d'azote sous v ide partiel, e t  d'un lavage au  benzène. 

4- Clivage par  l'acide heptaf luorobutyrique (HFBA) 

Après séchage du film, le clivage est réalisé par  addition de HFBA. 

L'excès d'acide est éliminé pa r  un vide progressi f  su iv i  d'un balayage d'azote 

sous vide. 

5- extract ion des thiazolinones 

Les 2-anilino-5-thiazolinones (ATZ)  sont extra i tes par  le chlorobutane e t  

recueillies dans des tubes réfr igérés contenant le milieu de conversion : 200 

VI dlHCI N e t  quelques gouttes d'éthylmercaptan comme anti-oxydant. 

U n  cycle dure 80 minutes. Ensuite, le p rodu i t  résiduel de la coupelle est 

séché pa r  v ide progressif ,  suiv i  d'un balayage d'azote sous v ide partiel. Le 

cycle suivant peut alors commencer. 

6- Conversion manuelle 

Le chlorobutane est évaporé sous azote. Au  cours de cette évaporation, 

la thiazolinone se concentre progressivement dans la phase HCI qui est 

incubée 10 minutes à 80° C, 

Dans le cas d'une dégradation appliquée à des petites molécules, il 

convient d'ut i l iser un mainteneur. Nous avons u t i l i sé  le polybrène en quant i té 

de  2 à 3 mg (KLAPPER e t  coll.) (1978) (94). Les artefacts dus au polybrène 



sont légèrement atténués en commençant pa r  3 cycles de dégradation de 50 

nanomoles de dipeptide de Gly-Gly (HUNKAPILLER e t  HOOD) (1978) (86). 

c)  Identi f icat ion des PTH amino acides dér ivés 

Pour ce stade nous avons fa i t  appel essentiellement à la chromatographie 

l iquide de haute performance (HPLC) e t  dans certains cas à la 

chromatographie en  phase gazeuse. 

1- Chromatographie l iquide de haute performance 

L'appareil ut i l isé étai t  un Hewlett Packard modèle 1084 B équipé d'un 

détecteur f ixe à 254 nm e t  d'un détecteur variable entre 200 e t  540 nm. La 

technique employée était  celle préconisée par  HERMANN e t  coll. (1978) (73), 

modifiée par BRIAND (1981) (25). 

La séparation est réalisée sur  une colonne u-Bondapack C l8  (Water 

Associates). La PTH norval ine est ut i l isée comme témoin interne, le diagramme 

obtenu ainsi que  les conditions opératoires sont représentées dans la f igure 4. 

Su r  cette colonne, les PTH-méthionine e t  PTH-valine d'une p a r t  e t  les 

PTH-isoleucine e t  PTH phénylalanine d 'autre p a r t  ne sont pas séparées. 

L'identif ication déf in i t ive est  dans ce cas réalisée à l'aide d'une colonne 

u-Bondapack CN (Waters Associates) F igure 5. 

2- Chromatographie en  phase gazeuse 

Elle a été employée, dans les toutes premières déterminations, pour  

dif férencier PTH-méthionine e t  PTH-valine d'une part ,  PTH-isoleucine e t  

PTH-phénylalanine d'autre par t .  Les identif ications ont  été réalisées sur  une 

colonne WHP 1001120 mesh imprégnée de chlorophénylsilicone SP 400 à 10 % à 

l'aide d'un apparei l  Hewlett Packard modèle 5730 A. Le diagramme type ainsi 

que  les conditions opératoires sont représentés dans la f igure 6. 
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE 
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Les trypanosomes africains ont la particularite d'échapper au sysreme 
immunitaire de leurs hdtes, en modifiant leur revhtement mem branaire 
et partant, leur antigenicite de surface. Ainsi dans les stades Avolutifs 

Y< 

metacycliques (chez l'insecte) ou sanguicoles (chez les mammifères, ;$$ 
&. '-- h8tes definitifs) se realise une *variation antigenique* : phenornene qui g: L . . :&% 
~2$--+ correspond B une modification structurale des glycoprot6ines qui 74; 
.%<"*P :;:z 
= . -ri-,- materialisent l'interface entre le   ara site et son hdte. a-Z e 
cZ;.~+ 9 

&*%&% 
Choisissant le modele Trypanoaomr oqulpqdum, l'analyse bio- 

chimique d'un antigene variable nous a permis de determiner la nature 
de cette entite constitutive du manteau, qui s'est trouvée 6tre une 
lipophosphoglycoprot~ine dont la substitution glycolipidique, de 
situation Gterminale, est d'une grande originalite et autorise des 
hypothèses fonctionnelles comme par exempieson rdle dans l'ancrage 
du manteau au niveau de la membrane plasmique. 

Une &tude comparative d'autres antigenes variables de la mhme 
espèce et d'antigenes variables d'espèces differentes, nous a conduit B 
observer de grandes homologies dans la definition globale des anti- 
genes variables. La caracterisation de P6thanolamine dans les autres 
espèces etudiées par d'autres groupes de recherche, nous laisse 
supposer également une certaine constance de definition de la partie 
toute C-terminale des antiaenes variables. ce aui ~ermettrait une . . 
gdneralisation de nos r6su lh .  
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