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La schistosomiase est l'une des plus importantes endémies parasitaires
dans le monde : elle touche surtout 73 pays tropicaux ol le nombre de
personnes infest@es est estimé@ 3 200 millions (note 0.M.S., 1982). L'agent de
cette parasitose est un trématode digénétique, de la famille des

Schistosomatidae, de 1l'embranchement des Plathelminthes.

La compréhension de ce modéle d'infection parasitaire fait appel 3 trois
données fondamentales :

—la complexité des cycles biologiques accomplis par le parasite au
cours des divers stades de développement, chez 1'hdte intermédiaire
et 1'hote vertébré, conférant 3 chacun de ces stades une identit@
biologique et moléculaire particuliére.

~1'extraordinaire capacité d'adaptation et de survie des parasites
qui leur permet d'&chapper 3 la réponse immunitaire de 1'hdte.

-le fait que 1'immunité& protectrice consiste plus en une limitation
de la réinfection qu'd 1'élimination de la population parasitaire
existante,

L'ensemble de ces données a amené les chercheurs du Centre d'Immunologie
et de Biologie Parasitaire, unit@ Inserm U167 - Equipe de recherche associée
CNRS 422, implant& 3 1'Institut Pasteur de Lille et dirigé par le professeur
André Capron, 3 développer paralldlement les investigations nécessaires 3 la
compréhension des mécanismes effecteurs de 1'immunité& et & celle des

stratégies de survie parasitaire.Entre autres, 1'étude des mécanismes de



différenciation qui participent aux grands moments biologiques du parasite est
importante ; l'é&tude des mécanismes de différenciation et de maturation
sexuelles nous est notamment apparue essentielle, du fait que 1'oeuf, source
de pérennité de 1'espéce, est aussi en grande partie responsable du degré de

sévérité de la maladie.

Déja, certains auteurs ont permis de montrer la nécessité de la présence
du m3le pour une maturation normale de la femelle (Armstrong, 1965 ; Michaels,
1969 ; Erasmus, 1973 ; Popiel, Cioli et Erasmus, 1984). Par contre, la nature
de cette stimulation reste toujours inconnue bien que de nombreuses hypothéses
aient été formulées. En effet du point de vue moléculaire, la compréhension
des mécanismes de reproduction s'est traduite par une tentative
d'identification de molé&cules associges 3 ces contrdles par différentes
techniques biochimiques. Personnellement, nous nous sommes intéressés 3 la
définition moléculaire de polypeptides marqueurs de la différenciation et de
la maturation sexuelles qui pourraient permettre d'envisager une dysrégulation
de la reproduction du parasite.

Avant d'aborder les résultats de notre contribution 3 cette &tude, nous
présenterons le cycle du parasite en insistant plus précisément sur tous les

éléments concernant la biologie de la reproduction du Schistosoma mansoni.




CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LE PARASITE

SCHISTOSOMA-MANSONTI




I.1.CYCLE PARASITAIRE,

L'agent de la bilharziose intestinale et hépatosplénique est Schistosoma

mansoni, Trématode de la famille des Schistosomatidae ; il présente conme

beaucoup de parasites de noatbreuses adaptations pour survivre dans un cycle

~

qui implique obligatoirement et successivement deux h8tes, 1'un dit hdte

intermédiaire, le mollusque d'eau douce Biomphalaria glabrata et l'autre dit

héte définitif nécessairement vertébré,

I.1.1.8thologie du parasite.

Les vers adultes dont la durée de vie peut atteindre 20 ans vivent dans
les ramifications de la veine porte. Les femelles gravides migrent vers les
capillaires mésentériques ol s'effectue 1a ponte.

Les oeufs pourvus d'un &peron latéral traversent la paroi intestinale pour
tomber dans la lumidre intestinale et &tre rejetés avec les fé&cés.,

Au mounent de la ponte, les oeufs sont embryonnés mais n'@closent qu'en
présence d'eau douce et 3 une température de 30°C. On observe alors la
libération d'un miracidium, forne de vie bréve nageant trds vite.

A ce stade, le cycle &volutif nécessite obligatoirement 1'intervention

d'un héte intermédiaire de spécificité &troite : la planorbe, Biouphalaria

glabrata.

Le miracidium p&nétre au niveau des tentacules de la Planorbe pour migrer
jusque dans 1'hépatopancréas oi il se transforme en sporocyste primaire.

Ce sporocyste produit 3 son tour des sporocystes fils (secondaires voire
tertiaires) qui donnent naissance 3 des furcocercaires infestantes pour 1'h8te

vert&bré.



Ces forues ultimes sont libérées du mollusque parasité&, 30 jours 3 40
jours aprés l'infestation selon une chronobiologie précise.

Les cercaires infestent activement 1'héte définitif par voie transcutanée,
elles perdent alors leur partie caudale et se transforment en schistosomules.
Ceux-ci migrent vers les pouunons (58me jour) puils vers le foie (1lléue

jour) ol ils deviennent matures. Vers le 40&me jour, les schistosomes sont

adultes et le cycle peut se perpétrer de nouveau par une nouvelle ponte.

I.1.2.Caractéristiques des différents stades &volutifs de

schistosomna mansoni.

I.1.2.a.le miracidium.

Le miracidium est muni de cils insérés sur quatre rangées de plaques
8pidermiques : ce rev@tement facilite la nage en milieu aquatique.

Un intestin bilobé& ou sacculaire non fonctionnel constitue 1l'appareil digestif.
L'appareil excréteur possé&de quatre cellules flammes.

Deux glandes débouchent par des conduits de part et d'autre de l'extrémité
antérieure renflée. Elles produisent une enzyue semblable 3 celle présente
chez la cercaire, ayant des propriétés lytiques permettant 1'adhésion du
miracidium au mollusque.

Le miracidium est mobile, doué de mouvements trés vifs : dés sa sortie, il

recherche 1'h8te dans lequel il continuera son développeuent.



I.1.2.b.les sporocystes.

Chez 1'h8te intermédiaire, le miracidium perd son revé@tement cilié et

subit une métamorphose régressive au cours de laquelle disparaissent la

plupart des organes caractéristiques du miracidium.

Cette transformation agoutit d un sporocyste, sac de plusieurs
de microns,non mobile, contenant des cellules germinales disposées
le long de la paroi (Olivier et Mao, 1949). En fait, ce sporocyste

d'un jeune tissu probablement parenchymateux qui donne place 3 une

centrale ; on observe alors plusieurs couches cellulaires :

centaines
en rangées
est rempli

cavité

. la plus externe, un épithélium primitif en voie de dégénérescence qui

forme l'assise cellulaire externe.

. une couche musculaire 3 fibres circulaires et longitudinales.

. la plus interne, une assise cellulaire formée de deux types cellulaires :

—-des cellules pariétales, plus nombreuses, 3 protoplasme lacuneux et

3 noyaux clairs.

—des cellules germinales, sphériques, fix&es 3 la base de

la couche

interne par un pédoncule cytoplasmique. Ces cellules peuvent E&tre

libres lors d'une rupture du pédoncule et former par multiplication

une nasse geruinale. On obtient ainsi une deuxiéme génération de

sporocystes.

Ces sporocystes sont mobiles et migrent dans les glandes digestives et

dans 1l'ovotestis du mollusque.

Dans la cavité centrale de ces sporocystes secondalires, on reconnafit

nettemnent les cercaires qui vont migrer 3 travers les tissus de 1'hdte et

émerger.
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FIGURE 1

CERCAIRE



I.1.2.c.les cercaires. (figure 1)

La cercaire représente le stade ultime de la nultiplication asexuée
gtudife ci-dessus. Elle est destinde 3 se transformer en adulte chez 1'h8te
vertébré définitif.

Elle est formée d'une partie antérieure qui donnera le futur schistosoamule
et d'une partie postérieure formée d'un appendice caudal bifide, organe
loconoteur (Hockley, 1968 ; Race, Martin, Moore et Larsh, 1971).

La cercaire est limitée par une membrane unitaire classique. Elle posséde
deux ventouses, l'une orale et 1l'autre ventrale, constitu@es de deux couches
musculaires,

La cercaire est 1ibé&rée du mollusque, 3 partir de 27 jours aprés
infestation selon une chronobiologie précise. Elle est attirée vers 1l'hdte
définitif par un chimiotactisme d&fini.

Lors de la pénétration, elle perd sa partie caudale et se transforme en
schistosomule. La pé&nétration est facilit@e par des sécrétions enzymatiques
qui rompent le cément cellulaire et les substances fondamentales de 1'épiderme
(Lewert et Lee, 1954). Les produits de sécrétions sont stockés dans les

glandes acétabulaires (Stirewalt et Kruidener, 1961).

La furcocercaire, en plus de l'aspect agent causal de la maladie, est un
stade important du cycle puisqu'elle forme la charniére entre les stades
asexués chez le nwollusque et les stades sexués chez 1'hSte définitif. C'est en
plus le stade ultime de l'amplification par nwultiplication asexuée des formes
larvaires : en effet, un mollusque infesté par un seul miracidium émet

plusieurs milliers de cercaires de génotype identique.
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I.1.2.d.les schistosomules. (figures 2 et 3)

Juste aprés pénétration chez 1'h8te dé&finitif, la larve correspond 3 la
cercaire dont la partie caudale, le cell coat et les glandes sécrétoires ont
disparu. Pendant 1la migration du parasite des poumons vers le foie, des
changements dans les fonctions biologiques et morphologiques apparaissent :
notasment une réduction en taille et degré de torsion du parasite ainsi qu'une
réduction de 1l'amplitude des mouvements d'élongation et de contraction des
vers entrainant chez le schistosome installé dans le foie la perte de sa

-

capacité 3 migrer dans d'autres organes (Wilson, Draskau, Miller et Lawson,
1978).

D'autres travaux (Torpier, Capron et Capron, 1977 ; Torpier, Hirn, Nird8,
De Reggi, Capron, 1982) montrent que le cémplexe mentbranaire du schistosome de
11 jours, présente un phénoméne de desquamation, comparable au processus de
nue chez les arthropodes ol ces aétamorphoses sont induites par des horuones

spécifiques, ecdysone et 20-hydroxyecdysone.

I.1.2.e.le schistosone adulte. (figure 4)

Le mile mesure 10 3 15um de longueur et lam maximum de largeur. Les bords
de son corps s'enroulent pour délimiter un canal, dit canal gynécophore, dans
lequel se loge la femelle. Son corps plat posséde un revétement rugueux du 3
la présence de papilles hérissées d'épines.

La femelle posséde un corps cylindrique plus long que celui du mle. Elle
nesure de 15 3 20nm. Sa largeur varie réguliérement d'avant en arridre
respectivement de 100um 3 200uu. Le corps est de teinte noire, due notamment 3

la présence des glandes vitellogénes en activité.
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I.2.CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LA BIOLOGIE DE REPRODUCTION DU SCHISTOSOME,

La connaissance de la différenciation sexuelle du schistosome et de la
physiologie du syst@me de production d'oeufs est donc indispensable pour
mettre en place un processus de blocage de la production d'oeufs et donc des
manifestations pathologiques dues 3 la présence de 1l'oeuf dans 1'organisme
(granulomes, hémorragies intestinales). Notamment la compréhension du

mécanisnie de maturation des femelles est nécessaire.

D&j3d le genre schistosome se distingue des autres Trématodes par un
dimorphisuie sexuel net. Les partenaires miAles et femelles présentent des
organes sexuels bien différenciés dont la morphologie générale actuellement

connue correspondant aux deux schémas suivants.

I.2.1.Description de l'appareil reproducteur des schistosones.

I.2.1.a.Description de 1l'appareil génital mile. (figure 5)

L'appareil génital mile est situé dans la partie antérieure du parasite.
Le testicule plurilobé est relié au niveau de chaque partie ventrale des lobes
3 un canal efférent dont le prolongement se différencie en un canal déférent
unique,

Ce canal s'ouvre selon un plan dorsolatéral dans une vésicule séminale de
forme sphérique ressemblant 3 un large conduit de 35um de diamétre. Cette
vésicule est relie au tube du cirrhe, de 8 i 9um de diamdtre, qui s'ouvre
dans la partie antérieure du canal gynécophore. Aucune structure glandulaire

n'a 8té& observée autour de ce tube (Otubanjo, 1980).
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Le processus de la spermatogénése chez les schistosomes parasites des
hunains est exceptionnel par rapport aux autres digéniens car dans leur cas,
les différents stades de d8veloppenent sont répartis au hasard dans les
testicules. Cette &tude aorphologique a été réalisée par Severinghaus (1928)
et confirmée par des travaux plus récents utilisant un marquage 3 la thymidine

tritiée (Nollen, Floyd, Kolzow et Deters, 1976).

Le spermatozoide mature, décrit par Kitajima, Paraense et Correa (1976) et
par Justine et Mattei (1981), formé d'une partie antérieure renflée et d'une
partie postérieure constitude d'un flagelle unique, ne posséde pas d'acrosome,
La fécondation se ferait alors par fusion du plasmaleumie de 1'ovule 3 paroi

peu 8paisse et du plasmaleame du spermatozoide (Burton, 1967).

I.2.1.b.Description de 1'appareil génital femelle (GSnnert, 1955 3

Erasmus, 1973) (figure 6)

L'appareil génital femelle est formé d'un ovaire ol prennent naissance les
oogonies qui par divisions mitotiques successives donnent les oocytes.
Ceux-ci, sous la poussée d'autres &l8ments, gagnent le centre de l'organe et
quittent 1'ovaire,

Ils sont alors engagés dans un ovicapte musculeux en forme d'entonnoir qui
représente le début de 1l'oviducte, canal 3 &pithélium 3 cils vibratiles. Ainsi
1'oeuf progresse dans la lumildre de cet oviducte pour aboutir dans 1l'ootype,
dilatation ellipsoidale de ce canal.

Les ovules fécondés par les spermatozoides sont stockés lors de
1'accouplement dans le réceptacle séminal, autre dilatation de 1l'oviducte.

Les sécrétions de la glande vitellogéne et de la glande de Mehlis assurent

la formation de la coque de 1'oeuf.
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D'un point de vue ultrastructural, le systéme reproducteur femelle peut &tre
divisé en trois parties : une partie comprenant 1'uté&rus, 1l'ootype et la
glande de Mehlis ; une autre partie couprenant l'ovaire et 1l'oviducte ; et une
dernidre partie comprenant la glande vitelline et le canal vitellin.
Certains organes de la femelle mature poss@dent des particularités
spécifiques au genre schistosona :
~Les cellules de la glande de Mehlis pénétrent, par perforation, dans
le canal de 1l'ootype.
-1'ovaire présente deux zones distinctes de par leur contenu : 1la
partie antérieure renferme les oocytes 3 tout stade de maturation et
la partie postérieure contenant les ovules (selon Erasuus) ou les
oocytes primaires (selon Nollen et al., 1976, qui les identifient 3
ceux d'autres trématodes digénétiques). Ces ovules sont caractérisés
par la présence de granules corticaux typiques &laborés 3 partir des
complexes de Golgi.
-L'oviducte se subdivise en trois parties : un canal 3 revétement
cilié, un canal non cilié& et une zone particulidre oid sont stockés
les spermatozoides (correspondant au réceptacle séminal décrit par de
nombreux auteurs). On remarquera que les spermatozoides stockés sont
orientés de telle sorte qu'on observe une association trés &troite
entre la partie antérieure du spermatozoide et les cellules de
1'oviducte.
-La glande vitelline est formée de nombreux lobules, chaque lobule

contenant de nombreuses cellules 3 différents stades de développement
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Arbitrairement, Erasms (1975 et 1982) les a classées en quatre catégories :

-Stade 1: les cellules sont indifférencifes et situées 3 la périphérie du
lobule. Leur noyau est grand par rapport au volume de la cellule. Les
complexes de Golgi sont présents mais 1'€laboration de granules vitellins
n'est pas mise en &vidence.

-Stade 2 : les cellules démarrent leur activité synthétique. Le volume
cytoplasmique a augsent&. De petits granules protéiques sont observés et les
coniplexes de Golgi sont rares.

-Stade 3 : les cellules sont en pleine synthése proté&ique. Le volume
cytoplasmique est important. Les couiplexes de Golgi sont présents et associés
aux granules vitellins qui formeront les corpusculess vitellins.

-Stade 4 : la cellule est compldtement mature. Les comnplexes de Golgi
produisent activement les granules vitellins, précurseurs des corpuscules.
Ceux-ci sont abondants, situés 3 la périphérie du cytoplasue, ils sont formés
de granules de taille uniforme. On observe des organites typiques de ce stade
: les corpuscules lipidiques parfois associés 3 du glycogéne et les
corpuscules calcaires qui pourraient jouer un r8le dans la formation de 1'oeuf

(Erasmus et Davies, 1979).
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I.2.1.c.Définition génétique des miles et femelles S.mansoni.

Le géndue de Schistosoma mansoni est constitué de huit paires de

chromosomes (2n = 16) que 1'on peut diviser en trois groupes selon la taille
(Short et Grossman, 198l). La méthode du C.banding, permettant de colorer
1'hétérochromatine constitutive et de différencier au niveau du chromosome des
bandes sombres dites bandes C, révdle que la paire de chromosones n°2 de la
fenielle est hétérologue : en effet 1'un des chromosones, dit chroaosome W,
présente en plus de 1'hétérochromatine du centromére, un autre bloc
d'hétérochromatine. La paire de chromosoisies n°2 du mile ne présente pas cette
dissemblance (Short et Grossman, 1981). Ainsi cette paire de chroumosones n°2
est considérée comme les chroaosones sexuéls. La femelle est donc
hétéroganétique (ZW) et le miAle homogamétique (ZZ). Actuellenient, les
techniques de biologie moléculaire permettent d'approfondir les connaissances
sur le géndue de S.mansoni. Des &tudes d'hybridation montrent que la taille du
géndmne haploide de S.mansoni est d'3 peu prés 2,7.108 paires de bases. Ceci
représente environ le dixidme de la taille du géndme de la plupart des espéces
mannil féres (5,5.109 paires de bases) et la méme taille que celle du géndme des
éponges (1.108 paires de bases). On remarque aussi que les séquences de D.N.A,
sont au noubre de deux, répétitives et uniques. Ainsi 3 partir de ces

crit@res, on constate que la taille du gé&ndme est compatible avec celles des

autres géndues d'eucaryotes (Simpson, Sher, et Mac Cutchan, 1982).
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I.2.1.d.Comportement sexuel des schistosomes.

On salt que les schistosomules arrivent dans le foie aprés migration dans
1'organisme de 1'hdte et ceci sans &tre accouplés. C'est au niveau du foie que
les jeunes adultes atteignent leur maturité, s'accouplent et migrent dans les
veines mésentériques de l'LSte. En fait la chronologie exacte de leur
migration fait 1l'objet d'études intensives (Wilson et Coulson, 1986) trop
récentes pour que l'on puisse dégager un schéma général pouvant expliquer le
comportement sexuel des S.mansoni. On peut signaler cependant 1'@tude de Awwad

et Bell (1978) qui indique que les schistosomes S.mansoni accouplés sont plus

attirés vers un dialysat fécal en syst@me in vitro que des vers non accouplés .

De nombreux auteurs (Fairley, 1920 ; Faust et al., 1930) concluent 3 un
accouplement polygame et temporaire pour les femelles qui quittent les mi3les
pour pondre. D'autres auteurs (Kitajima et al., Nollen et al., 1976) assurent

que la copulation par les mdles est rapide et continue .

I.2.2.Formation et description des oeufs.

Lors de sa vie adulte, la femelle schistosoma mansoni produit beaucoup

d'oeufs, une centaine par jour. Bien que 1l'oeuf soit un agent trés pathogéne
dans la bilharziose, la physiologie de la production d'oeufs est trés peu
connue, notamment les mécanismes biochimiques responsables de la formation de
1'oeuf. En fait, on suppose qu'ils sont 3 peu prés identiques des mécanismes

déji connus chez d'autres Plathelminthes . .
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I.2.2.a.1'embryon .

La fécondation se réalise souvent au niveau de 1l'oocyte, par pénétration
du spermatozoide entier dans 1l'oocyte. A ce moment, on observe 1l'expulsion des
globules polaires qui traduit la fin de la méiose de 1l'oocyte. Des cellules
nourricidres d'origine vitelline, amendes dans 1l'ootype par contraction de

1'oviducte, entourent l1l'embryon et lui assurent sa croissance .

La premidre division de 1'oeuf est in&gale : on obtient une grande cellule
dite ectodermique et une cellule plus petite dite propagatrice. La cellule
ectodermique se divise alors que la cellule propagatrice n'est pas encore en
activité mitotique et est rejetée 3 1l'un des pSles. Plus tard elle donnera
deux cellules l'une donnant la lignée des'cellules germinales, 1'autre la

lignée somatique qui engendrera le corps du miracidium.

I.2.2,b.1la coque de 1'oeuf .

Les sécrétions de la glande vitellogéne et de la glande de Mehlis assurent
la formation de la coque de 1l'oeuf. En fait la glande de Mehlis ou glande
coquillidre, manchon cellulaire entourant 1l'ootype, a un r8le assez mal connu:
les sécrétions de cette glande permettraient la liquéfaction des globules
vitellins qui s'étaleraient alors autour de 1l'embryon et des cellules
vitellines pour former une aeabrane mince, &bauche de la coque. Les protéines
vitellines subissent ensuite un tannage qui augmente la résistance mécanique
et chimique de la coquille favorisant une protection contre les attaques

enzymatiques lors du passage dans l'intestin.
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La phénol oxydase semblerait &tre un des catalyseurs majeurs du tannage
des protéines. L'action de cette enzyme est de former des quinones 3 partir de
L-tyrosine, ou de L-DOPA ou encore d'autres substrats phénoliques, ces
quinones servant d'intermédiaires dans la polymérisation des protéines (Seed,
Boff et Bennet, 1978).

En fait le tannage des oeufs des heluminthes est basé sur le systéme des
insectes : les phénols dérivés de la tyrosine sont oxydés en quinone par la
phénolase (1). La quinone ensuite se lie aux protéines au niveau des
groupements amnino-libres (2). (figure 7)

Ceci a &té largement démontré histochimiqueniement par des tests sur les
protéines, les phénols et la phénolase (Bell et Smyth, 1958 ; Smyth, 1954), De
plus cet enzyme exclusivement situé chez la femelle semble &tre inhibé par des
drogues telles que le diéthylthiocarbamaté qui inhibent la production d'oeufs
(Seed et al., 1978) . Actuellement la phénolase provenant de schistosoma

mansoni a &té isolde et caractérisée (Seed et Bennet, 1980).

I.2.2.c.ponte et maturation des oeufs. (figure 8)

L'oeuf est de forme ellipsoidale, de teinte jaune-brun. Il posséde un
éperon latéral qui lui permet de résister au courant sanguin.

Chez les animaux infesté&s par schistosoma siansoni , la ponte dé&bute vers

le 308me jour de 1'infestation. Une période de 6 jours est encore nécessaire

pour que l'embryon soit totalement formé et se développe en un wmiracidium .
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FIGURE 8

DEUX STADES EXTREMES DE LA MATURATION DES OEUFS DE S.MANSONI.

1-0euf immature montrant un embryon en developpement. Gr. 20%x12.5.

2-Oeufs complétement matures présentant des miracidies (fléches). Gr. 32x12.5.
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Beaucoup d'oeufs sont retenus dans les tissus : ce sont les oeufs non
fertiles de petite taille, tré@s souvent déformés et n'aboutissant pas 3 la
maturation. Les oeufs assurant la continuation du cycle sont appelés oeufs
viables. Ceux—ci deviendront matures et contiendront une miracidie parfaite,
préte 3 éclore.

L'8closion se réalise dans 1l'eau douce, 3 la température de 30°C : 1le

miracidium sould@ve un opercule situé 3 un p8le de 1l'oeuf (Higgins et Opitz,

1983) dont on distingue au microscope la ligne de fragilisation.

I.2.3.Maturation sexuelle .

I.2.3.a.Description du dysfonctionnement de 1'appareil reproducteur

fenelle,

Le systéme reproducteur femelle de Schistosoma mansoni est

particuli@rement pertubable. D&jd, des travaux ont révélé que de noabreux
facteurs intervenaient au niveau du dysfonctionnement du systé@me reproducteur
des schistosomes femelles, entre autres le régime aliuentaire de 1'héte,
certaines drogues utilisées en chimiothérapie (Machado, Da Silva et
Pellegrino, 1970), les horiones de 1'hSte (Berg, 1957 ; Davies et Jackson,
1970 ; Barrab@s, Duong et Combescot, 1979) et 1l'isolement sexuel du parasite
(Erasmus, 1973 ; Shaw, 1977) .

De nombreuses &tudes ont montré que notamment lors d'une infestation

unisexuée, une croissance et un développement anormaux sont observés.
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Erasmus (1973 ; 1982) décrit un dysfonctionnement de 1'appareil
reproducteur femelle lors de ces infestations :

- les cellules de la glande de Mehlis ne perforent pas la paroi de 1l'ootype
car le processus de sécrétion n'a pas atteint son maximum de production.

~ 1l'ovaire est plus petit que celui des femelles matures de méme ige. Il
posséde des cellules dé petit diamétre qui ressemblent aux oocytes des
femelles matures, sans toutefois posséder de nucléole ni d'amas
d'hétérochromatine. Ces oeufs ne poss@dent pas de granules corticaux
typiques.

- on note 1l'absence de spermatozoides dans 1l'oviducte.

- la glande vitelline n'est pas parfaitement différenciée en lobules
vitellins. En fait, on observe des cellules indiffé&renciées réparties

autour d'un caecum central.

Seuls, 1l'utérus, l'oviducte et le canal vitellin sont fonctionnels de la

méme fagon que chez la femelle mature provenant d'infestation bisexuée.

On remarque que le dysfonctionnement du systéme reproducteur femelle lors
de 1'infestation unisexuée n'est pas assimilable 3 celui lors de 1'immaturité
du systéme reproducteur des femelles jeunes (30 jours aprds infestation)
provenant d'infestation bisexuée. La comparaison entre ces deux types de
femelles révéle que

-le canal de l'ootype est perforé par les cellules de la glande de Mehlis

chez les femelles immatures contrairement au canal des femelles unisexuées.
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—au niveau des ovaires des femelles immatures, les complexes de Golgi sont
associés 3 de petits granules, futurs granules corticaux typiques de
1'oeuf.

-les lobules vitellins de la glande vitelline des femelles immatures sont

bien différenciés et contiennent des cellules 3 tous les stades de

maturation.

Ainsi on peut conclure que 1'absence du m3le entraine deux différences
morphologiques au niveau du systéme reproducteur femelle :

-1'ovaire, bien que plus petit que la normale, produit des oeufs mais

dépourvus de ces granules corticaux typiques.

-les cellules vitellines sont totalement inaptes 3 devenir matures.

Alors que les femelles des deux types présentent des différences bien
nettes, les miles paraissent identiques. On peut seulement noter que Lennox et
Schiller (1972) décrivent des midles unisexués, plus petits que les miles
bisexués, et 3 sexualité@ rudimentaire, qui atteindraient une taille normale

aprés plusieurs accouplements.

I.2.3.b.R861le du miAle dans le développement de la femelle.

Les observations ci-dessus faites par Erasmus (1973) et d'autres
observations du méme genre (Armstrong, 1965 ; Michaels, 1969) traduisent chez
les femelles lors d'infestation unisexuée, une absence de stimulus essentiel a
1'initiation de la maturation sexuelle 1liée 3 1'absence du md3le qui joue donc

un role trés important dans le fonctionnement de la femelle S.mansoni.
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Des travaux plus récents précisent la nature du r8le du mile sans
toutefois &claircir la nature du facteur de maturation. En fait, le mile est
nécessaire non seulement pour la maturation initiale du systéme reproducteur
femelle mais aussi pour la continuation de la production du matériel vitellin
et d'oeufs viables, tout le long de la vie de la femelle. En effet, Clough
(1981) a &tudié morphologiquement des femelles matures transplantées en
1'absence de mile. L'auteur constate, aprds 9 jours de transplantation, une
dégénérescence évidente du systéme reproducteur : le matériel vitellin devient
diffus, les vitellogd@nes dégénérent et se décolorent. La production d'ocogonies
au niveau des ovaires est interrompue, méme si des spermatozoides sont encore
présents dans l'oviducte. Toutefois, cette dégénérescence est réversible et
apparennient ne présente pas de doamage définitif au niveau du systéme
reproducteur. Floyd et Nollen (1977) ont ﬁbservé la m@ne dégénérescence rapide
des ovaires et des vitellogénes des femelles bisexuées transplantées en
infestation unisexuée : aprés 6 jours de transplantation, les auteurs notaient
1'absence de trace d'oogénése et de vitellogéndse chez ces fearelles
transplant@es en infestation unisexuée ; des changenents sont observés au bout
de deux jours de transfert au niveau de la glande vitelline. On remarque une
altération de la coumposition structurale des cellules vitellines ; les
cellules vitellines en voie de dé&veloppenent se font rares et les lobules
contiennent surtout des cellules S1 et des cellules S4 qui peuvent présenter
des corpuscules vitellins en voie de désaggrégation. Apr&s 14 jours de
transplantation, les cellules 54 sont totalement anormales et les cellules
nortes deviennent trés abondantes. Parall&lement 3 la dégénérescence de 1la
glande vitelline, on note celle de 1'ovaire 3 partir du septidue jour de
transplantation qui se traduit par une présence de matériel fibreux dans

1'8pithélium basal et la sort cellulaire de nombreux oocytes.
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Ainsi bien que les cellules vitellines présentes avant le transfert
continuent leur dé&veloppement, la différenciation de nouvelles cellules S1
cesse. On remarque que les changements de la glande vitelline sont les méues
que ceux obtenus lors de la présence de drogues antischistosomiales (Erasaus
et Popiel, 1980 ; Popiel et Erasmus, 1981 a) : on peut conclure que cette
dégénérescence de la glandé vitelline est une réponse habituelle 3 des
conditions anormales quelles qu'elles solent. Par contre, la régression de
1'ovaire dépendrait uniquement de 1'absence du mile (Popiel, Cioli et Erasmus,

1984).

La présence du mile n'interviendrait pas seulement sur le développenent
reproducteur de la femelle mais aussi sur son développenent somatique : en
effet les femelles provenant d'infestation unisexude et les femelles inmmatures
sont plus petites que les femelles matures. Elles obtiennent une taille
identique 3 celles des femelles matures, en présence de mile (Erasmus, 1973 ;
Shaw et Erasswus, 1981 ; Shaw ; Marshall ; Erasmus, 1977). Inverseaent, lorsque
des fenielles matures sont transplantes en infestation unisexu@e, en plus de
la dégénérescence du systdue reproducteur, on observe une réduction de la

taille de ces vers (Popiel, Cioli et Erasmus, 1984),
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I.2.3.c.Nature du facteur de maturation

La nécessité de la présence du mfle pour obtenir un développenent et une
maturité sexuelle chez les schistosomes est actuellement admise puisque de
nonbreux facteurs jusqu'd ce jour en té&moignent (Armstrong, 1965 ; Michaels,
1969 ; Erasmuus, 1973, Shaw et Erasmus, 1981 ; Clough, 1981 ; Popiel, Cioli et
Erasnus, 1984).

Quand la femelle est stimulée par le mile pour terniner sa maturation
sexuelle, un large prograume de division cellulaire, de différenciation et de
croissance s'établit avec une &ventuelle maturation de la glande vitelline :
par contre, la nature du stimulus induisant cette maturation reste inconnue.

Le fait de 1'ispportance du mdle dans le développeaent de la femelle a
conduit de nombreux auteurs 3 se demander si l'insémination ne serait pas le
stimmlus majeur de 1'initiation de la matﬁration. Notanment, Moore, Yolles et
Meleney (1954) éunettaient 1'hypothdse qu'une substance hormonale était
transunise du mile 3 la femelle avec les spermatozoides et ils n'écartaient pas
1'idée que le spermatozoide lui-méme pouvait induire la maturation.
Actuellement, 3 partir de plusieurs travaux, cette théorie peut &tre &cartée :

Armstrong (1965) et Michaels (1969) montrent que des miles stérilisés par
des rayons X stimulent autant les fenelles que des miles fertiles. Cette
expérience intéressante ne peut 3 elle seule &liminer 1'hypothdse émnise car
les mAiles ne sont peut—-&tre pas stérilisés totaleuent,

Erasmus (1973) aet en évidence par microscopie &lectronique 1'absence de
spermatozoides dans 1l'oviducte des femelles unisexuées, mais aussi dans celui
des femelles bisexuées lamatures qui pourtant possédent un systéue

reproducteur couplet en voie de maturation.
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De méme, la présence de spermatozoides dans l'oviducte de fenelles bisexuées
transplantées en infestation unisexue n'emp&che pas la dégénérescence du
systéme reproducteur femelle (Clough, 198l1). Un examen ultrastructural,
réalisé par Shaw (1977), de femelles unisexuées accouplées 3 des miles montre
que la présence du spermatozoide au niveau de la feniellle n'est pas
essentielle pour 1l'entrée en activité des glandes vitellines. D'aprés toutes
ces observations, on peut donc conclure que l'ins&mination n'est pas un

stinulus majeur dans 1'initiation de la maturation.

En fait, le succ@s de la reproduction et plus précisément de la maturation
de la feunelle est 1i8 certainement 3 des mécanismes dépendants les uns des
autres. D'ailleurs, actuellement, les deux th8ories 3 propos de l'initiation
de la maturation, seraient nécessaires toﬁtes les deux ; le premier mécanisue
ne pouvant initier le développeamt sexuel de la femelle sans la réalisation de
1'autre mnécanisne et vice—-versa.

La premidre hypotﬁése supposée intervenir dans le déclenchement du
développenient de la femelle est basée sur un contact physique avec le mile.
Une &tude réalise in wvitro par Shaw (1977) indique une mise en activité des
systéunes glandulaires de la femelle unisexuée lorsqu'elle est en présence de
udles. Il constate plus précisément que seules, les fenelles ayant résidé dans
le canal gynécophore du mile présentent des cellules vitellines 3
dévgloppement normal, sans que la présence du spermatozoide ne soit requise.
L'effet initial du contact physique entre les deux partenaires serait donc

d'activer la formation des corpuscules vitellins & 1'intérieur des cellules

vitellines et d'auguenter la synthdse des cellules de la glande de Mehlis.
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Den Hollander et Erasmus (1985) par 1'étude des variations du taux de synthdse
du D.N.A. au niveau des différents adultes S.mansoni montrent aussi que le
contact physique est nécessaire 3 1'initiation de la maturation. Pendant les
premiéres 24 heures de mise en présence de femelles unisexuées avec des miles,
les auteurs notent une augmentation du taux de synthése de D.N,A,, traduisant
un début de différenciation des cellules vitellines, augmentation identique
chez les femelles accouplées ou non. Par contre, aprés 48 heures de mise en
présence,ils remarquent que l'accouplement devient nécessaire 3 la
continuation de 1'augmentation du taux de synthése de D.N.A., c'est 3 dire 3
la continuation du développement des cellules vitellines. Ainsi donc, un
contact physique quelqu'il soit au niveau de la surface du mi3le provoquerait
la stimulation initiale pour le dé&veloppement de la femelle, qui ne pourrait
s'achever, seulement si un accouplement éorrect se réalise. Ces observations
impliquent que des récepteurs doivent &tre situés 3 la surface de la femelle
et que l'activation, lors du contact physique entre les deux sexes, soilt de
nature physique ou chimique. Si des récepteurs sont de nature physique, ils
seront tégumentaires, sous forme d'organes sensoriels, sensibles au contact
physique avec le mdle. Si des récepteurs sont de nature chimique, il doit
exister un transfert d'une substance du mile vers la femelle, qui initierait

une zone localisée de la femelle.

Cette idée de transfert d'une substance du m3le vers la femelle est
commune aux deux hypothéses de l'origine de la maturation sexuelle, 1la

deuxidme théorie suggérant un mécanisme d'origine purement chimique.
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La possibilité que le facteur de maturation soit humoral (hormone ou
phéronone) est suggérée par des &tudes antérieures incluant celles de
Severinghaus (1928) et de Moore, Yolles et Meleney (1954). Les travaux
d'Arustrong (1965) et de Michaels (1969) concluent que le mile contrle le
développement sexuel et la taille de la femelle ; c'est pourquoi ils suggérent
1'existence d'une ph&romone qu'ils définissent de la fagon suivante : c'est
une substance sécrétée par des individus qui, pergue au niveau d'individus
conspécifiques, entrafne une réponse au niveau du comportement ou du
développenent de ces derniers.

Shaw, Marshall et Erasmus (1977) observent qu'en culture in vitro des
extraits &ther—acétone initient le développeunent des cellules vitellines et
stinulent la croissance des femelles provenant d'infestation unisexuée ; un
développenent similaire n'est pas observé par des extraits de femelle, ou de
miles et de femelles ensemble ou encore par un milieu dans lequel le mile a
8té mis en culture, En fait 1l'extrait de mfles augmenterait, chez la femelle
unisexuée, la quantité de tyrosine qui est utilis@e sé@lectivement par les
cellules vitellines pour la synthése des protéines coquillidres (Popiel et
Erasuus, 1981).

L'existence de phéromone chez S.mansoni est aussi suggérée par
1'observation de 1'attraction sexuelle entre les deux sexes, comparativeament 3
1'étude r8alisée chez les nématodes et les insectes. Les travaux de Shirazian
et de Schiller (1982), notamment, indiquent non seulement que les sexes
opposés sont attirés 1l'un vers 1l'autre, mais qu'ils préférent s'accoupler avec

leurs partenaires initiaux.
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Quant aux travaux d' Imp&ria, Fried et Eveland (1980) qui concluent 3
1'émission d'une phéromone par le mdle, ils doivent &tre considérés avec
réserve car leurs résultats présentent certaines lacunes telles qu'un temps
d'incubation court (quatre heures seulement) et que 1'absence d'explication
sur le fait que trois miles sont moins effectifs qu'un mdle pour attirer les
femelles. |

Une substance stimulante serait donc transmise directement du md3le & la
femelle ; un contact intime &tant nécessaire pour éviter la dilution de
1'agent stimulateur, ce qui expliquerait 1'absence de stimulation des femelles
unisexuées par un milieu ol le miAle a s&journd (Shaw, Marshall et Erasmus,

1977).

La nature de cette substance pourraiﬁ aussi &tre d'origine nutritionnelle;
des travaux récents insistent sur 1l'importance du mf#le au niveau de 1l'apport
de métabolites 3 la femelle :

Cornford et Hunt (1981) ont trouvé que les couples Schistosoma mansoni

possédent plus de glucose que des mdles et des femelles non accouplés, la
différence entre "accouplé” et "non accouplé&” &tant tré@s nette chez la
femelle. De méme, le glycogéne est plus abondant chez les miles seuls ce qui
ferait penser 3 la possibilité& d'un transfert de carbohydrates du mdle vers la
femelle. Les auteurs concluent 3 la ndcessit& d'un transfert continu du

glucose pour maintenir une croissance normale de la femelle.

L'étude des protéines des mdles et femelles de S.mansoni témoigne aussi de

1'importance du facteur nutritionnel dans la maturation normale des femelles.
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Atkinson et Atkinson (1980) trouvent qu'une proté&ine majeure de 66 kDa
synthétisée par le mile est transferrée 3 la femelle. Ces auteurs nettent en
gévidence ce transfert chimique direct apr@s incubation d'un mile dans un
ailieu contenant de la leucine marquée au carbone 14 et apré@s accouplement
pendant 18 heures avec des femelles non marquées. Aprés séparation des
couples, une &lectrophor@se PAGE en présence de S.D.S. et suivie d'une
fluorographie est réalisée sur chaque &chantillon de sexe différent. Cette
technique met en &vidence une bande de 66 kDa représentant le polypeptide le
plus abondant chez la femelle. Or ce produit particulier n'est synthétisé que
chez le mile. C'est pourquoi les auteurs ont pensé 3 un transfert de ce
polypeptide du mile 3 la feuelle, qui nécessite obligatoirement une relation
intime entre les deux sexes. On constate aussi qu'aucune &vidence sur 1l'action
de ce polypeptide sur le développesent sekuel de la femelle n'a &té faite.
Actuellement, ce résultat est plus ou moins contest@ par des travaux plus
récents tel que celui de Popiel et Basch (1984). A partir de la méme
technique, les auteurs ne retrouvent pas le résultat d'Atkinson et al. : 1la
bande de 66 kDa ne représente pas le polypeptide le plus abondant chez la
fenelle. Cette bande est d'intensité@ comparable chez les mfles, les femelles
matures et les femelles unisexudes. Les auteurs n'ont pas réussi 3 déuontrer
une différence entre les miles et les femelles dans la capacité de synthése de
ce polypeptide de 66 kDa. Par contre ils nettent en &vidence une autre bande
de 50 kDa environ chez la femelle normale. On peut tenter d'expliquer ces
contradictions entre les deux travaux par une différence de protocole dans la
technique ou par 1l'usage de souches de parasites différentes ou encore par

1'usage de milieux de culture différents.
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D'autres travaux apportent aussi la preuve que les proté&ines peuvent &tre
susceptibles de jouer un r8le dans la maturation des femelles. Par exeaple,
Aronstein et Strand (1983) ont observé un relargage spécifique des
glycoprotéines selon le sexe du schistosome et notanment une glycoprotéine
relarguée par les femelles, de poids moléculaire de 66 kDa et de pH 4.7-4.5.
Cette &tude a &té& r8alisée 3 partir des protéines marquées métaboliquement
avec de la méthionine S35. L'analyse s'est basée 3 partir de résultats obtenus
par électrophordse bidimensionnelle et comprend 1'é&tude des protéines
provenant du milieu, qui lors d'infestation naturelle, peuvent représenter des

antigénes importants.

Ainsi donc, malgré une mise en &vidence de 1l'existence d'un stimulus de
maturation, les noatbreuses tentatives de caractérisation de la nature de
celui-ci n'ont pu actuellement aboutir et nous en restons donc toujours au

stade des hypothédses.
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I1.2.3.d.Caractérisation de polypeptides marqueurs de la maturation

sexuelle,

La compréhension du contr8le de la maturation sexuelle de la fenelle et de
la production d'oeufs peut aussi se réaliser au niveau moléculaire par
1'identification de molé&cules associées 3 ce contr8le . Dans ce but, de
noubreux auteurs ont tenté de caractériser biochiuiquement les adultes matures
des adultes iamatures.

Ruppel et Cioli (1977) ont &tudié la composition proté&ique de Schistosoma
mansoni par &lectrophoré@se en gel de polyacrylamide en présence de S.D.S. Ils
notent un fort degré de ressemblance entre les protéines des adultes matures
ou inmatures. Toutefois, chez les femelles, une protéine de 29 kDa semblerait
étre spécifique de la glande vitelline et trois polypeptides de poids
moléculaires suivants, 58 kDa, 23 kDa, et'll kDa sembleraient caractériser le
stade adulte mature du parasite. Par une technique qui permet une résolution
plus grande, l'€lectrophorése bidimensionnelle suivie de fluorographie,
Atkinson et Atkinson (1982) &tudient les protéines synthétisées in vitro par
les adultes et les parasites immatures. Une analyse préliminaire par
électrophorése monodimensionnelle indique que les parasites iimatures
produisent plus de prot&ines adultes. La séparation par &lectrophorése
bidiuensionnelle permet d'obtenir plus d'indications : le mile homogamétique
synthétiserait spécifiquement trois polypeptides dont les caractéristiques
respectives sont : PM 88 kDa-pI 5.65 ; PM 66 kDa-pI 5.25 ; et PM 58 kDa-pI
5.25. De la méue fagon, chez la femelle, quatre polypeptides spécifiques de
bas poids moléculaires et de point isoéléctrique variant de 4.3 3 4.7 ont pu

8tre mis en évidence mais seulement en gel de polyacrylauide 3 12 7%.
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D'une fagon indirecte, puisque le but initial des travaux d'Aronstein et
Strand (1983) est d'analyser des polypeptides spécifiques d'espdce ou de genre
chez trois espéces humaines de schistosones, ces travaux permettent de mettre

en évidence des polypeptides spécifiques de sexe chez Schistosoma mansoni. Les

protéines sont marquées métaboliquemient avec de la méthionine 335. Les
prot@ines synth&tisées par des miles et des femelles séparées sont examinées
par &lectrophor@se bidimensionnelle. L'identification de produits spécifiques
est facilitée par 1l'isolement de glycoprotéines par chromatographie d'affinité
vis 3 vis des lectines. Ainsi, les auteurs concluent 3 la présence d'un groupe
protéique spécifique du mile de poids moléculaire variant de 200 kDa i 70 kDa
et de point isoélectrique de 4. A part cette différence au niveau des
protéines synthétis@es, aucune différence au niveau des protéines totales
entre mile et femelle n'a &té é&tablie. Pér contre au niveau des glycoprotéines
relarguées dans le mnilieu, une glycoprotéine de poids amoléculaire de 66 kDa et
de 20 kDa et de point iso&lectrique de 6.7 apparaissent coanmle &tant
spécifiques de la femelle. Les auteurs affirment que ce relargage de protéines
n'est pas dii 3 une désaggrégation de 1'organisme mais résulte d'un mécanisme
physiologique au niveau d'un systéme sécréteur tel que les intestins ou
organes génitaux.

Malgré une identification de quelques polypeptides, l'analyse de la
coniposition des protéines totales de miles et de femelles S,mansoni par
8lectrophorése en gel de polyacrylamide met en évidence peu de spécificité de
genre ou de sexe. Parallélement, d'autres voies d'analyse ont &té& &tudiées
perunettant d'apporter des informations suppléuentaires au niveau de la

caractérisation moléculaire des parasites miles et femelles S. mansoni,
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D'un point de vue ismmunoélectrophorétique, Aronstein et Strand (1984) et
Ruppel, Rother, Vongerichten, Lucius et Diesfield (1985) apportent de
nouvelles donndes concernant la différence d'autigénicité entre les parasites
mnatures et ismatures. Aronstein et Strand ont identifié& des antigénes
spécifiques de stade (mature ou immature) qui sont des glycoprot&ines
entrafnant une réponse iammne humorale qualitativement différente selon le
type d'infestation. Ruppel et al. ont mis en &vidence, par la technique de
transfert de prot&ines sur nitrocellulose, une protéine autigénique d'origine
intestinale reconnue seulement par les adultes, de poids moléculaire de 31 kDa.

En fait, aucune sonde immunologique permettant de différencier les miles
des feunelles, ou de caractériser un produit de maturation tel que 1l'oeuf, n'a
8té vraiment mise en &vidence. C'est pourquoi des auteurs ont utilisé& la voie
de la biologie moléculaire pour tenter d'identifier et de cldner les génes
majeurs de régulation du développement et surtout les génes de production
d'oeufs (Simpson et Knight, 1986. Knight, Simpson, Kelly et Smithers, 1986).
Connie aucune donnée concernant la nature de la coumposition des protéines
structurales d'oeufs et concernant l'existeﬁce de polypeptides spécifiques de
la maturation n'est actuellement bien définie, ces auteurs 3 partir de
c.D.N.A, ont cherché 3 identifier des gé&nes dont les caractéristiques
devraient &tre les suivantes : avoir un haut pouvoir d'expression et
s'exprimer au niveau des femelles matures seulenent, c'est‘é dire ne pas &tre
exprim@ ni chez les miles matures, ni chez les femelles ismatures. Une
librairie de c¢.D.N.A. formée 3 partir de R.N.A. is501l& de schistosomnes mansoni
adultes a ainsi &té triée par hybridation différentielle afin d'identifier des

cldnes correspondant 3 des gdnes fortement exprimés par les vers feuelles.
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Le R.N.A., total a &té obtenu par précipitation du matériel parasitaire au
chlorure de lithium et urée puis par extraction phénolique ; le c¢.D.N.A. a &té
créé 3 partir des méthodes conventionnelles. Le screening par hybridation
différentielle de ces cl8nes de c.D.N.A., a &t& réalisée avec un seul brin de
c.D.N.A. marqué au Phosphore 32. Plusieurs de ces c.D.N.A, ont &té& identifiés;
ceux—-ci codent pour des mé&es espéces de m.R.N.A, pré@sent en trés grande
abondance. Les &tudes réalisées avec 1l'un d'entre eux, le pSF1l0 qui contient
500 paires de bases, (obtenu par digestion euzymatique avec une endonucléase
de restriction (Pstl) et purifié par &lectrophord@se sur gel d'agarose),
montrent que ce géne n'est pas exprimé ni chez les fenelles ismatures, ni au
niveau des oeufs et est transcrit en un polypeptide d'environ 35 kDa. La
nunération de ces puits de R.N.A, montre que 10 %Z du R.N.,A, total des femelles
parasites sont les homologues du pSF10, Par ailleurs, un seul géne
correspondant 3 pSF10 a &t& identifié par des travaux de transfert sur
nitrocellulose (“"Southern blotting”) utilisant du D.N.A. de ver adulte,.

Donc par cette approche directe, Simpson et al. ont mis en &vidence un
géne qui code pour un polypeptide majeur spécifique de la femelle, de
30-35 kDa. Les auteurs 3 partir des travaux de Ruppel et Cioli (1977) et de
Popiel et Basch (1984) font 1l'hypothése que ce polypeptide pourrait &tre la
protéine majeure des corpuscules vitellins 3 partir desquels les oeufs sont

formés.
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1.2.4,Conclusion.

La réussite de la reproduction nécessite donc une série de mécanisnes
interdépendants tels que la présence des deux sexes dans 1'hdte,
1'accouplentlent sexuel, la maturation de la femelle, la migration des vers
accouplds du foie vers les veines mésentériques, l'inséuination et la
fécondation, la production d'oeufs et la copulation continue. Chacun de ces
processus est nécessairement sounis 3 des mécanismes de régulation non encore
clairement dé&finis, du fait de la difficulté de reconnaissance et d'analyse
des conditions "in vivo"”. Dans des conditions "in vitro"”, certaines
difficultés ont pu &tre levées et ont permis de mettre en évidence une
relation spatiale et temporelle entre les sexes, d'apporter des hypothéses
plus précises sur les produits variés intervenant dans les relations sexuelles
de ce parasite et d'essayer d'isoler et d'identifier les facteurs qui les
régulent. On peut conclure 3 partir de toutes ces &tudes que le mile est
nécessaire de fagon continuelle pour maintenir fonctionnel le systéme
reproducteur de la femelle. Le stinmulus de la maturation sexuelle qui est
certainement continu ou répétitif serait déclenché lors du contact entre les
partenaires (Shaw, 1977 ; Den Hollander et Erasnmus, 1985), et nécessiterait 1la
présence de récepteurs dont la nature n'a pu &tre vraiment identifiée., D'un
point de vue moléculaire, la compréhension des mécanisues de reproduction,
notasment celui de la maturation sexuelle de la femelle, s'est traduite par
une tentative d'identification de molécules associées 3 ces contrdles par
différentes techniques biochimiques. Les techniques &lectrophorétiques et
immmunologiques n'aboutissent pas actuelleiient 3 une réelle identification de

tels polypeptides ou d'antigénes pouvant caractériser la maturation sexuelle.
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Par contre, les quelques &tudes récentes réalisées en biologie moléculaire,
tel que le clénage de génes particuliers, devraient faciliter 1'&tude
moléculaire et génétique de la maturation du schistosonie femelle.

Personnellement, par 1'étude &lectrophorétique des protéines totales des
différents adultes, nous avons tenté de discriminer des protéines sexuelles et
d'apporter des informations suppléuentaires 3 cette recherche de molécules
assocides au contr8le de la maturation de la femelle. Notre premier objectif
dans la recherche de polypeptides spécifiques de stade ou de sexe a été de
comparer les cartes polypeptidiques de miles et de femelles bisexuées, et de
midles et de fenelles unisexuées, obtenues par la technique d"&lectrophorése
bidimensionnelle et d'en d&duire s'il &tait possible d'isoler des polypeptides
spécifiques de la différenciation ou de la maturation sexuelles., Ce travail
abordé dans le cadre de D.E.A., et reprié au niveau de la thése montre une non
reproductibilité des résultats, qui dé&ji se fait sous—jacente dans
1'expression des résultats d'autres auteurs (cf. Atkinson). Ceci nous a
conduit 3 envisager d'autres voies permettant la recherche de molécules
spécifiques intervenant dans la différenciation ou la maturation sexuelles.
Notre deuxidune objectif a donc &té& de rechercher par la voie imnwnologique des
antigénes spécifiques, qui pourrailent permettre 3 plus long terme de créer des
sondes spécifiques d'une fonction de la reproduction. Parallélement 3 ces
travaux, il nous a paru intéressant de caractériser différents stades

larvaires, de la m8ae manidre que les adultes, dans le but de compléter

1'étude réalisée sur ces derniers.
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I1.1.ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES TOTALES DU SCHISTOSOMA MANSONI

ADULTE MATURE ET IMMATURE,

II.1.1.Principes des techniques &lectrophoré&tiques utilisées.

La technique d'électroﬁhorése, notamment celle de 1'électrophorése
bidimensionnelle, nous a paru comme un bon outil d'analyse préliminaire 3
cette recherche de molécules particulidres ; en effet, 1'&lectrophorése
réalisée sur gel de polyacrylamide est souvent employ&e comme moyen de
détection et d'analyse de prot&ines provenant de sources biologiques
complexes. Les techniques d'&lectrophordse couramment utilis@es sont les
électrophoréses monodimensionnelle et bidimensionnelle, elles permettent une
séparation des polypeptides en fonction de leur mobilité €lectrophorétique qui

dépend de un ou deux paramétres selon le type d'électrophorése :
yp p

IT.1.1.a.L'8lectrophoré@se monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide en

présence de S.D.S. (sodium dodécylsulfate) sépare les protéines en fonction de

- leurs poids molé&culaires.
le détergent S.D.S. s'adsorbe sur les protéines 3 raison d'environ lg de
S$.D.S. adsorbé par gramme de protéines : on obtient une particule en forme de
bdtonnet chargée négativement. Ainsi la mobilité &lectrophorétique dépend non
plus de la charge globale des protéines mais de leur masse : les protéines
migrent alors en fonction inverse de leur poids mol&culaire qui sera déterminé
3 partir d'une courbe témoin semi logarithmique du poids moléculaire en

fonction de la mobilité &lectrophorétique.
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II.1.1.b.L'8lectrophordse bidinensionnelle (selon O'Farrel (1975) et

niodifiée par Lemay (1980) ) se réalise en deux &tapes :
~ 1la focalisation isoélectrique en présence d'urée et d'ampholytes
sépare les protéines en fonction de leur point isoélectrique, pH
auquel leur mobilité &lectrophorétique est nulle.
~ ensuite est réalisde une deuxidue séparation des protéines sur gel de
polyacrylamide en présence de S.D.S. 3 partir du gel d'isofocalisation
Les protéines sont ainsi réparties dans un plan selon deux paramétres
indépendants (point isodlectrique et poids nioléculaire) (figure 9) ; de cette

fagon, il serait théoriquement possible de séparer jusqu'd 7000 protéines.
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le choix des paramétres s'est fixé sur un gel a 15%, sur les protéines témoins commercialisée:
chez Pharmacia et sur les ampholines L.K.B. gamme large comme. témoins de migration. Ainsi
1'électrophorése bidimensionnelle se réalisera toujours selon la figure ci-dessous.

Le polypeptide sera donc caractérisé par son P.M. et son pI : on le notera polypeptide P,

valeur de P.M.-valeur de pI.
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II.1.2.analyse des protéines d'extraits totaux de schistosoues adultes

provenant d'infestation bisexuée et uonosexuée par 1'électrophorése

bidimensionnelle suivie d'une coloration 3 1'argent selon Morrissey (1981).

Notre préoccupation initiale &tait donc de pouvoir disposer de marqueurs
polypeptidiques de chacun ées sexes dans une situation normale d'infection ou
aprés un isolement sexuel. Dans le cadre du D.E.A., nous avions mis en
évidence certaines différences selon ces situations particulidres, notaament
" au niveau de la femelle provenant d'infestation monosexuée (cf. "Q_mono"). Une
variation de poids moléculaire dans une zone proté&ique de 45 kDa, et sans
variation de point iso&lectrique avait &té& notée ; de méme, l'absence d'un
polypeptide majeur d'environ 48 kDa de poids moléculaire et de point
isoélectrique 6.5 ainsi que celle d'un grbupe polypeptidique de faible poids
moléculaire avaient &t& remarqufes. A partir de ces travaux, de nouveaux gels
ont été& réalisés afin de tester le degré de reproductibilité de ces résultats
; 11 s'est alors avéré difficile de réaffirmer la spécificité de certains
polypeptides, En effet, sur les gels récents de femelles "monosexuées”, il est
possible d'observer le polypeptide de poids mol&culaire de 48 kDa et les
polypeptides de bas poids moléculaires présents bien qu'en quantité faible par
rapport aux autres groupes (mile bisexué, "0’bi" ; femelle bisexuéde, "g bi”

mile, aonosexué , "O7aono") (cf. figure 11).

Cette non-reproductibilitd des résultats apparaft aussi lors des
conparaisons entre travaux similaires dans la littérature ; notainient les
travaux d'Atkinson (1980), qui nettent en &vidence une protéine particulidre
de 66 kDa, sont actuellement controversés par d'autres auteurs tels que Popiel

et Basch (1984),
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Personnelleunent, cette non~reproductibilité nous a posé& le problé@me de la
fiabilité de la technique et notamment celle de la coloration 3 1'argent. En
effet, paralldlement dans la littérature, des auteurs (Dunn et Burghes, 1983
par exeaple) ont discuté cette technique et entre autres, la difficulté de
reproductibilité de cette coloration qui dépend de trop noubreux paramdtres
pour donner un résultat fiable 3 100 7, surtout lors de 1'€tude de protéines
totales. Nous avons donc décidé de couparer 1l'analyse des polypeptides colorés
3 1'argent avec l'analyse des polypeptides obtenus 3 partir d'échantillons
marqués aprés incorporation de méthionine radiomarquée au 535 dans des

parasites maintenus en culture in vitro.
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II.1.3.analyse des protéines d'extraits totaux de schistosounes adultes par

marquage métabolique avec de la méthionine 35 s, (figure 12a.b.c.d.)

Au premier abord, cetté technique apparaft plus fiable, du fait de la
sensibilité augmentée de la détection des polypeptides au niveau des cartes,
due 3 1'imprégnation des gels par un scintillateur organique. De plus, lors
d'un marquage métabolique, seuls les polypeptides propres au parasite sont
discriminés.

A partir de cette nouvelle analyse, la comparaison des différents gels
obtenus rév@le aussi une grande similitude entre les cartes d'adultes matures
et iammatures, et de sexe différent (cf. fig 12 a.b.c.d.) ; les polypeptides
cités dans le paragraphe ci-dessus sont pfésents wais de fagon non spécifique
chez la feaelle monosexuée : ils présentent les mémes caractéristiques que
chez le mile bisexué ou nonosexué et chez la femelle bisexuée. Ainsi, 3 partir
de ces deux analyses, on peut conclure 3 une carte type du schistosone adulte,
quels que soient le degré de maturit@ et le sexe du parasite (fig. 13). Toute
autre conclusion quant 3 la spécificité de certains polypeptides paraftrait
hitive, du fait de la difficulté de reproductibilité mise en &vidence non
seulemnent dans nos travaux, mais aussi dans les travaux cités dans la

littérature.



FIGURE 10

COMPARAISON DES CARTES POLYPEPTIDIQUES
DES DIFFERENTS EXTRAITS TOTAUX DE FEMELLES MONOSEXUEES

les protéines sont séparées par électrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide
a2 15% et colorées par la coloration a 1'argent selon Morrissey. Le polypeptide noté "a"
représente le marqueur interne de ces cartes. Les cartes récentes de femelle monosexuée
(2) présentent les memes caractéristiques que les autres cartes polypeptidiques d'adultes
(fig11). La fleche courbe représente les différences de P.M. du triplet d'environ 45 kDa.
La fleche droite (noire ou blanche étoilée) caractérise la présence ou 1'absence du
polypeptide de 48 kDa. Au niveau de la carte polypeptidique (2) on observe nettement les

rrnlumantsAoce Aa hace mnAatde maldecir] as va



FIGURE 11

CARTES POLYPEPTIDIQUES DES DIFFERENTS EXTRAITS TOTAUX
DE SCHISTOSOMES ADULTES

Le polypeptide noté "a", 1'actine, sert de marqueur interne. Les polypeptides fléchés
représentent les polypeptides qui ont fait 1'objet d'une étude particulieére dans le
mémoire de D.E.A.. Cette figure permet de mettre en évidence la grande similitude entre
les différentes cartes polypeptidiques obtenues aprés coloration a 1'argent selon
Morrissey. Cette étude ainsi que celle des cartes autoradiographiques (figa12) nous ont
permis d'établir une carte type de schistosome adulte (figl3)



FIGURE 12.a.b.c.d. : CARTES AUTORADIOGRAPHIQUES DES DIFFERENTS ADULTES

Les protéines aprés avoir été marquées par de la méthionine 39S lors d'une
incorporation in vitro de cette méthionine par les parasites, ont été séparées
par électrophorése bidimensionnelle. Les gels obtenus ont été mis en contact
avec des films X.OMAT AR.5. Nous avons ainsi obtenu des cartes autoradiographiqu:
qui permettent d'affirmer la similitude polypeptidique existant entre les

differents adultes, déja décrite au niveau des cartes colorées a 1'argent (FIG.1
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FIGURE 13 CARTE TYPE DU SCHISTOSOME ADULTE
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I1.1.4. analyse &lectrophorétique des protéines d'extraits totaux d'oeufs

de schistosomes par coloration 3 1'argent.

La recherche de polypeptides spécifiques de 1'activation sexuelle peut
aussi se réaliser par des études au niveau de 1l'oeuf, produit de 1la
fécondation de 1l'ovule par le spermatozoide et, physiologiquement un des
critéres de la maturité sexuelle de la fenelle.

Pour tenter d'apporter par ce biais, une nouvelle discrimination entre les
fenelles matures et immatures notamment, nous avons réalisé paralldlement aux
autres cartes polypeptidiques d'adultes, des cartes polypeptidiques d'oceufs.

En fait, une grande similitude au niveau des cartes est encore observée :
on retrouve la carte type des adultes. Cebendant 1'actine apparaft en quantité
beaucoup plus faible que dans les cartes d'adultes. Seul, un polypeptide de
poids moléculaire de 38 kDa et de point isoé&lectrique de 6.6 apparaft coinle
spécifique de ce stade "oeuf”.

Puisque ﬁhysiologiquement, seules, les femelles matures possé&dent des
oeufs, nous nous attendions 3 mnettre en évidence cette caractéristique des
protéines d'oeufs chez la femelle mature.

Or contre toute attente, ce polypeptide n'a pas &té retrouvé au niveau des
cartes polypeptidiques d'adultes. Plusieurs explications semblent convenir :
les protéines d'oeufs présentes chez la femelle seraient soumises 3 un
environnement différent : ainsi des modifications au niveau de ces protéines
peuvent survenir telles qu'un réarrangement avec d'autres polypeptides ou une
dégradation partielle qui changeraient soit le poids moléculaire, soit le

point isoélectrique de la molécule,



FIGURE 14

CARTE POLYPEPTIDIQUE D'EXTRAIT TOTAL D'OEUF

Les protéines sont séparées par électrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide
a 15% et colorées par la coloration a 1'argent selon Morrissey. Le polypeptide noté "a"
représente le marqueur interne de ces cartes.Lés cartes d'oeufs présentent un polypeptide

spécifique d'environ 40 kDa et de pl 6.6 (encadré sur la figure par deux fléches).
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On peut aussi supposer que la quantit& prot&ique d'oeufs chez la femelle
ne représente qu'un pourcentage infime dans la quantité protéique totale de la
femelle adulte et ainsi ce polypeptide ne peut &tre discriminé, En fait, pour
gtudier la présence de ce polypeptide chez la femelle mature, il faudrait
1'isoler des protéines totales d'oeufs, le purifier et créer un anticorps
monoclonal. Ainsi par des techniques iwnmnodlectrophor@tiques, on pourrait
nettre en &vidence l'existence d'un antigdne possé&dant le uéme &pitope que

celui de 1'antigéne d'oeuf.

II.1.5.analyse &lectrophorétique d'extraits totaux de schistosomules par

coloration 3 l'argent.

Parallélenent 3 la recherche de polypéptides d'activation sexuelle ou
d'isolement sexuel qui concerne essentiellement les adultes, nous nous sommes
int8ress@s 3 la recherche de polypeptides spécifiques d'un stade. L'analyse
chez les adultes n'ayant pas mis en &vidence de spécificité&, nous avons &tudié
différents stades larvaires.

- les schistosomules mécaniques, qui imitent la cercaire transforuée en
schistosoimule aprds passage 3 travers la peau. En effet ces larves
sont obtenues par rupture m8canique de la queue ; il est d'ailleurs 3
peu prds certain que celles-ci possddent encore les glandes servant &
la digestion des tissus lors de la pénétration.

- 1les schistosomules J11, qui 3 ce stade, semblent se desquamer, voire

nmuer avant de devenir adulte.
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FIGURE 15

CARTE POLYPEPTIDIQLE_ D’EXTRAIT DE SCHISTOSOMULE J11

Les protéines sont séparées par électrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide
a 15% et colorées par la coloration a 1'argent selon Morrissey. Le polypeptide noté "a"
représente le marqueur interne de ces cartes. Les cartes de J1l ne présentent pas de

spécificité polypeptidique.



FIGURE 16

CARTE POLYPEPTDIQUE D’EXTRAIT TOTAL DE SCHISTOSOMULE MECANKQUE

Les protéines sont séparées par électrophorése bidimensionelle sur gel de polyacrylamide
a 15% et colorées par la coloration a 1'argent selon Morrissey. Le polypeptide noté "a"
représente le marqueur interne de ces cartes. Les cartes de schistosomules mécaniques

présentent un .groupe spécifique de P.M. variant entre 20 kDa et 30 kDa.
‘/B
LiL
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Les cartes polypeptidiques des larves ressemblent 3 celles des adultes.
Dans ces cartes, une centaine de polypeptides a aussi &té discriminée. On
repé&re toujours l'actine, considérée come marqueur interne, les polypeptides
de bas poids moléculaires, celui de 48 kDa et le triplet de 45 kDa qui
présentent les méues carac;éristiques que chez les adultes.

Au stade J11 (figure 15), aucune spécificité polypeptidique n'a pu &tre
nise en &vidence. Par contre, au stade schistosouule mécanique (figure 16), un
groupe de trois polypeptides de mme point iso8lectrique et de poids
moléculaire variant entre 20 et 30 kDa s'av@re spécifique de ce stade.

Nous pensons qu'il faut rapprocher ce résultat de ceux déji obtenus par
Balloul et col (1985) et Auriault et col (1984) qui ont mis en évidence
respectivement un polypeptide de 28 kDa et de deux polypeptides de 22 et 26
kDa, antigénes de surface du schistosomulé et jouant un rdle important au

niveau de la protection de 1'hdte.

I1.1.6.Conclusion des différentes analyses &lectrophorétiques réalisées

La mise en &vidence de polypeptides, pouvant intervenir dans le contréle
de la différenciation ou de la maturation sexuelles de par leur spécificité,
n'a pu aboutir 3 une réelle caractérisation de ceux-ci. En effet, 1la
reproductibilité des résultats est peu satisfaisante et bien que les
techniques &lectrophorétiques aient prouvé leur efficacité dans la recherche
de nombreuses protéines, elles ne semblent pas adaptées 3 1'&tude de notre
nodé&le. De ce fait, il nous a paru préférable d'orienter nos recherches vers
d'autres voies, notaament ianunologiques, qui devraient &tre encore plus

sensibles au niveau de la détection de ces molécules particulilres.
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II.2.RECHERCHE DE MISE EN EVIDENCE DE LA PHENOLASE CHEZ LA FEMELLE AU

NIVEAU DES GELS DE POLYACRYLAMIDE.

Parallélement et toujours dans le but de différencier la femelle mature
des autre stades, nous avons tenté de caractériser au niveau des cartes
polypeptides monodimensionnelles, la ph&nolase, enzyme intervenant dans le
processus du tannage des oeufs. Nos travaux sont basés sur ceux de Seed et
Bennet (1980) et de Smyth (1954) pour la solubilisation de 1'é&chantillon et sa
caractérisation de l'enzyme (coloration au Fast Red). L'originalité du travail
réside dans la tentative d'identification de la phénolase 3 partir d'un gel de
polyacrylamide suivi d'un transfert sur nitrocellulose qui permet la
renaturation de 1l'enzyme et donc sa caracté@risation. Alors que dans ses
travaux, Seed montre la présence de cettewphénolase chez la femelle mature,
nous n'avons pu la mettre en &vidence par notre technique qui utilise la m@me
méthode de solubilisation. On peut supposer que, bien que la technique de
transfert soit adéquate pour ce genre ce caractérisation, la phé&nolase chez S.
mansoni est trop fragile et s'est trouvée définitivement dénaturée et

impossible & identifier.

II.3.ANALYSE IMMUNOLOGIQUE A PARTIR D'UN TRANSFERT SUR NITROCELLULOSE DES

PROTEINES TOTALES D'ADULTES.

Pour tester les différences immunologiques possibles de ces protéines
totales, nous avons utilisé la technique d'"immunoblotting”, méthode de
transfert des macromolécules d'un gel 3 une matrice "immobilisante”, En

général, le transfert des protéines se réalise en deux temps :
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- 1'&lution des polypeptides 3 partir du gel, basée sur le principe
d'électroélution.

- et l'adsorption du matériel &lué sur une matrice "immobilisante” qui
est, ici, de la nitrocellulose. Cette matrice permet la renaturation des
polypeptides qui pourront alors &tre analys@s immunologiquement par rapport 3

des anticorps marqués 3 1l'iode 125 ou 3 la péroxydase.

Les anticorps utilisé&s ici, sont les anticorps contenus dans les sérums
d'hdte ayant été immunisés contre des miles ou des femelles bisexués, des
m3les ou des femelles monosexués ; les immunoblots de ce travail sont réalisés
selon le protocole suivant : chaque source différente de protéines totales
(c'est 3 dire provenant soit de mile, soit de femelle, bisexués ou monosexués)
subit dans un premier temps une électrophérése monodimensionnelle puis aprés
un transfert des proté@ines du gel sur nitrocellulose, est testée contre les
quatre sources d'anticorps suivants : immun sérum "femelle bisexuée”, immun
sérum "mldle bisexud", immun sérum "femelle monosexuée”, et immun sé&rum "mile
monosexué”.

Ces différents immunoblots nous permettront ainsi de comparer le méme
complexe antigénique par rapport 3 des immuns sérums différents et

parallélement de comparer un méme immun sérum par rapport 3 des sources

antigéniques différentes.
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II.3.2. Analyse des immunoblots obtenus 3 partir des quatre sources de

protéines totales (0”bi, 0 bi, 0°m, 0 m) testées par rapport 3 1'immunsé&rum
i I

"antimile bisexué&” (fig. 17.2)

complexe .
Poids antigénique g mono _g bi 0” mono 0° bi
moléculaire
en kDa
200 -
140 absent 140 140
68 -
43 -
35-40 - absent 35-40 35-40
27 kDa absent absent absent
25 - absent absent 25 kDa absent
18 - absent absent 15-20 absent

Dans ce tableau, ne sont notés que les antigénes reconnus de fagon différente
selon leur origine par 1'immunsérum "antimile bisexué&"”

— un antigéne de 140 kDa et un antigéne de 35-40 kDa au niveau de tous les
extraits protéiques totaux, sauf celui de la femelle bisexuée ;

- un antigéne de 25 kDa et un autre de 15-20 kDa spécifiquement au niveau
de 1l'extrait protéique total du midle monosexué.

- un antigdne de 27 kDa au niveau de 1l'extrait protéique total de 1la

femelle monosexuée
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11.3.1. Analyse des immunoblots obtenus 3 partir des quatres sources de

protéines totales (O’bi, Obi, O;m, Om) test@es par rapport 3 1'immunsérum

"antifemelle bisexuée” (fig. 17.1)

complexe
Poids antigénique 2 mono ‘2 bi 0” mono 0 bi
moléculaire
en kDa
200 -
140 absent 140 140
68 -
43 -
35-40 absent 35-40 35-40
25 -
18 - absent absent 15-20 absent

Le comportement de 1l'immunsérum par rapport 3 certains antigénes est différent
selon leur origine ; en effet, 1'immunsérum "antifemelle bisexu&e” reconnalt
(cf. tableau) :

- un antigé@ne de 140 kDa et un antigéne de 35-40 kDa au niveau de tous les
extraits protéiques totaux, sauf celui de la femelle bisexuée ;

- un antigéne de 15-20 kDa spécifiquement au niveau de 1l'extrait proté@ique

total du m3le monosexué.
BU
LiL
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IT1.3.3. Analyse des immunoblots obtenus 3 partir des quatre sources de

protéines totales (0°bi, 0 bi, 0 m, 0"m) testées par rapport 3 l'immunsérum
; }

"antifemelle monosexuée” (fig. 17.3)

complexe
Poids antigénique 2 mono 2 bi 0’ mono 07 bi
moléculaire
en kDa
200 -
140 absent 140 140
68 -
43 -
35-40 " absent 35-40 35-40
33 33 33 33
25 -
18 - 18 absent absent absent

L'immunsérum "antifemelle monosexuée” reconnait :

= un antigéne de 33 kDa au niveau de tous les extraits proté&iques

= un antigdne de
extraits protéiques
- un antigéne de
total de la femelle

140 kDa et un antigé@ne de 35-40 kDa au niveau de tous les

totaux, sauf celui de la femelle bisexuée

b

18 kDa spécifiquement au niveau de 1l'extrait protéique

monosexuée.

Ll
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II.3.4. Analyse des immunoblots obtenus 3 partir des quatres sources de

protéines totales (0°bi, O bi, 0°’m, 0 m) testées par rapport 3 1'immunsérum
| f

“antim3le monosexud” (fig. 17.4)

complexe
Poids antigénique $ mono 2 bi 0" mono 0’ bi
moléculaire
en kDa
200 -
140 absent 140 140
68 -
43 -
35-40 " absent 35-40 35-40
33 33 33 33
25 -
18 -

L'immunsérum "antimdle monosexué” reconnalt

= un antigéne de 33 kDa au niveau de tous les extraits proté&iques

- un antigéne de 140 kDa et un antigéne de 35-40 kDa au niveau de tous les
extraits protéiques totaux, sauf celui de la femelle bisexuée




FIGURE 17

Les antigénes des différents adultes (a. mdle bisexué ; b. femelle bisexuée ;

c. mdle monosexué ; d. femelle monosexuée) ont été testés par rapport a

différents immuns sérums (i. sérum antifemelle bisexuée ; 2. sérum antimile

bisexué ; 3. sérum antifemelle monosexuée ; 4. sérum antimdle monosexué) &

partir d'une électrophorése monodimensionnelle suivie d'un transfert sur
nitrocellulose ol sont révélées les liaisons Ag.-Ac. par la méthode de révélation
au D.A.B.. Les poids moléculaires témoins sont exprimés en kilodaltons (68 kDa ;

43 kDa ; 25 kDa). Cette analyse démontre,une grande similitude entre les différents

tests immunologiques réalisés.



FIGURE 17

ANALYSE IMMUNOLOGIQUE A PARTIR
D'UN TRANSFERT SUR NITROCELLULOSE

DES PROTEINES TOTALES DES DIFFERENTS ADULTES S.MANSONI
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II.3.5.Discussion des résultats immunologiques obtenus

Les immunoblots ont permis de discriminer une soixantaine de bandes
antigéniques ; le nombre de bandes s'explique par la nature des immuns sé&rums
qui contiennent beaucoup d'anticorps fabriqués par 1'hdte par réaction 3
1'immunisation de celui-ci par un organisme entier, le schistosome. L'analyse
des bandes antigéniques de poids moléculaire supérieur 3 30 kDa révéle une
homogénéité dans les résultats obtenus, la plus grande partie de ces antigénes
est reconnue de la méme maniére,

1°- quel que soit 1l'immun sérum utilisé&, 3 part 1'antigéne de 33 kDa

reconnu seulement par les immuns sérums "antimonosexués”

2°- quelle que soit 1l'origine de 1l'extrait protéique total, exception
faite des antigdnes de 140 kDa et de 35-40 kDa qui sont reconnus au niveau

de tous les extraits protéiques sauf celui de la femelle bisexuée.

La cause de ces différences peut s'expliquer soit par une différence
d'affinité corpale vis 3 vis du méme antig@ne situé dans des conditions
différentes, soit par une différence quantitative de 1l'antigéne lui-méme qui

varie selon son environnement.

L'analyse des bandes inférieures 3 30 kDa, par contre, révéle certaines

différences de composition entre les quatre immuns sérums utilisés.
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- L'immun sé&rum "antifemelle monosexu&e” reconnalt spécifiquement
1'antigdne de 18 kDa, chez la femelle monosexuée.

~ Les immuns sérums "antibisexués” reconnaissent spécifiquement 1'antigéne
de poids moléculaire variant entre 15 et 20 kDa, chez le md@le monosexué.

- L'immun sérum "antimdle bisexué&” reconnalt spécifiquement 1'antigéne de
27 kDa présent chez la femelle monosexuée et l'antigdne 25 kDa présent chez le

mile monosexué.

Cette &tude immunologique révéle donc quand-méme une certaine homogé&néité
au niveau de 1'immunogénicité des différentes sources protéiques utilisées.
Les quelques différences antigé&niques observées nous permettent, en tenant en
compte les difficultés de reproductibilité des résultats, de penser que la
voie immunologique permettra de créer des'sondes, notamment en approfondissant
1'étude de la fonction oeuf, pouvant caractériser la différenciation ou 1la

maturation sexuelles.
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I1.4.DISCUSSION GENERALE,

La cause principale de la pathologie de la bilharziose &tant due 3 une
conséquence de la reproduction sexuelle (les oeufs), nous nous sommes
intéressés 3 1'étude des prbtéines sexuelles et plus précisément 3 1'Btude de
polypeptides susceptibles de caractériser un &tat d'activation ou de
différenciation sexuelles chez 1'un des adultes (mature ou immature, mile ou
femelle). La finalité de cette recherche est d'acquérir une meilleure
compréhension des mécanismes de différenciation afin de provoquer une

dysrégulation dans la reproduction sexuelle du parasite Schistosoma mansoni et

d'enrayer le déroulement normal du cycle parasitaire et donc de la maladie
elle-méme. Le choix du matériel parasitaife provenant d'infesation unisexuée
plutdt que du matériel parasitaire immature s'est basé sur les &tudes
bibliographiques constatant que seule la femelle unisexuée n'a regu aucun
stimulus du m8le. Elle est donc un bon témoin 3 une mise en &vidence d'un
transfert possible de polypeptides du m3le & la femelle provenant
d'infestation bisexuée. D'un point de vue technique, il faut préciser que
1'obtention de parasites dits unisexués est plus délicate que celle de
parasites bisexués. En effet, le rendement de récolte de parasites unisexués
est beaucoup plus faible que celui obtenu pour les parasites bisexués sans que
1'on puisse vraiment accorder de raison 3 cela, 3 part peut—&tre une mortalité
chez les mollusques infestés monomiracidialement plus forte que chez les

mollusques infestés de fagon courante.
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Notre premier objectif dans la recherche de polypeptides spécifiques de
sexe ou de stade a été de comparer les cartes polypeptidiques de miles, et de
femelles bisexués, et de m3les et de femelles unisexu@s. De nombreux travaux
déj3 relatent des analyses &lectrophorétiques (cf. § 1.2.3.d) ; 1l'originalité
de notre travail consiste 3 réaliser une analyse &lectrophorétique suivie
d'une coloration 3 1'argent, méthode qui n'avait pas encore &té utilisée aans
1'étude de notre moddle et qui est plus sensible que la coloration au bleu de
Comassie. De plus, nous comparons deux techniques d'analyse &lectrophorétique,
ce qui n'a jamais été& réalisé par un auteur. En fait, 1l'analyse
autoradiographique confirme les résultats récents obtenus par la coloration 3
1'argent : aucune spécificité polypeptidique n'est réellement mise en
évidence, seules des différences quantitatives sont remarquées. En effet, il
nous a fallu constater une difficulté dané 1'obtention de ré&sultats
reproductibles, qui ne nous a pas permis de ré&affirmer la spécificité de
certains polypeptides. Cette anomalie se retrouve, d'ailleurs, dans la
littérature et il faut certainement 1l'attribuer au modéle lui-méme, puisque du
point de vue technique, 1'8lectrophor@se s'est révélée dans d'autres cas un
outil parfaitement adapté 3 la recherche de protéine particulidres. De méme,
nous considérons la coloration 3 1'argent comme un bon outil d'analyse dont
les résultats sont comparables 3 ceux obtenus par autoradiographie. En effet,
lorsque 1l'on compare les cartes obtenues par les deux types d'analyse, on
observe une grande ressemblance, 3 part un groupe de haut poids moléculaire

environnant 200 kDa et présent seulement au niveau des cartes

autoradiographiques.
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Dans les deux cas, nous avons conclu 3 une carte type du schistosome adulte
(cf, figure 13) présentant une trés grande similitude polypeptidique, quels
que soient la maturité et le sexe du parasite. Cette constatation est
importante, dans le cas ol la technique du marquage mé&tabolique se trouverait
inefficace (cf. 1'analyse &lectrophorétique de 1'oeuf) car la coloration a

1'argent remplace alors aisément 1'autre technique.

Ainsi 3 partir de ces deux techniques, une centaine de polypeptides a &té
discriminée dans tous les cas. Cette observation rejoint celles décrites dans
la littérature : Ruppel et Cioli (1977) par monodimension mettaient en
évidence jusqu'd une soixantaine de bandes ; Atkinson et al (1982), et
Aronstein et al (1983), par bidimension, résolvaient une centaine de
polypeptides. Ces extraits protéiques totéux de S. mansoni ont &té sujets de
nombreux travaux et bien que la comparaison des résultats soit difficile, on
peut noter que la plupart des auteurs décrivent aussi un haut degré de
similitude entre les divers extraits totaux d'adultes S. mansoni (Ruppel et
Cioli, 1977 ; Aronstein et Strand, 1983 ; Popiel et Basch, 1984). On peut
d'ailleurs s'&tonner que la synthdse abondante de protéines de coque d'oéufs,
réalisée exclusivement chez la femelle mature, ne soit pas reflétée au niveau
de ces cartes polypeptidiques obtenues par une technique 3@ haut pouvoir de
résolution, ainsi que les différences morphologiques et physiologiques
caractérisant ces femelles matures. Nous pouvons attribuer ce résultat au fait
que la quantité protéique d'oeufs ne représenterait qu'un faible pourcentage
au niveau de la quantité protéique totale des femelles matures, du fait qu'une
fois les vers perfus@s hors de 1'h3te, la production d'oeufs cesse (cf.

Simpson et al., 1986).
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Un des moyens 3 envisager pour caractériser de telles protéines serait de
créer des sondes, notamment immunologiques précises pouvant caractériser une
fonction telle que la vitellogénése. L'analyse préliminaire des extraits
totaux d'oeufs peut &tre une des techniques permettant de cerner des protéines
intéressantes telles que le polypeptide de 38 kDa, qui apparalt comme
spécifique du stade oeuf. Les raisons pour lesquelles les &tudes sur les oeufs
sont peu réalisées sont qu'il est difficile d'extraire les protéines d'oeufs,
de par leur insolubilité&. Parallélement 3 cette analyse &lectrophorétique des
protéines d'adultes, il nous a paru inté@ressant d'essayer de caractériser
différents stades larvaires et de comparer ceux—-ci aux adultes. En fait, 1la
similitude polypeptidique entre les adultes se retrouve chez les stades
larvaires schistosomules et seul, le stade schistosomule mécanique a pu &tre
caractérisé par un groupe polypeptidique épécifique de poids moléculaires
situés entre 20 et 30 kDa.

Nous pouvons donc conclure 3 partir de nos travaux et ceux de nombreux
auteurs (Ruppel, et Cioli, 1977 ; Aronstein et Strand, 1983 ; Popiel et Basch,
1984) que 1l'analyse &lectrophorétique d'extraits totaux de parasites
S.mansoni, par bidimension ou monodimension et quelle que soit la mé&thode de
discrimination des polypeptides (Comassie, argent ou autoradiographie), ne
peut 3 elle seule, par le manque de reproductibilité&, caracté@riser précisément
des marqueurs d'activation ou de différenciation sexuelles. C'est pourquoi, il
est nécessaire d'envisager d'autres voies d'analyse qui pourront apporter des
informations supplémentaires 3 la recherche de molécules impliquées dans le

contrdle de la maturation de la femelle.
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Dans nos travaux, nous avons déj3d envisagé une voie immunologique en
réalisant une analyse préliminaire consistant 3 tester ces différentes sources
complexes antigéniques que représentent les différents adultes, vis 3 vis
d'immuns sérums dirigés contre les mdles bisexués ou les femelles bisexudes ou
les miles monosexués ou les femelles monosexuées. Le but de cette analyse est
d'essayer de mettre en é&vidence une différence d'immunogénicité entre les
différents stades d'adultes. Les résultats obtenus nous laissent entrevoir la
possibilité de caractériser certains adultes par des sondes antigéniques mais
actuellement, de par les difficultés de reproductibilit@ rencontrées au niveau
de 1'électrophorése, nous ne pouvons en rester qu'au stade des suppositions.
Nous pensons que ces résultats de base, présentés dans ce mémoire, permettront
une approche plus rationnelle d'un projet plus vaste, défini par deux
objectifs :

-La poursuite des recherches de différence d'antigénicité entre les
adultes, d 1'aide de sondes immunologiques plus pointues, permettant de
caractériser un polypeptide ou une fonction précise de la reproduction.

-La recherche, par la voie de la biologie moléculaire, de molécules

associées au contrdle de la maturation sexuelle de la femelle.
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APPENDICE TECHNIQUE

III.1.INFESTATION DES ANIMAUX DE LABORATOIRE.

Nous avons utilisé@ dans toutes les expériences, une souche portoricaine de

Schistosoma mansoni dont le cycle biologique est maintenu au laboratoire chez

le mollusque,Biomphalaria glabrata et chez le hamster doré, Mésocricetus

auratus.

-Chez 1'hdte intermédiaire Biomphalaria glabrata

-1°)Exposition des mollusques pendant deux heures 3 la lumiére, 3 une
température de 30°C dans une solution contenant les miracidies.

-pour une infestation courante, le mollusque est infest& en moyenne par

sept miracidies.

-pour une infestation monomiracidiale, un mollusque est infest& par une

. miracidie et une seule.

-2°)Vingts jours aprés l'infestation, baisse de la température de 1'aquarium

vers 20°C et mise 3 1'obscurité de celui-ci.

~Chez 1'hdte expérimental définitif Mé&socricetus auratus.

Quelque soit le type d'infestation retenu, la transmission des cercaires a

1'hdte définitif est réalisée de la fagon suivante :

—anésthésie du hamster avec de 1'imalgéne 1000 3 raison de 0,2ml pour

100g de poids.
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-rasage de 1'abdomen du hamster et dépdt d'un anneau sur celui-ci.

-dépot de la suspension de cercaires dans 1'anneau ; pour une
infestation de 40jours (obtention d'adultes), la suspension contient 500 3
1000 cercaires ; pour une infestation de 11 jours (obtention de J11), 1la

suspension contient 5000 3 10000 cercaires.



- 79 -

I11.2.COLLECTE DES PARASITES.

—Cercaires
exposition des mollusques infesté@s depuis 27 jours entre 30mn 3 2heures 3
la lumidre, 3 une température de 30°C.
récupération et concentration des cercaires par ascencion vers une source

lumineuse.

-Schistosomules mécaniques

répartition des cercaires dans des tubes coniques en verre 3 raison de
2.10 cercaires par tube.

immobilisation et sédimentation des cercaires en plagant les tubes dans la
glace pendant 15mn.

remise en suspension des cercaires dans 2ml d'eau.

agitation de cette suspension sur "Vortex"” pendant 2mn et rupture des
queues.

récupération des queues sur coussin isotonique de Percoll 3 54% dans du
milieu M.E.M non concentré.

centrifugation de 1000tours/mn pendant 10mn 3 +4°C.

récupération du culot contenant les tétes ; plusieurs lavages de celui-ci

par du M.E.M non concentré puis par du sérum physiologique.

—Stade J11
mort des hamsters par dislocation cervicale.
isolement du foie.

perfusion des veines hépatiques par du milieu M.E.M ,
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purification des J11 sur gradient de Percoll par centrifugation 3 2500

tours/mn pendant 20 mn.

lavages dans du sé&rum physiologique.

-Schistosomes adultes J40

mort des hamsters par dislocation cervicale.

récolte des parasites au niveau des veines portales et mésentériques par
prélévement du sang 3 1l'aide d'une pipette Pasteur.

lavages des parasites ainsi récoltés dans du milieu M.E.M. puis dans du
sérum physiologique.

les parasites sont triés en fonction de leur sexe, et 3 1l'aide d'un fin

pinceau.

—Oeufs (d'aprés Baltz et al., 1982)

broyage du foie dans du NaCl 0,15M 3 raison de 20ml par foie.

filtration préliminaire et grossi@re sur gaze de 330pm de diamétre.
filtration fine sur gradient composé de 207% de Percoll dans une solution
finale de 0,25M de sucrose.

lavages des oeufs ainsi purifiés dans du sérum physiologique.

tout le travail s'effectue 3 +4°C pour éviter 1'éclosion de ces oeufs.

-Miracidies
les oeufs récupérés par broyage du foie sont exposés 3 la lumidre et 3 une

température de 30°C pour provoquer 1'éclosion des miracidies.
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I1I.3.SOLUBILISATION DU MATERIEL PARASITAIRE

La solubilisation des parasites se réalise toujours par sonication mais

dans des tampons différents selon le but recherché.

-pour l'electrophorése Bidimensionnelle sans marquage métabolique : tampon
de lyse 3 raison de SPg de protéines par ul de tampon.
~Pour 5ml final,
-5g70 d'urée ultrapure (SCHWARZMAN).
-2ml de NP40 3 10% (P/V).
-500pl d'ampholines (L.K.B.).
-0,5ml de mercaptoéthanol (Kodak) 3 57%.

sonication puis traitement par de la nucléase micrococcal : pour 20P1

d'échantillon, 1 i 2pl de nucléase.

—-pour électrophorése bidimensionnelle aprés marquage métabolique : tampon

PBS/NP40 3 0,057%

-pour électrophorése monodimensionnelle : tampon d'échantillon,

-6,25m1 de TRIS HC1 62.5mM pH 6,8.
-1,5g de S.D.S. .

-5g de sucrose.

-5ml1 de mercaptoéthanol.

-qsp 50ml d'eau distillée.
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ITI.4,MARQUAGE METABOLIQUE DES SCHISTOSOMES AVEC DE LA METHIONINE 355 EN

CULTURE IN VITRO.

-1°)-collecte stérile des parasites au niveau de la veine mésentérique
-lavages stériles des parasites avec du M.E.M. normal.

—dernier lavage dans du M.E.M. ne contenant pas de méthionine.

-2°)-incubation des parasites dans ce milieu pendant lheure 3 37°C 3
raison de 20 parasites par puits de culture.
—renouvellement du milieu 3 raison de 1,5ml de milieu pour 20 vers.
—addition de 100pCi de méthionine 358.

—incubation une nuit 3 37°C.

-3°)-lavages des parasites aprés incubation dans du milieu M.E.M.normal.

-homogéneisation dans du tampon PBS/NP40 3 0,05%.

-4°)-détermination de la radioactivité TCA-précipitable :

—traitement de 1pl d'homogénat dans SOOPl d'eau distillée par 0,25ml
d'une solution de soude 1N contenant 0,68mM de méthionine froide et
0,687% d'H202.

—incubation 3 37°C pendant 15mn.

—arrét de la réaction par 1lml de TCA 257.

—lavage de la solution sur filtre papier Wathman par du TCA 87%.

—comptage dans des fioles contenant 5ml d'Aqualyte (Becker

chemical.Holland), dans un compteur ISOCAP 300 (Nuclear Chicago USA)
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I11.5.ELECTROPHORESES.

IIT1.5.1.Focalisation isoélectrique (O'Farrel modifiée par Lemay).

Elle est réalisée dans des tubes de 130mm de long et 4mm de diamétre dans

un gradient d'ampholines 3.5-9.5 (L.K.B.).

—composition du gel pour 5ml final :

-0,67ml de mélange d'acrylamide 24%-bisacrylamide 1,62% (B.D.H.).
-1ml de NP40 3 10% P/V.

-0.99m1 d'eau stérile pure.

—250p1 d'ampholines (L.K.B).

-3,5pl de T.E.M.E.D. .

_6P1 de persulfate d'ammonium.

—composition des tampons de cuve :

-3 la cathode : soude 20 millimolaire.

-3 1'anode : acide orthophosphorique 10 millimolaire.

-migration :

-prémigration 3 200volts pendant 1/4 d'heure.
~viesesasesssed 300volts pendant 1/2 heure.
meeeseescssessd 400volts pendant 1/2 heure.

-migration : 3 400 volts pendant 19 heures.
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—équilibration des gels aprés migration.

—pour un gel,
-10,5ml d'eau stérile déminéralisée.
-2,5ml de tampon TRIS HC1 1,25M pH 6,8.
=4ml de S.D.S. & 10Z.

-1ml de mercaptoéthanol.

-relevé du gradient de pH.

le gel témoin est découpé cm par cm ; chaque morceau est &lué dans 2ml d'eau
stérile déminéralisée. Le pH des &chantillons &tant obtenu selon la relation

linéaire suivante : pH proportionnel 3 la distance de migration.

III.5.2.Electrophordse en présence de S.D.S.

Les molécules sont séparées dans un gel de polyacrylamide avec S.D.S. lors

d'une migration &lectrique 3 25 volts constants par gel pendant une nuit.

—composition du gel de réticulation 3 15%.

-pour 65ml final,
-19,5ml1 de mélange d'acrylamide 50%-bisacrylamide 0,235%.
-8,2ml de tampon TRIS HC1 3,5M pH 8,9.
-650p1 de persulfate d'ammonium 3 10% (P/V).
-650p1 de S.D.S i 10% (P/V).
—65P1 de TEMED.

O

-qsp 65ml d'H2 5
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—tampon de recouvrement lors de la polymérisation du gel :

-1,5ml de TRIS HCL 3,5M pH 8.9.
-100p1 de S.D.S. & 10%.

-qsp 10ml d'eau déminéralisée.

—composition du gel de concentration.

-pour 10ml final :
-1ml du mélange d'acrylamide 507%-bisacrylamide 1,337%.
-1ml de TRIS HC1 1,25M pH 6,8.
—lOOPl de 8.D.8 2 10Z (P/V).
—1OOP1 de persulfate d'ammonium 3 10% (P/V).

—10p1 de TEMED.

—tampon de cuve pour bidimension :

6g/1 de TRIS.
-28,8g/1 de glycocolle.

~1g/1 de 8.D.8,

—tampon de cuve pour monodimension :

-3g/1 de TRIS.
-14,4g/1 de glycocolle.

~1g/1 de S.D.5.
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ITII.6.ANALYSE DES GELS

-I1II.6.1.Coloration au bleu de Comassie.

-0,85g de bleu de Comassie.
-500m1 de méthanol.
-100m1 d'acide aéétique.
-qsp llitre d'eau déminéralisée.
agitation pendant 15mn 3 lheure.
décoloration des gels dans une solution de méthanol 3 207 et d'acide

acétique 3 8%.

-I11.6.2.Coloration 3 1'argent (Morrissey, 1981).

-préfixation dans :
-1°) 507% de méthanol et 10% d'acide acétique pendant 30Omn.
-2°) 5% de méthanol et 7% d'acide acétique pendant 30mn.
-3°) 10% de glutaraldéhyde pendant 30mn.
—lavages pendant deux heures dans de l'eau distillée.
—coloration dans :
-1°) DIT & 5Spg/ml.

-2°) AgNO, 3 0,1%.

3

-3°) ringage rapide dans de 1l'eau distillée.

-révélation dans du NA_,CO, additionné de formaldéhyde 3 0,05%.

Zaes

—-arrét de la révélation par de 1l'acide citrique a 5%.

-II1I.6.3.Autoradiographie.

Les gels sont séchés sous vide dans un appareil HOEFFER SE 160 puis mis en

contact avec un film X-OMAT AR.5 (Eastman Kodak).



_87_

-II1.6.4.Immunoblotting.

les gels sont mis en contact avec de la nitrocellulose dans un tampon de
transfert :

-TRIS HC1 20mM pH 8.9.

—glycine 150mM.

-méthanol 3 20%..
-migration pendant trois heures 3 60 volts.
-aprés la migration, la nitrocellulose est traitée de la fagon suivante :
-saturation de la nitrocellulose par PBS/BSA 3 5% toute la nuit 3 +4°C.
—incubation de la nitrocellulose en présence de l'anticorps (ici, du sé&rum
d'hdte infesté) dans PBS/BSA 5% pendant 3heures 3 température ambiante.
-lavages pendant 10mn avec PBS/Tween 3 1%. .
-incubation avec de 1'antiIgG total antilapin de chdvre au 1/20008me marqué 3
la péroxydase.
-lavages nombreux avec du PBS/Tween 3 1%. .
-révélation avec 50mg de diaminobenzidine dans 100ml de PBS et lOOPl d'H

202

-ringages abondants 3 1'eau.
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III.7.0BTENTION D'IMMUNS SERUMS ANTISCHISTOSOMES ADULTES.

-Immunisation de lapin par voie intradermique, selon le méthode de
Vaitukatis en présence d'adjuvant complet de Freund et de vaccin
anticoquelucheux (Perthydral) inject& par voie sous—cutanée.

-On immunise les 1apin§ avec un broyat de schistosomes correspondant 3
1'immun sérum désiré (antimile bisexué, antimidle monosexué, antifemelle
bisexuée ou antifemelle monosexuée). Ce broyat est obtenu par sonication
des parasites dans du sérum physiologique.

-Les immuns sérums utilisés dans nos travaux sont récupérés chez le lapin

deux mois et demi aprés 1'immunisation.
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