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INTRODUCTION

Les parasitoses représentent un des grands problémes humains de notre
temps. Elles sévissent plus particuliérement dans les pays du tiers-monde, ou
leurs manifestations cliniques revétent un caractére grave qui a suscité
l'intérét des grands organismes internationaux tels que I'Organisation Mondiale
de la Santé et provoqué la mise en oeuvre de vastes programmes de recherche
tant biologiques que fondamentaux.

Nous nous sommes interessés au cas trés spécifique des trypanosomiases
africaines, qui touchent autant I'homme que le bétail. Elles posent de ce fait,
de graves problémes de santé publique. D'autre part, elles ont un impact
négatif sur le développement socio-économique des pays concernés.

Les échecs enregistrés dans la lutte contre les trypanosomiases africaines
s'expliquent par trois points essentiels :

- la limite de la chimioprophylaxie et de la chimiothérapie de ces
maladies, due a une toxicité des trypanocides actuellement utilisés.

- la lutte contre l'insecte vecteur se heurte a I'apparition d'espéces
mutantes résistantes aux insecticides.

- la potentialité qu'ont les trypanosomes africains d'échapper au systéme
immunitaire de I'hdte gréce a la variation antigénique, rendant ainsi impossible

toute vaccination.

Les mécanismes qui régissent ce phénoméne biologique sont encore mal
élucidés. La solution aux problémes que nous venons d'évoquer, viendra

d'une meilleure connaissance de ces mécanismes.

Notre participation a cette recherche s'inscrit dans le cadre d'une
collaboration avec le laboratoire d'Immunologie et de Biologie Parasitaire de
Bordeaux. Notre travail a porté sur ['étude des antigenes variables de T.
equiperdum, espéce non pathogéne pour |'homme,

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

de la littérature, ce qui nous a conduit 3 une synthése de I'état des
connaissances de ce phénoméne si original qu'est la variation antigénique.



I- Classification des trypanosomes

Dans le domaine de la biologie animale, les parasitoses occupent une
place privilégiée. Parmi les parasites sanguicoles, le trypahosome constitue un
exemple typique. Vouloir situer ce protozoaire est chose délicate. Aussi, nous
ferons appel a la nouvelle classification établie en 1980 par la "Society of
Protozoologists" (109) qui distingue 7 phyllums : Sarcomastigophora,
Labyrinthomorpha, Apicomplexa, Microspora, Ascetospora, Myxospora,
Ciliophora.

Dans cette classification, les trypanosomes, sont répertoriés dans le
premier phyllum et leur définition est la suivante :

Phyilum | Sarcomastigophora
sous-Phyllum | Mastigophora
Classe 2 Zoomastigophora
Ordre 2 Kinétoplastida
sous-Ordre 2 Trypanosomatina

Le sous-ordre Trypanosomatina comporte 3 genres : Blastocrithidia,
Leishmania, et Trypanosoma. HOARE en 1966 (77) ; puis en 1972 (78) a
proposé de répertorier les parasites du genre Trypanosomaqui affectent
spécifiquement les mammiféres.

Leur situation respective est présentée sous forme d'un tableau (Tableau
1) qui objective en particulier la place du sous-genre Trypanozoon ou les
différentes espéces ou sous-espéces qui en dépendent.
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I1- Aspects morphologiques - Eléments biochimiques

Les trypanosomes sont des parasites fusiformes mesurant 15 & 20 pm
de long sur 2 a 3 pum de large (figure 1). lls sont limités par une membrane
plasmique qui est recouverte d'un manteau de surface de 12 &8 15 nm
d'épaisseur, exclusivement & certains stades du cycle évolutif des
trypanosomes de la section Salivaria. Une caractéristique frappante est
I'existence d'un flagelle qui reste attaché 3 la cellule et devient libre 3 son
péle antérieur. Sous la membrane plasmique s'étendent des microtubules liés
les uns aux autres par de fins ponts latéraux. Le cytoplasme est trés riche
en ribosomes. A la base de la poche flagellaire se trouvent deux corps basaux
(de structure centriolaire) a proximité desquels se trouve le kinétoplaste.
Celui-ci est situé dans une expansion Capsulaire de I'appareil mitochondrial
qui est en fait un unique mitochondrion. Entre autre, l'on distingue un noyau
arrondi avec un nucléole 3 son centre et des petites masses périphériques qui
représentent probablement du matériel chromosomique. La membrane externe
du noyau est continue avec le réticulum endoplasmique granulaire. Le
réticulum endoplasmique lisse se trouve a proximité de la poche flagellaire.
L'appareil de Golgi posséde une extrémité proximale sous-tendue par un
fragment de réticulum endoplasmique granulaire et a son extrémité distale
s'étendent des vésicules et corps vésiculaires. Enfin, le cytoplasme contient

des organites particuliers, les glycosomes.

A ces aspects morphologiques vient s'ajouter une connaissance
parfaitement précise de certains de ces éléments. Nous donnerons d'une
maniére sommaire les résultats des dix derniéres années qui ont permis une
meilleure connaissance : de la membrane plasmique, du kinétoplaste et des
organites intracytoplasmiques tels que les glycosomes.

HUNT et ELLAR (1974) (87) ont isolé une fraction de membrane
plasmique d'un trypanosomatidé : Leptomonas Collosoma. L'étude de sa

composition chimique montre qu'elle contient 52 % de protéines, 29 % de lipides
et 8 % de glucides. Les glucides caractérisés sont des oses neutres dont le
mannose, le glucose, le galactose et le xylose. La partie lipidique est
principalement composée de phospholipides représentés en majeure partie par
la phosphoéthanolamine, la phosphatidylcholine et un stérol identifié comme
étant de l'ergostérol. Mais chez Trypanosoma brucei brucei, le stérol majeur
est le cholestérol (DIXON et coll. (1972) (45)) et le rapport cholestéroi
phospholipides est trés élevé comparativement aux autres celiules eucaryotes




Figure 1

Morphologie généraie d'un trypanosome
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(GREEN (1977) (65) ; VOORHEIS et coll. (1979) (164)). D'autre part DIXON
et coll. (1972) (45) ont observé des différences dans la composition lipidique
de la membrane plasmique selon que le parasite se trouve dans le sang de
I'hote ou dans un milieu de culture. Ainsi la sphingomyéline qui représente 23
% des phospholipides membranaires des formes sanguicoles de T. b. brucei est
réduite a 5 % dans les formes de culture.

Le kinétoplaste qui donne le nom & I'ordre auquel appartiennent les
trypanosomes, a fait l'objet de plusieurs études qui ont été revues par
ENGLUND et coll. (1982) (50). En effet, le kinétoplaste est un réseau
constitué de milliers de cercles de DNA qui sont de deux types : les
maxicercles et les minicercles. 1l peut renfermer 10 a 25 % du DNA cellulaire
total. Les minicercles représentent 95 % de la masse du réseau et le reste est
constitué de maxicercles. Les maxicercles portent des génes identiques a ceux
que l'on trouve au sein du DNA mitochondrial des autres cellules eucaryotes.
Cependant, le réle des minicercles et la raison d'étre de la structure en
réseau demeurent inconnus.

Les trypanosomes présentent une autre particularité qui est la présence
dans leur cytoplasme d'organites contenant les enzymes de la glycolyse : les
glycosomes. lIs ont été mis en évidence par OPPERDOES et BORST (1977) '
(121). Récemment, des travaux d'OPPERDOES et coll. (revus par BORST et
coll. (1983) (23)) ont montré que ces organites contenaient également des
enzymes de l'oxydation des acides gras et de la biosynthése du plasmalogéne.
L'ensemble de ces propriétés les relie a la famille des peroxysomes-glyoxy-
somes, mais l'isolement de la glycolyse & l'intérieur d'un organite cellulaire

semble étre spécifique de l'ordre Kinétoplastida.

111- Polymorphisme

Si  l'ensemble des protozoaires appartenant au sous-ordre
Trypanosomatina répond a la définition morphologique générale que nous
venons de voir, chacun des flagellés constitutifs du sous-ordre
Trypanosomatina s'individualise par une variété polymorphique caractérisée
par exemple par la taille du flagelle et/ou par la position de I'ensemble
kinétoplastique.

Ce polymorphisme constitutif peut étre considéré comme une exigence liée

par exemple a la forme du parasitisme chez I'hdte ou au cycle évolutif a



proprement parlé du parasite. A titre d'exemple et en faisant référence aux
travaux de HOARE et WALLACE en 1966 (77), nous illustrerons différentes
formes ou stades d'une variété de flagellés appartenant 3 ce sous-ordre
Trypanosomatina.

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

est de petite taille et présente une racine flagellaire intracytoplasmique
- Forme choanomastigote : de petite taille posséde une collerette d'ou

émerge un flagelle

- Forme promastigote ou Leptomonas : dont le kinétoplaste est situé en

avant du noyau,

- Forme opisthomastigote ou Herpetomonas : présente une longue poche

flagellaire, la base du flagelle est située en arriére du noyau
- Forme épimastigote ou Crithidia : posséde une membrane ondulante trés

réduite et le kinétoplaste est prés du noyau
- Forme trypomastigote ou Trypanosoma : c'est une forme dont le

kinétoplaste est situé dans la partie postérieure. Le flagelle contourne la
cellule formant avec celle-ci une membrane ondulante, puis redevient libre a

son extrémité antérieure.

L'on peut retenir que l'importance relative de la taille, du flagelle, du
volume et de la situation du noyau, de Il'existence ou non d'une membrane
ondulante, sont autant d'éléments de classification.

La figure 2 objective par la progression du flagelle et de la membrane
ondulante "la finalité morphologique". La forme amastigote ou Leishmania est
pratiquement dépourvue de structure adaptée a la mobilité : ce sont des
formes intracellulaires du parasite et a ['opposé des formes sanguicoles

illustrées par le stade trypomastigote ou Trypanosoma.

IV- Epidémiologie

Les trypanosomiases sont encore aujourd'hui des affections parasi-
taires largement répandues. Elles affectent un trés grand nombre de mammi-
féres et leur expression séméiologique pourra étre trés différente selon I'hote
définitif contaminé. Dans ce mémoire, nous nous limiterons volontairement & un
descriptif des données épidémiologiques en rapport avec une expression

pathogéne chez I'homme. Fonction de leur localisation géographique, deux
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affections parasitaires seront distinguées :
La trypanosomiase américaine ou la maladie de Chagas
La trypanosomiase africaine ou la maladie du sommeil

Ces deux affections sont représentatives de I'évolution d'une parasitose
différente par l'agent vecteur, par son mode de transmission, par ses
caractéristiques épidémiologiques et enfin par ['expression clinique qui s'y
attache. On distinguera :

A. La trypanosomiase américaine

Cette affection parasitaire appelée également maladie de Chagas
est répandue en Amérique latine (Centre et Sud Amérique) de maniére
épidémio-endémique principalement dans les zones rurales, en relation avec
des conditions socio—éconbmiques précaires. En effet, la maladie de Chagas est
une maladie liée au sous-développement (Figure 3).

L'agent pathogéne est Trypanosoma cruzi dont la virulence est variable

suivant les régions. Plus on remonte vers le Nord, moins le parasite est
virulent. Les principaux agents vecteurs appartiennent a la famille des
Réduvidés qui fait partie de l'ordre des Hémiptéres issus de |'embranchement

des Arthropodes. lIs sont représentés par les genres Triatoma megista et

Rhodnius prolixus, sorte de grosses punaises, adaptées aux animaux sauvages

X

mais également a I'homme ; ces espéces domiciliaires se localisent
préférentiellement dans les fentes de murs et les toitures de chaume. L'insecte
puise les trypanosomes dans le sang des malades lors d'une piqdre. Ces
derniers subissent des transformations morphologiques tout au long du
systéme digestif de I'h6te intermédiaire. Les formes infestantes trypanosomales
se retrouvent dans l'intestin terminal et sont libérées avec les déjections de
l'insecte. L'infestation de |'h4te est réalisée par le contact des doigts souillés
au niveau des lésions de grattage ou au niveau des muqueuses (buccales,
nasales, oculairesetanales). Il faut signaler qu'il existe des cas d'infestation

congénitale ou par allaitement.

B. La trypanosomiase africaine

La trypanosomiase africaine humaine est due essentiellement a

Trypanosoma brucei gambiense et Trypanosoma brucei rhodesiense. Elle est
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transmise par la piqlre de la glossine (mouche tsé-tsé). L'envahissement de
I'appareil encéphalo-méningé par les trypanosomes donne a cette affection une
physionomie particuliére qui lui a valu le nom de maladie du sommeil (figure

3). L'épidémiologie est différente selon l'agent pathogéne.

Y

La trypanosomiase & T. b. gambiense est une affection a caractére

chronique, endémique, qui sévit en Afrique occidentale et centrale. La maladie
est transmise par des mouches du groupe Palpalis vivant dans les galeries
forestiéres et au bord des cours d'eau. T. b. gambiense peut affecter

plusieurs espéces animales (rongeurs, herbivores, primates), mais le taux
faible de parasites circulants et tissulaires réduit considérablement Ia
probabilité d'ingestion .du parasite par la glossine. L'homme représente
I'espéce la plus sensible, il constitue donc le principal réservoir parasitaire.

L'infestation, chez I'homme n'est jamais massive, mais par contre, elle est
compensée par le temps de survie relativement long des personnes atteintes,
ce qui permet d'entretenir le cycle et de maintenir un certain niveau
d'endémie.

Y

La trypanosomiase a T. b. rhodesiense sévit a I'état sporadique en

Afrique Orientale. Elle est transmise par les mouches du groupe Morsitans
vivant dans la savane. Cette maladie est caractérisée par une évolution
clinique plus rapide. En effet, chez ['homme, le parasite produit une
infestation massive, de pronostic grave. La personne infestée présente rapide-
ment une dégradation telle de son état général qu'elle ne peut quitter son
domicile et &tre un facteur de transmission vis a vis des insectes. Ainsi, se
distinguant de T. b. gambiense, T. b. rhodesiense ne peut survivre dans un

cycle strict homme-mouche-homme ; il lui faut un réservoir parasitaire non
humain ou la symptomatologie est moins grave et ou la probabilité de
rencontre entre |'h6te et l'agent vecteur est suffisante pour assurer Ila
transmission. Les mammiféres sauvages en particulier I'antilope joue le role de

réservoir parasitaire.

Les autres trypanosomes africains sont parasites des animaux, nous en

citerons quelques uns.

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

des Equidés et Bovidés
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- Trypanosoma congolense : provoque la trypanosomiase des Equidés, Bovidés
et Porcins.

- Trypanosoma vivax : est l'agent de la "souma" des Equidés et Bovidés

- Trypanosoma evansi : responsable du "surra" des Equidés et du "débab"

des dromadaires

- Trypanosoma equiperdum : cause la “"dourine" chez les Equidés.

V- Cycle évolutif des trypanosomes

A. Cycle des trypanosomes américains

L'agent vecteur est un insecte Hémiptére Réduvidé. 11 se
contamine lors d'une piqire en aspirant le sang d'homme ou d'animaux
infestés. Les formes sanguicoles trypomastigotes parviennent dans l'estomac de
I'insecte ol elles prennent la forme épimastigote, puis les parasites adoptent
la forme promastigote et se multiplient. Le passage dans l'intestin moyen se
caractérise par un retour a la forme épimastigote. Enfin, au niveau de
l'intestin postérieur, les parasites retrouvent une forme trypomastigote-
"métacyclique" qui est seule infestante. Ils seront déposés sur la peau de
'homme et des animaux avec les déjections de l'insecte et seront susceptibles
d'infester par traversée des muqueuses au niveau des lésions de grattage.
Les parasites pénétrent alors dans les histiocytes, s'y multiplient sous forme
amastigote, puis sont libérés dans le sang oUu ils acquiérent la morphologie
trypomastigote. 1l s'agit d'une forme d'attente qui ne se multiplie pas. Une
autre partie des parasites sanguicoles pénétre dans les cellules musculaires
(myocarde en particulier) ou nerveuses et adopte la morphologie intracellulaire
amastigote capable de se multiplier. C'est cette potentialité qui crée Ila
pathogénie du parasite. Ces affections ayant une expression clinique fonction

de la localisation intracellulaire de |'agent parasitaire.
g

B. Cycle des trypanosomes africains

1- Agents vecteurs
Les glossines (mouches tsé-tsé) sont les agents vecteurs
de la majorité des trypanosomiases africaines. Ce sont des Diptéres

Brachycéres mesurant 6 a 15 mm.
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Suivant leur biologie, on distingue les espéces hygrophiles du groupe
palpalis vivant dans les foréts et au bord des cours d'eau (Glossina palpalis,
Glossina trachynoides) et des especes xérophiles vivant dans les savanes

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

hématophages diurnes qui tous les 2 jours, par repas sanguin se nourrissent
sur I'homme, le bétail ou le gibier. Tout prélévement par piqglre d'un sujet
déja contaminé est le point de départ du cycle vecteur - hdte définitif.

2-  Cycle

Pour T. b. gambiense et T. b. rhodesiense, le cycle peut

étre objectivé de la maniére suivante. La glossine s'infeste en aspirant le sang
d'un homme ou. d'un animal parasité. Les trypanosomes ingérés se multiplient
activement par fission binaire dans la partie postérieure du mésentéron
(figure 4). A ce niveau, ils perdent leur manteau de surface, s'amincissent
considérablement, mais gardent néanmoins la forme trypomastigote. Ces formes
fréles au bout de 10 a 15 jours gagnent l'intestin antérieur et acquiérent la
forme épimastigote. Elles se fixent par leur flagelle & la paroi du pharynx ou
elles se divisent, devenant de plus en plus trapues. Elles pénétrent ensuite
dans les canaux salivaires et la, vont a la fois retrouver une forme
trypomastigote "métacyclique" et se recouvrir a nouveau d'un manteau de
surface. Ces trypanosomes métacycliques infestants s'engagent dans la trompe
de la glossine et sont entrainés par la salive lors de la piqtre.

La glossine est infestante 18 jours aprés le repas contaminant. Elle le
demeure toute sa vie, mais la complexité du cycle fait ‘qu'il n'y a
statistiquement que 5 a 10 % seulement des mouches qui soient infestées. Ce
qui représente un élément autolimitant de la propagation des sites endémiques.

Chez I'héte définitif, les parasites inoculés se multiplient provoquant la
formation d'un chancre d'inoculation. lis migrent d'abord vers les ganglions
lymphatiques ou ils se multiplient activement (période d'incubation 10 a 15
jours) avant de gagner le réseau sanguin et Dbientdét I'espace
céphalo-rachidien.

Dans certains cas, il peut y avoir une transmission non cyclique de la
maladie. On citera la transmission interhumaine congénitale, par lactation ou
par transfusion.
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CYCLE EVOLUTIF DE Trypanosoma brucei
(VICKERMAN, 1969)
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Ce modéle de cycle peut se trouver 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 et la transmission est

directe par contact sexuel.

3- Evolution morphologique au cours du cycle

La variation morphologique au cours du cycle est un
élément caractéristique des trypanosomes de la section Salivaria. Cette
propriété leur a valu la dénomination de "Trypanosomes pléomorphiques". Au

cours du cycle évolutif, les parasites subissent des changements
morphologiques profonds et une adaptation physiologique a chaque stade.
Chez I'h6te définitif, les formes longues élancées avec flagelle libre se
transforment rapidement pour présenter une forme dite "courte" ou "trapue".
Ces formes courtes sont incapables de se multiplier dans le sang des
mammiféres. Elles représentent des formes d'attente, seules capables de se
multiplier chez I'héte intermédiaire.

Plusieurs auteurs ont étudié ['ultrastructure de ces différentes étapes
morphologiques (VICKERMAN (1962) (159) ; (1965) (160) ; (1970) (163) ;
BOHRINGER et HECKER (1974) (15) ; (1975) (16) ; HECKER et coll. (1972)'
(71) ; STEIGER (1973) (149) ; GHIOTTO et coll. (1979) (57). Il apparait que
I'évolution morphologique générale s'accompagne de changements au niveau des
organelles cellulaires, traduction d'évolution physiologique profonde (évolution
des systémes respiratoires) ou au niveau des rapports du parasite avec son

environnement immédiat (existence d'un manteau cellulaire) (figure 5).

a) Mitochondrion et respiration du parasite

L'ultrastructure du mitochondrion de la forme
sanguicole de T. b. brucei varie lors de la transformation progressive des
formes longues en formes courtes (VICKERMAN (1965) (160) ; HECKER et
coll. (1973) (72)). Dans les formes longues, le mitochondrion se présente sous

I'aspect d'un tube étroit avec des petites crétes peu nombreuses, alors que
dans les formes intermédiaires et plus nettement encore dans les formes
courtes, les canaux mitochondriaux proliférent et les crétes sont plus
nombreuses. Cette évolution continue lorsque les parasites acquiérent une
forme procyclique dans le tube digestif du vecteur (BOHRINGER et HECKER
(1975) (16)).
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Autre exemple de corrélation entre polymorphisme et métabolisme : les
formes longues sont dépourvues de réserve énergétique. Elles sont incapables
d'oxyder des acides gras ou des acides aminés, mais utilisent exclusivement le
glucose qu'elles transforment en pyruvate. A ce stade, la lactate
déhydrogénase, les enzymes du cycle tricarboxylique de Krebs sont absents.
La respiration est insensible a l'action du cyanure et de l'oxyde de carbone.
Le taux d'échanges cellulaires est 10 fois plus élevé comparé 3 une cellule de
mammifére. Leur consommation en glucose est considérable. Un seul
trypanosome métabolise en une heure autant de glucose que son poids sec
(BOWMAN et FLYNN (1976) (24)). Dans les formes courtes au contraire le
pyruvate peut-&tre métabolisé en acétate, succinate et en COy. Les enzymes
du cycle tricarboxylique de Krebs sont cette fois présents mais le classique
cycle de Krebs n'est pas fonctionnel & cause de I'extréme pauvreté en
activités enzymatiques de type citrate synthétase ou/et succinate
déshydrogénase. La synthése de ces enzymes du cycle de Krebs représente
donc trés probablement une préadaptation a la survie dans l'intestin de
la mouche.

Enfin au stade procyclique, les trypanosomes possédent tous les enzymes
du cycle de Krebs et la chaine compléte d'oxydation cellulaire, qui est
particuliérement sensible au cyanure et a l|'oxyde de carbone (BOWMAN et
FLYNN (1976) (24)). Les parasites sont devenus '"fermenteurs aérobies
partiels" capables de produire succinate, pyruvate, acétate et CO, comme
ultimes produits de l'utilisation du glucose (BOWMAN et FLYNN (1976) (24) ;
GUTTERIDGE et coll. (1979) (67)).

Pendant son passage chez la mouche, la principale source d'énergie du
parasite devient essentiellement des acides aminés et plus particuliérement la
proline qui existe en forte concentration dans I'hémolymphe. La proline est
alors métabolisée en aspartate, alanine et en COy grace a la proline oxydase

et aux enzymes du cycle de krebs.

b) Evolution cyclique et existence du manteau cellulaire

La figure 4 qui illustre les différentes étapes morpho-
logiques du cycle évolutif de T. b. brucei montre que l'existence d'un man-

teau cellulaire est une caractéristique de I'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 l'intestin de I|'héte
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intermédiaire est sGrement en relation avec une évolution fonctionnelle du
parasite et des rapports du protozoaire avec la mouche ou avec le mammifére.
Cette "dépendance" du protozoaire est liée a cette structure membranaire
plasmique. L'intérét de mieux connaitre sa structure est considérable en
regard des possibilités infestantes, des seules formes métacycliques. Il est
maintenant démontré aussi que l'existence de cette interface moléculaire entre
le parasite et I'hdte représente un systéme trés élaboré de défense.

On sait maintenant que, au cours de la maladie parasitaire, ['hote
synthétise des anticorps dirigés contre le parasite et s'expriment en fonction
des '"types antigéniques" de la population parasitaire. Le systéme
immunocompétent dans son expression humorale est alors capable de détruire
les parasites par une réaction antigéne-anticorps qui s'accompagne d'une
trypanolyse. Le parasite en fait "se protége" en modifiant son antigénicité de
surface qui n'est plus reconnue par les anticorps circulants, ce qui permet 3
la population parasitaire de continuer a proliférer.

Cette émergence de variants antigéniques successifs se manifeste chez
I'hdte par des vagues de parasitémie dont la période est environ de 2 a 4
jours. Cette "variation antigénique" permet au parasite d'échapper a la

réponse immunitaire de I'hfte et explique aussi dans une certaine mesure les
échecs des tentatives de vaccination.

Au cours des 10 derniéres années, de nombreux travaux ont été
consacrés a |'étude des antigénes variables a la fois sur un plan
immunologique, biochimique et génétique, ceci dans le but d'élucider les
mécanismes intimes de la variation antigénique et, une fois ce mécanisme

compris, de l'utiliser a des fins diagnostiques et méme thérapeutiques.

VI- Etude des antigénes variables

Les antigénes variables de surface (AVS) sont responsables de la
spécificité antigénique de chaque variant. lls ont été longtemps désignés sous
différentes appellations, suivant le procédé de caractérisation utilisé : les
exoantigénes (WEITZ (1960) (169)) détectés dans le sérum de rat infestés ;
les antigénes 1S et 4S (BROWN et WILLIAMSON (1962) (27) ; (1964) (28) ;
LE PAGE (1968) (104)). Les PR antigénes (Protective Responsible) et les AG
antigénes (Agar Gel) caractérisés par SEED (1963) (145). ALLSOPP et coll.
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(1971) (4) ont finalement démontré |'identité entre ces différentes
dénominations et ont retenu pour les caractériser le terme d'"antigénes de
surface".

On les distinguera des antigénes dits "internes" ou encore "communs"
qui sont présents a tous les stades de la vie du parasite (WEITZ (1960) (169)
; GRAY (1961) (58) ; BROWN et WILLIAMSON (1962) (27) ; SEED (1963)
(145) ; BIGALKE (1966) (14) ; LUMSDEN (1967) (114) ; LE RAY (1973)
(105); (1975) (106)). Ces antigénes communs se retrouvent également chez
différentes espéces de trypanosomes. Certains ont été identifiés comme étant
.des nucléoprotéines (BROWN et WILLIAMSON (1962) (27)), d'autres des
enzymes, des protéines de structure ou des substances intervenant dans le
métabolisme cellulaire (LUMSDEN (1967) (114)).

~A. Localisation

Les antigénes variables ou antigénes spécifiques de variants
(AVS) sont localisés a la surface du parasite recouvrant entiérement la
membrane plasmique. Ce manteau a été parfaitement observé en microscopie
électronique par VICKERMAN en (1969) (161) qui 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 "externe" des antigénes variables a été
confirmé aussi @ l'aide d'anticorps spécifiques de variants (VICKERMAN et
LUCKINS (1969) (162) ; FRUIT et coll. (1977) (55)). L'utilisation en
particulier d'antigénes fluorescents a été déterminante dans la mise en
évidence de la "variation antigénique" des populations parasitaires.

B. Aspects immunologiques

1- Etude du phénoméne de variation antigénique

Ce processus biologique de variation antigénique est une
particularité des trypanosomes de la section Salivaria dont les premieres
observations ont été faites dés 1905 (53) par FRANKE. Cette propriété a été
décrite chez différentes espéces de trypanosomes, dont T. b. brucei (RITZ
(1916) (138)) ; T. b. rhodesiense (LOURIE et O'CONNOR (1937) (113)) ; T.
b. gambiense (OSAKI (1956) (122) ; T. vivax (CLARKSON et AWAN (1967)
(36)) : T. congolense (WILSON et CUNNINGHAM (1972) (173)) et T.
equiperdum (CAPBERN et coll. (1977) (29)).
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GRAY a réalisé de nombreux travaux ((1964) (59) ; (1965a) (60) :
(1965b) (61) ; (1967) (62) ; (1972) (63) ; (1975) (64)) & partir desquels,
une hypothése a été émise selon laquelle les antigénes variables apparaissent
en fonction d'un processus adaptatif et réversible. Pour GRAY et d'autres
auteurs, le développement des antigénes variables se fait selon un ordre
précis et trés constant surtout en début d'infection (WILSON et CUNNINGHAM
(1970) (172) ; (1972) (173) ; ULIENBERG et GIRET (1972) (153) ; VAN
MEIRVENNE et coli. (1975a) (156) ; CAPBERN et coll. (1977) (29)). Certains
variants antigéniques apparaissent plus souvent dans les périodes précoces de
l'infection. Ils ont été désignés sous le nom "d'antigénes prédominants". De

A

plus, on peut signaler la notion de réversion antigénique 3@ un type antigé-

nique de base caractéristique de la souche aprés accomplissement du cycle
chez 1I'hote intermédiaire (JENNI (1977b) (91) ; HUDSON et coll. (1980) (85)).

GRAY et coll., puis CAPBERN et coll. ont démontré que cette réversion
se produisait lors de l'inoculation a la seringue de populations clonées. Le
caractére constant de l'ordre d'apparition des antigénes variables ainsi que le

phénoméne de réversion a un type antigénique de base ont amené GRAY a
proposer l'hypothése d'un mécanisme d'adaptation de variation selon un ordre

défini au niveau du génome.

VAN MEIRVENNE et coll. (1975a) (156) ont mis en évidence l'existence
d'une hétérogénéité antigénique au sein des populations trypanosomales en
utilisant les techniques d'immunofluorescence et d'immunolyse. LE RAY et coll.
(1977) (107), de méme que JENNI (1977b) (91) ont pu observer que les
populations issues de la premiére parasitémie, obtenues aprés transmission
cyclique étaient antigéniquement hétérogénes. Une premiére étude de JENNI
(1977a) (90) avait laissé supposer que I'hétérogénéité n'apparaissait qu'au
niveau de I'hdote définitif. Mais LE RAY et coll. (1978) (108), puis BARRY et
coll. (1979) (11) ont finalement établi que les populations métacycliques
n'étaient pas homogénes. HAJDUK et coll. (1981) (70) confirmant les
observations précédentes ont résumé le phénoméne en fonction des points
suivants :

. existence d'un répertoire d'antigénes variables métacycliques plus limité

que le répertoire des types antigéniques exprimés chez I'hote définitif.
. indépendance entre le type antigénique ingéré par la mouche et le
répertoire métacyclique.
remplacement des types antigéniques métacycliques apparus en 3 a 4
jours lors de la premiére parasitémie par une vingtaine de types antigéniques

non métacycliques 10 jours aprés |'infestation.
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. enfin, la prédominance de certains antigénes variables de premiére
parasitémie chez 1'hdte définitif est influencée par le type antigénique ingéré
par la mouche.

La variation antigénique ne suit pas une séquence rigoureusement
prédéterminée. En effet, les travaux de CAPBERN et coil. (1977) (29) ont
montré qu'il existe une légére variation dans la succession des variants
antigéniques. L'origine de la programmation qui détermine l'ordre d'apparition
des différents variants est encore mal définie.

Selon VAN MEIRVENNE et coll. (1975b) (157) ; (1977) (158), Il'ordre
d'apparition des variants dépend seulement des taux de croissance relatifs.
KOSINSKI en 1980 (96) a analysé l'ordre d'apparition des variants. Il a
effectué un calcul mathématique portant sur un modéle de 90 variants
possédant des taux de croissance différents. La génération spontannée des
variants suivie d'une sélection qui s'opére seulement a travers les taux de
croissance ne semble pas capable de produire le degré d'ordre rapporté dans
la littérature. D'autres observations faites par MILLER et TURNER (1981)
(119) montrent que la fréquence d'expression de nouveaux variants n'est pas
nécéssairement en corrélation avec les taux de croissance. Cependant, ceci
semble avoir un effet sur la détermination du type antigénique majeur dans
chaque parasitémie.

2- Rodle des anticorps dans la variation antigénique

Pendant plusieurs années, les anticorps synthétisés par
I'h6te au cours de l'infection ont été considérés comme les véritables facteurs
induisant la variation antigénique. Mais des travaux récents ont infirmé cette
hypothése. Ainsi VAN MEIRVENNE et coll. (1977) (158) ont mis en évidence
une variation des antigénes de surface durant les stades précoces de
I'infection avant le développement d'une réponse immune chez |'h6te. Par la
suite, LE RAY et coll. (1978 (108) ont montré ['apparition d'une diversité de
variants antigéniques au niveau des glandes salivaires de la glossine, deux
semaines aprés infestation par un clone donné. Les travaux de DOYLE et coll.
(1980) (47) ont apporté un autre argument. Ces auteurs ont mis en culture
des formes trypomastigotes de trypanosomes selon le protocole mis au point
par HIRUMI et coll. (1977a) (75) ; (1977b) (76), l'apparition des variants a
pu é&tre détectée. Par conséquent in vitro, le processus de variation
antigénique semble se produire de la méme maniére qu'in vivo. Seule

différence, le délai d'apparition de nouveaux variants est plus long. Deux
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facteurs semblent intervenir pour expliquer cette différence : le premier
concerne la vitesse de développement de ces trypanosomes in vitro et in vivo,
le temps de doublement d'une population est plus long dans le cas d'une mise
en culture. Le second facteur est que, in vivo, la détection de nouveaux
types d'antigénes variables est facilitée par la réponse immune de I'h6te qui
élimine I'AVS initial. Enfin une preuve supplémentaire a été apportée par
'observation d'une variation antigénique chez des animaux immunodéprimés
(HAJDUK et VICKERMAN (1981) (69}).

Les anticorps ne semblent donc pas jouer un réle direct dans I'induction
de la variation antigénique, mais exercent probablement un effet sélectif parmi
les populations trypanosomales hétérogénes.

Le mécanisme par lequel les trypanosomes échappent a la réponse immune
de 1'hdte demeure une inconnue. Depuis quelques années, plusieurs équipes
se sont orientées vers ['étude structurale des antigénes variables de surface
des trypanosomes au moyen de techniques faisant appel a la biochimie et a la

biologie moléculaire.
Une meilleure connaissance de la structure de ces antigénes variables,
qui forment le manteau de surface permettra certainement de mieux cerner le

probléme des intéractions hoéte-parasite.

C. Les aspects biochimiques

1-  Isolement

Piusieurs protocoles d'isolement des AVS ont été publiés avant
1975, mais les préparations obtenues étaient généralement hétérogénes et
instables. Nous ne ferons que rappeler les principales références
bibliographiques les décrivant. (SEED (1963) (145) ; (1972) (146) ; LEPAGE
(1967) (103) ; (1968) (104) ; ALLSOPP et coll. (1971) (4) ; (1974) (5) ;
LANHAM et TAYLOR (1972 (101)). Toutefois, ces auteurs montraient déja que
les AVS étaient de nature glycoprotéique, ce qui a facilité I'apparition des
techniques de purification trés spécifiques telles que la chromatographie
d'affinité a I'aide de lectine.

En 1975 (38), CROSS a pu obtenir une préparation homogéne d'antigénes

variables de surface de T. b. brucei par rupture mécanique des parasites en
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I'absence de détergents, suivie d'une purification par isoélectrofocalisation.
Par la suite, furent proposés différents procédés d'isolement des AVS de T.
b. brucei (AFCHAIN et coll. (1976) (1) ; STRICKLER et coll. (1978) (150) :
de T. equiperdum (BALTZ et coll. (1976) (8)) ou de T. congolense (ROVIS
et coli. (1978) (141) ; ONODERA et coli. (1981) (120) ; REINWALD et coll.
(1981) (134)).

DIFFLEY et JAYAWARDENA (1982) (44) ont fait une analyse comparative
des différents protocoles de libération et d'isolement d'un antigéne variable de
T. b. rhodesiense et montré gu'ils obtenaient de meilleurs résultats par une

congélation-décongélation des trypanosomes en présence d'inhibiteurs de
protéases suivie d'une purification par chromatographie d'échange ionique. lls
ont isolé plus de 50 ¥ d'antigénes variables a partir d'un extrait de
trypanosomes représentant 95 % de la quantité attendue d'AVS (tableau 2).

En 1982 (167), VOORHEIS et coll. ont étudié le mécanisme conduisant a
la libération du manteau de surface des trypanosomes. Ces auteurs ont montré
que l'adjonction d'ions calcium et d'ionophore calcique a une suspension de
trypanosomes entrainait une libération de 80 % de la glycoprotéine de surface
en 10 minutes, sans altération des cellules. Cette réaction est bloquée par
'addition de zinc. Les conditions décrites pour la libération du manteau sont
les mémes que celles qui permettent I'activation de I'adénylcyclase
membranaire plasmique (VOORHEIS et coll, (1980) (165) ; (1981) (166) ;
(1982) (167)). Ces deux processus résulteraient de la stimulation d'un méme
"systéme de régulation" localisé au niveau de la membrane. Le fait enfin que
tous ces processus soient dépendants de la température laisse supposer

llintervention d'une étape enzymatique encore inconnue.

2- Caractéristiques physico-chimiques

Les premiéres études physicochimiques des antigénes
variables ont été faites par CROSS (1975) (38) ; (1977) (40) sur T. b.
brucei. L'auteur avait montré que les AVS étaient constitués par une
glycoprotéine monomérique, présentant une masse moléculaire de 65000 en
électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. D'autres
auteurs ont ensuite observé une différence de masse moléculaire d'un AVS a
['autre. Ainsi dans le modéle T. congoliense, les tailles moléculaires varient de
53000 & 57000 (ROVIS et coll. (1978) (141) ; ONODERA et coll. (1981) (120) ;
REINWALD et coll. (1981) (134)). Les mémes observations ont été enregistrées
avec le modéle T. equiperdum ou les tailles moléculaires s'échelonnent entre
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52000 et 59000. AUFFRET et TURNER (1981) (7) ont signalé qu'en solution les
AVS de T. b. brucei peuvent former des diméres ou des agglomérats.

La composition amino-acide et le point isolélectrique sont également
variables suivant les AVS étudiés de T. b. brucei (BRIDGEN et coli., (1976)
(26)), T. congolense (ROVIS et coll. (1978) (141) ; ONODERA et coll. (1981)
(120)) et de T. equiperdum.

La copule glucidique est caractérisée par une certaine constance quant a
la nature des sucres qui la composent : mannose, galactose, N-acétyl
glucosamine, glucose. Les glucides 7 & 17 % chez T. b. brucei (JOHNSON et
CROSS (1977) (92)) et 7 a 8 % chez T. equiperdum. La variation importante
du pourcentage de glycosylation chez T. b. brucei laisse envisager |'existence

d'un nombre variable de sites de glycosylation d'un AVS a ['autre.

3- Structure des AVS de T. b. brucei

a) l'axe peptidique

La connaissance de la structure peptidique des AVS
a bénéficié de I'apport présenté par I'é¢tude de la séquence DNA
complémentaire de I'ARN messager spécifique des antigénes variables. .
Plusieurs équipes se sont attachées a la préparation de ces sondes spécifiques
et ont pu déterminer tout ou partie de la séquence code d'un antigéne
variable (BOOTHROYD et coll. (1980) (17) ; (1981) (18) ,; (1982) (19) ;
MATHYSSENS et coll. (1981) (116) ; RICE-FICHT et coll. (1981) (136) ;
(1982) (137) ; PAYS et coll. (1983c) (129)). '

D'autres auteurs ont mené une analyse de la structure peptidique par
méthode chimique classique de dégradation de Edman sur peptide (HOLDER et
CROSS (1981) (81) ; ALLEN et coll. (1982) (2)).

ALLEN et GURNETT (1983) (3) ont précisé la localisation des ponts
disulfure dans la molécule. L'axe peptidique de I'AVS étudié présente les

caractéristiques suivantes :

- 470 résidus d'acides aminés

- existence d'une position de l'axe peptidique (8-40) contenant 10
résidus basiques et aucun résidu acide

- nature trés hydrophile des 112 résidus C-terminaux avec une
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richesse particuliére en Ilysine (24 résidus) et en acide glutamique (17
résidus)

- présence de 8 résidus de cystéine dans la région C-terminale
formant 2 groupes de ponts disulfure situés de part et d'autre d'une chaine
glycannique. Parmi ces résidus, les cinq derniers sont suivis d'une lysine
(Figure 6).

- existence de deux ponts disulfure dans la partie N-terminale et
d'un groupement thiol au centre de la molécule (figure 6) non impliqué dans
un pont disulfure.

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

LY

uniquement a partir de I'étude du DNA complémentaire spécifique (RICE
FICHT et coll. (1981) (136) ; MATHYSSENS et coll. (1981) (116) ; PAYS et
coll. (1983c) (129)). Tout en apportant beaucoup au concept général de la
structure 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, peut varier beaucoup d'un AVS a l'autre.

* Existence d'une extension C-terminale hydrophobe

L'analyse comparative des séquences peptidiques et 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 sur la glycoprotéine de surface (BOOTHROYD et coil. (1980) (17) ;
(1981) (18)). D'autres auteurs ont fait la méme observation sur d'autres
clones de T. b. brucei : MATHYSSENS et coll. (1981) (116} sur le clone
AnTat 1.8 : PAYS et coll. (1983c) (129) sur les clones AnTat 1.1, 1.10 et
1.1B. Cette extension hydrophobe représenterait une caractéristique générale
des AVS.

Cette extension C-terminale n'est pas la seule puisque fut décrite aussi
une extension N-terminale (Mc CONNELL (1981) (118) ; BOOTHROYD et coll.
(1981) (18)).

La biosynthése des antigénes variables passe donc en ce qui concerne
leur axe peptidique par un "processing" affectant les deux extrémités de la
molécule.
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Ces modifications qui caractérisent les phases précédant le stade mature et
fonctionnel sont d'un grand intérét, Elles laissent entrevoir leur rble dans :

- l'apparition en interaction membranaire des AVS

- la stabilisation définitive de la conformation des AVS

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

Des protéases spécifiques sont alors considérées comme des éléments d'un
processus de régulation d'expression des AVS.

* Homologie des régions C-terminales des AVS

De nombreux travaux ont démontré I'existence d'homologies
importantes dans les séquences acides aminés de la région C-terminale des AVS
(MATHYSSENS et coll. (1981) (116) ; RICE FICHT et coll. (1981) (136) ;
BOOTHROYD (1981) (18) ; HOLDER et CROSS (1981) (81) ; MERRIT et coll.
(1983 (117) ; PAYS et coll. (1983c) (129)). Ces homologies ont été détectées au
sein des AVS de sérodémes différents (figure 7).

Les régions C-terminales se caractérisent par I'existence de deux zones
extrémement hydrophiles contenant chacune quatre résidus de cystéine ayant
des positions toujours constantes. Entre ces zones hydrophiles se trouve une
"zone" riche en résidus hydrophobes. Cette constance remarquable de la
position des résidus de cystéine laisse supposer leur rdle dans la réalisation
d'une structure tridimensionnelle commune dans la région C-terminale des AVS.
Enfin cette partie C-terminale est particuliérement riche en lysine et en acide

glutamique.

RICE-FICHT et coll. (1981) (136) ont observé deux AVS IlITat 1.1 et lITat
1.4 qui ne répondent pas exactement a la définition précédemment décrite de la
région C-terminale (figure 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 hydrophile ol ils conservent une position

Pclassique".

L'AVS IITat 1.4 posséde d'ailleurs un résidu de cystéine supplémentaire et
les zones hydrophiles et hydrophobes sont moins nettes pour ces deux AVS que

pour l'ensemble des autres exemples décrits.

Une classification des AVS basée sur la structure des régions C-terminales
des AVS a été proposée par RICE FICHT et coll. (1981) (136), puis reprise par
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BORST et CROSS (1982) (22). Deux groupes principaux (figure 9) fonction de
I'acide aminé en position C-terminale ont été distingués.

- les AVS a "acide aspartique"

- les AVS a "sérine"

BORST et CROSS (1982) (22) ont signalé un cas isolé, celui de I'AVS VSG
118 qui avait un résidu d'asparagine en position C-terminale et qui représente
peut-&tre le seul exemple des AVS du troisiéme groupe.

Aucune signification de ces "groupes" n'est actuellement proposée. Quant a
nous, I'hypothése a soulever pourrait étre celle sur le plan génétique de
mécanismes de variation différents de ceux qui président a des changements
intragroupes, en relation avec des fonctions individualisées au niveau cellulaire

pour ces AVS a la fois proches mais aussi hautement différenciés.
b) Copule glucidique

Si I'on posséde de plus en plus d'éléments sur la structure
de I'axe peptidique des AVS, peu d'information concerne  les différents
glycannes qui viennent le substituer,

La composition glucidique des différents AVS étudiés a partir de T. b.
brucei varie entre 7 et 17 % (P/P). Les sucres caractérisés a partir des
préparations purifiées sont le mannose, le galactose et la N-acétylglucosamine
(CROSS (1975) (38)). Des études analytiques récentes, des dévéloppements de
biosynthése montrent qu'il existe deux types de chafnes glycanniques : les unes
"classiques" liées au résidu d'asparagine et comportant uniquement mannose et N

acétylglucosamine.

Les autres '"originales" liées au résidu d'acide aminé C-terminal et
englobent a la fois galactose, mannose, N-acétylglucosamine (HOLDER et CROSS
(1981) (81)). Nous reviendrons sur ce point dans le chapitre consacré a nos
propres résultats obtenus a partir de T. equiperdum.

c) Immunité croisée et immunité spécifique

Il semblait établi depuis plusieurs années que les anticorps

spécifiques du manteau de surface des trypanosomes sont spécifiques de
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variants et ne réagissent pas avec les trypanosomes hétérologues. Récemment,
des auteurs ont infirmé cette notion et rapporté que les anticorps dirigés contre
les AVS purifiés pouvaient présenter des réactions hétérologues (BARBET et Mc
GUIRE (1978) (9) ; CROSS (1979) (42)).

La réactivité croisée a pu étre décelée entre différents AVS d'une méme
espéce et aussi entre des AVS isolés de deux espéces différentes (BARBET et
Mc GUIRE (1978) (9) ; LABASTIE et coll. (1981) (97)). Ces observations ont
été négatives quand les tests de recherche de réaction croisée étaient réalisés
sur le parasite. Ce résultat laisse supposer que les déterminants antigéniques

intervenant dans la réactivité croisée des AVS purifiés sont inacessibles a la

surface du trypanosome et sont plutét "enfouis" a ['intérieur du manteau de

surface. Cette réactivité croisée est induite par des déterminants antigéniques
dans lesquels la copule glucidique est répartie. La réaction croisée peut étre
supprimée par oxydation périodique (BARBET et coll. (1979) (10)) et n'est pas
retrouvée sur les AVS non glycosylés synthétisés in vitro (LHEUREUX et coll.
(1979) (111) ; HOEIJMAKERS et 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 et CROSS (1981) (81) ; HOLDER (1983b) (83)). Ce
point sera évoqué a propos de notre étude de T. equiperdum.

PAYS et coll. (1983c) (129) ont montré récemment que deux antigénes
sérologiquement indistinguables a la surface du trypanosome (AnTat 1.1 et
AnTat 1.1B pouvaient présenter néanmoins des séquences de DNA
complémentaire différentes. Cette différence touche I'extrémité 3'. Le géne
AnTat 1.1B est en fait une séquence chimérique dont la région 5' seule est
identique avec la séquence correspondante du géne AnTat 1.1. Les auteurs en
concluent donc que les déterminants antigéniques de surface communs a AnTat
1.1 et AnTat 1.1B sont localisés dans la moitié N-terminale de la molécule de
glycoprotéine. Ce processus nous apparait différent de celui décrit plus haut. li
laisse entendre que des AVS possédant des séquences acides aminés peu
différentes dans leur moitié N-terminale peuvent représenter des étapes de

"variation ponctuelle" dont le mécanisme d'apparition pourrait étre particulier.

Dans ce cas précis, la sélection immunologique ne peut plus étre
définitivement évoquée pour expliquer la variation et son déclenchement.
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4- La glycosylation des AVS

STRICKLER et PATTON en 1980 (151) ont étudié l'inhibition
de la glycosylation par culture des trypanosomes en présence de tunicamycine.
lIs ont montré l'effet de I'antibiotique par le taux d'incorporation du mannose.
La tunicamycine, bloque complétement I'incorporation des structures poly-
mannosidiques liées & l'axe peptidique par une liaison de type N glycosidique.
ROVIS et DUBE (1981) (142) ont étudié la séquence de glycosylation des AVS
toujours en présence de tunicamycine et ont observé qu'il y avait en fait dans
le temps deux étapes de glycosylation correspondant a des structures diffé-
rentes de glycannes.

La premiére correspond a la glycosylation inhibée par la tunicamycine et
qui se situe pendant la synthése protéique et/ou immédiatement aprés.

La deuxiéme phase est représentative de glycannes dont l'incorporation est
insensible a I'action de la tunicamycine. Leur synthése a lieu apreés achévement
de celle de la chaine protéique. lls contiennent les déterminants antigéniques
responsables "des réactions croisées". Cette notion de biosynthése est en accord
avec les résultats de HOLDER et CROSS (1981) (81) qui ont isolé deux types de
glycopeptides. | _

- glycopeptides internes liés par des liaisons asparaginyl N-acétyl
glucosamine

- glycopeptides liés au résidu C-terminal (sérine, acide aspartique ou
encore asparagine).

Par ailleurs, en présence de I'antibiotique, I'AVS est transporté
normalement au niveau de la membrane plasmique des parasites. Par conséquent,
les glycannes sensibles & la tunicamycine ne semblent pas essentiels a la
biogénése du manteau de surface du parasite. |l semble néanmoins que les
oligosaccharides jouent un rdle dans la protection de ['axe peptidique vis a vis
de toute dégradation protéolytique (STRICKLER et PATTON (1980) (151) ;
ROVIS et DUBE (1981) (142)).

Enfin, l'inhibition partielle par la tunicamycine de l'immunoprécipitation de
certains AVS avec des antisérums hétérologues a montré que les sucres
responsables des réactions croisées entre les AVS sont localisés sur des
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glycannes liés & la protéine par des liaisons N-glycosidiques et aussi par
d'autres types de liaison. Cette hypothése peut &tre correlée avec les résultats
de HOLDER et CROSS (1981) (81) selon laquelle, pour certains AVS de T. b.
brucei, un site de glycosylation asparaginique est situé & proximité du résidu
C-terminal.

BORST et CROSS (1982) (22) ont proposé un schéma représentatif de la
structure des glycoprotéines de surface de T. b. brucei (figure 10). Les AVS
sont formés d'un axe peptidique sur lequel est obligatoirement branchée une

chaine glycannique interne ayant un rdle essentiel et d'autres chaines internes
dont la présence est facultative. L'autre fait important est la glycosylation
C-terminale qui semble jouer un rbéle spécial. A ce propos, des travaux de
HOLDER (1983a) (83) ont montré que la glycosylation C-terminale se fait par

'intermédiaire d'une éthanolamine unie par une liaison amide & la fonction
carboxylique de I'acide aminé C-terminal.

5- Organisation moléculaire du manteau

Le manteau de surface recouvre toute la surface du
trypanosome. 1l forme une barriére qui protége la membrane plasmique du
parasite contre les anticorps, les facteurs sériques lytiques non spécifiques ou
contre les cellules immunocompétentes de I'hote (CROSS et JOHNSON (1976)
(39)).

Le mode d'insertion des AVS dans la membrane demeure inconnu jusqu'a ce
jour. Les seules indications a ce sujet concernent l'orientation des molécules. En
effet, plusieurs 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 liait aux AVS isolés mais ne se fixait pas
sur le manteau de surface. Par ailleurs la digestion des AVS par la trypsine
entraine la libération d'une grande partie N-terminale de la molécule et laisse la
partie C-terminal liée a la membrane (CROSS (1978) (41) ; JOHNSON et CROSS
(1979) (93)). De la méme maniére, les anticorps dirigés contre le glycopeptide
C-terminal portant les épitopes communs a plusieurs AVS ne réagissent pas avec
les "parasites vivants" (BARBET et Mc GUIRE (1978) (9) ; CROSS (1979b) (43)
; HOLDER et CROSS (1981) (81)).
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Représentation schématique de la glycoprotéine spécifique d'un variant
antigénique de T. b. brucei (Borst and Cross, (1982)).

FIGURE 10
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La question de savoir comment ['extrémité C-terminale des AVS se fixe sur
la membrane plasmique reste encore posée. Deux hypothéses ont été émises afin
d'expliquer le mode d'insertion des AVS :

- l'une se fonde sur l'importance du 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 et coll. (1982) (2)).

~ l'autre tient compte du peptide C-terminal hydrophobe : une petite partie
des AVS conserverait leur extrémité hydrophobe et stabiliserait la structure du
manteau (BORST et CROSS (1982) (22)).

Seule une meilleure définition de la structure de la région C-terminale des
AVS apportera une réponse au probléme de l'ancrage des molécules d'antigénes

a la surface du parasite.

VIii- Bases génétiques de la variation antigénique

Les techniques d'hybridation entre fragments génomiques et DNA
complémentaires ont permis de progresser dans la connaissance des bases

génétiques de la variation antigénique.

A- Organisation des génes

Des travaux concernant l'organisation des génes codant pour les
AVS ont été mené par plusieurs équipes. Trois points essentiels sont a retenir

- chaque trypanosome posséde au sein de son génome tout le répertoire de
génes codant pour les AVS du sérodéme auquel il appartient ; mais il ne peut
en exprimer qu'un seul a la fois (WILLIAMS et coll. (1979) (170} ;
HOEIJMAKERS et coll. (1980b) (80) ; BORST et coll. (1980) (17)).

- il existe différentes familles de génes apparentés (ou isogénes) au niveau
du génome de chaque variant (HOEIJMAKERS et coll. (1980b) (80) ; PAYS et
coll. (1981a) (124)).

- I'expression des génes fait intervenir différents types de réarrangements

génomiques que nous détaillerons ultérieurement.

B- Mode d'expression des génes

Un membre de la famille des génes sera utilis€é comme modéle
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pour la transcription : il s'agit de la "copie de base" (BC : Basic Copy).

1-  Premier mécanisme : La Duplication-transposition

L'expression de certains génes implique une duplication de
la copie de base. La nouvelle copie synthétisée (ELC = Expression Linked-Copy)
est transposée au niveau d'un site d'expression télomérique ou elle est
transcrite. Ce processus a été observé dans les clones de T. b. brucei
(HOEIJMAKERS et coll. (1980b) (80) ; BORST et coll. (1980) (17) ; FRASCH et
coll. (1980) (54) ; PAYS et coll. (1981a) (124) ; (1981b) (125) ; BERNARDS et
coll. (1981) (12) ; MAJIWA et coll. (1982) (115)) ; T. b. gambiense (PAYS et
coll. (1981c) (126) ; (1981d) (127) ; (1983a) (128)) ; T. b. rhodesiense (PAYS
et coll. (1981d) (127) ; (1983a) (128)) et T. equiperdum (LONGACRE et coll.
(1983) (112)). C'est le premier mécanisme qui a été décrit.

a) L'ELC est un géne actif

PAYS et coll. (1981a) (124) ont montré que I'ELC du
géne AnTat 1.1 est plus sensible que la copie de base a l'action de Ia
désoxyribonucléase I. Cet enzyme se caractérise par une action plus marquée au
niveau de la chromatine active que de la chromatine inactive chez les eucaryotes
(WEINTRAUB et GROUDINE (1976) (168). Ces résultats tendaient a8 montrer que
'ELC est utilisée pour la transcription. La preuve directe a été apportée par'
les expériences de digestion des hybrides mRNA-copie de base par la nucléase
S| (BERNARDS et coll. (1981) (12)). Les auteurs ont montré que les copies de
base des genes 117 et 118 différent au niveau des 100 a 150 derniers
nucléotides précédant l'extrémité poly(A). lls ont par conséquent conclu que les
ELC constituent Iles génes actifs et que, durant le processus de
duplication-transposition qui donne naissance a I'ELC, I'extrémité 3' est

remplacée par une nouvelle extrémité 3'.

b) Analyse du site d'expression
Les premiers renseignements sur le site d'expression
des geénes codant pour les AVS proviennent des travaux de PAYS et coll.
(1981a) (124) qui ont étudié les séquences de deux clones de T. b. brucei

exprimant le méme type antigénique (AnTat 1.1). La comparaison des copies
additionnelles a permis aux auteurs de postuler que la méme copie de base a
servi de modéle pour la synthése des ELCs et ces derniéres sont transposées au
niveau de site d'expression apparemment identiques. VAN DER PLOEG et coll.

(1982a) (154) ont aussi montré que le site d'expression pour le géne 117 et le
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geéene 118 apparaissait similaire, ceci d'aprés I'examen des cartes
endonucléasiques des ELCs correspondantes. Le site d'expression se caractérise
par une absence de sites enzymatiques de restriction de part et d'autre du
segment transposé sur une longueur respective de 6 kb en avant et 8 kb en
arriére. Au dela du segment 8 kb, l'on trouve une position qui est un site de
clivage pour 15 endonucléases différentes. Pour expliquer ce fait inhabituel, les
auteurs ont suggéré que ce site représente la fin de la molécule de DNA.

De |'observation se dégage I'idée d'une région riche en succession
d'adénine et de thymine contenant des petites séquences répétitives
suffisamment homogeénes.

Récemment MICHIELS et coll. (revu par BERNARDS (1982) (13)) ; BORST
et CROSS (1982) (22)) ont analysé les ELCs de 2 clones différents exprimant le
géne 118. Les auteurs ont également retrouvé une similitude au niveau des sites
d'expression mais ils ont trouvé que les séquences caractéristiques de DNA
différaient au niveau de leur taille (en avant par une insertion de 10 Kb} et en
arriére par une délétion de 2,7 kb). Selon BORST et CROSS (1982) (22), ces
régions de DNA seraient constituées de petites unités répétitives et pourraient
varier de taille par des duplications ou des délétions de ces unités. Les auteurs
n'excluent pas toutefois qu'il est possible que les génes soient insérés dans des
positions différentes au sein d'un site d'expression ou bien que plusieurs sites
d'expression différents soient présents.

c) Mécanisme de transposition

La transposition de copie additionnelle s'accompagne
d'un remplacement de son extrémité 3', différente de celle de la copie de base.
Ce changement se fait par recombinaison entre une séquence de DNA du site
d'expression et l'extrémité 3' de la copie additionnelle (BERNARDS et coll. (1981)
(12)).

Plusieurs auteurs ont montré que le segment transposé a une taille
supérieure 3 celle des mRNAs correspondants. Ces résultats impliquent donc
qu'un segment supplémentaire de DNA est calqué et transposé en méme temps
que la séquence caractéristigue du mRNA (BERNARDS et coll. (1981) (12) ;
PAYS et coll. (1981a) (124) ; VAN DER PLOEG (1982b) (155)). Ce segment 5'
cotransposé a été retrouvé au niveau de transcriptats plus courts et aussi plus
longs que le mRNA mature suggérant que le géne est transcrit sous forme d'un
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précurseur de plus grande taille qui serait ensuite coupé. Sur la base de ces
obervations, BERNARDS (1982) (13) a proposé un schéma de formation de I'ELC
et de synthése de mRNA (figure 11). Dans ce modéle, la transcription commence
avant le segment transposé et le site d'expression fournit donc le promoteur
pour initier la transcription du géne. Le premier produit de transcription est
ensuite remanié pour donner naissance au mRNA mature, muni d'une nouvelle
extrémité 5' indépendante du segment cotransposé. BOOTHROYD et CROSS
(1982) (19) ont étudié la séquence nucléotidique des extrémités 5' de la copie de
base et du mRNA de I'AVS 117. Ces auteurs ont également mis en évidence
I'lexistence d'un mini-exon de 35 nucléotides. Cette séquence semble étre
présente sur tous les mRNA matures. Plusieurs génes sont activés par ce
mécanisme (AnTat 1.1, AnTat 1.3, AnTat 1.8, AnTat 1.13, AnTat 1.30).

2- Deuxiéme mécanisme : expression de génes non liée a la
production d'une "copie liée a l'expression"

D'autres travaux ont montré que certains geénes étaient
exprimés sans apparition d'une copie liée a I|'expression (WILLIAMS et coll.
(1979) (170) ; (1980) (171) ; BORST et coll. (1980) (21) ; BERNARDS (1982)
(13) ; BOOTHROYD et CROSS (1982) (19)) ; PAYS et coll. (1983d) (130). Les
génes concernés sont les suivants : AnTat 1.6, VSG 221, IITat 1.2, |iTat 1.3,
IITat 1.4,

En outre ces génes présentent d'autres particularités :

. ils sont présents sous forme de copies multiples (WILLIAMS et coll.
(1980) (171) ; MAJIWA et coll. (1982) (117) ; YOUNG et coll. (1983) (174)).

. les copies sont localisées au niveau des séquences télomériques du
génome (YOUNG et coll. (1983) (174)).

YOUNG et coll. (1983) (174) pensent que la copie exprimée résulte d'un

processus de duplication suivi d'une transposition vers un site télomérique.

D'autre part BOOTHROYD et CROSS (1982) (19) ont montré que les mRNA
issus de ces génes avaient la méme séquence 5' de 35 nucléotides que le mRNA
provenant des ELC, suggérant par conséquent que [l'activation de ces génes
utilisait le méme promoteur. L'activation des génes sans ELC se ferait par un
échange entre l'extrémité 3' du chromosome portant le géne télomérique et le
site d'expression (TURNER (1983) (152) ; BORST et coll. (1983) (23) selon le
schéma de la figure 12. Ce processus expliquerait le fait que I'expression des
génes sans ELC ne résulte pas systématiquement en la disparition de I'ELC
correspondant au type antigénique précédent.
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old ELC.

duplicated BC

new ELC
precursor mRNA , A
mature mRNA - A,

Représentation schématique des processus de formation de I'ELC et de
transcription en RNA messager (Bernards (1982)).

FIGURE 11
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TURNER M. Nature, 303, 202, (1983)

Comparaison des voies d'activation des génes avec ou sans ELC (Turner M. (1983)).

1 : Une copie de base d'un géne non télomérique (A) est calquée et transposée
vers un site d'expression (E) pour donner une ELC.

2 + 3 : Cette voie peut également passer par un site télomérique.intermédiaire

(B).
4 : Le processus pourrait aussi donner un géne "non-ELC" directement ou
2 + 5 : en passant par un intermédiaire (B).
6 : Les génes "non-ELC" sont exprimés grécé d un échange réciproque d'extrémité
chromosomale entre le géne et un unique site d'expression (D) pour produire
une copie exprimée (E) et une ELC persistante (F). Les zones élargies

représentent les séquences trouvées dans le mRNA de 1'AVS. La lettre P
indique 1a position du promoteur.

Figure 12
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3- Troisiéme mécanisme : la conversion de génes entre

différents membres d'une méme famille de génes

PAYS et coll. (1983) (129) ont fait une analyse détaillée des
ELCs de 2 clones successifs de T. b. brucei (AnTat 1.10 et AnTat 1.1B)
dérivant du clone AnTat 1.1. D'aprés les auteurs, ce changement antigénique

résulte d'un réarrangement génomique faisant intervenir une conversion de
génes (Figure 13).
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Les 5 membres de la famille des génes AnTat 1.1 (lettres A E) sont désignés
selon la taille du fragment qui les inclut aprés coupure par 1'enzyme Pst I. La
ligne sous la carte E indique la longueur de 1'é1ément transposé. Les rectangles
clairs au niveau des cartes F, G et H recouvrent la partie de séquence, qui est
aussi trouvée dans le cDNA. Les rectangles noirs représentent les séquences
cotransposées. La jonction entre les deux n'est pas précisément connue pour
1'ELC d'AnTat 1.10. Le passage AnTat 1.1 & AnTat 1.10 correspond au remplacement
de 1'ELC d'AnTat 1.1 (F)  par une copie faite & partir du géne "9 kb" (A). Le

-

passage AnTat 1.10 & AnTat 1.1b correspond au remplacement partiel de 1'ELC

-

préexistente par une nouvelle copie (mais incompléte) faite & partir du géne
"6,4 kb" (E), selon le schéma suivant :

$78bg from the "84 kD" 133bp  634bp from the "Okd”
~ v ;
SRR 7 7 7K
N

[

Coding saquence (1509 bp)

En plus, un troisiéme géne non identifié@ pourrait avoir é&té impliqué dans
1'élaboration de 1'ELC AnTat 1.1b puisque cette derniére comprend un domaine de
133 bp qui différe & la fois des génes "6,4 kb" et "9 kb". Une autre hypothése
serait que ce domaine soit une copie imparfaite de 1a séquence correspondante du
géne 6, 4 kb (Pays et Coll (1983) (80).

Figure 13
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TRAVAUX PERSONNELS

ETUDE DE BOTAT-1

INTRODUCTION

T. equiperdum représente le modéle parasitaire sur lequel nous nous

sommes fondés pour [|'étude des AVS. Il est responsable d'une affection grave
chez le cheval mais il est non pathogéne pour |'homme.

La souche princeps de T. equiperdum utilisée a été fournie en 1961 au

laboratoire d'Immunologie et de Biologie parasitaire de Bordeaux par {'Institut
Pasteur de Paris. L'entretien de la souche se ‘fait par passages successifs sur
souris tous les 2 a 3 jours. En 1971, le groupe de Bordeaux a isolé par clonage
un type antigénique dominant, désigné selon la nomenclature de LUMSDEN et
Coll. (1967) (114) : BoTat-1 (Bordeaux Trypanozoon antigenic type 1). Ce
stabilat est conservé a -196° C dans l'azote liquide.

CAPBERN et Coll. (1977) (29) se sont basés sur ce variant dominant pour
étudier le phénoméne de variation antigénique chez le lapin. Les auteurs ont
montré que l'infection chronique chez le lapin est caractérisée par I'apparition
successive de pics parasitémiques en rapport avec des changements de type
antigénique du trypanosome (Figure 14)}. Par contre, chez la souris et le rat le
caractére aigu de |'affection conduit a une seule vague parasitémique rapidement

mortelle au bout de 6 a 7 jours.

Au cours de cette étude, 101 clones de trypanosomes antigéniquement
différents ont été isolés. Ainsi CAPBERN et Coll. (1977) (29) ont pu déteminer
de facon plus précise la séquence d'apparition des sérotypes en suivant
I'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 différent, le premier variant qui
se développe appartient au type BoTat-1 qui représente le type antigénique de
base de la souche.

Enfin, les sérotypes ont été répartis selon leur séquence d'apparition en
trois catégories :

- types "précoces", se développant en général dans les trois premiéres

semaines de la maladie.
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Evolution comparée de la parasitémie chez la souris et le lapin

FIGURE 14



-47-

- types "semi-tardifs", apparaissant aprés trois semaines
- types "tardifs", isolés chez les lapins ayant survécu plus d'un mois.

I- Préparation des AVS de T. equiperdum

A./ Clonage de populations antigéniques

La technique de clonage utilisée dérive de celle proposée par
INOKI (1960) (88) pour T. gambiense : le sang des lapins parasités est prélevé

et inoculé 3 des souris. Lorsque la parasitémie développée chez ces souris est
suffisante, un prélévement de sang est effectué et aprés dilution dans un
tampon approprié, un parasite unique est repéré au microscope optique et
inoculé a une nouvelle souris. L'inoculation & la souris d'un seul parasite suffit
pour provoquer une infection aigue, au terme de laquelle la parasitémie est
intense. De cette facon, il est donc possible d'obtenir des populations de T.

equiperdum antigéniquement homogénes.
B. Infestation des rats

Elle permet d'obtenir des quantités de parasites plus
importantes. Des rats Wistar mdles d'un poids moyen de 500 g sont infestés par
voie intrapéritonéale. Les inoculums correspondent a 108 trypanosomes ° issus
d'une population clonée, conservée a -196° C dans l'azote liquide. Au bout de
trois jours, la parasitémie est intense provoquant la mort de I'animal sans qu'il
y ait eu variation antigénique. Les trypanosomes obtenus sont homogénes a
99,99 %. L'homogénéité est vérifiée par des techniques radioimmunolologiques ou

par immunofluorescence indirecte a l'aide d'antisérums spécifiques de variants.
C. Isolement des trypanosomes

Les rats infestés sont sacrifiés et le sang est prélevé sous
héparine. Ce sang est ensuite dilué de moitié par une solution saline de faible
molarité NaCl 0,045 M, NazH PO4, 2H20 0,057 M, NaH2 PO4 2H20 0,003 M,
glucose 1 % (eau physiologique T.G.). L'addition de dextran (Pharmacia) suivie
d'une centrifugation & faible vitesse, permet d'éliminer la majeure partie des

hématies. Le surnageant est alors déposé sur une colonne de DEAE cellulose a
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pH8 selon le protocole de LANHAM et GODFREY (1970) (100) afin de parfaire la
purification des trypanosomes, qui aprés cette étape restent vivants.

D. Libération du manteau de surface

Les trypanoéomes sont lavés plusieurs fois par de {'eau
physiologique T.G., puis repris dans 120 ml de tampon phosphate 0,125 M pH
5,5 contenant 1 % de glucose. Cette suspension est laissée une nuit & 4° C sur
agitateur de KLINE. Ce traitement provoque la libération des constituants du
manteau de surface dans le milieu. Aprés centrifugation on obtient un
surnageant qui est dialysé contre une solution de NaCl 0,5 M. Il contient des
antigénes variables et d'autres constituants membranaires et cytoplasmiques. Le
matériel insoluble est éliminé par ultracentrifugation & 50.000 g pendant 1 h a
4° C. Le surnageant ainsi obtenu constitue "I'extrait antigénique brut".

E. Purification des AVS

La purification des AVS de T. equiperdum tient compte de leur

rétention sélective sur la concanavaline A. Ainsi "l'extrait antigénique brut" est
déposé sur une colonne de sépharose convanavaline A. Les antigénes communs
non retenus sont élués par une solution de NaCl 0,5 M. Lorsque I'absorption
densitométrique de ce premier éluat devient nulle, les AVS sont élués par une
solution de NaCl 0,5 M contenant de I' a-D mannoside a 10 % (P/V). Ce
deuxiéme éluat est dialysé contre de l'eau désionisée puis lyophylisé. L'état de
pureté de la préparation d'AVS obtenue s'avére satisfaisant aprés controéle sur
gel de polyacrylamide en présence de SDS.

Plusieurs AVS répartis dans les différentes 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 tardifs : BoTat-20, -28, - 51,

Nous avons pu ainsi entreprendre une étude des AVS de T. equiperdum

avec une définition structurale plus approfondie de I'AVS BoTat-1.
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II- Caractéristiques physico-chimiques

A- Masse moléculaire

La préparation d'antigéne a été analysée selon la technique de
LAEMMLI (1970) (98) afin de déterminer la masse moléculaire apparente et de
vérifier également |'homogénéité. L'AVS BoTat-1 se présente sous forme d'une
seule bande correspondant a environ 53.000. Lorsque I'AVS est réduit, I'on note
une augmentation de la masse moléculaire apparente d'environ 8.000. Ceci
démontre bien ['importance des ponts disulfure dans la conformation des AVS et
le réle de ceux-ci au cours de la migration.

B- PHi et structure secondaire

Le pHi a été déterminé par isoélectrofocalisation sur gel de
polyacrylamide a 5 %. Les détails concernant le mode opératoire sont donnés
dans l'appendice technique. L'examen du gel montre une bande majeure de pHi

8,3 et des bandes mineures (8,6 ; 7,7 ; 7,1).

La structure secondaire a été établie par dichroisme circulaire. Le spectre
dichroique obtenu est représenté sur la figure 15. Les pourcentages respectifs
des structures hélicoidales, feuillets plissés et de I'ensemble coude B - structure
inorganisée sont illustrés dans le tableau 3. L'AVS BoTat-1 se caractérise par
une conformation particuliérement riche en hélicea (prés de 50 %) et la structure
en feuillets plissés se trouve dans les mémes proportions que I'ensemble coude
B -structure inorganisée.

C- Composition amino acide

La composition amino acide a été obtenue suivant la technique
classique d'hydrolyse chlorydrique 5,6 N pendant 24 h a 110° C suivie d'une
analyse quantitative sur une résine monocolonne. Le dosage de certains résidus

amino acides a nécessité I'utilisation de traitements particuliers tels que :

- la transformation des résidus cystéine et cystine en acide cystéique
- I'hydrolyse par l'acide mercaptosulfonique afin de doser les résidus de
tryptophane



Hélice 49 ¢
Feuillets plissés , 25 %
Structure inorganisée et gturn 26 %

Evaluation de la structure secondaire de
I'AVS BoTat-1

TABLEAU 3
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SPECTRE DICHROIQUE DE L'AVS BoTat-1
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L'analyse des résultats (Tableau 4) nous permet de remarquer une forte
proportion des résidus d'amino acides dicarboxyliques, d'alanine, de leucine et
de lysine.

Le nombre de résidus par mole de glycoprotéine a été calculé (Tableau 4)
en fonction de la masse moléculaire apparente de I'AVS natif déterminé en gel de
polyacrylamide.

D- Composition glucidique

Les oses ont été dosés par chromatographie en phase gazeuse
aprés méthanolyse en milieu acide (voir appendice technique). Le tableau 5
montre que les oses caractérisés dans l'ordre quantitatif décroissant sont : le
mannose, le galactose, la N-acétylglucosamine et des traces de glucose. Les
faibles quantités de glucose dosé peuvent laisser supposer une contamination du
matériel au cours de la préparation. La détermination de la structure compléte
permettra de vérifier l'existence ou non de glucose dans la copule glucidique
des AVS.

E- Dosage du phosphore

Deux techniques ont été utilisées pour mettre en évidence le
phosphore

. . 32
. la mesure de l'incorporation de

P dans la molécule d'antigéne
. le dosage du phosphore organique selon la technique au vert malachite
d'ITAYA et MICHIO (1966) (89). Les résultats présentés dans le tableau 6

montrent qu'une mole de phosphore est dosée pour une mole d'antigéne.

Il restait alors a définir le mode d'attachement du groupement phosphate au
reste de la molécule. Les AVS ont alors été soumis a divers traitements.

- l'utilisation de la technique de CAPONY et Coll. (1983) (30) a permis
d'établir qu'il ne s'agit pas d'une liaison ester entre le groupement phosphate et
un résidu de sérine, de thréonine ou de tyrosine.

La radioactivité des AVS marqués au 32p s'avérait stable aprés traitement
par I'hydroxylamine ou par une solution alcaline diluée. Ce résultat permettait
d'exclure I'hypothése d'une liaison acyl-phosphate au niveau du résidu d'acide
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA
GLYCOPROTEINE PURIFIEE DU VARIANT BoTat-1

Acides aminés * Nombre de résidus par Nombre de résidus
mole de glycoprotéine pour 100 résidus

d'acides aminés

dosés.
ASX 62 13,36
THR 36 8,90
SER 22 5,41
GLX 45 11,00
PRO 15 3,60
GLY 32 7,96
ALA 70 15,12
VAL 12 2,59
CYS 10 2,19
MET 5 1,13
ILE 11 2,36
LEU 42 9,15
TYR 10 2,20
PHE 10 2,14
LYS 37 8,06
HIS 3 0,57
TRP 2 0,51
ARG 17 3,65

4y

* 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
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COMPOSITION GLUCIDIQUE DE L'AVS BoTat 1

Monnosaccharides

Mannose

Galactose

Glucose

N-acétylglucosamine

Nombre de p moles par gramme
de glycoprotéine

226

116

118

TABLEAU 5
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DOSAGE DU CONTENU EN PHOSPHATE
DE L'AVS BoTat-1

Contenu protéique Contenu en phosphate
{(nanomoles) (nanomoles)

5 4,5

10 9

15 15

TABLEAU 6
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aspartique ou d'acide glutamique.
Cette liaison est également stable en présence de phosphatase alcaline.

La stabilité de cette liaison aprés plusieurs étapes de précipitation
trichloracétique (16 % p/p) dont une est effectuée & 80° pendant 20 minutes,
permet d'exclure I'éventualité d'une liaison du type phosphohistidine qui est
labile en milieu acide. '

Ces résultats montrent bien que le type de liaison entre la glycoprotéine
de surface et le groupement phosphate est différent des liaisons classiques que

I'on trouve habituellement dans les phosphoprotéines.

1ll1- Etude de l'axe peptidique

Le but de notre étude était de préparer de gros fragments peptidiques
dont I'étude en séquence de EDMAN allait nous permettre de les situer sur |'axe
peptidique et de déterminer le ou les sites de glycosylation de cette
glycoprotéine de surface.

L'étude directe de la molécule native sur séquenceur automatique a permis
de connafitre la nature des 20 premiers résidus. Par la suite, nous avons testé
I'action d'un certain nombre d'enzymes protéolytiques, dans le but d'établir un
protocole permettant ['obtention de gros fragments peptidiques utilisables sur
séquenceur. Les résultats obtenus étant peu satisfaisants, nous nous sommes
tourné vers les techniques chimiques de coupure qui, bien que donnant des
rendements parfois plus limités, sont plus spécifiques. Une seule méthodologie a
été retenue : le clivage par le bromure de cyanogéne (BrCN) spécifique des
liaisons méthionyl-X, méthode qui s'est avérée trés positive tant sur le plan
qualitatif que quantitatif.

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 servi de base a I'étude visant a établir la structure
primaire de l'axe peptidique de BoTat-1.
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1-  Principe de la réaction

D'aprés GROSS et 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 et en bromhydrate
d'iminolactone de I'homosérine ; ce dernier subit un réarrangement qui conduit a
la libération de la lactone de I'homosérine et d'un fragment ayant en position N
terminale I'amino-acide lié au départ a la fonction carboxylique de la méthionine
(Tableau 7). Notons que SCHROEDER et Coll. (1969) (144) ont signalé que la
nature de I'amino-acide voisin de la méthionine est déterminante dans Ila
possibilité de cliver mais aussi influencer le rendement réactionnel. Ces auteurs
ont en effet montré que la coupure était incompléte lorsque par exemple une
sérine ou une thréonine est liée a la méthionine (Tableau 7).

Le clivage par le BrCN a été réalisé sur la glycoprotéine préalablement
réduite et alkylée afin d'éviter les réactions intramoléculaires au niveau des
liaisons méthionine-cystéine (Tableau 7). le mode opératoire est décrit dans
l'appendice technique.

2- Résultats

Les produits de clivage ont été analysé en électrophorése
sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (Figure 16).

On observe essentiellement 4 bandes dont les tailles moléculaires apparentes
sont respectivement : 13 000, 18 000, 22 000, 29 000.

D'autre part, la méme préparation a fait I'objet d'une étude par
chromatographie de gel filtration sur colonne de Biogel P100 en milieu acide
acétique 0,1 N. La figure 17 représente les profils obtenus aprés la lecture

spectrophotométrique a 230 nm, les dosages a I'orcinol sulfurique et a la
minhydrine.

L'étude électrophorétique sur gel de polyacrylamide de chacune des dix
fractions obtenues montre qu'elles sont hétérogénes. Mais, on note dans tous les
cas la présence d'importance variable d'une bande voisine de 22 000,
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MECANISME DE COUPURE DES LIAISONS METHIONYL-X (Gross et Witkop, 1961)

H R
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COUPURE DES LIAISONS METHIONYL-THR OU METHIONYL-SER (Schreeder et coll, 1969)
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SCHEMA DE LA REACTION INTRAMOLECULAIRE POSTULEE ENTRE L'ATOME DE"

SOUFRE  DE LA CYSTINE ET L'IMINOLACTONE FORMEE PENDANT LE TRAITEMENT
PAR LE BROMURE DE CYANOGENE (Doyen et Lepresle, 1979)
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS
DES FRACTIONS COLLECTEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL
FILTRATION DES PRODUITS OBTENUS PAR TRAITEMENT DE
L'AVS BoTat-1 PAR LE BrCN
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RA AVS BoTat-1 réduit et alkyleé
C Clivage par le BrCN
158 F1 a F8 Biogel P100

FIGURE 16
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CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR BIOGEL P100 DES PRODUITS DE CLIVAGE PAR LE
BrCN DE L'AVS BoTat-l
(100 - 200 mesh ; colomne 150 x 1,8 cm ; acide formique 0,1 M)
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a) Composition amino-acide

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau
8. Malgré I'hétérogénéité des préparations, certains points remarquables sont
a noter en particulier pour les fractions F5 et F7.
- la fraction F7 présente une trés grande richesse en résidus
hydrophobes (19,37 $ Ala et 14,01 $ Leu) alors que dans la fraction FS’ I'on
note une plus faible proportion des mémes résidus (10.86 % Ala et 9,66 %
Leu). La fraction F5 est riche en résidus hydrophiles (Lys, Glu ou GIn) qui

existent en faible quantité dans la fraction F7.

Si l'on se référe aux données bibliographiques concernant la structure
des AVS, la fraction F5 contient ou représente la partie C-terminale
hydrophile. Cette hypothése se trouve confortée par le pourcentage élevé des

carboxyméthylcystéines dosées. La fraction F quant a elle, semble

7I
représenter une autre portion de la molécule que nous sommes parvenus a

localiser.

b) Séquence amino-acide

Trois fractions ont été étudiées : F3, F5 et F7. Les
séquences ont d'abord été déterminées manuellement, puis sur séquenceur
automatique Beckman 890 C. A chaque cycle, plusieurs dérivés amino-acide
sont obtenus, la détermination quantitative des phénylthiohydantoines (PTH)
amino-acides par chromatographie liquide de haute performance (HPLC) nous a
permis d'interpréter deux séquences a la fois, dans la mesure olu les deux
structures peptidiques se trouvent en proportion nettement différente dans le
mélange. Les résultats sont présentés dans le tableau 9. Il montrent aussi que
d'une fraction BrCN a l'autre, les séquences mineures sont retrouvées a

plusieurs reprises, ce qui ajoute encore a la validité de l'interprétation.

IV- Etude de la copule glucidique

A. Composition glucidique

Le tableau 10 présente la composition en sucres des différentes
fractions. Les mémes fractions précédemment citées se sont révélées

particuliérement intéressantes.



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS ISOLEES APRES CLIVAGE PAR LE BrCN DE L'AVS DE BoTat-1

. [ 1 ] | | 1 BB | 1 | »
et VG2 T g e s e e ) e

SCMC } 1,61 I 0,53 ‘ 1,26 } 1,10 } 2,35 { 1,85 : 1,18 } - : - } -

ASP = 14,21 } 14,18 } 14,19 } 14,82 { 15,41 } 13,85 } 12,71 } 13,21 } 8,38 } 10,06
THR | 871 | 8,30 | 871 | 8,36 | 8,68 | 9,06 | 9,8 | 7,57 | 6,8 | 6,48
SER I 6,44 } 6,76 : 7,72 : 6,03 : 6,24 } 6,48 } 7,85 { 7,95 { 3,40 { 7,88
WE | 0,73 | 0,8 | 0,99 | 0,60 | 02 | 1,50 | 1,87 | 1,95 | 7,76 | 5,9
GLU { 10,78 { 9,55 } 9,54 } 11,40 I 13,33 } 10,27 % 6,93 } 9,73 } 7,69 } 9,33
PRO | 2,87 | 2,8 | 3,13 | 2,51 | 2,74 | 2,54 | 3,09 | 4,04 | 7,05 | 5,73
GLY } 8,80 } 8,77 } 9,38 { 9,23 : 8,66 ; 6,58 ; 3,96 : 7,84 { 2,99 } 8,12
ALA | 16,59 | 17,51 | 17,40 | 14,71 | 10,8 | 15,90 | 19,37 | 13,93 | 19,68 | 15,62
VAL } 2,21 { 2,52 { 1,49 { 2,16 { 1,54 ! 1,01 % 1,76 } 3,82 { 6,84 ; 5,70
cysd | o021 | 0,72 | 0,20 | 0,72 | 0,3 | 0,26 | 0,0 | 0,31 | - | -

MET } 0,06 } 0,06 | 0,09 } 0,05 } 0,06 } 0,05 } 0,05 } - { - , -

ILE | 2,65 | 2,61 ! 2,85 | 2,74 | 2,47 | 1,74 | 0,74 | 2,71 | 1,69 | 2,15
LEU } 9,16 { 11,09 { 10,74 { 10,26 { 9,66 { 11,63 { 14,01 { 10,93 = - 8,08 { 7,64
TR | 1,58 | 1,40 | 1,18 | 1,64 | 1,76 | 1,97 | 1,65 | 2,40 | 5,69 | -

T NS TG 3 T S N5 N R O -1 { 1,50 } 1,6 | 1,65 | 1,40 | 2,07 } - } 1,96
LYS { 7,83 { 6,72 { 5,49 | 9,00 | 12,24 } 10,14 { 8,00 { 6,98 | 12,58 | 10,26
HIS } 0,67 { 0,67 } 0,78 { 0,64 { 0,34 { 0,37 { 0,19 { 0,74 } 0,67 { 0,76
ARG | 3,12 | 3,39 | 3,39 | 2,53 | 1,59 | 3,57 | 5,27 | 3,77 | 0,50 : 1,73

| l | I | l I I |

* Composition exprimée en résidus pour 100 résidus d'amino acides dosés.

TABLEAU 8

-Zg_
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SEQUENCES AMINO ACIDES N-TERMINALES DE 1'AVS BoTat-1 ET DES
BrceN F7, FS, F3

BoTat-1 5 10 15 20
ALA-VAL-ALA-ASN-PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR-TRP-GLU-ALA-MET-CYS-ASP-LEU-SER-ASN-ASP
GLY-

F7 5 10 15 20
CYS-ASP-LEU-SER~-ASN-ASP-GLY-ASN-LEU~LEU-ALA-CLU-~-ARG~ALA-ALA-SER-ARG-LEU-LYS-ALA

THR-THR-GLY-GLY-PRO~-SER-ALA~-LEU-ALA-ALA-ALA-THR-ALA-THR~-PRO-SER-SER-ALA-ALA-ASN

25 30 35 40
PRO-ALA-THR-THR-ALA~LEU-LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU-LYS~ALA-LEU~-VAL~-PHE-LEU-GLU

ASP-ASP-ASN-PHE-LYS-LYS-ALA-ALA-ARG-ARG-TYR-

SER-ALA-

F5 5 10 ' 15 20
PRO-ILE-GLU~GLY-ILE-LEU-LYS-ASN-SER-PRO-ASN-LEU-LYS-LYS-LEU~GLY-ASP~VAL-THR-ASP

LEU-GLN-ALA-ASN-LEU-~-ASN~PHE-TYR~-THR-GLY-THR-GLY-THR-ALA~ARG-GLU-VAL-GLN-ALA-ALA

25 30 35 40
ILE-ASN-GLN-LEU-LEU~GLU-LEU-TYR-PHE-TYR-TYR-SER-ASP~LEU-ASN-LYS-GLN-ARG-LEU-GLN

ARG-ASP-GLY~-

45 50 55 60
GLU-ALA-ALA-LYS-LYS~-LEU-GLN-ASP-LEU-GLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-ALA-ASP

F3 5 10 15 20
LEU~-GLN-ALA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-GLY-THR-GLY-THR-ALA-ARG-CLU-VAL~GLN-ALA-ALA

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER~-ALA-LEU-ALA-ALA-ALA-THR-ALA-THR-PRO~-SER-SER-ALA-ALA-ASN

25 30 35 40
ARG~ASP-GLY~-GLY-ARG-LEU-GLN~GLY~ALA-LEU-ARG-GLU-PHE-LEU-ALA-THR-GLN-ALA-VAL-VAL

ASP~ASP-ASN-PHE-LYS~-LYS-ALA~-ALA-ARG-ARG~-

45 50
SER-ALA-SER~ASN-LYS-GLY-CYS~LEU~-SER-ARG-

TABLEAU 9



COMPOSITION GLUCIDIQUE DES FRACTIONS ISOLEES APRES CLIVAGE PAR LE BrCN DE L'AVS DE BoTat-1

Sucres } Fy } Fo } Fa {7 Fa Fe Fe Fy Fg
------------------------- ‘--------‘---_---- ccmcmecee | ccm e ——- ———————— —nm——————
Mannose { 187 { 133 i 28 i 172 {* 172 { 449 }* 534 { 366
------------------------- e S RSN JI [ N, E—
Galactose l 128 i 72 i 17 i 183 E* 200 { 189 { - } 116
------------------------- e oy Y NN FRSSNS [ RS-, F—
Glucose } 89 i s,si . i - i 22 } " } n } 50
""" b.‘:;;;;;;;;;;;;;;;-E---;;-_-E--_;;---i----;:;-i---;;___i;__;(;---i---;;__ i ;;T"E' »

Résultats exprimés en micromoles par gramme de glycoprotéine.

TABLEAU 10
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La fraction F7 se caractérise par une absence de galactose. Elle ne
contient que du mannose, de la N-acétylglucosamine et des traces de glucose.
Le rapport mannose/ N-acétylglucosamine est de 9/2, tout a fait en faveur

d'une structure oligomannosidique classique.

La fraction F5 par contre contient du galactose en plus de mannose et de
N-acétylglucosamine. Cette derniére existe en quantité trop faible pour
permettre d'envisager une structure ol les résidus de galactose seraient des
éléments de substitution de résidus de N-acétylglucosamine eux-mémes
branchés sur un trimannoside central séparé de l'asparagine de liaison par 2
N-acétylglucosamine. Dés le stade de I'analyse globale on en vient 3 suspecter

I'existence de deux glycannes. Nous reviendrons sur ce point précis.
B. Etude en électrophorése d'affinité avec la concanavaline A

Afin de repérer en électrophorése les fragments BrCN
glycosylés, nous avons utilisé une technique fondée sur la formation de
complexes d'affinité avec la concanavaline A. Ce complexe formé est piégé au
niveau d'une interface gel-gel compte tenu de sa taille moléculaire élevée.
Ainsi, les fragments non complexés peuvent pénétrer dans le gel de
polyacrylamide classique dépourvu de lectine. La comparaison du comportement
d'une fraction avec des gels enrichis ou non en lectine permet de repérer les
fragments glycosylés. Pour avoir les meilleures conditions de formation et de

stabilité du complexe, nous avons travaillé en absence de détergents.

Etant donné la diversité des points isoélectriques des fragments, il a
fallu définir des conditions électrophorétiques adaptées. Nous avons par
conséquent procédé a une modification chimique préalable du matériel avant
migration. Le couplage des résidus lysyl a la fluorescamine a été choisi a
double titre. !l permet d'uniformiser la charge des composés qui vont alors
migrer en fonction de leur seule taille moléculaire. De plus, la fluorescence
résultat de ce couplage permet de visualiser les fragments de petite taille,
non révélés par le bleu Coomassie. Le protocole est détaillé dans |'appendice

technique.

L'étude faite sur certaines fractions a permis de montrer que les

composants majeurs des fractions F5 et F7 sont glycosylés (Figure 18).
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FIGURE 18
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Les éléments d'information apportés par la composition en sucres et par
['étude en électrophorése d'affinité nous permettent d'affirmer qu'il existe au
moins deux glycannes interagissant avec la concanavaline A, par
l'intermédiaire d'une structure oligomannosidique liée au fragment majeur
13.000 de la fraction F7 et d'une structure glycannique comprenant du
mannose, du galactose et de la N-acétylglucosamine liée au fragment majeur
25.000 de la fraction F5.

C- Sitesde glycosylation

1-  Glycosylation N-terminale
. La séquence de I'AVS natif et de la fraction F7 a permis

de connaftre la séquence des 42 premiers acides aminés de ['extrémité
N-terminale. Pour la suite de cette étude nous avons procédé a un
"sous-clivage enzymatique" sélectif de la fraction F, a l'aide de deux enzymes
différents qui sont :

- l'endoprotéinase Arg-C qui coupe spécifiquement les liaisons arginyl-X
(sauf arginyl-Pro)

- la protéase de S. aureus, utilisée dans les conditions de coupure
spécifique des liaisons glutamyl-X.

L'utilisation des deux protéases a finalement permis de compléter nos
résultats et d'identifier la séquence jusqu'a l'acide aminé en position 76.
L'étude attentive des rendements de dégradation, les données analytiques sur
les produits de coupure nous ont aussi autorisé & avancer que le site de

glycosylation correspond au résidu asparaginyl 57.

Au total, les résultats présentés dans le tableau 11 situent notre
connaissance actuelle de la glycoprotéine, positionnent deux peptides internes
et confirment l'existence du site de glycosylation N-terminal.

Nous avons vu précédemment dans la composition glucidique de F7 que
en toute hypothése la chaine glycannique comporte 9 résidus de mannose pour
2 résidus de N-acétylglucosamine et correspondrait a une structure oligo
mannosidique classique qui explique l'affinité constatée pour la concanavaline

A de cette partie de l'antigéne variable.

Par la suite nous nous sommes orientés vers le deuxiéme pdle glycosylé

de la molécule : la région C-terminale.
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SEQUENCE PARTIELLE DE L'AVS BoTat-1

SEQUENCE AMINO ACIDE N-TERMINALE

5 10 15 20
ALA-VAL-ALA-ASN~PRO-LEU-LYS-LYS-THR-TYR-TRP-GLU-ALA~MET-CYS-ASP-LEU~SER-ASN-ASP
25 30 35 40
GLY-ASN-LEU-LEU~ALA-GLN-ARG-ALA-ALA-SER-ARG-LEU-LYS-ALA-PRO-ALA-THR~THR-ALA-LEU
45 50 55 #* 60
LYS-ASP-THR-LYS-THR-LEU-LEU~LYS~-ALA-LEU~VAL~PHE-LEU-GLU~SER~ALA-ASN-SER-THR-LEU
65 70

ARG-GLU-ALA-ALA-THR-LYS~-THR-ALA-ALA-ASP-TYR~-SER-ALA-ARG~

PEPTIDE INTERNE
5 10 15 20

LEU-GLN-ALA-ASN-LEU-ASN-PHE-TYR-THR-GLY-THR-GLY-THR-ALA~ARG-GLU-VAL-GLN-ALA-ALA
25 A 30 35 40

ARG-ASP-GLY~GLY-ARG-LEU-GLN-GLY-ALA-LEU-~ARG~GLU-PHE-LEU-ALA-THR-GLN-ALA-VAL-VAL
45 50

SER-ALA-SER-ASN-LYS-GLY-CYS-LEU~SER-ARG~

PEPTIDE INTERNE

5 10 15 20
THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-ALA-LEU-ALA-ALA-ALA-THR-ALA~THR-PRO-SER~-SER-ALA-ALA-ASN
25 30

ASP-ASP-ASN-PHE-LYS-LYS-ALA-ALA-ARG-ARG-TYR~

GLYCOPEPTIDE C-TERMINAL :
5 10 15 20

PRO-ILE-GLU-GLY-ILE-LEU~LYS~ASN-SER-PRO-ASN-LEU-LYS~LYS-LEU-GLY-ASP-VAL-THR-ASP
25 30 35 40
ILE-ASN-GLN-LEU~LEU-GLU-LEU-TYR-PHE-TYR~-TYR-SER-ASP-LEU-ASN-LYS~-GLN-ARG-LEU-GLN
45 50 55 60
GLU-ALA-ALA-LYS-LYS-LEU~GLN-ASP-LEU-GLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-ALA-ASP

# ler site de glycosylation

TABLEAU 11
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2- Etude de la glycosylation C-terminale
Pour cette étude, nous avons envisagé la préparation du
glycopeptide C-terminal par action de la trypsine sur la molécule native.

a) Obtention du glycopeptide C-terminal
La glycoprotéine native a été soumise a une hydro-
lyse trypsique de 24 heures. Le produit d'hydrolyse a d'abord été fractionné
sur Biogel! PGO‘ Les fractions glycosylées ont été sélectionnées puis purifiées
sur Biogel P10 (Figure 19).
* Caractérisation du glycopeptide C-terminal.
Nous nous sommes basés sur les travaux de
HOLDER (1983a) (82) qui avait montré que chez T. b. brucei une
éthanolamine était liée au carboxyl C-terminal des AVS. Dans notre cas, la

recherche et la quantification d'éthanolamine ont été effectuées sur
autoanalyseur d'acides aminés. Le tableau 12 présente les résultats obtenus
ainsi que la composition amino-acide des fractions correspondantes. Seule la
fraction b1 contient de ['éthanolamine dans les mémes proportions que le
glycocolle pris comme base de calcul (acide aminé élémentaire). Cette fraction
a donc été retenue pour I'étude du site de glycosylation C-terminal.

* Composition amino-acide,

Le tableau 13 présente les résultats en rapport
molaire par rapport au glycocolle. Notons la présence de glucosamine dans le
rapport 2 : 1,

* Composition glucidique.

Le dosage par chromatographie en phase gazeuse
montre l'existence de mannose et de galactose dans les mémes proportions. Le
rapport molaire de ces deux monosaccharides par rapport au glycocolle est de
6 : 1 (Tableau 13).

* Teneur en phosphore.

Le dosage de phosphore a été réalisé selon la
technique au vert malachite d'ITAYA et MICHIO (1966) (89). La teneur en
phosphore est rapportée au glycocolle dosé. Les résultats (Tableau 13)

indiquent un rapport équimolaire.

La présence simultanée de phosphore et d'éthanolamine nous a orienté
vers la recherche de glycérol et d'acides gras qui viendraient conforter
I'hypothése d'une structure de type phosphatidyléthanolamine en position
C-terminale de I'AVS.
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CHROMATOGRAPHIES DE GEL FILTRATION DF L' HYDROLYSAY
TRYPSIQUE * DE L'AVS BoTet 1
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COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS TRYPSIQUES GLYCOSYLEES

3 32 5y b,
Asx 300 769 399 424
Thr 447 722 741 441
Ser 200 563 203 414
Glu 27 161 42 226
Pro - 308 36 100
Gly 214 400 247 172
Ala 47 1544 - 99 730
Cys - - - -
vVal 18 95 19 130
Met - 30 - -
1le 8 48 13 32
Leu 17 467 37 615
Tyr 6 12 10 -
Phe 10 202 24 176
His 9 82 9 11
Lys 21 174 20 53
Arg - 101 17 208
GlcN 392 247 473 430
ethanolamine 140 - 203 22

Resultats exprimés en umol/g

TABLEAU 12
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COMPOSITION CHIMIQUE DU GLYCOPEPTIDE TRYPSIQUE C-TERMINAL

[Asx 1.6
Thr 3.0
Ser c.8
o
GlcN 1.9
lethanolamine 0.8
Galactose 6.0
Mannose 6.1
Phosphate 0.9

i
—Esn—Thr—Asn—Thr-Thr-@-SeEl

o

Les résultats sont exprimés en rapport molaire par rapport au glycocolle.

Séquence amino-acide

coll (1981))

TABLEAU 13

de 1'extrémité C-terminale de 1'AVS 221 (BOOTHROYD et
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* Dosage du glycérol.
Le mode opératoire est détaillé dans I'appendice
technique. Cette caractérisation du glycérol comporte deux étapes :
- libération du glycérol selon la technique décrite pour les
glycérophospholipides par RENKONEN (1969) (135).
- dosage enzymatique basé sur la phosphorylation spécifique du glycérol
par la glycérokinase et I'ATP. La quantité d'ADP formé est déterminée a l'aide
du systéme lactatepyruvate selon le schéma suivant.

Glycérol + ATP phospho-3 glycérol + ADP
ADP + phosphoénolpyruvate , ATP + pyruvate
Pyruvate + NADH + H* _lactate + NAD™

Cette technique a été appliquée sur la fraction bl' du glycérol standard
et sur un phosphotidyl-éthanolamine témoin (Koch-light laboratories).

Les résultats obtenus (Tableau 14) montrent que la fraction by contient
une mole de glycérol par mole de glycocolle.

* caractérisation des acides gras.

Nous avons en premiére intention recherché Ila
présence d'acides gras saponifiables en traitant [I'AVS par la potasse
méthanolique 0,1 M pendant 2 h a 80° C. Les acides gras libérés sont extraits
par la technique de FOLCH et Coll. (1957) (52). La phase organique est
évaporée puis soumise 3 une réaction de transestérification. L'analyse de cette
phase gazeuse n'a révélé aucun acide gras.

L'utilisation d'une hydrolyse acide chlorhydrique 5,6 N pendant 24 h a
105° C en tube scellé sous vide a permis d'identifier les acides gras dans
I'AVS natif et dans la fraction b1. Ce sont :

- l'acide palmitique (C16 : 0)
- l'acide stéarique (C18 : 0)
- l'acide oléique (C]8 : 1),



DOSAGE DU GLYCEROL DANS LA FRACTION b1

Quantité
théorique en

nanomoles

Témoin glycérol 500
Témoin phosphatidyléthanolamine 500

b 25

TABLEAU 14

Quantité
théorique en
nanomoles
357

233

10

-74-

71

47

40
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Les taux relatifs de chaque acide gras sont représentés dans le tableau
15. Le fait que les pourcentages obtenus pour I'AVS natif et la fraction b1
soient quasiment les mémes laissent entendre que tous les lipides présents
dans la molécule sont situés exclusivement dans la partie C-terminale.

* Conclusion.

Au terme de cette partie de notre étude, il
apparait que le glycopeptide trypsique C-terminal, en dehors des acides
aminés et des sucres qui le constituent, est substitué par les éléments
suivants :

phosphore organique
éthanolamine
glycérol

acide gras

Cette structure pourrait correspondre & une structure de type
glycérophospholipidique classique dans laquelle les acides gras sont liés aux
fonctions alcooliques du glycérol. Cette interprétation pose encore le probléme
du mode d'attachement des sucres et améne a décrire un glycolipide encore
non décrit.

b) Etude des sites de glycosylation C-terminaux
Cette partie de notre étude a été entreprise en
collaboration avec le laboratoire d'Immunologie et de Biologie Parasitaire de
Bordeaux. Notre but était la définition de la composition chimique de la copule
glucidique de Il'extrémité C-terminale afin de I'étudier ensuite sous un aspect
immunologique.

* Préparation et étude biochimique.
La préparation du ou des glycopeptides
C-terminaux a été entreprise & partir du fragment C-terminal, produit d'une
hydrolyse trypsique réalisée sur I'AVS natif marqué au 32P. Ce fragment
C-terminal a été dans un second temps soumis & une digestion par la
protéinase K. L'hydrolysat a été purifié par chromatographie en gel filtration
sur Biogel P4 équilibré en eau désionisée.

Des deux fractions obtenues, une seule s'est révélée radioactive. La
composition glucidique de chaque fraction (Tableau 16) a permis de distinguer
deux entités glycanniques :
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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
cCl6 : 0 38.4 42.4
c1l8 :0 37.5 34.2
c18 :1 24.1 23.4

TABLEAU 15
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COMPOSITION CHIMIQUE DES GLYCOPEPTIDES OBTENUS
APRES ACTION DE LA PROTEINASE K

Gpl Gp2
ASX 1 -
Thr 1,5 -
Ser - 0,8
Gly - 1
Eta - 1
32P B +
Man 5
Gal - S
Glc Nac 2% -

* Valeur corrigée en tenant compte du coefficient de libération dans les

conditions utilisées,

Les résultats sont exprimés en rapport molaire relativement a Asx et Glc Nac

pour Gpl et & Gly et Man pour Gp2.

TABLEAU 16
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- le glycopeptide 1 contient 5 résidus de mannose pour 2 résidus de
N-acétylglucosamine et pas de galactose.

- le glycopeptide 2, radioactif, est composé de galactose, de mannose
selon un rapport molaire 5 : 1 ; il contient en outre de I'éthanolamine.

Ces résultats démontrent bien que I'extrémité C-terminale de I'AVS
BoTat-1 comprend deux chaines glycanniques dont :

- l'une est composée de mannose et de N-acétylglucosamine selon un
rapport 5 : 2, qui correspond a la limite d'une structure oligomannosidique
réduite par action de mannosidase telle qu'on |'observe au cours de la
biosynthése des glycoprotéines ("processing" avant "repousse" possible des
sucres).

- l'autre se caractérise par une composition particuliére faisant intervenir

les lipides.

La comparaison des résultats de composition amino-acide des
glycopeptides C-terminaux avec les structures établies a partir de séquence
DNA de plusieurs AVS de T. b. brucei nous permet de proposer par

extrapolation une séquence de l'extrémité C-terminale de I'AVS BoTat-1 qui

serait
* *
~Asn-Thr-Thr-Gly-Ser

Le résidu d'asparagine serait porteur d'un glycanne de structure oligo

mannosidique (mannose 5, N-acétylglucosamine 2).

Le résidu de sérine serait lui substitué par l'éthanolamine, le phosphore,
les acides gras et les sucres dont le galactose serait I'élément caractéristique

(galactose 5, mannose 1}.

* Etude immunologique.

Les travaux de LABASTIE et Coll. (1981) (97)
avaient montré l'existence en R.I.A. (Radio Immuno Assay) d'une réactivité
immunologique croisée entre BoTat-1 et BoTat-28 qui est un AVS d'apparition
tardive au cours de l'infection. L'utilisation du fragment trypsique avait
permis de localiser le site antigénique commun dans la partie C-terminale de la
molécule. Nous avons repris cette étude en testant la capacité des
glycopeptides 1 et 2 d'inhiber la réaction hétérologue de I'AVS BoTat-1 avec
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des anticorps dirigés contre I'AVS BoTat-28. Le glycopeptide 1 était sans
effet alors que le glycopeptide 2 inhibait totalement la réaction. Ces résultats
permettent d'affirmer que les déterminants intervenant dans la réactivité
immunologique croisée sont représentés par la partie glycoglycérophos-
pholipidique C-terminale des AVS de T. equiperdum.

V- Reconstitution moléculaire de I'AVS BoTat-1 a partir des fragments
BrCN

L'ensemble des résultats dont nous disposions & ce stade de notre
étude permettait d'envisager une reconstitution moléculaire a I'aide des
fragments BrCN.

Le fragment majeur de la fraction F7 a pu étre facilement situé 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 par le BrCN libérant F7 (Tableau 11).

Si l'on se référe aux résultats de composition chimique des fragments
BrCN et aux données apportées par [|'étude des AVS T, b. brucei, il en

ressort une définition générale du profil de la région C-terminale. Elle

présente les caractéristiques suivantes :

- richesse en résidus hydrophiles, particuliérement en lysine et acide
glutamique,

- forte densité en résidus de cystéine,

- existence d'une copule glucidique comportant du mannose, du galactose

et de la N-acétylglucosamine.
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Le fragment majeur de la fraction F5 de taille moléculaire 25000
correspond bien a cette définition. Nous l'avons donc placé sans possibilité de
doute dans la région C-terminale de I'AVS. Deux possibilités se présentaient
quant a la disposition des deux fragments mineurs présents respectivement
dans les fractions chromatographies F5 et F7 : fragment 18000 (également
présent dans la fraction F3 (F3b) et fragment 11.000. L'isolement du fragment
29000 de recouvrement présent dans la fraction F3 par électrophoreése
préparative suivie de la détermination de l'acide aminé en position N-terminale

a conduit 3 une représentation de la molécule reconstiuée illustrée figure 20.

Vi- Etude de la conformation de I'AVS BoTat-1 par la méthode de Chou
et Fasman

A. Description

La méthode décrite par CHOU et FASMAN en 1974 (32) (33)
permet de prédire la conformation d'une protéine en fonction de la fréquence
d'apparition des 20 amino-acides au sein des différentes structures organisées
: hélicea , structure en feuillets plissés ( Bsheet) et coudef (B turn).

Les auteurs ont fait une analyse statistique a partir d'un certain nombre
de protéines dont la structure tertiaire avait été établie par cristallographie.
llIs ont pu ainsi déterminer la fréquence d'apparition (F) de chaque
amino-acide.

_ _lk
Fi,k nj
Fj K est la fréquence d'apparition du résidu j dans la structure k.
nj'k est le nombre de fois ou le résidu j apparait dans la structure k.

n]. est le nombre de fois ou le résidu j apparait dans la protéine.

D'autre part, les auteurs se sont basés sur la fréquence d'apparition de
chaque amino-acide dans les 3 structures possibles afin de calculer Ile

paramétre conformationnel P.

. Pr\

—————r

Pl'i

Pr]. K est la probabilité de trouver le résidu j dans la structure k.
Prj est la probabilité de trouver le résidu j dans la protéine.
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Schéma de 1'AVS BoTat-1
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En outre, le calcul de la probabilité pour la prédiction des structures en
coude , tient compte de la position de chaque amino-acide dans le coudep .

P(t)=fixfi+1 xfi+2x fi+3

fi, fi +1 , fi+2 , fi +3 représente la fréquence d'existence des
différents résidus en position i, i + 1, i + 2, i + 3 (Tableau 17). Les valeurs
de toutes ces données statistiques ont été affinées grace a la connaissance de
nouvelles structures primaires et tertiaires de protéines (CHOU et FASMAN
(1977) (34) ; (1978) (35)). Le Tableau 18 indique les paramétres
conformationnels de chaque amino-acide correspondants aux différentes

structures organisées. Les amino-acides sont répartis en trois catégories.

-~ Les stabilisateurs (former = H et k)
- les indifférents (indifférent : | et i)
- les déstabilisateurs (breaker = B et b)

La détermination de la structure secondaire des protéines (hélicea ,
structure en feuillets plissés B. coudep) par la méthode de CHOU et FASMAN
répond a des régles bien précises énoncées ci-dessous.

1- Recherche des structures hélicoidales
a) L'axe peptidique est découpé en segments de six
résidus, parmi lesquels quatre doivent étre initiateurs d'hélice (hg ou Ha).
La formation de |'hélice est défavorisée si le segment contient 1/3 ou plus de
résidus déstabilisateurs, ou moins de la moitié de résidus stabilisateurs de la
structure hélicoidale.

b) L'extention du segment hélicoidal dans les deux
directions est arrétée par les tétrapeptides suivants : bu, b3i, b3h, bziz,
bzih, b2h2, bi3, bizh et iu (h,i,b incluant H, | et B). llIs ont un paramétre

conformationnel moyen <Pa> qui est inférieur a 1,00,

c) Le résidu proline ne peut é&tre situé a l'intérieur

d'une hélicea ou a l'extrémité C-terminale de |'hélice.

d) Les résidus proline, acide aspartique, acide

glutamique se situent préférentiellement 3 I'extrémité N-terminale, alors que
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TABLEAU 17

Acides aminés Position i Position i+l Position i+2 Position i+3
Ala A 0,086 0,089 0,052 0,060
Arg R 0,066 0,132 0,076 0,104
Asn N 0,159 0,100 0,224 0,088
Asp D 0,190 0,115 0,172 0,081
Cys ¢C 0,122 0,027 0,122 0,095
6ln Q 0,073 0,106 0,033 0,114
Glu E 0,057 0,057 0,098 0,049
Gy G 0,120 9,120 0,134 9,162
His  H 0,175 0,032 0,111 0,016
e I 0,058 0,045 0,032 0,083
Lew L 0,032 0,037 0,041 0,083
Lys K 0,057 0,109 0,083 0,109
Met M 0,087 0,087 0,022 0,087
Phe F 0,032 0,021 0,074 - 0,042
Pro P 0,134 0,277 0,036 0,080
Ser S 0,150 0,143 0,13 0,13
Thr T 0,105 0,140 0,085 0,115
Trp W 0,073 0,018 0,073 0,200
Tyr Y 0,114 0,071 0,114 0,129
val v 0,033 0,061 0,061 0,045

FREQUENCE D'APPARITION DES ACIDES AMINES EN FONCTION DE LEUR PLACE DANS
LE COUDE B.

(Les valeurs soulignées contribuent & stabiliser le coude B)
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TABLEAU 18
Acides aminés ~ Code code Hélice Structure turn
3 lettres 1 Tettre Pa PB P<BT>

Alanine Ala A 1.42 H 0.83 i 0.66
Arginine Arg R 0.98 i 0.93 i 0.95
Asparagine Asn N 0.67 b 0.89 1.56
Acide Asp D 1.01 1 0.54 1.46
Aspartique

Cystéine Cys c 0.70 1.19 1.19
Acide Glu E 1.51 0.37 0.74
glutamique

Glutamine Gin Q 1.11 h 1.10 h 0.98
Glycocolle Gly G 0.57 B 0.75 b 1.56
Histidine His H 1.00 1 0.87 i 0.95
Isoleucine Ile I 1.08 h 1.60 H 0.57
Leucine Leu L 1.21 H 1.30 h 0.59
Lysine Lys K 1.16 h 0.74 b 1.01
Méthionine Met M 1.45 H 1.05 h 0.60
Phenylalanine Phe F 1.13 h 1.38 h 0.60
Proline Pro P 0,57 B 0.55 B 1.52
Serine Ser S 0.77 i 0.75 b 1.43
Thréonine Thr T 0.83 i 1.19 h 0.96
Tryptophane Trp W 1.08 h 1.37 h 0.96
Tyrosine Tyr Y 0.69 b 1.47 H 1.14
Valine Val v 1.06 h 1.70 H 0.50

PARAMETRES CONFORMATIONNELS CONCERNANT LES TROIS STRUCTURES ORGANISEES :
Hélicea , structuref , et coudef

(Les valeurs soulignées représentent les meilleurs stabilisateurs de la
structure concernée. Les lettres H, h, I, i, B et b représentent respec-
tivement la faculté de formation (H, h), 1'indifférence" (I,1) et la rup-
ture (B,b) d'une structure donnée. Les lettres en majuscule indiquent que le

caractere est trés marqué.
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les résidus chargés positivement (histidine, lysine, arginine) sont plus
fréquents a l'extrémité C-terminale.

Conclusion

Tout segment de six résidus ou plus dont <Pq> est supérieur
ou égal a 1,03 et <Pa> supérieur a <Pp>, et satisfaisant aux conditions a & d
est considéré comme hélicoidale. "

2- Recherche des structures en feuillets plissés ,

a) L'axe peptidique est découpé en segments de 5

résidus, parmi lesquels trois sont initiateurs de structure (hB ou Hp ).

Cette structure est défavorisée par la présence de 1/3 ou plus de résidus

déstabilisateurs ou lorsque le segment contient moins de la moitié de résidus
initiateurs de structure B-

b) La propagation de cette structure est arrétée par les
mémes tétrapeptides que précedemment dont le <Pp> est inférieur a 1,00,

c) Les résidus acide glutamique et proline sont rarement

présents dans la région .

d) Les résidus chargés apparaissent rarement au sein
de la structure en feuillets plisséspg . le résidu tryptophane est plus fréquent
a I'extrémité N-terminale et plus rare a l'extrémité C-terminale.

Conclusion

Tout segment de cinq résidus ou plus dont <P'3> est supérieur ou égal a
1,05 et supérieur a <{Pq>, et satisfaisant aux conditions a 8 d est considéré
comme adoptant une structure en feuillets plissés B -

3- Recherches des coudes B

Tout segment de quatre résidus dont <PpT> est supérieur
a <Pa> et supérieur a <Pp> et dont p<{PT> est supérieur a 107% est considéré

comme coudep .
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B. Conformation des fragments BrCN

Nous disposons au laboratoire d'un programme informatique
~automatisant la méthode de CHOU et FASMAN et 3 partir .‘duquel nous avons
pu établir la conformation correspondant aux portions de la molécule dont les

séquences ont été déterminées.

Le tableau 19 rapporte les valeurs calculées en faveur relative d'une
conformation helicoidale, feuillet plissé ou coude p. Chaque valeur se rap-
porte &@ un acide aminé, cet acide aminé étant analysé en fonction de son

environnement.

L'analyse précise de ces données nous autorise (figure 21) a proposer un
schéma qui situe dans les séquences que nous avons déterminé les zones de

probabilité.

Il est possible de retenir au niveau de la partie N-terminale, !'existence

de zone hélicoidales trés importantes.

Si I'on ajoute a cela le caractére hydrophile de cette zone de la molécule,
I'apport de cette approche conformationnelle est d'un grand intérét pour le

repérage d'épitopes potentiels.

Les peptides internes, voient également une alternance entre zones

hélicoidales et possibilité d'accumulation de coude g .

Quant a la partie C-terminale dont on peut supposer a travers sa
richesse en ponts disulfure, une conformation trés ramassée. Mais, seule une
meilleure connaissance structurale de la partie toute C-terminale permettra de

se faire une opinion définitive.

ETUDE COMPARATIVE DE BoTat-1 VIS A VIS D'AUTRES AVS DE T.

gquiperdum

Les propriétés physico-chimiques des autres AVS de T. equiperdum

ont été définies en suivant les mémes protocoles que ceux appliqués pour
BoTat-1.
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1- Masse moléculaire et point isoélectrique

La taille moléculaire des AVS wvarie entre 52000 et 59000
(figure 22).

Les AVS sont caractérisés par une hétérogénéité de définition de point
isoélectrique. Elle se traduit par I'existence de plusieurs bandes dont
I'intensité de coloration par le bleu Coomassie est variable (figure 23). Parmi
ces AVS certains présentent une microhétérogénéité prononcée (BoTat-2) alors
que BoTat-1 et BoTat-28 présentent une bande majeure représentative de
I'AVS.,

Trois hypothéses ont été émises pour expliquer cette microhétérogénéité.

- une dégradation plus ou moins importante des AVS au cours de leur
purification. En effet pour libérer les AVS, les parasites sont mis au contact
d'un tampon de pH acide (pH 5,5). La lyse inévitable d'une faible proportion
de trypanosomes libére divers enzymes parmi lesquels des enzymes
protéolytiques. Cette hypothése doit étre vue avec prudence si l'on considére
qu'aucune microhétérogénéité de taille moléculaire n'a été décelée en gel de
polyacrylamide contenant du SDS. On ne pourrait donc retenir que des sites
de clivage aux extrémités toutes terminales de |'axe peptidique qui par
conséquent ne provoqueraient pas de variation significative de taille
moléculaire des AVS.

une microhétérogénéité des chaines glycanniques liée a leur
biosynthése. Elle résulte de la variation du nombre de sites de glycosylation,
du nombre de monosaccharides constitutifs, ou de la nature des
monosaccharides qui font partie des structures glycanniques. Ce ne serait pas
dans ce cas une variation réelle de points isoélectriques mais une interaction
variable gel-AVS,

une microhétérogénéité au sein de l'axe peptidique, induite par Ila
présence d'acides aminés ayant subi des modifications post-synthétiques. C'est
le cas par exemple des résidus amino-acides dicarboxyliques qui peuvent
exister sous forme amidifiée ou phosphorylée ou qui ont tout simplement perdu
leur amidification au cours de la préparation et de la conservation de la

molécule,
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DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE DES AVS DE VARIANTS
DE TRYPANOSOMA EQUIPERDUM
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Electrophorase en gel de polyacrylamide
Gradient 5 - 30 %. Tampon Tris-glycocolle-SDS
1 BoTat-1 4 BoTat-4 7 BoTat-51
2 BoTat-2 5BoTat-20 8 BoTat-78
3 BoTat-3 6 BoTat-28 9BoTat-100

FIGURE 22



Isoélectrofocalisation des AVS de “Trypanosoma equiperdum
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ONODERA et Coll. (1981) (120) travaillant sur deux variants de T.
congolense ont également observé une hétérogénéité de leur préparation en
isoélectrofocalisation. Les auteurs avaient utilisé un autre protocole d'isolement
qui comportait deux étapes : une série de congélations-décongélations en
présence d'inhibiteurs protéasiques suivie d'un traitement mécanique. lls ont
suggéré les deux hypothéses suivantes :

Il 'y aurait des modifications post-synthétiques mineures dues par
exemple a des différences de degré d'amidification ou du contenu
polysaccharidique.

. Les AVS seraient le produit d'une coexpression de plusieurs génes.

D'autre part, nos résultats montrent que les valeurs "moyennes" de pHi
obtenues varient considérablement d'un AVS a l'autre.

2~ Structure secondaire

Les spectres dichroiques ont été réalisés sur les AVS
suivants : BoTat-2, -3, -4, -20, -28, -51, - 78, - 100. lls sont représentés
sur la figure (24).

Les pourcentages respectifs de structure hélicoidale, feuillets plissés et

de l'ensemble coude B - structure inorganisée sont illustrés sur le Tableau 20.

L'examen de ces résultats montrent une différence nette avec Ila
structure secondaire de BoTat-1. Rappelons a cet effet que I'AVS BoTat-1 se
caractérise par une forte proportion de structure hélicoidale (prés de 50 %).

Trois types de structures secondaires différentes ont été définis pour les
autres AVS.

. Le premier groupe correspond a BoTat-28, qui contrairement a BoTat-1
posséde 43 % de coudep - structure inorganisée. Les 2 structures organisées
représentent 28 a 29 % de la molécule.

. Le deuxiéme groupe comprend la majorité des AVS étudiés qui se
caractérisent par une répartition égale des 3 structures.

. Le troisiéme groupe représente les AVS les plus structurés avec 49 %
de structure en feuillets plissés et 33 % d'hélicea.
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SPECTRES DICHROIQUES DES AVS BoTat-1, -78, -28 et -51
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____________ BoTat-78
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...... BoTat-51
0
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FIGURE 24
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EVALUATION DE LA STRUCTURE SECONDAIRE
DES AVS DE T. equjﬁerdum

‘AVS de variants Hélicea Feuillets Structure
' plissés inorganisée et
Bturn
Botat-28 28 % 29 § 43 %
BoTat-2, 3, 35 % 33 % 32 &
4, 78, 100
BoTat-20, 51 33 & 49 ¢ 18 %

TABLEAU 20
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3- Composition amino-acide

L'analyse des résultats (Tableau 21) nous permet de noter
un profil comparable & celui de BoTat-1 avec prédominance des mémes résidus
amino-acides : acide aspartique et/ou asparagine, acide glutamique et/ou
glutamine, alanine et lysine.

L'AVS Botat-1 posséde la teneur la plus élevée en résidus de leucine.
Dans I'ensemble, cette teneur baisse progressivement suivant l'ordre
d'apparition des variants, exceptés les AVS BoTat-20 et 51.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus en dichroisme circulaire.
En effet, il est établi que les résidus de leucine sont les meilleurs
stabilisateurs de la structure hélicoidale. Ainsi, I'AVS BoTat-1 qui posséde la
plus forte teneur en résidus de leucine est caractérisé par le taux d'hélicité
le plus élevé (49 %), alors que celui de BoTat-28 n'atteind que 28 %.

4-  Composition glucidique

Les résultats présentés dans le tableau 22 montrent que
les AVS BoTat-2, -28 et -78 ont la méme composition que I'AVS BoTat-1., Il
faut souligner I'absence de galactose dans les AVS BoTat-4 et BoTat-100,
D'autre part, des taux élevés de galactose sont trouvés pour I'AVS BoTat-20.
Le rapport molaire par rapport a la N-acétylglucosamine trouvé dans [|'AVS
BoTat-1 est le méme pour BoTat-2, 28, et -78. Par contre, seulement 2
résidus de N-acétylglucosamine sont trouvés dans BoTat-4, ceci en rapport
avec la faible teneur en mannose. Ces données expriment sans aucun doute
possible la variation du nombre de sites de glycosylation de type mannosidique
a l'autre. L'absence de galactose pour certains AVS montrerait le caractére
parfois incomplet de la structure phospholipidique C-terminale.

5- Teneur en phosphore et en glycérol

Comme dans le cas de BoTat-1, les autres AVS
contiennent une mole de phosphore par mole de glycoprotéine. Pour ce qui est
du glycérol les faibles quantités de matériel disponible ne nous permettent pas
dans tous les cas étudiés de le doser pour affirmer sa présence équimolaire

par rapport au phosphore. Il est cependant présent dans la plupart des cas.
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COMPOSITION GLUCIDIQUE DES AVS DE T. equiperdum
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Monosaccharides BoTat-2 BoTat-4 BoTat-20 BoTat-28 BoTat-78 BoTat-100
Mannose 200 80 178 195 200 122
Galactose 130 0 178 136 133 0
Glucose + 16 5 11 22 17 11
N-acétyl

glucosamine 97 40 58 90 115 75

Valeurs exprimées en nombre de pmoles/g de glycoprotéines

TABLEAU 22
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6- Etude des acides gras

Les AVS suivants ont été testés : BoTat -2, -4, -20,
-28, -78, -100. Les résultats du Tableau 23 indiquent que I'AVS BoTat-20 a
le taux en acide gras le plus élevé comparable 3 celui de BoTat-1. Au
contraire, la proportion pour BoTat-2 et -28 était faible (1/3 et 1/6
respectivement). Aucun acide gras n'était identifié dans les AVS BoTat-4, -78
et -100. Les mémes acides gras que pour BoTationt été caractérisés : l'acide
palmitique (C16 : 0), l'acide stéarique (C18 : 0) et l'acide oléique (C18 : 1).

7- Conclusion

Au terme de cette étude des AVS de T. equiperdum, nous

pouvons noter l'existence de caractéristiques communes.

L'axe glycopeptidique présente le méme profil avec prédominance des

mémes résidus amino-acides et des mémes sucres.

L'extrémité C-terminale des AVS se caractérise par l'existence d'une
structure glycérophospholipidique, comportant les acides gras suivants : acide
palmitique, stéarique et oléique. Toutefois dans certains AVS (Botat -4, -78
et -100), aucun acide gras n'a été identifié et BoTat-4 et BoTat-100 ont une
composition glucidique différente puisqu'ils apparaissent dépdurvus de

galactose.

Parmi les AVS possédant du galactose, de grandes différences de
composition lipidique sont observées. Celles ci seraient dues & une différence
de sensibilité vis a vis d'une caupure enzymatique qui se produirait lors de
['étape de libération des AVS depuis le manteau plasmique du parasite traité
par le tampon pH 5,5. Considérant cette é&ventualité, la variation de
composition glucidique s'expliquerait par le fait de clivage ou non de la
structure gchoglycérophosphélipidique de I'AVS.

Les conditions de libération du manteau  activeraient donc
vraisemblablement un enzyme qui dégraderait I'extrémité C-terminale.
Signalons que cette hypothése d'une réaction enzymatique a été également
formulée par VOORHEIS et Coll. (1982) (167) pour T. b. brucei.
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RELATIVE DES ACIDES GRAS (moles %) DANS LES AVS DE
1. equiperdum

Acide gras BoTat-1 BoTat-2 BoTat-20 BoTat-28
Cl16 : 0 »38.4 | 33.4 32.8 40.2
C18 : 0 37.5 40.4 47.9 39.2
c18 :1 24.1 26.2 19.3 20.6

TABLEAU 23
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L'on ne peut dire si la structure C-terminale de BoTat-1 est le matériel
"natif' normalement libéré aprés enzyme membranaire activé ou s'il correspond
3 une proportion d'AVS libéré sans action de ‘l'enzyme.

Dans cette seconde hypothése la structure C-terminale serait la zone
d'attache membranaire, dans le premier cas nous n'aurions identifié que le
résiduel aprés coupure et alors la partie enfouie dans la membrane y serait
restée en place. '

Ce point précis est d'une importance capitale si l'on veut comprendre le
mode de libération exacte des AVS de Trypanosoma equiperdum.
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ETUDE COMPARATIVE VIS A VIS DES AVS DE T. b. brucei

La définition physico-chimique des AVS de T. equiperdum établie

ci~dessus présente des points de similitude avec celle que nous trouvons pour
T. b. brucei dans la littérature.

1-  Point isoélectrique

Une propriété commune des AVS de T. b. brucei avec des

AVS de T. equiperdum est l'existence d'une microhétérogénéité de valeur de

points isoélectriques pour chacun. En effet, Cross en 1975 (39) avait purifié
des 'AVS par isoélectrofocalisation. Il isolait toujours un pic majeur et des pics
de moindre importance quantitative, préséntant la méme taille moléculaire que
le pic majeur, mais ayant des charges différentes. Il peut d'ailleurs étre noté
que la dispersion des valeurs enregistrées pour T. b. brucei semble plus

limitée que nous l'avons constaté bour T. equiperdum. Dans le cas de T. b.

brucei, les valeurs s'échelonnent entre pH 6 et pH 8 mais avec une dominance
apH7-7,5. Pour T. equiperdum, nous avons vu plus haut que ces valeurs

s'échelonnent entre pH 5 et pH 8,5.

2- Composition amino-acide

Le tableau 24 présente les compositions amino-acide
calculées a partir des identifications établies par séquence DNA sur les AVS
suivants :

- VSG 117 (BOOTHROYD et coll. (1982) (20), égalemenf analysé en
paralléle en séquence amino-acide (ALLEN et coll. (1982) (2)).

- AnTat 1.1, 1.1B, 1.10 (PAYS et coll. (1983c) (129)).

Les résultats se définissent dans une composition globale voisine, au
point que l'on se trouve dans l'impossibilité en fonction de I'examen d'une

composition, de savoir si l'on a affaire @ un variant de T. equiperdum ou de

T. b. brucei. Ceci est particuliérement évident dans la comparaison d'AnTat
1.1 et BoTat-1.

3- Composition glucidique

Une étude de la composition en sucres a été faite par
JOHNSON et CROSS (1977) (92). Les résultats illustrés dans le tableau 25



COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES GLYCOPROTEINES PURIFIEES DE VARIANTS DE Trypanosoma brucei DETERMINEE A PARTIR
DES SEQUENCES PEPTIDIQUES COMPLETES O D'aprés PAYS et coll (1983)
®- 0D'aprésBOOTHROYD et coll ; ALLEN et col1(1982)

Variants
@® AnTat 1.1 @® AnTat 1.18 @ AnTat 1.10 @ VsG 117
Acides aminés#
Asx 47 48 50 40
Thr 42 42 41 43
Ser 32 30 28 27
Glu 53 51 50 62
Pro 14 17 15 12
Gly 35 32 32 42
Ala 70 69 66 58
val 10 10 9 17
Cys 13 13 13 ' 13
Met : 4 4 5 7
Ile 16 16 20 15
Leu 38 38 34 41
Tyr 10 9 9 10
Phe 5 7 6 8
Lys 43 47 51 56
His 8 7 9 9
Trp 3 3 3 5
Arg _8 _8 1o 5 5
451 451 451 471 v

& Valeurs exprimées en résidus par mole de glycoprotéine
TABLEAU 24
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COMPOSITION GLUCIDIQUE AVEC DES AVS DE VARIANTS DE

Trypanosoma brucei

(D'aprés JOHNSON et CROSS, 1977)

Variants 55 060 099 100 104 D12
Monnosaccharides
Mannose 13 12 28 18 8 8
Galactose 15 9 6 13 5 8
Glucose 5 3 15 8 8 20
N-acétyl .
glucosamine 10 7 14 8 4 6

* Résultats exprimés en résidus par mole de glycoprotéine pour une masse

moléculaire de 65 000 daltons
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2

montre une composition en sucres qui varie de 7 & 17 %. Les mémes
monosaccharides sont caractérisés : mannose, galactose, et N-acétyl-
glucosamine. La variation de pourcentage des sucres a elle seule, laisse
préjuger d'un nombre variable de sites de glycosylation.

4-  Caractérisation a !'éthanolamine

HOLDER (1983a) (82) a isolé les deux glycopeptides
C~terminaux de‘ deux AVS appartenant a des familles différentes (VSG 55 et
VSG 221), caractérisés au niveau de ['acide aminé C-terminal respectivement
par une sérine ou un acide aspartique. Du point de vue analytique, les
glycopeptides ont été hydrolysés par I'HClI 6M & 110° C pendant 20 h, puis
soumis a la réaction de dansylation. Ce processus leur a permis de mettre en
évidence la présence d'éthanolamine au niveau du glycopeptide le plus
C-terminal, ceci dans chaque cas (Tableau 26)}.

Dans le cas de BoTat-1, nos résultats nous ont permis également de
démontrer la présence d'éthanolamine en situation C-terminale et méme de
compléter celda, puisque pour ce qui nous concerne, BoTat-1 posséde une
substitution par le phosphore et un glycoglycérolipide. Ce constat nous laisse
envisager une communauté structurale possible entre les deux modéles

cellulaires.

5- Conformation des AVS de T. b. brucei par la méthode de

Y

Chou et Fasman a partir des séquences complétes publiées

Des travaux trés récents réalisés par LALOR et coll.
(1984) (99) puis COHEN et coll. (1984) (37), rapportent les résultats d'étude
prévisionnelle de structure pour toute une série d'antigénes spécifiques de
variant. Ces données montrent une relative homogénéité de définition
moléculaire. Le nombre limité d'exemples ne permet toutefois pas encore
d'aboutir & une représentation précise et cela d'autant plus que, aucun

contrdle expérimental par dichroisme ne vient conforter ces hypothéses.

Le seul point sur lequel nous voudrions insister est la découverte comme
nous avons pu le constater dans BoTat-1 mais cette fois au niveau de IliTat
1.3 et AnTat 1.1, de régions hélicoidales importantes dans la zone N-terminale

de la molécule.



CARACTERISATION DE L'ETHANOLAMINE
DANS DEUX AVS DE T. b. brucei
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Dansyl-dérivé Variant Variant
dosé * VSG 55 VSG 121
Asp - 1,00
Ser 1,00 -
Ethanolamine 1,10 1,01
Glucosamine 1,16 1,08

* Résultats en résidus par mole de glycoprotéine

TABLEAU 26
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6- Conclusion

Les différentes propriétés que nous venons rapidement de
présenter, laissent entrevoir une communauté structurale qui autorise une
extrapolation des résultats entre les deux espéces qui appartiennent au méme

sous-genre.

ETUDE COMPARATIVE VIS A VIS DES AVS DE T. congolense

Cette étude est d'un grand intérét puisque T. equiperdum et T. b,

brucei d'une part, et T. congolense d'autre part, représentent des espéces

appartenant a8 deux sous-genres différents.

1-  Point isoélectrique

Les AVS de T. congolense sont caractérisés par une

hétérogénéité au niveau du point isoélectrique comparable a celle des AVS de
T. equiperdum (ONODERA et coll. (1981) (120}. Si l'on peut supecter une
responsabilité de l'axe peptidique, pour RAUTENBERG et coll. (1981) (132),

celle-ci serait en partie due a la présence d'acide sialique dans la copule

glucidique des antigénes.

2- Composition amino-acide

Les compositions amino-acide présentées dans le tableau

27, proviennent de deux équipes différentes (ONODERA et coll. (1981) (120)
;: SAVAGE et coll. (1984) (143)).

L'examen des résultats montre que, les AVS de T. congolense présentent

globalement le méme profil que les AVS de T. equiperdum ou T. b. brucei.

Toutefois, l'on peut noter une teneur en résidus de sérine relativement plus
élevée chez T. congolense. En outre, SAVAGE et coll. (1984) (143) ont pu
aussi détecter la présence de traces d'éthanolamine dans les AVS de cette

espeéce.

3- Etude de la copule glucidique

SAVAGE et coll. (1984) (143) ont réalisé trés récemment,

une étude structurale détaillée des oligosaccharides trouvés dansunantigéne



TABLEAU 27

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES GLYCOPROTEINES PURIFIEES DES AVS DE T.congolense

(M d'aprés ONODERA et coll. (1981)
@.d'aprés SAVAGE et coll. (1984)

@ Clone Tc 428

» Acides aminés OVl @ vsG2
[sotype I Isotype 11 Isotype 111 Isotype 1V

Acide cystéique 3,08 2,52 - - - -

Asx 10,8 11,14 13,3 13,9 13,9 15,0

Thr 6,9 8,08 6,8 7,4 7,1 7,4

Ser 9 8,34 9,1 8,8 8,3 8,1

Glu 11,38 10,66 12,7 12,2 12,0 12,9

Pro 3,04 2,78 1,3 3 2,2 ND

Gly 8,32 8,34 12,6 12,3 12,4 11,8

Ala 13,36 10,78 9,5 9,3 9,7 8,9

val 3,74 5,84 5,1 5,2 5,1 5,2

Met 0,54 1,24 1,6 1,4 1,6 1,9

I1e 3,52 5,72 6,4 5,7 5,7 5,0

Leu 9,3 6,94 7,8 7,8 8,1 8,0

Tyr 1,64 2,36 1,5 1,4 1,5 2,0

Phe 2,42 1,8 2,1 1,8 2,3 2,7

His 1,52 2,04 1,8 1,4 1,9 2,6

Lys 6,94 8,16 6,4 5,9 6,1 6,6

Arg 3,3 2,42 2,0 2,5 2,1 L9 o
Trp 1,08 1,08 ND ND ND - NS

» Valeurs exprimées en résidus pour 100 résidus d'acides aminés dosés.
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variable de T. congolense. Ces auteurs ont utilisé comme matériel de base 4

isotypes issus d'un clone de T. congolense,

a) Analyse quantitative

Les sucres sont présents en proportion de 15 %. La
composition glucidique est illustrée dans le tableau 27. Parmi les
monosaccharides identiques a ceux déja caractérisés pour T. equiperdum et T.

b. brucei, les auteurs ont pu caractériser : le mannose, la N-acétyl-
glucosamine et le galactose. Les rapports molaires rapportés au galactose sont
respectivement pour le mannose de 3,9 et pour la N-acétylglucosamine de 3,6
dans le cas des isotypes I, Il et llIl ; les valeurs dans le cas des isotypes IV
sont de 2,4 pour la N-acétylglucosamine et le mannose, par rapport au
galactose.

La différence essentielle avec les deux espéces précédentes est,
I'existence d'acide sialigue (RAUTENBERG et coll. (1981) (132) ; SAVAGE et
coll. (1984) (143), dont la présence a été démontrée mais qui n'a pas encore
pu étre estimé quantitativement avec précision.

b) Analyse qualitative

Les glycannes des AVS ont été marqués in vitro par
la D-glucosamine tritiée puis soumis a une digestion pronasique. Les
glycopeptides obtenus ont alors été traités par I'endo-N-acétyl-glucosaminidase
H. L'hydrolysat a été fractionné sur une colonne de Biogel P4, et le protocole
a permis de séparer les deux groupes d'oligosaccharides, respectivement

X

sensibles ou non a cet enzyme.

Les oligosaccharides sensibles ont été & nouveau purifiés par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC). 6 fractions
d'oligosaccharides ont été individualisées, parmi celles-ci, 5 se sont révélées
5-9 GlcNAc),

constatation basée sur I'action positive de |' a-mannosidase. La fraction

d'une structure de type oligomannosidique classique (Man

restante posséde une structure oligomannosidique mixte, car elle contient un
galactose en position terminale.

Les oligosaccharides résistants a I'endo-N-acétyl-glucosaminidase H ont
été libérés par hydrazinolyse, puis soumis a un fractionnement sur une
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colonne de sépharose-sérotonine. Deux sous-groupes d'oligosaccharides ont été
obtenus, puis purifiés sur une colonne de Biogel P4.

Le premier sous-groupe est constitué 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 étre menée a terme, a cause de leur
résistance partielle a la neuraminidase. En effet, 30 % seulement des glycannes

sialidés sont apparus sensibles a8 cet enzyme.

Ces différentes données laissent entendre que pour T. congolense, il

existerait aussi plusieurs sites de glycosylation possibles :

les premiers de type oligomannosidique comme nous avons pu le
décrire dans T. equiperdum. '

. les autres, d'un type différent pour lesquels une situation
C-terminale n'est pas a éliminer puisque des traces d'éthanolamine ont été
détectées ; qui laissent donc entendre pour cette espéce encore, I'hypothése
d'une terminaison glycolipidique C-terminale. ‘

4~ Conclusion

Au total, les AVS de T. congolense, bien que proches de

la définition classique applicable aux AVS de T. equiperdum et T. b. brucei

s'en distinguent essentiellement au niveau des substitutions glycanniques et
peut étre de la richesse de I'axe peptidique en sérine. Globalement, il nous
semble que de grands points de similitude permettent de rapprocher ce modéle
de celui que nous avons étudié.
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CONCLUSION GENERALE

Depuis une dizaine d'années, les données expérimentales concernant le
phénoméne de variation antigénique des trypanosomes se sont accumulées & un
point tel que l'on est maintenant capable :

- de proposer au moins trois mécanismes génétiques, permettant au
parasite de faire "varier' la qualité physico-chimique de I'antigéne variable
constituant le manteau cellulaire.

- de donner une définition structurale de I'axe peptidique de différents
antigénes, appartenant 3 des espéces différentes de trypanosomes.

- d'entrevoir l'organisation moléculaire des antigénes variables.

L'ensemble de ces acquis a fait progresser de maniére considérable le
concept de variation antigénique, qui en a souligné l'extréme importance pour
la vie du parasite, et ses relations avec son héte intermédiaire et/ou son héte
définitif,

Il existe pourtant encore un certain nombre de points obscurs, qui se
doivent d'étre résolus pour parvenir au stade des retombées pratiques. Parmi
ces approches expérimentales qu'il est fondamental d'aborder, nous

retiendrons :

1- La description du mode d'attachement des AVS au niveau de la

membrane plasmique,

2- Le processus de biosynthése qui partant du précurseur protéique
intracellulaire, méne a l'expression en surface de l'antigéne variable.

3- Le mécanisme membranaire qui provoque la libération de |'antigéne.
Le champ d'application serait de pouvoir provoquer une libération du

manteau, ou d'empécher sa synthése ce qui représenterait un argument
thérapeutique considérable.
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Le caractére pluridisciplinaire des études a été trés positif. La
connaissance de la structure primaire de l'axe peptidique est en soi d'un
intérét relatif. L'étude précise de la conformité moléculaire, de son
agencement, de sa constance ou de sa variabilité d'un AVS a l'autre est une
question qui, si elle était résolue, serait d'un grand intérét et trouverait
application. C'est en effet de cette maniére que I'on situera progressivement
les zones "fonctionnelles" importantes, qui nous permettront par exemple :

- une reconnaissance des sites antigéniques utilisables a des fins
diagnostiques ou thérapeutiques.

- une mise en évidence des zones d'interactions antigéne-antigéne venant
expliquer I'organisation en manteau de ces glycoprotéines & la surface du
parasite : une simple désorganisation pouvant représenter un élément de
perturbations des mécanismes de défense du parasite, et aussi de sa
microphysiologie d'échange avec I'hdte définitif.

Nous voudrions conclure en rappelant les travaux trés anciens de
LAVERAN (1902) (102), qui montraient déja I'effet cytotoxique du sérum
humain normal sur Trypanosoma b. brucei. C'est a partir du rapprochement

entre des constats biologiques de cet ordre, et une connaissance de pius en
plus précise des aspects moléculaires, que Il'on est en droit d'attendre des
résultats déterminants dans le domaine appliqué., |l semble d'ailleurs que,
cette nouvelle vision des choses puisse s'appliquer a bon nombre de
parasitoses. Cette mise en commun de moyens pluridisciplinaires, a renouvelé

complétement la recherche dans ses possibilités a terme.

Les aspects humains et sociaux sont évidents. Deux continents attendent
beaucoup d'organisme tels que la Communauté Economique Européenne et
surtout I'Organisation Mondiale de la Santé dont la charge est de sensibiliser
le monde scientifique.

Notre seule fierté serait par ce mémoire d'avoir participé en toute
modestie a cet effort.
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I- Méthodes d'étude physico-chimique

A- Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS

1- Principe

Le dodécyl sulfate de sodium (SDS) posséde la propriété de se fixer
dans certaines conditions sur I['enchainement peptidique d'une protéine lui
conférant ainsi des charges négatives en norﬁbre telle que la migration élec-
trophorétique ne dépend plus que de la longueur de l'axe peptidique de la
protéine.

L'utilisation d'un gradient d'acrylamide permet d'obtenir une résolution
optimale, et permet également de pouvoir établir une relation linéaire entre la
mobilité électrophorétique et le logarithme de la masse moléculaire.

2- Technique
La méthode utilisée est celle décrite par LAEMMLI (1970) (98).

Un gel de gradient d'acrylamide (5 &8 30 %) de 1,5 mm d'épaisseur est -
coulé entre deux plaques de verre. Un gel supérieur a 5 § d'acrylamide, dans
lequel sont réalisés au moyen d'un peigne en plastique des compartiments pour
le dép6t des échantillons, est ensuite coulé.

Les migrations ont été réalisées dans une cuve a électrophorése verticale
(LKB 2001) sous une intensité constante régulée de 30 milliampéres (alimen-
tation stabilisée LKB 2197). Le temps d'électrophorése est apprécié a l'aide
d'un témoin coloré (bleu de bromophénol).

Aprés migration, le gel est démouié, coloré par immersion pendant 16
heures dans la solution de bleu Coomassie, puis décoloré dans plusieurs bains
successifs de solution décolorante.

3- Conditions opératoires

Solutions
* solution mére d'acrylamide : A
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- acrylamide 48 g
- N-N'méthylénebisacrylamide 1,28 g
- eau distillée q.s.p. 100 ml

* Solution tampon du gel a gradient : B
- 3 M tris HCI pH 8,8

* Solution tampon du gel supérieur : C
- 1 M tris HCI pH 6,8

Composition du gel a gradient

Solution a 5 % Solution a 30 %

A 1,40 mi 8,40 ml
B 1,75 ml 1,75 mi
SDS 2 & 0,70 mi 0,70 ml
eau distillée 10,00 mi 3,00 mi
saccharose - 2,80 g
riboflavine 4 mg/100 ml 0,20 ml 0,20 mi
Temep(*) 15 pl 10 ul

persulfate d'ammonium 10 % 25 ul 10 pl

Composition du gel supérieur

Solution a 5 %

A 1,00 ml
C 1,25 ml
SDS 2 % 0,50 ml
eau distillée 7,10 ml
riboflavine 4 mg/100 ml 0,20 ml
TEMED 40 pl
persulfate d'ammonium 10 3 60 ul

* Tampon de dissolution des échantillons
- tris-HC! 0,625 M pH 6,8
- SDS 2 %
- glycérol 10 %

Les analyses ont été réalisées selon les cas en présence ou en absence
d'agent réducteur (p-mercaptoéthanol a la concentration finale de 5 %).
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) TEMED : N,N,N',N'Tétraméthyléne diamine

Aprés dissolution dans le tampon, ['échantillon est porté a 100° C
pendant 3 minutes afin de permettre la fixation du SDS sur la chaine
peptidique et aussi, le cas échéant, la rupture des ponts disulfure.

* Tampon d'électrophorése

- tris 0,025 M
- glycocolle 0,192 M
- SDS 0,1 %
* Colorant
- bleu Coomassie R 250 1,25 g
- éthanol 122 mi
- acide acétique 25 ml
- eau distillée 122 ml

* Décolorant

- méthanol 350 mi
- acide acétique 70 ml
- eau distillée 500 ml

4- Détermination de la masse moléculaire apparente

Dans ce cas, un mélange de témoins de masse moléculaire connue (kit de
calibration de bas poids moléculaire, Pharmacia) est déposé sur le gel dans les
mémes conditions que les échantillons & étudier. La courbe d'étalonnage du gel
est obtenue en portant log Mm = f (Rf).

migration de la protéine
Rf :

migration du bleu de bromophénol

Le report du Rf de I'échantillon analysé sur la courbe d'étalonnage donne

immédiatement une valeur de masse moléculaire apparente.

B- Isoélectrofocalisation analytique sur gel de polyacrylamide

1- Principe
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Cette technique consiste en une migration électrophorétique en gradient
de pH stable et stationnaire croissant de l'anode vers la cathode. Dans ces
conditions, les protéines vont se focaliser a une valeur de pH correspondant a
leur point isolélectrique ou pHi. En effet, lorsqu'une protéine se trouve & un
pH supérieur ou inférieur a son pHi, elle est ionisée respectivement
négativement ou positivement et migre donc dans le premier cas vers l'anode,
dans le second cas vers la cathode. Au cours de sa migration, sa charge
diminuera progressivement en fonction de la variation du pH et deviendra
nulle au pH équivalent a8 son point isoélectriq'ue.

2- Technique
Cette détermination a été effectuée par isoélectrofocalisation en fine
couche d'acrylamide (1,5 mm) dans un gradient de pH allant de 4,5 a8 9 au

moyen d'une cuve LKB multiphor (2117).

* Composition du gel

- solution d'acrylamide a 29,1 % (p/v) 5,00 ml
- solution de N-N'méthyléne-bisacrylamide a 0,9 % (p/v) 5,00 ml
- glycérol 3,75 mi
- riboflavine (4 mg/100 ml) 1,50 ml
- ampholines (LKB 1809) 9-11 0,40 ml
5-7 ; 0,10 ml
4-6 0,10 mi
3,5-10 1,40 mi
- eau distillée g.s.p. 30,00 ml

Le mélange est dégazé pendant 10 minutes. Le catalyseur de
polymérisation (0,27 ml de persulfate d'ammonium a 4 %) est ensuite ajouté, et
la solution est coulée entre deux plaques de verre. La polymérisation

s'effectue en une heure environ.

Les échantillons sont dissous dans de l'eau distillée a3 une concentration
de 1 mg/ml. Une quantité de 30 pl est déposée sur un morceau de papier
filtre (Whatman 3 MM, Paratex), qui est ensuite appliqué au contact du gel.

Les méches des électrodes cathodique et anodique sont imbibées
respectivement par une solution 1 M NaOH et 1 M H3P04.
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L'électrofocalisation est effectuée sous une puissance constante de 6
watts pendant 5 heures (alimentation LKB 2197), et avec réfrigération
continue a 15° C. Les papiers filtres sont retirés au bout d'une heure de
migration.

A la fin de l'analyse, le gradient de pH est tracé par mesure du pH tous
les centimétres au moyen d'une électrode de surface. Le gel est & nouveau
soumis a une migration de 30 mn approximativement pour assurer une
focalisation fine des bandes qui ont pu diffuser pendant la mesure des valeurs

de pH.

Le gel est ensuite immergé pendant 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 et finalement fixé et séché sur film Gel Bond FMc corporation.

Réactifs

* solution de fixation

- acide sulfosalicylique 17,3 g

- acide trichloracétique 57,7 g

- eau distillée q.s.p. 500 ml

* golution de coloration
- bleu Coomassie R 250 0,460 g
- solution de décoloration 400 ml

* solution de décoloration

- éthanol 250 mi
- acide acétique 80 ml
- eau désionisée gq.s.p. 1000 ml

C- Electrophorése en gel de polyacrylamide adaptée & la séparation de

peptides

1- Principe

En dessous d'une certaine taille moléculaire, les peptides ne sont plus
colorables par le bleu Coomassie. Nous avons donc utilisé la visualisation par
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fluorescence aprés marquage des échantillons. Nous avons utilisé le couplage
avec la fluorescamine {(ROSEMBLATT et coll.) (1975) (139) en raison de sa
simplicité et de sa rapidité de mise en oeuvre ; par ailleurs, la réaction
modifie la charge intrinséque des molécules et il devient possible d'établir des
conditions électrophorétiques telles que la migration de tous les échantillons
s'effectue vers l'anode. Ce fait permet d'omettre le SDS et d'obtenir un gel
plus net.

2~ Conditions opératoires

- Couplage avec la fluorescamine

L'échantillon est dissous dans 35 pl d'une solution de bicarbonate de
sodium 0,05 M de pH 8,2 ; 10 pyl d'une solution fraichement préparée de
fluorescamine @ 5 mg/ml dans l'acétone lui sont ajoutés tandis que le tube est
maintenu sous agitation vigoureuse au Vortex. Le réactif réagit instantanément
avec les fonctions amine primaire, et I'excés s'hydrolyse en produits non
fluorescents. L['acétone est ensuite évaporé par un courant d'azote et une
goutte de glycérol est ajoutée pour augmenter la densité de la solution a
déposer.

Solutions

*

solution mére d'acrylamide : A

- acrylamide 48 g
- N-N'méthyléne bisacrylamide 1,28 g
- eau distillée qg.s.p. 100 mi

*

solution tampon du gel : D
- 1,5 M tris HCI PH 9,4

Composition du gel

Solution a 15 & Solution a 30 %

A 1,40 mli 8,40 ml
D 3,60 mi 3,60 ml
eau distillée 9,00 ml 2,00 ml
saccharose - 2,8 ¢
riboflavine 0,10 ml 0,10 ml
TEMED 15 yl 10 pi

persulfate d'ammonium 10 % 25 ul 10 ul
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LY

Aprés polymérisation du gel a gradient, un gel supérieur 3 5 % est
ensuite coulé pour y enfoncer le peigne afin de réaliser les compartiments
pour le dépbt des échantillons.

* Migration

I'électrophorése est réalisée sous un voltage constant de 150 volts
pendant 5 heures environ. La migration est en réalité appréciée par lecture
du gel sous une longueur d'onde d'excitation de 365 nm.

Aprés migration satisfaisante, le gel peut é&tre photographié ou bien faire
I'objet d'un enregistrement de l'intensité relative de fluorescence des bandes.

D- Electrophorése d'affinité avec la concanavaline A

La mise au point de cette technique avait pour but de pouvoir
caractériser, parmi des bandes de migration électrophorétique, celles qui
portaient des structures glycanniques possédant une affinité pour Ila
concanavaline A,

La lectine libre est incorporée dans un gel trés faiblement réticulé pour
permettre la formation du complexe d'affinité. Ce premier gel est superposé,
comme l'indique le schéma (Figure 1) a un gel intermédiaire d'acrylamide dont
la concentration est calculée pour y empécher la pénétration du complexe. Un
gel en gradient d'acrylamide destiné a la séparation fine des bandes succéde a
ce gel intermédiaire (Figure 1).

La comparaison de deux dépdts identiques, traversant un gel enrichi ou
non en lectine, permet de reconnaitre parmi I|'ensemble des composants ceux
qui possédent un site d'intéraction pour la lectine : en effet, la bande
électrophorétique correspondante disparait de ['électrophorégramme par
rapport a la migration témoin et le complexe d'affinité reste piégé a
linterface. La migration électrophorétique des composants exempts d'une
interaction avec la lectine n'est aucunement perturbée par rapport a la

migration témoin.

La présence de détergents ioniques géne dans la plupart des cas la
formation des complexes d'affinité avec les lectines. Nous avons donc procédé

en l'absence de SDS, et en conséquence, utilisé le couplage a la fluorescamine
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pour obtenir dans des conditions données, la migration de tous les fragments
étudiés vers l'anode.

La concanavaline A est constituée de sous unités de masse moléculaire 25
500. Au dessus de pH 7, elle se trouve sous une forme tétramérique, donc de
masse moléculaire 102 000. Elle posséde sous cette forme quatre sites de
liaison. Avec cette lectine, ['emploi d'un gel intermédiaire a 10 % suivi d'un
gradient d'acrylamide 10 % - 30 $ s'est montré satisfaisant.

Solution

*

solution mére d'acrylamide : A

- acrylamide 48 g
- N N'méthyléne bisacrylamide 1,28 g
- Eau distillée g.s.p. 100 mi

*

solution tampon du gel a gradient : E
- 1,75 M tris-HCI pH 9.4

solution tampon du gel intermédiaire et du gel supérieur : F
- 3 M tris - HCI pH 8,8

*

Composition du gel

Solution a 10 % Solution a 30 %

A 2,80 ml 8,40 ml

E 3,60 ml 3,60 mi
eau distillée 7,60 ml 1,85 mi
saccharose - 2,8 ¢g
riboflavine (4 mg/100 ml) 0,10 mi 0,10 ml
TEMED 20 pl 10 pl
persulfate d'ammonium 10 % 30 pl 15 ul

Aprés polymérisation du gel a gradient, le gel intermédiaire suivant est

coulé :
A 2,00 mi
E 1,00 ml
CaCl2 0.1 M 0,10 ml
MnCI2 0.1 M 0,10 ml
eau 5,30 ml
TEMED 60 ul

persulfate d'ammonium 10 $ 120 ul
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Le gel supérieur faiblement réticulé est préparé a partir d'agarose :

F 3,00 ml
CaCI2 0,1 M 0,30 ml
MnCI2 0,1 M 0,30 ml
eau distillée 21,90 ml
agarose AlU5 0,60 g

Une moitié du gel est coulée telle qwelle. A l'autre moitié du gel
maintenue a la température de 50° C, sont ajoutés 100 ul d'une solution de
lectine & 25 mg/m! (Boehringer), et le tout est ensuite coulé.

Les compartiments pour les dépdts sont réalisés au moyen d'une trompe a
vide.

Les échantillons sont marqués a la fluorescamine comme précédemment.
L'électrophorése est réalisée en tampon 0,05 M tris-glycocolle pH 9,4 pendant
une nuit sous un voltage constant de 150 volts et avec réfrigération continue
a 15° C.

E. Etude en dichroisme circulaire

Les études ont été réalisées sur un dichrographe Jobin-Yvon RJ Mark
I1l, permettant des mesures de 180 a 800 nm. La sensibilité de I'appareil peut

4 a 10_6. Le signal dichroique amplifié¢ est enregistré sur

varier de 2.10°
papier calibré en cm (abscisse et ordonnée). L'épaisseur des cellules de
mesure varie de 0.01 cm a 2 cm. L'ellipticité molaire (O) a été calculée pour
la région du spectre correspondant au chromophore amide (entre 180 et 240
nm), en prenant la moyenne a partir de 3 a 5 spectres réalisés a 2
sensibilités différentes. La vitesse de déroulement des nanométres était de 0,1
mm/sec. La vitesse de déroulement du papier était de 2 mm/mn. La constante

de temps était égale a 10,

L'appareil a été étalonné au moyen d'une solution d'isoandrostérone dans
le dioxane (25 mg/20 ml}). On mesure a 304 nm, en cuve de 1 cm, a la
sensibilité  de 10. 10_5 afin d'obtenir sur l'enregistreur une expansion

correspondant a 142,5 mm.
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La formule permettant d'obtenir les ellipticités molaires & partir du
spectre expérimental est : '

6 :3300 M As
cd

= masse moyenne des résidus d'acides aminés (ici 111)

concentration en g/l
longueur de la cuve en cm

> o o =
I

nombre de mm mesurés
sensibilité (1070 & 2.10”

y

)

[}
i

8 est donc exprimé en deg. décimole—1 cm?,
1- Réalisation des spectres dichroiques

Tous les spectres expérimentaux ont été faits dans des conditions telles
que la densité optique soit toujours inférieure a 1.5. Ills ont été ensuite
convertis en courbes gaussiennes a l'aide d'un convertisseur de courbes "DU
PONT CURVE". On obtient ainsi des maxima négatifs a 207, 214 et 222 nm. Le
contenu en hélicea est apprécié a partir de la transition n —= T au niveau
de la bande centrée & 222 nm et en prenant la valeur de -30 620 comme étalon
pour i'hélice. La quantité de structure B est appréciée de facon similaire au
niveau de la bande a 214 nm et en prenant la valeur de -7 040 comme étalon
pour la forme B . Les valeurs des é&talons sont déterminées pour le
dichrographe utilisé dans la région du spectre 180-250 nm & partir de 6

proteines d'aprés la méthode de CHEN et coll. (1974) (31).

F- Composition amino acide

a) hydrolyse

L'échantillon en quantité de 100 & 500 pg est hydrolysé par [l'acide
chlorhydrique 5,6 N a 110° C en tube scellé sous vide. La durée de
I'hydrolyse est généralement de 24 heures. L'hydrolysat est ensuite évaporé
sous vide a basse température (Evapo Mix Buchler).

La reconversion des phénylthiohydantoine-dérivés en amino acides est
obtenue par hydrolyse dans I'HCI 5,6 N a 150° C pendant 24 heures.
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b) Analyse des acides aminés sur autoanalyseur

La composition en acides aminés est réalisée sur autoanalyseur Beckman de
type 119 CL. Les tampons et le programme retenus (FAUCONNET et ROCHE-
MONT) (1978) (51) permettent en une seule étape et sur une seule colonne la
séparation des acides aminés et des osamines, sur une résine DURRUM DC 6A
dans une colonne de 6 mm de diamétre et de 220 mm de hauteur.

La composition du réactif a la ninhydrihe est la suivante : ninhydrine
(Touzart et Matignon) 75 g, chlorure stanneux (Merck) 1,5 g, tampon acétate
de sodium pH 5,5 (Merck) 1 250 ml, methylcellosolve (SDS) 3 750 ml.

Le réactif est maintenu sous atmosphére d'azote.
* Dosage du tryptophane

Le tryptophane détruit par I'hydrolyse acide HC| 5,6 N est dosé par la
méthode de PENKE et coll. (1974) (131).

1 mg d'échantillon est hydrolysé 24 heures sous vide a 110° C par 1 mi
d'acide -mercapto-sulfonique en présence de 500 nanomoles de norleucine. Le
pH de I'hydrolysat est ensuite ajusté & pH 2,2 par de la soude 2 N et le
volume ajusté a 5 ml avec un tampon pH 2,2 utilisé habituellement pour le
dép6t des échantillons sur autoanalyseur. L'analyse s'effectue ensuite selon
les conditions précedemment décrites.

* Dosage de la cystéine sous forme d'acide cystéique aprés oxydation
performique

L'oxydation performique est réalisée selon le protocole décrit par HIRS
(1967) (74). 1 3 2 mg d'échantillon sont repris dans 100 ul d'acide formique &
99 % et 20 ul de méthanol, puis sont laissés & - 5° C pendant 30 mn. Sont
alors ajoutés 100 ul d'acide performique (réactif acide performique = mélange
de 5 volumes d'eau oxygénée & 30 % et de 15 volumes d'acide formique & 99
%). Le milieu réactionnel est maintenu a - 5° C pendant 150 mn. Aprés
dilution par addition d'eau distillée, la solution est soumise immédiatement a

une lyophilisation. La poudre ainsi obtenue est hydrolysée par HCI 5,6 N, 24 .
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LY

heures a 110° C. L'hydrolysat est soumis & une analyse dans les conditions
précédemment décrites. ’

G- Composition glucidique

La composition en oses neutres et en osamines est déterminée, aprés
méthanolyse, par chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de
REINHOLD (1972) (133).

1- Méthanolyse

La méthanolyse est effectuée dans une solution de méthanol-HCl 1,5 M &
80° C pendant 24 heures. La solution est ensuite séchée sous courant d'azote
dans un bain-marie a 37° C.

2- N-acétylation et dé-O-acétylation

* N-acétylation

Les échantillons sont N-acétylés par addition de 100 uyl d'anhydride acé-

tique et de 100 pl de pyridine, laissés 3 minutes a température ambiante et
séchés sous azote dans un bain-marie a 37° C.

* Dé-O-acétylation

Les échantillons sont alors dé-O-acétylés dans 500 ul de méthanol - HCI
1,5 M pendant 1 heure a 65° C. Le méthanol est alors évaporé sous courant
d'azote.

3- Triméthylsilylation

La silylation est effectuée par addition de 100 pl de Sylon (Sylon HTP-
~-inc, Bellafonte, Pennsylvania, 16 823) pendant 1 heure a température am-
biante. Aprés séchage sous azote, 100 pl d'heptane sont ajoutés. Un délai de

30 minutes est fixé avant l'injection de 1 a 2'ul de la phase heptanique.

4- Chromatographie en phase gazeuse
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L'analyse est effectuée sur appareil Hewlett-Packard 5840 A équipé d'un
détecteur a ionisation de flamme sur des colonnes d'acier (180 x 0,3 cm)

2

contenant de 1'0V 17 & 3 % sur chromosorb W-A-DMCS (100-200 mesh
(Packard)). '

La température initiale du four est de 120° C. Elle augmente de 8° par
minute jusqu'a 270° C. La surface des pics et le temps de rétention sont
déterminés au moyen de l'intégrateur digital couplé & |'appareil.

H- Etude de la phosphorylation
1- Dosage du phosphore

Les échantilions ont été dissous dans de l'eau distillée & une
concentration de l'ordre de 0,1 mg/ml. La teneur protéique a été ensuite
dosée selon la méthode de SPECTROR (1978) (147).

* Elimination des groupements phosphate libres.

Des aliquots de solution correspondant a 5 nmoles, 10 nmoles, et 15
nmoles de glycoprotéine ont été de facon répétée précipités par de l'acide
trichloracétique (16 % p/v), chauffés a 80° C pendant 20 minutes puis centri-
fugés, avec redissolution des précipités dans de la soude 0,1 N a 0° C.

* Minéralisation (AMES) (1966) (6)

L'on ajoute aux précipités précédents, et a une gamme étalon préparée a
partir d'une solution de KH2POu 0,5 M, 62,5 pyl de nitrate de magnésium a 10
% dans |'éthanol absolu. Les échantillons sont séchés en étuve a 105° C puis
minéralisés a la flamme d'un bec bunsen

* Dosage du phosphate inorganique (ITAYA, et MICHIO, (1966) (88))

- préparation du réactif : 1 g d'heptamolybdate d'ammonium ((NHu)G Mo7
024-4H20) est dissous dans 10 ml d'Hcl 4 N, et 60 mg de vert Malachite dans
30 ml d'eau. Les deux solutions sont ensuite mélangées et laissées sous
agitation 30 mn. Le mélange est centrifugé juste avant I'emploi.
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- les cendres sont dissoutes dans 375 pl d'HCI 1,2 N et I'on ajoute 125
pul  de réactif, et aprés 5 minutes, 12,5 pl de tween 20 & 1,5 %. La lecture se
fait 8 660 nm.

2- Etude de la nature de la liaison du phosphore a la molécule

* Recherche de phosphosérine, phosphothréonine ou phosphotyrosine

N

L

L'échantillon marqué au 32

P est hydrolysé dans I'HCI 5,6 N pendant 2
heures a 110° C; [I'hydrolysat est passé en méme temps que les
phosphoaminoacides témoins froids sur une résine DC 6 A (8 x 0,6 cm). Une
élution isocratique est réalisée avec de l'acide trifluoroacétique 10 mM 3 la
température de 48° C pendant 75 minutes selon un débit de 25 ml! par heure.
Les phosphoaminoacides sont détectés par fluorimétrie avec un réactif a
l'orthophtaldialdéhyde dont le débit est de 12,5 mi par heure. L'éluat
correspondant aux temps de rétention des phosphoaminoacides est récupéré

puis il est compté en Cerenkov,

* Traitement par I'hydroxylamine

L'échantillon marqué au 32P est incubé pendant 1 heure dans 200 pl de
tampon tris HCl 0,1 M de pH 8 enrichi d'hydroxylamine fraichement préparée

a la concentration de 0,8 M.

* L'hydrolyse alcaline a été réalisée dans de la soude 0,1 N pendant 1
heure a température ambiante.

* Hydrolyse par la phosphatase alcaline

L'échantillon marqué au 32P est incubé avec 0,4 unité d'enzyme (Sigma)
dans 40 pl de tampon tris-HCI 0,1 M de pH 8 pendant 90 minutes a 37° C.

I- Caractérisation du glycérol
Le glycérol est libéré par hydrolyse dans de I'HCl 2 N a 125° C pendant

48 heures (RENKONEN (1969) (135)). 1l est ensuite dosé sur analyseur
centrifuge (type Rotochem) avec le monoréactif 92 807 de I'Institut Pasteur
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selon la technique adapatée par ZIEGENHORN (1975) (175) utilisant les réac-
tions suivantes :

Glycérol kinase

- glycérol + ATP >glycérol-1-P+ADP
pyruvate kinase

- ADP + PEP »ATP + pyruvate
lacticodéshydrogénase

- pyruvate + NADH» >lactate + NAD

J- Composition lipidique

Les acides gras sont libérés par hydrolyse HCI 5,6 N pendant 24 heures
a 110° C en tube scellé sous azote. Aprés évaporation sous vide, les acides
gras sont recueillis selon le partage de FOLCH et coll. (1957) (52) ; I'on
ajoute 50 ul d'HCI! 2 N, 100 pl d'eau, 200 pl de méthanol et 400 pl de
chloroforme. Aprés agitation et centrifugation, la phase organique est
récupérée et lavée trois fois avec 200 pl d'un mélange
chloroforme/méthanol/eau (1/10/10).

Les acides gras sont convertis en esters méthyliques par
transestérification (HAGENFELDT (1966) (68)). Aprés extraction a |'heptane,
les esters méthyliques sont séparés par chromatographie en phase gazeuse sur
colonne capillaire avec utilisation de 2 types de phase stationnaire : Carbowax
20 M (2 %) et DEGS (10 %). Pour l'identification des acides gras insaturés,
I'on utilise la méthode des longueurs équivalentes de chaine.

l1- Méthodes d'étude structurale de I'AVS BoTat-1
A- Techniques de modification chimique
1- Réduction et S-carboxamidométhylation

Réduction et S-carboxamidométhylation sont effectuées selon la technique
de GALL et coll (1968) (56). La glycoprotéine est dissoute dans un tampon
EDTA 0,003 M, urée 8 M, tris 1,5 M de pH 8,5 & la concentration de 50 mg
par ml. Un excés de 2-mercaptoéthanol de 200 moles par mole est ajouté. Le
tube est maintenu quelques secondes sous azote, et la réduction est
poursuivie pendant 24 h a température ambiante, sous agitation constante. Le
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tube est ensuite refroidi dans la glace fondante et de |'iodoacétamide est
ajouté selon un excés de 400 moles par mole. La réaction est effectuée
pendant 45 minutes a l'obscurité. La disparition des groupements thiol est
contrblée par la réaction au nitroprussiate (ROSNER, (1940) (140)). Les
réactifs sont éliminés par dialyse contre eau désionisée pendant 5 jours. La

glycoprotéine est ensuite lyophilisée.
2- Succinylation
a) Principe

L'utilisation de l'anhydride succinique permet de bloquer irréversiblement
les groupements aminés libres. Le blocage au niveau du N-terminal rend
impossible la dégradation de Edman. La modification affecte également le
groupement NH2 des résidus de lysine. La PTH succinyllysine s'exprime en
HPLC sur colonne y-Bondapack C18 par 3 pics qui attestent de I'existence de
composés réactionnels intermédiaires ou de différents produits 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-
tillon 3 succinyler est repris a une concentration de 2 mg/ml dans de l'eau
désionisée. Le pH est amené a 9 avec de la soude 0.1 N. L'anhydre
succinique est ajouté goutte a goutte en excés de 20 moles par mole de lysine
contenue dans I'échantillon, sous agitation constante avec maintien du pH
entre 8,5 et 9,5 a l'aide soit de soude 0,1 N, soit de soude 0,5 N. Quand la
totalité du réactif est ajoutée et que le pH est demeuré stable pendant 30
minutes, ['échantillon est dialysé une nuit a 4° C puis 48 heures a
température ambiante, avec changements fréquents contre le tampon retenu

pour |'hydrolyse enzymatique envisagée.
B- Conditions d'utilisation des différents enzymes protéolytiques

1- Enzymes utilisés
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- trypsine (Sigma type XI N° 1003) débarassée de son activité
chymotrypsique par le chlorure de phénylcarbamyl (DPCC).

- endoprotéinase ARG-C (Boehringer Mannheim, 269590).

- protéase de Staphylococcus aureus (Miles n° 36900).

- protéinase K (E. Merck, Darmstadt)

2- Tampons d'incubation

L'hydrolyse trypsique est effectuée en tampon bicarbonate d'ammonium
0,01 M ajusté a pH 8,5.

L'hydrolyse par I'endoprotéinase ARG-C est réalisée en tampon N méthy!l
morpholine 0,1 M de pH 8 (LEVY et Coll. (1970) (110)).

L'hydrolyse par la protéase de S. auréus est menée dans un tampon
acétate d'ammonium 0,05 M pH 4 (HOUMARD et DRAPEAU) (1972) (84)).

L'hydrolyse par la protéinase K est conduite en tampon bicarbonate
d'ammonium 0,1 M ajusté a pH 8,5 et contenant de l'urée a 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 a utiliser différents rapports molaires enzyme/substrat
(1 % atug), et difféerentes températures d'incubation (4° C a 37° C).

C- Coupure chimique par bromure de cyanogéne

Le principe réactionnel est détaillé dans le chapitre 1l. La technique
utilisée est celle préconisée par STEERS et coll. (1965) (148). La
glycoprotéine réduite et S-alkylée est dissoute @ la concentration de 1 mg par
m| dans de l'acide formique a 70 %. Le BrCN fraichement dissout dans de
I'acide formique a 70 % est ajouté en excés de 200 moles par mole de
méthionine contenue dans la glycoprotéine. L'ensemble est maintenu 24 heures
a l'obscurité, a température ambiante et sous agitation. La réaction est
stoppée par addition de 10 volumes d'eau désionisée refroidie a 4° C. Les
produits sont alors lyophilisés.
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D- Détermination de séquence amino acide

1- principe

Les étapes de la dégradation de EDMAN (1956) (48) sont schématisées
dans la figure 2.

2- Méthodologie

a) Dégradation manuelle

Nous suivons le protocole établi par EDMAN (1970) (49) et modifié par
DEMAILLE (1979) (43).

- Couplage

Les différentes étapes sont les suivantes :

. dissolution d'environ 200 nanomoles d'échantillon dans un tube
conique par 100 i d'un tampon diméthylallylamine/propanol/eau
(1,2/15/10-v/v/v) fraichement préparé et ajusté a pH 9,5 par de l'acide
trifluoroacétique a 10 3.

. addition de 5 pl de phénylisothiocyanate et maintien du tube sous
courant d'azote pendant 30 secondes.

. agitation au vortex

incubation a8 50° C pendant 40 minutes - le mélange est ensuite
refroidi.

. élimination de l'excés de réactif par 3 additions successives de 0,5
ml de benzéne, suivies de centrifugation a 2000 tours par minute pendant 5
minutes et élimination de la phase benzénique.

séchage de la phase aqueuse par évaporation sous azote puis
dessication pendant 30 minutes dans un dessicateur maintenu a 50° C, sous

vide, en présence d'anhydride phosphorique.

- Clivage

* Addition de 50 ul d'acide trifluoroacétique immédiatement aprés la
déssication avec maintien quelques secondes sous courant d'azote.

- agitation a l'aide d'un Vortex

- incubation a 50° C pendant 7 minutes
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- séchage du produit sous azote

- extraction de la thiazolinone par de |'éther dépourvu de peroxydes et
contenant de I'éthylmercaptan comme antioxydant (20 ul pour 50 mi d'ether).
Trois extractions par 0,5 ml d'éther suivies de centrifugation a 2000 t/mn
pendant 3 minutes sont effectuées. Les phases éthérées réunies dans un
nouveau tube conique sont séchées sous azote. Le produit résiduel est alors
parfaitement séché en déssicateur sous vide en présence d'acide sulfurique
pendant 30 minutes. [l est ensuite prét pour le cycle suivant.

- Conversion
* addition de 200 pl d'acide chlorhydrique 0,1 N contenant de

I'éthylmercaptan comme anti-oxydant et maintien du tube sous courant d'azote
pendant 30 secondes.

1

agitation a l'aide d'un Vortex

{

incubation a 80° C pendant 10 minutes

refroidissement rapide

t

extraction de la phénylthiohydantoine (PTH) par trois fois 0,5 ml
d'acétate d'éthyle suivie de centrifugations & 2000 t/mn pendant 5 mn. Les
phases organiques sont rassemblées et évaporées sous azote. Quant a la phase
aqueuse, elle est lyophilisée. En effet, tous les dérivés des acides aminés ne
sont pas retrouvés dans la phase acétate d'éthyle, ceux de I'arginine, de
'histidine et de la cystéine restent dans la phase aqueuse. Le PTH

amino-acide ainsi préparé est prét pour son identification.
b) Dégradation automatique

Les dégradations ont été réalisées sur un séquenceur Beckman 890 C
dont un schéma simplifié est donnée dans la figure 3. Les différentes étapes
sont effectuées & 57° C en atmosphére d'azote.

1- Etalement de I'échantillon sur la coupelle

L'échantillon en quantité de 200 a 500 nanomoles est solubilisé dans 400
pl d'eau puis déposé prés du fond de la coupelle, tandis que celle-ci tourne a
1000 t/mn. L'échantillon, sous l'effet de la force centrifuge, est plaqué contre
la paroi. Le séchage est ensuite effectué par une série de balayages a l'azote,
et de vides progressifs.
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SCHEMA SIMPLIFIE DU SEQUENCEUR BECKMAN 890 C
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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), utilisé pour les protéines, glycoprotéines, "gros" peptides
ou glycopeptides, soit un tampon diméthylallylamine 0,8 M pH 9,4 (DMAA),
utilisé pour les "petits" peptides ou glycopeptides.

3~ Elimination de l'excés des réactifs

Cette étape est réalisée par succession d'un vide progressif, d'un
balayage d'azote sous vide partiel, et d'un lavage au benzéne.

4~ Clivage par l'acide heptafluorobutyrique (HFBA)

Aprés séchage du film, le clivage est réalisé par addition de HFBA.
L'exceés d'acide est éliminé par un vide progressif suivi d'un balayage d'azote
sous vide.

5- extraction des thiazolinones

Les 2-anilino-5-thiazolinones (ATZ) sont extraites par le chlorobutane et
recueillies dans des tubes réfrigérés contenant le milieu de conversion : 200
pl d'HCI N et quelques gouttes d'éthylmercaptan comme anti-oxydant.

Un cycle dure 80 minutes. Ensuite, le produit résiduel de la coupelle est
séché par vide progressif, suivi d'un balayage d'azote sous vide 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 HCl qui est
incubée 10 minutes a 80° C,.

Dans le cas d'une dégradation appliquée a des petites molécules, il
convient d'utiliser un mainteneur. Nous avons utilisé le polybréne en quantité
de 2 a 3 mg (KLAPPER et coll.) (1978) (94). Les artefacts dus au polybréne
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sont légérement atténués en commencant par 3 cycles de dégradation de 50
nanomoles de dipeptide de Gly-Gly (HUNKAPILLER et HOOD) (1978) (86).

c¢) ldentification des PTH amino acides dérivés

Pour ce stade nous avons fait appel essentiellement a la chromatographie

liquide de haute performance (HPLC) et dans certains cas & |la
chromatographie en phase gazeuse.

1- Chromatographie liquide de haute performance

L'appareil utilisé était un Hewlett Packard modéle 1084 B équipé d'un
détecteur fixe &8 254 nm et d'un détecteur variable entre 200 et 540 nm. La
technique employée était celle préconiséé par HERMANN et coll. (1978) (73),
modifiée par BRIAND (1981) (25).

lLa séparation est réalisée sur une colonne p-Bondapack C18 (Water
Associates). La PTH norvaline est utilisée comme témoin interne, le diagramme
obtenu ainsi que les conditions opératoires sont représentées dans la figure 4.
Sur cette colonne, les PTH-méthionine et PTH-valine d'une part et les
PTH-isoleucine et PTH phénylalanine d'autre part ne sont pas séparées. .

L'identification définitive est dans ce cas réalisée a I'aide d'une colonne
u-Bondapack CN (Waters Associates) Figure 5.

2- Chromatographie en phase gazeuse

Eile a été employée, dans les toutes premiéres détermihations, pour
différencier PTH-méthionine et PTH-valine d'une part, PTH-isoleucine et
PTH-phénylalanine d'autre part. Les identifications ont été réalisées sur une
colonne WHP 100/120 mesh imprégnée de chlorophénylsilicone SP 400 a 10 3 a
I'aide d'un appareil Hewlett Packard modéle 5730 A. Le diagramme type ainsi
que les conditions opératoires sont représentés dans la figure 6.
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Les trypanosomes africains ont la particularité d’échapper au systéme
immunitaire de leurs hotes, en modifiant leur revétement membranaire
et partant, leur antigénicité de surface. Ainsi dans les stades évolutifs
métacycliques (chez I'insecte) ou sanguicoles (chez les mammiféres,
hoétes définitifs) se réalise une «variation antigénique=» : phénomeéne qui
correspond a une modification structurale des glycoprotéines qui
matérialisent I'interface entre le parasite et son héte.

Choisissant le modele Trypanosoma equiperdum, l'analyse bio-
chimique d’'un antigéne variable nous a permis de déterminer la nature
de cette entité constitutive du manteau, qui s'est trouvée étre une
lipophosphoglycoprotéine dont la substitution glycolipidique, de
situation C-terminale, est d’'une grande originalité et autorise des
hypothéses fonctionnelles comme par exempleson rbéledans I ancrage
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