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La schistosomiase est l'une des plus importantes endémies parasitaires 

dans le monde : elle touche surtout 73 pays tropicaux 03 le nombre de 

personnes infestées est estimé à 200 millions (note O.M.S., 1982). L'agent de 

cette parasitose est un trématode digénétique, de la famille des 

Schistosomatidae, de l'embranchement des Plathelminthes. 

La compréhension de ce modèle d'infection parasitaire fait appel à trois 

données fondamentales : 

-la complexité des cycles biologiques accomplis par le parasite au 

cours des divers stades de développement, chez l'hôte intermédiaire 

et l'hôte vertébré, conférant à chacun de ces stades une identité 

biologique et moléculaire particulière. 

-l'extraordinaire capacité d'adaptation et de survie des parasites 

qui leur permet d'échapper à la réponse immunitaire de l'hôte. 

-le fait que l'immunité protectrice consiste plus en une limitation 

de la réinfection qu'à l'élimination de la population parasitaire 

existante. 

L'ensemble de ces données a amené les chercheurs du Centre d'Immunologie 

et de Biologie Parasitaire, unité Inserm U167 - Equipe de recherche associée 
CNRS 422, implanté à l'Institut Pasteur de Lille et dirigé par le professeur 

André Capron, à développer parallèlement les investigations nécessaires à la 

compréhension des mécanismes effecteurs de l'immunité et à celle des 

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



différenciation qui participent aux grands moments biologiques du parasite est 

importante ; l'étude des mécanismes de différenciation et de maturation 

sexuelles nous est notamment apparue ess$ntielle, du fait que l'oeuf, source 

de pérennité de l'espèce, est aussi en grande partie responsable du degré de 

sévérité de la maladie. 

Déjà, certains auteurs ont permis de montrer la nécessité de la présence 

du mâle 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 hypothèses 

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 molécules associées à ces contrôles par différentes 

techniques biochimiques. Personnellement, nous nous sommes intéressés à 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 à cette étude, nous 

présenterons le cycle du parasite en insistant plus précisément sur tous les 

éléments concernant la biologie de la reproduction du Schistosoma mansoni. 



C H A P I T R E  1  - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - -  

C O N N A I S S A N C E S  A C T U E L L E S  S U R .  L E  P A R A S I T E  



1.1.CYCLE PARASITAIRE. 

L'agent de l a  b i l h a r z i o s e  i n t e s t i n a l e  e t  hépatosplénique e s t  Schistosonia 

niansoni, Tréniatode de l a  f  an i i l l e  des  Schistosoniatidae ; il présente  conmie 

beaucoup de p a r a s i t e s  de nonibreuses adap ta t ions  pour su rv iv re  dans un cyc le  

qu i  iniplique obl igatoirenient  e t  successivenient deux hô te s ,  l ' u n  d i t  hô t e  

in te rn iéd ia i re ,  l e  niollusque d 'eau  douce Bioniphalaria g l a b r a t a  e t  l ' a u t r e  d i t  

hô t e  d é f i n i t i f  nécessairenient ve r t éb ré .  

1 . l . l . é tho log ie  du p a r a s i t e .  

Les ve r s  a d u l t e s  dont l a  durée de v i e  peut a t t e i n d r e  20 a n s  vivent  dans 

l e s  ran i i f ica t ions  de l a  ve ine  po r t e .  Les feniel les  g rav ides  migrent v e r s  l e s  

c a p i l l a i r e s  niésentériques où s ' e f f e c t u e  l a  ponte. 

Les oeufs  pourvus d'un éperon l a t é r a l  t r a v e r s e n t  l a  pa ro i  i n t e s t i n a l e  pour 

toniber dans l a  luniière i n t e s t i n a l e  e t  ê t r e  r e j e t é s  avec l e s  f écès .  

Au nionient de  l a  ponte, l e s  oeufs  sont  enibryonnés n i a i s  n ' éc losent  qu'en 

présence d'eau douce e t  à une tenipérature de 30°C. On observe a l o r s  l a  

l i b é r a t i o n  d'un niiracidiuni, fornie de v i e  brève nageant t r è s  v i t e .  

A c e  s tade ,  l e  cycle  é v o l u t i f  n é c e s s i t e  obl igatoireaient  l ' i n t e r v e n t i o n  

d'un hô te  interniédiaire  de s p é c i f i c i t é  é t r o i t e  : l a  planorbe, Bioniphalaria 

g l a b r a t a .  

Le niiracidiuni pénètre  au  niveau des  t e n t a c u l e s  de  l a  Planorbe pour niigrer 

jusque dans l 'hépatopancréas où il s e  t r a n s f o n i e  e n  sporocyste  priniaire.  

C e  sporocyste  produi t  à son t o u r  des  sporocys tes  f i l s  ( secondai res  v o i r e  

t e r t i a i r e s )  qu i  donnent na i s sance  à des  f u r c o c e r c a i r e s  i n f e s t a n t e s  pour l ' h ô t e  

ve r t éb ré .  



Ces fornies ul t inies  sont  l i b é r é e s  du niollusque p a r a s i t é ,  30 jours  à 40 

jou r s  ap rè s  l ' i n f e s t a t i o n  se lon  une chronobiologie  p réc i se .  

Les c e r c a i r e s  i n f e s t e n t  activenient l ' h ô t e  d é f i n i t i f  par  vo ie  t ranscutanée ,  

e l l e s  perdent a l o r s  l e u r  p a r t i e  caudale  e t  s e  t r a n s f o n i e n t  e n  schistosoniules.  

Ceux-ci migrent ve r s  l e s  pounions (5ènie jour )  p u i s  ve r s  l e  f o i e  (l lènie 

j ou r )  où i l s  deviennent matures. Vers l e  40ènie jour ,  l e s  schistosonies son t  

a d u l t e s  e t  l e  cyc l e  peut  s e  p e r p é t r e r  de nouveau pa r  une nouvel le  ponte.  

1 .1 .2 .Carac tér i s t iques  des  d i f f é r e n t s  s t ades  é v o l u t i f s  de 

schistosonia niansoni. 

I.1.2.a. l e  niiracidiuni. 

Le niiracidiuni e s t  niuni de c i l s  i n s é r é s  s u r  q u a t r e  rangées de plaques 

épiderniiques : c e  revêtelient f a c i l i t e  l a  nage e n  ni i l ieu aquatique. 

Un i n t e s t i n  b i lobé  ou s a c c u l a i r e  non fonc t ionne l  c o n s t i t u e  l ' a p p a r e i l  d i g e s t i f .  

L ' appa re i l  exc ré t eu r  possède qua t r e  c e l l u l e s  flannies. 

Deux glandes débouchent par  des  condui t s  de p a r t  e t  d ' a u t r e  de l ' ex t r én i i t é  

a n t é r i e u r e  r en f l ée .  E l l e s  produisent  une enzynie seniblable à c e l l e  p ré sen te  

chez l a  c e r c a i r e ,  ayant des  p r o p r i é t é s  l y t i q u e s  p e n i e t t a n t  l ' adhés ion  du 

niiracidiuni au niollusque. 

Le niiracidiuni e s t  niobile, doué de  niouvenients t r è s  v i f s  : dès  s a  s o r t i e ,  il 

recherche l ' h ô t e  dans l e q u e l  il cont inuera  son développe~ient .  



I . l .2 .b . les  sporocystes .  

Chez l ' h ô t e  in te rn iéd ia i re ,  l e  niiracidiuni perd son revêtenient c i l i é  e t  

s u b i t  une niétaniorphose r ég re s s ive  au cours  de l a q u e l l e  d i s p a r a i s s e n t  l a  

p l u p a r t  des  organes c a r a c t é r i s t i q u e s  du niiracidiuni. 

C e t t e  t ransformat ion  a b o u t i t  à un sporocyste ,  s ac  de  p lus i eu r s  c e n t a i n e s  

de niicrons,non niobile, contenant  des  c e l l u l e s  gerniinales disposées en  rangées 

l e  long de l a  pa ro i  ( O l i v i e r  e t  Mao, 1949). En f a i t ,  c e  sporocyste  e s t  renipli 

d 'un  jeune t i s s u  probablenient parenchyniateux q u i  donne p l ace  à une c a v i t é  

c e n t r a l e  ; on observe a l o r s  p l u s i e u r s  couches c e l l u l a i r e s  : 

. l a  p l u s  ex terne ,  un ép i thé l iun i  p r i m i t i f  e n  vo ie  de dégénérescence q u i  

fornie l ' a s s i s e  c e l l u l a i r e  ex terne .  

. une couche niusculaire à f i b r e s  c i r c u l a i r e s  e t  longi tudina les .  

. l a  p l u s  i n t e r n e ,  une a s s i s e  c e l l u l a i r e  forniée de deux types c e l l u l a i r e s  : 

-des c e l l u l e s  p a r i é t a l e s ,  p lus  nonibreuses, à protoplasnie lacuneux e t  

à noyaux c l a i r s .  

-des c e l l u l e s  gerniinales,  sphériques,  f i x é e s  à l a  base de l a  couche 

i n t e r n e  par  un pédoncule cytoplasniique. Ces c e l l u l e s  peuvent ê t r e  

l i b r e s  l o r s  d'une rup tu re  du pédoncule e t  fornier par  n i u l t i p l i c a t i o n  

une qiasse gen i ina l e .  On o b t i e n t  a i n s i  une deuxiènie généra t ion  de 

sporocystes .  

Ces sporocystes  sont  niobiles e t  niigrent dans l e s  glandes d i g e s t i v e s  e t  

dans l ' o v o t e s t i s  du niollusque. 

Dans l a  c a v i t é ' c e n t r a l e  de c e s  sporocystes  secondai res ,  on reconnaft  

nettenient l e s  c e r c a i r e s  q u i  vont niigrer à t r a v e r s  l e s  t i s s u s  de l ' h ô t e  e t  

émerger. 



FIGURE 1 



1.1.2.c.les c e r c a i r e s .  ( f i g u r e  1 )  

La c e r c a i r e  r ep ré sen te  l e  s t a d e  ul t inie  de  l a  n i u l t i p l i c a t i o n  asexuée 

é tud iée  ci-dessus.  E l l e  e s t  d e s t i n é e  3 s e  t ransformer e n  a d u l t e  chez l ' h ô t e  

ve r t éb ré  d é f i n i t i f .  

E l l e  e s t  forniée d 'une p a r t i e  a n t é r i e u r e  qu i  donnera l e  f u t u r  schistosoniule 

e t  d'une p a r t i e  pos t é r i eu re  forniée d'un appendice caudal  b i f i d e ,  organe 

loconioteur (Hockley, 1968 ; Race, Mart in ,  Moore e t  Larsh, 1971). 

La c e r c a i r e  e s t  l i n i i t ée  par  une nienibrane u n i t a i r e  c l a s s ique .  E l l e  possède 

deux ventouses,  l ' une  o r a l e  e t  l ' a u t r e  v e n t r a l e ,  c o n s t i t u é e s  de  deux couches 

niusculaires.  

La c e r c a i r e  e s t  l i b é r é e  du niollusque, 3 p a r t i r  de 27 jours  ap rè s  

i n f e s t a t i o n  se lon  une chronobiologie  p réc i se .  E l l e  e s t  a t t i r é e  v e r s  l ' h ô t e  

d é f i n i t i f  p a r  un chiniiotactisnie d é f i n i .  

Lors de  l a  péné t r a t ion ,  e l l e  perd s a  p a r t i e  caudale  e t  s e  transfornie en  

schistosoniule.  La p é n é t r a t i o n  e s t  f a c i l i t é e  par  des  s é c r é t i o n s  enzyniatiques 

qui  ronipent l e  cériient c e l l u l a i r e  e t  l e s  substances fondanientales de l 'épidernie 

(Lewert e t  Lee, 1954). Les p rodu i t s  de s é c r é t i o n s  sont  s tockés  dans l e s  

glandes a c é t a b u l a i r e s  (S t i r ewa l t  e t  Kruidener,  1961). 

La fu rcoce rca i r e ,  e n  p lus  de l ' a s p e c t  agent causa l  de l a  nialadie, e s t  un 

s t ade  iniportant du c y c l e  p u i s q u ' e l l e  fornie l a  cha rn i è re  e n t r e  l e s  s t ades  

asexués chez l e  niollusque e t  l e s  s t a d e s  sexués chez l ' h ô t e  d é f i n i t i f .  C 'est  en 

p lus  l e  s t a d e  ultinie de  l ' a n i p l i f i c a t i o n  pa r  n iu l t i p l i ca t ion  asexuée des  fornies 

l a r v a i r e s  : e n  e f f e t ,  un niollusque i n f e s t é  par  un s e u l  riliracidiuni éniet 

p l u s i e u r s  n i i l l i e r s  de c e r c a i r e s  de génotype ident ique .  



FIGURE 2 

SCHISTOSOMULES MECANIQUES 



FIGURE 3 

SCHISTOSOMULES J 1 1 



I . l .2 .d . les  schistosoniules.  ( f i g u r e s  2 e t  3) 

J u s t e  après  p é n é t r a t i o n  chez l ' h ô t e  d é f i n i t i f ,  l a  l a rve  correspond à l a  

c e r c a i r e  dont l a  p a r t i e  caudale ,  l e  ce11 c o a t  e t  l e s  glandes s é c r é t o i r e s  ont 

d i sparu .  Pendant l a  migra t ion  du p a r a s i t e  des  pounions vers  l e  f o i e ,  d e s  

changenients dans l e s  fonc t ions  b io logiques  e t  niorphologiques appa ra i s sen t  : 

notannient une r éduc t ion  e n  t a i l l e  e t  degré d e  t o r s i o n  du p a r a s i t e  a i n s i  qu'une 

réduct ion  de l 'anipl i tude des  niouvenients d ' é longa t ion  e t  de c o n t r a c t i o n  des  

ve r s  en t r a inan t  chez l e  schistosonie i n s t a l l é  dans l e  f o i e  l a  p e r t e  de  s a  

capac i t é  à niigrer dans d ' a u t r e s  organes (Wilson, Draskau, M i l l e r  e t  Lawson, 

1978). 

D'autres  t ravaux (Torpier ,  Capron e t  Capron, 1977 ; Torpier ,  Hirn,  Nirdé, 

De Reggi, Capron, 1982) niontrent que l e  coniplexe nienibranaire du schistosonie de 

11 jours ,  p résente  un phénoniène de desquaniation, coniparable au  processus de 

niue chez l e s  ar thropodes où c e s  niétaniorphoses sont  i n d u i t e s  par  des  hoi=iiones 

spéc i f iques ,  ecdysone e t  20-hydroxyecdysone. 

I .1.2.e.le schistosoliie adu l t e .  ( f i g u r e  4) 

Le niâle niesure 10  à 1 5 ~ ~ 1  de longueur e t  l n i n i  niaxiniuni de l a rgeu r .  Les bords 

de son corps s ' enroulen t  pour dé l in i i t e r  un cana l ,  d i t  canal  gynécophore, dans 

l e q u e l  s e  loge l a  fenielle.  Son corps  p l a t  possède un revêtenient rugueux du à 

l a  présence de p a p i l l e s  h é r i s s é e s  d 'ép ines .  

La fenielle ~ o s s è d e  un corps  cy l ind r ique  p lus  long que c e l u i  du nile. E l l e  

niesure de  15  3 20nni. Sa l a r g e u r  v a r i e  régulièrenient d 'avant en  a r r i è r e  

respectivenient de  100uni à 200~11. Le corps e s t  de t e i n t e  no i r e ,  due notannient à 

l a  présence des  g landes  v i t e l l o g è n e s  en  a c t i v i t é .  
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1.2.CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LA BIOLOGIE DE REPRODUCTION DU SCHISTOSOME. 

La connaissance de  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexue l l e  du schistosonie e t  de l a  

physiologie  du systènie de product ion d 'oeufs  e s t  donc ind ispensable  pour 

niet t re  en  p l ace  un processus de blocage de  l a  product ion d 'oeufs  e t  donc des  

a ian i fes ta t ions  pathologiques dues à l a  présence de  l 'oeuf  dans l 'organisnie 

(granulonies , héniorragies i n t e s t i n a l e s ) .  Notanmient l a  conipréhension du 

aiécanisnie de niaturat ion des  feniel les  e s t  néces sa i r e .  

Déjà l e  genre schistosonie s e  d i s t i n g u e  des  a u t r e s  Tréniatodes p a r  un 

diniorphisnie sexuel  ne t .  Les p a r t e n a i r e s  niâles e t  feniel les  p ré sen ten t  des  

organes sexuels  b i en  d i f f é r e n c i é s  dont l a  niorphologie généra le  actuel lenient  

connue correspondant aux deux schénias su ivan t s .  

1.2.1.Description de l ' a p p a r e i l  reproducteur  des  schistosonies. 

1 .2. l .a .Descript ion de l ' a p p a r e i l  g é n i t a l  niâle. ( f i g u r e  5) 

L 'appare i l  g é n i t a l  niâle e s t  s i t u é  dans l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du p a r a s i t e .  

Le t e s t i c u l e  p l u r i l o b é  e s t  r e l i é  au niveau de chaque p a r t i e  v e n t r a l e  des  l obes  

à un cana l  e f f é r e n t  dont l e  prolongenient s e  d i f f é r e n c i e  en  un c a n a l  dé fé ren t  

u n i  que. 

Ce cana l  s 'ouvre s e l o n  un p lan  d o r s o l a t é r a l  dans une vés i cu le  séniinale de  

fornie sphérique resseniblant à un l a r g e  conduit  de 35uni de dianiètre.  Cet te  

vés i cu le  e s t  r e l i é e  au tube du c i r r h e ,  de 8 à 9uni de dianiètre,  q u i  s 'ouvre 

dans l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du cana l  gynécophore. Aucune s t r u c t u r e  g l andu la i r e  

n 'a  é t é  observée au tou r  de ce  tube (Otubanjo, 1980). 



FIGURE 5 

REPRESENTATION DE L APPAREIL REPRODUCTEUR MALE 



FIGURE 6 
REPRESENTATION DE L APPAREIL REPRODUCTEUR FEMELLE 



Le processus de l a  sperniatogénèse chez l e s  schistosonies p a r a s i t e s  des  

huniains e s t  except ionnel  p a r  rappor t  aux a u t r e s  d igéniens  c a r  dans l e u r  ca s ,  

l e s  d i f f é r e n t s  s t ades  de développenient sont  r é p a r t i s  au  hasard dans l e s  

t e s t i c u l e s .  C e t t e  é tude niorphologique a é t é  r é a l i s é e  p a r  Severinghaus (1928) 

e t  confirniée pa r  des  t ravaux p l u s  r é c e n t s  u t i l i s a n t  un marquage 3 l a  thyniidine 

t r i t i é e  (Nollen, Floyd, Kolzow e t  Deters ,  1976). 

Le sperniatozoide niature, d é c r i t  p a r  Kitajinia,  Paraense e t  Correa (1976) e t  

p a r  J u s t i n e  e t  Mattei  (1981),  fornié d'une p a r t i e  a n t é r i e u r e  r e n f l é e  e t  d'une 

p a r t i e  p o s t é r i e u r e  c o n s t i t u é e  d'un f l a g e l l e  unique, ne possède pas d'acrosonie. 

La fécondat ion  s e  f e r a i t  a l o r s  p a r  f u s i o n  du plasnialenmie de l ' o v u l e  à pa ro i  

peu é p a i s s e  e t  du plasnialenmie du sperniatozoide (Burton, 1967). 

1 .2. l .b .Descript ion d e  l ' a p p a r e i l  g é n i t a l  feniel le  (Gonnert, 1955 ; 

Erasnius, 1973) ( f i g u r e  6) 

L ' appa re i l  g é n i t a l  feniel le  e s t  fornié d'un o v a i r e  où prennent naissance l e s  

oogonies qui  pa r  d i v i s i o n s  ni i tot iques success ives  donnent l e s  oocytes.  

Ceux-ci, sous l a  poussée d ' a u t r e s  élénients, gagnent l e  c e n t r e  de l 'o rgane  e t  

q u i t t e n t  l ' o v a i r e .  

I l s  sont  a l o r s  engagés dans un ovicapte  niusculeux e n  fornie d 'en tonnoi r  q u i  

r ep ré sen te  l e  début de l ' o v i d u c t e ,  c a n a l  à épi thé l iun i  à c i l s  v i b r a t i l e s .  Ains i  

l ' oeu f  progresse  dans l a  luniière de c e t  oviducte  pour a b o u t i r  dans l 'oo type ,  

d i l a t a t i o n  e l l i p s o i d a l e  d e  c e  cana l .  

Les ovules  fécondés p a r  l e s  sperniatozoides sont  s tockés  l o r s  de 

l 'accouplenient dans l e  r é c e p t a c l e  séniinal, a u t r e  d i l a t a t i o n  de l ' ov iduc te .  

Les s é c r é t i o n s  de l a  glande v i t e l l o g è n e  e t  de l a  glande de Mehlis a s su ren t  

l a  forniation de  l a  coque de l ' oeu f .  



D'un poin t  de  vue u l t r a s t r u c t u r a l ,  l e  systènie reproducteur  fenielle peut  ê t r e  

d i v i s é  en  t r o i s  p a r t i e s  : une p a r t i e  coniprenant l ' u t é r u s ,  l ' oo type  e t  l a  

glande de Mehlis ; une a u t r e  p a r t i e  coniprenant l ' o v a i r e  e t  l l o v i d u c t e  ; e t  une 

d e r n i è r e  p a r t i e  coniprenant l a  glande v i t e l l i n e  e t  l e  cana l  v i t e l l i n .  

Ce r t a ins  organes d e  l a  fenielle niature possèdent des  p a r t i c u l a r i t é s  

spéc i f iques  au  genre schistosonia : 

-Les c e l l u l e s  de  l a  glande de Mehlis pénè t r en t ,  pa r  p e r f o r a t i o n ,  dans 

l e  cana l  de l l o o t y p e .  

- l ' ova i r e  p ré sen te  deux zones d i s t i n c t e s  de  par  l e u r  contenu : l a  

p a r t i e  a n t é r i e u r e  renfernie l e s  oocytes  à t o u t  s t a d e  de niaturat ion e t  

l a  p a r t i e  p o s t é r i e u r e  contenant  l e s  ovules  ( s e l o n  Erasnius) ou l e s  

oocytes  pr iniaires  ( s e l o n  Nollen e t  a l . ,  1976, qu i  l e s  i d e n t i f i e n t  à 

ceux d ' a u t r e s  tréniatodes d igénét iques) .  Ces ovules  sont  c a r a c t é r i s é s  

p a r  l a  présence de granules  co r t i caux  typ iques  é l abo rés  à p a r t i r  des  

coniplexes de Golgi. 

-L1oviducte s e  subd iv i se  en  t r o i s  p a r t i e s  : un cana l  à revêtenient 

c i l i é ,  un c a n a l  non c i l i é  e t  une zone p a r t i c u l i è r e  où sont  s tockés  

l e s  sperniatozoides (correspondant au r é c e p t a c l e  séniinal d é c r i t  pa r  de  

nonibreux a u t e u r s ) .  On reniarquera que l e s  sperniatozoides s tockés  sont  

o r i e n t é s  de t e l l e  s o r t e  qu'on observe une a s s o c i a t i o n  t r è s  é t r o i t e  

e n t r e  l a  p a r t i e  a n t é r i e u r e  du sperniatozoide e t  l e s  c e l l u l e s  de  

1' oviducte.  

-La glande v i t e l l i n e  e s t  forniée de nonibreux lobu le s ,  chaque lobu le  

contenant  de nonibreuses c e l l u l e s  à d i f f é r e n t s  s t ades  de développenient 



Arbi t ra i rement ,  Eraslinis (1975 e t  1982) les a c l a s s é e s  e n  qua t r e  c a t é g o r i e s  : 

-Stade 1: l e s  c e l l u l e s  sont  i n d i f f é r e n c i é e s  e t  s i t u é e s  à l a  p é r i p h é r i e  du 

lobule .  Leur noyau e s t  grand pa r  rappor t  au volunie de l a  c e l l u l e .  Les 

coniplexes de Golgi sont  p r é s e n t s  n i a i s  l ' é l a b o r a t i o n  de granules  v i t e l l i n s  

n ' e s t  pas  ndse e n  évidence. 

-Stade 2 : les c e l l u l e s  déniarrent l e u r  a c t i v i t é  synthé t ique .  Le volunie 

cytoplasndque a augmenté. D e  p e t i t s  g r anu le s  p ro t é iques  sont  observés  e t  l e s  

coniplexes de Golgi sont  r a r e s .  

-Stade 3 : les c e l l u l e s  son t  en  p l e i n e  synthèse  pro té ique .  Le volunie 

cytoplasniique e s t  iniportant.  Les coniplexes de Golgi son t  p r é sen t s  e t  a s s o c i é s  

aux granu le s  v i t e l l i n s  q u i  fornieront l e s  co rpuscu le s s  v i t e l l i n s .  

-Stade 4 : l a  c e l l u l e  est coniplètenient niature. Les coniplexes de  Golgi  

p roduisen t  activenient les g ranu le s  v i t e l l i n s ,  p r écu r seu r s  des  corpuscules .  

Ceux-ci sont  abondants,  s i t u é s  à l a  p é r i p h é r i e  du cytoplasnie, i l s  sont  forniés 

de  granu le s  de t a i l l e  unifornie. On observe d e s  o r g a n i t e s  typ iques  de c e  s t a d e  

: l e s  corpuscules  l i p i d i q u e s  p a r f o i s  a s s o c i é s  3 du glycogène e t  les 

corpuscules  c a l c a i r e s  q u i  pou r r a i en t  jouer un r ô l e  dans l a  forniation d e  l 'oeuf  

(Erasnius e t  Davies, 1979). 



1.2 . l . c .Déf in i t ion  génét ique des  niâles e t  feqiel les  S.niansoni. 

Le génônie d e  Schistosonia niansoni e s t  c o n s t i t u é  de  h u i t  p a i r e s  de 

chroniosonies (2n = 16) que l ' o n  peut d i v i s e r  e n  t r o i s  groupes s e l o n  l a  t a i l l e  

(Short  e t  Grossnian, 1981). La niéthode du C.banding, perniettant de c o l o r e r  

l 'hétérochroniat ine c o n s t i t u t i v e  e t  de d i f f é r e n c i e r  au  niveau du chroniosonie des  

bandes sonibres d i t e s  bandes C, r évè l e  que l a  p a i r e  de  chroniosonies n02  de l a  

fenielle e s t  hé té ro logue  : e n  e f f e t  l ' u n  des  chroniosonies, d i t  chroniosonie W ,  

p résente  en p l u s  de l 'hétérochroniat ine du centromère, un a u t r e  bloc 

d'hétérochroniatine. La p a i r e  de chroniosonies n02  du nGle ne p ré sen te  pas  c e t t e  

disseniblance (Shor t  e t  Grossnian, 1981). Ains i  c e t t e  p a i r e  de chroniosonies n02 

e s t  considérée conmie l e s  chroniosonies sexuels .  La feqielle e s t  donc 

hétéroganiétique (ZW) e t  l e  niâle honioganiétique (ZZ). Actuellenient, l e s  

techniques de b io log ie  nioléculaire perniettent d 'approfondir  l e s  connaissances 

s u r  l e  génônie de S.liiansoni. Des é tudes  d ' hybr ida t ion  montrent que l a  t a i l l e  du 

8 
génônie haploide de  S.niansoni e s t  d ' à  peu p r è s  2,7.10 p a i r e s  de  bases .  Ceci 

représente  envi ron  l e  dixiènie de l a  t a i l l e  du génônie de l a  p lupa r t  des  espèces 

9 
~iianniifères (5,5.10 p a i r e s  de bases)  e t  l a  niênie t a i l l e  que c e l l e  du génôsie des  

8 
éponges (1.10 p a i r e s  de bases) .  On reniarque a u s s i  que l e s  séquences de D.N.A. 

son t  au nonibre de deux, r é p é t i t i v e s  e t  uniques.  Ains i  à p a r t i r  de c e s  

c r i t è r e s ,  on c o n s t a t e  que l a  t a i l l e  du génôriie e s t  conipatible avec c e l l e s  des  

a u t r e s  génônies d 'eucaryotes  (Sinipson, Sher ,  e t  Mac Cutchan, 1982). 



1.2.l.d.Com~ortement sexuel des schistosomes. 

On sait que les schistosomules arrivent dans le foie après migration dans 

l'organisme de l'hôte et ceci sans être accouplés. C'est au niveau du foie que 

les jeunes adultes atteignent leur maturité, s'accouplent et migrent dans les 

veines mésentériques de l'hôte. En fait la chronologie exacte de leur 

migration fait l'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 l'étude de Awwad 

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

attirés vers un dialysat fécal en système in vitro que des vers non accouplés . 

De nombreux auteurs (Fairley, 1920 ; Faust et al., 1930) concluent à un 

accouplement polygame et temporaire pour les femelles qui quittent les mâles 

pour pondre. D'autres auteurs (Kitajima et al., Nollen et al., 1976) assurent 

que la copulation par les mâles est rapide et continue . 

1.2.2.Formation et description des oeufs. 

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

d'oeufs, une centaine par jour. Bien que l'oeuf soit un agent très pathogène 

dans la bilharziose, la physiologie de la production d'oeufs est très peu 

connue, notamment les mécanismes biochimiques responsables de la formation de 

l'oeuf. En fait, on suppose qu'ils sont à peu près identiques des mécanismes 

déjà connus chez d'autres Plathelminthes . , 



La fécondat ion  s e  r é a l i s e  souvent au niveau de l ' oocy te ,  pa r  p é n é t r a t i o n  

du speraiatozoide e n t i e r  dans l 'oocyte .  A c e  nionient, on observe l ' e x p u l s i o n  des  

g lobu le s  p o l a i r e s  qui  t r a d u i t  l a  f i n  de  l a  niéiose de  l 'oocyte .  Des c e l l u l e s  

n o u r r i c i è r e s  d ' o r i g i n e  v i t e l l i n e ,  anienées dans l ' oo type  par  c o n t r a c t i o n  de 

l ' ov iduc te ,  en tourent  l'eaibryon e t  l u i  a s su ren t  sa cro issance  . 

La preniière d i v i s i o n  de l 'oeuf  e s t  i n é g a l e  : on o b t i e n t  une grande c e l l u l e  

d i t e  ectoderniique e t  une c e l l u l e  p l u s  p e t i t e  d i t e  propagat r ice .  La c e l l u l e  

ectoderniique s e  d i v i s e  a l o r s  que l a  c e l l u l e  propagat r ice  n ' e s t  pas  encore en 

a c t i v i t é  ni i tot ique e t  e s t  r e j e t é e  à l ' u n  des  pôles .  P lus  t a r d  e l l e  donnera 

deux c e l l u l e s  l ' u n e  donnant l a  l i g n é e  des  c e l l u l e s  gerndnales ,  l ' a u t r e  l a  

l i g n é e  soniatique qu i  engendrera l e  corps  du niiracidiuni. 

1.2.2.b.la coque de l 'oeuf  . 

Les s é c r é t i o n s  de l a  glande v i t e l l o g è n e  e t  de l a  glande de Mehlis a s su ren t  

l a  forniation de l a  coque de l ' oeu f .  En f a i t  l a  glande de Mehlis ou glande 

c o q u i l l i è r e ,  nianchon c e l l u l a i r e  en tourant  l ' oo type ,  a  un r ô l e  a s sez  nia1 connu: 

les s é c r é t i o n s  de c e t t e  glande pern ie t t ra ien t  l a  l i q u é f a c t i o n  des  g lobu le s  

v i t e l l i n s  qu i  s ' é t a l e r a i e n t  a l o r s  au tour  de  l'enibryon e t  des  c e l l u l e s  

v i t e l l i n e s  pour foraier une nienibrane niince, ébauche de l a  coque. Les p ro t é ines  

v i t e l l i n e s  sub i s sen t  e n s u i t e  un tannage q u i  augmente l a  r é s i s t a n c e  niécanique 

e t  chiniique de l a  c o q u i l l e  f avo r i san t  une p r o t e c t i o n  con t r e  l e s  a t t a q u e s  

enzyniatiques l o r s  du passage dans l ' i n t e s t i n .  





La phénol oxydase semblera i t  ê t r e  un des  c a t a l y s e u r s  niajeurs du tannage 

des  p ro t é ines .  L 'ac t ion  de  c e t t e  enzynie e s t  de fornier des  quinones 3 p a r t i r  de 

L-tyrosine, ou de L-DOPA ou encore d ' a u t r e s  s u b s t r a t s  phénoliques,  c e s  

quinones se rvan t  d ' in te rn iéd ia i res  dans l a  polyniér isat ion des  p ro t é ines  (Seed, 

Boff e t  Bennet, 1978). 

En f a i t  l e  tannage des  oeufs  des  helniinthes e s t  basé s u r  l e  systènie des  

i n s e c t e s  : l e s  phénols d é r i v é s  de  l a  t y r o s i n e  sont  oxydés en  quinone par  l a  

phénolase (1) .  La quinone e n s u i t e  s e  l i e  aux p r o t é i n e s  au  niveau des  

groupenients a ~ i i n o - l i b r e s  (2) .  ( f i g u r e  7) 

Ceci a é té  largenient déniontré histochinülquenienient p a r  des  t e s t s  s u r  l e s  

p r o t é i n e s ,  l e s  phénols e t  l a  phénolase ( B e l l  e t  Sniyth, 1958 ; Sniyth, 1954). De 

p l u s  c e t  enzynie exclusivenient s i t u é  chez l a  femel le  senible ê t r e  inh ibé  pa r  des  

drogues t e l l e s  que l e  d ié thyl th iocarbania te  qu i  i nh iben t  l a  product ion d ' oeu f s  

(Seed e t  a l . ,  1978) . Actuellenient l a  phénolase provenant de schistosonia 

aiansoni a é t é  i s o l é e  e t  c a r a c t é r i s é e  (Seed e t  Bennet, 1980). 

1.2.2.c.ponte e t  niaturat ion des  oeufs .  ( f i g u r e  8)  

L'oeuf e s t  de fornie e l l i p s o i d a l e ,  de t e i n t e  jaune-brun. Il possède un 

éperon l a t é r a l  qui  l u i  perniet de r é s i s t e r  au courant  sanguin. 

Chez l e s  aniniaux i n f e s t é s  par  schistosonia niansoni , l a  ponte débute v e r s  

l e  30ènie jour  de l ' i n f e s t a t i o n .  Une période de 6 j ou r s  e s t  encore nécessa i re  

pour que l'enibryon s o i t  totalenient fornié e t  s e  développe en un niiracidiuni . 



FIGURE 8 

DEUX YTPDEZ EXTREMES DE LA MATURATION DES OEUFS DE S.MANSON1. 

1-Oeuf immature m o n t r a n t  un embryon en developpement. G r .  2 0 ~ 1 2 . 5 .  

2-Oeufs complètement matures  p r é s e n t a n t  des m i  r a c i d i e s  ( f l è c h e s ) .  G r .  3 2 ~ 1 2 . 5 .  



Beaucoup d 'oeufs  sont  re tenus  dans l e s  t i s s u s  : ce  sont  l e s  oeu f s  non 

f e r t i l e s  de p e t i t e  t a i l l e ,  t r è s  souvent déforniés e t  n ' abou t i s san t  pas  à l a  

niaturation. Les oeufs  a s su ran t  l a  con t inua t ion  du cyc le  sont  appelés  oeufs  

v i ab le s .  Ceux-ci deviendront  niatures e t  cont iendront  une n i i rac id ie  p a r f a i t e ,  

p r ê t e  3 éc lo re .  

L 'éclosion s e  r é a l i s e  dans l ' e a u  douce, à l a  tenipérature de 30°C : l e  

niiracidiuni soulève un opercule  s i t u é  à un pôle  de  l 'oeuf  (Higgins e t  Opitz,  

1983) dont on d i s t i n g u e  au  niicroscope l a  l i g n e  de  f r a g i l i s a t i o n .  

1.2.3.Maturation sexue l l e  . 

1.2.3.a.Description du dysfonctionnenient de l ' a p p a r e i l  reproducteur  

f  eve l l e .  

Le systènie reproducteur  f  enielle de Schistosonia niansoni e s t  

par t icu l iè ren ien t  per tubable.  Déja, des  t ravaux ont  r évé l é  que de nonibreux 

f a c t e u r s  i n t e r v e n a i e n t  au  niveau du dysfonctionnenient du systènie reproducteur  

des  schistosonies feniel les ,  e n t r e  a u t r e s  l e  réginie a l in ien ta i re  de l ' h ô t e ,  

c e r t a i n e s  drogues u t i l i s é e s  en  chini iothérapie  (Machado, Da S i l v a  e t  

Pe l l eg r ino ,  1970),  l e s  horniones de l ' h ô t e  (Berg, 1957 ; Davies e t  Jackson, 

1970 ; Barrabès,  Duong e t  Conibescot, 1979) e t  l ' i solenient  sexuel  du p a r a s i t e  

(Erasnius, 1973 ; Shaw, 1977) . 
De nonibreuses é tudes  ont  niontré que notanmient l o r s  d'une i n f e s t a t i o n  

unisexuée, une c ro i s sance  e t  un développenient anorniaux sont  observés.  



Erasmus (1973 ; 1982) décrit un dysfonctionnement de l'appareil 

reproducteur femelle lors de ces infestations : 

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

- l'ovaire est plus petit que celui des femelles matures de même âge. Il 
possède des cellules de petit diamètre qui ressemblent aux oocytes des 

femelles matures, sans toutefois posséder de nucléole ni d'amas 

d'hétérochromatine. Ces oeufs ne possèdent pas de granules corticaux 

typiques. 

- on note l'absence de spermatozoides dans l'oviducte. 
- la glande vitelline n'est pas parfaitement différenciée en lobules 

vitellins. En fait, on observe des cellules indifférenciées réparties 

autour d'un caecum central. 

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

même façon que chez la femelle mature provenant d'infestation bisexuée. 

On remarque que le dysfonctionnement du système reproducteur femelle lors 

de l'infestation unisexuée n'est pas assimilable à celui lors de l'immaturité 

du système reproducteur des femelles jeunes (30 jours après infestation) 

provenant d'infestation bisexuée. La comparaison entre ces deux types de 

femelles révèle que : 

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

chez les femelles immatures contrairement au canai des femelles unisexuées. 



-au niveau des ovaires des femelles immatures, les complexes de Golgi sont 

associés à de petits granules, futurs granules corticaux typiques de 

l'oeuf. 

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

bien différenciés et contiennent des cellules à tous les stades de 

maturation. 

Ainsi on peut conclure que l'absence du mâle entraîne deux différences 

morphologiques au niveau du système reproducteur femelle : 

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

dépourvus de ces granules corticaux typiques. 

-les cellules vitellines sont totalement inaptes à devenir matures. 

Alors que les femelles des deux types présentent des différences bien 

nettes, les mâles paraissent identiques. On peut seulement noter que Lennox et 

Schiller (1972) décrivent des mâles unisexués, plus petits que les mâles 

bisexués, et à sexualité rudimentaire, qui atteindraient une taille normale 

après plusieurs accouplements. 

1.2.3.b.Rôle du mâle dans le développement de la femelle. 

Les observations ci-dessus faites par Erasmus (1973) et d'autres 

observations du même genre (Armstrong, 1965 ; Michaels, 1969) traduisent chez 

les femelles lors d'infestation unisexuée, une absence de stimulus essentiel à 

l'initiation de la maturation sexuelle liée à l'absence du mâle qui joue donc 

un rôle très important dans le fonctionnement de la femelle S.mansoni. 



Des t ravaux p lus  r é c e n t s  p réc i sen t  l a  na tu re  du r ô l e  du niâle sans  

t o u t e f o i s  é c l a i r c i r  l a  n a t u r e  du f a c t e u r  de niaturation. En f a i t ,  l e  niâle e s t  

néces sa i r e  non seulenient pour l a  niaturation i n i t i a l e  du systènie reproducteur  

feniel le  niais a u s s i  pour l a  con t inua t ion  de l a  product ion du m a t é r i e l  v i t e l l i n  

e t  d 'oeufs  v i ab le s ,  t o u t  l e  long de  l a  v i e  de l a  fenielle.  En e f f e t ,  Clough 

(1981) a é t u d i é  niorphologiquenient des  feniel les  niatures t r ansp lan tées  en  

l ' absence  de niâle. L 'au teur  c o n s t a t e ,  ap rè s  9 j ou r s  de t r a n s p l a n t a t i o n ,  une 

dégénérescence év idente  du systènie reproducteur  : l e  n ia té r ie l  v i t e l l i n  devien t  

d i f f u s ,  l e s  v i t e l l ogènes  dégénèrent e t  s e  décolorent .  La product ion d'oogonies 

au niveau des  ova i r e s  e s t  interronipue, niênie s i  des  sperniatozoides son t  encore 

p ré sen t s  dans l ' ov iduc te .  Toutefo is ,  c e t t e  dégénérescence e s t  r é v e r s i b l e  e t  

apparennient ne présente  pas  de  donmiage d é f i n i t i f  au  niveau du systènie 

reproducteur .  Floyd e t  Nollen (1977) ont  observé l a  niêiie dégénérescence r ap ide  

d e s  ova i r e s  e t  des v i t e l l o g è n e s  des  feniel les  bisexuées t r ansp lan tées  e n  

i n f e s t a t i o n  unisexuée : a p r è s  6 jours  de t r a n s p l a n t a t i o n ,  l e s  a u t e u r s  no ta i en t  

l ' absence  de  t r a c e  d'oogénèse e t  de v i t e l l ogénèse  chez c e s  fenielles 

t r a n s p l a n t é e s  en i n f e s t a t i o n  unisexuée ; des  changenients sont  observés au bout 

de deux jou r s  de t r a n s f e r t  au niveau de l a  glande v i t e l l i n e .  On reniarque une 

a l t é r a t i o n  de  l a  coniposition s t r u c t u r a l e  des  c e l l u l e s  v i t e l l i n e s  ; l e s  

c e l l u l e s  v i t e l l i n e s  e n  voie  de développenient s e  f o n t  r a r e s  e t  l e s  l obu le s  

cont iennent  su r tou t  des  c e l l u l e s  S1 e t  des  c e l l u l e s  S4 qui  peuvent p ré sen te r  

des  corpuscules  v i t e l l i n s  en  voie  de désaggrégat ion.  Après 14 jours  de 

t r a n s p l a n t a t i o n ,  l e s  c e l l u l e s  S4 sont  t o t a l even t  anorniales e t  l e s  c e l l u l e s  

niortes deviennent t r è s  abondantes. Parallèlenient à l a  dégénérescence de l a  

glande v i t e l l i n e ,  on no te  c e l l e  de l ' o v a i r e  p a r t i r  du septièqie jour  de 

t r a n s p l a n t a t i o n  qui  s e  t r a d u i t  par  une présence de  n ia té r ie l  f i b reux  dans 

l ' ép i thé l iun i  basa l  e t  l a  niort c e l l u l a i r e  de noliibreux oocytes.  



Ainsi b ien  que l e s  c e l l u l e s  v i t e l l i n e s  p ré sen te s  avant  l e  t r a n s f e r t  

cont inuent  l e u r  développenient, l a  d i f f é r e n c i a t i o n  de  nouvel les  c e l l u l e s  S1 

ces se .  On reniarque que l e s  changenients de l a  glande v i t e l l i n e  sont  l e s  niêriies 

que ceux obtenus l o r s  de l a  présence de drogues an t i s ch i s to sonda le s  (Erasnius 

e t  Popie l ,  1980 ; Popie l  e t  Erasnius, 1981 a )  : on peut conclure que c e t t e  

dégénérescence de l a  g lande  v i t e l l i n e  e s t  une réponse h a b i t u e l l e  à des  

cond i t i ons  anorniales q u e l l e s  q u ' e l l e s  s o i e n t .  Par  con t r e ,  l a  r ég re s s ion  de 

l ' o v a i r e  dépendrai t  uniquenient de  l ' absence  du niâle (Popie l ,  C i o l i  e t  Erasnius, 

1984). 

La présence du nGle n ' i n t e r v i e n d r a i t  pas  seulenient s u r  l e  développenient 

reproducteur  de l a  ferilelle n i a i s  a u s s i  s u r  son développe~ient  soniatique : e n  

e f f e t  l e s  fenielles provenant d ' i n f e s t a t i o n  unisexuée e t  l e s  fenielles inniatures 

son t  p lus  p e t i t e s  que l e s  f e l i e l l e s  niatures. E l l e s  ob t iennent  une t a i l l e  

i den t ique  à c e l l e s  des  feniel les  niatures, e n  présence de nGle (Erasnnis, 1973 ; 

Shaw e t  E ras~ ius ,  1981 ; Shaw ; Marshall  ; Erasnius, 1977).  Inversenient, lo rsque  

des  fenielles niatures sont  t r ansp lan tées  en  i n f e s t a t i o n  unisexuée, e n  p l u s  de 

l a  dégénérescence du systènie reproducteur ,  on observe une réduct ion  de l a  

t a i l l e  de  c e s  vers  (Pop ie l ,  C i o l i  e t  Erasnius, 1984). 



1.2.3.c.Nature du f a c t e u r  de niaturation 

La n é c e s s i t é  de l a  présence du niâle pour o b t e n i r  un développenient e t  une 

t i a t u r i t é  s exue l l e  chez l e s  schistosonies e s t  actuel lenient  adniise puisque de  

nonibreux f a c t e u r s  jusqu 'a  c e  jour  e n  ténioignent (Arnistrong, 1965 ; Michaels,  

1969 ; Erasnius, 1973, Shaw e t  Erasnius, 1981 ; Clough, 1981 ; Popiel ,  C i o l i  e t  

Erasnius, 1984). 

Quand l a  fenielle e s t  s t iniulée pa r  l e  niâle pour t e n i i n e r  s a  niaturat ion 

sexue l l e ,  un l a r g e  progrannie de d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  de d i f f é r e n c i a t i o n  e t  de 

c ro i s sance  s ' é t a b l i t  avec une éven tue l l e  niaturat ion de l a  glande v i t e l l i n e  : 

par  con t r e ,  l a  na tu re  du s t iniulus  i ndu i san t  c e t t e  t i a tura t ion  r e s t e  inconnue. 

Le f a i t  de l ' in iportance du niâle dans l e  développenient de l a  fenielle a 

condui t  de nonibreux a u t e u r s  à s e  deniander s i  l ' inséni ina t ion  ne s e r a i t  pas  l e  

s t iniulus  niajeur de l ' i n i t i a t i o n  de l a  niaturation. Notannient, Moore, Yol les  e t  

Meleney (1954) émet ta ien t  l 'hypothèse  qu'une subs tance  hornionale é t a i t  

transniise du niâle à l a  feniel le  avec l e s  sperniatozoides e t  i l s  n ' é c a r t a i e n t  pas  

l ' i d é e  que l e  sperniatozoide lui-niênie pouvait  i n d u i r e  l a  niaturation. 

Actuellenient, à p a r t i r  de p l u s i e u r s  t ravaux,  c e t t e  t h é o r i e  peut ê t r e  é c a r t é e  : 

Arnistrong (1965) e t  Michaels (1969) montrent que des  niâles s t é r i l i s é s  par  

des  rayons X s t iniulent  a u t a n t  l e s  feniel les  que des  niâles f e r t i l e s .  Ce t t e  

expér ience  i n t é r e s s a n t e  ne peut à e l l e  s e u l e  é l imine r  l 'hypothèse  é~i i ise  c a r  

l e s  niâles ne sont  peut -ê t re  pas s t é r i l i s é s  t o t a l e v e n t .  

Erasnius (1973) niet e n  évidence par  .iiicroscopie é l ec t ron ique  l ' absence  de 

çperniatozoides dans l ' o v i d u c t e  des  feniel les  unisexuées,  niais a u s s i  dans c e l u i  

des  feniel les  bisexuées inniatures qu i  pour tan t  possèdent un systènie 

reproducteur  coniplet en  vo ie  de niaturation. 



De niênie, l a  présence d e  spenia tozoides  dans l ' o v i d u c t e  de fenielles bisexuées 

t r ansp lan tées  en i n f e s t a t i o n  unisexuée n'enipêche pas l a  dégénérescence du 

systènie reproducteur  feniel le  (Clough, 1981). Un exanien u l t r a s t r u c t u r a l ,  

r é a l i s é  pa r  Shaw (1977),  de feniel les  unisexuées accouplées  à des  niâles niontre 

que l a  présence du sperniatozoide au  niveau de l a  fen ie l l le  n ' e s t  pas  

e s s e n t i e l l e  pour l ' e n t r é e  en  a c t i v i t é  des  g landes  v i t e l l i n e s .  D'après t o u t e s  

c e s  observat ions,  on peut  donc conclure  que l ' inséni ina t ion  n ' e s t  pas un 

s t iniulus  niajeur dans l ' i n i t i a t i o n  de l a  niaturation. 

En f a i t ,  l e  succès de  l a  reproduct ion e t  p l u s  précisénient de  l a  niaturat ion 

de  l a  fenielle e s t  l i é  certainenient à des  niécanisnies dépendants l e s  uns d e s  

a u t r e s .  D ' a i l l e u r s ,  ac tue l lement ,  l e s  deux t h é o r i e s  à propos de l ' i n i t i a t i o n  

de l a  niaturation, s e r a i e n t  néces sa i r e s  t o u t e s  l e s  deux ; l e  preniier niécanisnie 

ne pouvant i n i t i e r  l e  développenint sexuel  de l a  fenielle sans l a  r é a l i s a t i o n  de 

l ' a u t r e  niécanisnie e t  vice-versa.  

La première hypothèse supposée i n t e r v e n i r  dans l e  déclenchenient du 

développenient de l a  feniel le  e s t  basée s u r  un c o n t a c t  physique avec l e  &le .  

Une é tude  r é a l i s é e  i n  v i t r o  pa r  Shaw (1977) ind ique  une niise en  a c t i v i t é  des  

systènies g l andu la i r e s  de  l a  fenielle unisexuée l o r s q u ' e l l e  e s t  en  présence de 

~ G l e s .  Il cons t a t e  p l u s  précisénient que s e u l e s ,  l e s  fenielles ayant  r é s i d é  dans 

l e  cana l  gynécophore du niâle présenten t  des  c e l l u l e s  v i t e l l i n e s  à 

développenient nornial, s ans  que l a  présence du sperniatozoide ne s o i t  requise .  

L ' e f f e t  i n i t i a l  du con tac t  physique e n t r e  l e s  deux pa r t ena i r e s  s e r a i t  donc 

d ' a c t i v e r  l a  forniation des  corpuscules  v i t e l l i n s  à l ' i n t é r i e u r  des  c e l l u l e s  

v i t e l l i n e s  e t  d'augnienter l a  synthèse des  c e l l u l e s  de l a  glande de Mehlis. 



Den Hollander et Erasmus (1985) par l'étude des variations du taux de synthèse 

du D.N.A. au niveau des différents adultes S.mansoni montrent aussi que le 

contact physique est nécessaire à l'initiation de la maturation. Pendant les 

premières 24 heures de mise en présence de femelles unisexuées avec des mâles, 

les auteurs notent une augmentation du taux de synthèse de D.N.A., traduisant 

un début de différenciation des cellules vitellines, augmentation identique 

chez les femelles accouplées ou non. Par contre, après 48 heures de mise en 

présence,ils remarquent que l'accouplement devient nécessaire à la 

continuation de l'augmentation du taux de synthèse de D.N.A., c'est à dire à 

la continuation du développement des cellules vitellines. Ainsi donc, un 

contact physique quelqu'il soit au niveau de la surface du mâle provoquerait 

la stimulation initiale pour le développement de la femelle, qui ne pourrait 

s'achever, seulement si un accouplement Correct se réalise. Ces observations 

impliquent que des récepteurs doivent être situés à la surface de la femelle 

et que l'activation, lors du contact physique entre les deux sexes, soit 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 mâle. Si des récepteurs sont de nature chimique, il doit 

exister un transfert d'une substance du mâle vers la femelle, qui initierait 

une zone localisée de la femelle. 

Cette idée de transfert d'une substance du mâle vers la femelle est 

commune aux deux hypothèses de l'origine de la maturation sexuelle, la 

deuxième théorie suggérant un mécanisme d'origine purement chimique. 



La p o s s i b i l i t é  que l e  f a c t e u r  de niaturat ion s o i t  hunioral (hornione ou 

phéronione) e s t  suggérée pa r  des  é tudes  a n t é r i e u r e s  i nc luan t  c e l l e s  de 

Severinghaus (1928) e t  de Moore, Yolles  e t  Meleney (1954). Les t ravaux 

dtArrlistrong (1965) e t  de Michaels (1969) concluent  que l e  niâle c o n t r ô l e  l e  

développenient sexuel  e t  l a  t a i l l e  de l a  feniel le  ; c ' e s t  pourquoi i l s  suggèrent 

l ' e x i s t e n c e  d'une phéronione q u ' i l s  d é f i n i s s e n t  de  l a  façon su ivante  : c ' e s t  

une substance s é c r é t é e  pa r  des  i nd iv idus  qu i ,  perçue au niveau d ' i nd iv idus  

conspéc i f iques ,  e n t r a î n e  une réponse au niveau du coniportenient ou du 

développenient de c e s  d e r n i e r s .  

Shaw, Marshall  e t  Erasnius (1977) observent  qu'en c u l t u r e  i n  v i t r o  des  

e x t r a i t s  éther-acétone i n i t i e n t  l e  développenient des  c e l l u l e s  v i t e l l i n e s  e t  

s t inni lent  l a  c ro i s sance  des  fenielles provenant d ' i n f e s t a t i o n  unisexuée ; un 

développenient s i n i i l a i r e  n ' e s t  pas observé par  des  e x t r a i t s  de feniel le ,  ou de 

n a l e s  e t  de feniel les  ensenible ou encore par  un ni i l ieu dans l e q u e l  l e  n a l e  a 

é t é  n i i s  en  c u l t u r e .  En f a i t  l ' e x t r a i t  de  niâles augmenterai t ,  chez l a  fenielle 

unisexuée, l a  q u a n t i t é  de ty ros ine  qu i  e s t  u t i l i s é e  sélectivenient p a r  l e s  

c e l l u l e s  v i t e l l i n e s  pour l a  synthèse des  p r o t é i n e s  c o q u i l l i è r e s  (Pop ie l  e t  

Erasnius, 1981). 

L 'exis tence de phéronione chez S.niansoni e s t  a u s s i  suggérée par  

l ' obse rva t ion  de l ' a t t r a c t i o n  sexue l l e  e n t r e  l e s  deux sexes,  coniparativenient à 

l ' é t u d e  r é a l i s é e  chez l e s  néniatodes e t  l e s  i n s e c t e s .  Les t ravaux de Sh i r az i an  

e t  de  S c h i l l e r  (1982), notannient, ind iquent  non seulenient que l e s  sexes  

opposés sont  a t t i r é s  l ' u n  v e r s  l ' a u t r e ,  niais q u ' i l s  p ré fè ren t  s ' accoupler  avec 

l e u r s  p a r t e n a i r e s  i n i t i a u x .  



Quant aux travaux d' Impéria, Fried et Eveland (1980) qui concluent à 

l'émission d'une phéromone par le mâle, ils doivent être considérés avec 

réserve car leurs résultats présentent certaines lacunes telles qu'un temps 

d'incubation court (quatre heures seulement) et que l'absence d'explication 

sur le fait que trois mâles sont moins effectifs qu'un mâle pour attirer les 

femelles. 

Une substance stimulante serait donc transmise directement du mâle il la 

femelle ; un contact intime étant nécessaire pour éviter la dilution de 

l'agent stimulateur, ce qui expliquerait l'absence de stimulation des femelles 

unisexuées par un milieu où le mâle a séjourné (Shaw, Marshall et Erasmus, 

1977). 

La nature de cette substance pourrait aussi être d'origine nutritionnelle; 

des travaux récents insistent sur l'importance du mâle au niveau de l'apport 

de métabolites à la femelle : 

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

possèdent plus de glucose que des mâles et des femelles non accouplés, la 

différence entre "accouplé" et "non accouplé" étant très nette chez la 

femelle. De même, le glycogène est plus abondant chez les mâles seuls ce qui 

ferait penser à la possibilité d'un transfert de carbohydrates du mâle vers la 

femelle. Les auteurs concluent à la nécessité d'un transfert continu du 

glucose pour maintenir une croissance normale de la femelle. 

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

l'importance du facteur nutritionnel dans la maturation normale des femelles. 



Atkinson e t  Atkinson (1980) t rouvent  qu'une p ro t é ine  niajeure de 66 kDa 

syn thé t i s ée  par  l e  niâle e s t  t r a n s f e r r é e  à l a  fenielle. Ces a u t e u r s  niettent en 

évidence c e  t r a n s f e r t  chiniique d i r e c t  a p r è s  incubat ion  d'un niâle dans un 

niil ieu contenant  de l a  l euc ine  niarquée au  carbone 14 e t  ap rè s  accouplenient 

pendant 1 8  heures  avec des  feniel les  non niarquées. Après s épa ra t ion  des  

couples,  une é lec t rophorèse  PAGE e n  présence de S.D.S. e t  s u i v i e  d'une 

f luorographie  e s t  r é a l i s é e  s u r  chaque é c h a n t i l l o n  de sexe d i f f é r e n t .  Cet te  

technique niet en évidence une bande de 66 kDa représentan t  l e  polypept ide l e  

p lus  abondant chez l a  fenielle. O r  c e  p rodu i t  p a r t i c u l i e r  n ' e s t  s y n t h é t i s é  que 

chez l e  niâle. C'est  pourquoi l e s  a u t e u r s  ont  pensé à un t r a n s f e r t  de c e  

polypept ide du niâle 3 l a  feqielle,  q u i  n é c e s s i t e  obl igatoirenient  une r e l a t i o n  

intinie e n t r e  l e s  deux sexes.  On c o n s t a t e  a u s s i  qu'aucune évidence s u r  l ' a c t i o n  

de ce  polypept ide s u r  l e  développenient s exue l  de l a  feniel le  n ' a  é t é  f a i t e .  

Actuellenient, c e  r é s u l t a t  e s t  p l u s  ou nioins con te s t é  pa r  des  t ravaux p lus  

r écen t s  t e l  que c e l u i  de Popiel  e t  Basch (1984). A p a r t i r  de l a  niênie 

technique, l e s  a u t e u r s  ne re t rouvent  pas l e  r é s u l t a t  d 'Atkinson e t  a l .  : l a  

bande de 66 kDa ne représente  pas  l e  polypept ide l e  p l u s  abondant chez l a  

fenielle. Ce t t e  bande e s t  d ' i n t e n s i t é  coniparable chez l e s  nlâles, l e s  fenielles 

na tu re s  e t  l e s  feaiel les  unisexuées.  Les a u t e u r s  n 'ont  pas  r é u s s i  à déniontrer 

une d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  niâles e t  l e s  feniel les  dans l a  c a p a c i t é  de synthèse de 

c e  polypept ide de 66 kDa. Par c o n t r e  i l s  niettent e n  évidence une a u t r e  bande 

de 50 kDa envi ron  chez l a  fenielle norniale. On peut t e n t e r  d ' exp l ique r  c e s  

c o n t r a d i c t i o n s  e n t r e  l e s  deux t ravaux par  une d i f f é r e n c e  de pro tocole  dans l a  

technique ou par  l ' u s a g e  de souches de p a r a s i t e s  d i f f é r e n t e s  ou encore par  

l 'usage  de  niil ieux de c u l t u r e  d i f f é r e n t s .  



D'aut res  t ravaux appor ten t  a u s s i  l a  preuve que l e s  p ro t é ines  peuvent ê t r e  

s u s c e p t i b l e s  de jouer  un r ô l e  dans l a  niaturation des  fenielles.  Par  exeniple, 

Arons te in  e t  Strand (1983) ont  observé un re la rgage  spéc i f ique  des  

g lycopro té ines  s e lon  l e  sexe du schistosonie e t  notannient une g lycopro té ine  

r e l a rguée  par  l e s  feriielles, de poids nioléculaire  de 66 kDa e t  de pH 4.7-4.5. 

Ce t t e  é tude  a  é t é  r é a l i s é e  à p a r t i r  des  p ro t é ines  niarquées niétaboliquenient 

avec de  l a  niéthionine s ~ ~ .  L'analyse s ' e s t  basée à p a r t i r  de r é s u l t a t s  obtenus 

pa r  é l ec t rophorèse  bidiniensionnelle e t  coniprend l ' é t u d e  des  p ro t é ines  

provenant du ni i l ieu,  qui  l o r s  d ' i n f e s t a t i o n  n a t u r e l l e ,  peuvent r ep ré sen te r  des  

an t igènes  iniportant S. 

Ains i  donc, nialgré une niise e n  évidence de l ' e x i s t e n c e  d'un stiniulus de 

niaturat ion,  l e s  nonibreuses t e n t a t i v e s  de  c a r a c t é r i s a t i o n  de l a  na ture  de 

c e l u i - c i  n 'ont  pu actuellenient a b o u t i r  e t  nous e n  r e s t o n s  donc tou jou r s  au 

s t a d e  des  hypothèses. 



1.2.3.d.Caractér isat ion de polypept ides  niarqueurç de l a  niaturat ion 

sexue l l e .  

La conipréhension du c o n t r ô l e  de  l a  niaturat ion sexue l l e  de l a  feniel le  e t  d e  

l a  product ion d 'oeufs  peut a u s s i  s e  r é a l i s e r  au  niveau nioléculaire p a r  

l ' i d e n t i f i c a t i o n  de niolécules a s soc i ées  à c e  c o n t r ô l e  . Dans ce  but ,  de  

nonibreux a u t e u r s  ont  t e n t é  de c a r a c t é r i s e r  biochiniiquerlient l e s  a d u l t e s  niatures 

des  a d u l t e s  inniatures. 

Ruppel e t  C i o l i  (1977) ont  é t u d i é  l a  coniposition pro té ique  de Schistosonia 

niansoni par  é l ec t rophorèse  e n  g e l  de polyacrylaniide e n  présence de S.D.S. I l s  

noten t  un f o r t  degré de  resseniblance e n t r e  l e s  p ro t é ines  des  a d u l t e s  niatures 

ou iqiniatures. Toutefo is ,  chez l e s  feniel les ,  une p ro t é ine  de 29 kDa semblera i t  

ê t r e  spéc i f ique  de l a  glande v i t e l l i n e  e t  t r o i s  polypept ides  de poids  

nioléculaires  s u i v a n t s ,  58 kDa, 23 kDa, e t  11 kDa senibleraient c a r a c t é r i s e r  l e  

s t a d e  adu l t e  niature du p a r a s i t e .  Par une technique qui  perniet une r é s o l u t i o n  

p l u s  grande, l ' é l e c t r o p h o r è s e  bidiniensionnelle s u i v i e  de f luorographie ,  

Atkinson e t  Atkinson (1982) é tud ien t  l e s  p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  i n  v i t r o  par  

l e s  a d u l t e s  e t  l e s  p a r a s i t e s  inniatures. Une ana lyse  pré l in i ina i re  pa r  

é lec t rophorèse  nionodiniensionnelle indique que l e s  p a r a s i t e s  inniatures 

produisent  p l u s  de p r o t é i n e s  adu l t e s .  La s é p a r a t i o n  pa r  é lec t rophorèse  

bidi î iensionnel le  perniet d ' o b t e n i r  p l u s  d ' i n d i c a t i o n s  : l e  niâle honioganiétique 

s y n t h é t i s e r a i t  s p é c i f i q u e ~ i e n t  t r o i s  po lypept ides  dont l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

r e spec t ives  son t  : PM 88 kDa-pI 5.65 ; PM 66 kDa-pI 5.25 ; e t  PM 58 kDa-pI 

5.25. De l a  niênie façon,  chez l a  fenielle,  q u a t r e  polypept ides  spéc i f iques  de 

bas poids nioléculaires  e t  de poin t  i s o é l é c t r i q u e  v a r i a n t  de 4.3 à 4.7 ont pu 

ê t r e  niis en évidence n i a i s  seulenient en  g e l  de  po lyac ry l a~ i ide  à 12 %. 



D'une façon i n d i r e c t e ,  puisque l e  but i n i t i a l  des  t ravaux d tArons t e in  e t  

Strand (1983) e s t  d ' ana lyse r  des  polypept ides  spéc i f iques  d'espèce ou de  genre 

chez t r o i s  espèces  huniaines de schistosonies, c e s  t ravaux perniettent d e  niettre 

en évidence des  polypept ides  spéc i f iques  de sexe  chez Schistosonia niansoni. Les 
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p r o t é i n e s  sont  niarquées niétaboliquenient avec de  l a  niéthionine S . Les 

p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  des  niâles e t  des  feniel les  séparées  sont exaniinées 

par  é lec t rophorèse  bidiniensionnelle.  L ' i d e n t i f i c a t i o n  de p rodu i t s  spéc i f iques  

e s t  f a c i l i t é e  p a r  l ' i so len ien t  de g lycopro té ines  pa r  chroniatographie d ' a f f i n i t é  

v i s  à v i s  des  l e c t i n e s .  Ains i ,  l e s  a u t e u r s  concluent  à l a  présence d 'un groupe 

pro té ique  spéc i f ique  du niâle de poids nioléculaire  v a r i a n t  de  200 kDa à 70 kDa 

e t  d e  point  i s o é l e c t r i q u e  de 4. A p a r t  c e t t e  d i f f é r e n c e  au niveau des  

p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s ,  aucune d i f f é r e n c e  au  niveau des  p ro t é ines  t o t a l e s  

e n t r e  niâle e t  feniel le  n ' a  é t é  é t a b l i e .  Par  c o n t r e  au niveau des  g lycopro té ines  

r e l a rguées  dans l e  ~ i i l i e u ,  une g lycopro té ine  de  poids oioléculaire de  66 kDa e t  

de 20 kDa e t  de  po in t  i s o é l e c t r i q u e  de 6.7 appa ra i s sen t  connie é t a n t  

spéc i f iques  de l a  fenielle.  Les au t eu r s  a f f i rmen t  que ce  re la rgage  de p ro t é ines  

n ' e s t  pas dû à une désaggrégat ion de l 'organisnie n i a i s  r é s u l t e  d'un niécanisnie 

physiologique au  niveau d'un systènie s é c r é t e u r  t e l  que l e s  i n t e s t i n s  ou 

organes génitaux. 

Malgré une i d e n t i f i c a t i o n  de quelques polypept ides ,  l ' a n a l y s e  de l a  

coniposition des  p ro t é ines  t o t a l e s  de niâles e t  de f  elilelles S. niansoni p a r  

é lec t rophorèse  e n  g e l  de polyacrylanide niet e n  évidence peu de s p é c i f i c i t é  de 

genre ou de sexe. Paral lè lenient ,  d ' a u t r e s  vo ie s  d 'ana lyse  ont  é t é  é t u d i é e s  

perniettant d ' appor t e r  des  inforniations supplémentaires  au niveau de l a  . 

c a r a c t é r i s a t i o n  nioléculaire  des  p a r a s i t e s  niâles e t  fenielles S. niansoni. 



D'un poin t  de vue inniunoélectrophorétique, Aronstein e t  Strand (1984) e t  

Ruppel, Rother, Vongerichten, Lucius e t  D i e s f i e l d  (1985) appor ten t  de 

nouvel les  données concernant l a  d i f f é r e n c e  d ' a u t i g é n i c i t é  e n t r e  l e s  p a r a s i t e s  

niatures e t  inniatures. Aronstein e t  Strand ont  i d e n t i f i é  des  an t igènes  

spéc i f iques  de s t a d e  (atature ou inniature) qu i  sont  des  g lycopro té ines  

e n t r a î n a n t  une réponse inniune huniorale qua l i ta t ivenien t  d i f f é r e n t e  s e l o n  l e  

type  d ' i n f e s t a t i o n .  Ruppel e t  a l .  on t  ?iis e n  évidence, par  l a  technique de 

t r a n s f e r t  de p ro t é ines  s u r  n i t r o c e l l u l o s e ,  une p ro t é ine  au t igénique  d ' o r i g i n e  

i n t e s t i n a l e  reconnue seulenient pa r  l e s  a d u l t e s ,  de poids nioléculaire de 31 kDa. 

En f a i t ,  aucune sonde inniunologique perniettant de d i f f é r e n c i e r  l e s  niâles 

des  feqielles,  ou de  c a r a c t é r i s e r  un produi t  de  niaturat ion t e l  que l ' o e u f ,  n ' a  

é t é  vrainient niise en évidence. C'est  pourquoi des  a u t e u r s  ont u t i l i s é  l a  vo ie  

de l a  b io log ie  nioléculaire  pour t e n t e r  d ' i d e n t i f i e r  e t  de c lône r  l e s  gènes 

niajeurs de r é g u l a t i o n  du développenient e t  s u r t o u t  l e s  gènes de product ion 

d 'oeufs  (Sinipson e t  Knight, 1986. Knight, Sinipson, Kel ly e t  Sniithers,  1986). 

Coninle aucune donnée concernant l a  na tu re  de  l a  coniposition des  p r o t é i n e s  

s t r u c t u r a l e s  d 'oeufs  e t  concernant l ' e x i s t e n c e  de  polypept ides  spéc i f iques  de 

l a  niaturation n ' e s t  actuellenient b i en  d é f i n i e ,  c e s  au t eu r s  à p a r t i r  de 

c.D.N.A. ont  cherché à i d e n t i f i e r  des  gènes dont l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

devra ien t  ê t r e  l e s  su ivan te s  : a v o i r  un haut  pouvoir d 'expression e t  

s'exprinier au  niveau des  fenielles niatures seulenient, c ' e s t  à d i r e  ne pas ê t r e  

expririié n i  chez l e s  niâles l ia tures ,  n i  chez l e s  feniel les  innlatures. Une 

l i b r a i r i e  de c.D.N.A. forniée à p a r t i r  de R.N.A. i s o l é  de s c h i s t o s o ~ i e s  niansoni 

a d u l t e s  a a i n s i  é t é  t r i é e  par  hybr ida t ion  d i f f é r e n t i e l l e  a f i n  d ' i d e n t i f i e r  des  

c lônes  correspondant à des  gènes fortenient expriniés par  l e s  vers  fenielles.  



Le R.N.A. t o t a l  a  é t é  obtenu par  p r é c i p i t a t i o n  du n i a t é r i e l  p a r a s i t a i r e  au 

ch lo ru re  de  l i th iuni  e t  u rée  puis  p a r  e x t r a c t i o n  phénolique ; l e  c.D.N.A. a  é t é  

c r é é  à p a r t i r  des  niéthodes convent ionnel les .  Le screening  par  hybr ida t ion  

d i f f é r e n t i e l l e  de c e s  c l ô n e s  de c.D.N.A. a  é t é  r é a l i s é e  avec un s e u l  b r i n  de 

c.D.N.A. niarqué au Phosphore 32. P lus i eu r s  de c e s  c.D.N.A. ont é t é  i d e n t i f i é s ;  

ceux-ci codent pour des  niênies espèces  de n1.R.N.A. présent  e n  t r è s  grande 

abondance. Les é tudes  r é a l i s é e s  avec l ' u n  d ' e n t r e  eux, l e  pSFlO qu i  c o n t i e n t  

500 p a i r e s  de bases,  (ob tenu  par  d i g e s t i o n  euzyniatique avec une endonucléase 

de  r e s t r i c t i o n  ( P s t l )  e t  p u r i f i é  p a r  é lec t rophorèse  s u r  g e l  d 'agarose) ,  

montrent que c e  gène n ' e s t  pas  exprinié n i  chez l e s  feniel les  inniatures, n i  au 

niveau des  oeufs  e t  e s t  t r a n s c r i t  e n  un polypept ide  d 'envi ron  35 kDa. La 

nuniération de  ces  p u i t s  de  R.N.A. niontre que 1 0  % du R.N.A. t o t a l  des  feniel les  

p a r a s i t e s  sont  l e s  ho?iologues du pSF10. Par a i l l e u r s ,  un s e u l  gène 

correspondant  à pSF10 a é t é  i d e n t i f i é  par  des  t ravaux de  t r a n s f e r t  s u r  

n i t r o c e l l u l o s e  ("Southern b l o t t i n g " )  u t i l i s a n t  du D.N.A. de ver  adu l t e .  

Donc pa r  c e t t e  approche d i r e c t e ,  Sinipson e t  a l .  ont  n i i s  en évidence un 

gène qui  code pour un polypept ide niajeur spéc i f ique  de l a  fenielle,  de 

30-35 kDa. Les au t eu r s  à p a r t i r  des  travaux de  Ruppel e t  C i o l i  (1977) e t  de 

P o p i e l  e t  Basch (1984) f o n t  l 'hypothèse  que ce  polypept ide p o u r r a i t  ê t r e  l a  

p r o t é i n e  niajeure des  corpuscules  v i t e l l i n s  à p a r t i r  desquels  l e s  oeufs  sont  

forniés. 



1.2.4. Conclusion. 

La r é u s s i t e  de l a  reproduct ion  n é c e s s i t e  donc une s é r i e  de niécanisnies 

in te rdépendants  t e l s  que l a  présence des  deux sexes dans l ' h ô t e ,  

l 'accouplenient sexuel ,  l a  niaturat ion de l a  feniel le ,  l a  migra t ion  des  v e r s  

accouplés  du f o i e  v e r s  l e s  ve ines  naésentériques, l ' i n s é z ù n a t i o n  e t  l a  

fécondat ion ,  l a  product ion  d 'oeufs  e t  l a  copu la t ion  cont inue.  Chacun de c e s  

processus e s t  nécessairenient s o u ~ i i  s à des  niécanisnies de  r égu la t ion  non encore 

c l a i r e u e n t  d é f i n i s ,  du f a i t  de l a  d i f f i c u l t é  de  reconnaissance e t  d ' ana lyse  

d e s  condi t ions  " i n  vivo". Dans des  cond i t i ons  " i n  v i t r o " ,  c e r t a i n e s  

d i f f i c u l t é s  ont  pu ê t r e  l evées  e t  ont  perziis de  niettre e n  évidence une 

r e l a t i o n  s p a t i a l e  e t  teniporel le  e n t r e  l e s  sexes ,  d ' appor te r  des  hypothèses 

p l u s  p r é c i s e s  s u r  l e s  p rodu i t s  v a r i é s  i n t e rvenan t  dans l e s  r e l a t i o n s  s e x u e l l e s  

de  c e  p a r a s i t e  e t  d ' e s s a y e r  d ' i s o l e r  e t  d ' i d e n t i f i e r  l e s  f a c t e u r s  q u i  l e s  

régulen t .  On peut conc lu re  il p a r t i r  de t o u t e s  c e s  é tudes  que l e  niâle e s t  

néces sa i r e  de  façon c o n t i n u e l l e  pour niaintenir  fonc t ionne l  l e  systènie 

reproducteur  de l a  feziel le .  Le s t iniulus  de l a  z iaturat ion sexue l l e  qu i  e s t  

certainenient cont inu ou r é p é t i t i f  s e r a i t  déclenché l o r s  du contac t  e n t r e  l e s  

p a r t e n a i r e s  (Shaw, 1977 ; Den Hollander e t  Erasnius, 1985),  e t  n é c e s s i t e r a i t  la  

présence de  r écep teu r s  dont l a  na tu re  n ' a  pu ê t r e  vrai l ient  i d e n t i f i é e .  D'un 

po in t  de vue nioléculaire ,  l a  conipréhension des  niécaniszies de reproduct ion,  

notannient c e l u i  de l a  niaturat ion sexue l l e  de l a  femelle ,  s ' e s t  t r a d u i t e  par  

une t e n t a t i v e  d ' i d e n t i f i c a t i o n  de ?iolécules a s soc i ées  à c e s  con t rô l e s  pa r  

d i f f é r e n t e s  techniques biochiniiques. Les techniques é l ec t rophoré t iques  e t  

iriniunologiques n ' abou t i s sen t  pas a c t u e l l e ~ i e n t  à une r é e l l e  i d e n t i f i c a t i o n  de 

t e l s  polypept ides  ou d ' an t igènes  pouvant c a r a c t é r i s e r  l a  niaturation sexuel le .  



Par  con t r e ,  l e s  quelques é tudes  r écen te s  r é a l i s é e s  en  b io log ie  nioléculaire ,  

t e l  que l e  clônage de gènes p a r t i c u l i e r s ,  dev ra i en t  f a c i l i t e r  l ' é t u d e  

nioléculaire  e t  génét ique de  l a  niaturation du schistosonie fenielle. 

Personnellenient, pa r  l ' é t u d e  é l ec t rophoré t ique  des  p ro t é ines  t o t a l e s  des  

d i f f é r e n t s  a d u l t e s ,  nous avons t e n t é  de d iscr in i iner  des  p ro t é ines  s e x u e l l e s  e t  

d ' appor t e r  des  inforniat ions supplénientaires à c e t t e  recherche de niolécules 

a s soc i ées  au  con t rô l e  de  l a  niaturation de l a  fenielle.  Notre preniier o b j e c t i f  

dans l a  recherche de polypept ides  spéc i f iques  de  s t a d e  ou de sexe a  é t é  de 

coniparer l e s  c a r t e s  po lypept id iques  de niâles e t  de  feniel les  bisexuées,  e t  de 

niâles e t  de  f e v e l l e s  unisexuées,  obtenues pa r  l a  technique d"é1ectrophorèse 

bidiniensionnelle e t  d ' en  dédui re  s ' i l  é t a i t  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  des  polypept ides  

s p é c i f i q u e s  de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  ou de l a  niaturat ion sexuel les .  Ce t r a v a i l  

abordé dans l e  cadre de D.E.A., e t  r e p r i s  au  niveau de l a  t hèse  niontre une non 

r e p r o d u c t i b i l i t é  des  r é s u l t a t s ,  qu i  dé j à  s e  f a i t  sous-jacente dans 

l ' e x p r e s s i o n  des  r é s u l t a t s  d ' a u t r e s  au t eu r s  ( c f .  Atkinson).  Ceci nous a  

condui t  à envisager  d ' a u t r e s  vo ie s  perniettant l a  recherche de ~ i o l é c u l e s  

s p é c i f i q u e s  in te rvenant  dans l a  d i f f é r e n c i a t i o n  ou l a  niaturation sexue l l e s .  

Notre deuxiènie o b j e c t i f  a  donc é t é  de rechercher  par  l a  vo ie  inintunologique des  

an t igènes  spéc i f iques ,  q u i  pourra ien t  perniettre à p lus  long ternie de c r é e r  des  

sondes spéc i f iques  d'une fonc t ion  de l a  reproduct ion.  Parallèle3ient à c e s  

t ravaux,  il nous a  paru i n t é r e s s a n t  de c a r a c t é r i s e r  d i f f é r e n t s  s t a d e s  

l a r v a i r e s ,  de  l a  niênie nianière que l e s  a d u l t e s ,  dans l e  but de conipléter 

l ' é t u d e  r é a l i s é e  s u r  c e s  d e r n i e r s .  





II.1.ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES TOTALES DU SCHISTOSOMA MANSONI 

ADULTE MATURE ET IMMATURE. 

11.1.1.Principes des techniques électrophorétiques utilisées. 

La technique d'électrophorèse, notamment celle de l'électrophorèse 

bidimensionnelle, nous a paru comme un bon outil d'analyse préliminaire à 

cette recherche de molécules particulières ; en effet, l'électrophorèse 

réalisée sur gel de polyacrylamide est souvent employée comme moyen de 

détection et d'analyse de protéines provenant de sources biologiques 

complexes. Les techniques d'électrophorèse couramment utilisées sont les 

électrophorèses monodimensionnelle et bidimensionnelle, elles permettent une 

séparation des polypeptides en fonction de leur mobilité électrophorétique qui 

dépend de un ou deux paramètres selon le type d'électrophorèse : 

II.l.l.a.L1électrophorèse monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide en 

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

- leurs poids moléculaires. 

le détergent S.D.S. s'adsorbe sur les protéines à raison d'environ lg de 

S.D.S. adsorbé par gramme de protéines : on obtient une particule en forme de 

bâtonnet chargée négativement. Ainsi la mobilité électrophorétique dépend non 

plus de la charge globale des protéines mais de leur masse : les protéines 

migrent alors en fonction inverse de leur poids moléculaire qui sera déterminé 

à partir d'une courbe témoin semi logarithmique du poids moléculaire en 

fonction de la mobilité électrophorétique. 



1I.l.l.b.L'électrophorèse bidiniensionnelle ( s e l o n  O 'Far re l  (1975) e t  

niodifiée pa r  Le~iay (1980) ) s e  r é a l i s e  e n  deux é t apes  : 

- l a  f o c a l i s a t i o n  i s o é l e c t r i q u e  e n  présence d 'urée  e t  d'anipholytes 

sépare  l e s  p ro t é ines  en  fonc t ion  d e  l e u r  po in t  i s o é l e c t r i q u e ,  pH 

auquel  l e u r  n iobi l i té  é l ec t rophoré t ique  e s t  nu l l e .  

- e n s u i t e  e s t  r é a l i s é e  une deuxiènie s épa ra t ion  des  p r o t é i n e s  s u r  g e l  de 

polyacrylaniide e n  présence de  S.D.S. à p a r t i r  du g e l  d ' i s o f o c a l i s a t i o n  

Les p r o t é i n e s  sont  a i n s i  r é p a r t i e s  dans un p l an  se lon  deux paramètres 

indépendants ( p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  e t  po ids  nioléculaire)  ( f i g u r e  9) ; de c e t t e  

façon,  il s e r a i t  théoriquenient poss ib l e  de  sépa re r  jusqu'a 7000 p ro t é ines .  
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FIGURE 9 
le choix des paramètres s'est fixé sur un gel à 15%, sur les protéines témoins commercialiséer 

chez Pharmacia et sur les ampholines L.K.B. gamme large comme témoins de migration. Ainsi 

l'électrophorèse 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. 



11.1.2.analyse des  p ro t é ines  d ' e x t r a i t s  t o t aux  de schistosonies a d u l t e s  

provenant d ' i n f e s t a t i o n  bisexuée e t  1ionosexuée pa r  l ' é l ec t rophorèse  

bidiniensionnelle s u i v i e  d'une c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  s e lon  Morrissey (1981). 

Notre préoccupat ion i n i t i a l e  é t a i t  donc de pouvoir d i spose r  de niarqueurs 

polypept idiques de chacun des  sexes  dans une s i t u a t i o n  norniale d ' i n f e c t i o n  ou 

a p r è s  un i s o l e ~ i e n t  sexuel .  Dans l e  cad re  du D.E.A., nous av ions  ?ris e n  

évidence c e r t a i n e s  d i f f é r e n c e s  s e l o n  c e s  s i t u a t i o n s  p a r t i c u l i è r e s ,  notannient 

au  niveau de l a  fenielle provenant d ' i n f e s t a t i o n  monosexuée ( c f .  "$ uono"). Une 

v a r i a t i o n  de poids  nioléculaire  dans une zone pro té ique  de 45 kDa, e t  sans  

v a r i a t i o n  de p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  a v a i t  é t é  notée ; de niêrlie, l ' absence  d'un 

polypept ide niajeur d ' env i ron  48 kDa de poids  nioléculaire e t  de po in t  

i s o é l e c t r i q u e  6.5 a i n s i  que c e l l e  d 'un  groupe polypept idique de f a i b l e  poids 

nioléculaire a v a i e n t  é té  reniarquées. A p a r t i r  de  c e s  t ravaux,  de  nouveaux g e l s  

on t  é t é  r é a l i s é s  a f i n  de  t e s t e r  l e  degré de r e p r o d u c t i b i l i t é  de c e s  r é s u l t a t s  

; il s ' e s t  a l o r s  avéré d i f f i c i l e  de réaf f i rn ie r  l a  s p é c i f i c i t é  de c e r t a i n s  

polypept ides .  En e f f e t ,  s u r  l e s  g e l s  r é c e n t s  de fe? ie l les  "liionosexuées", il e s t  

poss ib l e  d 'observer  l e  polypept ide de poids nioléculaire de  48 kDa e t  l e s  

polypept ides  de  bas poids  riioléculaires p ré sen t s  bien qu'en q u a n t i t é  f a i b l e  par  

rappor t  aux a u t r e s  groupes (niâle bisexué,  " e b i "  ; fenielle bisexuée, "y bi"  ; 

mâle, nionosexué , "OT'liiono") ( c f .  f i g u r e  11) .  

Cet te  non-reproduct ib i l i t é  des  r é s u l t a t s  appa ra î t  a u s s i  l o r s  des  

coliiparaisons e n t r e  t ravaux s i s i i l a i r e s  dans l a  l i t t é r a t u r e  ; notamient l e s  

t ravaux d tAtk inson  (1980),  qui  liiettent e n  évidence une p ro t é ine  p a r t i c u l i è r e  

de 66 kDa, son t  actuelleliient cont roversés  par  d ' a u t r e s  a u t e u r s  t e l s  que Popiel  

e t  Basch (1984). 



Per sonne l l e~ ien t ,  c e t t e  non- rep roduc t ib i l i t é  nous a  posé l e  problènie de l a  

f i a b i l i t é  de l a  technique e t  notannient c e l l e  de l a  c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t .  En 

e f f e t ,  paral lè leaient  dans l a  l i t t é r a t u r e ,  des  a u t e u r s  (Dunn e t  Burghes, 1983 

par  exemple) on t  d i s c u t é  c e t t e  technique e t  e n t r e  a u t r e s ,  l a  d i f f i c u l t é  de 

r e p r o d u c t i b i l i t é  de c e t t e  c o l o r a t i o n  qu i  dépend de  t r o p  no~ibreux parawètres  

pour donner un r é s u l t a t  f i a b l e  à 100 %, s u r t o u t  l o r s  de l ' é t u d e  de p r o t é i n e s  

t o t a l e s .  Nous avons donc déc idé  de coniparer l ' a n a l y s e  des  polypept ides  co lo ré s  

3 l ' a r g e n t  avec l ' a n a l y s e  des  polypept ides  obtenus à p a r t i r  d ' é c h a n t i l l o n s  

alarqués ap rè s  i nco rpora t ion  de  niéthionine radioniarquée au s~~ dans des  

p a r a s i t e s  niaintenus en  c u l t u r e  i n  v i t r o .  



II .1 .3.analyse des  p ro t é ines  d ' e x t r a i t s  t o t aux  de schistosonies a d u l t e s  par  

niarquage qiétabolique avec de l a  niéthionine 35 S. ( f i g u r e  12a. b.c.d. ) 

Au preiliier abord, c e t t e  technique appa ra f t  p lus  f i a b l e ,  du f a i t  de l a  

s e n s i b i l i t é  augnientée de l a  d é t e c t i o n  des  polypept ides  au  niveau des  c a r t e s ,  

due à l ' in iprégnat ion des  g e l s  pa r  un s c i n t i l l a t e u r  organique. De p lus ,  l o r s  

d'un niarquage niétabolique, s e u l s  l e s  polypept ides  propres  au p a r a s i t e  sont  

d i scr i? i inés .  

A p a r t i r  de  c e t t e  nouvel le  ana lyse ,  l a  coniparaison des  d i f f é r e n t s  g e l s  

obtenus r é v è l e  a u s s i  une grande s in i i l i t ude  e n t r e  l e s  c a r t e s  d ' a d u l t e s  niatures 

e t  inniatures,  e t  de sexe d i f f é r e n t  ( c f .  f i g  1 2  a.b.c.d.) ; l e s  polypept ides  

c i t é s  dans le  paragraphe ci-dessus sont  p ré sen t s  niais de  façon non spéc i f ique  

chez l a  feqiel le  nionosexuée : i l s  p ré sen ten t  l e s  niênies c a r a c t é r i s t i q u e s  que 

chez l e  niâle bisexué ou ~ionosexué e t  chez l a  feqielle bisexuée. Ainsi ,  à p a r t i r  

de c e s  deux ana lyses ,  on peut conclure  à une c a r t e  type  du ~ c h i s t o s o ~ ~ i e  a d u l t e ,  

que l s  que s o i e n t  l e  degré de l i a t u r i t é  e t  l e  sexe du p a r a s i t e  ( f i g .  13) .  Toute 

a u t r e  conclus ion  quant à l a  s p é c i f i c i t é  de  c e r t a i n s  polypept ides  p a r a î t r a i t  

h â t i v e ,  du f a i t  de l a  d i f f i c u l t é  de r e p r o d u c t i b i l i t é  niise e n  évidence non 

seulenient dans nos t ravaux,  niais a u s s i  dans l e s  t ravaux c i t é s  dans l a  

l i t t é r a t u r e .  



FIGURE 10 

COMPARAISON DES CARTES POLYPEPTIDIQUES 

DES DFF~RENTs EXTWUTS TOTAUX DE FEMELLES MONOSEXUEES 

l e s  p r o t é i n e s  son t  séparées pa r  é l ec t r opho rèse  b i d imens ionne l l e  s u r  ge l  de po lyac ry lamide  
à 15% e t  c o l o r é e s  pa r  l a  c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  se lon  Mor r i ssey .  Le p o l y p e p t i d e  n o t é  "a "  
r ep résen te  l e  marqueur i n t e r n e  de ces c a r t e s .  Les c a r t e s  récen tes  de f e m e l l e  monosexuée 
( 2 )  p r é s e n t e n t  l e s  memes c a r a c t é r i s t i q u e s  que l e s  a u t r e s  c a r t e s  p o l y p e p t i d i q u e s  d ' a d u l t e s  
( f i g l l ) .  La f l è c h e  courbe rep résen te  l e 5  d i f f é r e n c e s  de P.M. du t r i p l e t  d ' e n v i r o n  45 kUa. 
La f l è c h e  d r o i t e  ( n o i r e  ou b lanche é t o i l é e )  c a r a c t é r i s e  l a  présence ou 1  'absence du 
p o l y p e p t i d e  de 48 kDa. Au n iveau  de l a  c a r t e  p o l y p e p t i d i q u e  ( 2 )  on observe net tement  l e s  
~ o l  v ~ e ~ t i d e s  de bas ~ o i d s  rnol6ri i lai  r~ 



FIGURE 11  

CARTES POCYPEPiIDIQlES DES DFFERENTS EXTRAITS TOTAUX 

DE SCHISTOSOMES ADULTES 

Le p o l y p e p t i d e  n o t é  "a', l ' a c t i n e ,  s e r t  de marqueur i n t e r n e .  Les po l ypep t i des  f l é c h é s  
rep résen ten t  l e s  po l ypep t i des  q u i  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d 'une  étude p a r t i c u l i è r e  dans l e  
mémoire de D.E.A.. C e t t e  f i g u r e  permet de m e t t r e  en évidence l a  grande s i m i l i t u d e  e n t r e  
l e s  d i f f é r e n t e s  c a r t e s  po l ypep t i d i ques  obtenues après c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  se lon 
Mor r i ssey .  C e t t e  é tude a i n s i  que c e l l e  des c a r t e s  au to rad iograph iques  (f ig.12) nous o n t  
permis  d ' é t a b l  i r  une c a r t e  t ype  de schistosome a d u l t e  (fig.13) 



FIGURE 12.a.b.c.d. : CARTES AUTORADIOGRAPH1L)UES DES DIFFERENTS ADULTES 

Les p r o t é i n e s  après a v o i r  é t é  marquées pa r  de l a  méth ion ine 3 5 ~  l o r s  d ' une  

i n c o r p o r a t i o n  i n  v i t r o  de c e t t e  méth ion ine p a r  l e s  pa ras i t es ,  o n t  é t é  séparées 

p a r  é lec t rophorèse  b id imens ionne l le .  Les g e l s  obtenus o n t  é t é  m is  en c o n t a c t  

avec des f i l m s  X.OMAT AR.5. Nous avons a i n s i  obtenu des c a r t e s  autorad iographiqur  

q u i  pe rmet ten t  d ' a f f i r m e r  l a  s i m i l i t u d e  po l ypep t i d i que  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  

d i f f e r e n t s  adu l tes ,  d é j à  d é c r i t e  au n iveau des c a r t e s  co lo rées  à l ' a r g e n t  (F IG . l  
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FIGURE 13 CARTE TYPE DU SCHISTOSOME ADULTE 



11.1.4. ana lyse  é l ec t rophoré t ique  des  p r o t é i n e s  d ' e x t r a i t s  t o t a u x  d 'oeufs  

de schistosonies pa r  c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t .  

La recherche  de po lypept ides  s p é c i f i q u e s  de l ' a c t i v a t i o n  s e x u e l l e  peut  

a u s s i  s e  r é a l i s e r  p a r  d e s  é tudes  au niveau de l ' o e u f ,  p rodui t  de  l a  

fécondat ion  de  l ' o v u l e  p a r  l e  speraiatozoide e t ,  physiologiquenient un des  

c r i t è r e s  de l a  n ia tur i té  s exue l l e  de l a  feniel le .  

Pour t e n t e r  d ' appor t e r  pa r  c e  b i a i s ,  une nouvel le  d i s c r i l i i n a t i o n  e n t r e  les  

feniel les  niatures e t  inmiatures notannient, nous avons r é a l i s é  para l lè len ien t  aux 

a u t r e s  c a r t e s  po lypept id iques  d ' a d u l t e s ,  d e s  c a r t e s  po lypept id iques  d 'oeufs .  

En f a i t ,  une grande s in i i l i t ude  au niveau des  c a r t e s  e s t  encore  observée : 

on re t rouve  l a  c a r t e  type  des  a d u l t e s .  Cependant l ' a c t i n e  a p p a r a î t  e n  q u a n t i t é  

beaucoup p l u s  f a i b l e  que dans les c a r t e s  d ' a d u l t e s .  Seul ,  un polypept ide de 

poids  nioléculaire  de 38 kDa e t  de po in t  i s o é l e c t r i q u e  de 6.6 a p p a r a î t  colinle 

spéc i f i que  de c e  s t a d e  "oeuf". 

Puisque physiologiquenient , s e u l e s ,  les f  enielles qiatures possèdent de s  

oeufs ,  nous nous a t t e n d i o n s  à niet t re  e n  évidence c e t t e  c a r a c t é r i s t i q u e  des  

p r o t é i n e s  d ' oeu f s  chez l a  feniel le  niature. 

O r  c o n t r e  t o u t e  a t t e n t e ,  c e  po lypept ide  n ' a  pas é t é  r e t rouvé  au niveau des  

c a r t e s  po lypept id iques  d ' adu l t e s .  P l u s i e u r s  e x p l i c a t i o n s  seniblent convenir  : 

les p r o t é i n e s  d 'oeufs  p ré sen t e s  chez l a  feniel le  s e r a i e n t  souniises à un 

environnenient d i f f é r e n t  : a i n s i  des  n iod i f ica t ions  au niveau de c e s  p ro t é ines  

peuvent s u r v e n i r  t e l l e s  qu'un réarrangenient avec d ' a u t r e s  po lypept ides  ou une 

dégrada t ion  p a r t i e l l e  qu i  changeraient  s o i t  l e  poids  ~ i io l écu l a i r e ,  s o i t  l e  

po in t  i s o é l e c t r i q u e  de l a  niolécule. 



FIGURE 14 

CARTE POLVPEPTDIQUE P'EXTRAIT TOTAL D'OEUF 

Les protéines sont séparées par électrophorèse bidimensionnelle sur gel de polyocrylarnide 
3 15% e t  colorées par la coloration à 1 'argent selon Morrissey. Le polypeptide noté " a "  
représente l e  marqueur interne de ces cartes.Lks car tes  d'oeufs présentent u n  polypeptide 
spécifique d'environ 40 kDa e t  de pI 6.6 (encadré sur la  figure par deux f lèches) .  



On peut a u s s i  supposer que l a  q u a n t i t é  pro té ique  d 'oeufs  chez l a  feniel le  

ne représente  qu'un pourcentage infinie dans l a  q u a n t i t é  protéique t o t a l e  de l a  

fenielle adu l t e  e t  a i n s i  c e  polypept ide ne peut ê t r e  discriniiné. En f a i t ,  pour 

é t u d i e r  l a  présence de ce  polypept ide chez l a  feliielle niature, il f a u d r a i t  

l ' i s o l e r  des  p r o t é i n e s  t o t a l e s  d 'oeufs ,  l e  p u r i f i e r  e t  c r é e r  un a n t i c o r p s  

nionoclonal. Ainsi  par  des  techniques i~niunoélectrophorét iques,  on p o u r r a i t  

w t t r e  e n  évidence l ' e x i s t e n c e  d 'un an t igène  possédant l e  niênie ép i tope  que 

c e l u i  de  l ' an t igène  d'oeuf.  

11.1.5.analyse é l ec t rophoré t ique  d ' e x t r a i t s  t o t aux  de  schistosoniules pa r  

c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t .  

Parallèlenient à l a  recherche de polypept ides  d ' a c t i v a t i o n  sexue l l e  ou 

d' isolenient sexuel  qu i  concerne essent ie l len ien t  l e s  a d u l t e s ,  nous nous so?inies 

i n t é r e s s é s  à l a  recherche d e  polypept ides  s p é c i f i q u e s  d'un s tade.  L 'analyse 

chez l e s  adu l t e s  n'ayant pas  ?lis e n  évidence de  s p é c i f i c i t é ,  nous avons é t u d i é  

d i f f é r e n t s  s t ades  l a r v a i r e s .  

- l e s  schistosoniules niécaniques, qu i  in i i ten t  l a  c e r c a i r e  transforniée e n  

schistosoniule a p r è s  passage à t r a v e r s  l a  peau. En e f f e t  c e s  l a r v e s  

sont obtenues pa r  rup tu re  niécanique de  l a  queue ; il e s t  d ' a i l l e u r s  à 

peu p rè s  c e r t a i n  que c e l l e s - c i  possèdent encore l e s  glandes se rvan t  à 

l a  d i g e s t i o n  des  t i s s u s  l o r s  de l a  péné t r a t ion .  

- l e s  s c h i s t o s o ~ i u l e s  J l l ,  qu i  à c e  s t a d e ,  seniblent s e  desquanier, v o i r e  

niuer avant  de deveni r  adu l t e .  



FIGURE 15 

CARTE POLYPEPTIDIQUE D'EXTRAIT DE SCHISTOSOMULE J 1 1 

Les p r o t é i n e s  son t  séparées p a r  é lec t rophorèse  b id imens ionne l l e  s u r  ge l  de polyacrylarnide 
à 15% e t  co lo rées  p a r  l a  c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  se lon  Morr issey.  Le p o l y p e p t i d e  no té  ''a" 
représen te  l e  marqueur i n t e r n e  de ces ca r t es .  Les c a r t e s  de J l l  ne p résen ten t  pas de 
s p é c i f i c i t é  po l ypep t i d i que .  



FIGURE 16 

CARTE POLYP EPTDIQUE D'EXTRAIT TOTAL DE SCHJSTOSOMULE MECANIQUE 

Les protéines sont séparées par électrophorèse bidirnensionelle sur gel de polyacrylamide 
à 15% e t  colorées par la coloration à l ' a rgent  selon Morrissey. Le polypeptide noté "a" 
représente l e  marqueur interne de ces cartes.  Les car tes  de schistosomules mécaniques 
présentent u n  \groupe spécifique de P.M. variant entre 20 kDa e t  30 kDa. 



Les c a r t e s  po lypept id iques  des  l a r v e s  resseniblent à c e l l e s  des  a d u l t e s .  

Dans c e s  c a r t e s ,  une c e n t a i n e  de po lypept ides  a  a u s s i  é t é  discr ini inée.  On 

r epè re  t ou jou r s  l ' a c t i n e ,  cons idérée  co1~1ie niarqueur i n t e r n e ,  les polypept ides  

de bas  poids ri ioléculaires,  c e l u i  de 48 kDa e t  l e  t r i p l e t  de 45 kDa q u i  

  rés entent l e s  ~iênies c a r a c t é r i s t i q u e s  que chez  l e s  a d u l t e s .  

Au s t ade  J l l  ( f i g u r e  1 5 ) ,  aucune s p é c i f i c i t é  polypept idique n ' a  pu ê t r e  

nise en  évidence. Par  c o n t r e ,  au  s t a d e  schis tosoniule  niécanique ( f i g u r e  16) ,  un 

groupe de t r o i s  po lypept ides  de niênie po in t  i s o é l e c t r i q u e  et de po ids  

nioléculaire  v a r i a n t  e n t r e  20 e t  30 kDa s ' a v è r e  spéc i f i que  de c e  s t ade .  

Nous pensons q u ' i l  f a u t  rapprocher  c e  r é s u l t a t  de  ceux d é j à  ob tenus  par  

B a l l o u l  e t  c o l  (1985) e t  Aur i au l t  e t  c o l  (1984) qui  on t  ?lis e n  évidence 

respectivenient un polypept ide  de 28 kDa e t  d e  deux polypept ides  de 22 e t  26 

kDa, an t igènes  de s u r f a c e  du schistosoniule e t  jouant un r ô l e  iqiportant au 

niveau de l a  p r o t e c t i o n  de l ' h ô t e .  

II .1.6.Conclusion d e s  d i f f é r e n t e s  a n a l y s e s  é l ec t rophoré t iques  r é a l i s é e s  

La niise e n  évidence de  polypept ides ,  pouvant i n t e r v e n i r  dans l e  c o n t r ô l e  

de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  ou de l a  niaturation s e x u e l l e s  de  par  l e u r  s p é c i f i c i t é ,  

n ' a  pu a b o u t i r  à une r é e l l e  c a r a c t é r i s a t i o n  d e  ceux-ci. En e f f e t ,  l a  

r e p r o d u c t i b i l i t é  des  r é s u l t a t s  e s t  peu s a t i s f a i s a n t e  e t  bien que l e s  

techniques é l ec t rophoré t iques  a i e n t  prouvé l e u r  e f f i c a c i t é  dans l a  recherche 

de nonibreuses p r o t é i n e s ,  e l l e s  ne seniblent pas  adaptées  à l ' é t u d e  de n o t r e  

niodèle. De c e  f a i t ,  il nous a  paru p r é f é r a b l e  d ' o r i e n t e r  nos recherches  ve r s  

d ' a u t r e s  vo i e s ,  notannient inniunologiques, q u i  dev ra i en t  ê t r e  encore p l u s  

s e n s i b l e s  au niveau de l a  d é t e c t i o n  de c e s  niolécules p a r t i c u l i è r e s .  



II.2.RECHERCHE DE MISE EN EVIDENCE DE LA PHENOLASE CHEZ LA FEMELLE AU 

NIVEAU DES GELS DE POLYACRYLAMIDE. 

Parallèlement 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 phénolase, 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 l'échantillon et sa 

caractérisation de l'enzyme (coloration au Fast Red). L'originalité du travail 

réside dans la tentative d'identification de la phénolase à partir d'un gel de 

polyacrylamide suivi d'un transfert sur nitrocellulose qui permet la 

renaturation de l'enzyme et donc sa caractérisation. Alors que dans ses 

travaux, Seed montre la présence de cette phénolase chez la femelle mature, 

nous n'avons pu la mettre en évidence par notre technique qui utilise la même 

méthode de solubilisation. On peut supposer que, bien que la technique de 

transfert soit adéquate pour ce genre ce caractérisation, la phénolase chez S. - 
mansoni est trop fragile et s'est trouvée définitivement dénaturée et 

impossible à identifier. 

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

PROTEINES TOTALES D'ADULTES. 

Pour tester les différences immunologique~ possibles de ces protéines 

totales, nous avons utilisé la technique d'"immunoblotting", méthode de 

transfert des macromolécules d'un gel à une matrice "immobilisante". En 

général, le transfert des protéines se réalise en deux temps : 



- l'élution des polypeptides à partir du gel, basée sur le principe 

d'électroélution. 

- et l'adsorption du matériel élué sur une matrice "immobilisante" qui 
est, ici, de la nitrocellulose. Cette matrice permet la renaturation des 

polypeptides qui pourront alors être analysés immunologiquement par rapport à 

des anticorps marqués à l'iode 125 ou à la péroxydase. 

Les anticorps utilisés ici, sont les anticorps contenus dans les sérums 

d'hôte ayant été immunisés contre des mâles ou des femelles bisexués, des 

mâles ou des femelles monosexués ; les immunoblots de ce travail sont réalisés 

selon le protocole suivant : chaque source différente de protéines totales 

(c'est à dire provenant soit de mâle, soit de femelle, bisexués ou monosexués) 

subit dans un premier temps une électrophorèse monodimensionnelle puis après 

un transfert des protéines du gel sur nitrocellulose, est testée contre les 

quatre sources d'anticorps suivants : immun sérum "femelle bisexuée", immun 

sérum "mâle bisexué", immun sérum "femelle monosexuée", et immun sérum "mâle 

monosexué". 

Ces différents immunoblots nous permettront ainsi de comparer le même 

complexe antigénique par rapport à des immuns sérums différents et 

parallèlement de comparer un même immun sérum par rapport à des sources 

antigéniques différentes. 



11.3.2. Analyse des immunoblots obtenus à partir des quatre sources de 

protéines totales (ebi, Q bi, Cf'm, Q m) testées par rapport à l'immunsérum 
I I 

"antimâle bisexué" (fig. 17.2) 

complexe 

Poids antigénique mono @mono a'bi $ bi 
moléculaire 
en kDa 

140 absent 140 140 

35-40 . absent 35-40 35-40 

27 kDa absent absent absent 

absent absent 25 kDa absent 

absent absent 15-20 absent 

Dans ce tableau, ne sont notés que les antigènes reconnus de façon différente 

selon leur origine par l'immunsérum "antimâle bisexué" : 

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

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

- un antigène de 27 kDa au niveau de l'extrait protéique total de la 
femelle monosexuée 



11.3.1. Analyse des immunoblots obtenus à partir des quatres sources de 

protéines totales (dbi, Qbi, $m, Qm) testées par rapport à l'immunsérum 
I 1 

"antifemelle bisexuée" (fig. 17.1) 

Poids antigénique 0 mono o) mono o) bi 9 bi 
moléculaire 

200 - 
140 absent 140 140 

43 - 
35-40 absent 35-40 35-40 

absent absent 15-20 absent 

Le comportement de l'immunsérum par rapport à certains antigènes est différent 

selon leur origine ; en effet, l'immunsérum "antifemelle bisexuée" reconnaît 

(cf. tableau) : 
- un antigène de 140 kDa et un antigène de 35-40 kDa au niveau de tous les 

extraits protéiques totaux, sauf celui de la femelle bisexuée ; 

- un antigène de 15-20 kDa spécifiquement au niveau de l'extrait protéique 
total du mâle monosexué. 

@ 



11.3.3. Analyse des immunoblots obtenus à partir des quatre sources de 

protéines totales (ebi, Q bi, Q m, 6 m )  testées par rapport à l'immunsérum 
I l 

"antifemelle monosexuée" (fig. 17.3) 

complexe 
Poids antigénique y mono @mono O+ bi ! bi 
moléculaire 

140 absent 140 140 

35-40 absent 35-40 35-40 

33 33 3 3 33 

18 - 18 absent absent absent 

L'immunsérum "antifemelle monosexuée" reconnaît : 

- un antigène de 33 kDa au niveau de tous les extraits protéiques 
- un antigène de 140 kDa et un antigène de 35-40 kDa au niveau de tous les 

extraits protéiques totaux, sauf celui de la femelle bisexuée ; 

- un antigène de 18 kDa spécifiquement au niveau de l'extrait protéique 
total de la femelle monosexuée. 

@ 



11.3.4. Analyse des immunoblots obtenus à partir des quatres sources de 

protéines totales (O'bi, Q bi, O"m, Q m) testées par rapport a l'immunsérum 
I 1 

"antimâle monosexué" (fig. 17.4) 

complexe 

Poids antigénique Y Y bi o' mono o'bi 

moléculaire 

en kDa 
............................................................................... 
200 - 

140 absent 140 140 

absent 

33 

L'immunsérum "antimâle monosexué" reconnaît : 

- un antigène de 33 kDa au niveau de tous les extraits protéiques 
- un antigène de 140 kDa et un antigène de 35-40 kDa au niveau de tous les 

extraits protéiques totaux, sauf celui de la femelle bisexuée 



FIGURE 17 

Les ant igènes des d i f f é r e n t s  a d u l t e s  (a .  mâle b isexué ; b. f e m e l l e  bisexuée ; 

c. mâle monosexué ; d. f e m e l l e  monosexuée) o n t  é t é  t e s t é s  p a r  r a p p o r t  à 

d i f f é r e n t s  immuns sérums ('1. sérum a n t i f e m e l  l e  bisexuée ; 2. sérum an t imâ le  

b isexué ; 3. sérum an t i f eme l  l e  monosexuée ; 4. sérum an t imâ le  monosexué) à 

p a r t i r  d '  une é lec t rophorèse  mono dimension ne^ l e  s u i v i e  d 'un  t r a n s f e r t  su r  

n i t r o c e l l u l o s e  où sont  révé lées  l e s  l i a i s o n s  Ag.-Ac. pa r  l a  méthode de r é v é l a t i o n  

au D.A.B.. Les po ids  mo lécu la i r es  témoins son t  expr imés en k i l o d a l t o n s  (68 kDa ; 

43 kDa ; 25 kDa). Ce t te  analyse démontre une grande s i m i l i t u d e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  

t e s t s  immunologiques r é a l i s é s .  



FIGURE 17 

ANALYSE IMMUNOLOGIQUE A PARTIR 
D ' U N  TRANSFERT SUR NITROCELLULOSE 

DES PROTEINES TOTALES DES DIFFERENTS ADULTES S.MANSON1 



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 sérums 

qui contiennent beaucoup d'anticorps fabriqués par l'hôte par réaction à 

l'immunisation de celui-ci par un organisme entier, le schistosome. L'analyse 

des bandes antigéniques de poids moléculaire supérieur à 30 kDa révèle une 

homogénéité dans les résultats obtenus, la plus grande partie de ces antigènes 

est reconnue de la même manière, 

l0- quel que soit l'immun sérum utilisé, à part l'antigène de 33 kDa 

reconnu seulement par les immuns sérums "antimonosexués" 

2"- quelle que soit l'origine de l'extrait protéique total, exception 

faite des antigènes 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 à vis du même antigène situé dans des conditions 

différentes, soit par une différence quantitative de l'antigène lui-même qui 

varie selon son environnement. 

L'analyse des bandes inférieures à 30 D a ,  par contre, révèle certaines 

différences de composition entre les quatre immuns sérums utilisés. 



- L'immun sérum "antifemelle monosexuée" reconnaît spécifiquement 
l'antigène de 18 kDa, chez la femelle monosexuée. 

- Les immuns sérums "antibisexués" reconnaissent spécifiquement l'antigène 
de poids moléculaire variant entre 15 et 20 D a ,  chez le mâle monosexué. 

- L'immun sérum "antimâle bisexué" reconnaît spécifiquement l'antigène de 
27 kDa présent chez la femelle monosexuée et l'antigène 25 kDa présent chez le 

mâle monosexué. 

Cette étude immunologique révèle donc quand-même une certaine homogénéité 

au niveau de l'immunogénicité des différentes sources protéiques utilisées. 

Les quelques différences antigéniques 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 

l'étude de la fonction oeuf, pouvant caractériser la différenciation ou la 

maturation sexuelles. 



II.4.DISCUSSION GENERALE. 

La cause principale de la pathologie de la bilharziose étant due à une 

conséquence de la reproduction sexuelle (les oeufs), nous nous sommes 

intéressés à l'étude des protéines sexuelles et plus précisément à l'étude de 

polypeptides susceptibles de caractériser un état d'activation ou de 

différenciation sexuelles chez l'un des adultes (mature ou immature, mâle 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-même. Le choix du matériel parasitaire provenant d'infesation unisexuée 

plutôt que du matériel parasitaire immature s'est basé sur les études 

bibliographiques constatant que seule la femelle unisexuée n'a reçu aucun 

stimulus du mâle. Elle est donc un bon témoin à une mise en évidence d'un 

transfert possible de polypeptides du mâle à la femelle provenant 

d'infestation bisexuée. D'un point de vue technique, il faut préciser que 

l'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 

l'on puisse vraiment accorder de raison à cela, à part peut-être une mortalité 

chez les mollusques infestés monomiracidialement plus forte que chez les 

mollusques infestés de façon courante. 



Notre premier objectif dans la recherche de polypeptides spécifiques de 

sexe ou de stade a été de comparer les cartes polypeptidiques de mâles, et de 

femelles bisexués, et de mâles et de femelles unisexués. De nombreux travaux 

déjà relatent des analyses électrophorétiques (cf. § I.2.3.d) ; l'originalité 

de notre travail consiste à réaliser une analyse électrophorétique suivie 

d'une coloration à l'argent, méthode qui n'avait pas encore été utilisée dans 

l'étude de notre modèle et qui est plus sensible que la coloration au bleu de 

Comassie. De plus, nous comparons deux techniques d'analyse électrophorétique, 

ce qui n'a jamais été réalisé par un auteur. En fait, l'analyse 

autoradiographique confirme les résultats récents obtenus par la coloration à 

l'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 dans l'obtention de résultats 

reproductibles, qui ne nous a pas permis de réaffirmer la spécificité de 

certains polypeptides. Cette anomalie se retrouve, d'ailleurs, dans la 

littérature et il faut certainement l'attribuer au modèle lui-même, puisque du 

point de vue technique, l'électrophorèse s'est révélée dans d'autres cas un 

outil parfaitement adapté à la recherche de protéine particulières. De même, 

nous considérons la coloration à l'argent comme un bon outil d'analyse dont 

les résultats sont comparables à ceux obtenus par autoradiographie. En effet, 

lorsque l'on compare les cartes obtenues par les deux types d'analyse, on 

observe une grande ressemblance, à part un groupe de haut poids moléculaire 

environnant 200 kDa et présent seulement au niveau des cartes 

autoradiographiques. 



Dans les deux cas, nous avons conclu à une carte type du schistosome adulte 

(cf. figure 13) présentant une très grande similitude polypeptidique, quels 

que soient la maturité et le sexe du parasite. Cette constatation est 

importante, dans le cas où la technique du marquage métabolique se trouverait 

inefficace (cf. l'analyse électrophorétique de l'oeuf) car la coloration à 

l'argent remplace alors aisément l'autre technique. 

Ainsi à partir de ces deux techniques, une centaine de polypeptides a été 

discriminée dans tous les cas. Cette observation rejoint celles décrites dans 

la littérature : Ruppel et Cioli (1977) par monodimension mettaient en 

évidence jusqu'à une soixantaine de bandes ; Atkinson et al (1982), et 

Aronstein et al (1983), par bidimension, résolvaient une centaine de 

polypeptides. Ces extraits protéiques totaux de S. mansoni ont été 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'étonner que la synthèse abondante de protéines de coque d'oeufs, 

réalisée exclusivement chez la femelle mature, ne soit pas reflétée au niveau 

de ces cartes polypeptidiques obtenues par une technique à 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 perfusés hors de l'hôte, la production d'oeufs cesse (cf. 

Simpson et al., 1986). 



Un des moyens à envisager pour caractériser de telles protéines serait de 

créer des sondes, notamment immunologiques précises pouvant caractériser une 

fonction telle que la vitellogénèse. L'analyse préliminaire des extraits 

totaux d'oeufs peut être une des techniques permettant de cerner des protéines 

intéressantes telles que le polypeptide de 38 m a ,  qui apparaît comme 

spécifique du stade oeuf. Les raisons pour lesquelles les études sur les oeufs 

sont peu réalisées sont qu'il est difficile d'extraire les protéines d'oeufs, 

de par leur insolubilité. Parallèlement à cette analyse électrophorétique des 

protéines d'adultes, il nous a paru intéressant d'essayer de caractériser 

différents stades larvaires et de comparer ceux-ci aux adultes. En fait, la 

similitude polypeptidique entre les adultes se retrouve chez les stades 

larvaires schistosomules et seul, le stade schistosomule mécanique a pu être 

caractérisé par un groupe polypeptidique spécifique de poids moléculaires 

situés entre 20 et 30 kDa. 

Nous pouvons donc conclure à partir de nos travaux et ceux de nombreux 

auteurs (Ruppel, et Cioli, 1977 ; Aronstein et Strand, 1983 ; Popiel et Basch, 

1984) que l'analyse électrophorétique d'extraits totaux de parasites 

S.mansoni, par bidimension ou monodimension et quelle que soit la méthode de 

discrimination des polypeptides (Comassie, argent ou autoradiographie), ne 

peut à elle seule, par le manque de reproductibilité, caractériser 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 à la recherche de molécules impliquées dans le 

contrôle de la maturation de la femelle. 



Dans nos travaux, nous avons déjà envisagé une voie immunologique en 

réalisant une analyse préliminaire consistant à tester ces différentes sources 

complexes antigéniques que représentent les différents adultes, vis à vis 

d'immuns sérums dirigés contre les mâles bisexués ou les femelles bisexuées ou 

les mâles monosexués ou les femelles monosexuées. Le but de cette analyse est 

d'essayer de mettre en évidence 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 reproductibilité rencontrées au niveau 

de l'électrophorèse, 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, à l'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 contrôle 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 m~llusque,Biomphalaria glabrata et chez le hamster doré, Mésocricetus 

auratus. 

-Chez l'hôte intermédiaire Biomphalaria glabrata 

-lO)Exposition des mollusques pendant deux heures à la lumière, à une 

température de 30°C dans une solution contenant les miracidies. 

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

sept miracidies. 

-pour une infestation monomiracidiale, un mollusque est infesté par une 

. miracidie et une seule. 
-ZO)Vingts jours après l'infestation, baisse de la température de l'aquarium 

vers 20°C et mise à l'obscurité de celui-ci. 

-Chez l'hôte expérimental définitif Mésocricetus auratus. 

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

l'hôte définitif est réalisée de la façon suivante : 

-anésthésie du hamster avec de l'imalgène 1000 à raison de 0,Zml pour 

lOOg de poids. 



-rasage de l'abdomen du hamster et dépôt d'un anneau sur celui-ci. 

-dépôt de la suspension de cercaires dans l'anneau ; pour une 

infestation de 40jours (obtention d'adultes), la suspension contient 500 3 

1000 cercaires ; pour une infestation de 11 jours (obtention de Jll), la 

suspension contient 5000 à 10000 cercaires. 



III.2.COLLECTE DES PARASITES. 

exposition des mollusques infestés depuis 27 jours entre 30mn à 2heures à 

la lumière, à 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 à raison de 

2.10 cercaires par tube. 

immobilisation et sédimentation des cercaires en plaçant 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 

queue S. 

récupération des queues sur coussin isotonique de Percoll à 54% dans du 

milieu M.E.M non concentré. 

centrifugation de 1000tours/mn pendant l0mn à +4OC. 

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

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

-Stade Jll 

mort des hamsters par dislocation cervicale. 

isolement du foie. 

perfusion des veines hépatiques par du milieu M.E.M . 



purification des Jll sur gradient de Percoll par centrifugation à 2500 

tours/mn pendant 20 mn. 

lavages dans du sérum physiologique. 

-Schistosomes adultes 540 

mort des hamsters par dislocation cervicale. 

récolte des parasites au niveau des veines portales et mésentériques par 

prélèvement du sang à l'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 à l'aide d'un fin 

pinceau. 

-Oeufs (d'après Baltz et al., 1982) 

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

filtration préliminaire et grossière sur gaze de 330pm de diamètre. 

filtration fine sur gradient composé de 20% 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 à +4OC pour éviter l'éclosion de ces oeufs. 

-Miracidies 

les oeufs récupérés par broyage du foie sont exposés à la lumière et à une 

température de 30°C pour provoquer l'éclosion des miracidies. 



III.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'electrophorèse bidimensionnelle sans marquage métabolique : tampon 

de lyse à raison de 5pg de protéines par ul de tampon. 

-Pour 5ml final, 

-5g70 d'urée ultrapure (SCHWARZMAN). 

-500~1 d'ampholines (L.K.B.). 

-0,5ml de mercaptoéthanol (Kodak) à 5%. 

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

d'échantillon, 1 à 2p1 de nucléase. 

-pour électrophorèse bidimensionnelle après marquage métabolique : tampon 

-pour électrophorèse monodimensionnelle : tampon d'échantillon, 

-6,25m1 de TRIS HC1 62.5mM pH 6,8. 

-1,5g de S.D.S. . 
-5g de sucrose. 

-5ml de mercaptoéthanol. 

-qsp 50ml d'eau distillée. 



III.4.MAROUAGE METABOLIQUE DES SCHISTOSOMES AVEC DE LA METHIONINE 3 5 ~  EN 

CULTURE IN VITRO. 

-l')-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 à 37'C à 

raison de 20 parasites par puits de culture. 

-renouvellement du milieu à raison de 1,5ml de milieu pour 20 vers. 

-addition de 10OpCi de méthionine 35~. 

-incubation une nuit à 37'C. 

-3')-lavages des parasites après incubation dans du milieu M.E.M.norma1. 

-homogéneisation dans du tampon PBS/NP~~ à 0,05%. 

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

-traitement de 1 ~ 1  d'homogénat dans 50 1 d'eau distillée par 0,25ml OP 
d'une solution de soude 13 contenant 0,68mM de méthionine froide et 

-incubation à 37'C pendant 15mn. 

-arrêt de la réaction par lm1 de TCA 25%. 

-lavage de la solution sur filtre papier Wathman par du TCA 8%. 

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

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



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

Elle est réalisée dans des tubes de 130mm de long et 4mm de diamètre 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.). 

-lm1 de NP40 à 10% P/V. 

-0.991~1 d'eau stérile pure. 

-250~1 d'ampholines (L.K.B). 

-3,5p1 de T.E.M.E.D. . 
-6p1 de persulfate d'ammonium. 

-composition des tampons de cuve : 

-à la cathode : soude 20 millimolaire. 

-à l'anode : acide orthophosphorique 10 millimolaire. 

-migration : 

-prémigration à 200volts pendant 114 d'heure. 

- ............. à 300volts pendant 112 heure. 

- ............. à 400volts pendant 112 heure. 

-migration : à 400 volts pendant 19 heures. 



-équilibration des gels après 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. à 10%. 

-lm1 de mercaptoéthanol. 

-relevé du gradient de pH. 

le gel témoin est découpé cm par cm ; chaque morceau est élué dans 2ml d'eau 

stérile déminéralisée. Le pH des échantillons étant obtenu selon la relation 

linéaire suivante : pH proportionnel à la distance de migration. 

III. 5.2.Electrophorèse en présence de S.D: S. 

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

d'une migration électrique à 25 volts constants par gel pendant une nuit. 

-composition du gel de réticulation à 15%. 

-pour 65ml final, 

-19,5ml de mélange d'acrylamide 50%-bisacrylamide 0,235%. 

-8,2ml de tampon TRIS HC1 3,5M pH 8,9. 

-6591 de persulfate d'ammonium à 10% (PIV). 

-650pl de S.D.S à 10% (P/v) .  

-65~1 de TEMED. 

-qsp 65ml d1H202. 



-tampon de recouvrement lors de la polymérisation du gel : 

-1,51111 de TRIS HCL 3,5M pH 8.9. 

-100p1 de S.D.S. à 10%. 

-qsp lOml d'eau déminéralisée. 

. . 
-composition du gel de concentration. 

-pour lOml final : 

-lm1 du mélange d'acrylamide 50%-bisacrylamide 1,33%. 

-lm1 de TRIS HC1 1,25M pH 6,8. 

-100~1 de persulfate d'ammonium à 10% (PIV). 

-10pl de TEMED. 

-tampon de cuve pour bidimension : 

6g/l de TRIS. 

-28,8g/1 de glycocolle. 

-lg/l de S.D.S. . 

-tampon de cuve pour monodimension : 

-3g/l de TRIS. 

-14,4g/l de glycocolle. 

-lg/l de S.D.S. . 



III.6.ANALYSE DES GELS 

-1II.6.l.Coloration au bleu de Comassie. 

-0,85g de bleu de Comassie. 

-500ml de méthanol. 

-100ml d'acide acétique. 

-qsp llitre d'eau déminéralisée. 

agitation pendant 15mn à lheure. 

décoloration des gels dans une solution de méthanol à 20% et a.aciae 

acétique à 8%. 

-111.6.2.Coloration à l'argent (Morrissey, 1981). 

-préfixation dans : 

-1") 50% de méthanol et 10% d'acide acétique pendant 30mn. 

-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') DTT à 5pg/ml. 

-2") AgN03 à 0,1%. 

-3") rinçage rapide'dans de l'eau distillée. 

-révélation dans du NA CO additionné de formaldéhyde à 0,052. 
2 3 

-arrêt de la révélation par de l'acide citrique à 5%. 

-111.6.3.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). 



-111.6.4.1mmunob1otting. 

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

transfert : 

-migration pendant trois heures à 60 volts. 

-après la migration, la nitrocellulose est traitée de la façon suivante : 

-saturation de la nitrocellulose par PBS/BSA à 5% toute la nuit à +4'C. 

-incubation de la nitrocellulose en présence de l'anticorps (ici, du sérum 

d'hôte infesté) dans PBS/BSA 5% pendant 3heures à température ambiante. 

-lavages pendant lOmn avec PBS/Tween à 1%. . 
-incubation avec de llantiIgG total antilapin de chèvre au 1/2000ème marqué à 

la péroxydase. 

-lavages nombreux avec du PBS/Tween à 1%. . 
-révélation avec 5Omg de diaminobenzidine dans lOOml - de PBS et 100fil d1HîO2 

-rinçages abondants à l'eau. 



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 

anticoqueluchew (Perthydral) injecté par voie sous-cutanée. 

-On immunise les lapins avec un broyat de schistosomes correspondant à 

l'immun sérum désiré (antimâle bisexué, antimâle 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 après l'immunisation. 
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