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Dans le domaine de la biologie parasitaire, on  déc r i t  un nombre croissant 

de mécanismes permettant aux  parasites de se mul t ip l ier  chez I'hôte in festé 

malgré l 'activation d e  ses systèmes d e  défense. 1-es trypanosomes africai.ns , 

agents de la maladie d u  sommeil chez l'homme, en const i tuent  un exemple 

remarquable qui a suscité un g r a n d  in térê t  depuis de nombreuses années. En 

e f fe t  ces parasites sont capables de changer de spécif icité ant igénique de 

surface au cours d e  la parasitose e t  d'échapper ainsi à la défense immunitaire 

développée par  l'hôte. La s t ruc tu re  de ces antigènes, leur  organisation 

moléculaire à la sur face de la membrane plasmique parasitaire, leurs relations 

avec l 'hôte, e t  les mécanismes de "variat ion" d'antigènes ont  fa i t  !'objet d 'une 

recherche intensive dont  le but est l 'approche de moyens diagnostiques e t  

thérapeutiques. 

Les agents pathogènes de la trypanosomiase afr icaine humaine sont 

Trypanosoma bruce i  gambiense en A f r i que  Occidentale e t  Centrale e t  

Trypanosoma brucei  rhodesiense e n  A f r i que  Orientale. Les deux sous-espèces se 

caractér isent par  une  symptomatologie d i f fé rente  : une évolut ion chronique à 

réservoi r  de v i r u s  humain p o u r  T .  b. gambiense e t  une f * ~ o l u t i o n  aigue avec 

réservo i r  de  v i r u s  animal pour  T. b. rhodesiense. 

De nombreuses autres espèces sont pathogènes pour  des animaux. Parmi 

celles-ci se s i tuent  les deux espèces qui o n t  const i tué successivement no t re  

modèle d'étude : Trypanosoma equiperdum en collaboration avec le laboratotre 

d'Immunologie e t  de  Biologie Parasitaire de Bordeaux e t  Trypanosoma bruce i  

b ruce i  en  collaboration avec le laboratoire de Médecine Tropicale d e  Anvers. 



CHAPITRE I - GENERALITES 

La recherche en parasitologie s'intéresse de plus en plus à l'étude de 

l'organisation e t  des propriétés physiologiques de la surface rnembranaire des 

parasites qu i  est en contact d i rect  avec l'hôte infesté. Les résultats acquis pour 

d i f férents parasites semblent démontrer un rôle parfois essentiel des éléments de 

surface dans la nature même de la parasitose. 

Ce premier chapitre sera consacré à la description de ces aspects 

biologiques i l lustrés chez di f férents parasites dont le trypanosome. 

A- I ntéractions entre surface parasitaire e t  composants sériques ou 

éléments celiulaires de l'hôte infesté 

Nous présenterons dif férents exemples d'intéractions 

parasite-composant sérique, parasite-cellule en faisant appel à des modéles de 

parasitismes très diversifiés : microfilaires, schistosomes, trypanosomes et 

plasmodium. 

La présence d'albumine de I'hôte a été montrée sur la gaine des 

microfilaires circulantes L. Carini i  [PHILIPP e t  coll. (1983) (205)) e t  - W. 

bancroft i  (MAIZELS e t  coll. (1983) (1 64) ) . Des déterminants antigéniques de 

nature glycolipidique issus de I'hôte ont  été décelés à la surface des 

microfi laires wuchereria e t  loa (RIDLEY e t  HEDGE (1977) (218)). Les nématodes 

pourtant  semblent faire exception jusqu'ici dans la mesure où l'on n'a pas 

encore pu mettre en évidence de rôle part icul ier pour ce t ype  d'association dans 

la relation hôte-parasite . 

Chez S. mansoni, aux stades larvaire et  adulte, la présence en surface de 

déterminants antigéniques identiques a ceux de l'hôte a été largement décri te 

( revu  par Mc LAREN (1980) (170)). Dans ce cas, il semble que l'acquisition de 

molécules venant de l'hôte protège les parasites contre les réponses immuni- 

taires. En effet des vers adultes qui surv ivent  chez des hôtes immuns sont tués 

in v ivo en présence d'anticorps di r igés contre les déterminants antigéniques de 

I1h6te (SMITHERS et  coll. (1969) (243))  e t  in v i t r o  en présence d'anticorps 

anti-hôte e t  de leucocytes (PEREZ e t  TERRY (1973) (204), Mc LAREN et  TERRY 

(1982) (1 71)). In vivo, le phénomène a été démontré par  le t ransfer t  de vers, 

cult ivés chez des souris, dans le système por te  hépatique de singes précé- 

demment immunisés avec des cellules de souris : une destruction rapide de  ces 

vers par  traumatisme du tégument indiquait  que ceux-ci possédaient en 



surface des antigènes type souris. RAMALHO-PINTO et  coll. (1978) (209) ont 

observé que le schistosomule, au bout de 5 jours d'infection, incorpore au 

niveau de sa surface des déterminants de i1hôte e t  simultanément, cesse de se 

l ier in v i t ro  a un  anticorps d i r igé contre la larve précoce e t  d'activer le 

complément par la v ~ i e  alterne. 

Ainsi, ie ver semble se protéger des effets de la réaction immunitaire de 

l'hôte par adsorption de molécules contre lesquelles l'hôte ne réagit  pas - 
immunologiquement. Ces antigènes de l'hôte masquent les antigènes de surface 

des parasites contre lesquels la réponse immunitaire pourrai t  avoir lieu. 

Actuellement, le mode de liaison de ces molécules n'est pas réellement connu 

mais Iton soupçonne qu ' i l  met en jeu des mécanismes relativement spécifiques qui 

contribueraient à augmenter la sélectivité e t  I 'eff icacité des processus de 

transport.  En d'autres termes, il ne s'agirait pas dtintéractions hydrophobes 

aspécifiques mais de l ' intervention en surface de récepteurs qui  permettraient 

au parasite de puiser des substances nécessaires par  le biais de ces 

associations. C'est une h y ~ ~ t l - i ~ i r j e  émise e r  ~ a r t i c u l i e r  par  RUMJANEK e t  coll. 

(1985) (233) su r  la base de leurs travaux réalisés in v i t r o  sur  le schistosomule 

en présence de sbrum humain . 

RUMJAFIEK et  Mc LAREN (1981) (231) ont en effet montré que le 

schitosomule avait  un besoin absolu en cholestérol e t  tr iglycérides en tant  que 

composants de s t ruc ture  des membranes, les parasites étant incapables de 

synthétiser de novo des acides gras ou des stérols (MEYER e t  coll. (1970) 

(173) ) .  Le cholestérol dans le sérum humain étant principalement t ransporté par 

les LDL, les auteurs ont  pensé que cette classe de lipoprotéines part icipait  

directement dans le mécanisme d'absorption des lipides par  les parasites. 

RUMJANEK e t  coll. (1983) (232) ont  montré que les membranes de 

schistosomules contiennent des protéines qui rre sont exposées en surface 

qu'après cantact avec le sérum humain : il s'agit essentiellement de deux 

protéines formant un doublet don t  la masse moléculaire en gel de polyacrylamide 

est voisine de 45 000. La recherche d'un rôle de récepteur de LDL pour ces 

protéines migrantes de tail le moléculaire 45 000 fut alors envisagée et  

RUMJANEK e t  coll. (1985) (233) ont  pu confirmer l'hypothèse en faisant passer 

su r  une colonne de LDL-sépharose les protéines parasitaires marquées par  

radioiodination des schistosomules. Le doublet 45 000 ainsi qu'une proteine 

de poids moléculaire p lus élevé restaient fermement attachés au gel. LtEDTA 
++ 

était capable de dissocier 1' intéract ion indiquant par conséquent que le Ca 



était impliqué dans cette liaison. Le ou les facteurs d u  sérum responsables de 

cette "migration" des protéines en surface n'est pas élucidé. II est possible 

selon les auteurs qu' i l  s'agisse d'enzymes sériques (phospholipases e t fou  

lipases) qui dégraderaient des lipides en surface. II faut préciser que seul le 

sérum humain semble provoquer ce phénomène, fa i t  qu i  pourrai t  ê t re  à la base 

de la spécificité hôte-parasite. 

Sur le schistosomule de S. Mansoni, la présence de récepteurs pour les 

IgC (fragment Fc) et  la pz-microglobuline humaine a été démontrée par Torp ier  

e t  coll. (1979) (272bis). 

Chez T.  cruzi,  il a également été décr i t  que l'adsorption de composants de 

l'hôte pourrai t  jouer un rôle dans l'échappement d u  parasite vis-à-vis du 

système de défense immunitaire de l'hôte. CHESS et  coll. (1983) (37) ont  

observé que T. cruzi,  pendant sa réplication dans les cellules mésodermales, 

incorpore de façon réversible au niveau de sa surface membranaire un antigène 

associé au sarcome. Ce phénomène d'acquisition réversible d 'un antigène de 

l'hôte à la surface ciu parasite durant  le stade intracellulaire (amastigote) s'il se 

produi t  d'une façon naturelle, pourrai t  fournir  à T. c ruz i  un mécanisme 

d'évasion à l'attaque immunitaire. La présence d'antigènes de l'hôte su r  la 

surface des trypomastigotes émergeants représenterait un avantage pour l'étape 

extracellulaire de la vie cyclique des parasites en leur permettant d'éciiapper 

aux défenses immunitaires par  le masquage de leurs propres antigènes. 

Des travaux plus anciens ont  mis en évidence à l ' intérieur du parasite des 

déterminants antigéniques spécifiques présents dans le muscle s t r ie  

(SADIGURSKY (1982) (234)), les neurones (WOOD e t  coll. (1982) (273)) e t  le 

t issu conjonctif (SZARFMAN e t  coll. (1982) (251)). Dans ce cas, il a été 

suggéré que cette communauté d'antigènes pourrai t  jouer un rôle dans 

I'immunopathogénie caractérisant les lésions observées chez les patients atteints 

d'une infection par T. cruzi.  

U n  autre aspect des intéractions de T. c ruz i  avec l'hôte concerne l'étape 

d'invasion intracellulaire du parasite. OUAISSI e t  coll. ( 1  984) (1 86) ont montré 

que la fibronectine intéragissait avec la surface des formes trypomastigotes de 

T. cruzi .  La réaction est spécifique, réversible e t  saturable tbmoignant de la 

présence de récepteurs spécifiques de la fibronectine à la surface des parasites. 

La fibronectine est une glycoprotéine de haut poids moléculaire présente dans le 

sang mais aussi dans le t issu conjontif e t  à la surface des cellules (HYNES et  

YAMADA (1982) (127)). Cette dernière localisation a amené les auteurs à 



envisager un rôle éventuel de cette glycoprotéine dans I'intéraction 

parasite-cet Iule. Des expériences réalisées in v i t r o  avec des fibroblastes ae ra t  

ont  en effet montré que l'addition d'anticorps anti-fibronectine au milieu de 

cul ture inhibait  de façon significative I'infection des ce1 Iules par  des formes 

trypomastigotes de T. cruzi.  L'anticorps, en se l iant à la fibronectine de  la 

surface cellulaire, empêchait les trypomastigotes de s'attacher à la surface des 

fibroblastes. Comme chez les bactéries (OFEK e t  BEACHEY (1980) (182)), les 

protozoaires parasites intracellulaires se l ient aux cellules de mammifères dans la 

phase init iale de I'infection. Le phénomène pourrai t  être basé sur  la 

reconnaissance spécifique de composants au niveau de la surface cellulaire. Il a 

été montré pour T. cruz i  que I'infection des cellules est inhibée par  des lectines 

(HENRIQUEZ e t  coll. (1981) (113)) e t  des sucres, en part icul ier la 

N-acétylglucosamine [ANDREWS et COLLI (1981) (6) ; St  MARK et  DVORAK 

(1982) (246) ) .  Ces derniers auteurs ont  suggéré que les formes trypomastigotes 

de T. cruz i  se l ient à des récepteurs impliquant la N-acétylglucosamine. Les 

résultats de OUAISSI e t  coll. (1984) (186) suggèrent que la fibronectine de la 

surface cellulaire, dont la copule glycannique est d u  type  N-acétylactosamine 

(CARTER et  coll. (1978) (35)),  pourrai t  représenter un Blément de 

reconnaissance de la surface cellulaire par  les formes trypomastigotes de  T. - 
cruzi. - 

Parallèlement, DE ARAUJO JORGE e t  DE SOUZA (1984) (50) ont  observé 

que I' intéraction de T. cruz i  avec les macrophages pouvait être inhibée par  des 

sucres (galactose, mannose, fucose , N-acéty lg lucosamine et  

N-acétylgalactosamine). Leurs résultats montraient que l 'effet des di f férents 

sucres var ia i t  selon la forme parasitaire (trypomastigote sanguicole ou 

épimastigote de cul ture) ,  la souche, e t  le milieu de cul ture pour les formes 

épimastigotes . I l s  ont  aussi en part icul ier pu remarquer que l'incorporation des 

formes épimastigotes par les macrophages était inhibée d'environ 50 % pa r  le 

LPPG, principal glycoconjugué isolé de T. c ruz i  ( 15 % de fa membrane 

plasmique (COLLI et  coll. (1 981 ) (44) ) . L'ensemble de ces résultats suggère que 

les glycoprotéines e t i ou  glycolipides su r  le parasite e t lou  su r  la surface des 

cellules soient impliqués dans le processus d'lntéraction. 

Enfin, en ce qui concerne Plasmodium falciparum, les t ravaux à l 'heure 

actuelle suggèrent fortement que la membrane des globules rouges possède des 

récepteurs pour le parasite e t  que ces récepteurs sont spécifiques d'espéce 

(MILLER e t  coll. (1977) (180)). P. falciparum peut seulement envahir les 

globules rouges qui contiennent en surface les sialoglycoprotéines : 



glycophorine A, B e t  peut-être C (MILLER e t  coll. (1978) 1181) ; PASVOL et  - 
coll. (1981 E (1982) (190) (191)). Les parasites semblent aussi se l iç : r  aux - 
globules rouges à la façon d'une affinité lectine puisque N-acétylglucosamine, 

N-acétylgatactosamine e t  acide N-acétylrieuraminique sont capables in v i t r o  de 

géner l'invasion parasitaire, le p lus efficace étant la N-acétyiglucosamine qui 

peut complètement bloquer I'invasion parasitaire. De plus, le couplage de la 

N-acétylglucosamine à la sérum albumine bovine augmentait Itefficaci:é de 

blocage. 

La description de toutes ces observations permet d'avoir à l 'espri t  le rôle 

t rès  important de la "surface" dans la biologie parasitaire e t  ses rapport!; avec 

l'hôte. Le trypanosome africain dans cette approche représente un modèle 

privilégié. 

B- La surface des trypanosomes africains 

A certains stades de son cycle de développement, la membrane 

plasmique du trypanosome est  recouverte d'une pellicule formée d'une matrice de 

glycoprotéines étroitement associées. Ce manteau de surface possède un rôle 

essentiel dans le parasitisme des trypanosomes africains. 

1- Evolution du manteau de surface en fonction de la v ie cyclique 

du parasite (Fig. 1)  

a) chez l'hôte déf in i t i f  

Les formes trypomastigotes sanguicoles sont 

pléomorphiques : le trypanosome peut passer d'une forme longue e t  élancée avec 

flagelle l ib re  à une forme intermédiaire puis à une forme courte e t  massive 

dépourvue de flagelle l ibre. Les formes élancées possèdent un tube 

mitochondrial peu développé. Lorsqutelles se transforment en formes massives, 

le mitochondrion commence alors à prol i férer  e t  à devenir p lus  actif. Les formes 

élancées se mult ipl ient par fission binaire, en revanche les formes massives ne 

se mult ipl ient pas chez l'hôte déf in i t i f  e t  semblent représenter un stade de 

t'préadaptation" à la surv ie chez I1h&te intermédiaire. Elles sont en effet seules 

capables de se développer chez l'insecte vecteur e t  d o n i  d' ini t ier le cycle. 

Ces formes sanguicoles, différentes su r  le plan morphologique, sont toutes 

recouvertes par un manteau de surface. 



CYCLE EVOLUTIF DE - Trypanosoma brucei 

(VI CKERMAN , 1969) 
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b)  chez l 'hôte intermédiaire 

L'agent vecteur est la glossine ou mouche tsé-tsé. L'insecte 

se contamine lors d 'un  repas sanguin chez un hôte infesté. A u  niveau de 

l ' in test in  de  la mouche, le parasite adopte une forme épimastigote, caractérisée 

par  u n  réseau ex tens i f  de  tubes mitochondriaux e t  la per te du manteau de 

surface. Après t ro i s  semaines de séjour intest i f ial  , les parasites migrent  v e r s  

les glandes salivaires de l ' insecte où i ls  v o n t  adopter une forme trypomastigote 

appelée métacyclique e t  se recouvr i r  à nouveau d 'un  manteau de surface. Les 

trypanosomes métscycliques infestants s'engagent dans la trompe de !a glossine 

e t  sont entraînés p a r  la salive lors de la p iqûre .  La p lupar t  des trypanosomes 

sont donc caractérisés par  un stade de développement chez la glossine à 

l 'exception toutefois de T. evansi transmis pa r  les tabanidés e t  T. equiperdum 

transmis p a r  contact "vénérien". 

Le manteau de surface représente un élément essentiel dans le 

développement de  la parasitose : 

- les études d'inoculation de parasites pa r  seringue on t  montré que le 

pouvoir infestant d'une souche éta i t  l ié à la présence d u  manteau de sur face 

(DIFFLEY (1!)85) (59)) .  

- chez l'hôte déf in i t i f ,  le trypanosome exprime un phénomène d e  var iat ion 

ant igénique qui se rappor te  au manteau de surface des formes sanguicoles 

trypanosomales ; VICKERMAN e t  LUCKINS (1969) (265) o n t  en e f fe t  pu montrer  

une localisation à ce niveau à l'aide d'ant icorps spécif iques de var iantç marqués 

à la fe r r i t ine .  

CROSS en 1975 (46) a montré que le "manteau de surface" des 

trypanosomes éta i t  d 'ai l leurs principalement const i tué d'un composant de na tu re  

glycoprotéique, couvrant  la surface cel lulaire en une couche uniforme. Ce 

manteau d e  surface est seul responsable d e  la spécif ic i té immunologique des 

var iants antigéniques . 

Les antigènes impliqués dans ce processus sont appelés antigènes variables 

ou antigènes spécif iques de var iants (AVS). I l s  determinent pa r  conséquent une 

spécif ic i té p rop re  à chaque var ian t  de trypanosome. Neanmoins les antigènes 

variables isoles peuvent  présenter  une réact ion immunologique croisée (BARBET 

e t  Mc GUIRE (1978) (10) ; CROSS (1979) (47) ; LABASTIE e t  coll. (1981) 

(140)) don t  le s i te  est appelé CRD (Cross-keacting Determinant) . Ce s i te n e  

correspond pas à un épitope de surface mais est profondément enfoui au 



contact de la membrane plasmique du parasite. 

2- Immunologie de la var iat ion ant igénique 

Après l ' infestat ion de l'hôte, les trypanosomes se mul t ip l ient  

rapidement mais le p lus  g rand  nombre sera d é t r u i t  e n  fonction de l 'activation d u  

système immunitaire de l'hôte. Seul un pe t i t  nombre de parasites, qui au n iveau 

membranaire aura changé "d'enveloppe" donc de spécif icité antigénique, va 

pouvoir  échapper à ces mécanismes nature ls  de défense e t  p ro l i fé rer  pou r  

donner une nouvelle vague parasitémique. Cette "variat ion antigénique'' est une 

dynamique biologique qu i  a été démontrée pour  la p lupar t  des espèces 

trypanosomales cie la section Salivaria : T .  b. bruce i  (RITZ, 191 6) (223), T. b. - 
rhodesiense (LOURIE e t  O'CONNOR, 1937) (157), T. b. gambiense (OSAK 1, 

1959) (185), T .  v i vax  (CLARKSON e t  AWAN, 1967) (42), T. congolense 

(WILSON e t  CUNNINGHAM, 1972) (2723, T .  equiperdum (CAPBERN e t  coll., 

1977) (33). 

Elucider le mécanisme biologique responsable de ce phénomène de var iat ion 

ant igénique pour ra i t  représenter une voie thérapeutique, ce problème s'est 

révélé en fa i t  t rés  d i f f ic i le .  

a) évolut ion d e  la var iat ion ant igénique 

P lus ie i~ rs  étapes marquent l 'évolution des concepts. 

Dans un premier temps avec Iês t ravaux de GRAY e t  coll. 

(1964), (88), (1965a) (89), (1965b) (go), (1967) (91), (1972) (921, (1975) 

(93),  (1976) (94), les observations suivantes on t  été établies : 

* certains antigénes de clones sont p lus  souvent rencontrés pendant les 

périodes précoces de I'infection. I l s  f u r e n t  désignés sous le nom "d'antigènes 

prédominants". 

* il y a révers ion à un t y p e  ant igénique de base (antigène basique d e  la 

souche) après accomplissement du cycle de développement dans l ' insecte 

vecteur. Ce phénomène f u t  également observé par  JENNl en 1977 (132) (133), 

e t  conf irmé p a r  HUDSON e t  col l .  en  1980 (125). 

* il existe un o rd re  d 'appar i t ion des var ian ts  antigéniques pendant les 

premières étapes de I ' infection. A u x  stades p lus  ta rd i f s  (après p l u s  d'un mois 

d'évolution d e  la parasitémie), la séquence n'est p lus toujours aussi 



rigoureusement identique e t  prc5visible ; toutefois des types antigéniques 

identiques peuvent ê t re  reconnus dans aes infections différentes. Cette 

reproductibi l i té du  phénomène biologique en partant  d'une souche donnée a été 

aussi démontrée par les études dYinocuiation expérimentale à la seriiigue. 

Pour GRAY, la nature réversible de la variation antigénique avec 

particulièrement l'existence d'un type antigénique de base, ainsi que le schéma 

organisé e t  constant, reconnu au cours des premières étapes d u  processus 

biologique étaient tous deux en faveur d'un mécanisme adaptatif : en l'absence 

de résistance immunitaire, soit dans l'environnement dépourvu d'anticorps de 

l'hôte non immunisé lors d'une primo-inoculation expérimentale ou bien de la 

mouche iors d'une transmission naturelle cyclique, l'antigène de  base tend à 

remplacer les antigènes variables. La synthèse par l'hôte d'anticorps contre ce 

type antigénique de base déclencherait le changement d'antigène pour un autre, 

programmé dans la succession e t  ainsi de suite. La variation antigénique se 

produira i t  adaptativement à la réponse immunitaire e t  ceci suivant un ordre 

défini  dans le génome. 

Cette théorie n'a pu  ê t re  entièrement confirmée par les observations 

ultérieures où les techniques d'immunofluorescence e t  d1immunolyse (VAN 

MEIRVENNE e t  coll. (1975a) (260)) on t  permis une analyse encore plus précise 

des populations trypanosomales e t  de leur évolution. 

b )  hétérogénéité antigénique des populations trypariosomales 

LE RAY e t  coll. (1977) (148) e t  encore JENNl (1977b) (133) 

ont  montré que les populations trypanosomales de première parasitémie après 

transmission cycl ique étaient antigéniquement hétérogènes. Selon JENNl (19771 

(132) (133), qui avait  mis en évidence une réversion vers un type de base au 

cours de la transmission cyclique, l'hétérogénéité apparaissait chez l'hôte 

défini t i f .  Au contraire LE RAY e t  coll. (1977) (148) pensaient pour leur  par t  

que cette hétérogénéité pouvait ê t re  préexistante chez l'hôte intermédiaire, 

notamment au niveau des glandes salivaires de  la mouche. LE RAY e t  coll, 

(1978) (149) puis BARRY e t  coll. (1979) (11) ont  t rès  largement ensuite 

confirmé cette notion fondamentale d'hétérogénéité init iale au niveau des types 

antigéniques variables métacycliques . 

A la suite des t ravaux de HAJDUK et  VICKERMAN (1981a) (102) ; HAJDUK 

et  coll. (1981) (103) e t  BARRY e t  colt. f 12) plusieürs règles fondamentales 



définissant la variation antigénique sont venues compléter les notions introduites 

par. JENNI et  LE RAY. 

. Quelque soit le type antigénique ingéré par la mouche, il se développe 

au niveau de ses glandes salivaires un "répertoire antigénique métacyclique" 

caractéristique. 

. Après transmission cyclique, les premiers types antigéniques détectés 

(environ 3 à 4 jours après I ' infection) correspondent aux types métacycliques. 

I ls disparaissent ensuite pour donner naissance à environ une vingtaine de 

sérotypes variables non métacycliques, constituant la première vague de 

recrudescence parasitémique décelée approximativement 10 jours après 

I'infection. 

. La nature d u  type antigénique ingéré par la mouche a une influence sur  

la composition antigénique de cette parasitémie ; en part icul ier,  le sérotype 

ingéré par  la mouche semble se développer de façon prépondérante au c<iurs de 

cette recrudescence parasitaire. 

. Pour chaque sérodème existe un répertoire d ist inct  de types 

métacycliques e t  dans chaque population métacyclique, une part ie seulement du 

répertoire antigénique est exprimée. L'exemple le plus représentat i f  a été décr i t  

par CROWE (1983) (48) qu i  a carrictérisé chez T. congolense un répertoire 

métacyclique composé uniquement de douze types antigéniques. 

c)  succession des antigènes variables au cours de  I'infection 

chronique 

L'observation de GRAY concernant le schéma d'apparit ion 

des variants antigéniques au cours de I'infection chronique a été nuancée par 

VAN MEIRVENNE et  coll. (1975) (260) (261), (1977) (262) qui ont  étudié la 

variat ion antigénique induite par inoculation expérimentale à la seringue d'un 

clone déterminé de T. b. brucei. Les auteurs ont  observé que lors de  la 

première parasitémie, la population trypanosomaie était  homogène à 99 % e t  

constituée par  un type antigénique majeur (homotype). Après la destruct ion 

immunitaire de Ilhomotype, un ou plusieurs des sérotypes mineurs (hétérotypes) 

se mettaient à prol i férer ,  e t  ainsi les pics successifs de parasitémies pouvaient 

contenir un ou  plusieurs sérotypes majeurs. VAN MEIRVENNE e t  coll. on t  p u  

établ ir  avec le protocole de transmission éliminant le facteur hôte intermédiaire, 

que toutes les infections étaient caractérisées par  le développement en premier 

l ieu de certains sérotypes 'lprédominantstt. 



Une même démarche expérimentale a été réalisée chez T. equiperdum par 

CAPBERN et  coll. (1977) (33) qu i  ont  rapporté les éléments suivants : 

" le premier sérotype détecté correspond toujours à celui ayant serv i  à 

l' inoculation 

* quelque soit le clone choisi pour I'infestatiori, le premier sérotype qui lui  

succède est toujours le même. CAPBERN e t  col1 l'on dénommé "type de base" de 

la souche 

* p lus de 100 sérotypes ont  été isolés dans la suite de l'infection, et 

séparés en 3 catégories en fonction de leur délai d'apparit ion chez l'animal : 

- types "précoces", apparaissant dans les 3 premières semaines 

- types "semi-tardifs" se développant au delà cies 3 premières semaines 

- types "tardifs" caractérisés uniquement chez les lapins ayant survécu 

plus d 'un mois 

les types précoces apparaissent dans un ordre relativement stable. 

En conclusion de l'ensemble de ces travaux, il semblerait que l'on puisse 

finalement retenir  l'idée d'une tendance à l'expression plus ou moins rapide 

selon les variants. 

Pour expl iquer cet o rd re  re lat i f  dans l 'apparit ion des variants 

antigéi~iques, plusieurs auteurs ont  évoqué des différences existant au niveau 

des taux de croissance selon les variants, différences dues à des effets de 

compél.ition s'exerçant entre les variants d'un même stock (SEED e t  coll. (1977) 

(240) ; SEED (1978) (241)) .  

KOSINSKI (1980) (139) s'est l i v ré  à un calcul mathématique portant  s u r  un 

modèle de 90 variants possédant des taux de croissance largement dif férents. 

D'après son étude, une production spontanée de variants suivie d'une sélection 

s'opérant uniquement à t ravers le taux de croissance ne semble pas capable de 

donner le degré d'ordre jusqu'ici rapporté dans la l i t térature. D'autres t ravaux 

laissent d'ailleurs entendre que l 'ordre d'apparit ion ne dépend pas uniquement 

des taux de croissance : MILLER e t  TURNER (1981) (177) se sont intéressés à 

une analyse plus approfondie des types antigéniques des premières populations 

de rechute initiées par  dif férents inoculum clonés de T. b. brucei appartenant 

au même sérodème. I ls  ont  signalé que les types antigéniques pouvaient être 

groupés en 3 catégories selon leur fréquence d'expression dans les dif férentes 

rechutes : certains variants sont exprimés dans la majorité des cas, d'autres 

sont seulement décelés occasionnellement e t  d'autres enf in ne sont apparus que 

pour un seul cione. Les auteurs ont  ainsi proposé que chaque type  antigénique 



nouveau soit exprimé selon un ordre de pr ior i té  statistiquement définissabie, 

d i f fé rent  pour chaque var iant  init ial. Selon eux, les variants prédominants 

représentent un groupe de types antigéniques qu i  possèdent une for te 

probabil ité de dérivat ion à par t i r  des autres types antigéniques. 

II pourra i t  donc exister au niveau d u  changement de gène un mécanisme 

responsable d'une relative programmation dans la succession des types 

antigéniques. 

d )  variation antigénique e t  réponse immunitaire de l'hôte 

Le processus de variation antigénique a été longtemps décr i t  

comrrie une réponse d u  parasite v is  à v is des anticorps synthétisés par l'hôte 

af in d'échapper à la destruct ion immunitaire. Plusieurs observations permettent 

maintenant d'éliminer cette hypothèse : 

VAN MEIRVENNE e t  coll. (1975)a (260) ont  remarqué que la variat ion 

antigénique existait  dans les premières phases de l'infection, avant même 

l 'apparit ion d'une défense immunitaire. 

LE RAY e t  coll. (1978) (149) ont montré que des glossines infectées par 

un clone donné, exhibaient au bout  de 2 semaines une divers i té de types 

antigéniques au niveau de leurs glandes salivaires. Cette observation suggérait 

pour les auteurs que les anticorps ne jouaient pas un rôle indispensable dans 

l ' induction du processus. 

Avec l 'uti l isation du protocole de cul ture de formes trypornastigotes sur 

support  cellulaire développé par  HlRUMl et coll. (1977) (115) (116) ,  DOYLE - et 

coll. (1980) (62) ont démontré que la variation antigénique était  capable de se - 
produi re  "in v i t ro"  e t  avec une direct ion similaire à celle rencontrée "in vivo". 

Les auteurs ont  d'autre pa r t  obtenu, de la même façon que "in vivo", e t  à 

pa r t i r  de populations clonées, des populations de rechute antigbniquement 

hétérogènes. I l s  ont  toutefois souligné qu'il existait une différence ent re  le 

temps nécessaire pour détecter un type  antigénique nouveau "in vivo" e t  "in 

vitrot' : 

"in vivo" : 10 à 12 jours après t'infection de la souris 

"in vitro' '  : 35 à 46 jours après l ' init iation de la cul ture 



Ces résultats montrent donc que la variation ant igéniqi~e ne répond pas à 

u n  mécanisme adaptatif selon lequel le parasite change d'antigène au fur e t  à 

mesure de la réponse imrriunitaire de I'hôte mais laissent envisager que la 

variation antigénique se produirciit à tasse fréquence dans une population de 

trypanosomes, et  les nouveaux variants deviendraient apparents dans les 

rechutes successives alors que les précédents seraient finalement éliminés par 

les anticorps de l'hôte. 

Enfin, HAJDUK e t  VICKERMAN (1981b) (104) ont montré l'existence d u  

phénomène de variation antigénique chez l'animal immuno-déprimé. 

L'on s'accorde finalement à d i re  que les anticorps de I'hôte n' interviennent 

pas dans le déclenchement d u  changement d'antigène. 

C- Résistance naturelle e t  pléomorphisme 

1- La résistance naturelle pour un trypanosome 

D'une façon générale, l 'on parle de résistance innée pour un 

animal lorsque celui-ci n'a jamais rencontré une infection par  l'organisme 

pathogène ou par un variant proche non pathogéne (HUAZPHREY et  WHITE 

(1 970) (1 23) ) .  En conséquence, les divers mécanismes responsables de cette 

résistance constituent une première lignée éventuelle d e  défenses contre 

l'invasion par  un organisme étranger ; si ce dernier &happe à de tels 

mécanismes, le système immunitaire de l'hôte sera alors sollicité pour son 

élimination. 

L'origine de la résistance innée est peu étudiée en général en raison des 

multiples facteurs susceptibles d'entrer en jeu. II faut aussi ajouter que les 

t ravaux à ce sujet n'ont pas abouti jusqu'ici à des applications prat iques 

importantes. Néanmoins, le cas de la trypanosomiase africaine revêt  un intérêt  

part icul ier étant donné l'échec du systéme immunitaire vis-à-vis de l'espèce 

parasitaire. A ce t i t re ,  nous évoquerons di f férents t ravaux entrepr is dans ce 

domaine. 

Une premiére par t ie  sera consacrée aux observations mettant en évidence 

l ' inhibit ion de la résistance naturel le par le sérum d'un hôte sensible. En 

seconde part ie nous parlerons des divers éléments apparaissant impliqu6is dans 

le mécanisme de résistance naturelle. 



a) la levée possible de la résistance naturel le par  le sérum d'un 

hôte sensible. 

Un hôte naturellement rés is tant  pou r  une espèce de 

trypanosome peu t  néanmoins sub i r  une infect ion par  le parasite s'il y a 

adjonction à It inoculum de sérum issu d'un hôte sensible pour  la même espèce : 

* Le cas de la résistance du r a t  de laboratoire pour T. v ivax  a été étudié 

p a r  DESOWITZ e t  WATSON (1951) (54). Les auteurs ont  montré que la présence 

dans un inoculum de T. v ivax  d e  sang issu du mouton ou d'un aut re  hôte 

récept i f  permettai t  le déclenchement d'une infect ion persistante chez le ra t .  

Ultérieurement (DESOVJITZ (1954) (55)) ,  le p r inc ipe  ac t i f  du sérum de mouton a 

pu êt re  caractér isé comme étant une protéine, ou éventuellement un facteur l i é  à 

une protéine. Après ut i l isat ion de protocoles de fractionnement disponibles à 

cet te époque, diverses protéines (albumine, Y -globulines, f ibrogène) apparurent  

pouvoir  enrayer la résistance naturelle. Cela demandait à ê t r e  précisé. 

* Un au t re  exemple concerne T. lewisi e t  la souris de laboratoire chez 

laquelle ce trypanosome peut  s u r v i v r e  quelques temps mais sans pouvoir  

néanmoins se mult ipl ier.  LI NCICOMBE (1 955, 1958) (1 52) (1  53) montra que 

l ' inoculation journal ière de sétsum d e  r a t  permettai t  à l'espèce de se mul t ip l ier  

lentement e t  de  s u r v i v r e  ju!;qulà 2 semaines. Pour essayer d' ident i f ier les 

pr inc ipes act i fs,  GREENELATT e t  LINCICOMBE (1 966) (95) o n t  ut i l isé d i f fé rents  

protocoles d e  fractionnement : chromatographie s u r  DEAE cellulose ou séphadex 

(2200, u l t racentr i fugat ion.  Les résul tats indiquaient une ac t iv i té  au  niveau des 

immunoglobulines e t  des macroglobulines. Selon les t ravaux u l tér ieurs,  les IgG 

semblaient représenter  le facteur responsable (GREENBLATT e t  coll. (1 969) 

(96) 1. 

Parmi les hypothèses envisagées pour  expl iquer ce mécanisme, nous 

évoquerons uniquement celle qui se révèle la p lus  satisfaisante e n  fonct ion 

d e  l'ensemble des données de la l i t té ra ture  e t  des résul tats les p lus  récents. 

Les facteurs sériques act i fs  v iendraient  se l ie r  aux  parasites e t  les 

protégeraient ainsi  des défenses de l'hôte (DESOWITZ (1954) (1963) (55) (56)).  

Les protéines en cause seraient donc capables de se f i xe r  s u r  Les récepteurs d e  

sur face du trypanosome e t  empêcheraient la liaison des ant icorps cytolyt iques. 

Cet te hypothèse a été renforcée p a r  des t ravaux u l té r ieurs  qui démontrent 

I ' intéract ion possible de composants sériques de l 'hôte récept i f  au niveau d e  la 

sur face de ces espèces parasitaires : des sialoglycoprotéines du rongeur hôte  se 

l ien t  fermement à la sur face de T. v ivax  {KETT ERlDGE (1970) (1361, (1972) 



(137)) ; des protéines sériques d u  r a t  hôte, non-anticorps, sont présentes à la 

surface de formes sanguicoles de T. lewisi (D'ALESSANDRO (1972) (49)).  De 

façon p lus  précise après isolement du manteau de surface de T .  lewisi pa r  

t rypsin isat ion,  DWY ER (1  976) (64) a pu ident i f ier  par t icu l ier  l'albumine, 

11a2-macroglobuline e t  les IgG. L'auteur a pu estimer la quant i té  de  ces 

protéines adsorbées à env i ron  5 % (en  poids) du manteau de surface. 

La f ixat ion de protéines sériques de l'hôte au niveau de la surface 

parasitaire a pu aussi ê t r e  remarquée chez le trypanosome américain T. c r u z i  

ainsi que chez d'autres parasites en par t icu l ier  Schistosoma mansoni. Ces 

interact ions on t  d'ai l leurs ê t re  détaillées au début  de  ce mémoire. 

b) Etude des facteurs sériaues nature ls  toxiaues Dour une 

eswèce de t r v ~ a n o s o m e  : 

* T. v i vax  

Un premier exemple concerne T .  v ivax  e t  le r a t  Cotton 

(TERRY (1957) (252)). Le r a t  Cotton est  réf racta i re à l ' infect ion p a r  T. v ivax .  

L'addit ion du sérum de l'animal à des suspensions parasitaires de ce 

trypanosome entraine en premier l ieu un phénomène d'agglutination, puis une 

lyse parasitaire. L'agglut inine semblait spécif ique d e  l'espèce puisque d'autres 

espèces testées n'&aient pas affectées par  le sérum du r a t  Cotton. En f in  

l 'agglut inine sédimente avec les macroglobulines, a un poids moléculaire de 550 

000, rés is te au p -mercaptoéthanol e t  ne f i xe  pas le complément. 

* T .  musculi 

FERRANTE (1984) (75) a pu aussi met t re e n  évidence à la 

fois une act iv i té  t rypanolyt ique,  e t  des agglut inines spécif iques v i s  à v is  d e  - T. 

musculi dans le sérum d'hôtes réf racta i res à cette espèce. T. musculi, parasite 

de la souris, es t  lysé en présence d e  sérum humain ou de sérum d'autres 

mammifères notamment le rat .  Dans le sérum humain, l 'act iv i té  t rypanolyt ique 

met e n  jeu la voie a l terne d'activation. E n  p lus  d'une act iv i té  t rypanolyt ique,  la 

présence d'agglut inines spécif iques a aussi &té mise en évidence dans le sérum 

des mammifères réf racta i res excepté le rat .  Ces résul tats indiquaient que  la 

spécif ic i té d'hôte pour  T. musculi dépendait en  pa r t i e  d'une ac t iv i té  

t rypano ly t ique e t l o u  d'ant icorps spécif iques chez les mammifères. 

De plus, l 'on ajoute que le sérum normal de  sour is  ne cont ient ni agglu-  



1 t in ine ni act ivi té trypanolyt ique e t  que l'addition de ce sérum de souris empêche 

~ la lyse de T.  musculi par le sérum humain alors que le sérum de ra t  

1 ne possède pas cette propriété. Ceci semble montrer l'existence dans le sérum 
de souris de facteurs qui  génent l 'activation d u  complément par ce trypanosome. 

1 

L 'auteur a évoqué que des facteurs sériques viendraient se l ier  à la membrane 

plasmique et  empêcheraient le dépôt des composants du complément activé sur 

cette membrane. 

FERRANTE e t  ALLISON (1983a) (73) ont aussi montré que les espèces T. - 
congolense et  T.  b. brucei étaient aussi capables lorsqu'elles sont dépourvues 

de leur manteau de surface, d'act iver le complément par la voie alterne. De 

plus, des agglutinines spécifiques de chacune de ces espèces ont  p u  être mises 

en évidence chez des mammifères (FERRANTE et  ALLISON (198313) (74)). 

* T.  b. brucei 

Le cas le plus étudié demeure celui de T. b. brucei e t  de 

l'homme. Ce parasite est une sous-espèce de T.  brucei non pathogène pour 

l'homme bien qu'elle soit morphologiquement semblable à deux autres sous 

espèces de T .  brucei pathogènes pour l'homme : T. b. rhodesiense et  T .  b. - 
gambiense. Dès 1902, LAVERAN (146) e t  LAVERAN e t  MESNIL (147) ont réussi 

à guér i r  des souris infectées par le parasite grâce à l'injection de petites 

quantités de sérum humain. Une recherche fut menée dès les années 60 pour 

connaître la nature du principe act i f  trypanacide. 

- recherche de l 'activité après fractionnement du sérum 

YAMAGUCHI (1960) (274) a ainsi localisé une activi té trypanocide au 

niveau de la fract ion IV-1 de COHN. Ensuite des tentatives de fractionnement 

en chromatographie de gel f i l t rat ion attr ibuaient cette act ivi té à une globuline 

de haut poids moléculaire particuliérement au niveau des a 2 macroglobulines 

(AARONOVITCH et  TERRY (1972) (1)  ; HAWKING (1973) (110)). Puis, en 1978, 

RIFKIN (219) a pu associer l 'act ivi té cytotoxique du sérum humain aux 

lipoprotéines de haute densité C HDL) . Après séparation des trois classes 

principales de lipoprotéines par  ultracentr i fugation de flottaison l 'auteur a 

retrouvé une activi té uniquement dans les fractions 1,067 - 1,216 glml.  La 

fract ion HDL ainsi recueillie, encore contaminée à ce stade par de l'albumine et  

d'autres protéines sériques a ét6 pur i f iée par une chromatographie de gel 

f i l t ra t ion su r  Bio-gel A-5m. A l'issue de ces protocoles, la fract ion 

correspondant aux HDL possédait toujours une activi té cytotoxique néanmoins 

fortement diminuée (10 % de  l 'activité init iale en dépit de la récupération de 



plus de 70 $ de lipoprotéine). Aucune augrnentatiori de I 'activité n'a p u  être 

obtenue après addition de VLDL, de LDL ou de sérum débarrassé de 

lipoprotéines. Pour l 'auteur par  conséquent, la baisse d u  pouvoir trypanocide 

résultait  d'une "destruction" de I 'activité biologiqut: associée avec les HDL 

pendant le protocole de puri f icat ion plutôt  que de la perte d'autres composants 

sériques indispensables à I 'activité trypanocide. L'ultracentrifugation en 

présence de fortes concentrations en sel peut  en ef fet  entraîner une délipidation 

partielle des HDL (LEVY e t  FREDERICKSON (1965) (151)). Ainsi, R lFKlN a 

évoqué l'hypothèse que l 'act ivi té biologique soit iiée aux HDL dans leur état 

nati f ,  état d i f f ic i le à conserver au cours des étapes de puri f icat ion e t  de 

conservation de la fract ion de sérum. 

L'auteur a précisé aussi qu'aucune activi té trypanocide i n  v ivo ou in v i t r o  

ne pouvait être décelée dans le sérum recueil l i  chez des malades atteints de  la 

maladie de Tangier, caractérisée par u n  déf ic i t  sévère en HDL. 

D'un point de vue qual i tat i f ,  les propriétés cytotoxiques des HDL humaines 

purif iées se sont révélées identiques à celles d u  sérum humain su r  les points 

suivants : 

- la cinétique de lyse in v i t ro ,  présentant une phase de latence de 45 

minutes au cours de laquelle les cellules s'arrondissent 

- l'activité trypanocide in v ivo chez la souris infectée : après 15 heures, - 
l'on observe une lenteur dans les mouvements des parasites ainsi que 

l 'apparit ion de formes massives. Après 24 heures, seuls quelques trypanosomes 

peuvent être détectés sous forme massive. Après, 4 à 5 jours de délai, la 

parasitémie peut s'élever à nouveau e t  entraîner la mort  de l'animal. 

De même, une résistance relative de T. b. rhodesiense à ta lyse pa r  le 

sérum humain in v i t r o  a pu ê t re  retrouvée avec des HDL humaines purif iées. 

Toutefois dans l'ensemble de ces travaux, il ne ressort aucune corrélation 

pour un sérum donné, entre la quanti té de HDL e t  le t i t r e  trypanocide. Ceci va 

à l'encontre de l ' identif ication absolue de la substance trypanocide aux  HDL. En 

réalité, le phénomène est certainement p lus complexe encore. L'auteur a en e f fe t  

aussi observé que des sérums manifestant in v i t r o  une activi té négligeable 

renferment un inhibiteur de la réaction trypanocide puisque l'élimination des 

LDL de tels sérums en augmentait le pouvoir de lyse parasitaire. 



Ainsi,  l 'addit ion d 'un  excès de LDL à un sérum ac t i f  en diminue l 'act iv i té e t  le 

rappor t  LDLIHDL rend-t- i l  mieux compte finalement du t i t r e  trypanocide. 

Toutefois des sérums échappent ericore à cet te tentat ive de corrélat ion e t  

inc i tent  à évoquer dl&utres facteurs parmi lesquels la déf in i t ion s t ruc tura le  

précise des l ipoprotéines à l ' in tér ieur  d'une même classe. Les lipoprotéines, 

définies selon des c r i tè res  de densité e t  de migrat ion électrophorétique sont  en 

réal i té  t rès  hétérogènes ; elles sont constituées de ce que l 'on appelle les 

"part icules l ipoprotéiques", caractérisées pa r  l'existence d'une seule apoprotéine 

(par t icu les simples] ou de p lus ieurs (part icules complexes]. Les d i f férentes 

apolipoprotéines au sein d 'une classe de l ipoprotéine confèrent ainsi une 

profonde hétérogénéité de déf in i t ion que l'on peut  visualiser par  

isoélectrofocalisation. ~ 
R lFK lN  a apporté certains éléments s u r  le facteur trypanocide, par  

exempte son inact ivat ion par  un chauffage à 65O C, pa r  un traitement p a r  le 

di thiothrei tol ,  l 'urée ou la t ryps ine.  Ceci évoque le rôle cer ta in de la s t r u c t u r e  

secondaire, ter t ia i re,  quaternai re du ou des ensembles l ipoprotéiques act i fs.  

L'action de la t r yps ine  souligne la par t ic ipat ion des apolipoprotéines. 

En fonct ion des résul tats dfur.e pur i f icat ion du facteur par  chromatographie 

s u r  sépharose 6B, le facteur ac t i f  est  associé à une classe spécif ique d e  HDL 

s'éluant p lus  tô t  que le pool des HDL. A cela peu t  ê t re  rapprochée, 

l 'observat ion de GLOMSET e t  coll. (1966) (85) qui avaient signalé que des 

molécules de HDL, ayant  sub i  l 'action d e  la lécithine-cholestérol acy l  transférase 

plasmatique, étaient associées aux premières fract ions chromatographiques de 

HDL. 

Finalement, R I  FK l N (1 978) (220) localise l 'act iv i té t rypanocide au n iveau 

d'un p ic  unique, correspondant à un poids moléculaire d e  500 000 e t  qui dans 

son comportement chromatographique s'apparente au facteur an t i  T. v i v a x  du 

sérum du r a t  Cotton (TERRY (1957) (252) ; HUDSON (1972) (122)). Le facteur  

an t i  T. v ivax ,  à la d i f férence du facteur an t i  T. brucei,  agglut ine les 

trypanosomes e t  n'est pas modifié pa r  les agents réducteurs (HUDSON (1972) 

( 122 ) ) .  



Une observat ion importante réside dans l ' influence de la température s u r  le 

phénomène de lyse : la lyse par  le sérurri humain ne se p rodu i t  pas 5 O0 C et  

disparaît  à des température de l 'ordre de 65O C. Cette dépendance a amené 

l 'auteur à suggérer  l ' in tervent ion d'une réact ion d 'ordre enzymatique. 

R lFK lN  (1984) (222) s'est attaché à étudier  également le mode d'action de 

ce facteur ant i  T. b. brucei.  Rappelons que pendant la phase pré ly t ique,  les 

cellules se gonf lent  e t  s'arrondissent. Le manteau de surface, q u i  étai t  

init ialement de 15 nm augmente en épaisseur d'un facteur 4 puisqu' i l  a t te int  

en t re  55 e t  60 nn. Les études de marquage de surface suggérent  que cette 

"augmentation d'épaisseur du manteau de surface" correspond à un "dépliage" 

de ia glycoprotéine p lu tô t  qu'à l 'adsorption de protéines environr\,antes. Ce 

phénomène de gonflement ref lé tera i t  une altérat ion sensible d e  la fonct ion 

membranaire qui e n t r e  autres conséquences affecterait  les mouvements c~++/K+.  

II a pu ê t r e  montré que I ' incubation de parasites en présence de sérum humain 

à 37O C in te r fé ra i t  s u r  la perméabilité membranaire normale e t  entra inai t  une 
++ 

fu i te  du K+ intracel lulaire avec pénétrat ion de Ca extracel lulaire. II n'étai t  
++ 

observé aucun e f fe t  au niveau du système contrôlant la sort ie du Ca . L'on 

sait  que l 'addit ion de soiutés non pénétrants tels que le  dex t ran  (SEARS - et  

coll. (1964) (239) ; HENNEY (1974) (112) ; FERLUGA e t  ALLISON (1974) ( 7 2 ) )  - 
ou le sucrose (JACOB e t  JANDL (1962) (130) peut  empêcher la lyse osmotique 

en contrebalançant la pression osmotique intracel lulaire. Dans le  cas du modèle 

trypanosome cet  e f fe t  a pu ê t re  observé uniquement avec le sucrose, q u i  s ' i l  est  

ajouté au  sérum humain lors de l ' incubation n'empêche pas l 'atteinte 

membranai r e  . 

En conclusion de cette analyse, R l F K l N  suggéra que les HDL humaines 

pour ra ien t  in térag i r  avec la membrane plasmique des parasites e t  e n  pré lever  du 

cholestérol ou des phopholipides, ce qui provoquerai t  une altérat ion de la 

perméabil i té membranaire impl iquant la lyse du parasite. 

- r61e du manteau de surface 

. Une quest ion importante éta i t  le rô le possible du manteau de surface 

vis-à-vis du facteur  trypanocide. Posant l'hypothèse de l'existence de 

récepteurs pour  les HDL à la surface du parasite, RIFKIN (19831 (221) 

e n t r e p r i t  d i f férentes études à t'aide de HDL marquées à l' iode 1 2 5 1  qui 



montrèrent que la liaison HDL-trypanosome es t  immédiate, non saturable avec 

révers ib i l i té  faible à 4O C e t  t rès  faci!e à 3 7 O  C. La présence d'un récepteur de 

surface à f o r t e  a f f in i té  pouvai t  dès lors ê t re  écartée. De plus, I 'addit ion dlAVS 

pur i f i é  au milieu d' incubation n'amenait aucune per turbat ion  au phénomène 

ly t ique.  

La possibi l i té de formation d'un complexe HDL-AVS a aussi été envisagée : 

HDL e t  AVS marqué à la leucine 3~ sont incubés séparément ri 37O C pendant 1 

heure dans un milieu minimum (Eagle's) puis soumis à une chromatographie su r  

séphacryl  S-300. La glycoprotéine membranaire est éluée sous t ro is  formes 

moléculaires correspondant à des agencements tétramériques, dimériques e t  

monomériques. Le p ic  d'élut ion des HDL recouvre en grande par t ie  la zone 

d'élut ion de la forme tetramérique tou t  en ayant  un sommet iégèrement décalé 

ve rs  I 'exclusion. Si HDL e t  AVS sont incubés ensemble à 37O C pendant 1 heure 

dans le mil ieu minimum pu is  sousmis au même protocole chromatographiquc:, 

aucun complexe stable ne peut  ê t re  établi avec cert i tude. Néanmoins, I 'é lut ion 

des HDL v ien t  coincider p lus  exactement avec I 'élution de la forme tétramérique. 

L'hypothèse que le manteau de sur face empêcherait I t int4ract ior i  

HDL-trypanosome a ainsi  été soulevée. Effectivement, le trai tement de!; 

trypanosomes par  le dirnéthylsubérimidate r e n d  les parasites résistants à la lyse 

p a r  les HDL, e t  des cellules trypsinisées ou des cellules procycl iques de 

cul ture,  l ient  beaucoup p lus  rapidement les HDL. 

Enfin, l 'addit ion de substances stabi l isatr ices de membrane telles q u e  les 

cytochalasines CI D e t  E, les anesthésiques locaux (dibucaine, tétracaine e t  
++ 

procaine) e t  le zn  inhibent  aussi la lyse p a r  les HDL. 

A u  total, on ret iendra 1- que la glycoprotéine d e  surface n'est pas un 

récepteur pour  les HDL e t  ne par t ic ipe pas activement dans I1intéraction 

HDL-trypanosome. 2-  que le phénomène de lyse est  inhibe p a r  une basse 

température (4O C), pa r  la formation d e  pontages ent re  les composants 

membranaires de surface, e t  p a r  l'action d e  stabil isants de membranes. Les 

facteurs diminuant la mobil i té des glycoprotéines en surface ou rendant  leur  

ancrage p l u s  ferme dans la double couche phosphol ipidique augmentent le rôle 

de "barrière1' joué p a r  le manteau de surface. 

U n  trypanosome résis tant  se caractér iserait  par  un AVS qui ag i ra i t  comme 

une  bar r iè re  empêchant ou gênant I ' intéract ion HDL-membrane plasmique. Ceci 



peut être en effet envisagé à t ravers une conformation part icul ière de IIAVS ou 

un agencement d i f férent  des AVS distr ibués en surface. 

Sur u n  plan général, le mécanisme par  lequel le cholestérol e t  les 

phospholipides des HDL s'échangent avec les lipides correspondants des 

membranes plasmiques cellulaires demeure un sujet de controverses. L'échange 

pourrai t  avoir l ieu pendant les collisions transitoires se produisant ent re  les 

lipoprotéines e t  les membranes cellulaires (théorie de la collision (PHILIPS e t  - 
coll. (1980) (206)). L'échange pourrai t  aussi se produire par dif fusion de ces - 
molécules depuis un  "donneurn (les HDL) vers un "accepteur1' (les membranes) 

(Théorie de la part i t ion de phase (BRUCKDORFER et  coll. (1967) (30)). Dans 

cette dernière hypothèse, il existerait  des intéractions spécifiques ent re  la 

celluie e t  la molécule l ipoprotéique pour rendre ce transfert plus sélectif. 

- Rôle du calcium 

Le laboratoire de sérologie de ANVERS s'est également intéressé à la 

réaction trypanocide d u  sérum humain en publ iant en part icul ier le rôle essentiel 

du caS3 dans la réaction anti T. brucei (DIHONDT et  coll. (1979) (57)).  Les 

auteurs ont  d'abord remarqué que la dialyse du sérum humain normal diminuait 

considérablement le pouvoir trypanocide sur  le variant AnTat 1.8 de T. b. 

brucei. L'addition au sérum dialysé de Caff depuis une millimolarité de 7,6 à 

12,8 se traduisait  par une  restauration de I 'activité trypanocide directement liée 
++ 

à la quanti té de Ca . Le calcium stimule aussi le pouvoir trypanocide d'un 

sérum non dialysé. Néanmoins, l'inactivation du pouvoir trypanocide par  la 

chaleur ne peut être réactivée de facon signif icat ive par l'addition de ~ a + + .  Ce 

résultat montre que le calcium seul n'est pas suff isant mais représente un 

cofacteur de la réaction trypanocide. Les auteurs ont aussi pensé à un rôle 
Ct 

éventuel de l'a-2-macroglobuline en tant  que transporteur de Ca . Si le sérum 

humain était mis en contact avec un antisérum anti -2-macrogtobuline puis 

dialyse, le pouvoir trypanocide disparaissait cornpl&tement. L'addition de Cau 

0.8 mM permettait de récupérer entre 60 et 70 % de l 'activité du sérum init ial .  

Ce résultat témoignait donc du rôle act i f  de l'a-2-macroglobuline dans la réaction 

trypanocide, par  l'intermédiaire de son calcium lié. 

Le calcium manifeste aussi d'autres influences sur  T. b. brucei : il ag i t  au 

niveau de la cytotoxici té en synergie avec I1association SHAM-glycérol uti l isée en 

thérapeutique e t  aussi avec le médicament mélarsoprol, ut i l isé dans le traitement 

de la maladie du sommeil avec atteinte du système nerveux central (CLARKSON 

e t  AMOLE (1982) (41)). VOORHEIS et  coll. (1982) (66) ont  aussi soulevé le rôle 



l 
st imulant du calcium dans la l ibérat ion du manteau de surface à p a r t i r  d'une 

suspension parasitaire. 

- Inf luence de monosaccharides e t  du glycéro! 

Les auteurs on t  montré que la présence d e  D-gluccjse ou de D-fructose ou 

encore de D-marinose dimininuait  fortement I 'act iv i té trypanocide e t  de  façon 

proport ionnel le à la concentration. A l'opposé, le glycérol augmente le pouvoir  

cytotoxique. A ce propos GRUENBERG e t  coll. (1978) (98 )  on t  signalé pour  les 

formes sanguicoles de T. b. brucei  que le D-glucose e t  le g lycérol  n 'ut i l isaient 

pas le même s i te de t ransport .  Ceci inc i ta i t  à évoquer la possibl i té d'une 

intéract ion ent re  les HDL humaines e t  les si tes spécifiques du t ranspor t  des 

sucres. D'HONDT e t  coll. (19791 (57)  ont  aussi suggéré un si te de f ixat ion du 

~ a + +  au niveau des phospholipides des HDL. D'autre par t ,  ies auteurs étaient 

aussi e n  faveur de l 'hypothèse de R l FK l N concernant finalement une al térat ion 

de la s t ruc tu re  membranaire pa r  l 'absorpt ion d e  cer ta ins de ses const i tuants 

l ipidiques. 

L'étude de l 'act iv i té  trypanocide d ' u n  sérum normal vis-à-vis d'une espèce 

de trypanosome représente un aspect fondamenta! des intéract ions hôte-parasite. 

U n  au t re  aspect d e  ces intéract ions po r te  s u r  le pléomorphisme e t  en 

conséquence la virulence. 

BLACK e t  coll. (1982) (16) o n t  observé que le t a u x  de 

croissance parasitaire dépend directement du taux de di f férenciat ion des 

parasites sanguicoles depuis des formes allongées se d iv isant  rapidement vers  

des formes intermédiaires, des formes massives puis des parasites sénescents. 

BLACK e t  coll. (1983) (17) ont  ensuite mis e n  oeuvre p lus ieurs tests qui 

concourent à montrer  que I 'hôte in terv ien t  dans la régulat ion d e  la 

d i f f6renciat ion parasitaire : 

Les auteurs on t  observé que des clones de parasites monomorphiques chez 

la sour is  devenaient pléomorphiques chez le veau. Néanmoins, l ' injection de 

plasma de veau à la sour is  n'était pas capable d ' indu i re  la di f férenciat ion des 

parasites. Ceci suggérai t  que le plasma bov in  ne contenait pas de molécules 

st imulant la di f férenciat ion de T. brucei.  Les auteurs ont  p a r  conséquent 

proposé que celle-ci so i t  régulée d e  façon négative p a r  l'hôte. En d'autres 

termes, il existera i t  selon !es hôtes des concentrations d i f férentes de molécules 



q u i  encourageraient la croissance des parasites e t  empêcheraient la 

di f férenciat ion. Pour les auteurs, ies clones de T. brucei  monomorphiques chez 

la sour is  résul tent  d 'une intéract ion puissante en t re  les formes allongées e t  les 

molécules de l 'hôte qui empêche la di f férenciat ion de ces parasites. 

L'ensemble des données concernant les trypanosomes e t  au t res  parasites 

met en évidence l ' inf luence essentielle du milieu que const i tue l 'hôte vis-à-vis de 

l 'évolution de la parasitose. 

Contrôle génétique - Mécanismes de la variat ion ant igénique 

L'ut i l isat ion des techniques de la Biologie Moleculaire depuis 1979 a 

permis une connaissance des bases moléculaires de la var iat ion antigénique. 

Les premiers résul tats enregistrés concernaient ce que l 'on appelle le 

réperto i re des d i f fé rents  types antigéniques pouvant ê t re  exprimés p a r  un 

trypanosome. Deux points o n t  été établis : 

1. Pour un sérodème donné, chaque var iant  ant igénique cont ient le 

réperto i re ent ier  des gènes codant pour  les AVS de ce sérodème (WILLIAMS e t  - 
coll. (1979) (269) ; HOEIJMAKERS e t  coll. (1980b) (117) ; BORST e t  coll. - 
(1980a) (23) ; PAYS e t  coll. (1981a) (193)). 

2. Le BNA complémentaire spécif ique d'un AVS es t  capable de 

reconnaître au niveau des d i f fé rents  génomes d'un réperto i re une  famille de 

génes apparentés (isogènes) . 

Les expériences d 'hybr ida t ion  avec les hydrolysats endonucléasiques de 

DNA nucléaire issu de p lus ieurs var iants o n t  révélé que chaque DNA 

complémentaire spécif ique d'un AVS s 'hybr idai t ,  selon une intensi té variable, 

avec p lus ieurs bandes. Par conséquent, chaque DNA complémentaire spécif ique 

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

nombre des " i ~ o g è n e s ~ ~  é ta i t  var iable selon tes familles [HOEIJMAKERS e t  colll. 

(1980b) (118) ; PAYS e t  coll. (198la) (193)). 

BORST e t  coll. (1980b) (24) ainsi que FRASCH e t  col1 (19801 (77) ont  

montré avec l 'ut i l isat ion de segments de DNA complémentaire, que le degré  



d'homologie entre les gènes d'une mênie famille augmentait depuis l'extrémité 5 '  

vers l 'extrémité 3' .  Selon les auteurs par conséquent, au cours de l'évolution 

des gènes, le taux d'acceptation de mu-cations diminue dans le même sens. 

La taille d 'un répertoire n'est pas encore précisément connue à l 'heure 

actuelle. Cependant, chez T.  equiperdum, l'existence déjà de plus de 100 

variants immunologiquement dist incts a été rapportée (CAPBERN e t  coll. (1977) 

(33) 1. 

L'on a p u  mettre en évidence jusqu'à présent dif férents mécanismes à 

l'origine d'un changement d'antigène. Nous les envisagerons successivement : 

1 - Duplication - transposition 

L'expression de certains AVS est liée à une duplication d u  gène 

et  à la transposition de la "copie" au niveau d'un site d'expression 

(HOEIJMAKERS e t  coll. (198GG) (118) ; BORST e t  coll. (1980a) (23), (1980b) 

(24) ; FRASCH e t  coll. (1980) (77) ; PAYS e t  coll. (1981a) (193), (1981b) 

(194) ; EERKARDS e t  coll. (1981) (13) ; hnlAJlWA et  coll. (1982) (165)). 

a) Mise en évidence d'une copie, de base (BC, Basic Copy) e t  

d'une copie liée à l'expression (ELC , Expression-Link:ed 

Copy) . 

HOEIJMAKERS et  coll. (1980) (117) (1 18) ont  montré que : 

. Les DNA complémentaires des variants 117 e t  118 reconnaissent 

respectivement parmi les hydrolysats endonucléasiques de chaque DNA nucléaire 

issu des 4 variants étudiés (117,118,121,221) un ensemble propre e t  

caractéristique de bandes. Cet ensemble commun représente le répertoire de 

base. 

. Chacun de ces cDNA complémentaires reconnaît, en plus de ce répertoire 

de base, une bande supplémentaire dans le DNA nucléaire issu de la cellule 

homologue. Par conséquent, la cellule qui exprime I'AVS contient au niveau d'un 

site d'expression une copie supplémentaire du gène (ELC). 

PAYS e t  coll. (1981) (193) (194) ont  aussi démontré que l'expression des 

sérotypes AnTat 1.1 e t  AnYat 1.8 était  liée à la synthèse d'uns copie 



additionneile du gène e t  à la transposit ion de I'ELC au niveau d'un autre si te 

dans le chromosome. I l s  on t  aussi montré que les formes procycl iques de cu l tu re  

"in v i t r o "  du sérotype AnTat  1 .1 ne con tenaient p lus  I'ELC. Le f a i t  est corré lé 

avec l'absence de syntttèse du revêterslent glycoprotéique dans les cellules 

procycl iques cult ivées "in v i t ro" .  

De façon analogue, I'ELC du gène spécif ique du var iant  118 disparaît  

lorsqi ie ce var iant ,  après inoculation à un lapin donne naissance à de nouveaux 

types antigéniques (MICHELS e t  coll. (1982) (174)). 

b )  IiELC représente le gène act i f  

Cette copie additionnelle, dont  on a v u  que l 'existence éta i t  

corrélée avec l 'expression, représente donc t rès  vraisemblablement la séquence 

effectivement t ranscr i te  en RNA messager, e t  les premiers t ravaux  ent repr is  

dans ce sens p a r  PAYS e t  coll. ( 1 9 8 1 ~ )  4195) s u r  AnTat  1.1 o n t  étudié la 

sensibi l i té diuile copie de base (BC)  e t  de sa copie additionnelle liée à 

I1e>:pression (ELC) à la DNAse 1 enzyme caractérisé par  une action p lus  marquée 

au n iveau de la chromatine act ive que de la chromatine inact ive chez les 

eucaryotes [WEINTRAUB e t  GROUDINE (1976) (267)). Leurs résultats on t  

montré que I'ELC se t rouva i t  dans une conf igurat ion chromatinienne p lus  

sensible à l'action de l'enzyme que BC e t  les auteurs on t  de  ce f a i t  suggéré que 

I'ELC éta i t  la séquence ut i l isée pour  la t ranscr ipt ion.  Des confirmations f u r e n t  

ensuite apportées par  BERNARD e t  coll. (1981) (13) qui ont  f a i t  agi r  la S I  

nucléase s u r  des hybr ides  mRNA-BC. I l s  on t  ainsi  montré que  les mRNA 

spécif iques des var iants 117 e t  118 d i f féra ient  des copies de base 

correspondantes au  niveau des 100 à 150 derniers nucléotides précédant 

l 'extension poly A. Les auteurs o n t  aussi comparé pour  IIAVS 117 la séquence 

3'-terminale d e  la copie de base avec celle du DNA complémentaire e t  o n t  

observé au n iveau de cet te région des di f férences p a r  mutat ion ponctuelle, 

inser t ion e t  délétion, di f férences qui commençaient à l ' in tér ieur  d e  la séquence 

code e t  amenaient à conclure que la créat ion de I'ELC é ta i t  issue d'un mécanisme 

de dupl icat ion - transposit ion au  cours duquel  l 'extrémité 3' du gène éta i t  

remplacée. 



c )  Caractéristiques d u  processus cie transposit ion 

* Limite 3' de la recombinaison 

. D'après les résultats de  BERNARGS e t  coll. (1981 ) 

(13) s u r  le var ian t  117, la transposit ion du segment calqué à p a r t i r  de la copie 

de base s'accompagne d'un remaniement au cours duquel I 'extrémité 3' du 

segment est  remplacée par  une  extrémité 3' nouvelle, d i f férente de celle de  BC, 

vraisemblablement déjà présente dans le si te d'expression. La séquence 

remplacée correspond à l'étendue 3' non t radu i te  e t  aussi à une par t ie  de  

l 'extrémité C-terminale t radu i te .  

La copie de base d u  var ian t  117, en dépi t  de ses différences avec la 

séquence de remplacement apparaissait munie d 'une extrémité 3' pleinement 

fonctionnelle, capable de coder pour  des protéines tou t  à fa i t  caractér ist iques 

au n iveau de la région C-terminale, e t  pourvue du prolongement non t r a d u i t  

comprenant les groupes de séquences homologues habituellement rencontrées au 

niveau des mRNA spécif iques d'AVS (Figure 2). Les mêmes observations on t  pu 

ensuite ê t r e  faites avec le var ian t  118 ( r e v u  pa r  BORST e t  CROSS (1982) (25). 

Pour EIERNARDS et  coll. (1981) (13), la recombinaison ent re  la copie d e  

base e t  le site d'expression pour  la formation de I'ELC peut  se p rodu i re  en 

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

des gènes. 

D'autres t ravaux  sont venus conf irmer le fa i t  (MICHELS e t  coll., 1982) 

(174)). Par exemple, pour un mRNA e t  sa copie de base l'on a t rouvé  la même 

extrémité 3'. L'échange a eu  l ieu cette fois à la fin du géne. II a pu êt re  conclu 

finalement que ta l imite 3' d e  la recombinaison pouvai t  se t rouve r  devant, à 

l ' in tér ieur  ou der r iè re  la pa r t i e  3' non t radu i te  du mRNA. 

* Tai l le  de  l'élément transposé 

PAYS e t  coll. (1981b) (194) on t  démontré pour  ies 

var iants AnTat  1.1 e t  AnTa t  1.8 que l'élément transposé étai t  d 'une tai l le 

supér ieure à celle des mRNAs correspondants (la tai l le des cDNA des var iants 

AnTat  1.1 e t  1.8 avoisinait  respectivement 1700 e t  1850 paires de bases (PAYS 

e t  coll. (1980) (192)). En conséquence, un segment supplémentaire de DNA 

semblait calqué e t  cotransposé avec la séquence caractér ist ique du mRNA. Par la 

suite, VAN DER PLOEG e t  coll. (1982a) (257) on t  signalé la même observat ion 

pour  les variant5 117 e t  118 : Dans les deux cas, le segment transposé 
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commençait en t re  1 e t  2 k b  avant la région codante. La taii le moyenne de 

l'élément transposé éta i t  donc d e  3 kb. Une observat ion similaire a été décr i te  

chez d'autres espèces d e  trypanasomes pour 3 isotypes d1AnTat  1.8 : L iTa t  1.6 

de T. b. gambiense, AnTat  12.2 de T .  b. rhodesiense e t  An'Tat 3.3 d e  T .  - 
evansi (PAYS e t  coll. (1981d) (196) ; VERVOORT e t  coli. (1981) (264)). 

* L'élément transposé es t  encadré de séquences répétées 

dans le génome 

L'existence d'une séquence 3' répétée dans le génome a 

été mise en évidence par  les expériences d 'hybr idat ion avec une sonde 

contenant cet te par t ie  du gène. Pour AnTat  1.1 e t  AnTat  1.8 par  exemple, 

PAYS e t  coll. (198la)  (193) on t  t rouvé que cette sonde éta i t  capable de 

s 'hybr ider  avec u n  nombre censidérable de fragments de DNA nucléaire non 

susceptibles d e  par tager des séquences communes avec celles-ci. 

Nous avons v u  précédemment que la l imite 3' d u  segment transposé est 

localisée au niveau des 150 dernières paires de base du gène. II a été évoqué 

que les groupes homologues de I'extrérniti: 3' pourra ient  avoi r  un rô le au niveau 

du processus de duplication-transposit ion. Cet te proposit ion s'accorde avec la 

na ture  conservée des séquences 3' non t radui tes des mRNAs de VSG 

(BOOTHROYD e t  coll. (1981) (20), MAJUMDER e t  coll. (1981 ) (166)).  

La présence également du coté 5 '  d 'une séquence présente dans de 

multiples copies dans le génome, a été décr i te  pour p lus ieurs var iants (L iTat  

1.6 de T. b. gambiense (PAYS e t  coll. (1982) (197)1, var iants 117 e t  118 d e  - T,  

b. bruce i  (VAN DER PLOEG e t  coll. (1982a) (257)). Néanmoins, les sondes 

caractér isant l 'extrémité 5 '  ne s'hybridaient pas aux fragments de DNA 

contenant les part ies 3' des gènes. Par conséquent, des séquences homologues 

d i f férentes étaient présentes aux côtés du segment transposé. Pour le var ian t  

118, l'analyse en séquence DNA a montré que l'environnement 5'  du segment 

transposé consistait en une série de 5 éléments répét i t i fs  d 'envi ron 70 pai res de 

base (LIU e t  coll. (1983) (154)). Les expériences d 'hybr idat ion o n  montré que 

l 'on re t rouva i t  d e  tels éléments répét i t i f s  devant  les autres gènes. 

VAN DER PLOEG e t  coll. (1982a) (257) o n t  alors proposé que  la dupl icat ion 

transposit ion des gènes de VSG implique une conversion génique 

unidirect ionnel le au cours  de laquelle l'appariement in i t ia l  de  la copie de base e t  

du si te d'expression dépendrai t  d 'une homologie limitée exis tant  e n t r e  les 

environnements du segment transposé e t  des séquences présentes dans le si te 

d'expression. 



* Limite 5' de  ta recombinaison 

Par comparaison des séquerices de la c ~ p i e  de base e t  

de  I'ELC pour  le va r ian t  117 CAMPBELL e t  coll. (1984) (32)  on t  pu localiser la 

l imite 5 '  de la transposit ion de ce ka r ian t  : parmi les t ro is  éléments répét i t i f s  de 

76 paires de bases mis en évidence au voisinage de la copie de base, la l imite 

se s i tuai t  à l ' in tér ieur  de  celui le p lus  proche du gène. Ces éléments répét i t i fs  

on t  aussi été mis e n  évidence dans le s i te  d'expression, avant  le segment 

transposé. Dans ce cas, néanmoins, I ton  t rouva i t  plus de 17 éléments répét i t i fs  

avec aussi une in te r rup t ion  au mil ieu de l'un d 'entre eux  par  une séquence de 

270 paires de bases consistant en une succession d u  t r i p le t  TAA.  

PAYS e t  coll. (1983a) (198) o n t  t rouvé,  pour un clone AnTat  1 .l, que 

I'ELC du gène pouvai t  ê t re  associée du côté 5' à une séquence additionneiie, 

copie transposée également d'une au t re  séquence localisée au niveau d'une 

région terminale dans le DNA. Cette séquence appelée "companion sequence" 

éta i t  conservée dans les clones successifs AnTat  1.10 e t  AnTat  1B. Etant 

donnée la pet i te  tai l le de la séquence CO-tramposée pour AnTa t  1.1 (432 paires 

c e  bases), les auteurs pensent que cette séquence additionnelle (de 1,2 k b )  

remplace la par t ie  manquante de la séquence CO-transposée de AnTôt  1.1 dans 

les clones AnTat  1 .1 , 1 .10 e t  1.1 B. E n  effet, pour  d'autres clones spécif iant le 

t ype  ant igénique AnTa t  1.1 (AnTa t  1.10 e t  1.1 E) e t  où il n'y a pas de séquence 

additionnelle, la séquence CO-transposbe est  d e  1,s kb. D'autres observations 

suggèrent  également que cette séquence additionnelle représenterait  un fragment 

résiduel 5' d 'une ELC précédente. 

Nous avons vu que le l ieu 3' d e  la recombinaison n'est pas exactement 

déf ini .  Les résul tats présents montrent  que le si te de recombinaison 5'  est  aussi 

variable : des longueurs d i f férentes des mêmes copies de base peuvent  ê t re  

dupliquées e t  transposées ve rs  le s i te  d'expression. 

* Présence à l 'extrémité 5' des mRNA d'un mini-exon 

de 35 nucléotides dé r i vé  du s i te  d'expression 

PAYS e t  coll. (1982) (197) avaient montré que la  sonde 

caractér ist ique de l 'extrémité 5' de l'élément transposable pour  le var ian t  L iTat  

1.6 ne reconnaissait pas le mRNA mature, mais reconnaissait spécifiquement des 

t ranscr iptats à la fois p lus  grands e t  p lus pet i ts  que le mRNA. I l s  o n t  de ce 

fa i t  proposé que le gène serait  d 'abord t ransc r i t  sous forme d'un précurseur  de 

p lus  grande taille, qui serait  ensuite cl ivé. Dans ce modèle, le promoteur serait  

donc fou rn i  pa r  le s i te  d'expression. 



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

(1981) (13) ; VAN DER PLOEG e t  coll. (1982) (258)) o n t  permis aussi de  

détecter avec une sonde caractér ist ique d u  segment 5' CO-transposé du var iant  

118 des t ranscr iptats spécif iques p lus  courts  e t  p lus  longs que le mRNA mature. 

L 'un  de ces t ranscr iptats,  en par t icu l ier ,  représentait  la total i té du segment 

CO-transposé. En comparant la séquence de l 'extrémité 5' du mRNA avec celle de 

la copie de base du gène, les auteurs ont  aussi démontré que les 34 nucléotides 

S'-terminaux étaient d i f férents.  Par conséquent, cette extrémité 5' du mRNA 

mature n'est pas codée p a r  la séquence correspondante de BC e t  les auteurs ont  

ainsi montré qu'elle v iendra i t  se l ie r  au reste de la séquence par  la découpe 

d ' u n  précurseur de p lus  grande taille. BERNARDS (1982) (14) a proposé 

[F igure  3) un schéma de remaniement moléculaire répondant à ces observations. 

Selon ce schéma, la t ranscr ip t ion  démarre avant  ie s e g m e ~ t  transposé e t  doric le 

s i te d'expression fou rn i t  le promoteur requis pour  in i t ie r  la t ranscr ip t ion  d u  

gène. Le premier p rodu i t  d e  t ranscr ip t ion  est  remanié pour  donner naissance au 

mRNA mature muni d'une extrémité 5' nouvelle indépendante du segment 

CO-transposé. BOOTHROYD e t  CROSS (1982) (22) se sont également attachés à 

l'étude de la séquence nucléot idique des extrémités 5' du mRNA e t  de  B C  du 

var ian t  117. Comme il a été démontré pour  le var iant  118, les auteurs ont  

également mis e n  évidence l'existence d'un exon de 35 nucléotides à l 'extrémité 

5'  dt.1 mRNA. De surcroît ,  la séquence de I 'exon pour ce var ian t  s'est révélée 

absolument ident ique à celle de I 'exon d u  var ian t  118 déterminée par  VAN DER 

PLOEG e t  coll. (198213) (258). 

L'analyse e n  séquence DNA a confirmé que le segment transposé du var ian t  

118 ne  contenait pas le mini-exon d e  35 nucléotides : I'exon éta i t  donc issu  du 

s i te  d'expression ( L IU e t  col1 . (1 983) (1 54) ) . E n  conséquence, la transposit ion 

act ive les gènes de VSG p a r  l 'addit ion d'un promoteur. Ces derniers résul tats 

éliminent déf ini t ivement la possibi l i té que chaque gène d e  VSG t ranspor te  son 

p rop re  promoteur e t  que  l 'activation résul te d'une combinaison nouvelle de 

séquences apportée par  le  s i te d'expression. 

DE LANGE e t  coll. (1983) (194) o n t  montré que le génome de T. b. bruce i  

contenait  p rès  de 200 copies de ce mini-exon. Ces dernières sont répétées de 

façon régul iere s u r  une distance de 35 kb. Pour les auteurs, chacun de ces 

mini-exons pour ra i t  i n i t i e r  la synthèse du RNA, e t  cette organisation répét i t i ve  

serai t  t-laborée pour  permett re une propor t ion  élevée de t ranscr ip t ion  du gène 

présent  dans le s i te  d'expression. 





d )  Analyse du site d'expression 

PAYS e t  coll. (1981b) (194) on t  étudié les ELCs de deux 

clones d i f férents exprimant le même type  ant igénique i AnTat  1 . l )  ; leurs  

résul tats suggéraient que les séquences d u  gène ainsi que leurs prolongements 

semblaient similaires. Les auteurs avaient donc démontré que  les copies 

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

transposées au niveau de si tes d'expression similaires. 

A ce sujet, VAN DER PLOEG e t  coll. (1982a) (257) on t  comparé les car tes 

de res t r ic t ion  endonucléasique des 2 ELCs des gènes des var iants 117 e t  118 e t  

d'après les pro f i l s  obtenus, il semblait que les gènes avaient été transposés au 

niveau du même site chromosomai caractéristique. Ce si te étai t  caractér ist ique 

pa r  le fa i t  qu'il éta i t  dépourvu de t o u t  si te enzymatique de res t r ic t ion  s u r  une 

importante distance de p a r t  e t  d 'autre du segment transposé ( 6  kb à l 'avant e t  

8 kb à l 'a r r iè re) .  L'absence de sites potent iels de clivage s u r  une telle longueur 

révéla i t  l 'existence de régions r iches en succession d'adénine e t  d e  thymine, ou  

de séquences simples de DNA relativement homogènes. En outre, la séquence de 

8 kb se terminait  pa r  une posit ion qui représentait  un s i t -  de cl ivage pour  15 

endonucléases de res t r ic t ion  di f férentes. Les auteurs ont  in terpré té  le fa i t  en 

suggérant  que cette posit ion représenta i t  la fin de la moléccile d e  DNA. 

DE LANGE e t  BORST (1982) (51) o n t  aussi montré que cet te région éta i t  

préférentiellement dégradée pa r  I~exonucléase Bal 31 e t  on t  donc pu conclure 

que ce groupe apparent d e  sites de res t r ic t ion  représentait  réellement une 

d iscont inui té dans le DNA, En fonct ion de l'ensemble de ces caractéristiques, 

les ELCs semblaient ê t re  localisées près  d e  la fin d'un chromosome. 

De nombreux auteurs se sont penchés s u r  la quest ion de savoir  s ' i l  ex is ta i t  

un seul ou  p lus ieurs sites d'expression. Avec un unique site, l 'expression d'un 

seul gène du réperto i re s 'expl iquait  a lors facilement. 

De ta comparaison des car tes de res t r ic t ion  des ELCs (VAN DER PLOEC - et 

coll. (1982a) (257) ou de la séquence des mini-exons (BOOTHROYD e t  CROSS - 
(1982) (22), se dégageait p l u t ô t  l ' idée d'un si te d'expression unique. S u r  la 

base d e  données semblables, d'autres auteurs on t  aussi proposé la même 

hypothèse (BORST e t  CROSS (1982) (25) ; MICHELS e t  coll. (1983) (175) ; 

LAURENT e t  colt. (1983) (144) ; PAYS e t  coll. (1983b) (198) ; PAYS e t  coll. 

( 1 9 0 3 ~ )  (199)). 



MlCHELS e t  coll. (1983) (175) on t  cherché à savoir si les gènes des 

var ian t  117 e t  118 étaient, chaque fois qu' i ls étaient exprimés, transposés au 

niveau d u  même site d'expression. Les auteurs o n t  analysé le DNA nucléaire de 

r: clones exprimant le var iant  118 e t  de 2 clones exprimant le var ian t  117. Sur 

la base de la correspondance d e  5 sites enzymatiques de res t r ic t ion  en amont de 

chacune des 6 ELCs, les auteurs o n t  conclu que le même s i te d'expression étai t  

u t i l i sé  dans chaque cas. Néanmoins, selon les variants, la tail le des régions 

environnantes 3' e t  5 ' ,  dépourvues de si tes de restr ic t ion,  var ia i t  

considérablement (de plus d e  10 000 paires de bases). A p a r t i r  de cet te 

observat ion les auteurs ont  suggéré que ces régions de DNA consisteraient en 

de courtes séquences répét i t ives e t  la di f férence de tail le selon les var ian ts  

pour ra i t  alors ê t re  expliquée p a r  les mécanismes suivants : 

- l'allongement de l 'extrémité du chromosome (env i ron  10 paires de base 

p a r  d iv is ion cellulaire) 

- la possibl i té de délétion au niveau de la région située ent re  I 'ELC e t  

l 'extrémité du DNA 

- Toutefois, la région située en amont demeure constante après plus d e  300 

générations de trypanosomes e t  donc la variat ion de longueur pour ra i t  ê t r e  liée 

dans ce cas au changement d e  gène. 

Chez T. equiperdum LONGACRE e t  coll. (1983a) (155) ont  étudié 

l 'act ivat ion des var iants BoTat  1 e t  BoTat 28. Les auteurs o n t  observé que 

chaque var ian t  éta i t  exprimé p a r  le biais d'un mécanisme de dupl icat ion - 
transposit ion. De façon analogue à T. bruce i  brucei,  IIELC représentait  la copie 

exprimée. Les auteurs ont  également analysé les car tes de res t r ic t ion  des ELCs 

pour  4 clones spécifiant le t y p e  ant igénique basal BoTat 1, obtenu différemment 

selon le schéma détai l lé dans la f i g u r e  4 : aucune des cartes ne  s'est révélée 

ident ique à une autre. A l'opposé des résultats précédents il se dégageait ic i  

p o u r  T. equiperdum la not ion de d i f fé rents  si tes d ' in tégrat ion pour  ies ELCs. 

2- Act ivat ion de gènes télomériques p a r  conversion génique 

a) Localisation de certains gènes à I lextrémité d'un chromosome 

LAURENT e t  coll. (1983) (144) on t  signalé la localisation 

télomérique de la copie de base d t A n T a t  1.3. Les auteurs o n t  aussi observé que 

I1environnement de  la copie d e  base apparaissait ident ique à celui  de la copie 
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liée à l 'expression avec en par t icu l ie r  la présence de p a r t  e t  d 'au t re  d'étecdues 

de DNA dépourvues de sites enzymatiques de restr-iction. De plus, les sites qui 

on t  pu êt re  caractérisés en amont étaient identiques à ceux présents dans 

Ilenvironrienlent 5 '  de I'ELC du var ian t  correspondant ainsi  que de deux autres 

var iants (AnTa t  1.1 e t  1 . 8 ) .  L'analyse de la copie de base du var iant  AnTat  

1.3 au niveau de d i f fé rents  clones (AnTa t  1.1A ; 1.1B ; 1.18 e t  1.13) a montré 

que son environnement 3' est sujet, comme pour  le s i te d'expression, à des 

variat ions de tai l le par  insert ions e t  délétions. Ce phénomène, indépendant de 

l 'expression du t y p e  ant igénique AnTat  1.3, étai t  induit d'après les auteurs par  

chaque changement d'antigène. Une observat ion similaire a p u  ê t r e  faite chez T .  - 
equiperdum avec le var ian t  basal BoTat 1 (LONGACRE e t  coll. (1983b) (156)). 

b )  La conversion télomérique de gènes 

De te ls  gènes peuvent  aussi migrer  vers  le s i te  d'expression 

par  le mécanisme de dupl icat ion transposit ion mais ce procédé d i f fè re  de la 

transposit ion des gènes internes comme l ' indique la f i gu re  5. Nous avons v u  

que le segment transposé pour  les gènes internes se termine toujours à 

l ' in tér ieur  ou à l 'extrémité du gène. Dans ie cas des gènes télomériques, le 

t rans fe r t  concerne aussi un segment supplémentaire en aval englobant 

probablement le télomère ent ier.  Pour BORST e t  coll. (1983) (26), la conversion 

de gène télomérique est une var iante de la dupl icat ion - transposit ion des gènes 

internes. 

C) La conversion génique "partiel le" 

PAYS e t  coll. (1983) (200) o n t  analysé deux remplacements 

successifs de la copie liée à l 'expression au cours de changement de spécif ic i té 

ant igénique AnTa t  1.1 -, AnTat  1.10 -, AnTat  1.1 B.  En effectuant des 

expériences de digest ion p a r  la DNAse I selon les condit ions décri tes pa r  

WEINTRAUB e t  GROUDINE (1976) (2673 les auteurs o n t  t rouvé  que dans les 

clones AnTat  1.10 e t  1.18 I'ELC spécif ique du var ian t  AnTa t  1.1 semblait 

rester  dans une conf igurat ion chromatinienne active. 

Néanmoins, dans les deux clones dér ivés du var iant  AnTat  1 .l, cette ELC 

éta i t  modifiée : ceci éta i t  démontré p a r  hybr ida t ion  comparative pour chaque 

clone du fragment Pst 1 de  2 kb de I'ELC avec la sonde de cDNA homologue e t  

les deux  autres sondes hérologues. Dans chaque cas le marquage du fragment 
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était  p lus  intense avec la sonde de cDNA homologue suggérant l 'existence de 

modifications de séquence. 

Four connaitre la na ture  des modifications observées, les auteurs on t  

comparé les séquences des cDNA spécifiques des var iants AnTat  1.10 e t  1 . l B  

avec celle d u  var iant  AnTa: 1 .l. En ce qui concerne AnTat  1.10, il existai t  de 

nombreux changements intéressant une seule base ainsi que quelques additions 

ou délétions de codons. Ces modifications représentaient globalement 21 IS d e  la 

séquence totale du var ian t  AnTat  1 .l. 

Fait  caractéristique, les mêmes modifications étaient retrouvées au n iveau 

de la par t ie  3' du cDNA d u  var ian t  AnTat  1.1B alors que  la première moitié de  

le séquence (876 nucléotides) éta i t  ident ique à celle du var ian t  AnTat  1 .l. Deux 

hypothèses pouvaient Gtre alors émises : 

1- lo rs  de la var iat ion AnTat  1.1 - AnTat  1 . I O ,  il y aura i t  eu  des 

mutations t o u t  le long de la séquence puis seulement s u r  une par t ie  de celle-ci 

lors d u  passage AnTat  1.1 O -AnTat  1.1 B. 

2- Une séquence nouvelle légèrement d i f fé rente  const i tuera i t  le modèle pour  

I'ELC du var ian t  AnTnt  1.10 qui serait  ensuite remplacée en pa r t i e  pa r  une 

nouvelle copie part iel le de  la copie de base du var ian t  AnTat  1 .l. C'est cet te 

deuxième hypothèse qiii a pu ê t r e  confirmée pa r  l 'analyse en séquence des 5 

gènes de la famille AnTat  1.1 (fragments Pst 1 2.15 Kb, 4 Kb, 6,4 Kb, 7 Kb,  

e t  9 Kb )  clonés S p a r t i r  du DNA génomique à la fois d e  AnTat  1.1 e t  AnTat  

1.1B, comparée à celle de IIELC du var iant  de  AnTat  1.10 (fragment Pst 1 2 

Kb) (F igure  6). Les résul tats montraient que I'ELC dlAnTat  1.10 éta i t  copiée à 

p a r t i r  du fragment 9 kb e t  que la copie de base dlAnTat 1.1 éta i t  représentée 

pa r  le fragment 6,4 kb. PAYS e t  coll. o n t  donc pu conclure que lo rs  du 

changement AnTat  1.1 vers  AnTat  1 . I O ,  une copie du membre 9 kb remplaçait 

I'ELC dlAnTat  1.1 copie elle-même du membre 6,4 kb. Lors de la var iat ion 

suivante vers  AnTat  1.1B, IIELC 9 kb éta i t  partiel lement déplacée pa r  une 

nouvelle copie, incomplète seulement, du membre 6,4 kb. Leurs  résul tats 

indiquaient également que I'ELC dlAnTat  1 . l B  d i f f é ra i t  à ta fois des séquences 9 

kb e t  6,4 kb s u r  une iongueur de 133 paires de base. Ceci pouvai t  ind iquer  

qu'un troisième gène ava i t  s e r v i  d e  modèle pour  le segment. 

Pour les auteurs, la na ture  de ce réarrangement de DNA relève 

probablement d'une conversion génique e t  non pas d'un échange réciproque 

puisque les membres 6,4 kb e t  9 kb de la famille demeurent inchangés dans les 
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2 ATA CAA CAA CCC GCI. CGA ACC CTA ACC CAG GAA A I T  AGA CAC CCG C A L  GCA CGC GGC GGA- - - - - - - -  

3 8 0  3 92 
2 . 1 5  C A A  GCC GCA "G A #  " 

4 ---- CAA A GCC GCA GCC A C  CCA A C A T  AAA ACT GAA ACT GAC 
6 . 4  - - - -CAA A GCC GCA CC@ A AAA A T G C  CCA 

7 ---- CAA A GCC GCA CCC A AAA A T G C  CCA 
9 -- - -CAA AAA CCC GCA GCG ACA AAA CCA CCA T C C  CCA AAC C A T  AAA C T C  ACA AGC C C T  G I A  ACT GAC 

2 - - - -CAA AAA CCC GCA CCC ACA AAA CCA CCA T C C  CCA AAG C A T  AAA C T G  ACA ACC C C T  GAA AGT G A C  

4 0 0  4 1 0  

4  
6 . 4  

7 
9 GCC CTA TGC A C T  AAA ATA AAG GAT GCA AAC CAA T C C  AAC ACC AAG C C T  T T C  TCC A G - - - - - - - - - - - - -  

2 GCC CTA TGC AGT AAA ATA AAG GAT GCA AAC G I A  TGC AAC AGC AAC C C T  T T $  TGC AG;------------ 

Pst t 

Comparaison d e s  séquences partielles des  membres de la famille génique 

AnTat 1 . 1  (Fragments Pst  1 2 .15  Kb, 4 Kb, 6.4  Kb, 7 Kb, 9 Kb) avec 

celle d e  IIELC du variant AnTat 1 .10 (fragment Pst 1 2 Kb) 

[D'après Pays et coll. (1983)) 

FIGURE 6 - 



3 clones. II a aussi été observé que ces deux copies de base étaient les seuls 

membres de la familie génique localisés au niveau d'une région télomérique. 

PAYS e t  coil. on t  pu conclure de ces t ravaux : 

- d'une p a r t  que ' la  dupl icat ion transposit ion éta i t  effectuée pa r  une 

conversion génique pouvant  affecter une étendue variable des mêmes copies de 

base. 

- d 'autre p a r t  que d i f fé rents  membres d 'une même famille de  gènes de 

surface pouvai t  cont r ibuer  à la d ivers i té  d'un réperto i re.  

U n  aut re  exemple de conversion génique par t ie l le  pour la spécif ic i té 

ant igénique AnTat  1.1 a encore été déc r i t  au n iveau du clone AnTat  1 . l H  

(PAYS e t  coll. (1985) (202)). 1 1  s'agit d'un clone dé r i vé  toujours du va r ian t  

AnTat  1.10, isolé dans la séquence AnTat  1.1A-1.1 OA-1.1 B -1.1 OB-1.1 H- 

1.1 OE, où les gènes des var iants AnTat  1.1 e t  1.10 intéragissent au niveau d u  

même s i te d'expression. Ce dernier  est localisé à l 'extrémité d'un 

minichromosome de 225 kb (GUYAUX et  coll. (1985) (!00)). 

Cette succession de variat ions antigéniques a été sélectioniiée 

expérimentalement car  l 'appari t ion d'un même type  ant igénique chez un hdte  est 

rendue impossible pa r  la réponse immunitaire . L'analyse des d i f férentes 

conversions géniques a révélé que les limites de recombinaison n'étaient pas 

d is t r ibuées au hasard (F igure  7).  L'on a également schématisé s u r  cette f i g u r e  

un troisième clone du t y p e  ant igénique AnTat  1.1 (AnTat  1.1C) issu d'un 

processus de conversion génique part iel le légèrement d i f férent ,  e t  qui sera 

détai l lé ultérieurement. Les limites 5' qui o n t  pu ê t r e  déterminées relativement 

précisément pour  AnTat  1 .l OA, 1 .lOB, 1.10E e t  1 .1 C étaient regroupées près  

du codon d' ini t iat ion de t raduct ion,  problablement en  raison de l'existence d'une 

homologie seulement s u r  407 paires de bases en amont de  ce codon. Les l imites 

3' des 3 clones (AnTa t  1 .1 B, 1 .1 H e t  1.1 C) étaient pratiquement iocalisées au 

même endro i t  dans la séquence code, soit  en t re  les amino-acides 290 e t  299 d e  la 

protéine. 

Pour les var iants AnTa t  1 .1 H e t  1.1 C, le membre 6,4 kb const i tue le  seul 

donneur. Pour le var ian t  AnTat  1 . l B ,  nous avions v u  qu 'un gène supplé- 

mentaire servai t  de  modèle pour  une étendue d 'env i ron  150 nucléotides. La l imite 

5' de ce segment addit ionnel se s i tue en t re  les acides aminés 242 e t  247 d e  la 



E L C  i 

Schéma des transformations successives du gène exprimé dans une 

série de  clones de T .  b.  brucei 

Copie du membre 9 I(b 
Copie du membre 7 Kb 

Copie du membre 6 .4  Kb 

(D'après Pays et col1 . , 1985) 
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protéine. Les relations de ces localisations avec l 'organisation cie la molécule 

seront décri tes dans le chap i t re  des Travaux Personnels. Les auteurs o n t  

suggéré qu'une sélection post-recombinationnelle puisse l imiter le nombre des 

réarrangements possibles en t re  les gènes. 

d )  Longueur variable du segment conver t i  

A u  cours d e  la duplication-transposit ion des gènes internes, 

tels que les gènes des var iants 117 e t  118, nous avons évoqué précédemment 

que la tai l le de !'élément transposé éta i t  proche de 3 kb, ceci semblant p roven i r  

d'homologies de séquence d e  p a r t  e t  d 'autre de cette étendue. La 

duplication-transposit ion des gènes télomériques d i f f è re  du mode précédent, 

nous l'avons vu, p a r  l 'étendue de l'élément transposé qui comprend un segment 

supplémentaire en aval d u  gène pouvant  al ler jusqu'à la fin du chromosome. Les 

vastes régions d'homologies a u  bout  du télomère seraient vraisemblablement 

impliquées dans le mécanisme d e  recombinaison (BORST e t  coll. (1983) ( 2 6 ) ) .  

D'un au t re  coté, seule u n e  par t ie  du gène peut  aussi ê t re  recombinée e t  le 

phénomène de coi;version génique part iel le s'explique aussi selon PAYS e t  coll. 

( 1 9 8 3 ~ )  (200) parb la propor t ion  élevée d'homologies exis tant  entre les séquences 

mises en jeu. 

A l'opposé, la transposit ion peut  affecter une vaste séquence : lors d e  la 

var iat ion AnTat  1.1C AnTat  1.1B, la copie transposée d u  gène télomérique 

AnTat  1.3 est d'une tail le supér ieure à 40 kb (PAYS e t  coll. (1983d) (201)). 

Pour les auteurs, les homologies d u  côté 5' en t re  les télomères "AnTat  1.1C" e t  

"AnTat  1 .3B1' seraient restre intes à une région t rès  éloignée des 2 gènes d e  

tel le sorte que la dupl icat ion au ra i t  à parcour i r  une étendue p lus  longue avan t  

d 'at te indre le site recombinationnel d'homologie. Dans ce cas, le promoteur se 

t rouve ra i t  à une distance relativement éloignée du gène. 

3- Act ivat ion de gènes télomériques sans dupl icat ion-transposit ion 

a) Mise en évidence 

Certains gènes spécif iques sont exprimés sans quii 1 so i t  

possible d e  détecter une copie liée à l 'expression. 



WILLIAMS e t  coll. s'étaient attachés dès. 1979 (269) à étudier  les 

hybr idat ions d u  DNA complémentaire spécif ique d'un var iant  ( I i T a t  1.2) avec 

des fragments génorriiques de res t r ic t ion  du var ian t  homologue e t  d e  deux autres 

clones. Leurs résul tats n'avaient pas mis en évidence la formation d'une ELC. 

I l s  avaient observé en revanche que le Dh!A complémentaire s 'hybr ida i t  avec des 

fragments nucléaires donc les tail les étaient d i f férentes selon les variants, 

p reuve de l 'existence d'arrangements d i f fè rents  d e  séquences d e  DNA autour  de 

ces gènes selon les clones. Leurs résul tats indiquaient que la var iat ion 

ant igénique mettai t  eri oeuvre un t y p e  aut re  d e  réarrangement au n iveau du 

gènome, qui n 'avai t  en  apparence aucune re lat ion d i recte avec l 'expression d u  

gène. La poursui te des t ravaux (\It lLLIAMS e t  coll. (1980) (270)) a conf irmé le 

f a i t  e t  apporté d 'autres précisions : 

. le gène spécif ique d u  var ian t  I lTa t  1.2 existe sous forme de 2 copies 

dans les trypanosomes exprimant ou n'exprimant pas le clone; 

. les modifications génomiques observées résul tent  d' insert ions e t  de 

délétions au niveau des extrémités 3' des 2 copies du gène. 

b )  Les gènes o n t  tous une localisation télomérique. 

L'expression sans mécanisme de dupl icat ion-transposit ion a 

été ret rouvée chez d 'autres var iants e t  dans chaque cas, les gènes étaient 

localisés à la fin du chromosome (BERNARDS (1982) (14) ; WILLIAMS e t  coll. 

(1982) (271) ; MAJIWA e t  coll. (1982) (165) ; PAYS e t  coll. (1983) (201) ; 

LAURENT e t  coll. (1984) (145) ; BERNARDS e t  coll. (1984) (15)). 

c )  Présence du même mini-exon de nucléotides 

BOOTHROYD e t  CROSS (1982) (22) se sont  aussi intéressés 

à l 'étude de la séquence nucléotidique de l 'extrémité 5' d'un mRNA spécif ique 

d'un var ian t  pou r  lequel l 'expression ne s'accompagne pas de la détection d'une 

ELC, le var ian t  221. I l s  on t  encore t rouvé  pour  les 35 premiers nucléotides une 

séquence str ictement ident ique à celle des var ian ts  117 e t  118. En conséquence, 

le  promoteur pour le var ian t  221 es t  su iv i  du même segment que ce lu i  des 

var iants 117 e t  118, e t  les auteurs o n t  proposé 2 explications p o u r  ce fait  : 

. le segment pour ra i t  posséder un r61e indispensable dans le 

fonctionnement du promoteur o u  dans le remaniement du mRNA. 



. l 'act ivat ion d u  gène spécif ique d u  var ian t  221 s'effectuerait p a r  la 

juxtaposit ion du même promoteur que celui  t rouvé  pour  les si tes d'expression 

des var iants 117 e t  11 8, mais selon une modalité indétectable encore inconnue. 

L'analyse en séquence DNA a ensuite montré l'absence de ce mini-exon s u r  

une longueur de 8,5 kb en amont de  ce gène (BERNARD e t  coll. (1984) (15)).  

En conséquence, ces gènes télomériques sont aussi remaniés. 

d )  mécanisme proposé : l'échange réciproque de télorni^re 

BORST e t  coll. (1983j (26) on t  proposé un mécanisme 

d'échange de l 'extrémité chromosomale. Selon ce modèle les gènes téjomériques 

peuvent  migrer  ve rs  le s i te  d'expression par  un échange réciproque dr télomère 

depuis u n  n iveau s i tué en t re  le promoteur e t  la séquence du gi;ne. Ceci 

s'accompagne simultanément de l 'activation de la t ranscr ipt ion d u  gène 

télom4rique e t  de  la mise sous silence de I'ELC. C'est un mécanisnle qui a 

également été proposé p a r  PAYS e t  coll. (1983d) (201) e t  LAURENT e t  coll. 

(1984) (145). Plusieurs éléments sont en  faveur de cette hypothèse. 

- Pour BORST e t  coll. (1983) (26), l 'existence du même mini-exon d e  35 

nucléotides au  niveau d u  mRNA du var ian t  221 exprinié sans 

duplication-transposit ion (BOOTHROYD e t  CROSS (1982) (22). 

- Pour PAYS e t  coll. (1983)d (201) e t  LAURENT e t  colf. (1984) (145), à la 

fois la persistance de I'ELC précédente dans le génome sous une forme 

télomérique inact ive e t  d 'autre p a r t  la per te  du gène si  le gène su ivant  est 

act ivé pa r  le mécanisme de duplication-transposit ion. Les observations sont 

issues de l 'analyse de la succession des variants suivants : AnTa t  1 .l-AnTat 

1 . 3 - A n T a t  1 . 6 4 n T a t  1.16-cAnTat 1.1 C-AnTat 1.1 B. 

Les gènes spécif iques des clones AnTat  1.1 , 1.3, 1.16 e t  1.1 B sont act ivés 

p a r  le mécanisme de duplication-transposit ion. Les gènes spécif iques des clones 

AnTa t  1.6 e t  1 . l C  sont à l'opposé activés p a r  le mécanisme hypothét ique de 

l'échange réciproque de télomères. Les ELCs dlAnTat 1.3 e t  1.16 on t  été 

retrouvées sous une conformation inact ive après le changement d'antigène. Les 

gènes spécifiques des var ian ts  A n T a i  1 . lC e t  1.16 étaient respectivement 

perdus dans le ou  les var ian ts  suivants (STEINERT e t  PAYS (1985) (245)). 



e) Evo!ution des réperto i res 

En conséquence, un réperto i re d'antigènes peut  évoluer par  

per tes e t  gains de gènes. Beaucoup dt! gènes télomériques sont probablement 

cies ELCs inactivées (YOUNG e t  coll. (1962) (275) ; PAYS e t  coll. (1983d) (201) 

; YQUNG e t  coll. (1983) (276) (277) ; BORST e t  coll. (1983 (26)).  

Une ELC partiel lement modifiée pa r  une conversion génique l'partiellet1 peut  

aussi ê t re  conservée comme une "ex-ELC" venant aussi accroître la d ivers i té  de 

la famille de gènes (PAYS e t  STEINERT (1985) (245)). Cette combinaison de 

d i f fé rents  mécanismes const i tuera i t  I lun des facteurs responsables de la 

considérable hétérogénéité observée parmi les d ivers  sérodèmes. Chez T .  - 
gambiense, les sérodèmes apparaissent beaucoup plus stables, e t  STEINERT e t  

PAYS (1985) (245) on t  évoqué la possibi l i té d'une moindre act ivat ion télomérique 

pour  cette sous-espèce. 

D'autres t ravaux montrent  que certains gènes évoluent t rès  rapidement 

alors que d'autres sont relativement conservés. 

Des auteurs (VAN MEIRVENNE e t  c ~ l l .  (1977) (262) ; VERVOORT e t  coll. -- 
(1901) (264) ; MAGNUS e t  coll. (1982) (163)) o n t  comparé par  immuncilyse e t  

immunofluorescence les AVS de répertoires antigéniques issus de d i f fé rents  

stocks de parasites e t  on t  moritré : 

. que la p lupa r t  des types antigéniques étaient t rouvés uniquement dans 

un seul stock mais aussi que cer ta ins des types antigéniques de réperto i res 

d i f férents,  même issus de sous-espèces ou espèces d i f férentes ( AnTat  1 . 8  et  

AVS 117 de T .  b. brucei, AnTat  12.2 de T.  b. rhodesiense, L iTat  1.6 de - T. 
b. gambiense e t  AnTat  3.3 d e  T. evansi) se révélaient similaires selon les tests 

immunologiques, e t  donc semblaient relativement conservés. Ces types 

ant igéniques on t  été qual i f iés d' isotypie. 

D u  po in t  de vue génétique, l 'étude de l 'hybr idat ion d'une sonde spécifique 

du gène AnTat  1.8 avec le DNA nucléaire issu de ces d i f fé rents  stocks a aussi 

démontré la conservation de la séquence code correspondant à ce gène (PAYS - et  

coii. (1981 b )  (194), (1981d) (196), (1982) (197)). - 
D'autre par t ,  l 'étude d e  la séquence nucléotidique de deux AVS isotypiques 

(AVÇ 117 (BOOTHROYD e t  coll. (1980) 1191, (1982) (22)) e t  AnTat  1.8 



(MATTHYSSENS e t  coll. (1981) (167)) a indiqué qu' i l  ex is ta i t  en t re  les deux 

gènes une homologie quasi complète des bases. 

FRASCH e t  coll. (1982) (78)  se sont intéressés, à I 'étuds du degré  de 

conservation de certains gènes d'un réperto i re dans 12 stocks de parasites 

d 'or ig ine d i f férente.  Les auteurs on t  t rouvé  que I'AVS 117 était essentiellement 

conservé dans 11 de ces stocks. L'AVS 118 s'est révélé présent dans 7 stocks 

mais sous 4 formes d i f fé rant  pa r  leurs sites enzymatiques de restr ic t ion.  L'AVS 

221 s'est montré absent de  tous les stocks. 

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

gènes stables e t  les gènes à évolut ion rapide. I ls  pensent que les trypanosomes 

développent un mécanisme pour  accélérer l 'évolut ion d'un groupe de gène. 

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

ces genes pourra ient  ê t re  transposées dans une région spéciale du génome ou 

I ' é v o l u t i ~ n  de la séquence est t r è s  rapide. Les gènes seraient perdus de cette 

région avec ie même ry thme avec lequel i l s  y entreraient.  L'évolution résukera i t  

de mutations ponctuelles. 

f )  Relations en t re  les deux mécanismes 

* Les 2 procédés d'act ivat ion exis tent  à l ' in tér ieur  d'un 

sérodème . 
Ceci, déjà évoqué précédemment, a aussi été montré par  MAJIWA e t  coll. 

(1982) (165) pa r  l'analyse de p lus ieurs var iants d'un sérodème. 

- Pour le var ian t  I l T a t  1.1 du sérodème, il a été possible de détecter une 

ELC dans les cellules homologues. Le réper to i re  de base demeurait inchangé 

dans les autres clones étudiés ( I ITa t  1.2 e t  I l T a t  1.3). 

- A l'opposé, I 'AVS I l T a i  1.3, comme I'AVS I lTa t  1.2, étai t  exprimé sans 

mécanisme de duplication-transposit ion. La seule d i f férence résidait  dans le 

nombre de copies. 

Par conséquent, à l ' in té r ieur  d'un sérodème donné, l 'on pouvai t  rencontrer  

l'un ou l 'autre t ype  de réarrangement. 



* Un  même type  antigénique peut  ê t re  exprimé par  Ilun ou 

l 'autre mécanisme 

BERNARDS e t  coll. (1984) (151 ont  montré que le gène 

télomérique un ique spécif ique du var ian t  221 pouvai t  ê t re  act ivé par  dupl icat ion 

e t  transposit ion vers un site télomérique d'expression ou bien pa r  le mécanisme 

d'act ivat ion sans dupl icat ion - transposit ion réservé aux gènes télornériques. 

* L1expression d'un type  ant igénique peu t  résul ter  d e  la 

combinaison des mécanismes d'échange réciproque e t  de conversion génique. 

PAYS e t  coll. (198311) (201) o n t  t rouvé  que la spécificité antigénique AnTat  

1.1 pouvai t  aussi dér iver  de  cet au t re  mécanisme in terpré té  comme u n  échange 

réciproque. 

A p a r t i r  du var iant  AnTat  1.16, les auteurs on t  isolé un clone d u  var ian t  

AnTat  1 .1 ( AnTa t  1.1 C) . A u  niveau de ce dernier  clone, l'on ne détectait pas 

de copie liée à l'expression. D'autre pa r t ,  il exis ta i t  des changements au niveau 

d u  réperto i re de base. Les 5 membres sont déf inis,  nous l 'avons déjà vu,  selon 

la ta i l le  des fragments issus de lâ coupure pa r  l'enzyme de res t r ic t ion  Pst I soit 

respectivement 9 kb,  7 kb, 6,4 kb, 4 kb e t  2,15 kb. Les séquences "9 kb" e t  

"6,4 kbIt représentent respectivement les copies de base des variants AnTat  

1.10 e t  1 .l. Pour le clone AnTat  1.1C, il nly ava i t  pas conservation d e  la 

séquence "9 kbl'. L'analyse en séquence a révélé le remplacement d'une vaste 

étendue d u  gène pa r  une copie de la séquence 6,4 kb. La jonction éta i t  

localisée, nous I1avons évoqué précédemment dans une région génique 

correspondant à la séquence 290-299. Etant  donné que la séquence "6,4 kb", 

éta i t  conservée dans ce clone, le réarrangement observé a été a t t r ibué à une 

conversion génique "partiellet', analogue à celle décr i te  pour  les variants AnTa t  

1.1 B ou 1.1 H. Néanmoins, pou r  ces derniers,  la recombinaison affectai t  I 'ELC de 

cette séquence 9 kb e t  non pas, cette séquence en elle-même. D'autre pa r t ,  

comme pour AnTa t  1.1H, il n'existe pas non p lus  de donneur supplémentaire. 

L'analyse du cDNA du var ian t  AnTat  1.1C a révélé que la t ranscr ip t ion  se 

faisait  à p a r t i r  de la séquence "9 kb" réarrangée. 

Au t re  observat ion importante pour  AnTat  1 . l C  : le télomère contenant la 

séquence "9 kbtt ne possédait pas, s u r  une longueur au moins de 20 kb, le 

même environnement 5' précédemment d é c r i t  pour  le s i te d'expression des gènes. 

Pour PAYS e t  coll. (1983d) [201), la var iat ion AnTat  1.16 - AnTat  1 . l C  

résu l te ra i t  des effets combinés de 2 mécanismes d i f fé rents  de recombinaison : un 



échange réciproque intéressant au moins une étendue de DNA télomérique de 20 

k b  e t  posit ionnant la séquence "9 kbl' en aval d u  promoteur supposé unique, e t  

une conversion génique a f fec tar t  partiel lement cette séquence trirnsposée avec le 

membre 6,4 k b  de la famille génique. 

g )  observations non corrélées avec le mécanisme 

d'échange réciproque. 

A l 'opposé les résul tats de V A N  DER PLOEG e t  coll. (1985) 

(259) s u r  la base d u  fractionnement du DNA nucléaire semblent montrer que ce 

mécanisme proposé ne soit pas su iv i  pour  le var ian t  221. Selon leurs  conditions, 

le DKA étai t  séparé en 4 fract ions : 50 - 150 kb, 200-700 kb, 2 Mb e t  le DNA 

de tai l le moléculaire élevée restant  au po in t  de dépôt. Les copies de base des 

gènes aes var iants 118 e t  221 résident dans le DNA de tail le moléculaire élevée. 

Leurs copies liées à l 'expression se t rouven t  dans la fract ion 2 hlb montrant que 

I 'activation implique une transposit ion interchromosomale d u  gene. Lorsque le 

gène du var iant  221 est act ivé sans dupl icat ion - transposit ion, ii reste dans le 

DNA d e  tail le moléculaire élevée e t  ne migre donc pas vers  le s i te  d'expression 

chromosomique. Cette observat ion tend à éliminer l'hypothèse de l'échange 

réciproque. 

Les auteurs ont  aussi montré que IIELC persistante d u  var ian t  118 rés idai t  

encore dans la f ract ion 2 Mb après le changement d'antigène. Ces résultats, qui 

n'excluent pas toutefois un t rans fe r t  vers  un aut re  chromosome, prouvent  

l 'existence au moins de 2 si tes pour l 'expression des gènes de VSG. A l 'appui, 

la présence des mini-exons 5 '  caractér ist iques des mRNA des V'SGs a pu ê t r e  

mise en évidence dans le DNA de ta i l le  moléculaire élevée ainsi que dans la 

f ract ion 2 Mb. 

Rappelons que chez T. equiperdum, la not ion de p lus ieurs sites 

d'expression avai t  aussi été mise en évidence (LONGACRE e t  coll. (1983b) 

(155)). La présence de p lus ieurs sites possibles pour  l 'expressioii implique alors 

un mécanisme pour  contrô ler  l 'act iv i té  de chaque site. L'hypothèse d'un 

promoteur mobile sautant d e  télomére e n  télomère a été évoquée (BORST e t  coll. 

(1983) ( 2 6 ) ) .  Cette hypothése ne semble pas s'accorder réellement avec 

certaines observations : l 'act ivat ion sans dupl icat ion - transposit ion du gène du 

var ian t  221 ne s'accompagne pas de réarrangements s u r  une vaste distance 155 

k b )  e n  amont de la séquence code. 



D'autres éléments pouvant peut-être avoir un rô le dans l 'activation o n t  été 

mentionnés. 

STEINERT e t  PAYS (1 985) (245) on t  rapporté l'existence de modifications 

de bases uniquement au niveau Qes gènes télomériques silencieux. Pour les 

auteurs, ces modifications part ic iperaient à la di f férenciat ion des gènes 

télomériques silencieux vers  des gènes act i fs.  Chez T . equiperdum, RAI BAUD 

e t  coll. (1983) (208) on t  aussi mis en évidence l'existence de cytosines modifiées 

au niveau d'une f ract ion de DNA télomérique contenant les extrémités 3' d e  la 

copie de base e t  de I'EhC du var iant  BoTat 1. 

4- Relations entres les d i f fé rents  mécanismes e t  le schéma de 

variat ion antigénique 

a)  Expression des types métacycliques (STEI NERT e t  PAYS 

(1985) (245j 

Les caractér ist iques inhérentes au réperto i re ant igénique 

métacyclique, définies z u cours d'un chapi t re précédent, montrent qu'il ex is te 

u n  processus par t icu l ier  pour  contrôler l 'activation des gènes correspondants. 

Les gènes spécif iques cles types antigéniques métacycliques peuvent su iv re  l'un 

ou l 'autre des mécanismes existants. L'act ivat ion p a r  un trypanosome 

métacyclique pour ra i t  donc ê t re  sous le contrôle d'un "marqueur métacyclique". 

Ce dern ier  ne  serait  pas étroitement l ié  au  gène puisque l 'on a montré, chez - T. 

b. rhodesiense, que le réperto i re métacyclique évoluait  aussi (BARRY e t  coll. 

(1 983) (1 2) ) . 

b) Expression des types antigéniques précoces e t  tard i fs  

Les mécanismes d'act ivat ion ne semblent pas ê t re  soll icités 

préférentiellement en fonct ion du temps d'appari t ion d'un variant.  L'on a 

remarqué néanmoins aussi b ien chez T. b. brucei  que T. equiperdum que les 

gènes des types antigéniques prédominants étaient localisés à la fin du 

chromosome (BORST e t  CROSS (1982) (25) ; YOUNG e t  coll. (1983a) (276) ; 

PAYS e t  coll. (198361) (201) ; LAURENT e t  coll. (1983) (144) ; RAIBAUD - et 

coll. (1983) (208) ; PARSONS e t  coll. (1984) (189)) e t  de  plus l eu r  - 
environnement apparaissait t rès  similaire à celui  du site d'expression (LAURENT 

e t  coll. (1983) (144) ; LAURENT e t  coll. (1984) (145). Pour PAYS e t  

STEINERT, un type  antigénique serai t  prédominant lorsquli l  y aura i t  une fo r te  



probabi l i té  d'act ivat ion pour  le gène, en raison d'une posit ion télomérique e t  

d'urie homologie de séquence convenable avec le s i te  d'expression. 

Un  aut re  aspect fondamental dans l 'étude de la var iat ion ant igénique est 

représenté pa r  l'analyse biochimique des antigènes variables isolés. 

A p a r t i r  d'un clone de trypanosome, la mult ipl icat ion parasitaire est  ef- 

fectuée s u r  r a t  qui développe une infect ion de t ype  a igu sans permett re une 

var iat ion d'antigène. L'isolement des trypanosomes, l 'obtention de I 'antigène 

variable pu r i f i é  peuvent  ê t re  effectués selon d ivers  protocoles. Les premiers 

procédés décr i ts  aboutissaient à une forme soluble dont  on  a pu préciser le 

caractère glycoprotéique. Par ta suite l 'antigène variable a été déf in i  comme 

glycoprotéine membranaire, munie d e  l ipides liés de façon covalente v ra i -  

semblablement impliqués dans l 'ancrage de l 'antigène su r  la membrane plasmique. 

II- ISOLEhZENT ET CARACTERISATION DE LA FORME SOLUBLE DE 

L'ANTIGENE VARIABLE 

A- Isolement 

A f i n  de  décr i re  l 'organisat ion moléculaire du manteau de surface, il 

éta i t  essentiel d' isoler l 'antigène variable, élément glycoprotéique const i tu t i f ,  

dans un état de  pu re té  se p rê tan t  à l'analyse e t  à la détermination st ructura le.  

Le premier stade correspond s u r  sang infesté recuei l l i  en  phase aigue de 

parasitose, en  la séparation des trypanosomes des éléments f igurés  du sang. 

Deux protocoles sont généralement ut i l isés. 

* La chromatographie d'échange ionique : techniques de LANHAM e t  

GODFREY (1 970) (1 44) 

Cette technique repose quant  à son pr inc ipe  su r  la d i f férence de charge 

exis tant  à la surface des parasites p a r  rappor t  à celle des cellules sanguines. 

La chromatographie es t  réalisée à température ambiante pa r  passage du sang de 

r a t  infesté hépariné su r  une colonne échangeuse d'anions de t ype  

DEAE-ce1 lulose, équi! ib rée en tampon phosphate glucosé de pH 8,O. 

Dans les condit ions utilisées, les éléments f igurés du sang sont retenus 

s u r  la colonne, alors que les trypanosomes toujours en v ie  sont élués. 

Une centr i fugat ion de I'éluat à 1630 g pendant 20 minutes, l i v r e  les 

trypanosomes sous forme d'un culot  de  centr i fugat ion, qui est  ensuite soumis à 



plusieurs cycles de lavage. 

ROSEN e t  coll. (1979) (227) o n t  i n t rodg i t  une var iante dans la technique 

de LANHAM e t  CODFREY : le sang de ra ts  infestés [T. congolense) est t ra i té  

par  une solution de g lycérol  à 10 %, qui entraîne une hémolyse. La préparat ion 

est centr i fugée à 5500 g pendant 1 minute, ce qui permet l 'obtention d'un culot  

de  trypanosomes encore contaminé par ,  au maximum, 5 8 de cellules sanguines;. 

Les trypanosomes r e p r i s  en  suspension dans un tampon t rès  proche de celui  

préconisé initialement pa r  LANHAM e t  GODFREY, subissent alors l'étape de 

pur i f icat ion su r  colonne de DEAE-cellulose dans les condit ions déjà décrites. 

* La centr i fugat ion isopycnique 

L'isolement des trypanosomes de la souche T. v ivax ,  à p a r t i r  de sana de 

ra ts  parasités, selon le protocole chromatographique d'échange ionique donne un 

rendement faible, aussi GRAB e t  coll. (1982) (86) on t  développé une technique 

de centr i fugat ion qui a permis la récupérat ion de p lus  de 90 % des parasites 

attendus. Une suspension de Percoll (s i l ice recouverte de polyv iny lpyro l idone) 3 

50 % dans un tampon isotonique est  mélangée à un volume égal de  sang de r a t  

parasité. Après une centr i fugat ion de 20 minutes à 17 500 g (4O C), les 

trypanosomes forment une bande t rès  concentrée en hau t  du tube e t  sont 

nettement séparés des globules rouges qui sédimentent au fond du tube. Les 

auteurs on t  aussi appl iqué avec succès cette méthode à la séparation de 

trypanosomes de la sous-espèce T. b. brucei  (GRAG e t  coll. (1984) (87)). 

Quelque soit le mode d'obtent ion des parasites, d i f férentes techniques de 

l ibérat ion du manteau de surface o n t  été proposées. Parmi celles-ci, il fa l i t  

d is t inguer  les techniques qui fon t  appel à une r u p t u r e  cellulaire de celles qui 

respectent l ' in tégr i té  des trypanosomes. 

1- Techniques faisant appel à une r u p t u r e  cellulaire 

La r u p t u r e  cel lulaire peut  ê t r e  obtenue selon d ivers  procédés : 

- homogénéisation en présence de bi l les de v e r r e  

- choc osmotique en tampon phosphate de pH 8,O 

- congélations - décongélations successives 

- f i l t ra t ion  s u r  microseringue 

- sonication 

- lyse part iel le p a r  le dioxane 

Le premier protocole d'isolement du manteau de surface, di'crit par  CROSS 



(1975) (46) s u r  T .  b. brucei,  dér ive d 'une homogénéisation en présence de 

bil les de verre.  L'homogénat est soumis à une centr i fugat ion à 15 000 g pendant 

15 minutes, le culot  obtenu éta i t  remis en siispension e t  recyclé. Après une 

nouvelle centr i fugat ion, les surnageants réun is  sont t ra i tés par centr i fugat ion à 

165 000 g pendant 2 heures, a f i n  de sédimenter les part icules ribosomales e t  

t ou t  débr is  membranaire. Le surnageant résul tant  de cet te dernière opération 

cont ient  les protéines solubles ; il est ul tér ieurement déposé s u r  colonne de 

Séphadex G25 pour  éliminer les sels. 

Ce même auteur  a aussi proposé un protocole d e  l ibérat ion par  lyse 
osmotique des parasites à O0 C soit  en eau disti l lée enrichie en acétate de zinc 

soit e n  tampon phosphate de pH 8 ,O. 

ROVIS e t  coll. (1978) (229) on t  ut i ! isé la technique de congélation- 

décongélation. Les ce1 Iules soumises à une  série de congélations - décongélations 

sont ensuite centr i fugées à 230 000 g pendant 60 minutes. L'addit ion de 

N-tosyl-L-lysylchlorométhyl cetone (TLCK)  à la concentrat ion de 1 mM évite une 

dégradation protéolyt ique du matériel l ibéré. A f i n  de récupérer  l 'antigène res té  

en s i tüat ion membranaire après le traitement, le culot  230 000 g es t  solubil isé à 

l'aide d'un détergent  non-ionique (NP 40) à O,!; % (V IV )  en 30 minutes à o0 C, 

pu is  cent r i fugé 60 minutes à 230 000 g. 

ONODERA e t  coll. (1 981 ) (1 84), t ravai i lant  s u r  l'espèce T. congolense, 

ut i l isent  un cu lo t  congelé de 1 à 2 10" trypanosomes qui est  d 'abord décongelé, 

remis e n  suspension pu is  f i l t r é  s u r  microseringue, jusqu'à ce que les 

trypanosomes soient rédu i ts  à de  pet i tes vésicules (vér i f icat ion d e  la r u p t u r e  

cel lulaire au  microscope). L'étape de centr i fugat ion est  réalisée à 250 000 g 

pendant  1 heure à +4O C. Le surnageant 250 000 g contient le lysat  de 

trypanosomes e t  donc l'ensemble du matériel membranaire plasmique. 

STRICKLER e t  coll. (1978) (248) o n t  ut i l isé la sonication. Les 

trypanosomes, à concentration d e  10" ce1 lules pa r  ml. subissent une r u p t u r e  

pa r  sonication. Lthomogénat est  soumis à une centr i fugat ion à 12 100 g pendant 

5 minutes ; le surnageant est  conservé e t  le culot, après lavage, es t  centr i fugé 

à 165 000 g pendant 1 heure à +4O C a f in  d e  sédimenter les part icules 

ribosomates. Les deux surnageants 12 100 g e t  165 000 g contiennent les 

éléments représentat i fs  du manteau glycoprotéique de surface. 



REINVJALD e t  coll. (1981) (212) su r  T .  congolense o n t  effectué une lyse - 
partiel le des trypanosomes p a r  le dioxane à 5 % ( V I V ) .  Cette technique 

présentait  l 'avantage d 'ê t re  rapide car ne nécessitant ni dialyse, ni étape de 

concentration de matériel. 

Parmi tous ces protocoles, ceux de la lyse osmotique e t  de la 

congélation-décongélation demeurent les p lus  ut i l isés actuellement. 

2- Technique sans r u p t u r e  cellulaire 

EîALTZ e t  coll. (1976) (8)  ut i l isent  des préparat ions de T .  - 
equiperdum obtenues selon un protocole en deux temps : la suspension cel lulaire 

tou t  d'abord enrichie d'un volume égal de tampon phosphate glucosé de pH 8,O 

est additionnée de dex t ran  à la concentration finale de 2 90, puis centr i fugée à 

faible vitesse pour  éliminer la p lupa r t  des hématies. Le surnageant est déposé 

s u r  une colonne de DEAE-cellulose se!on la technique de LANHAM e t  GODFREY 

(1 970) (1 43) a f i n  d'éliminer les hématies encore contaminantes. 

Les parasites sont mis en suspension en tampon phosphate 0,125 M, de pH 

5,5 enr ich i  à 1 !b de glucose. La suspension est laissée une nuit à +4O C s u r  

agitateur de KLINE, étape qui correspond à la l ibérat ion de l'antigène variable. 

Après centr i fugat ion à 3000 g pendant 15 minures, le surnageant est dialysé 

contre une solution de NaCl 0,s M a f in  d'éliminer le glucose. Le matériel encore 

insoluble est alors éliminé pa r  u l t racentr i fugat ion à 50 000 g pendant 1 heure  à 

+ 4O C. Le surnageant 50 000 g const i tue l 'ext ra i t  ant igénique brut qui 

renferme, ou t re  I 'antigène variable. les antigènes solubles communs. 

Le procédé de BALTZ est t r è s  eff icace e t  doux pour  la préparat ion de 

I 'AVS de T. equkperdum, mais le mécanisme reste encore à ce jour, inconnu. 

En conclusion, il fau t  soul igner que le taux  de l ibérat ion du manteau de 

surface e t  la qual i té du matériel obtenu sont déterminants dans ces étapes 

d'isolement de  I'antigène variable. II convient donc d'adapter un protocole en 

fonct ion de la souche étudiée. 

3- Pur i f icat ion de la forme soluble de l 'antigène variable de surface 

A p a r t i r  de  t 'ext ra i t  ant igénique brut, diverses méthodes de 

pur i f i ca t ion  on t  été uti l isées a f i n  d'obtenir une préparat ion avec un degré  de 

pure té  permettant une approche biochimique e t  s t ructura le.  



Plusieurs auteurs ont déf in i  de tels protocoles : CROSS (1975) (46) ; 

BALTZ e t  coll. (1976) ( 8 )  ; STRICKLER e t  coll. (1978) (248) ; REINWALD e t  - 
coll. (1981) (212) ; DIFFLEY e t  JAYAWARDENA (1982) (58)) .  - 

a) Chromatographie échangeuse d'ions - Isoélectrofocalisation 

Selon la technique de CROSS (1975) (46), I 'extra i t  

antigénique b r u t  du  var iant  427 de T. b. brucei obtenu par homogénéisation en 

présence de billes de verres, est déposé sur  une colonne de DEAE-cellulose 

équilibrée en tampon phosphate de sodium de pH 8,O. Dans ces conditions, 50 à 

70 % des protéines de I 'extrait  brut se f ixent  su r  la résine. L1antig&ne variable, 

non retenu, est élué avec le tampon d'équilibre. 

Cet éluat est soumis en deuxième étape à un fractionnement par 

isoélectrofocalisation selon un gradient de pH 3 à 10. On observe dans le cas 

retenu une fract ion majeure dont le point isoélectrique est de 6.9 et  deux 

fractions mineures de point isoélectrique respectif 5,9 e t  6,2. CROSS identi f ie la 

fract ion majeure à l'antigène variable dont la pureté peut ê t re  également 

contrôlée par électrophorèse en gradient de gel de polyacrylamidt? en présence 

de SDS. 

b )  Chromatographie d'aff ini té su r  lectines 

Le caractère glycosylé de la molécule dkAVS autorise un 

protocole préparat i f  fondé sur  la chromatographie d 'af f in i té lectinique. BALTZ - et 

coll. (1976) (8)  ont  décr i t  pour l'isolement des AVS de T. equiperdum, un - 
protocole ut i l isant la chromatographie d'aff ini té lectinique directement applicable 

sur  I 'extra i t  brut, c'est-à-dire le surnageant de traitement des trypanosomes 

par  le tampon de pH 5 , s .  L'extrait ,  à la concentration de 5 mg/ml, est déposé 

sur  une colonne de concanavaline A-Sépharose. Les composants non retenus, à 

savoir principalement les antigènes communs, sont recueillis dans I'éluat 

d16quil ibre jusqu'à ce que l'absorbante, mesurée à la longeur d'onde de 280 nm, 

soit devenue nulle. Dans un second temps, la colonne est traitée par  une 

solution de NaCl 0,5 M contenant 10 % ( p l v )  d l  a -méthylmannoside ; I16luat 

correspond alors à I'AVS, fract ion glycoprotéique spécifique, 

Slectrophorétiquement homogène. 

REINWALD e t  coll. (1981) (212) ont  effectué la puri f icat ion d'antigènes 

variables de T. congolense selon cette technique de ciiromatographie 



d'aff ini té sur concanavaline-A-sépl~arose. Les auteurs ont obtenu un très faible 

rendement d'élution avec l'a-méthylmannoside (20 Ço).  Liélution de la colonne par 

dz l'éthylèneglycol à 50 % ou par d u  borate r3,1 M de pH 8,O (solutions 

préconisées pour diminuer les intéi-actions non spécifiques) ne modifiait en r ien  

le rendement chromatographique, ainsi que des concentrations en a-méthylmanno- 

side supérieures à 1 M. Seule l'élévation thermique à 2 2 O  C de liétape 

chromatographique donnait un résultat légèrement supérieur (35 % de 

rendement). Aussi les auteurs ont-ils finalement ut i l isé une désorption 

éiectrophorétique des AVS de la Con A-sépharose par isoélectrofocalisation en 

gel préparati f .  

DIFFLEY et  JAYAVIlARDENA (1982) (58) on t  associé la chromatographie sur  

colonne de DEAE-cellulose à la chromatographie d'aff ini té su r  lectine de lenti l le 

selon le procédé décr i t  par STRICKLER e t  coll. (1978) (248). 

c )  Chromatographie l iquide haute performance 

Une puri f icat ion de I'antigène variable par chromatographie 

l iquide haute performance a été prouosée par  CLARKE e t  coll. (1984) (39). 

Après rup tu re  mécanique des trypanosomes, le lysat parasitaire est rep r i s  

par une solution d'acide trif luoroacétique (TFA) à 0,1 % af in d'obtenir une 

concentration protéique de 1 à 5 rnglml. Après agitation rapide e t  centr i fugation 

5 minutes à 12 500 g af in d'éliminer le matériel insoluble, le  surnageant 

contenant les protéines solubles dans le TFA, est injecté su r  une colonne RPSC 

ultrapore C3. L'élution est réalisée en gradient linéaire d'isopropanol O à 60 % 

en une heure. Les pics du prof i l  d'élution obtenu sont testés en ELISA avec un 

immunsérum anti-CRD. Seul un pic majeur correspond à I'antigéne variable dans 

les conditions retenues. 

L' intérêt essentiel de cette technique était sa rapidité, une seule étape, et  

aussi la limitation des processus non contrôlés de protéolyse. 

Conclure quant à un protocole permettant d'obtenir I'antigène variable dans 

des conditions à la fois optimales pour le rendement, le degré de pureté e t  

l ' in tégr i té de I'antigène est donc t rès diff ici le. Au cours des étapes de 

préparation, ii peut  se produire des phénomènes de protéolyse, de glycolyse ou 

de per te  de conformité moléculaire qui peuvent ê t re  plus ou moins importants 

selon les protocoles e t  aussi selon les variants ou les espèces de trypanosome. 

II nous parait  souhaitable de travai l ler dans des conditions qui évitent au 



maximum la  dégradation p a r  enzyme de I'AVS : température de 4O C, ut i l isat ion 

d ' inhib i teurs de protéases. L'élution totale de I 'antigéne des d i f férents supports 

chrcmatographiques demeure aussi un problème majeur mais le po in t  essentiel 

sera d'adapter un protocole qui autor ise sans réserve les invest igat ions 

entreprises. A t i t r e  d'exemple, il nous parai t  d i f f ic i le  de  re ten i r  pour  des 

études de conformité, d'ant igénici té des protocoles de l i t té ra ture  ayant fa i t  

appel à des conditions dénaturantes. 

B- Caractérisation 

CROSS (1975) (16) f u t  parmi les premiers à isoler e t  analyser des 

AVS de T .  b. brucei.  Les molécules étaient quelque soi t  le var iant ,  

caractérisées p a r  une tai l le moléculaire avoisinant 65 OOG en gel de  

polyacrylamide en présence de SDS, avec de grandes variat ions en revanche au  

niveau de leurs points isoélectriques (valeurs comprises en t re  5 ,8  e t  8,3), de  

leurs compositions amino acides, e t  d e  leurs séquences amino acides N-terminales 

(BRIDGEN e t  coll. (1976) (29)),  o u  en f in  de leurs copules glucidiques qui 

var ia ient  dans leur  quant i té  (7 à 17 % p l p )  avec une déf in i t ion qual i tat ive 

toujours représentée p a r  des résidus de mannose, galactose, e t  

N-acktylg\ucosamine (JOHNSON e t  CROSS (1977) (134)). 

AUFFRET e t  TURNER (1981) (7) on t  montré pa r  les techniques de 

chromatographie de gel f i l t ra t ion,  e t  d'électrophorèse-SDS après traitement p a r  

des réact i fs  bifonctionnels, que cer ta ins antigènes de T.  b. bruce i  existaient en  

solution sous forme de dimères e t  par fo is  même de p lus  grands oligomères. 

C- S t ruc tu re  

1- L'axe peptidique 

a)  s t ruc tu re  pr imaire 

La connaissance d e  la s t ruc tu re  peptidique des antigènes d e  

T. b. brucei  a bénéficié d e  l 'apport  présenté p a r  l 'étude de la séiquence du 

DNA complémentaire de I 'ARN messager spécif ique des antigènes. Plusieurs 

équipes se sont attachées à ta détermination de la séquence nucldotidique de 

telles sondes. D'autres auteurs o n t  effectué une analyse de la s t ruc tu re  

pept id ique pa r  séquence amino-acide à p a r t i r  de  l 'antigène isolé e t  pur i f ié ,  

L'ensemble des résultats a permis l 'acquisit ion d'informations s u r  la s t ruc tu re  

pept id ique de l'antigène ainsi que d e  son précurseur.  Les premiers éléments 

essentiels mis e n  évidence correspondaient à la par t ie  C-terminale des molécules. 



1 ) Extension C-terminale hydrophobe 

absente des glycoprotéines de surface isolées 

Les premiers t ravaux dans ce domaine on t  été publ iés 

pa r  le groupe de BOOTHRQYD e t  ccll. (1980) (19) s u r  I 'AVS 117, don t  la 

séquence amino acide ava i t  été déterminée en par t icu l ier  dans la région 

C-terminale. Les auteurs avaient alors ident i f ié  la séquence des 445 nucléotides 

de l 'extrémité 3' de l ' inser t ion plasmidique. En comparant ces derniers résul tats 

avec l'analyse en séquence peptidique, i ls  on t  montré que la glycoprotéine isolée 

éta i t  exempte de la séquence hydrophobe correspondant aux  23 derniers codons 

avant  le codon stop du DNA. 

BOOTHROYD e t  coll. (1981) (20) on t  pa r  la suite procédé à la 

détermination des séquences nucléotidiques codant pour l 'extrémité C-terminale 

d'un aut re  AVS (221) appartenant au même stock cloné que I 'AVS 117. I ls  

p u r e n t  met t re en évidence à nouveau l'absence d'un "prolongement C-terminal 

hydrophobe'' de  23 rés idus dans la glycoprotéine isolée ; les 2 extensions se 

terminaient pa r  les 3 mêmes résidus : Leu-Leu-Phe. 5 autres AVS ont  p a r  la 

sui te été caractérisés dans cet te même région (MAJUMDER e t  col1 (1981) (166) ; 

MATTHYSSENS e t  col1 (1981) (167) ; RICE-FICHT e t  col1 (1981) (216)). 11 s'est 

dégagé que toutes ces zones C-terminales se terminaient par  8 rés idus 

hydrophobes avec en posit ion ult ime 3 résidus Leu-Leu-Phe ou Leu-Leu-Leu. Or? 

pouvai t  cependant noter  qu'elles se dist inguaient en  deux groupes suivant  leur  

tai l le : 23 résidus pour  les AVS 117, 118, I lTa t  1.3, AnTat  1.1, AnTat  1.8 ; 17 

résidus pour  les AVS 221 e t  I lTa t  1.1 . 

La fonct ion précise de cette extension a ins i  que les conditions d e  son 

élimination dans le processus de maturat ion de I fAVS restent  encore à élucider,  

nous rev iendrons s u r  les hypothèses susceptibles d 'êt re formulées dans ces 

deux domaines. 

2) Acide aminé C-terminal des glycoprotéines isolées 

A u  dela de l 'observation précédente l 'étude menée par  

BOOTHROYD e t  col1 (1980) (19) a permis d'obtenir des informations t rès  

or iginales a u  sujet  de  l'acide aminé C-terminal de  la glycoprotbine mature de 

I 'AVS 117 ; A p a r t i r  d'un glycopeptide t r yps ique  C-terminal de  ItAVS, il a été 

possible d ' ident i f ier  dans un premier temps le rés idu  terminal à une asparagine 

o u  à un acide aspartique, les condit ions d 'hydrolyse acide avant  composition 

amino acide ne permettant pas de fa i re  la dist inct ion. La séquence nucléot idique 



précisait  b ientôt  que le codon responsable de ce rés idu étai t  celui  d'un acide 

aspartique, amino acide inhabituel en tan t  que site por teur  d'une chaine 

glycannique. L'or iginal i té rés idai t  en e f fe t  dans le fa i t  que cet  amino acide 

C-terminal éta i t  por teur  d'un glycanne non encore d é c r i t  à l'époque dans u n  

aut re  modèle moléculaire. 

L'étude étai t  menée en parallèle su r  d'autres AVS d u  même stock 

(55,60,118,121,221) (HOLDER e t  CROSS (1981) (118) ; BOOTHROYD e t  col1 - -  
(19801 (19) (1981) (21) ; MAJUMDER et  col1 (1981) (166)). -- 

Sur la base de l'ensemble d e  ces données e t  de celles fournies d 'au t re  

p a r t  pa r  MATTHYSSENS e t  col1 (1981) (167) e t  RICE-FICHT e t  col! (1981) 

(2161, les AVS peuvent ê t re  classés en catégories su ivant  l ' ident i té de l'acide 

aminé C-terminal (acide aspartique, asparagine, sérine) (F igure  8). Cette not ion 

d e  t ro is  groupes n'est peut-être pas déf ini t ive. La spécif ic i té des AVS e t  le rôle 

qui leur  est  p rop re  n'est pas connue. 

3) Région C-terminale 

L'existence d'une haute similarité de  s t ruc tu re  peptidique 

au niveau de la por t ion  C-terminale a été premièrenient suspectée par  

MAJUMDER e t  col1 (1981) (166). Deux autres équipes l 'ont ensuite p lus  

largement cernée e t  décri te. 

a) le groupe de MATTHYSSENS e t  col1 (1981) (167) 

t ravai l lant  s u r  les AVS AnTat  1.1 e t  1.8 (F igure  9) 

Les 115 amino-acides C-terminaux de ces 2 séquences nucléotidiques étaient 

caractérisés p a r  une homologie globale de 50 %, particulièrement au  niveau des 

32 dern iers  acides aminés y compris la queue hydrophobe au niveau de laquelle 

seuls 7 amino acides d i f féra ient .  

Fait  important, les auteurs o n t  mis en évidence la posit ion quasi invar iante 

des rés idus d e  cystéine : i ls  o n t  t rouvé  en e f fe t  que le nombre d'acides aminés 

en t re  2 rés idus de cystéine consécutifs étai t  conservé, sauf  en t re  les posit ions 

77 e t  83 (F igure 9) où  il exista i t  un décalage de 2 résidus. Cette 

caractér is t ique suggèrai t  que cet te par t ie  de la molécule doive se p l ie r  à des 

exigences conformationnelles str ictes, maintenues pa r  p lus ieurs ponts disulfure. 



AVS - 

AVS 117 T r p  GLU 

AVS 121 T r p  Glu 

I lTat  1.3 T r p  Glu 

AnTat 1.1 T r p  Glu 

AnTat 1.10 T r p  Glu 

AnTat 1 .l B T r p  Glu 

AnTat 1.8 T r p  Glu 

AVS 55 

AVS 60 

AVS 221 Gly Asn 

l l Ta t  1 .1 Lys Thr 

TxTat  1 Lys Thr 

AVS 118 Pro Asp 

Asn 

G ~ Y  

G ~ Y  
Ala 

G ~ Y  

G ~ Y  

G IY 

Thr 

T h r  

Ser 

Asn Ala Cys Lys Asp * 
Glu T h r  Cys Lys Asp * 
Glu T h r  Cys Lys Asp * 
Glu Thr Cys Lys Asp ~r 

Glu T h r  Cys Lys Asp * 
Glu T h r  Cys Lys Asp * 
Glu T h r  Cys Lys Asp * 

P.sn T h r  T h r  Gly Ser * 
Asn Thr T h r  Gly Ser * 
Asn Thr T h r  Gly Ser Ser 

Asn Thr T h r  Gly Ser * 
Asn T h r  T h r  Ala Ser * 

Glu Lys Cys A r g  Asn * 

Répartit ion des AVS en fonction du résidu C-terminal 

(D'aprés Borst  e t  Cross (1982) 

FIGURE 8 



30 
H r e  L y e  G l u  V o l  L y m  A i o  

hT.8 1. 0 CAT AAG CAC C f t  AAA ccc . .  • 0 . -  

k T r r  1.1 AAG CGC ACC GAA ACT CAC 
Amn C l y  Th* G l u  A r p  

t 
Prc l ~ t ~ f l  

50 
G I y  G l u  Lyr H r r  T h r  L y r  A l e  Ly r  G l u  Lyo G1y V a l  

~ T O S  1. l =A GAA AAC CAC ACA AAA GCA AAA CAA AAC GCG CTc .. o. . . 0oe.i.0 0, 0 0 0 0  O 0 0  

k t m r  1.1 TCA Gtt AAA AAG ACA AAA GCT TCA CCA A c t  CAT GSC 
%r A l o  Lyr  Lyr T h r  L y o  A l o  S r r  A l o  Sœr Amp Ale 

t 

fiu V o l  T h r  G l n  T h r  G i n  T h r  ~ l o  C l y  C l 1  T h r  G l u  A l o  T h r  T h r  A r p  L y r  
kT-• 1.8 GTA ACA CAA ACT CAA ACT GCA CCA CGA ACC CAA CCC ACA ACA GAT AAA ...................................... 
h T m s  1.1 t t T  CTA ACA CAA CCT CAA ACT ACA ACC CGA ACT CAA ACA CCA GCA GAA A A A  

Pro V o l  T h r  G i n  A l m  G l n  Th= T h r  S r r  A r g  S r r  G l u  T h r  P r o  A l -  G l u  L y r  

10 00 
L w  G l u  A r p  T b  

k 7 . n  1.0 TTC CkA CAT ACC 
O . . .  . . O .  

AnTm8 1.1 AAA AAC CAT GAC 
Lyr L y o  A r p  A r p  

.. - 4 
Lyr  !=$ hr kr 110 Leu V o l  A*n Lyr  

htr. 1.0 A A A ~ C A T  TCC TCT ATT CTA CTA AAC AAA ................. O *  

A n T e  1.1 AAA.CA'T,TCC TCT A f T  CTA CTA ACA AAG 
L y r , A r p  %r S o c  Ilr Lou L-u T h r  Lyr  

t 
nrn:I 

L w  kr V o l  V o l  Sor A l a  Al. P h  A i r  A l o  Lou Lou P h r  **O 

ArrT-8 1.0 CTC A M  CTG t T T  TCT GCT GCA T T 1  GCC GCC TTC CTT TTT TAA ................................... 
h T œ r  1.1 CTC AW: CTC GTT TCT GCT GCG TTA CTC CCA CTC CTG TTC TAA 

L w  $OP V o l  V a 1  SOP A l m  At. L w  V r 1  A l a  LOU LOU LOU 

100 
G l n  Leu A l o  
CAA TTA C t C  

0 O* 000 

AAC TTC CCC 
A r n  Pkr A l e  

TTA CCC CCC 

ACA CCT TTC 

120 130 

A n t a r  1. l C t C  T T 1  CTA AAA A t 7  TTC CCC CW CTA AAA T T 1  t C C  TAC TC1  M T  ATA T T ?  

kt- 1.1 TTC C c c  TCT CTT TAA AAT TTT  C C 1  T m  TAC TTC AAA AAC TTC TGA TA1 47' 

140 

A n T o r  1.) TAA CAC CTA  AAA AAT CCC < A > a  

A o T r c  1.1 TTA ACA C C 1  T T < A > s  

Séquences nucléotidiques identifiées (avec correspondance amino acide] 

pour les AVS : AnTat 1 . 1 et AnTat 1.8 (Matthyssens et  coll. (1 981 1 ) . 
FIGURE 9 - 



b )  le groupe de RICE-FICHT e t  col! (1981) (216) s u r  les 

AVS I lTa t  1.2, I lTa t  1.3 e t  I 'AVS 117 (F igure  10) 

La simi lar i té débutait  à env i ron  330 nuclCotides avant  le codon stop. Après 

déduct ion des amino acides correspondants, les auteurs ont  pu noter que tou t  

changement d'acide aminé, étai t  effectué par  un rés idu  de polar i té similaire. 

D'autre par t ,  parmi les 105 acides aminés C-terminaux hautement conservés, 8 

rés idus de cystéine étaient positionnés pratiquement aux mêmes endroits. Ces 

rés idus étaient agencés de façon par t icu l ière : la séquence précédant la queue 

hydrophobe éto i t  constituée de 25 résidus t rès  hydrophi ies contenant 4 de ces 

cystéines. Cet te région succédait à une région non chargée de 17 à 18 résidus. 

E t  à nouveau, devant cet te par t ie  hydrophobe, se re t rouva i t  une région 

hydroph i le  contenant les 4 autres cystéines. 

Toutefois, un aut re  AVS étudié ( I ITa t  1.1 ) s'est montré p lus  éloigné dans 

sa déf in i t ion p a r  rappor t  à cette "famille1' de variants. Avec I 'AVS I lTa t  (1.4), 

dont  la séquence correspondant à cet te région éta i t  partiel lement déterminée, 

une deuxième "farnille1I semblait se dessiner (F igure  11). Les auteurs o n t  pu 

al igner en e f fe t  les séquences de DNA de tel le sorte que parmi ies 100 dern iers  

nucléotides ident i f iés de I 'AVS I lTa t  1.4, 56 étaient semblables à ceux de I 'AVS 

I ITat  1 .l. En supposant que l'homologie se poursuive jusqulau codon stop, elle 

concernerait  alors 225 nucléotides. Dans cette "deuxième famille", seules les 

posit ions les p lus  C-terminales des 4 résidus de cystéine étaient conservées e t  

retrouvées aussi dans une région t r è s  hydrophi le. II exis ta i t  des résidus de 

cystéine supplémentaires dans la séquence de I 'AVS I lTa t  1.1 non ret rouvés 

dans celle de  I'AVS l lTat  1 .4. 

En conclusion, il se dégage de ces t ravaux l 'existence d 'une constance au  

niveau de la région C-terminale, témoignant de sa par t ic ipat ion dans la 

conformation d e  la molécule a la surface du parasite, principalement imposée pa r  

des ponts d isul fure.  En plus, certains génes, même issus de réperto i res 

d i f fé rents  sont  caractérisés p a r  une simil i tude t rès  accentuée au niveau de leu rs  

100 dern iers  codons environ. II semble donc que les gènes se répart issent  en  

p lus ieurs familles, dont  les membres présentent au niveau du dernier  q u a r t  de 

la molécule un degré  élevé d'homologie. D'ail leurs, cette répar t i t ion  s'accorde e t  

donc renforce la classif ication précédemment évoquée (Figure 8)  s u r  la base d e  

la qual i té  de  l'acide aminé C-terminal. 
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Sbquences amino acides des AVS 11 7 ,  tITat 1.2 et  1.3 

(D'aprés Rice Ficht e t  coll. (1981 ) ) 

FIGURE 10 - 
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1.1 N Q E T E G K D G K T T N T T G  N S F V I H K A P L F L A F L L F *  

Comparaison des  régions C-terminales des AVS IlTat 1 . 1  e t  llTat 1.4 

(D'après Rice Ficht e t  coi!. (1981 1)  

FIGURE 1 1  - 



4) Région N-terminale 

A u  niveau de l 'extrémité N-terminale des antigènes 

matures, un certa in degré d'homologie a pu êt re  caractérisé par  comparaison de 

séquences amino-acides N-termina les de di f férentes glycoprotéines isolées chez 

diverses espèces d e  trypanosome ( F igure 12). 

5) Séquence N-terminale "signal" 

Les t ravaux de Mc CONNEL e t  coll. (1981) (168) e t  

BOOTHROYD e t  coll. (1981) (20), (1982) (21) o n t  montré que les AVS étaient 

synthét isés comme le sont généralement les protéines de surface cellulaire e t  les 

protéines sécrétées (BLQBLEL e t  DOBBERSTE! N (1 975) (1 8) , c'est-à-dire sous 

forme d'un précurseur muni d'une extension N-terminale. Dans le cas de I'AVS, 

cette séquence "signalN est part icul ièrement longue (au moins 25 rés idus) .  

6)  Etat actuel des connaissances su r  la s t ruc tu re  peptidique 

des AVS de T. b. bruce i  

Les séquences nucléotidiques on t  été déterminées déjà 

pour toute une série de var iants : var ian t  117 (BOOTHROYD e t  coll. (1982) 

(21)) ,  AnTa t  1.1 e t  1.8 (MATTHYSSENS e t  coll. (1981) (167) ; MICHIELS e t  - 
coll. ( 1 9 8 3 ~ )  (176), PAYS e t  coll. ( 1 9 8 3 ~ )  (200)), AnTat  1.10 (PAYS e t  coll. - 
(1983~)  (200)), I ITa t  1.1 (RICE FICHT e t  coll. (1981) (2161, (1982) (21711, 

I lTa t  1.2 e t  1.3 (RICE FICHT e t  coll. (1981) (216)), I ITa t  1.4 (RICE FICHT e t  - 
coll. (1981) (216), DONELSON e t  coll. (1982) (6111, T x T a t  5.28 (h4ERRIT e t  - - 
coll. (1983) (172)). - 

La s t ruc tu re  pr imaire de I tAVS 117 a été aussi déterminée p a r  séquence 

amino-acide (ALLEN e t  coll. (1982) (3 ) ) .  ALLEN e t  GURNETT (1983) (4) o n t  

également étudié la localisation des ponts d isu l fu re  dans la molécule. 

Les t ra i t s  caractér ist iques d e  cet axe protéique sont les suivants : 

* une longueur de 470 amino-acides 

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

rés idu  acide. 

* la na ture  t r è s  hydroph i le  des 112 résidus C-terminaux. avec une 

richesse par t icu l ière en lysine (24 résidus) e t  en acide glutamique (17 résidus) 

* la  présence de 8 résidus de demi cyst ine dans la région C-terminale, 

engagés en t re  eux  dans la formation de deux groupes de ponts d isu l fu re  
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7.  equfperdria BoTst 1 

T .  brvccl AnTat 1.1 
,. ., Anis: 1.10 
.. .. UsTat 1.2 
. " U T s t  1.3 
,. " u.1.t 1.11 

1. congolense VSC 1 
,. .. 

VSG 2 T 

T. brucci UaTat 1.5 
.. " I l T a t  1.7 
.. . U1T.t 1 . 5  
.. .. Y.T.t 1.4 
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.. - U.7.t 1.1 
.. - u.1.t 1.12 
. .. b l s t  1.13 
.. " .(1T.t 1.2 
. - U1T.t 1.4 

Comparaison des régions N-terminaies dlAVS issus de différentes 

espèces de trypanosomes 

(D'après Oiafson e t  coil. (1984)) 

FIGURE 12 - 



respectivement de p a r t  e t  d 'autre d'une chaîne glycannique (F igure  13). Parmi 

ces résidus, les c inq  derniers sont suiv is  d 'une lysine. 

* l 'existence de deux autres ponts disulfcrre dans la par t ie  N-terminale, e t  

d ' u n  groupement th io l  au  centre de la molé:ule non impliqué dans un pont  

d isu l fu re  (F igure  13). 

* l'absence de régions hydrophobes st~sceptibles d'association avec la 

double couche l ipidique. 

b) s t ruc tu re  secondaire 

Les résultats de séquences pour  d i f férents AVS on t  été 

ut i l isés par  LALOR e t  coll. (1984) (142) pour établ i r  les prédict ions de 

s t ruc tu re  secondaire obtenues selon la méthode de GARNIER et  coll. (1978) (84) 

e t  de ROBSON e t  PAIN (1974) (225). Les auteurs o n t  établ i  aussi que tous les 

AVS analysés ( I ITa t  1 .l, 1.2, 1.3, 1.4, AnTat  1.1 e t  1.8 e t  T x T a t  5.28) 

possédaient un pourcentage élevé de conformité en hélice a , particu!ièrement au 

niveau de la région amino-terminale. De plus, au niveau des 100 amino acides 

C-terminaux, les homologies constatées étaierit attendues en fonction de la 

conservation de la s t ruc tu re  primaire. Dans la par t ie  centrale enfin, la 

répar t i t ion  de la s t ruc tu re  hélicoidale éta i t  trè:; variable, d ivers i té  signif icat ive 

e t  en rappor t  pour les auteurs avec la not ion d'une s t ruc tu re  te r t ia i re  

d i f férente.  

Toujours dans le domaine de la prédict ion conformationnelle, COHEN - et  

coll. (1984) (43)  on t  montré pour  4 AVS (AVS 117, AnTa t  1 .l, I lTat  1.1 e t  - 
l lTat  1.4) la présence dans la par t ie  amino-terminale de séquences répét i t ives 

d e  7 amino acides dans lesquelles le premier e t  le 4ème résidu étaient des 

résidus apolaires, une tel le conf igurat ion permettant selon PARRY e t  coll. 

(1979) (187) ; (1982) (188) l'entrecroisement des hélices a p o u r  former la 

s t ruc tu re  super-enroulée décr i te  p a r  CRICK (1953) (45) (F igure  141. 

D'un po in t  d e  vue  expérimental, FREYMAN e t  coll. (1984) (791 o n t  réussi  à 

cr is ta l l iser  pou r  I 'AVS MiTat  1.2 le dimère d'un fragment amino-terminal 

comprenant env i ron  300 résidus. L'analyse cr istal lographique a montré une 

conformation en faisceau d'hétice a : chaque monomère contenait 2 hélices a 

réunies, longues de 80 AO. Une tel le s t ruc tu re  éta i t  caractér ist ique selon les 

auteurs d'une s t ruc tu re  hélicoïdale s'étendant env i ron  s u r  120 amino acides, e t  

interrompue par  une seule crevasse. 





Residu a b 

Gly Leu 
Lys Val 
Thr Lys 
Ser Tyr 
Glu Met 
Ile Tyr 
Gly Val 

AV S 1 17 (MITat 1.4) 
Ala 
Ala 
Leu 
Arg 
Glu 
Ala 
G ~ Y  

7 heptades 

Ala 
G ~ Y  
LYS 
LY s 
Thr 
Leu 
Glu 

C Y ~  
Leu Arg 
Val Leu 
His Ile 
Leu Glu 
Leu Arg 
Gly Asp 

Thr 
G ~ Y  

1 

Ser 
LYS 
LY s 
LY s 
Gln (Lys Ser) 

Ile Leu 
Leu Met 
Thr (Pro 

24 heptades 
kla  
Arg 
Glu 

Ala Glu 
Ala Ala 
Ala Leu 

Thi 
Gln 
Glu 

Thr 
LYS 
Ala Asn) 

Leu 
Ala 
Al a 
Leu 
Thr 

LY s 
G ~ Y  
Ala 
Met 
Thr 

Thr Ala 
Phe Ala 
Ala Val 
Thr Leu 
Ser Gly 

Leu Lys Ala 
Gly Glu Gly 
Ser Ser Tyr 

(Gly Thr Leu 
Ser Ala His Cys) 

3; heptades 

AoTat 1.1 
C Y ~  
LY s 
Ala 
Ser 
Arg 
Ala 

(pro 

Thr Tyr 
Arg Gln 
Gln Thr 
Ser Ala 
Gln Ala 
Leu Ala 
Asp) 

Ser Lys Thr 
Ala Ala Asn 
Leu Gln Arg 
Ala Lys Gln 
Gln G2n Leu 
Leu Ala Lys 

Ala 
Leu 
Ala 
Ser 
Ala 
Leu 

6 heptades 

2 heptades Tyr Lys I Leu Leu 
Glu Ala 
Ile Tyr 

A1a Ala Thr 
Ala Thr His (Lys) 

Ile Gln 
II6 Glu 
Asn Thr 
Ala Met 
Ile Asp 
Leu Glu 
Gly Ala 

Asp Ala 
Asn Trp 
Lys Leu 
Tyr Ser 
Glu Leu 

(Gly His 
Asn Gly 

Gln Ala Ser 
Thr Gly Glu 
Val Gly Gln 
Ser Gly Arg 
Met Leu Leu 

5 heptades 

Arg Glu Asp 
Gln Asp Lys Thr Cys) 

Représentation des heptades  d a n s  les AVS 11 7 et AnTat  1.1 

(D'après  Cohen et coll. ( 1984)) 

FIGURE 14 - 



Les images en microscopie électronique à p a r t i r  de l 'antigène ent ier étaient 

en accord avec les résul tats (COHEN e t  coll. (1984) (43)).  La molécule 

apparaissait formée d'un g rand  domaine allongé (100 A0 X 70 AO) muni d'une 

queue fibreuse. Un  au t re  AVS examiné (DiTat  1.3) s'est montré d 'une 

conf igurat ion légèrement d i f férente e t  const i tué de 3 par t ies : une région 

globulaire (60 A0 d e  diamètre), une queue ( 100 A0 de long e t  30 A0 

d'épaisseür) e t  une région globulaire p lus petite. 

2- Copules glycanniques 

a)  Composition 

Les premières compositions glucidiques réalisées s u r  les AVS de - T. b. 

bruce i  (JOHNSON e t  CROSS (1977) (134)) on t  montré de grandes dif férences 

d'un antigène à l 'au t re  s u r  le p lan  quant i ta t i f  (7 à 17 % plp) mais une 

d is t r ibu t ion  qual i tat ive constante composée d e  mannose, galactose et 

N-acétylglucosamine. L'absence d'acide sialiqcre a été établie. HOLDER e t  CROSS 

(1981) (11 8) o n t  isolé les glycopeptides t ryps iques de 5 var iants antigéri iques e t  

o n t  montré qu' i ls se répart issent  en  2 groupes : 

* Un  premier groupe const i tué pa r  les glycopeptides d i t s  " internes" 

pourvus  d 'une chaine oligosaccharide branchée au  niveau de l 'axe pept id ique 

p a r  l ' intermédiaire d'un rés idu d'asparagine, e t  contenant dans la majorité des 

cas uniquement du mannose e t  de  la N-acétylglucosamine, mais parfois aussi du 

galactose. 

* Un deuxième groupe dit "C-terminal" comprenant dans tous les cas un 

oiigosaccharide branché s u r  l'acide aminé en posit ion C-terminale e t  lorsque ce 

dern ier  est un résidu d e  sérine un oligosaccharide subterminal l ié  à u n  rés idu  

d'asparagine. I c i  encore, les élements osidiques sont composés de mannose, de 

galactose, d e  N-acétylglucosamine e t  de  glucosamine : la présence d'un rés idu  

d e  glucosamine non acétylé a er; ef fet  été démontrée au niveau de 

I'oligosaccharide C-terminal (STRANG e t  col!. (1 986) (247) ) . 

Pour certains AVS se terminant pa r  un résidu d e  sérine, il existe 

p lus ieurs glycopeptides t ryps iques identiques en composition e t  séquence 

amino-acide mais t rès  d i f fé rents  en composition glucidique : p a r  exemple, 4 

glycopeptides on t  été caractérisés pour  MiTat 1.7 e t  2 pou r  MiTat 1.9 (F igure  



15). D'ail leurs, les préparat ions d'antigènes nat i fs  correspondant à ces var iants 

donnaient un p ro f i l  hétérogène en éiectrophorèse en présence de SDS. Cette 

dispersion éta i t  probablement en relat ion avec l 'hétérogénéité de composition 

glucidique. 

HOLDER (1983a) (119) a isolé e t  ident i f ié,  pour  les var iants MiTat 1.7 e t  

NiiTat 1.6, les acides aminés glycosylés C-terminaux. Dans chaque cas, l 'auteur 

a montré que I'oligosaccharide éta i t  attaché au niveau du rés idu  C-terminal 

(sérine ou acide aspart ique) par  l ' intermédiaire d'une éthanolamine branchée au 

niveau de la fonct ion a-carboxyl ique p a r  une l iaison amide. 

Chez T. congolense, le pourcentage glucidique est  élevé, p rès  de 15% 

(SAVAGE e t  coll. (1 984) (237) 1. A la di f férence de T. b. brucei,  cette espèce 

cont ient  des résidus d'acide sialique qui sont en par t ie  responsables d'une 

microhétérogénéité de charge observée en isoélectrofocalisation (RAUTENBERG - et  

coll. (1981) (210)). Des études st ructura les on t  aémontré la présence - 
d'oligosaccharides oligomannosidiques comprenant en t re  5 e t  9 résidus de 

mannose e t  également d'oligosaccharides biantennés de t y p e  

N-acétyl-lactosaminique (SAVAGE e t  coll. - (1984) (237) ) .  Les auteurs ont  aussi 

observé que seulement 30% de I1acicle sialique peut  ê t r e  libéré: p a r  la 

ne i l  raminidase. 

b )  Glycosylation des molécules d'AVS 

STRICKLER e t  PATTON (1980) (249) o n t  analysé l 'e f fet  de  

la tunicamycine s u r  la glycosylat ion des AVS de T.  b. brucei.  Leur t rava i l  

a consisté à mesurer l ' incorporat ion de mannose radioact i f  au  niveau de var ian ts  

cu l t i vés  en présence de l 'ant ibiot ique. Dans leurs  conditions expérimentales 

retenues la tunicamycine inhibe totalement l ' incorporat ion du mannose au n iveau 

d e  I'AVS, ce qui permet de déduire que le monosaccharide faisait  par t ie  d'un 

glycanne branché par  une liaison de t y p e  N-osidique. L'absence de cette glyco- 

sy lat ion se t r a d u i t  en électrophorèse-SDS p a r  une diminut ion d e  la ta i l le  

moléculaire apparente de 58 000 à 55 000. 

ROVlS e t  DUBE (1981) (220) o n t  comparé l 'action de la tunicamycine avec 

la réac t iv i té  immunologique croisée des AVS. I l s  on t  abouti  à des résul tats 

e n  accord avec ceux obtenus par  HOLDER e t  CROSS (1981) (118), à savoir la 

d is t inct ion de deux types de chaînes oligosaccharidiques : 



Peptide Asx Thr  Se r Glx G ~ Y  Ala GlcN Man Gal 

Hétérogénéité des copules glucidiques des glycopeptides C-terminaux des variants 

MiTat 1.7 (55) et  MiTat 1.1 (60) 

(D'après Holder et Cross (1981 ) )  

FIGURE 15 - 



- un premier t ype  dont  la biosynthèse es t  totalement inhibée pa r  la 
l 
I tunicamycine, e t  dont  le t rans fe r t  s u r  l'axe pept id ique se p r o d u i t  de façon 

concornmittante avec la synthèse protéique. 

- un second t ype  impliqué dans la s t ruc tu re  du d é t e r m i n a ~ t  act igénique 

commun, qui n'a aucune influence s u r  la tail le moléculaire apparente de I'AVS, 

e t  dont  le t rans fe r t  s'effectue après la traduct ion. 

En dehors de ces observations, RO'JIS e t  DUBE (1981) (230) o ~ t  apporté 

d'autres éléments : 

. L'action de la tunicamycine n'empêche pas la biogénèse du nanteau de 

surface. 

. L'ef fet  de l 'ant ibiot ique se t r a d u i t  par  une diminut ion d e  la quant i té  

d'AVS pouvant ê t re  détectée pa r  immunoprécipitation, ce fa i t  é tan t  rapprocné 

pa r  les auteurs d'un phénomène de protéolyse du manteau d u  fa i t  de l'absence 

des glycannes de surface. 

Enf in, en présence de tunicamycine les AVS testés pour l eu r  potentiel d '  

inh iber  une immunoprécipitation hétérologue ont  montré des capacités d ' inhib i t ion 

t rès  variables al lant de  O à 63 %. Ces résul tats indiqueraient  que le  déterminant 

ant igénique commun pour ra i t  englober en par t ie  les glycannes N-liés. Cette 

hypothèse est à rapprocher de la présence possible près  d u  rés idu  C-terminal 

d'un si te asparaginique de glycosylat ion comme l 'ont démontrés HOLDER e t  

CROSS (1981) (118) pour  certains AVS de T .  b. bruce i  (g roupe des AVS 

possédant un rés idu de sérine C-terminal). 

D'autres points comparables peuvent  ê t re  soulignés : la tunicamycine 

bloque l 'addit ion de sucres s u r  les rés idus d'asparagine internes sans inhiber  la 

glycosylat ion C-terminale (FERGUSON e t  OVERATH ( r e v u  par  BORST e t  CROSS 

(1982) (25)) . 

La tunicamycine a aussi permis de montrer que les oligosaccharides liés 

N-glycosidiquement sont indispensables pour  la formation de diméres d'AVS 

visualisés s u r  ge l  de polyacrylamide SDS après action d'un réact i f  bifonctionnel 

(di thiobis-succinimidyl propionate) (STRICKLER e t  PATTON (1982) (250)). 



La tunicamycine possède une influence su r  l 'hétérogénéité décr i te  en ge l  de 

polyacryiamide SDS pour  les .4VS des var iants MiTat 1.7 e t  I lTa t  1.21 (Mc 

CONNEL e t  coll. (1983) (169)) .  Des expériences de chasse comparativement en 

absence e t  présence de tunicamycine o n t  été envisagées. Le tlrmps nécessaire 

pour la synthèse e t  I1expression d'une molécule d'antigène ayant été déterminé 

comme proche de 40 minutes, des prélèvements o n t  été réalisés à des temps de 

10, 30, 45 e t  60 minutes. 

L'AVS I l T a t  1.21 se présente e n  électrophorèse en milieu SES d'emblée 

sous forme de deux bandes qui sont ensuite modifiées de la même façon par  

I 'addit ion d'autres sucres. En présence de tunicamycine, il n'existe qu'une seule 

bande de tai l le moléculaire in fér ieure.  En conclusion pour  cet AVS, 

l 'hétérogénéité est  créée au dépar t  p a r  l'addition, soit de un soit  de deux 

branchements qui subissent ensuite u n  processus analogue de modification. 

L'AVS MiTat  1.7 apparaît  dès 10 minutes sous forme cl'wn doublet de  

bandes avec ou sans tunicamycine. Ce doublet est  d'une tail le p lus  pet i te  en 

présence de l 'ant ibiot ique. Ensuite, e n  l'absence de tunicamycine, le doublet  

apparait  modifié selon des façons d i f férentes pour donner finalement les formes 

mult iples de l'antigène. Les auteurs o n t  suggéré un phénomène de processing 

te l  que par  exemple l'absence ou la présence de la queue hydrophobe. 

En conclusion, l 'on peut  oserver une hétérogénéité moléculaire affectant so i t  le 

nombre de branchements soit  la longueur des chaines. L'exemple a e  I'AVS MiTat  

1.7 montre que d'autres facteurs peuvent  aussi in te rven i r .  

U n  autre var ian t  ( I lTa t  1.2) se caractérise p a r  une populat ion hétérogène 

dtAVS contenant soit une soi t  deux chaines oligosacchar idiques ( PRESPER et  

HEATH (1986) (207)). Dans ce cas précis, les branchements possibles étaient 

localisés au n iveau de rés idus d'asparagine en posit ion 46 e t  443 de la chaîne 

polypeptidique d e  447 arriino acides terminée par  un rés idu de sérine. 

Chez U. congolense, la tunicamycine empêche compléternent l ' incorporat ion 

de sucres (REINWALD e t  coll. (1984) (213)) e t  r e n d  la molécule beaucoup p lus  

sensible à la protéolyse (RE1 NWALD (1 985) (214) ) . 



III- ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE LA FORME MEMGRANAIRE DE 

LIANTIGENE VARIABLE 

A- Isolement 

Plusieurs protocoles d'isolement de la forme "rnembranaire" o n t  été 

publ iés avec d i f fé rents  var iants atit igéniques de T.  b. brucei.  

Le premier protocole permettant d' isoler cette forme complexe a été proposé 

par  CARDDSO DE ALMEIDA e t  TlJRNER (1983) ( 3 4 ) .  La forme men~branaire éta i t  

obtenue par  ébul i i t ion diune suspension de trypanosomes eii tampon phosphate 

salin contenant 2 % d e  SDS. Après refroidissement, le détergent  T r i t on  X-100 

était  ajouté au  lysat  à la concentrat ion f inale de 2 %. 

La forme obtenue, analysée en électrophorèse s u r  gel  de polyacrylamide en 

présence de SDS, ava i t  une masse moléculaire apparente infér ieure d 'envi ron 800 

à 2000 par rappor t  à celle observee pour  la forme soluble de l 'antigène obtenue 

de façon classique selon le protocole de pur i f icat ion de CROSS (1975) (46 ) .  

Cette préparat ion dlAVS s'est confirmée ê t r e  biochimiquement e t  

immunologiquement d i f férente d e  la forme soluble e t  répond à une  forme d i te  

membranaire (mf  AVS) . 

Les auteurs o n t  montré que dans la l ibérat ion de la glycoprotéine de 

surface, un processus enzymatique pouvait  ê t r e  impliqué : la forme 

membranaire, pa r  incubation à 23O C avec un lysat  parasitaire peut  ê t r e  

convert ie  en  forme soluble. Cette transformation es t  dépendante d e  la 

température, n'a pas l ieu à 100° C, e t  peut  ê t re  inhibée p a r  ébul l i t ion en 

présence de détergents. 

VOORHEIS e t  coll. (1982) (266) o n t  montré que la l ibérat ion du manteau de 

sur face éta i t  inhibée e n  présence de Zinc. CARDOSO de ALMEIDA e t  TURNER 

(1983) (34) o n t  conf irmé l'absence de conversion de la forme membranaire en 

forme s ~ i u b l e  dans un lysat  parasi ta i re enr ich i  e n  zinc (10 mM), Cependant, le 

zinc u t i l i sé  à fo r te  concentrat ion ne s'est pas révélé un inh ib i teur  spécif ique de 

l'enzyme responsable d e  la conversion. 



L'incubation de Ici forme membranaire pur i f iée  avec un lysat  parasitaire 

provenant  d e  clones hétérologues, fournissait  les mêmes résul ta is  suggérant 

d ~ n c  l 'existence d'un subst ra t  enzymatique présentant u n e  s t ruc tu re  commune 

pour  toutes ies formes membranai res. 

D'autres détergents on t  été ut i l isés dans les protocoles d'isolement d e  la 

forme membranaire. FERCUS0t.I e t  CROSS (1984) (68) o n t  testé ie déoxycholate 

de sodium. Les cellules sont lavées en tampon Hepes sal in de pH 7.4 pu is  

rapidement transférées dans une solution à ébul l i t ion de déoxycholate de sodium 

à 1 % ( p / v )  enrichie en antiprotéase (TLCK 0,1 mM). Après 5 minutes la 

suspension es t  ref ro id ie à O0 C, transférée dans une solut ion de NaCl 0,125 M, 

e t  centr i fugée à 100 000 g pendant  40 minutes. Le surnageant résul tant  est 

pu r i f i é  pa r  chromatographie d 'af f in i té  s u r  colonne de concanaval ine A-Sépharose 

préalablement prétra i tée pa r  une solution de bicarbonate d'ammonium 20 mM 

contenant 0.3 % de Nonidet NP-40. Les fract ions retenues su r  la colonne sont 

éluées pa r  le tampon d 'équi l ibre enr ich i  en urée 8 M. LIAVS sous forme 

membranaire est alors obtenu p a r  précip i tat ion à l'éthanol. 

JACKSON e t  coll. (1985) (131) o n t  proposé une  méthode rapide e t  

quanti tat ivement performante. La suspension d e  formes sanguicoles de T. b. 

br i l ce i  est soumise à une précip i tat ion pa r  l'acide tr ichloroacét ique à 10 % à 0' -- 
C. Après centr i fugat ion pendant  1 nuit à 5O C, le cu lo t  remis e n  suspension 

daris l'eau est ex t ra i t  p a r  20 volumes d'une solut ion organique de 

chloroforme-méthanol (211, V I V )  . Une separation en phases est possible par  

addi t ion d 'une solution de NaCl à 0,9 %. Après centr i fugat ion à 12 000 g 

pendant 1 heure, la phase aqueuse cont ient 90 % de  forme membranaire. 

Les auteurs pensent que le trai tement des cellules par  l'acide 

tr ichioroacét ique inact ive complètement l'enzyme responsable "in vivo'' du 

processus d e  l ibérat ion du manteau e t  empêche la protonation de p lus ieurs 

groupes fonctionnels de I 'AVS e t  le déplienient d e  la s t ruc tu re  te r t ia i re  e t l o u  

secondaire de  la molécule, fac i l i tant  ainsi sa solubi l i té dans le mélange 

organique. 



GURNETT e t  coll. (1986) (99) on t  pu r i f i é  la forme membranaire des 

var iants Mitat 1.6 e t  MiTat 1.2 de T. bruce i  pa r  lyse des parasites en tampon 

phosphate sal in (PBS) en présence d'acide para-mercuriphenylsulfonique 

(pCMPSA) inh ib i teur  de  thicl-protéase, en concentrat ion de 10 mM pendant 30 

minutes à 4 O  C. L'étape ly t ique est effectuée p a r  3 cycles de congélation - 
décongélation successifs. La suspension est centr i fugke à 100 000 g pendant 1 

heure. Le culot  100 000 g est rep r i s  dans un tampon Hepes enr ich i  en 

antiprotéases (TLCK 1 mM, PMSF 0,1 mM) contenant 1 % de n-octylgluco- 

pyrannoside (nOG). Après une nouvelle centr i fugat ion, le surnageant cont ient  

la forme membranaire pur i f iée ident i f iable à celle obtenue par  JACKSON e t  coll. 

(1985) (131). 

GRAB e t  coll. (1984) (87) o i i t  comparé l 'act iv i té de  d ivers  détergents. Les 

trypanosomes sont isolés pa r  centr i fugat ion en grad ient  de  Percoll. L'antigène 

est solubil isé en tampon hepes 20 mM de pH 7,4, à 5 O  C enr ichi  en 

antiprotéases (PtvISF 1 mM, TLCK 1 mM) e t  contenant 1 % d e  NP-40. La 

pur i f i ca t ion  de l 'antigène s'effectue ensuite par  centr i fugat ion en gradient  de 

sucrose 15 % - 40 % à 60 000 rpm pendant 16 heures à 5O C. La constante de 

sédimentation de la f ract ion pur i f iée  obtenue pa r  le traitement a u  NP-40 est 

d 'envi ron 5 S. Cette f rac t ion  cont ient le s i te ant igénique de réact ion croisée 

(CRD) e t  ne correspond pas à une protéine membranaire. 

Dans des conditions analogues l 'ut i l isat ion du zwi t tergent  TM 3-14, permet 

en p lus  de la f ract ion précédente de caractér iser plusieurs fract ions de 

constante de sédimentation supérieure à 5 S e t  ne contenant pas le  CRD. Cet te 

absence de CRD dans les fractions de constante de sédimentation supér ieure à 5 

S suggèrai t  que le déterminant éta i t  masqué pa r  formation de polymét-es ou 

encore que ces fract ions représentaient la forme membranaire précédemment 

décr i te  pa r  CARDOSO de ALMEIDA e t  TURNER (1983) (34) .  11 f au t  soul igner 

que le zwi t tergent  ut i l isé n ' induisai t  en  aucune façon la formation d'agrégats de 

l 'antigène soluble. 

CLARKE e t  coll. (1985) (40) o n t  déc r i t  un au t re  protocole d e  pur i f icat ion 

de la forme membranaire. Après obtent ion des trypanosomes selon la méthode 

classique pa r  DEAE-celfulose (LANHAM (1970) (143)), les parasites sont 

solubil isés dans une solution d'acide t r i f luoroacét ique (TFA) à 0,1 %. La 

pur i f i ca t ion  du matériel l ibéré pa r  ce t  acide s'effectue pa r  chromatographie 

HPLC dans les mêmes conditions que celles décri tes pour  la pur i f icat ion de la 

forme soluble (CLARKE e t  coll. (1984) (39) ) .  Le p ic  majeur élué en 40 minutes 



est ident i f iable en électrophorèse a la f ract ion provenant d'un lysat  total. Les 

auteurs considérent que la solubil isation de I 'antigène dans le T F A  à 0,1 90 est 

p lus efficace que les détergents neutres ou zwitterioniques classiquement ut i l isés 

pour déstabil iser des membranes l ipidiques e t  solubil iser des constituants 

membranaires, ce traitement pa r  le T F A  permettant d 'év i ter  le phénomène 

d 'hydrolyse spontanée de I'AVS. 

Ce dernier  protocole a été modifié pa r  HAMBREY e t  coli. (1986) (106) a f i n  

d'obtenir une fract ion, correspondant à la forme mernbranaire, directement 

applicable en chromatographie IdPLC. 

Les parasites sont t ra i tés pa r  un mélange acétonitr i le à 20 % - acide 

i r i f luoroacét ique à 0,1 %. L'ex t ra i t  obtenu est déposé s u r  la colonne en phase 

inverse e t  I 'é lut ion est réalisée par  un gradient  d'acétonitri le. Le p ic  majeur 

exclu correspond à la forme membranaire de I'antigène don t  la ta i l le  moléculaire 

en électrophorèse est estimée à 66 000. Ces résultats sont éloignés de ceux 

obtenus par  FERGUSON e t  CROSS (1984) (68)  e t  CARDOSO DE ALMEIDA e t  

TURNER (1983) (34).  

De cet ensemble de méthodes, nous soulignerons la d i f f i cu l té  d'analyser les 

résul tats de manière comparative quant  9 l 'eff icacité des protocoles proposés e t  

aussi à la qual i té des formes moléculaires obtenues. Ceci relève essentiellement à 

nos yeux  de l ' impossibil i té d'extrapoler les résultâts d'un var ian t  à un au t re  

variant,  l 'hétérogénéité cel lulaire d'une population de parasites n e  pouvant non 

p lus  ê t r e  totalement éliminée. 

B- S t ruc tu re  

La forme mernbranaire de I 'antigène variable es t  une ent i té  complexe 

de na tu re  "glycophospholipidique" qui, à la d i f férence de la forme soluble, 

possède encore selon sa déf in i t ion  son s i te  d'ancrage dans la double couche 

l ip id ique de la membrane plasmique parasitaire. 

Di f férents éléments d e  s t ruc tu re  o n t  déja été établ is e t  permettent une 

approche dans la complexité de cet te ent i té. 

La présence de phosphore (BALTZ e t  coll. (1982) (9)) ,  d e  g lycérol  e t  

d'acides gras (DUVILLIER e t  colt. (1983) (63)) a été mise e n  h i d e n c e  pour  

p lus ieurs antigenes de T. equiperdum suggérant l'existence d'une copule 

glycérophospholipidique. 



CARDOSO DE ALMEIDA e t  TURNER (1983) (34)  on t  montré que la 

d i f férence ent re  forme men,branaire e t  forme soluble étai t  localisée au niveau d u  

peptide C-terminal possédarit le site ant igénique commun (CRD) . 

FERGUSON e t  CROSS (1984) (68) à p a r t i r  des formes menibranaires du 

var ian t  MiTat  1.4 o n t  montré la présence d'un acide gras caractér ist ique de 

cet te forme moléculaire de I 'AVS : l'acide myrist ique, dont  la labi l i té en 

présence de soude 0.05 M dans l'éthanol à 23O C ind iqua i t  sa part ic ipat ion à la 

s t ruc tu re  phosphoglycérolipidique p a r  l ' intermédiaire d'une liaison ester.  

L'analyse chimique comparative (FEKGUSON e t  col!. (1985) (69))  du peptide 

pronasique myr is ty lé  issu de la forme mernbranaire e t  du glycopeptide C-terminal 

issu de la forme soluble, permettai t  aussi de localiser le s i te d'acylation au 

n iveau de la s t ruc tu re  oliyosaccharidique C-terminale. Un trai tement à 105O C 

par  un mélange d'acide acétique anhydre  e t  anhydr ide  acétique (3/2)  d u  pept ide 

myr is t i lé  a l ibéré un composant de comportement chromatographique iaent ique à 

celui  d u  1, 2-dimyristyl-3-acétylglycérol témoin. 

Cette s t ruc tu re  étai t  sensible aux phospholipases : 

La phospholipase A2 l ibéra i t  50 % d'acide myr is t ique e t  la phospholipase C 

l ibéra i t  100 % de  1,2-dimyristyl diglycéride, ce qui témoignait de la présence 

d 'une liaison phosphodiester, e t  d 'au t re  p a r t  de l'existence de l'énantiomère s n  

1,2-dimyristyl glycérol.  La l ipase pancréatique e t  la phospholipase D se sont  

révélées inactives. 

Ainsi,  lors de la conversion de la forme membranaire, l'enzyme endogène 

permettant la l ibérat ion d e  l 'antigène soluble ava i t  une act iv i té  de t y p e  

phospholipase C l ibérant  le 1,2-dimyristyl g lycérol  à p a r t i r  d e  la s t ruc tu re  

nat ive  complète. 

FERGUSON e t  coll. (1985b) (70) se sont attachés à déterminer la s t ruc tu re  

du glycol ip ide de C-terminal. Plusieurs points sont établis : 

La désamination par  l'acide n i t r e u x  du glycopeptide C-terminal issu d e  la 

forme soluble conver t i t  l 'unique rés idu  de glucosamine en 2,s-anhydromannose. 

Cette conversion (HORTON e t  PH l LlPS (1973) (121 ) )  implique aussi, s i  le rés idu  

de glucosamine est  in tégré  dans une s t ruc tu re  oligosaccharidique, un cl ivage au 

n iveau de cette osamine (HORTON e t  PHlLlPS (1973) (121) ; WILLIAMS (1978) 

(268)) e t  la l ibérat ion d u  mono- o u  du polysaccharide de voisinage. Aucune 



l ibérat ion n 'ayant  pu ê t re  mise en évidence, la seule possibi l i té étai t  de s i tuer  

Ilesamine à ! 'extrémité réduct r ice  du glycanne. 

Pour préciser si  le groupement hydroxy le  en Cl du résidu de glucosamine - 
était  l i b re  ou engagé avec un const i tuant au t re  qu'un sucre, les auteurs ont  

effectué une réduct ion du glycopeptide C-terminal pa r  le borohydrure  t r i t i é  

suiv ie d 'une hydro lyse acide e t  d'une recherche de glucosaminitol marqué. 

L'absence de glucosaminitol marqué a révélé que le groupement hyd roxy le  en C l  

de la glucosamine éta i t  engagé dans une liaison impl iquant vraisemblablement, 

directement ou  indirectement, le d imyr is ty l  g lycérol  . 

Pour déterminer s i  les l ipides étaient l iés pa r  l ' intermédiaire d e  la 

glucosamine à la s t ruc tu re  C-terminale, les auteurs on t  appl iqu4 la désamination 
3 par  l'acide n i t reux  à la forme membranaire marquée avec de l'acide 9, 10 H 

myrist ique. 

Le traitement a l ibéré un composant dont  le comportement chromato- 

graph ique s u r  couche mince é ta i t  ident ique à celui  d u  phosphatidylinositol. 

En conséquence, le 1,2-dimyristyl g lycérol  fa i t  pa r t i e  d 'un  phosphat idy l  

inositol subst i tuant  à la glucosamine. Une dernière confirmation a été apportée 

pa r  l ' incubation de la forme membranaire avec une phospholipase spécif ique du 

phosphatidyl inositol  qui a permis la l ibérat ion attendue de 1,2 

d imyr is ty lg lycérol .  

Avec ces éléments de s t ruc tu re  e t  sachant que la phospholipase C d u  

trypanosome l ibère du d imyr i s t y l  glycérol,  il éta i t  possible d e  p révo i r  la 

présence d'un inositol monophosphate dans la forme soluble de l'antigène. 

Après hydro lyse acide du glycopeptide C-terminal, l 'analyse en 

chromatographie en phase gazeuse a révélé la présence d'un pic majeur don t  le 

temps d e  rétent ion é ta i t  ident ique à celui du t r iméthy ls i l y l  myo-inositol. Pour 

établ i r  l 'état de phosphorylat ion du rnyo-inositol, le glycopeptide a été soumis à 

une hydro lyse pa r  la phosphatase alcaline dans des conditions où des standards 

de myo-inositol 1 e t  2 phosphate étaient hydrolysés quantitativement. Les 

résul tats de chromatographie s u r  DEAE-cellulose suggéraient que le glycopeptide 

n'avait  pas été modifié. U n  échanti l lon de glycopeptide t ra i t é  fut soumis à une 

désamination pa r  l'acide n i t r e u x  puis à une réduct ion. L'analyse e n  

chromatographie en phase gazeuse a montré que la désamination a l ibéré le 



myo-inositol 1 phosphate e t  non le myo-inositol l ibre. La résistance du 

glycopeptide à la phosphatase alcaline suggérai t  aussi que le groupement 

phosphate éta i t  présent  à l 'or ig ine sous une forme au t re  que monoester. Les 

auteurs ont alors propos6 l 'hypothèse d'un myo-inositol 1,2-monophosphate 

cyclique. L'hypothèse semblait ê t re confirmée pa r  la sensibil i té du groupement 

phosphate à la phosphatase alcaline après une courte hydro lyse acide favorisant 

la formation de myo-inositol monophosphate à p a r t i r  de  la forme phosphate 1,2 

cycl ique. 

Une schématisation de la s t ruc tu re  C-terminale de la forme membranaire de 

l 'antigène a été proposée par  LOVJ e t  coll. (1 986) (161 ) (F igure  16). 

Les études de biosynthèse avec des précurseurs radioact i fs suggéraient 

que cette s t ruc tu re  par t icu l ière formée par  llassociation complexe éthanolamine 

glycosyl-dimyristyl  phosphatidyl inositol  serait  t ransférée "en bloc" en  moins 

d 'une minute après l'achèvement du polypeptide (FERGUSON e t  coll. (1986) 

171) ) .  

C- Relation avec le métabolisme des l i ~ i d e s  dans le trvoanosome 

Les analyses comparatives de composition l ip id ique s u r  les formes 

allongées o u  massives ont  signalé une élévation relat ive de phosphatidyl inositol  

dans la forme allongée e t  de cholestérol dans la forme massive des trypanosomes 

(VENKATESAN e t  ORMEROD) (1 976) (263). Dans les formes allongées, 

l'augmentation de phosphatidyl inositol  s'explique par  une ac t iv i té  expressive 

intense d e  l 'antigène de surface. Dans les formes massives, les esters de 

cholestérol s'accumulent en raison d e  l ' inh ib i t ion des processus métaboliques. Le 

contenu l ip id ique global est aussi supér ieur  dans la forme massive (30 mg /g )  

par  rappor t  à celui d e  la forme allongée (17,5 mg lg )  . 

D- Comparaison avec d'autres modèles membranaires 

1- Exemple d'acylation 

* D'autres protéines membranaires sont l ibérées spécifiquement 

pa r  une phospholipase C pur i f iée  spécif ique du phosphatidyl inositol  : 



f 4- PROTEASES 

C-TERMINAL h 

ETHANOLAMINE GLYCAN GLUCOSAMINE 

INOSITOL 
NITROUS ACID 

MEMBRANE 
1,P-DIACYLGLYCEROL 

Schématisation de la structure C-terminale de ItAVS MiTat 1.4 (117) 

(D'après Low e t  coll. (1986)) 

FIGURE 16 - 



La phosphatase alcaline (LOW e t  FINEAN (1978) i159)) ,  

I'acétylcholinestérase (LOW e t  FINEAN (1977) (1 581, FUTERMAN e t  coll. (1983) 

(80), (1985) (81)),  la 5' nucléotidase (LOW e t  FINEAN (1978) (159) ; SHUKLA 

e t  coll. (1980) ( ) ) ,  la glycoprotéine Thy-1 de thymocytes de ra ts  (LOW et  

KINCADE (1985) (160)). Les données connues de ce groupe de protéines 

1 membranaires sont résumées dans le tableau 1. La zone d'ancrage pour  la 
glycoprotéine thy-1 cont ient les éléments suivants : éthanolamine, glucosamine, 

mannose, phosphore, myo-inositol , glycérol , acide stéarique (TSE e t  col!. (1 985) 

(254) 1. 

L'acétyicholinestérase de Torpedo California i ibère un diacyl g lycérol  après 

action d 'une phospholipase spécif ique du phosphatidyl  inositol (FUTERMAN - et 

coll. (1 985) (81 ) ) . Pour Iiacétylcholinestérase d 'é ry throcy te  humain la présence - 
de glucosamine, daéthanolamine e t  d'acides gras  a été montrée (ROBERTS e t  

RGSENBERRY (1985) (224)). Toutefois, seule une pet i te proport ion de l'enzyme 

est i ibérée pa r  la phospholipase C spécif ique du phosphatidyl inositol  [LOW e t  

F I  NEAN (1  977) (1  58), FUTERMAN e t  coll. (1985b) (82) ) . Cette di f férence serait  

due à une spécif icité sélective de la lipase vis-à-vis de la longueur des acides 

gras impliqués dans le glycolipide. 

* Des antigènes membranaires de s t ruc tu re  complexe o n t  aussi été 

découverts récemment chez diautres parasites. 

L'on a décr i t  chez Leishmania major (HANDMAN e t  coll. (1984) (107), 

HANDMAN e t  GODING (1985) (108)) un conjugé membranaire de na tu re  

amphiphile qui est aussi l ibéré dans le mil ieu d e  cu l tu re  in v i t r o  sous une forme 

hydrophi le.  Ce glycoconjugué se présentait  en ge l  de polyacrylamide-SDS comme 

un enserrible polydispersé de bandes s'étendant en t re  les tailles moléculaires 20 

000 e t  67 000. Une tel le hétérogénéité en gel-SDS a déja été décr i te  pa r  exemple 

pour  un lipopolysaccharide bactér ien (TSAI e t  FRASCH) (1982) (253)) e t  aussi 

pou r  un glycoconjugué de Leishmania donovani (TURC0 e t  coll. (1984) (255)). 

Les expériences d ' incorporat ion de molécules marquées pa r  des formes 

promastigotes de cu l tu re  on t  permis de mett re en évidence la présence de 

glucose, galactose, phosphate, sulfate e t  acide palmitique, ce dernier  n'étant 

pas re t rouvé  dans la forme extracellulaire. II a également été suggéré que la 

na ture  amphiphile de la forme cel lulaire étai t  due à l a  présence d'un l ip ide  l ié  

de  façon covalente e t  l 'action d 'une phospholipase endogène a été soulevée. Le 

glycoconjugué représente pour  l'espèce le récepteur parasitaire pour  les 



Phosphatase Acétyl  5'- AVS Thy-1 

alcaline cholinesterase nucléotidase 

, Tai l le moléculaire apparente (Kda) 70 

. Libérat ion des membranes par  la phospholipase C de + 
S. aureus spécif ique du phosphatidyl inositol  

. Libérat ion des membranes pa r  une phospholipase C endo-+ 

gène spécif ique du phosphatidyl inositol  

. Domaine hydrophobe C-terminal responsable de + 
l'attachement membranaire 

. Séquence amino acide C-terminale hydrophobe déduite ? 

d e  la séquence cDNA 

. Composition du domaine hydrophobe C-terminal 

(a 1 absence d'amino-acides hydrophobes ? 

(b) éthanolamine ? 

( c l  glucosamine ? 

(d) autres sucres ? 

(e) phosphatidylinositol/inositol ? 

(f) acides g ras  ? 



macrophages e t  sera i t  donc la molécule directement impliquée dans l ' in i t iat ion de 

l ' infect ion. 

D'autre par t ,  I 'on a aussi décr i t  chez Leishmania major, une glycoprol.éine 

rnembranaire amphiphile, de tail le moléculaire 63 000 contenant de I'acide 

myr is t ique (BOUVIER et  coll. (1985) (27)). A l ' issue du protocole de 

pur i f icat ion comprenant une solubil isation en présence d 'un  détergent non 

ionique ( T r i t o n  X 114), une molécule hydroph i le  est encore retrouvée. 

Chez plasmodium falciparum d u  dialcylglycércl  a été t rouvé  dans une 

proté ine de surface (HALDAR e t  coll. (1985) (105)). 

* Enf in,  l 'on a également déc r i t  pou r  une glycoprotéine v i ra le  (SCHMIDT - et  

coll. (1979) (238)) I'acylation pa r  p lus ieurs acides gras  ( C l 6  : 0; C l8  : 1 e t  - 
C l 8  : 2 )  selon u n  rappor t  molaire compris en t re  1 e t  2. 

2- Exemples de l iaison covalente ent re  le l ip ide e t  le groupement 

amino-terminal d e  la proté ine : 

La sous-unité B de la calcineurine (AITKEN e t  coll. (1984) (2))  

ainsi  qu'une proté ine virale (HENDERSON e t  coll. (1983) (1 1 i ) ) sont bloqijées 

en N-terminal par  de  I'acide myr is t ique ; les molécules lipowrotéiques complexées 

au peptidoglycanne au niveau de la membrane externe d'E. col i  sont liées en 

posit ion N-terminale à p lus ieurs acides gras  don t  essentiellement l'acide 

palmitique (HANTKE et BROWN (1973) (109)). 
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Chapi t re II : TRAVAUX PERSONNELS 

1- ISOLEMENT, PURIFICATION ET CARACTERISATION PHYSICO-CHIh4IQUE 

DES ANTIGENES VARIABLES 

A- l ntroduct ion 

Notre première approche biochimique a été réalisée s u r  le modèle T. - 
equiperdum, agent pathogène d u  cheval. La souche princeps de T. equiperdum 

à la base de cette étude a été fournie en 1961 au laboratoire d'lrnmunologie 

Parasitaire de Bordeaux par  l ' I ns t i t u t  Pasteur. L'équipe de Bordeaux a isolé par  

clonage en 1971 un t y p e  antigénique prédominant dénommé selon la nomenclature 

proposée pa r  LUMSDEN e t  coll. (1967) (162) BoTat 1 (Bordeaux Trypanozoon 

antigenic t ype  1) .  Par tant  de ce stabilat, CAPBERN e t  coll. (1977) (33) on t  

cloné toute une série d e  types antigéniques d i f férents.  La var iat ion antigénique 

éta i t  p rodu i te  chez le lapin qui développe une infect ion de t y p e  chronique 

évoluant sous forme de vagues parasitémiques. 

A l'opposé, chez la souris ou chez le ra t ,  l ' infect ion est de t ype  aigüe e t  

entraîne rapidement la mort  de l'animal sans permettre le changement de t ype  

antigénique. Le clonage a été réalisé selon la technique de lNOKl (1960) (129). 

Le sang de lapin parasité, prélevé à d i f fé rents  moments de l ' infection, est 

inoculé à la souris. Dès l 'appari t ion de parasites chez la souris, un prélèvement 

de sang est réalisé, un unique parasite est alors isolé pa r  d i lu t ion  en gout te 

pendante e t  rep r i s  à la seringue e n  tampon phosphate glucosé addit ionné de 

sérum de lapin normal. L' inoculation à une nouvelle sour is  du seul parasite 

s u f f i t  pou r  entraîner une infect ion aigüe don t  tous les trypanosomes sont 

por teurs  du méme t y p e  antigénique. A f i n  d 'év i ter  l 'action éventuelle d'anticorps 

apparus chez la souris,  le sang est réinjecté à une nouvelle souris chez laquelle 

les trypanosomes se mul t ip l ient  rapidement. 

CAPBERN e t  coll. on t  ainsi  isolé p lus de 100 types antigéniques qu' i ls  on t  

classés de la façon suivante : 

- types précoces, apparaissant dans les t ro is  premières semaines d e  la 

maladie. Le groupe d e  Bordeaux a précisé, e n  par t icu l ier ,  la révers ion au t ype  

ant igénique BoTat 1 lors d'une infestat ion p a r  l'un de ces clones e t  a en 

conséquence déf in i  BoTat-1 comme le t ype  ant igénique de base. 



- types semi-tardifs se développant au  delà des t ro is  premières semaines. 

- types ta rd i fs  apparaissant seulement chez les lapins ayant  survécu p lus  

d 'un  mois. 

Notre étude biochimique des antigènes variables a po r té  s u r  quelques uns  

de ces clones répart is  en antigènes précoces, semi-tardifs ou ta rd i fs  avec une 

attent ion par t icu l ière au type antigénique de base BoTat 1. 

Nous nous sommes rapprochés également du laboratoire de sérologie de 

l ' I ns t i t u t  de hlédecine Tropicale de Anvers qui a isolé des clones de T. brucei  

brucei,  var iété de trypanosome possédant un cycle biologique beaucoup p lus  

proche de celui des trypanosomes pathogènes pour  l'homme. Le protocole suiv i ,  

schématisé dans la f igure  17 consiste, à p a r t i r  d'un prélèvement sanguin s u r  

une anti lope infestée naturellement, à réal iser une adaptation s u r  souris p a r  13 

passages successifs souris-souris selon les interval les décroissants précisés dans 

la f igure. La préparat ion obtenue a été dénommée EATRO 1125 (East A f r i can  

Trypanosomiasis Research Organization) . Après 10 nouveaux passages 

souris-souris tous les 3 à 4 jours, le clonage est  réalisé, e t  su iv i  de 7 passages 

souris-souris tous les 2 à 3 jours. Le va r ian t  obtenu a été appelé AnTat  1.1 

(Anvers  Trypanozoon antigenic t ype  1.1 1. Le CI mage des autres types 

antigéniques a été réalisé à pa r t i r  du stabi lat AnTat  1.1 après neutral isat ion de 

l ' infect ion pa r  di f férents immunsérums spécif iques d e  clones (F igure  17). Une 

exception à ce protocole est à signaler pou r  le type ant igénique (AnTa t  1.13) 

qui a été obtenu après passage s u r  lapin. 

Le laboratoire de sérologie de Anvers  nous a fou rn i  des stabi lats 

correspondant aux clones AnTat  1.1, AnTa t  1.10 e t  AnTat  1.8, modéles 

également adoptés pour l'étude génkt ique rrienée par  le groupe de STEINERT du 

Département de  Biologie Moléculaire de l 'un ivers i té  de Bruxel les. 

B- Préparation des antigènes variables 

Les antigènes de T. equiperdum o n t  été préparés pa r  le groupe d e  

Bordeaux selon la technique décr i te  par  Bal tz  e t  coll. (1976) (8) .  Les ant igénes 

de T. bruce i  brucei on t  été isolés dans not re  laboratoire, e t  pou r  ces 

prbparat ions nous avons apport4 quelques modifications au  protocole mis au  

po in t  pou r  T. equiperdum. 



Clonage de différents variants de T. b. brucei - 

ANTl  LOPE 

Tragelaphus scriptus 

souris 

1 P13(16,5.€.6.6.6,6.3.3.3.3,3.3) 

EATRO 1125 r 

ITMAS 1503728 

AnTat 1.1 

N I T  (anti 1 3  r i ]  N I T  (anti 1) 

C N I T  (anti2,3,5,6,7,11] 

ITMAS 181 073A ITMAS 130374A 

AnTat 1.8 AnTat 1 .10 

ITMAS 160474A 

AnTat 1.13 

FIGURE 17 



L'obtention d 'une préparat ion ant igénique pur i f iée comporte p lus ieurs 

étapes : 

- l'isolement des trypanosomes 

- la l ibérat ion du manteau de surface des parasites 

- la pur i f icat ion de l 'antigène 

1 - Isolement des trypanosomes 

L'obtent ion en quant i té  d'une population parasitaire clonée 

s'effectue par  infestat ion intrapéritonéale de ra ts  Wistar de poids compris e n t r e  

250 e t  460 g. 

T. equiperdum 

La préparat ion d'ant igène variable est obtenue à p a r t i r  de trypanosomes 

recuei l l is chez 30 ra ts  inoculés 48 heures auparavant p a r  108 parasites issus 

d'une population clonée conservée sous forme de stabi lat à -196' C dans l'azote 

l iquide. Le sans de r a t  pré levé par  ponct ion abdominale s u r  héparine est 

addit ionné d'un égal volume d e  tampon phosphate glucosé (PSG) de p H  8 (NaCI 

44 mM, Na2HPOq 57 mM, NaH2P04 3 mM, glucose 0.1 %). L'élimination d e  la 

majorité des hématies est  obtenue pa r  addi t ion de dex t ran  (Pharmacia T500) en 

concentrat ion finale de 2 8. Le surnageant est  recuei l l i  aprés centr i fugat ion à 

basse vitesse. Le protocole décr i t  en 1970 pa r  LANHAM e t  GODFREY (144) 

élimine les hématies restantes, les éléments f igurés, e t  l i v r e  une suspension d e  

trypanosomes qui est ensuite centr i fugée pu is  lavée avec le même tampon. 

T. brucei  b ruce i  

A p a r t i r  d'une sour is  infestée pa r  un stabi lat conservé à -70° C, un 
8 

volume de sang équivalant à env i ron  2,5.10 trypanosomes est prélevé après 

développement d'une parasitémie estimée p a r  observat ion microscopique. Le sang 

est dilué pa r  10 volumes de tampon phosphate salin (NaCI, 0.123 M, Na2HP04 12 

mM, KH2P04 3 mM) de p H  7,25 ( P M ) .  Une quant i te  de  parasites comprise en t re  
6 6 50.10 e t  70.10 es t  injectée au  r a t  par  voie intrapéritonéale. 

A u  bout  de 3 jours, les ra ts  ayant sub i  préalablement une administrat ion 

d'héparine sont sacrif iés. Le sang de l'animal (15 ml) est recuei l l i  dans un 

mélange const i tué de PSG (7,5 ml),  d'héparine [0,3 ml) e t  d'une solut ion 0,02 

mM en antiprotéases, TLCK , NEM e t  PMSF (0,25 ml). 



Les trypanosomes soni séparés des éléments f igurés  du sang airectement 

pa r  la technique de LANHAM e t  GODFREY (1970) (144) soit i ine chromatographie 

s u r  colonne de DEAE-ce1 lulose équil ibrée en tampon PSG . L'élution est réalisée 

selcn un déb i t  de 100 mi par  heure au maximum. Une cen t r i f i ~ga t ion  de I té luat  à 

1 500 g pendant 15 minutes l i v r e  un culot de parasites . Ce dernier  sera soumis 

à deux lavages par  le PSG su iv is  de  centr i fugat ions à 1500 g. 

2- Libérat ion d u  manteau de surface 

La l ibérat ion d e  l'antigène est obtenue sans r u p t u r e  cellulaire. 

T. equiperdum 

Le culot de  trypanosomes est mis en suspension dans i20  ml de 

tampon phosphate 0,125 M de p H  5,5 enr ich i  de glucose à la concentration d e  1 

%. Les parasites en suspension sont laissés une nuit à 4O C s u r  agitateur de 

Kline. A l ' issue de ce traitement, I 'antigène de surface est sofubilisé dans le 

mil ieu e t  les trypanosomes encore intacts sont sédimentés par  centr i fugat ion 1 5 

minutes à 3000 g. Le surnageant est dialysé contre une solution d e  NaCl 0,5 M 

a f i n  d'éliminer le glucose. Une étape d 'u l t racentr i fugat ion (50 000 g, 1 h, 4O C) 

l u i  succède e t  permet d'éliminer les débr is  cellulaires provenant  de la lyse 

inévitable d'un faible pourcentage de parasites. Le surnageant const i tue l ' ex t ra i t  

ant igénique brut qui cont ient I'antigène variable ainsi  qu'un certa in nombre 

d'antigènes communs ret rouvés qualitativement e t  quanti tat ivement quelque soi t  

le var ian t  de  trypanosomes. 

T. bruce i  b ruce i  

Après mise en suspension pendant une nuit des parasites selon des 

condit ions analogues à celles décri tes pour  T. equiperdum, le surnageant d e  

centr i fugat ion 3000 g est directement soumis à une u l t racentr i fugat ion (165000 

g, 1 h, 4O C). L 'ex t ra i t  ant igénique es t  alors dialysé contre un tampon 

phosphate 0,01 M, NaCl 0.5 M I  MgCI2 1 mM, CaCI2 1 mM de pH 8. 

3- Puri f icat ion d e  l'antigène variable 

La pur i f i ca t ion  de l 'antigène variable selon les condit ions de 

GALTZ e t  coll. (1976) (8)  f a i t  appel à la chromatographie d 'af f in i té  s u r  colonne 

de sepharose concanavaline A. 



T. equiperdum 

Le gel est équi l ibré en NaCl 0,s M. La lectine re t ien t  seiectivement 

l 'antigène de surface. L'élution est réalisée pa r  une solution d e  NaCl 0.5 M 

enrichie pa r  de 1 '  a-méthyl-D-mannoside en concentrat ion de 10 % ( p l v ) .  L'éluat 

est  diaiysé contre de l'eau désionisée pu is  lyophil isé. 

Une série d'antigènes spécifiques de T.  equiperdum a ainsi  été préparée 

- BoTat 1, t ype  de base 

- EoTat-2, -3, -4, types précoces 

- BoTat -78, -100, types semi-tardifs 

- EoTat -20, -28, -51 , types ta rd i f s  

Notre in térê t  à ce stade étai t  essrntiellement tourné vers  une approche 

s t ruc tura le  comparative de d i f férents antigènes variables en fonction de ieur 

moment d'apparit ion. 

T. bruce i  b ruce i  

La chromatographie s u r  colonne de Concanavaline A-Sépharose est réalisée 

en tampon phosphate 0,01 Ni, NaCl 0.5 M, MgC12 1 mM, CaC12 1 mM de p H  8. 

Dans le but de déceler et éluer des formes moléculaires de I 'antigène à 

haute a f f in i té  pour  le gel  de concanavaline A-Sépharose, nous avons 

étendu les conditions d'élution. Après recueil de  la f ract ion non retenue ( F I )  

p a r  le tampon d'équil ibre, le gel a été soumis successivement : 

- à une première élut ion pa r  le tampon enr ich i  en a-méthyl-D-mannoside 

(10 %) : fract ion F2 

- pu is  à une seconde élut ion p a r  le tampon enr ichi  en  a-méthyl-D- 

mannoside (1  0 %) e t  en p -mercaptoéthanol (1 %) : fract ion F3 

L'analyse en gel de polyücrylamide-SDS a permis de nous assurer que les 

fract ions F2 e t  F3 correspondaient b ien  à I'antigène variable. Ce protocole de 

"gradient  discontinu1' d'élut ion permettai t  d' isoler des fract ions antigéniques 

différemment liées au gel  de  concanavaline A-Sépharose, ce qui pouvai t  laisser 

supposer dès ce stade de not re  t rava i l  des di f férences st ructura les en t re  ces 

fractions, représentat ives peu t  être, d'un stade de maturation, ou  d'une 

organisat ion d i f fé rente  de I'antigène. Pour répondre à ces interrogat ions, une 

étude analyt ique a été menée parallèlement s u r  chaque fract ion. 

T ro i s  clones de T .  b. brucei (AnTat  1 .l, 1.10 e t  1.8) on t  été retenus e t  

se sont vus  appl iquer le protocole p répara t i f  dans le but d 'une approche 

s t ruc tura le  des antigènes variables. 



Pour AnTat  1.1 e t  1.10 les object i fs de recherche se sont  rapidement 

orientés vers  une tentat ive de rapprochement en t re  s t ruc ture ,  épitopes 

spécif iques de var iant  e t  mécanismes de conversion génique. Nous avons évoqué 

dans le chapi t re bibl iographique que les séquences spécifiques des gènes 1.1 e t  

1.10 par tagent  p lus de 70 % d'homologie b ien qu'elles confèrent une spécif icité 

ant igénique d i f férente aux  variants. De plus, la séquence spécif ique de AnTat  

1.10 peu t  ê t re  transformée partiel lement par  une conversion génique avec le 

gène 1.1. Ces données fondamentales on t  d'ail leurs permis à Ste iner t  e t  son 

groupe d'isoler p lus ieurs clones "chimériques" quant  à leur séquence e t  

possédant une spécif icité ant igénique de t ype  1 .l. La collaboration qu i  s'est 

établie alors avec le Département de Biologie Moléculaire de l 'Univers i té de  

Bruxel les avai t  comme object i f  premier de  s i tuer  l ' influence de ces sites de 

conversion s u r  l 'organisat ion moléculaire de I'antigène variable e t  leur  déf in i t ion 

immunologique. 

Pour AnTat  1.8, son choix dans not re  étude se just i f ie essentiellement 

dans le fa i t  que sa "déf ini t iont '  antigénique est  aussi ret rouvée dans de 

nombreuses souches pathoçènes pour  Ithomme, aussi b ien chez T .  b. gambiense 

que T. b. rhodesiense. Ce clone possède un intérêt  diagnostique e t  des tests 

commercialisés ut i l isent  déjà cette propr ié té  pour  assurer des dépistages en zone 

endémique. Une meilleure connaissance de I'antigène variable 1.8 est toutefois 

nécessaire pour améliorer la qua1 i t é  des tests immunologiques . 

C- Etudes des propr iétés physico-chimiques des antigènes préparés 

1- Etude en gel  de  polyacrylamide en présence de SDS. 

L'analyse des préparat ions antigéniques selon la technique de 

LAEMMLI (1970) (142) a permis de déterminer la masse moléculaire apparente 

des d i f fé rents  antigènes mais aussi de contrôler leur  in tégr i té  e t  leur  état  de  

pureté. 

T. equiperdum 

L'étude comparative des antigènes de T .  equiperdum est i l lust rée dans la 

f i gu re  18. Les tail les moléculaires apparentes sont comprises en t re  52 000 e t  

59 000. 11 a pu ê t r e  constaté que la réduct ion des ponts d isu l fu re  préalablement 

à une migrat ion électrophorét ique dans les mêmes conditions entraîne une 

"augmentationtt d 'envi ron 8000 de la tai l le moléculaire apparente. Ce résul tat  

témoigne d e  l'importance des ponts d isu l fu re  dans la conformation des antigènes 

e t  de leurs  propr iétés vis-à-vis du suppor t  d'électrophorèse. 



COMPAEAISON DE LA MIGRATIOI; 
DETERMII!ATION DE LA MASSE MOLECULPAIRE 

ELECTROPHORETIQUE DE L '  AVS 
DES AVS DE TRYPAI4OSOMA EQUIPERDUM 

GoTa t  -1 PREALABLEMENT DISSCUS 

ELECTZOPHORESE EN GEL DL POLYACRYLAEIDE GRADIENT 5 - 3 0  3 ,  

TAEPON TRIS-GLYCOCOLLE-SDS 

1- B o T a t - 1  4- BoTa t -4  7- BoTat-51 1 en milieu n o n  riducteu? 

2- BoTat -2  5- E o T a t - 2 0  8-  BoTa t -78  2 e n  milieu réducteur à 60°C 

Y- BoTa t -3  5- B o T a t - 2 8  9- B o T a t - 1 0 0  3 e n  milieu réducteur à 100°C 

FIGURE 18 



T.  brucei  brucei  

L'analyse électrophorétique des antigènes de T. b. brucei  selon la 

technique de LAEMMLI après réduct ion des échantillons montre pour  toutes les 

fract ions un comportement ident ique i savoir une bande ~ n i q c i e  de poids 

moléculaire voisin de 60000. 

En l'absence de trai tement préalable des échanti l lons pa r  le 

p-mercaptoéthanol les antigènes AnTat  1.1 e t  1.1 0 on t  un comportement qui 

condui t  à la not ion de dimère (Figure 19). En effet,  la f ract ion F2 de chaque 

var ian t  se présente essentiellement sous la forme d'une bande de tai l le 

moléculaire apparente voisine de 120000. Les fract ions F3, obtenues 

rappelons-le, par  éiut ion d e  la colonne de Concanavaline A-sépharose en 

présence de d ' a  -méthyl D mannosidel p-mercaptoéthanol , se caractér isent pa r  

deux bandes représentat ives respectivement d'une forme dimére e t  d'une forme 

monomère. 

En ce qui concerne le var ian t  AnTat  1.8, nous avons pu constater des 

pro f i l s  électrophorétiques d i f fé rents  en fonction des lots préparat i fs  d'antigène 

b ien que les protocoles de pur i f icat ion aient été réalisés dans les mêmes 

condit ions expérimentales. Nous avons pu obteni r  une préparat ion antigénique 

F2 apparaissant exclusivement sous forme de monomère ou b ien sous forme de 

dimère mais dans laquelle la forme monomére est présente (F igure 19). Dens les 

deux cas la f ract ion F3 donne un p r o f i l  similaire à celui  d e  la f rac t ion  F2. 

Pour toutes ces fract ions antigéniques, un trai tement préalable à la 

migrat ion pa r  le p-mercaptoéthanol se t r a d u i t  donc pa r  l 'observat ion de la seule 

forme monomère. Dans le cas du var ian t  AnTat  1.8, nos observations semblent 

montrer  que la liaison de dimérisation se const i tuera i t  au cours du protocole 

p répara t i f  e t  ne  serait  pas préexistante au niveau du manteau d e  surface. 

De cette étude t rès  prél iminaire en gel  de polyacrylamide e n  présence de 

SDS, l 'on peu t  souligner déjà une profonde d i f férence e n t r e  certaines 

préparat ions dlAVS puisque, selon les variants, on peut  ou  non suspecter déjà 

la possibi l i té d'un pont  d isu l fu re  interant igène monomére à l 'or igine d 'une 

dimérisation. L'existence de dimère de I'AVS selon ce t ype  de liaison n'a pas 

encore été démontrée, à not re  connaissance, pour  T. brucei  brucei.  II faut 

rappeler  qu'il a été établ i  que I'AVS 117 cont ient en  dehors des ponts d isu l fu re  

intrachaines un résidu de cysté ine l i b re  (ALLEN e t  GURNETT (1983) (4)) qui 

pour ra i t  donc rempl i r  cette fonct ion de dimérisation . 



Electrophorèse en gel de polyacrylamide gradient 5-30 % 

A- Tampon de dissolution des échantillons : Tris-HCI 0,0625 M, 

SDS 2 %, glycérol 10 8 ,  pH 6,8 

B- Tampon de dissolution des échantillons : Tris-tic1 0,0625 M, 

SDS 2 8, giycérot 10 %, (j-mercaptoéthanol 5 %, pH 6,8. 

1 . AnTat 1 .l, Fraction F2 5. AnTat 1.8, Fraction F2 

2. AnTat 1.1, Fraction F3 6. AnTat 1.8, Fraction F3 
préparation1 

3, AnTat 1.10, Fraction F2 7. AnTat 1.8, Fraction F2 

4. AnTat 1 . I O ,  Fraction F3 8. AnTat 1.8, Fraction F3 préparation2 

FIGURE 19 



2- Détermination de la valeur d u  point isoélectrique par 

isoélectrofocalisation en gradient de pH. 

La détermination de la valeur des pHi a été réalisée par 

isoélectrofocaIi!i;ation sur  gel de polyacrylamide à 5 % selon les conditions 

expérimentales détaillées dans l'appendice technique. 

Les résultats obtenus pour les AVS de T. equiperdum sont i l lustrés dans 

la f igure 20. Selon les cas, des pH i  aussi extrêmes que pH 5 e t  pH 9 ont  pu 

être notés. 

Une aut re  observation est l'existence d'une hétérogénéité moléculaire p lus 

ou moins importante selon les AVS. Ainsi, I'AVS BoTat-2 se présente en  5 

bandes alors que les AVS BoTat-1 e t  BoTat-28 migrent essentiellement en une 

bande. 

L'analyse en isoélectrofocalisation des fractions F2 et  F3 des variants 

AnTat 1.1 e t  1.10 et  1.8 de T. b. brucei est i l lustrée dans la f igure 21. 

Comparativement aux antigènes de T. equiperduin ces fractions situées toutes - 
dans une même zone de pHi (5,5-7,3) se sont rév8lées t rès  hétérogènes. 

Au  regard de ces résultats, nous avons évaqué deux hypothèses 

1- une microhétérogénéité des copules glycanniques, pouvant affecter le 

nombre de sites de glycosylation, le nombre de monosaccharides constitutifs, ou 

enf in  la qual i té des oses impliqués dans les structures osidiques. 

2- p lus sûrement une microhétérogénéité affectant l'axe peptidique par  

modifications d'acides aminés post-synthétiques . C'est une hypothèse qui est 

également émise par  ONODERA e t  coll. (1981) (184) pour des antigènes de - T. 

congolense su r  la base d'une observation analogue. 

3- Etude en dichroïsme circulaire 

L'étude des spectres dichroiques des antigènes de T. equiperdum 

a permis d'établir leur grande variabi l i té de conformation secondaire ; les 

antigènes de T. brucei brucei  apparaissent dans les cas étudiés beaucoup plus 

constants dans leur définit ion. 
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Isoélectrofocalisation des AVS de Trypanosoma brucei brucei 

FIGURE 21 



Ces observations ont  été également confirmées par un suiv i  du cornporteirent des 

antigènes en fonction de conditions dénaturantes et  renaturantes lors de 

cinétiques thermiques. 

Le tracé des spectres dichroiques a été réalisé su r  les AVS BoTat-a1, -2, 

-3, -4, -20, -28, -51, -78 e t  -100 de T.  equiperdum. Les pourcentages 

respectifs de s t ruc ture  hélicoïdale e t  de feuillets plissés sont i l lustrés dans le 

tableau 2. Les 8 antigènes se définissent selon 4 types bien dif férents de 

s t ruc ture  secondaire. La f igure 22 i l lustre le spectre dichroique caractéristique 

de chacune de ces quatre catégories. 

L'étude de la variation de (8)222 en fonction de la température (Figure 23) 

a confirmé l'existence des 4 groupes. Comme attendu, la température de 

demi-dénaturation est en relation avec le pourcentage de structure organisée et  

en part icul ier l'importance en  feuillets plissés. 

Lors du retour progressif  à la température initiale, une renaturation quasi 

totale a été observée pour I'AVS BoTat-1, e t  partielle pour les AVS BoTat-20 e t  

-51. Pour les deux autres catégories, la dénaturation thermique était 

i rréversible. 

T. brucei brucei 

Les études concernant les préparations antigéniques de T. brucei brucei 

on t  toutes l i v ré  un spectre dichroique de même aspect. L'exemple de la fract ion 

F2 du var iant  AnTat 1.1 est i l lustré Figure 24, les pourcentages évalués en 

hélice a e t  en  feuil lets plissés P sont respectivement de 43 % e t  8 %. Cette 

s t ruc ture  secondaire se dist ingue assez de celles observées avec - T. 

equiperdum, l 'originalité de T. b. brucei étant une faible teneur en feuil lets 

plissés . 

La dénaturation thermique s'est révélée i r réversib le pour les fractions F2 

e t  F3 des variants AnTat 1.1 e t  1.10 ainsi que pour la fract ion F2 du 

var iant  AnTat 1.8 (préparation dimérique). Une renaturation part iel le a ' été 

observ6e uniquement avec la fraction F3 de la préparation dimérique du var iant  

AnTat 1.8 (Figure 25). 



EVALUATION DE LA STRUCTURE SECONDAIRE DES AVS 

DE TRYPANOSOMA EOUIPERDUM. 

T A B L E A U  2 - 

0- 

AVS de v a r i  ants 

....................... 
BoTat - 1 

mm---- ----------------- 
BoTat -28 

----- - ----------------- 
BoTat-2, 3, 
4, 78, 100 

....................... 

BoTat-20, 51 

H é l i c e a  1 Feui 1 l e t s  1 S t ruc ture  1 p l i s s é s  1 i norgani sée 

i i e t  t u r n  
--------------- .................... ------------------ 

49 % 
I 

25 % 
I 

1 1 26 % 
- - - - - - - - - - - - -_-I -_- ----------------- I 

28 % 
I 
1 29 % 1 43 % 

I 

- -__ - -_ - - - - - - -_ I_ - -  ----------------- I 
35 % 

I 
33 % 

I 
1 1 32 % 
l I ---------------I--------------------I------------------ 
I 
I 

I 
33 % 

I 
49 % 1 18 % 



S P E C T R E S  D I C H R O I Q U E S  DES AVS DE VARIANTS DE 

TRYPANOSOMA E Q U T P E R V U M  

, BoTa t - 1 

,,,,,,,, BoTa t -78 

-.-.-.-. BoTat -28 

, ,,, BoTa t -51 

.F igu re 2 2 



Dénaturation et renaturation thermiques des AVS de variants 
A 

de Trypanosoma equiperdum 

BoTa t -78 

BoTa t -28 
BoTa t-51 

BoTat -1 

F I G U R E  23 



Spectre dichroique de la fraction F2 d u  variant AnTat 1 .1  

-1 2 [el deg. d mole . cm 
1 o - ~  

FIGURE 24 - 



Denaturation et renaturation thermiques des fractions F2 ( A )  et F3 (B)  

des  variants AnTat 1 . 1 ,  1 . 1 0  e t  1 . 8  

1 y g e g . d  mole-? cm * - AnTat 1.1 

- -  AnTat 1-8 

.O. AnTat 1-10 

I 
1 I 1 . I 

10 20 30 40 50 Bom T OC 

FIGURE 25 - 



4- Composition amino-acide 

Les compositions amino acides des antigènes de T. equiperdum et  

de - T. brucei brucei f igurent  respectivement dans les tableaux 3 e t  4. Les 

résultats sont exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus dosés. 

L'on peut remarquer une composition globalement constante pour tous les 

antigènes avec prédominance de résidus d'acide aspartique e t lou  d'asparagine, 

de thréonine, d'acide glutamique e t lou  de glutamine, d'alanine e t  de lysine. 

Par ailleurs, aucune différence significative n'existe entre les résultats 

obtenus avec la fract ion F2 ou F3 pour un même variant. 

5- Composition glucidique 

L'analyse a été réalisée chez T.  equiperdum sur  les AVS 

BoTat-1 , -2, -4, -20, -28, -78 e t  -100. Les résultats sont exprimés dans le 

tableau 5 en nombre de résidus osidiques par mole de glycoprotéine. 

L.es AVS BoTat-1 , -2, -78 e t  -28 sont caractérisés par une composition 

glucidique qualitativement e t  quantitativement similaire. Le contenu global en 

sucres se situe entre 7 et  8 % ( p l p ) .  Sur le p lan qual i tat i f  l'on peut noter la 

présence de mannose, de galactose, de glucose e t  de N-acétyl glucosamine. 

Deux AVS, BoTat -4 e t  BoTat -100, se dist inguent par  l'absence totale de 

galactose. A l'inverse, I'AVS BoTat -20 comporte une teneur équivalente en 

galactose e t  en mannose. Une plus faible teneur en N-acétyl glucosamine 

caractérise également les AVS BoTat -4 et  -20. Ces résultats témoignent d'une 

profonde variat ion de  glycosylation au niveau de  nos préparations dcantigénes 

de T.  equiperdum à la fois su r  les plans qual i tat i f  e t  quanti tat i f .  

La composition glucidique des fractions F2 e t  F3 des variants de T. brucei 

brucei est i l lustrée dans le Tableau 6. Les résultats se sont avér6s t rès 

similaires ent re  une fract ion e t  I fautre d'un même variant ou aussi d'un var iant  

à l'autre. Les rapports molaires sont proches de ceux trouvés pour les AVS 

BoTat-1, -2 e t  -28 de T .  equiperdum. 



Composition en acides aminés des antigènes spécifiques de variants de Trypanosoma equiperdum 

* Valeurs exprimées en rés idus  pour 100 rés idus  d 'ac ides  aminés dosés. 
ND : non dosé 

Acides 

aminés * 
--,,-,,,,,,,, 

AS? 

THR 

SE R 

GLU 

P RO 

GL Y 

AL A 

VAL 

$ CYS 

MET 

I L €  

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

H I S  

TRP 

ARG 
* 

BoTat-1 I BoTat-2 I BoTat-3 I BoTat-4 I BoTat-78 I BoTat-100 I BoTat-20 1 BoTat-51 I BoTat-28 1 1 l 1 1 1 1 
I I I 1 I 1 1 1 

,,,,,,,,,, I ,,,,-,,,-- 1 ---------- 1 ---- 1 ---------- - 1 ----- ---..- -- 1 ----------- 1 ----------- 1 ------------ 
I I 1 .  1 1 1 1 1 

13,36 1 8,41 1 10,32 1 10,32 1 9,16 1 10,99 1 10,49 1 10,99 1 11,05 

8,90 10,53 10,57 9,05 11,20 1 11 ,O7 8,67 10,74 1 10,48 1 
5,41 1 6,93 1 5,91 1 5,69 1 5,17 1 4,44 I 3,33 1 5,25 1 6,23 

1 

11 , I O  12,41 ' 13,49 16,88 14,29 , 11,46 l 13,62 1 13,48 I 14,22 1 
3,60 1 3,64 1 2,54 1 5,16 1 3,19 1 5388 I 3,81 1 4,05 1 3,68 
7,96 6,29 1 6,99 6,30 1 1 6,58 1 7,14 1 7,32 1 ' 6,76 1 8,85 

15,12 1 15,06 1 13,021 14,33 1 14,lO 1 13,22 1 11,72 1 12,18 1 15,57 

2,59 3,26 I 3,73 1,64 1 1 3,21 2,78 I . 4,08 2,81 3,37 

2,19 1 1 2  1 2,15 1 1,20 1 1,25 1 1,32 1 1,17 1 1,45 1 1,90 

1,13 0,59 I Traces 1,26 I 0,89 / ::45 / Traces 0,45 0,35 

2 $36 

9,15 

2,61 2,49 2,93 1 1 2,04 1 2,69 I 2,17 ' 2,12 1 1,87 

2'20 2,14 1 1.60 1 1,95 1 2,59 ( 3,03 1 1992 1 1,87 1 3,31 1 2,45 

8,06 1 9,59 12,34 i 9,93 I 11,861 10,77 1 11,61 I 11,32 I 11,65 

OY57 1 2,04 1 2,03 1 1,59 1 1,40 1 2974 1 1,29 1 1,55 1 OY51 

0,51 0,46 1 0,40 0,41 1 I ' 1,06 1 ' 0,58 I 0,34 I ND 1 ' 0,98 

3,65 1 3,41 1 1,76 1 2,05 1 2,76 1 2928 I 2,54 1 3,07 1 2,75 
1 

1 1 1 1 1 1 1 1 

4,11 1 3,18 1 4,68 1 3,51 3 ,O1 2,85 

7,64 1 6,98 1 6,93 1 6,34 1 5,36 1 7,07 1 8,17 

3,45 

4,40 



composition en acides aminés des antigènes spécifiques puri f iés de variants de Trypanosoma brucei brucei 

+ valeurs exprimees en résidus pour 100 résidus d'acides aminés dosés 

a 
acides * 
aminés 

ASP 
T h r  

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  
Ala 

Val 

112 Cys 

Met 

I le 

Leu 

TY r 
Phe 

LY s 
HIs 

T ~ P  

A r g  

ND : non dosé 

TABLEAU 4 

AnTat 1.1 
........................ 

F2 F 3 

10,19 10,60 

9,71 8,90 

6,14 6,05 

13,08 12,89 

3,51 3,50 

8,34 8,06 

15,49 15,20 

2,31 2,53 

2,45 2,28 

- 0,68 

3,47 3,52 

8,77 8,84 

2,11 2,34 

l,42 1,52 

9,55 9 ,O2 

1,79 1,85 

N D  N D  

1,68 2,24 

* 

AnTat 1.10 
...................... 

F2 F 3 

10,99 11 ,O9 

8,51 8,29 

5,91 6,42 

12,30 12,24 

3,85 

AnTat 1 .8 
...................... 

F2 F3 

9,76 9,61 

8,99 8,87 

6,OO 6,22 

13,07 12,91 

3,46 3,6O 

7,91 1 8,66 8,44 

14,34 13,69 

2,52 2,99 

1,9O 1,32 
- - 

4,42 4,36 

8.32 8,12 

2,11 2,13 

1,68 1,98 

11 ,O5 10,31 

1,81 1,84 

ND N D  

2,36 2,57 

15,33 15,15 

2,90 2,96 

1,81 1,86 
- - 

3,48 3,52 

8,86 8,96 

2,32 2,29 

1,60 1,56 

9,93 10,11 

! ,85 1,94 

ND ND 

1,97 1,99 

F 
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6- Dosage d u  phosphore 

La mise en évidence de phosphore au niveau des AVS de T. - 
equiperdum a été établie à l'aide de méthodes isotopiques ut i l isant ie marquage 

des parasites i n  v ivo au 3 2 ~ .  Llélectrophorèse sur  gel de polyacrylamide-SDS 

suivie d'une autoradiographie a montré le caractére phosphorylé d'une protéine 

de taille moléculaire correspondant à celle de ItAVS. 

Le dosage du phosphore a été ensuite réalisé su r  la série d'antigènes de 

T. equiperdum selon les conditions décrites dans l'appendice technique. 

Rappelons que le protocole comporte u n  traitement préalable des préparations 

par  plusieurs étapes de précipitations successives par  l'acide trichloracétique 

dont une suivie d'un chauffage à 80° C pendant 20 minutes. Ces étapes 

permettent d'éliminer toute contamination éventuel le de l'antigène dosé par du 

phosphore inorganique ou par  un composé phosphorylé de nature non protéique. 

Le dosage du phosphore dans ces conditions ( ITAYA et  MlCHlO (1966) (129)) a 

mis en évidence pour tous les antigènes étudiés la présence de une mole de 

phosphore par mole de glycoprotéine. 

Dans les mêmes conditions expérimentales les préparations antigéniques de 

variants AnTat 1.1, 1.1 0 e t  1 .8 apparaissent également phosphorylées selon un 

t a m o r t  de une mole de Dhos~ho re  Dar mole d'antiaène. 

Nous avons également réalisé le dosage du phosphore en omettant le 

traitement d u  précipité trichloracétique par  chauffage à 80° C. Dans ces 

conditions e t  quelque soit l'antigène dosé (var iant  de T. equiperdum ou var iant  

de T. b. brucei (Tableau 7 ) ) ,  près de 2 moles de phosphore par mole 

d'antigène ont été chaque fois trouvées. Ce résultat laisserait envisager non pas 

un phosphore contaminant mais l'existence au niveau des AVS de deux résidus 

de phosphore dont l'un serai t  labile en milieu acide à 80° C e t  dont l 'autre 

résisterait  à ces conditions d'hydrolyse. 

La présence de deux moles de phosphore est également signalée par  

Ferguson e t  coll. (1985)b (70) pour des antigènes de T. brucei brucei. 



Teneur en  phosphore des AVS de 

T ,  b. bPuceI e t  - T.  equiperdum 

k Résul tats  exprimés en ré s ldus  par mole de glycoprotéine 

------------------------------------------------------------------ 

P r é c i p i t a t i o n  p a ~  1' ac ide  

tr i c h l o r a c é t  ique  

P r é c i p i t a t i o n  par 1 ' ac ide  
t r i ch loracé t ique  e t  chauffage 

du p r é c i p i t é  à 80° C pendant 20 

minutes. 

TABLEAU - 7 

I I 
I 

AnTat 1.I ; AnTat 1..10 1 AnTat l . ô  ----------- 1 ------------ I -------a--- BoTat 1 
F2 F3 1 F2 F 3  l 

: 

230 137 230 
I I : I 

t 
1 ! I 
I I : I 

132 1,0 1 '1 ,3  0,s 1 132 1,2 ; '1 , 2 : 
8 I I 

I I I i I 
I 

I I 
1 1 
I I 

I 

i n 
I I 

b 



Conclusions 

Cette étude comparative analytique d'antigènes issus de 2 espèces 

différentes de trypanosomes a mis en évidence certaines caractéristiques 

communes qui, en fonction également des données bibliographiques, peuvent 

ê t re  considérées comme des éléments typiques de défini t ion des antigènes 

variables en rapport  sans doute avec leur fonctionnalité in situ. Parmi ces 

éléments, on notera : 

- une tail le moléculaire apparente en électrophorèse en milieu réducteur 

voisine de 60 000 

- une représentation assez constante des dif férents acides aminés 

consti tut i fs de l'axe peptidique de l'antigène 

- enf in la présence de deux résidus de phosphore par  molécule 

Sur le plan glucidique, nous avons observé pour la p lupart  des AVS de T. - 
equiperdum une constance de  défini t ion sur  un plan qual i tat i f  e t  quant i tat i f  

globalement retrouvée pour les antigènes de T .  b. brucei étudiés. Quelques 

antigènes de T. equiperdum font  exception à la régle soit par l'absence totale 

de galactose soit par  un rapport  molaire d'hexoses dif férent. Ces résultats 

laissent envisager une dégradation relat ive des antigènes p lu tô t  qu'une 

s t ruc ture  originale, "dégradation" limitée aux sites de glycosylation puisque 

tai l le moléculaire apparente e t  composition amino-acide semblent indiquer une 

intégr i té de l'axe peptidique. Plus avant dans ce mémoire sera exposée la 

relation ent re  la composition glucidique, la présence de phosphore, et 

l'existence d'une s t ruc ture  C-terminale glycolipidique complexe. 

Sur le plan s t ruc ture  secondaire, les résultats acquis signalent une 

profonde divers i té possible selon les antigènes avec semble-t-il la notion d'un 

certa in regroupement vers des structures types. Toutefois, le faible nombre 

d'antigènes étudiés particulièrement chez T . brucei  brucei ne permet pâs une 

conclusion définit ive, 

Signalons toutefois que les études prédictionnelies de conformation réalisées 

par  LALOR e t  coll. (1984) (142) sur  une série d'antigènes de T. brucei brucei 

avaient également mis en évidence l'existence d'une diversité au niveau des 

pourcentages de structures hélicoidales . 



II- ETUDE STRUCTURALE COMPARATIVE ENTRE UN ANTIGEEJE DE 

TRYPANOSOMA EQUIPERDUM (var iant  BoTat 1) ET UN ANTIGENE DE 

TRYPANOSOMA BRUCE1 BRUCE1 (var iant  AnTat 1 .l) 

Une étude structurale comparative a été réalisée sur  des antigènes issus de 1 

chacune des espèces étudiées : T. equiperdum e t  T.  b. brucei. Ceci nous a 

permis de percevoir plus précisèmen t les homologies e t  les différences eritre ces 

deux espèces qui, rappelons-le, ne :subissent pas le même mode de  transmission 

naturel. 

Notre apport personnel au milieu de la concurrence internationale se situe 

dans le cadre précis de la localisation des sites de glycosylation et  de leur 

défini t ion qua1 itative. Au début de notre travai l  les séquences amino acides 

spécifiques de variant de  T. equiperdum étaient inconnues. Pour T. b. brucei, 

le fait de disposer de séquences déterminées par la biologie moléculaire nous a 

permis d'aller p lus v i te  dans la préparation de fractions glycosylées. 

Dans les deux modèles, l'approche biochimique a été d 'un grand intérêt  

dans l 'uti l isation des données de séquence en part icul ier pour une analyse de 

l'organisation générale des AVS e t  dans la démonstration de leur  caractère 

polymorphique. 

A- Sites de qlycosylation 

Notre étude a débuté par  le var iant  basal BoTat 1 de T. equiperdum. 

1- AVS BoTat 1 de T.  equiperdum 

La composition glucidique de l'antigène variable tota l  laisse déjà 

envisager une glycosylation originale : rappor t  hexosamine/hexose ; rappor t  

galactoselmannose ; présence de glucose. Les choix techniques pour  la 

préparation des "fractions glycosylées" se devaient de  respecter l ' intégri té 

g lycannique e t  aussi permettre d'établir la nature des liaisons peptidelglycanne. 

Deux approches ont  été retenues : 

- chimique (coupure par  le bromure de cyanogéne) 

- enzymatique à l'aide d'enzymes à act iv i té spécifique (trypsine). 



a) Clivage de la molécule réduite et  S-alkylée par  le bromure 

de cyanogène 

Parmi les méthodes chimiques de clivage peptidique, la 

coupure par  le bromure de cyanogène s u i  antigène rédu i t  e t  S-alkylé a donné 

les meilleurs résultats sur  le plan qual i tat i f  e t  su r  le plan des rendements. Au 

moins 4 à 5 résidus de méthionine, donc 4 à 5 points de clivage étaient attendus 

au regard de la composition amino acide de l'antigène. 

Dans son principe, selon GROSS e t  WITKOP (1961) (97), le mécanisme de 

clivage des liaisons méthionyl implique la formation ini t iale d'un bromure de 

cyanosulfonium qui, en milieu acide, se scinde en méthyl-thiocyanate e t  en 

bromhydrate d'iminolactone d'homosérine ; ce dernier se décompose spontanément 

en l ibérant d'une pa r t  la lactone de I'homosérine e t  d'autre pa r t  un fragment 

pourvu en position N-terminale de I'amino-acide à l 'origine l ié à la fonction 

carboxylique de la méthionine. 

Er: appliquant le protocole détaillé dans l'appendice technique, 4 fragments 

essentiels de tailles moléculaires apparentes respectives 13 000, 18 000, 22 000 

e t  29 000 (Figure 26) ont  été obtenus. 

Le protocole de fractionnement en vue de leur puri f icat ion a fait  appel à 

une chromatographie de gel f i l t rat ion su r  Bio-gel P l  00. L'analyse des fractions 

recueillies en électrophorèse sur  gel de polyacrylamide (Figure 26) a révété un 

caractère hétérogène pour la p lupar t  d'entre elles. Seule F7 semblait 

relativement homogène. 

Dès ce stade de puri f icat ion cependant, l'analyse des compositions 
l 

glucidiques (Tableau 8) s'est rbvélée tout  à fa i t  intéressante particuliérement en 1 
ce qui concerne t ro is  fractions, F7, F5 e t  F3 : 

- présence dans la fract ion F7 uniquement de mannose e t  de 

N-acétyl-glucosamine selon un rappor t  molaire 912, 

- prbsence dans la fraction F5 de mannose e t  de galactose en proport ion 

sensiblement équivalente, 

- quasi absence de sucres dans la fract ion F3. 

Très aisément e t  par une technique électrophorétique détaillée dans 

l'appendice technique le caractère intéract i f  avec la concanavaline A des 

fragments de tail le moléculaire apparente 22 000 (F5) e t  13 000 (F7) pouvait être 



PROFIL ELECTROPHORETIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS DES FRACTIONS 

COLLECTEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATIOX DES PRODUITS OBTENUS 

PAR TRAITEMENT DE L'AVS BoTat-1 PAR LE BrCN 

T R A C  1 2 3 4 5 6  7 8 T  

T Témoins de masse m o l é c u l a i r e  

RA AVS BoTat-1 r é d u i t  et alkylé 

C C l i v a g e  par le BrCN 

1 -8 Pl  B F8 B i o g e l  Pl00 

FIGURE 26 
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démontré. Dans les mêmes conditions d'études, les fragments de taille 

moléculaire apparente 19 000 et  29 000 ne se l iaient pas avec la lectine. 

Chacune des fractions apparaissant essentiellement représentative d'une 

part ie de la molécule initiale, une analyse de séquence amino acide fut réalisée 

sur  celles-ci. Les sequences données dans la f igure 27 représentent la synthèse 

des résultats du traitement d i rect  de IIAVS, du traitement des t ro is fractions 

majeures déjà citées e t  enfin de compléments obtenus sur  des recoupes de 

certaines d'entre elles : 

- clivage de la fract ion F7 par  I'endoprotéinase Arg-C qui possède une 

spécificité vis-à-vis des liaisons arginyl-X à l'exception de  la liaison 

arginyl-proline, 

- clivage des fractions F7 et  F5 par la protéase de S. aureus utilisée dans 

les conditions de coupure spécifique des liaisons glutamyl-X. 

La fraction F7 s'est avérée correspondre à la part ie amino-terminale de la 

molécule, e t  nous avons mis en évidence un premier si te de glycosylation de 

type  oligomannosidique substi tuant un résidu d'asparagine localisé en position 57 

par  rapport  à l'acide aminé N-terminal de la molécule native. 

2- Clivage de la molécule native par la t rypsine 

Dans le but de s i tuer les autres sites de glycosylation de 

l'antigène, nous avons fa i t  appel à des clivages par  voie enzymatique. Après 

avoir établ i  à t ravers des cinétiques multiples les conditions optimales en vue  de 

Ilobtention de fragments de tai l ie moléculaire intéressante pour des 

déterminations de séquence, nous avons retenu l 'hydrolyse par  la trypsine. Une 

hydrolyse prolongée a conduit à des fragments qui ont  été séparés en faisant 

appel successivement à des étapes de chromatographie su r  colonne de Biogel P60 

e t  Biogel Pl0 (Figure 28). 

Nous avons recherché tout  particulièrement dans ces dif férentes fract ions 

la présence d'éthanolamine démontrke au cours de notre t ravai l  comme 

substi tuant le carboxyl terminal des AVS (HOLDER, (1983la (119)). Le dosage 

de ce composé a pu ê t re  réalisé su r  autoanalyseur d'amino acides selon les 

conditions décrites dans l'appendice technique. Les résultats nous ont  montré . 

que la fract ion appelée b l  était seule représentative de la région C-terminale de 

I'AVS (Tableau 9). La composition chimique du glycopeptide C-.terminal ainsi 



SEQUENCE PARTIELLE DE L'AVS BoTat-1 

SEQUENCE AMINO ACIDE N-TERMINALE 

. - 
ARG-GLU-ALA-UA-THR-LYS-THR-ALA-ALA-ASP-TYR-SER-ALA-ARG- 

PEPTIDE INTERNE 

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

. PEPTIDE INTERNE 
5 10 ' 15 2 0 

THR-THR-GLY-GLY-PRO-SER-ALA-LEU-AL~L-~~A-ALA-%-&A-THR-PRO-SER-SER-ALA-ALA-ASN 
25 3 O 

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

GLYCOPEPTIDE C-TERMINAL 
5 1 O 15 20 

PRO-ILE-GLU-GLY-ILE-LEU-LY S-ASN-SER-PRO-ASN-LEU-LY S-LY S-LEU-GLY -ASP-VAL-THR-ASP 
1 .  2 5 30 3 5 4 O 

ILE-ASN-GLN-LEU-LEU-GLU-LEU-TYR-PHE-TYR-TYR-SER-ASP-LEU-ASN-LYS-GLN-ARG-LEU-GLN 
45 50 5 5 6 0  

GLU-ALA-AZA-LYS-LYS-LEU-GLN-ASP-LEU-GLU-THR-LYS-ALA-GLY-THR-LYS-SER-ALA-UA-ASP 
65 

LYS-GLU-LYS-GLU-CYS-ASN-THR-LYS-GLY 

*ler s i t e  de glycosylat ion ' 

FIGURE 27 



C H R O M A T O G R A P H I E S  D E  G E L  F I L T R A T I O N  OF L' H Y D R O L Y S A I '  
TRYPSlQUE DE L' A V S  B0T.t 1 

FIGURE 2 8  



LOF'J>OSITlON EN AClDES M!lNES ])ES FRACTIONS TKYPSlQllES GLYCOSYLEES 

. Resulrats  exprimés en pmol/g 
+ 

TABLEAU 9 
-L 

1 .  

1 

a 1 a2 1 2 

Asx 

Th r 

Se r 

Glx 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

Cys 

Va 1 

!le t 

Lle 

Leu 

TY r 
Phe 

His 

LYS 

Art3 

G ~ C N  

e t  hanolamine 

3 00 769 

44 7 722 

I 

399 4 24 

74 1 44 1 

2 0 0  563 

2 7  161 

- 308 

214 400 

4 7  1544 
- - 
18 95 

- 3 0 

8 4 8 

17 467 

6 12 

1 O 202 

9 8 2 

2 1 174 

- 101 

203 4 14 

4 2 226 

36 1 O0 

24 7 172 

99 7  30  
- - 
19 130 

- - 
13 3 2 

3 7 615 

1 O - 
24 17 6 

9 11  

20 5  3 

17 208 

392 247 473 i 3 0  

140 - 203 2 2 



pur i f ié  est présentée dans le Tableau 10. Le glycocolle était p r i s  comme base de 

calcul. La présence de 2 résidus de glucosamine est dkmontrée. Mannose et  

galactose on t  tous deux ét.é trouvés dans un rapport  6 : 1.  Enfin, un résidu de 

phosphore est dosé dans cette fract ion C-terminale. 

La présence conjointe de phosphore e t  d'éthanolamine dans un rapport  111 

nous a inci té à suggérer une s t ruc ture  de type phosphatidyléthanolamine. Dans 

cet espr i t  nous nous sommes alors orientés vers la recherche e t  le dosage de 

glycérol. La technique de dosage, détaillée dans l'appendice technique, était 

fondée sur  la phosphorylation spécifique d u  glycérol par la glycérophophokinase 

en présence dlATP, e t  l'évaluation de la quanti té dlADP formée en ut i l isant le 

système lactate-pyruvate. 

Pour la l ibération du glycérol à par t i r  de la fraction bl, nous avons retenu 

une technique décri te pour rest i tuer le glycérol à par t i r  de 

glycérophospholipides (RENKONEN (1966) (215)). 11 s'agit d'une hydrolyse par 

l'acide chlorydr ique 2N menée pendant 48 héures à 12S0 C sous vide en tube 

scellé. Nous avons appliqué la méthode d'une pa r t  sur la fract ion b l  , sur  du  

glycérol standard e t  su r  un témoin phosphatidyléthanolamine (Koch-light 

Laboratories). Les résultats présentés dans Tableau 11 montrent en fonction de 

plusieurs déterminations la présence de 1 mole de glycérol par  mole de 

glycopeptide. 

Néanmoins a f in  de s'assurer que le glycérol dosé ne provienne pas d'un 

contaminant de nature glycérolipidique adsorbé sur  la molécule, nous avons 

procédé à la même analyse su r  plusieurs lots dlAVS BoTat-1 après avoir soumis 

la molécule à une agitation prolongée dans un mélange chloroforme/méthanol/eau 

selon les conditions de FOLCH e t  coll. (1956) (76). Après séparation des 2 

phases par  centrifugation, chacune d'entre elle a fa i t  l 'objet d'une recherche de 

glycérol selon le protocole précédemment évoqué. Les résultats ont  montré la 

présence essentielle de glycérol dans la phase aqueuse, phase qui contient 

l'antigène variable. 

Toujours dans t'hypothèse d'une s t ruc ture  C-terminale de type 

phosphatidyléthanolamine, nous avons recherché la présence d'acides gras 

saponifiables. L'AVS a été t ra i té  par  de  la potasse méthanolique 0,1 M pendant 

2 heures à 80° C. Après partage de FOLCH e t  coll. (1957) (76), l'analyse de la 

phase organique n'a révélé aucun acide gras. Seule, l 'uti l isation d'une 

hydrolyse chlorhydr ique 5,6 N pendant 24 heures à 10SO C sous vide en tube 



COMPOSITION CHIMIQlJ l i  1)IJ GLY COPE1"r l l)ll 'l'KY 1's IQUE C-TEIIMINAL 

ethanolamine 

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

TABLEAU 10 -- 





scellé a permis d'identifier des acides gras  dans ia fraction bl e t  aussi dans la 

molécule native. Les répartitions relatives des acides gras  de chaque analyse 

figurent dans le tableau 12 .  

Le fait que les acides gras  ne soient pas libérables par saponification ne 

s'accordait pas avec l'hypothèse d'une s t ructure  glycérophospholipidique 

classique. Cette éventualité était aussi difficilement concevable avec la prksence 

de  sucres C-terminaux. 

Pour préciser davantage l'agencement des oligosaccharides C-terminaux au 

niveau du glycopeptide C-terminal, une hydrolyse du composant b1 par la 

protéinase K fut envisagée. Cette partie de notre étude a été entreprise en 

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

Bordeaux qui a établi les conditions optimales d e  protéolyse. 

Le protocole a é té  réalisé à partir d'antigène variable BoTat-1 marqué au 

3 2 ~ .  Le fragment C-terminal issu d'une hydrolyse trypsique a é té  soumis à une 

hydrolyse prolongée par la protéinase K .  LthydroIysat a é té  purifié par 

chromatographie de  gel filtration su r  Bio-gel P4. Deux fractions glycosylées ont 

alors été obtenues e t  parmi celles-ci une seulement était radioactive. L'analyse 

chimique de chaque fraction (Tableau 13) a permis de  distinguer deux 

individualités glycanniques : 

- le glycopeptide 1 contenant 5 résidus d e  mannose pour 2 résidus de 

N-acétyl glucosamine, composant non radioactif e t  ne contenant pas 

d'éthanolamine. 

- le glycopeptide 2 contenant 5 résidus de  galactose pour 1 résidu de 

mannose, composant radioactif contenant un résidu diéthanolamine. 

I I  était intéressant à ce stade de  confronter les différents resultats 

aux données apportées par séquence cDNA s u r  divers AVS de  T.  brucei brucei. 

L'on sait en effet que les antigènes peuvent ê t re  classés en plusieurs catégories 

en fonction d e  leur extrémité C-terminale comme i l  es t  montré dans la f igure 8. 

En fonction de  nos résultats, I'AVS BoTat-1 appartient à la deuxième catégorie 

dont la séquence C-terminale est la suivante. 

----- Asn-Thr-Thr-Gly-Ser 



REPARTITION RELATIVE DES ACIDES GRAS (MOLES %) DANS L'AVS BoTat-1 NATIF 

ET DANS SON GLYCOPEPTIDE TRYPSIQUE C-TERMINAL 

TABLEAU 

Glycopeptide C-terminal Acides gras AVS BoTat-1 

42.4 

34.2 

23.4 

C 1 6 : O  

C 1 8 : O  

C 1 8 : l  

38.4 

37.5 

24.1 



COMPOSITION CHIMIQUE DES GLYCOPEPTZDES OBTENUS 

APRES ACTION DE LA PROTEINASE K 

i I 
I I 
I I 
1 I 
l 

GP 1 
I 

I I Gp 2 
1 1 
I I 
I I 
I . I 

I 1 I 
Asx I I - 

e I 
I 

Thr I 1,s 1 - 
I 
I - I 

S e r  I 1 O  , 8 
i I 

G ~ Y  - I 
I 1 

1 
I 1 
I I 

I I 
E t i i  e - I 1  
3Zp - 1 ! I 

I + 
I I 
I ' 1  

I 1 
I 5 I *n II I 

I 
1 

I 
l - I Ga 1 I I 

I 
5 

I 
I 2 * I Glc  Nac I I - 
I I 
I I 
I I 

* Valeur  c o r r i g é e  e n  t e n a n t  compte du c o e f f i c i e n t  d e  l i 5 é r a t i o n  d a n s  les 

c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s .  

Las r é s u l t a t s  s o n t  e x p r i m é s  e n  r a p p o r t  m o l a i r e  r e l a t i v e m e n t  P Asx e t  G l c  Nac 

p o u r  Cpl e t  à Gly e t  Man pour  Gp2. 



Le résidu d'asparagine est porteur d'un glycanne qu i  en fonction de  nos 

résultats est ol igomannosidique (mannoce 5, N-acétylglucosamine 2) . Le résidu 

de sérine serait le point  de branchement de la s t ruc ture  glycophospholipidique 

complexe r iche en galactose e t  caract6risée par un résidu d'éthanolamine. 

Nous avons complété cette étude structurale par une étude immuncjlogique 

comparative des glycopeptides sachant par  des études préalables (LABASTIE et 

coll. (1981 ) (1  40)) qu 'un site antigénique commun de localisation C-terminale - 
existait  entre les antigènes puri f iés des variants BoTat-1 e t  BoTat-28. 

Nous avons ainsi testé la capacité des glycopeptides 1 e t  2 à inhiber la 

réaction hétérologue de 1 'AVS BoTat-1 avec des anticorps dir igés contre 1' AVS 

BoTat-28. Le glycopeptide 1 était sans ef fet  alors que le glycopeptide 2 

inhibait  totalement la réaction. Ces résultats permettent d'affirmer que les 

déterminants intervenant dans la réactivi té immunologique croisée sont 

représentés par  la part ie phosphoglycannique C-terminale des AVS de  - T. 

equiperdum. Un  résultat similaire a été obtenu par HOLDER (1981) (118), 

(1985)b (120) avec les AVS de T .  brucei brucei. 

Grâce à cette analyse structurale d'un AVS de T. equiperdum nous avons 

acquis plusieurs points fondamentaux au sujet de l'organisation des glycannes : 

1) l'éventualité pour  un antigène variable d'être glycosylé par  une 

s t ruc ture  oligomannosidique dans sa port ion amino-terminale, ce qui au regard 

de la l i t térature e t  depuis notre étude demeure un modèle d'organisation peu 

fréquent. 

2) la présence d'une s t ruc ture  glycophospholipidique pour laquelle 

phosphore, éthanolamine, glycérol e t  mannose ont  été trouvés à raison de 1 mole 

par mole et  le galactose à raison de 5 résidus par  mole, les acides gras &tant 

identif iés à I'acide palmitique, l'acide oléique e t  I'acide stéarique. Cet ensemble 

part icipe à la réactivi té immunologique croisée ent re  antigènes puri f iés. 

3) la localisation à proximité de la s t ruc ture  glycophospholipidique, d'un 

glycanne répondant à la défini t ion d'une s t ruc ture  oligomannosidique 5 1 2 .  

2. AVS AnTat 1 .1 de T. b. brucei 

Sur  le plan qual i tat i f  la composition glycannique de l'antigène 

AnTat 1.1 de  T. b. brucei  est voisine de celle de l'antigène BoTat 1 de  - T. 



equiperdum. Le Tableau 14 i l lustrant  la comparaison entre ces deux antigènes 

montre toutefois une teneur plus faible en mannose e t  en galactose pour 

I'antigène AnTat 1.1 de T.  b. brucei. La connaissance de la s t r u c t i ~ r e  

peptidique complète de I'antigène par étude en séquence cDNA (PAYS e t  cctll. -- 
( 1 9 8 3 ) ~  (200)) mettait en évidence l'existence de 3 sites internes possibles pcur  

une glycosylation en plus de la glycosylation C-terminale : Asn 84 - T r p  85 - 
T h r  86 ; Asn 390 - Gly 391 - T h r  392 ; Asn 403 - Ala 404 - T h r  405. 

La réalité de ces sites potentiels de glycosylation fut étudiée pour cet 

antigène à t ravers les fract ions trypsiques purifiées issues diune hydrolyse de 

la molécule native. 

La puri f icat ion diun hydrolysat t rypsique de 24 heures par 

chromatographie de gel f i l t rat ion su r  Bio-gel P30 a l i v ré  deux fractions 

chromatographiques (Figure 29). Le p ro f i l  en gel de polyacrylamide en présetice 

de SDS de chaque fract ion est i l lustré dans la f igure 30. Ces fractions 1 e t  2 

correspondaient respectivement à des composants de tai:les moléculaires 

apparentes 43 000 e t  20 000 qui on t  été étudiés su r  les plans de l e ~ ~ r  

composition amino acide, de leur séquence amino-acide N-terminale et de  leur 

composition glucidique. Les résultats de la séquence amino-acide du fragment 43 

000 ont  montré que ce composant constituait le fragment amino-terminal d e  la 

molécule. A l'opposé, la présence diéthanolamine uniquement dans le fragment 20 

000 indiquait  la localisation toute C-terminale de celui-ci. Selon ces études 

analytiques respectivement de composition e t  de séquence amino-acide nous 

pouvions préjuger : 11 de l'étendue du fragment 43 000 jusqu'au résidu de 

lysine en position 293, 

21 de  la localisation de l 'extrémité N-terminale du fragment 20 000 en position 

336. Les séquences amino-acides identifiées signalaient toutefois une certaine 

hétérogénéité de ce dernier  fragment avec l'existence de clivages mineurs en 

position 362-363 e t  433-434. L'ensemble de  ces résultats est mentionné f igure 31 

sur  la séquence cDNA déterminée par PAYS e t  coll. (1983) (200). 

L'examen de ia composition glucidique de chaque fragment a révé16 que 

l'ensemble des sucres de la glycoprotbine était contenu dans le t ie rs  C-terminal 

(Tableau 15). Ceci amène à établir définit ivement que la séquence Asn - Trp - 
T h r  (84-85-86) n'est pas glycosylée. Le résidu de tryptophane en position 

intermédiaire est aiailleurs généralement considéré comme un ftempêchement't à la 

glycosylation. 

L'AVS AnTat 1.1 de  T. b. brucei se dist ingue donc nettement de I'A'VS 



Comparaison en t re  les conipositions glucidiquzs des antigènes de surfsce de 

var iants BoTat-1 de T .  equiperdum e t  XnTa t  1.1 de T. b. brucei -- 

* Résultats exprimés en résidus pa r  mole de glycoprotéine 

* La teneur en glucosamine est dbterminée après hydro lyse HCI 5,6 N su r  

auto-anal yseur d 'amino acides. 

BoTat-1 
I 

TABLEAU 14 - 

fAiànnose 

Galactose 

Glucose 

G l ucosami ne  

AnTat  1 .1 

F2 F3 

13,2 

6,9 

0 , 6 

5,7 

10f3 

3,8 

0 , 7  

7 , 8  

10f4 

5,8 



1 CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION DE L HYDROLYSAT TRYPSIQUE 

FIGURE . 2  9 



Purification des fractions trypsiques de IiAVS AnTat 1.1 

Electrophorése en gel de polyacrylamide gradient 5-30 8 en pr6sence de SDS 

1 Antigéne natif (F2) 

2 Fraction 1 

3 Fraction 2 

FIGURE 30 
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F I ~ ~ ~ ~ œ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ m -  
LOCALISATION DES FRACTIONS TRYPSIQUES DANS L AVS AnTat 1-1 DE T.b.brucei. 

1-11 

1 G L N - T H R - A L A - G L Y - A R G - P R O - L E U - A L A - A S P - V A L - - T H R - T Y R - S E R - L Y S - T H R - A L A - L Y S - A R G - G L N - A L A - A L B - A S N - L E U - A L A -  ( 
4 O 5 0 60 l GLN-THR-LEU-GLN-ARG-ALA-SER-SER-AI.A-LYS-GLN-SER-ARG-GLN-MJA-GLN-GLN-~EU-ALA-A~A-~E~-ALA-~EU-A~A-L~ S-LEU-PRO-ASP-TR- 1 

1 70 80 * 90 l 
LYS-GLU-ALA-BLA-ALA-TI~R-LEU-LEU-ILE-TYR-A-THR-HIS-LYS-ILE-GLN-ASP-ALA-GLN-A-SER-ILE-GLU-ASN-TRP-THR-GLY-GLU-ASN-THR- 1 

l 1 O0 110 ' 120 1 ' LYS-LEU-ViIL-GLY-GLN-ALA-MET-~R-SER-SER-GLY-G-ILE-ASP-GLU-LEU-MET-LEU-LEU-LEU-GLU-GLY-HIS-G-GLU-ASP-GLY-A-ASN-GLY- t 
I 130 140 1SO 1 
1 GLN-ASP-LYS-THR-CYS-L~-GLY-~A-ALA-~A-GLY-GLY-ASN-THR-~AL-ASN-GL~-PHE-~AL-LYS-THR-GLU-CYS-ASP-THR-GL~-SER-GLY-HI~-A~N- I 
1 160 170 180 1 
1 ILE-GLU-ALA-ASP-ASN-SER-ASN-ILE-GLY-GLN-ALA-ALA-THR-THR-LEU-SER-GLN-GLU-SER-THR-ASP-PRO-GLU-ALA-SER-GLY-GLY-ALA-SER-CYS- I 
1 190 2 O0 i 210 ( 
I LYS-ILE-THR-ALA-ASN-I~EU-ALA-THR-ASP-TYR-ASP-SER-HIS-A-ASN-GLU-LEU-PRO-LEU-LEU-GLY-GLY-LEU-LEU-THR-ILE-HS-ASN-A-GLY- 
I 2 20 230 - 240 1 
1 GLY-PHE-LY S-THR-GLY-GLN-SER-LEU-GLN-THR-ALA-ALA-PRO-THR-ASN-LY s-LEU-IL-s-ALA-LEU-LYS-ASN-Y S-GLY-ALA-LY-VAL-A- ALA- 1 
1 250 260 270 # 
I LY S-LEU-ALA-THR-VAL-THR-SER-ALA-ALA-PRO-THR-SE- S-GLN-GLU-LEU- S-THR-LEU-LEU-ALA-Y G Y  GLU-ARG-AL- S-LEU-GLN- 1 I 
I 280 290 ------- - 3 @ + - d  
1 ALA-ALA-ASN-ASP-GLU-TYR-ASN-ASN-TRP-LYS--PRO-GLY-ALA-LYS-PRO-GLU-ASP-PHE-hSP-ALA-HSS-ILE-LYStLYS-VAL-PHE-GLY-ALA-GLU-ASP- 
~--ILIIIIII~I-I-I-II~~IœI-I-III~III~I-I~-~~------~ 330 

GLY-LYS-ASP-SER-ALA-TYR-ALA-ILE-ALA-LEU-GLU-GLY-ILE-SER-ILE-GLU-VAL-PRO-LEI1-GLY-GLY-GLY-GLN-THR-GLN-ASN-LYS-GLN-.LEU-TYR- r I r~I-I-.II-~IIIII-I.I-II~II--I~--~~I-I--..~II--I-III---- *-1 Q; 
SER-MET-GLN-PRO-LYS~ASP-LEU-MET-&A-ALA-LEU-ILE-GLY-THR-ILE-ALA-GLU-LEU-GLN-THR-ALA-ALA-ALA-THR-LYS-PRO-ALA-CYS-PRO-GLY- ' 

- q œ - œ I g  370 380 3 9 0 ~  1 
HIS-LY s GLN-THR-THR-THR-GLU-SER-ASP-ALA-LEU-CYS-SER-LY s-ILE-LY s-ASP-ALA-ASN-GLU-CY s-ASN-~ÉR-LYS-HIS-PHE-CYS-SER-TYR-ASN- I 

I '-----f 400 * 4 10 420 1 1 GLY -THR-GLU-THR-ASP-SER-fiA-LYS-LY S-CY S-LY S-TYR-ASN-ALA-THR-LY S--ALA-S ER-ALA-SER-ASP-ALA-PRO-VAL-THR-GLN-ALA-GLN-THR-THR- 1 
1 4 30 4 40 450 1 t 1 SER-ARG-SER-GLU-THR-PRO-ALA-GLU-LYS-CYS-THR-GLY-LYS LY S-LY S-ASP-ASP-CY S-LY S-ASP-GLY-CYS-LY S-TRP-GLU-ALA-GLU-THR-CY S-LY S- I 

r---- ,g--m----I----m--œm- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ' - - - - - - - - - - - - - - - -  A 
I ASP f 

!--A 
A-*'-% 

*S i te  potent iel  de glycosylat ion 
4 S i t e s  de c l ivage  mineur par La t rypsine 

Séquence amino acide de  l 'ant igène var iab le  A n T a t  1 .1 de T. b. b r u c e i  

Résultats de  séquence C DNA p a r  PAYS e t  coll. (1983) 

FIGURE 31 - 
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COMPARAISON ENTRE LES COMPOSITIONS GLUCIDIQUES DE L AVS 

AnTat 1-1 NATIF ET DE SA FRACTION TRYPSIQUE C-TERMINALE. 

I I 
I I 
1 AVS NATIF 1 

I 
FRACTION TRYPSIQUE 

I 
I I C-TERMINALE 

I I 
I I 
1 

I 

l I 
I I 
I I 
I I 

MANNOSE I 10.3 I 11.3 

I I 
l i 

GALACTOSE 1 3.8 1 6 .O 
I 

I 
I I 
1 I 

GLUCOSE 1 0.7 I 
I 1 .O 

I 
I i 
I l 

GLUCOSAMINE 1 7.8 I 6.3 
I I 
I I 
I I 

1 

* ~ e s u l t a t s  exprimés e n  r é s i d u s  p a r  mole de g l y c o p r o t e i n e .  

TABLEAU 15 - 



BoTat 1 de T .  equiperdum par  l'absence d 'une copule glycannique dans la 

par t ie  amino-terminale. En fonction des résultats de  composition glucidique d u  

fragment C-terminal, e t  particulièrement de  la teneur en glucosamine, il apparai t  

que les deux autres sites internes potentiels Asn 190 et  Asn 403 puissent ê t re  

glycosylés. La molécule serai t  caractérisée par  l'existence de deux  glycannes 

t rès  rapprochés dont  la s t ruc tu re  demande a ê t re  établie : s t ruc tu re  ident ique ? 

s t ruc tu re  d i f fé rente  ?. Rappelons que dans le cas de BoTat 1 le glycanne le 

p lus  proche d e  l 'extrémité C-terminale se caractérise pa r  un r a p p o r t  

mannose/glucosamine 512 alors que le glycane N-terminal le p lus  éloigné se 

caractér ise pa r  un rappor t  9 1 2 .  Les quanti tés d e  mannose rapportées p o u r  la 
molécule dlAVS nat ive de A n T a i  1.1 ne sont pas, nous l'avons déjà souligné, 

t rès  éloignées de BoTat 1.1 et  seraient donc p lu tô t  en faveur d'une s t r u c t u r e  

d i f fé rente  des deux glycosylat ions subst i tuant  les résidus d'asparagine. 

B- Organisation moléculaire 

La p lus  grande p a r t  de ce t rava i l  a été réalisé su r  le modèle T. b. - 
brucei  . 

L'étude de l 'organisation moléculaire de l 'antigène variable de - T. b. 

bruce i  a été envisagée dans le cadre d'une cotlaboration avec le groupe de 

Biologie Moléculaire de Bruxel les qui a obtenu des resultats essentiels dans le 

domaine génétique des AVS en par t icu l ier  avec les modèles AnTat  1.1 e t  1 .IO. 

Rappelons que les gènes spécif iques des var iants AnTat  1.1 e t  1.10 sont 

entièrement établis, ce qui a permis d 'établ i r  p o u r  ces derniers une homologie 

de séquence relativement importante qui les a fa i t  regrouper e t  considérer dans 

une même "famille" de gène. Ajoutbns aussi qu'un phénomène d e  conversion 

génique par t ie l le  a été déc r i t  en t re  ces deux séquences. 

Notre approche biochimique éta i t  de s i tuer  dans I'organisatior: des 

antigènes les si tes in ternes possibles d e  recombinaison génique e t  aussi de 

ten ter  de  s i tuer  les épitopes communs ou spécif iques de variant.  

1- Etude de I 'AVS AnTat  1 .1 d e  T. b. brucei  

a) étude physico-chimique 

Nous avons testé en premier l ieu la sensibi l i té de  I 'AVS 

AnTat  1.1 ( f rac t ion  F2 de concanavaline-A sépharose) v i s  à v i s  de d iverses 



enzymes protéolyt iques. Une étude cinét ique à 37= C a été réalisée pour chaque 

enzyme. Les résul tats obtenus avec la t rypsine,  la protéase de S. aureus, la 

thermolysine e t  la chymotrypsine on t  l i v r é  le même type de cinét ique de 

dégradation. Est  i l lust rée f i gu re  32 la cinét ique ti-ypsisue. On note que dès 1 

heure d'hydrolyse, la molécule se scinde en dormant des fragments de tai l le 

moléculaire respect ive 55 000 e t  43 000. A la fin de l 'hydrolyse (24 heures) seul 

subsiste le fragment 43 000. Le fragment de tai l le moféculaire 20 000 n'est pas 

visualisé dans les conditions d'étude électrophorétique de I 'hydrolysat total, sa 

moindre a f f in i té  t inctor iale pour  le c o l o r a ~ t  u t i l i se  en étant la raison. 

1 ) électrophorèse e t  analyse amino-acide e t  g luc id ique 

Après puri f icat ion de I 'hydrolysat  t r yps ique  de 24 

heures s u r  une colonne de Biogel P30 (50-100 mesh ; 170 X 2 cm) équi l ibrée en 

bicarbonate d'ammonium 0,1 h4 pH 8 ,O, 2 f ract ions essentielles sont obtenues. 

L'analyse électrophorét ique a montré que la f ract ion 1 s' ident i f ie au  fragment de 

tai l le moléculaire apparente 43 000 ( f i gu re  29). La visualisation de la f rac t ion  2 

pa r  le bleu coomassie qui a nécessité un dépôt beaucoup p lus  important se 

const i tue selon une bande di f fuse correspondant à une ta i l le  moléculaire 

apparente de 20 000 (F igure  29). Nos études arralytiques de ces 2 fract ions ont  

permis d'une p a r t  d e  les localiser grâce à la séquence cDNA (Figure 31) e t  

d 'autre p a r t  de  moritrer que seule la f ract ion 2 éta i t  glycosylée (Tableau 15). 

En l 'état actuel du travai l ,  ce caractère glycosylé d e  la f rac t ion  2 e t  la 

subst i tu t ion  C-terminale sont  à l 'or igine de sa faible a f f in i té  t inctoriale. 

L'analyse d e  ces résul tats permettai t  de d is t inguer deux domaines dans la 

molécule. 

- un premier domaine, const i tué des 213 N-terminaux, e t  non glycosylé, 

- un deuxième domaine, const i tué du t ie rs  C-terminal, t rès  glycosyié. 

avec en t re  ces deux domaines une zone charnière t rès  sensible à l 'at taque 

protéolyt ique. 

2 )  dichroïsme c i rcula i re 

Nous avons précisé l 'organisation moléculaire de l 'antigène 

pa r  l 'étude en dichroisrne c i rcula i re de la f rac t ion  nat ive e t  des fragments 

t ryps iques représentat i fs de  domaines. Rappelons que l 'étude d u  spectre 

d ichro ique d e  Ia molécule nat ive avai t  révélé une s t ruc tu re  globale organisée 



150 

Cinétique d'hydrolyse trypsique de IIAVS natif AnTat 1.1 

Etude électrophorétique en gel de polyacrylamide gradient 5-30 % 

en présence de SDS 

1 - to 

2 - t = 1 heure 

3 - t = 2 heures 

4 - t = 4 heures 

5 - t = 8 heures 

6 - t = 24 heures 

FIGURE 32 



avec 43 Oa d'hélice a e t  8 8 de feui l iets plissés p . Nous avons analysé la 

contr ibut ion de chaque f ract ion s u r  le spectre dichroique obtenu à p a r t i r  de 

l 'antigène non c l ivé (F igure  33). Le spectre de la f ract ion amino-terminale s'est 

révélé sensiblement ident ique à c e h i  de la molécule nat ive. A l'opposé, Is 

f ract ion C-terminale apparaissait inorganisée dépourvue d 'e l l ip t ic i té  à 214 nm e t  

222 nm. 

Ce résul tat  amène à considérer que la s t ruc tu re  secondaire de l 'antigène 

variable est essentiellerrierit le fa i t  du domaine N-terminal de  la molécule. 

Le su iv i  en  dichroïsme c i rcula i re d'une hydro lyse t ryps ique de I 'antigene 

(Ficjure 33) es t  démonstrat i f  e t  confirme les résul tats s u r  fract ions isolées 

dialysées e t  lyophilisées. Ces dern iers  traitements auraient p u  pour  la pa r t i e  

C-terminale ê t r e  à l 'or igine d 'une dénaturat ion expl iquant  son caractère 

inorganisé. A u  total, il n 'y  a donc pas désorganisation de la s t ruc tu re  

secondaire au cours  de la coupure t r yps ique  e t  la séparation des deux domaines 

moléculaires pa r  une zone "intermédiaire" jouant un rôle charnière peut  ê t r e  

retenue. 

b) étude immunologique 

En vue  de préciser  l ' insert ion du ou des épitopes au n iveau 

des domaines ou de la zone charnière, nous avons ent repr is  une analyse 

immunologique comparative de chaque fract ion t ryps ique N- e t  C- terminale. 

D i f fé rents  immunsérums o n  été ut i l isés. En par t icu l ier ,  une immunisation chez le 

lapin a été développée à p a r t i r  des antigènes variables ( f rac t ion  préparat ive F2) 

de  var iants AnTat  1.1, 1.10 e t  1.8.  L'antigène AnTat  1.1 n a t i f  e t  les f ract ions 

t ryps iques o n t  été analysées en immunoblot vis-à-vis des immunsérums issus de 

chaque var ian t  f Figure 34). 

L'observation des immunoblots montre : 

- que l'antigène n a t i f  AnTat  1.1 est révélé par  tous les immunsérums 

anti-antigène ut i l isés soit  les immunsérums anti-AVS AnTat  1 .l, 1.10 e t  1.8. 

- que la f ract ion amino-terminale de l'antigène AnTat  1.1 ne réagi t  qu'avec 

les immunsérums anti-AVS A n f a t  1.1 e t  1.10 e t  pas vis-&vis de I1immunsérum 

anti-AVS AnTat  1.8.  
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Révélation immunologique après électrophorèse en gel 

de polyacrylamide gradient 5-30 % en présence de SDS 

A Transfert électrophorétique de l'antigène natif ( l ) ,  de sa fraction 

trypsique N-terminale (21, de sa fraction trypsique C-terminale ( 3 ) ,  puis  

incubation respectivement avec I1antisérum anti-AVS AnTat 1.1 (a), AnTat 

1.10 (b )  e t  AnTat 1.8 (c). 

B Transfert électrophorétique de l'antigène nat i f  (1) e t  de I1hydrolysat 

trypsique à t 4 h (2), t 24 h ( 3 ) ,  puis incubation respectivement avec 

llantisérum anti-AVS AnTat 1.1 (d ) ,  AnTat 1.1 0 (e) et  AnTat 1 - 8  f fl . 



- que le domaine carboxy-terminal n'est révélé ni par  I'immunsérum 

homologue ni pa r  les immunsérums hégérologues mais o n  sait que l 'obtention 

d 'un  immunsérum r iche en ant icorps d i r igés cont re  le s i te  antigénique commun 

(CRC) nécessite une immunisation par t icu l igre avec de faibles quanti tés 

d'antigène (C;ROSS ( 1  979) (47) ) , ce qu i  n'a pas été le cas dans not re  protocole 

d'immunisation. 

Ces r6sultats mettent en évidence une inimunogénicité t rès d i f fé rente  de 

chaque doniaine moléculaire e t  le rôle pr iv i lég ié  de la région N-terminale de 

I'AVS. Pour confirmer signalons que MILLER e t  coll. (1984) (178) (179) qui on t  

préparé des ant icorps monoclonaux à p a r t i r  de  I 'AVS MiTat 1.6 on t  aussi signalé 

une réact iv i té  vis-à-vis d'épitopes uniquement localisés dans les 213 

N-terminaux. 

La réaction croisée ent re  les domaines N-terminaux des variants AnTat  1.1 

e t  1.10 peut  aisément s 'expl iquer pa r  les larges zones d'homologie de séquence 

pept id ique ent re  les deux antigènes e t  au total, la réact iv i té  immunologique 

hétérologue d e  I 'AVS AnTat  1.1 vis-à-vis de  I'iinmunsérum anti-AVS AnTat  1 .10 

apparaît supportée pour  l'essentiel par  le domaine amino-terminal des 2 

antigènes. 

La réponse posi t ive de I 'AVS AnTat  1 ,1 v i s  à v i s  de I~immunsérum 

anti-AVS AnTat  1.8 n'est ret rouvée dans aucun des deux domaines N- e t  C- 

terminaux pur i f iés.  Une hypothèse serait  d'admettre dans ce cas une 

responsabil i té de  la zone charnière inter-domaines. A f i n  de  préciser ce po in t  

nous avons testé d i f fé rents  temps d'hydrolyses t ryps iques s u r  de I'AVS AnTat  

1.1 vis-à-vis des d i f fé rents  immunsérums (F igure  34>). L'immuno réact iv i té  au  

niveau de la par t ie  amino-terminale vis-à-vis des immunsérums anti-AVS AnTa t  

1.1 e t  1 .IO s'est vue  confirmée pa r  la révélat ion des fragments 55 000 e t  

43 000. Avec I'immunsérum anti-AVS AnTat  1.8 aucun p rodu i t  de cl ivage n'étai t  

révélé e t  en  par t icu l ie r  le fragment 55 000 éta i t  négatif. Ceci indiquerai t  donc 

que le cl ivage in i t ia l  p a r  la t rypsine,  l i v ran t  le fragment 55 000 intermédiaire a 

déjà d é t r u i t  le s i te  ant igénique cro isé ou aut re  hypothése, s i  l'on re t i en t  la not ion 

Nous remercions le docteur  Vervoor t  (Laboratoire de sérologie de Anvers)  

pou r  la préparat ion d'immunsCrums à p a r t i r  des antigènes variables purif ibs. 



d'une certaine renaturat ion au cours d u  t rans fer t  s u r  nitroceilulose, que 

I'épitope hétérologue 1.1 / 1 . 8  pour ra i t  résu l te r  d 'un  s i te  conformationne! des 

deux domaines. 

Signalons C'autre p a r t  que I'immunsérum anti-AVS AnTat  1.1 réagi t  contre 

la forme monomère de l'antigène du var iant  AnTat  1.8 mais pas contre la forme 

dimère de ce même antigène. Ce résul tat  t end  aussi à montrer !'influence de la 

conformation moléculaire s u r  les épitopes spécifiques. 

Tenter  de déf in i r  l 'organisation moléculaire de I'antigène variable en 

par tan t  des données de s t ruc tu re  primaire, étudier  les modes d'association de 

cet antigène devenaient indispensables pour  comprendre e t  préciser les si tes 

épitopiques . 

c )  étude prédict ionnel le de s t ruc tu re  issue des données de 

séquence cDNA 

La connaissance de la séquence cDNA du var iant  AnTat  1.1 

permettai t  d'envisager 

1- une étude stat ist ique de I'hydrophiiielhydrophobie relat ive le long de 

l'axe pept id ique 

2- une étude prédict ionnel le de  la s t ruc tu re  secondaire selon la méthode de 

Chou e t  Fasman (1  978) (38). 

Les résul tats sont présentés dans la F igure  35A. 

On note une alternance d e  zones hydrophi les [séquences 108-1 93, 247-295, 

e t  354-451) e t  de  zones hydrophobes (séquences 194-246 et 296-353). 

La s t r u c t u r e  secondaire préd i te  dans son ensemble comprend 36 % de  

s t ruc tu re  hélicoïdale e t  7 % de feui l lets plissés , valeurs tou t  à fa i t  

confirmées pa r  les résul tats expérimentaux de spectre d ichro ique (43 % e t  8 % 

respectivement) . 

Nous avons indiqué s u r  le schéma la localisation des sites de cl ivage 

t rypsique,  les posit ions des résidus de cystéine e t  celle des sites d e  
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Etude de I'hydrophilielhydrophobie relative e t  de la s t ruc ture  

secondaire prédictionnel le 

- 
Domaine arnino terminal charnière Domaine 

carboxy terrniiial 

L-J hé1 ice 
feuil lets plissés 

-1  coude Q 
A : AVS AnTat l . l a  c : AVS AnTat 1 .  l c  e t  AnTat 1 . 1  h  
B : AVS AnTat 1.10 D : AVS AnTat 1 . 1  b 

d, i e t  f représentent les limites internes 3' de conversion respectivement pour 
les clones AnTat 1 . l b ,  l . l h  e t  1 . 1 ~  
c représente la l imite interne 5' de conversion du clone AnTat 1 . 1  b 



glycosylation potentielle. L'ensemble de ces données met en évidence une 

organisation moléculaire où I'on peut retenir : 

- Un domaine C-terminal (113 de la molécule) particulièrement hydrophi le et 

inorganisé avec la présence d 'un potentiel élevé de structure en coude . On - 
sait que cette région, r iche en résidus de cystéine, est relativement conservée 

dans sa séquence amino-acide pour les dif férents antigènes. De plus en 1983, 

ALLEN e t  GURNETT (4) ont  établi su r  IIAVS 117 l'appariement des thiols en 

ponts disulfure, appariement qu i  peut, par analogie, être appliqué sur IIAVS 

AnTat 1.1 et  qui fa i t  alors apparaitre l'importance d'un 13ème thiol non engagé 

dans un pont disulfure. 

- un domaine N-terminal (environ 2 /3 'de  la molécule) que I'on peut partager en 

4 régions en fonction de la courbe d1hydrophilie/hydrophobie. 

. la région 1 (1.107) caractérisée par une variation importante de la courbe de 

polari té et  présentant u n  potentiel statistique élevé pour une s t ruc ture  

a hé1 icoidale, 

. la région 2 (108-193) p lutôt  hydrophi le e t  présentant une densité en 

coudes p ,  
. les régions 3 (194-246) e t  4 (247-295) successivement hydroptiobe et  

hydrophi le apparaissant former une s t ruc ture  organisée surtout  par des hélices 

a .  
Deux ponts disul fure stabilisent les agencements respectifs des régions 1 e t  2 

en double boucle. 

- une zone charnière entre les deux domaines, caractérisée par  une crevasse 

hydrophi le (318-333) entre 2 groupes hydrophobes. Cette crevasse coincide avec 

une région inorganisée avec 2 coudes P ,  qui est entourée par des hélices a 

relativement longues. On t rouve dans cette cassure le si te majeur de clivage 

t ryps ique (335-336). 

L'uti l isation de la séquence du variant AnTat 1 .10 (Figure 35B) a donné des 

résultats t rès voisins de ceux obtenus avec le var iant  AnTat 1.1 tant s u r  le 

p lan de I1évolution de la courbe dthydrophiiie/hydrophobie que sur  te plan de la 

répart i t ion des structures secondaires prédites. 

Nous avons rapproché ces résultats du mode d'organisation des antigenes 

AnTat 1.1 e t  1.10 des limites partielles de conversion génique détermiriées par 

PAYS e t  son groupe. Lors des variations antigéniques AnTat 1 .l O -- AnTat 

l . lb, AnTat 1.10-AnTat 1 . 1 ~  et  AnTat 1.10-AnTat I.lh, te phénoméne de 



duplication-transposition n'affecte qu'une part ie de la séquence code de I'AVS 

AnTat Y . I O .  Ce processus l iv re  un antigène dont la part ie carboxy-terminaie 

reste celle de I'AVS AnTat 1.10 alors que la part ie amino-terminale est copiée à 

par t i r  de la séquence code de I'AVS AnTat 1 .l. Pour les variants AnTat 1 . l c  e t  

AnTat 1 .lh, la séquence spécifique d u  variant AnTat 1.1 est l 'unique modèle, 

les liniites 3' de ces recombinaisons sont respectivement localisées dans les zones 

291-293 e t  294-298. 

Pour le variant AnTat 1 . l b ,  deux conversions successives se produisent. 

II en résulte que la part ie amino-terminale (1-2431246) dérive toujours de la 

séquence code de I'AVS AnTat 1.1 alors qu'un autre membre de la famille 

génique AnTat 1.1 constitue le modèle pour une conversion affectant la zone 

intermédiaire 2431246 - 291 1293. 

La concrétisation de ces recombinaisons est i l lustrée sur  le schéma 

d'organisation moléculaire ( f i gu re  35C pour AnTat 1. l c  et 1 .lh, Figure 35D 

pour AnTat 1 . l b ) .  Plusieurs remarques intéressantes peuvent être déduites de 

cette confrontation de données. 

1- les limites 3' sont toutes regroupées dans une zone correspondant à la f i n  

ciu domaine amino-terminal tel  que nous l'avons décri t .  L'antigénicité spécifique 

des variants est donc supportée par ce domaine moléculaire. 

2- Les limites coincident avec une jonction entre deux régions de polari t6 

dif férente. La remarque s'applique aux limites 3' mais peut être faite pour la 

limite 5' de la conversion additionnelle du var iant  AnTat 1 . l b .  Cette conversion 

additionnelle couvre en ef fet  entièrement la région hydrophi le de la fin du 

domaine amino terminal (région 4) . 

3- Les AVS AnTat 1. lc  e t  l . l h  sont caractérisés par  une même séquence 

peptidicjue e t  leur domaine amino-terminal est celui de I'AVS AnTat l . l a .  En 

revanche, I'AVS AnTat 1 . lb  dér ive d'un autre modèle que la séquence du géne 

AnTat 1 .1 au niveau de la région 4 d'environ 50 amino-acides. Toutefois, le 

variant AnTat 1 . lb  ne di f fère dans cette région par  rappor t  aux autres variants 

AnTat 1.1 que par 7 amino acides en positions respectives 247 (Ser -- Ala), 249 

(Ala -- Val), 252 (Ser -- Asn), 256 (Leu -- Phe), 264 (Gly -- Ala), 274 (Asp 

-- Glu), e t  281 (Glu -- Ala). En dépit de ces modifications, la spécificité 

antigenique de variant est toujours celle de AnTat 1 .l. En conséquence, cette 

part ie de  la molécule est vraisemblablement enfouie à l ' intérieur du mante-au de 

surface e t  n'est pas une contr ibut ion épitopique potentielle. 



En conclusion, il est  c la i r  que les localisations des limites de conversion 

génique sont en rappor t  avec la d is t inct ion des réqions e t  domaines 

moléculaires. Les limites 3' des d i f férentes recombinaisons sont toutes retrouvées 

à la fin d u  domaine amino-terminal e t  le seul remplacement d e  ce domaine 

amino-terminal s u f f i t  donc pour  avoi r  une var iat ion antigénique. 

Le processus de recombinaison serait  favorisé au  niveau d'une zone 

jonctionnelle permettant la créat ion d'une séquence chimérique dont  seule la 

por t ion fonctionnelle au niveau de la spécif icite ant igénique serait  modifiée par  

rappor t  à la séquence spécif ique d u  var ian t  précédent. A u t r e  élément 

intéressant, la conversion additionnelle pour le var ian t  AnTat  1 . l  b se t radu i t  

pa r  le remplacenient in tégral  de la région 4 hydrophi le par  une aut re  région 

dont  les caractér ist iques de polar i té  sont  tou t  à fa i t  similaires. Une 

conf igurat ion en régions hydrophobes e t  hydrophi les apparaît ainsi  nécessaire 

pour  dé f in i r  des sites d' intéract ions spécifiques ent re  antigènes à la surface d u  

parasite. 

2- Etude comparative avec d'autres variants issus de T .  b. bruce i  

e t  de  T. equiperdum 

a) sensibi l i té aux enzymes protéolyt iques 

L'organisation moléculaire en deux domaines couvrant  

respectivement les 213 N-terminaux e t  le t ie rs  C-terminal semble ê t re  une 

caractér ist ique ret rouvée pour  Ilensemble des antigènes variables de diverses 

espèces. Les hydrolyses enzymatiques effectuées s u r  d'autres AVS de T. b. 

b ruce i  (JOHNSON e t  CROSS (1979) (135)) ainsi que s u r  tlAVS BoTat 1 nat i f  

(F igure 36) se t raduisent  p a r  un p ro f i l  de  découpe moléculaire tou t  à fa i t  

analogue a celui de  I 'AVS AnTat  1.1, avec en par t icu l ie r  l 'apparit ion d'un 

fragment de  tail le moléculaire proche de 43 000 rés is tant  vis-à-vis de l 'attaque 

protéolyt ique. L'or iginal i té d e  I 'AVS BoTat 1 concernant la présence d'une 

s t r u c t u r e  oligomannosidique dans la par t ie  amino-terminale (posit ion 57) ne 

semble donc pas provoquer une  organisation d i f fé rente  des domaines 

moléculaires. 

b) organisat ion moléculaire 

Nous avons u t i l i sé  les résul tats de séquence pept id ique pour  

réal iser une étude comparative systématique de l 'organisation .rnolécu!aire de 



CINETIQUES D'HYDROLYSE PAR DIFFERENTS ENZYMES PROTEOLYTIQUES DE 

L 'AVS BoTat-1 

(Profil en gel de polyacrylanide SDS) 

(A) : Trypsine E/S : 112d0 (B) : Protéase de Staphylococcus aureus E/S : 11400 

(C) : Chymotrypsine E/S : 1/100 (D) : Thermolyrine E/S : 1/200 

Temps d'hydrolyses : (1) 10 minutes ; (2) 20 minutes ; (3) 30 Mnutes ; 

(4)  1 heure ; (5) 2 heures ; (6) 4 heures ; (7) T6moin variant BoTat-1 

(8) Standard de msse moléculaire : tubuline 

FIGURE 3 6 



différents variants de T.  b. brucei et  de T .  equiperdum. La f igure 37 i l lustre - 
les résultats des AVS AnTat 1.1, 117 et  I lTat  1.3 de T.  b. brucei et  de I'AVS 

BoTat 1 de T. equiperdum. Pour le variant BoTat 1 nos résultats de séquence 

amino-acide ont  été complétés par ceux de séquences cDNA, résultats non 

publiés qui  nous ont é t i  communiqués personnellement par le Docteur EISEN 

(Laboratoire d'lmmunoparasitologie, Ins t i tu t  Pasteur de Paris). Un nombre de 

points communs peuvent ê t re  soulignés : 

- l'alternance des zones hydrophiles e t  hydrophobes analogue à celle 

décrite pour I'AVS AnTat 1 .1, 

- le caractère inorganisé de la part ie C-terminale 

- néanmoins, il existe des différences de répart i t ion de s t ruc ture  

secondaire dans la part ie amino-terminale d 'un AVS à l'autre. En part icul ier,  

I'AVS IITat 1.3 se dist ingue par I'absence de grandes zones hélicoldales dans la 

région 1 ( 2  % de la protéine totale par  rapport  à 16 % pour I'AVS A t ~ T a t  1.1). 

C- Pol ymorphisne 

L'organisation en manteau des antigénes de surface que nous étudions 

est un élément déterminant si l'on veut approcher la microphysiologie 

membranaire du parasite et  aller vers une meiileure compréhension de 

I'antigénicité au cours de la variation. 

Pour aborder ces problèmes de polymérisation éventuelle de I'antigéne nous 

avons fait appel en présence ou en I'absence de détergent à des études de 

gel-perméation e t  d'électrophorèse. 

1 .  Aspect de polymérisation des antigènes variables puri f iés 

Dans un précédent chapitre où nous établissions par  

électrophorèse SDS le cr i tè re  de pureté e t  la tail le moléculaire apparente de 

l'antigène nous avons noté un comportement dif férent pour les variants BoTat 1 

de T. equiperdum e t  AnTat 1.1 de T.  b. brucei. 

Pour BoTat 1, nous disposons seulement de la fract ion glycoprotéique éluee 

de la colonne de concanavaline A sépharose par I l  a -méthyl-D-mannoside 10 %. 
Pour AnTat 1 .l, nous avons étudié parallèlement la fract ion glycoprotéique F2 

obtenue dans des conditions analogues à celle de BoTat-1 e t  la fract ion 





glycoprotéique F3 éluée par addition de P-rnercaptoéthanol (1 81 à 1'  

a-méthyl-D-mannoside 10 %. 

a )  comportement de I'antigène variable pur i f ié  en présence de 

SDS 

Rappelons qu'en électrophorèse, en présence de SDS e t  en 

l'absence d'agent réducteur, I'AVS BoTat 1 apparaît sous forme monomère tandis 

que IIA,VS AnTat 1.1 apparaît essentieilement sous forme dimère. Ce 

comportement dimérique de l'antigène d u  var iant  AnTat 1.1 est supprimé par 

traitement préalable par  le f3-mercaptoéthanol (5  B v l v ,  100' C 3 minutes). 

Cette étude a été confirmée par une analyse en chromatographie l iquide de 

haute performance s u r  colonne TSK S W Cri000 équil ibrée en tampon phosphate 

de sodium 0,1 M de pH 7 contenant 0,1 % de SDS. Les chromatogrammes sont 

représentés f igure 38 : 

. I'antigéne BoTat 1 est élué selon un  pic majeur correspondant à une 

protéine de taille moléculaire apparente proche de 60 000. Dans ces conditions, 

l'antigène est capable de former en fi i ible proport ion des associations 

polymérisées dimériques . 
. paur l'antigène AnTat 1 .l, la fract ion F2 donne un pic majeur dont le 

temps de rétention correspond à un dimère avec en quantité p lus faible des 

formes dté1ution à degré supérieur de polymérisation. La fract ion F3 se 

caractérise par rappor t  à F2 en la presence d'un pic supplémentaire 

correspondant au monomère. 

L'ensemble des résultats suggèrent alors que pour I'AVS AnTat 1.1 à la 

différence de I'AVS BoTat 1, la préparation antigénique native est associée en 

dimère, association qui pourra i t  être en relation avec la notion de pontage 

disul fure inter-AVS. 

Jusqu'à présent, un seul antigène (AVS 117 de T. b. brucei) isotype de 

not re  var iant  AnTat 1.8 a été étudié eri ce qui concerne la position e t  

l'organisation des ponts disulfure. La rnolécuie contenant 13 résidus de cystéine 

est organisee par ponts d isu l fure  intrachaines en ''boucles" disposées 

respectivement dans la part ie amino-terminale ( 2  boucles) et dans ka part ie 

carboxy-terminale [4 boucles). Le 13ème résidu de cystéine en position centrale 

244 correspond à un thiol l ib re  ; Selon ALLEN e t  GURNETT (1983) (41, ce 



Chromatographie liquide haute p e r f c r ~ i a r ~ c e  de gel perniéation 

(colonrie Geckrnar. TSK SV; G4000) 

AVS BoTat -1 ---------- 

Profils dlélution en tarripon cie sodium 0,1 A4 de pH 7,O 

contenant  0 , l  % de SES 



rés idu serait  enfoui dans u n  repliement de la par t ie  amino-terminale e t  ne se 

prêterait: donc pas à la formation de ponts d isul fure.  

La f igure  39 représente la posit ion re lat ive des résidus de cystéine dans 

les AVS BoTat 1 ( 8  rés idus)  e t  AnTat  1.1 (13 résidus) pa r  rappor t  à I'AVS 

117. En fonction de la posit ion t rès  ccu-iservatrice des résidus de cystéine, 

posit ion superposable d'un var ian t  à l 'autre dans les par t ies amino e t  

carboxy-terminales de l'antigène, on peut  envisager pour les AVS BoTat 1 e t  

AnTat  1.1 une organisat ion de ponts d isu l fu re  intrachaines analogue à celle 

démontrée pour I 'AVS 117. Le rés idu de cystéine intermédiaire qui n'existe pas 

dans I 'AVS BoTat 1 de T .  equiperdum est  présent  dans I'AVS AnTat  1.1 mais 

localisé différemment pa r  rappor t  à I'AVS 117 c'est-à-dire dans une posit ion en 

l imite C-terminale de la zone que nous avons qualif iée de "charnièrei' ou région 

inter-domaines. Cette observation nous condui t  vers  l 'hypothèse d'une 

disponibi l i té p lus  grande d u  13ème th io l  dans not re  modèle pour  permettre une 

liaison d isu l fu re  inter-AVS à ce niveau. 

Dans le cas d u  var ian t  AnTat  1.8 dont  la séquence amino acide est 

pratiquement ident ique à celle de I 'AVS l i 7 ,  nos études électrophorétiques e t  

chromatographiques on t  montré que l 'antigène selon les protocoles de 

pur i f i ca t ion  pouvai t  ê t re  obtenu sous forme monomère ou dimère. Ce fai t ,  qui 

témoigne d'une faci l i té moindre pour  cet  AVS à former une liaison 

intermoléculaire, peut  ê t r e  noté au c réd i t  de not re  hypothèse. L'accessibilité de 

dimérisation p a r  l ' intermédiaire des résidus de cystéine centraux étant  d i f fé rente  

selon leur  posit ion en séquence. 

b )  mise e n  évidence de la présence e t  de l'absence d'un th io l  

l i b re  respectivement dans les formes monomériques e t  

d imbriques 

Nous avons t ra i t é  pa r  I'iodo 1 4 c  acétamide en présence 

d'urée 8 M les préparat ions antigéniques "dimériques" des var iants AnTat  1.1, 

1.10 e t  1.8 e t  une préparat ion ant igénique "monomériquei' du var ian t  AnTa t  1.8. 

Après dialyse, les échanti l lons o n t  été analysés en électrophorèse-SDS en 

présence ou en absence de $-rnercaptoéthanol. Les révélations pa r  le bleu 

coomassie e t  les autoradiographies sont i l lustrées f i gu re  40. 

Lorsque les éfectrophorèses sont réalisées en l'absence de trai tement préalable 

p a r  un agent réducteur ,  on  constate que les dimères ne sont jamais radioactifs, 

e t  que les monoméres apparaissent marqués au  prora ta  de leur  présence dans - 



Position des résidus de c:ystéiile dans les P\VS 117,  AnTat 1 . 1  et BoTat 1 .  

AVS A n T a t  1-1 

AVS BoTat 1 . 

Crganisation des ponts ciisulfure dans I'rtVS 117 selor: rt.llen et Gurnett (19C;) 
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l 'échantillon. Si les électrophorèses sont réalisées après rin traitement préalable 

par  le p -mercaptoéthanol une radioact iv i té importante est mise en éviaence au 

niveau des fract ions F2 e t  F3 de la préparat ion monornérique du var iant  AnTat  

1.8, alors que les autres fractions apparaissent marquées de faqon négligeable. 

Ces résultats montrent,  pour  les var iants AnTar 1.1, 1.10 e t  1.8, la 

présence d ' u n  thiol  l ib re  dans les formes antigéniques moncimères e t  l'absence de 

ce th io l  l ib re  dans les formes antigéniques dimères. 

Dans les deux espèces de trypanosome, les résultats de chromatographie 

HPLC en présence de SGS avaient d 'autre p a r t  montré une faible propor t ion  : 

- de  formes p lus hautement polymérisées que le dimère pour AnTat  1.1 

- e t  de formes dimères pour BoTat 1. 

Ce constat conduisait  par  conséquent à envisager d'autres facteurs 

potentiels d'organisation des AVS, liés peut-être à une hétérogénéité moléculaire 

des antigènes variables. 

c )  mise e n  évidence d'une hétérogénéité moléculaire par 

chromatographie HPLC en phase inverse 

Nous avons u t i l i sé  une colonne t ype  RPSC-ultrapore C3 

( ta i l le  des pores 300 AO,  4,6 X 75 mm) e t  re tenu un grad ient  d'élut ion à l'aide 

diune solution aqueuse de formiate d'ammonium 0,003 mht (solvant A)  e t  de 

propanol-1 à 60 8 (solvant B )  selon le système su ivant  : 33 % B, 10 minutes ; 

33-45 Eo B, 40 minutes ; 45 $ B, 10 minutes ; 45 - 100 8 B ,  10 minutes. Les 

quant i tés diéchantillons déposés étaient de 100 à 150 pg. U n  débi t  de 1 ml par  

minute étai t  retenu. 

Dans ces conditions, la f ract ion F2 du var ian t  AnTat  1.1 s'est "dispersée" 

en 9 sous-fractions, séparées en deux "groupes", les sous-fractions 1 e t  2 

d 'une p a r t  e t  les sous-fractions 3 à 9 d'autre p a r t  (F igure  41). Par 

immunoblott ing vis-à-vis d e  f'immunsérum homologue nous avons démontré e t  

vé r i f i é  que chaque p ic  correspondait  bien à une f ract ion d'antigéne 

variable. Les sous-fractioris 1 à 7, obtenues e n  quant i té  suffisante, o n t  été 

analysées e n  deuxième étape en chromatographie HPLC de gel f i l t r a t i on  en 

présence de SDS à 0,1 8. L'examen comparatif des p ro f i l s  dté lut ion a mis en 

évidence un degré de polymérisation croissant avec le caractère hydrophobe 



Chromatographie liquide haute performance en  phase inverse 

(colonne Beckman RPSC - ultrapore C 3 )  

I I 
i 

25 5 0  m i n  

Système dtélut ion : Solvant A ,  0,003 mM formiate d'ammonium 

Solvant 6 ,  1-propanol a 60 % 

Conditions du gradient  : 33 % B, 10 minutes ; 33-45 % B ,  40 minutes ; 45 % B ,  

10 minutes ; 45 - 100 % 6 ,  10 minutes. 



cies so~is-fract ions (F igu re  42) .  En effet, les formes dimères diminuent 

progressivement e t  les deux  fract ions les p lus hydrophobes (fract ions 5 e t  7)  

ne sont p lus représentées pratiquement que p a r  de t rès  hauts po!ymères de 

poids moléculaire égal ou  supérieur à 600 OGC,  valeur limite supérieure 

d'eff icacité de la colonne de gel-perméation uti1ist.e. 

En fonct ion de ce résul tat  on peut  donc émettre l 'hypothèse d'une certaine 

"hétérogénéité" des antigènes variables au p r o f i t  d'un caractère associatif 

intermoléculaire. Pour év i te r  e t  éliminer toute hypothèse d'artéfact l ié  aux 

étapes successives de concentration, de dialyse, de  lyophil isation des antigènes 

variables nous avons vé r i f i é  le comportement des AVS sur  colonne RPSC 

u l t rapore  C3 dès le stade de l ibérat ion de I'antigène à savoir le surnaaeant pH 

5 , s  in i t ial .  Un  p ro f i l  tout-à-fait ident ique à celui  présenté pour I 'antigène 

p u r i f i e  a été ret rouvé.  A ins i  cette deuxième possibi l i té associative in ter-AVS lié 

au  caractère hydrophobe variable des antigènes peut-elle ê t re  retenue dans les 

mécanismes moléculaires d'agencement en manteau d e  surface des antigènes. 

d )  Comportement de I 'antigène variable p u r i f i é  en l'absence de 

SES 

Le comportement des antigènes en l'absence de détergent  a 

été égalernent étudié en électrophorèse e t  en chromatographie HPLC. II apparai t  

important d'éliminer de no t re  raisonnement e t  de  nos approches expérimentales 

les éventuels artéfacts l iés à la présence de détergent  qui a lu i  seul pouva i t  

provoquer des modifications de l 'organisation tridimensionnelle de I'AVS. 

1 ) résul tats électrophorétiques 

Une étude électrophorétique a été réalisée s u r  les 

préparat ions antigéniques des var iants BoTat 1 e t  AnTat  1.1, d'une p a r t  dans 

leur  état  na t i f  e t  d 'au t re  p a r t  après modification chimique préalable des 

groupements aminés selon la réact ion suivante avec la fluorescarnine : 



Chromatoç raphie liquide haute perforniarice cie gel perrriéatior; 

(colonne Beckmai~ TSK S\V GrlOOO équilibrée en tarrlpon phosphate 

cle soc!iuir 0,1  IL: de pH 7,O contenant G , 1  % de SDS) . 

.RP - i l P L C  1 

RP - H P L C  2 

RP- HPLC 3 

RP-HPLC 4 

RP-HPLC 5 

RP- HPLC 6 

RP-HPLC 7 

min 

Profil dlélution des sous-fractions sépar6es par chrorriatographie HPLC de 

phase inverse à part ir  de ia fraction F2 AnTat 1.1 

FIGURE 4 2 - 



Ces études en milieu alcalin (migrat ion à pH 8 , 3 )  ont  permis l 'acquisit ion 

d'éléments or ig inaux quant au  comportement des antigènes en solution. 

- Notion d'une forme 'Itétramère" des échantillons natif.; 

Nous avons ut i l isé pour  cette étude u n  gradient  de  gel de  polyacrylamide 

al lant de 2 à 15 % e t  u n  temps de migrat ion de 20 heures a f in  de  neutral iser les 

di f férences de charge électr ique intr insèque. La f igure  43 représente le p r o f i l  

de I 'AVS BoTat 1 e t  des f rac t ion  F2 e t  F3 du var iant  AnTat  1.1 dans leur  état 

na t i f  comparativement à la f ract ion F2 marquée pal- la f lu~rescamine.  

L'éiectrophorèse montre que !es antigènes nat i fs  se caractèr isent par  une bande 

majeure de tail le moléculaire apparente t rès supérieure au dimère, évoquant la 

not ion de tétramère, les l imites de faisabil i té du gel ne permettant pas une 

interprétat ion p lus  précise. On remarque aussi dans les fract ions F2 e t  F3 d u  

var iant  AnTat  1.1 la présence de bandes correspondant à des formes de degré  

de polymérisation supérieur.  

- obtent ion cie dimère des "antigènes fluorescents1' 

A p a r t i r  des résultats i l lust rés f i gu re  43 qui montrent le comportement 

électrophorétique des antigènes fluorescents des var iants GoTat-l (L 
equiperdum) e t  AnTat  1.1 ( T .  b. bruce i )  , nous pouvons re ten i r  : 

1- le comportement en dimère de I 'AVS BoTat-1 

2- ta mise en évidence, p a r  comparaison des pro f i l s  électrophorétiques d e  

I 'AVS BoTat- l  avec la f ract ion F2 AnTat  1.1, d'une tai l le moléculaire 

apparente supérieure p o u r  le dimère pa r  l iaison d isu l fu re  pa r  rappor t  au 

dimère sans liaison covalente. Les deux types de dimère sont d'ai l leurs 

b ien  individual isés au niveau de la fract ion F3 AnTat  1.1 qui cont ient les 

deux types. 

3- l 'existence de formes hautement polymérisées en quant i té  t rès  importante 

pour  AnTat  1.1. 

A u f f r e t  e t  Tu rne r  (1981) (7) on t  montré p a r  ut i l isat ion de réact i fs  

bifonctionnels la dimérisation e t  par fo is  la polymérisation de l'antigène var iable 

en solution. Les résultats que nous décrivons i c i  selon cet te technique 

électrophorét ique en l'absence de SDS sont vraisemblablement corrélés avec les 

phénomènes dlintéraction décr i ts  pa r  ces auteurs, mais l 'étude comparative s u r  

motécule nat ive e t  s u r  molécule marquée à la fluorescamine a permis de montrer  

I'existence de deux phénomènes d i f fé rents  d'association. 



Electrophorèse en gradient de  sel de polyacrylamicie en  l'absence de SDS 

a .  AVS BoTat-1 échantillons repris eri tampon 

b - Fraction F2 AnTat 1 . 1  Tris-HCI 0 .5  M de pH 8,2 

c .  Fraction F3 AnTat 1 . 1  

ci. Fractiori F2 P,nTat 1 .1 nszrquée à la fluorescar;.ir~e ciaris les conditionc; 

précédentes 

1 

1 . Fractiqn F2 AnTat 1.1 échantillons marqués à la fluorescarnine 

2 .  Fraction F3 AnTat 1 .1 en tampon bicarbonate de sodiym 0,05 M 

3 .  AVS BoTat-1 d e  pH 8 , 2  



- un phénomène de dimérisation des antigènes insensible au  marquage par  

la fluorescamine pour  lequel les résidus de lysirie ne sont pas impliqués dans 

I ' intéraction, 

- un phériomène de polymérisation sensible au traitement chimique où les 

résidus de lysine seraient indispensables permettant alors la formation d'un 

assemblage tétramère. 

Ces résultats nous amènent à re ten i r  que les stades de dimérisation e t  de 

p lus haut  degré d e  polymère isolés fon t  in terven i r  des types d e  liaison e t  

d'organisation inter-AVS di f férents.  

2 )  résul tats chromatographiqueç 

En chromatographie HPLC, en l'absence de détergent  

s u r  colonne Beckman TSK SW G4000, les préparat ions antigéniques des var iants 

BoTat 1 e t  AnTat  1.1 se caractér isent pa r  un pic majeur dont  le temps de 

rétent ion es t  représentat i f  d'un état dimère (F igure  44). On re t rouve aussi une 

faible propor t ion  de farmes p lus  hautement polymérisées. 

En électrophorèse, un comportement sous fornie de dimère ava i t  été observé 

non pas pour  les échanti l lons nat i fs  (comportement de tétramère) mais pour  tes 

échanti l lons marqués avec la fluorescamine. 

Cette étude chromatographique montre que dans un milieu phosphate de 

sodium 0,1 M de p H  7,O les antigènes se const i tuent seulement au stade de 

dimère. Ains i  le degré d e  polymérisation serait- i l  l ié  à l 'environnement 

moléculaire e t  dans le cas par t icu l ier  de cet te expérimentation comparative 

chromatographiqueIélectrophorétique la valeur  du pH semble déterminante. 

pH > 8 haut  degré  de polymérisation 

pH 7 état de dimérisation 

L ' in tervent ion des rés idus de lysine apparal t  t ou t  à fa i t  en accord avec 

cette observation, l ' ionisation re lat ive des AVS devient  déterminante pour  créer  

des "pontagesn en t re  acides aminés dicarboxyl iques e t  basiques p a r  exemple. Ce 

constat de l ' influence de l 'environnement s u r  les AVS nous a conf irmé dans la 

nécessité d'étudier le comportement de l 'antigène dans un état le p lus  "nat i f"  

possible, c'est-à-dire avant  même d'être soumis à l'étape de pur i f i ca t ion  su r  

colonne d e  Concanaval ine A-Sépharose. 



Chromatographie liquide haute performance d e  gel perrr~éation 

(colonne Eeckman TSK Sb C4000) 

AVS BoTat - 1  
1111--1111 

F 2  AnTat 1-1  

F 3  AnTat 1-1 
1 1 1 3 1 . 1 1 . 1 3 1 1 - 1  

Profil dlélution e n  tampon phosphate de sociiun: 0,1 M de pH 7,0 

FIGURE 44 - 



2-  Aspects de polymérisation d e  I'antigène du var iant  AnTat  1.1 

d e  T .  b. brucz i  avant ~ u r i f i c a t i o n  

Nous nous sommes intéressés aux caractér ist iques nioléculaires e t  aux 

modes d'organisation de I 'antigène dès sa l ibérat ion d u  parasite. Nous avons par  

conséquent analysé directement I 'ext ra i t  ant igénique brut, soit le surnageant pH 

5,5 après les deux étapes de centr i fugat ion indispensables pour  éliminer les 

parasites e t  les débr is  cellulaires éventuels. Cet ex t ra i t  ant igénique brut a 

simplement été dialysé avant  d 'êt re soumis aux d i f férentes conditions 

électrophorétiques ; deux tampons d 'équi l ibre on t  été retenus selon les cas : le 

tampon Tris-HCI 0,5 M de pH 8,2 e t  ce même tampon enr ich i  en SDS à 2 %. 

La f i gu re  45A montre les résul tats obtenus en électrophorèse avec I'AVS 

AnTat  1.1 en présence de SDS. L'antigène na t i f  dialysé contre le tampon avec 

détergent  est re t rouvé  à ce stade nat i f  sous forme d'un mélange en majorité 

const i tué par  le dimére. Après une étape de chauffage à 100° C, l'antigène est 

re t rouvé sous forme de monomère. Ce trai tement entraîne également la formation 

d'un aggrégat au  po in t  de dépôt e t  la d ispar i t ion des nombreuses autres bandes 

correspondant à des antigènes communs. Un  traitement préalable de I 'ext ra i t  

ant igénique brut p a r  le P-mercaptoéthanol à température ambiante ou à 100° C 

se t r a d u i t  également p a r  l 'appari t ion d'un monomère, on  notera cependant la 

"tail le apparente" légèrement supérieure du monomère p rodu i t  de réduct ion pa r  

rappor t  au  monomère nat i f .  

Si la dialyse est  effectuée contre le tampon dépourvu de detergent, le 

p ro f i l  électrophorét ique est  d i f f é ren t  (F igure  45B) ; I'antigène n a t i f  apparaît 

cet te fois essentiellement const i tué de monomère. La faible quant i té  de dimère 

t rouvée es t  sensible au  trai tement thermique e t  à la réduct ion comme nous 

l'avions décr i t .  

Ces résultats montrent que I 'antigène na t i f  AnTat  1.1  est  re t rouvé en 

électrophorèse-SDS sous forme d'un dimère mais que ce dimère ne reléve pas 

d'une l iaison d i su l fu re  comme c'était le cas pour  l'antigène pu r i f i é  puisqu'une 

simple étape de chauffage es t  capable de le dissocier. La liaison d isu l fu re  serait  

donc créée au cours  du protocole de pur i f i ca t ion  des AVS. 

L'état mo!éculaire dimérique que nous décrivons peut  alors résul ter  soit  

d'une association simple de deux molécules d'antigène variable, soit d'une 



Electrophor&se de l'extrait antigénique brut 

(gradient 5-30 % en présence de SDS) 
A : dialyse contre un tampon Tris-HCI 0 , 5  hl, SDS ;! %, pH 8 , 2  

B : ciialyse contre un tampon Tris-HCI 0 , 5  M ,  pH 8,2 

1 . 6chantiliort natif 

2 .  Étchantillon riatif chauffé Ci 100° C pendant 3 minutes 

3 .  échantillon trait6 par le p-niercaptoéthanol à temperature ambiante 

4. écha~t i l lon traité par le f$-niercaptoéthanol à 10CO C pendant 3 minutes 

FIGURE 4 5 



association plus complexe de deux molécules d'antigène variable e t  d'un ou - 
@sieurs ant igène(s) commun(s) jouant un rôle de "l igand". 

Pour confirmer l 'une des deux hypothèses, nous avons analysé le 

comportement en  électrophorèse-SDS, sans étape de chauffage, d'une forme 

ant igénique pu r i f i é  monomère (AVS BoTat 1)  dissoute dans d i f fé rents  mil ieux. 

Nous avons constaté l'absence d'une dimérisation (Figure 46) après 

i jolubil isation : 

1)  dans le tampon Tris-HCI 0,s M, SDS 2 8 ,  pH 8 , 2 ,  ce q u i  démontre 

qu'une concentration élevée en SDS ne créée pas d'associations dimères 

artéfactuelles. 

2)  dans le tampon Tris-HCI 0,5 M, pH 8,2 .  Le polymère de I 'antigène 

existant  e n  mil ieu alcalin sans SDS se scinde b ien  en monomère au cours d'une 

électrophorèse en présence de détergent.  

3)  dans le tampon phosphate 0,125 M, glucose 1 %, pH 5 , s  ut i l isé pour  

solubil iser le manteau de surface des trypanosomes qui n'est donc pas capable à 

lui seul de donner u n  dinière stable dans un champ électr ique en présence de 

SDS. 

Ces t ro is  observations laissent entendre qu'il existe au niveau de l 'ex t ra i t  

ant igénique brut des éléments favorisant une association dimère des antigénes. 

L'état dimère serai t  mieux conservé lorsque le  surnageant pH 5,5 est dialysé 

contre un tampon Tris-HCI de p H  8,2 contenant du SDS p lu tô t  que dans le 

même tampon sans SDS, ceci étant vraisemblablement dû au fa i t  que le SDS à 

fo r te  concentrat ion aura i t  pou r  e f fe t  d e  f re iner  le phénomène de dialyse. 

Lorsque les électrophorèses sont réalisées en l'absence de SDS, I 'antigène 

es t  re t rouvé  dans tous les cas sous une forme hautement polymérisée 

(tétramère) analogue à celle décr i te  dans les mêmes conditions pour  l 'antigène 

p u r i f i é  (F igure  47). Néanmoins, de légères di f férences d e  migrat ion 

électrophorét ique exis tent  selon les condit ions uti l isées : en par t icu l ier ,  l 'étape 

de chauffage à 100° C entraîne une net te diminut ion de tailte moléculaire 

apparente, la réduct ion associée ou non à un chauffage donne un comportement 

intermédiaire. Enf in,  les antigènes communs ne  sont pas visualisés dans ces 

condit ions électrophorétiques. 



Electropnorèse de I ' A V S  BoTat -1 de T.equiperdum 

(grad ien t  5-30% en présence de SDÇ) 

tampon de d i  ssol u t i  on 

1- échanti.11 on n a t i f  

2- échan t i l l on  chauffé à i00°C,3 minutes 

3- échan t i l l on  n a t i f  

4- é rhant i  l l o n  chauffé à 100°C,3 minutes 

5- échan t i l l on  n a t i f  

6- échanti  1  l o n  chauffé à 100°C, 3 minutes 

I 
I Phosphate de sodium 0.125M,gl ucose 

1% pH 5.5 

FIGURE 46 



Electrophorese de l 'ex t ra i t  ant igénique b r u t  

(gradient  5 - 30 8 en l'absence de SDS) 

A : ciiâlyse cont re  uri tampor~ Tris-HCI 0 , 5  M, SDS 2 % pH 8,2 

E : dialyse cont re  un tampon Tris-HCI 0,s M pi-l 8,2 

1 . échanti l lon. n a t i f  

2. 6chanti l lon n a t i f  chauf fé à 100° C pendant 3 minutes 

3. 6chanti l lon t r a i t e  pa r  le p-niercapto6thanol à temperature ambiante 

4. échanti l lon t r a i t é  par le O-mercaptoBthanol à 100° C pendant 3 minutes. 

FIGURE 4 7 



Cette d i ve rs i  té  de polymorphisme représente un caractère fondamental des 

antigènes variables dont  le rô le est certainement essentiel au niveau d u  pouvoir  

infestant des trypanosomes e t  des relations avec l'hôte. 

Pour ten ter  d'expl iquer l 'évolut ion des formes moléculaires dlAVS au cours 

du protocole d'isolement, e t  d'en dégager les conclusions essentielles, nous 

avons regroupé e t  résumé les résul tats obtenus s u r  ex t ra i t  antigénique brut e t  

antigène p u r i f i é  (respectivement dans les tableaux 16 e t  17). 

* Au  niveau de I 'ext ra i t  ant igénique brut, I'antigène exaste sous une forme 

molécuiaire dirriérique spécif ique du milieu de solubil isation du manteau de 

surface à p H  5,5 dans notre protocole préparat i f .  Cet ex t ra i t  antigénique brut 

est dialysé cont re  un tampon phosphate 0,01 M, NaCl 0,5 M, MgCi2 1 mM, CaC12 

1 mM de pH 8, tampon d 'équi l ibre de la chromatographie d 'af f in i té  su r  colonne 

de Concanavaline A-sépharose. A u  cours de cette étape, e t  en p lus de la pe r te  

de composants de pet i te  tai l le moléculaire qui peuvent ê t r e  ccnsidérés comme 

éléments d'association potentielle, I'antigène tend à adopter une organisation 

tétramérique. L 'extra i t  ant igénique brut est ensuite congeli: avant  l'étape de 

pur i f icat ion.  

A ce stade, nous avons pu fa i re  deux observations qui semblent maintenant 

essentielles. 

1)  l 'analyse électrophorétique en présence de SDS de I 'ex t ra i t  antigénique brut 

dialysé, c o ~ g e l é ,  pu is  décongelé révèle cette fois l 'existence en propor t ion  

sensiblement équivalente de 2  t ypes d e  dimères : 

- le dimère in i t ia l  spécif ique du milieu de solubil isation du manteau de 

sur face à p H  5,5 

- e t  le dimère pa r  pont  d isul fure.  

E n  conséquence, dès ce stade, env i ron  50 % du matériel ant igénique a 

adopté Urie forme moléculaire nouvelle. 

2 )  la congélation d i recte du surnageant pH 5,5 se t radu i t  lors d e  la décongé- 

lat ion pa r  un phénomène de précip i tat ion e t  de formation d'aggrégat i r révers ib le  

de l 'antigène. Cette observat ion conf irme donc le changement d'état moléculaire 

d e  I 'antigène au cours de la dialyse puisque cet te étape év i te  i'aggrégation. 

* Reprenons le protocole d e  puri f icat ion. A ce stade, I 'ex t ra i t  ant igénique 

d ia lysé décongelé es t  déposé s u r  une colonne de concanavaline A-sépharose 







équi l ibrée dans le tampon de pH 8. L'addit ion au tampon dl a-méthyl D 

mannoside à 10 % permet I1élution d'une par t ie  de  /.antigène [ f ract ion F2), une 

par t ie  sensiblement équivalente [ f ract ion F3) étant ensuite éluée pa r  addi t ion 

supplémentaire de p -mercaptoéthanol à 1 %. Pour le var iant  AnTat  1 .l, la 

f ract ion F2 est  presque uniquement constituée du dimère pa r  pont  d isul fure.  La 

f ract ion F3 cont ient e n  plus un peu de monomère, mais précisons que cette 

f ract ion a été analysée après dialyse e t  lyophil isation, ce qu i  a p u  encore 

favoriser le changement d'état moléculaire. On pour ra i t  donc admettre que les - 
fractions F2 e t  F3 seraient obtenues pa r  élut ion de formes antigéniques 

d'organisation d i f férente,  d o n t  I1une, la f ract ion F3 à la di f férence de la 

f ract ion F2, serait  encore liée à aes éléments associatifs. 

Ajoutons que pour  le va r ian t  AnTat  1.8, des fract ions F2 e t  F3 sont 

obtenues à la fois pour la préparat ion "dimère" e t  pour la préparat ion 

"monomère". Le pon t  d isu l fu re  interchaine n'est donc pas la cause d'une 

moindre élut ion par  If a-méthyl D mannoside. i l  n'est qu'une conséquence du 

changement de l'état moléculaire in i t ia l  lors de la modification de composition du 

milieu environnant.  A u  début  de ce chapi t re nous avons évoqué le fa i t  que 

selon la localisation du rés idu de cystéine l i b re  dans la zone charnière de 

I'AVS, une liaison intermoléculaire S-S serait  favorisée ou non. 

Tou t  ceci démontre aussi que à l 'état n a t i f  Ifassociation des antigènes à la 

surface du var iant  AnTa t  1.1 empêcherait ce t  agencement moléculaire par  pon t  

d isul fure,  arqument t rès  en faveur  de l'existence d'éléments l igands inter-AVS 

au  niveau du manteau de surface. Nos résul tats actuels p a r  techniques 

électrophorétiques indiquent  qu'il s 'agirai t  d1é14ments de compiexation 

relativement labiles. 

Pour vér i f ie r  les données apportées par  It6lectrophorèse pour aussi tenter  

une mise e n  évidence de l igand, nous avons ensuite anatysé le comportement d e  

l 'ex t ra i t  antigénique brut en chromatographie HPLC e n  présence de SDS e t  en  

absence d e  SDS dans des condit ions ident iques à celles uti l isées pour  les 

antigènes puri f iés. Les résul tats (Tableau 18) montrent p o u r  l 'ex t ra i t  

ant igénique brut n a t i f  un comportement dimérique en présence ou e n  absence de 

détergent,  Après chauffage à 100° C, il existe en présence de SDS un p ic  

correspondant à un hau t  polymère (poids moléculaire avoisinant 600 000). Sans 

SOS aucun p ic  susceptible d e  correspondre à une forme monomère o u  polymére 

de l 'antigène n'apparait, ce qui laisserait entendre que Itassociation inter-AVS 

n'a pas été éluée de la colonne TSK G4000 ( f i g u r e  48). 
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ETUDE DE L EXTRAIT ANTIGENIQUE BRUT DU VARIANT AnTat 1-1 de T.b.brucei . ...................................................................... 
Chromatograpnie HPLC de gel perméation en tampon phosphate de sodium 

0.1 M de pH 7.0. 

( Colonne Beckman TSK G4000 SW ) 

A- Ext ra i t  antigénique b r u t  n a t i f  

B- Extra i t  antigénique b r u t  chauffé à 100°C pendant 3 minutes. 

FIGURE 4 8 



En revanche, o n  note I 'élut ion d 'un  p ic  important correspondant à un 

composant de faible tai l le moléculaire. Après dialyse de I 'ex t ra i t  antigénique 

brut contre le tampon de pH 8,0,  les résultats sont  comparables à ceci p rès  que 

le composant de faible tail le moléculaire apparait  diminué dans I 'échantl l lon - nat i f  

Dar r a a ~ o r t  à I 'ext ra i t  ant iaéniaüe brut non dialvsé. 

L'ensemble de ces résul tats apparaissent donc t rès  en faveur de 

I 'hypothése d'un élément l iqand qui pour ra i t  ê t r e  représenté pa r  le const i tuant 

caractér isé à l'aide de la chromatographie l iqu ide haute performance e t  d o n t  la 

déf in i t ion biochimique reste à établ i r .  



CONCLUSIGN 

L'ensemble des résultats que nous venons de présenter  permet de préciser 

définit ivement la na ture  biochimique de la glycoprotéine responsable de la 

spécif icité ant igénique des 'Ivariants" de  trypanosomes afr icains. 

Qu'i l  s'agisse en ef fet  d'antigène variable pur i f ié  à p a r t i r  de  Trypanosoma 

equiperdum ou de Trypanosoma brucei  Gr~ ice i ,  des constantes inter-espèces se 

déf inissent : 

- tai l le moléculaire de l 'antigène voisine de 60 000 

- organisat ion moléculaire en deux domaines e t  une zone charnière 

- nature  biochimique complexe de glycolipoprotéine 

- enfin, a f f in i té  associative remarquable de ces antigènes variables 

Toutefois, en  dehors de ces t ra i t s  communs, d 'une espèce à l'autre, d'un 

var iant  à l 'autre d 'une même espèce, une certaine d ivers i té  peut  ê t re  observée 

: longueur de l 'axe peptidique, nombre de ponts d isul fure,  présence ou non 

d'un th io l  l ibre, nombre, localisation e t  qual i té des chaines glycanniques, 

var iabi l i té  de conformation en fonct ion d'un pourcentage re la t i f  d'a -hélicité etc. 

A u  total, on peu t  re ten i r  au delà d 'une var iabi l i té  séquentielle amino acide 

un conservatisme conformationnel tout-à-fait étonnant e t  qui, sans nul doute, 

préside à une potent ial i té fonctionnelle au  centre d'une re lat ion dynamique 

hôte-parasite. 

Su r  le p lan biochîmique pur, l'élément essentief te p lus  or ig inal  de no t re  

t rava i l  en  dehors d'une par t ic ipat ion à une déf in i t ion globale des antigénes 

variables demeure la mise en évidence d'une ent i té  C-terminale subst i tuant  I faxe 

pept id ique e t  représentant  le système d'attache membranaire plasmique des 

antigènes. 

Pour le va r ian t  BoTat 1 de Trypanosoma equiperdum nous avons pu isoler 

e t  analyser les d i f fé rents  éléments const i tut i fs d e  ce noyau 

glycérophopholipidique, caractér isé pa r  : éthanolamine, phosphore, glycérol, 

acides gras, Ces résul tats se sont t rouvés rapidement confirmés p a r  les t ravaux 

réalis6s pa r  CROSS e t  son groupe s u r  Trypanosoma bruce i  brucei.  Ces 

derniers,  en ef fet ,  décr ivent  aussi un glycophospholipide dont  i l s  démontrent le 

rô le de po in t  d'attache de I'AVS. En obtenant selon le protocole de l ibérat ion 



une forme d i te  "soluble" ou une forme di te "meinbranaire", s'est fai te jour  l'idée ~ 
d 'une phospholipase C mernbranaire qui, c l ivant  la s t ruc tu re  C-terminale, l ibère ~ 
le manteau. I 

Ces notions biologiques e t  analytiques acciimulées dans les c inq  dernières 

années sont  primordiales, les données de la l i t té ra ture  laissant déjà entrevoi r  

des variat ions fines de s t ruc tu re  du po in t  d'ancrage d'un var iant  à l 'autre 

d 'une même espèce où d'une espèce à l 'autre. Peut-être ces "différences" 

sont-elles à l 'or igine d'ordonnancements membranaires adaptés au stade évolut i f  

de parasites e t  à la fonction précise du manteau. 

Le second élément fondamental établ i  dans ce mémoire concerne 

l 'organisation polymorphique des AVS . 

Nous avons pu en e f fe t  montrer I 'existence de d i f férents mécanismes 

d'association des antigènes. Ainsi, la possibi l i té de dirnérisation des antigènes 

en dehors d e  toute association d i rec te  peptide-peptide soulève l 'hypothèse du 

rô le possible de glycannes oligomannosidiques qui par  un ef fe t  de t y p e  lectine, 

pourra ient  d'antigène à antigène par t ic iper  à la const i tu t ion du manteau de 

surface parasitaire. U n  deuxième t ype  associatif semblerait relever d'une 

association inter-antigènes en fonct ion de l 'existence d'intermédiaires. La not ion 

de l igands de pet i te  tai l le moléculaire pour ra i t  ê t r e  avancée. 

La not ion d u  rô le de l 'organisation inter-AVS dans le manteau apparaît 

fondamentale dans la microphysiologie membranaire. Mieux comprendre ces 

phénomènes c'est rend re  possible de nouvelles approches diagnostiques e t  

thérapeutiques de la trypanosomiase à t ravers  une immunologie mieux d i r igée e t  

des possibil i tés d ' in tervent ion au stade de la biosynthèse. 
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1- - Méthodes d'étude physico-chimique e t  immunologique 

Electrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS - 

1-  Principe 

Le dodécyl sulfate de sodium (SDS) possède la propriété de se f ixer  

dans certaines conditions su r  l'enchaînement peptidique d'une protéine lui 

conférant ainsi des charges négatives en nombre telle que la migration 

électrophorétique ne dépend plus que de la longueur de l'axe peptidique de la 

protéine. 

L'uti i isation d'un gradient d'acrylamide permet d'obtenir une résolution 

optimale, e t  permet également de pouvoir établ ir  une relation linéaire ent re  la 

mobilité électrophorétique e t  le logarithme de la masse moléculaire. 

2- Technique 

La méthode uti l isée est celle décri te par  LAEMMLI (1970) (141 ). 

Un  gel de gradient d'acrylamide (!i à 30 %) de 1,s mm d'épaisseur est 

coulé entre deux piaques de verre. Un  gel supérieur à 5 % dlacrylarnide, dans 

lequel sont réalisés au moyen d'un peigne en plastique des compartiments pour  

le dépôt des échantillons, est ensuite coulé. 

Les migrations on t  été réalisées dans une cuve à électrophorèse verticale 

(LKB 2001) sous une intensité constante régulée de 30 mjlliampères 

(alimentation stabilisée LKB 2197). Le temps dlélectrophorèse est apprécié à 

l'aide d'un témoin coloré (bleu de bromophénol) . 

Après migration, le gel est  démoulé, coloré par  immersion pendant 16 

heures dans la solution de bleu Coomassie, puis décoloré dans plusieurs bains 

successifs de solution décolorante. 

3- Conditions opératoires 

Solutions 

* solution mère d'acrylamide : A 

- acrylamide 48 g 



- N-N'méthylènebisacrylamide 1,28 g 

- eau distillée q.s.p. 100 ml 

* Solution tampon du gel à gradient : B 

- 3 M t r i s  HCI pH 8,8 

* Solution tampon du gel supérieur : C 

- 1 M t r i s  HCI pH 6,8 

Compasi t i~n du gel à gradient 

Solution à 5 % 

A 

B 
SDS 2 % 

eau disti l lée 

saccharose - 
riboflavine 4 mg1100 ml 0,20 ml 

TEMED(+) 15 MI 

persulfate d'ammonium 10 % 25 VI 

Composition d u  gel supérieur 

SDS 2 % 

eau disti l lée 

r ibof lavine 4 mg1100 ml 

TEMED 

persulfate d'ammonium 10 % 

Solution à 30 8 

Solution à 5 % 

1 ,O0 ml 

1,25 ml 

0,50 ml 

7,10 ml 

0,20 ml 

40 IJI 

60 MI 

* Tampon de dissolution des échantillons 

- tris-HCI 0,625 M pH 6,8 

- SDS 2 % 
- glycérol 10 % 

Les analyses ont  été réalisées selon les cas en présence ou en absence 

d'agent réducteur (p-mercaptoéthanol à la concentration finale de 5 %). 

(+) TEMED : N , N ,NI, NITétraméthylène diamine 
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Après dissolution dans le tampon, l'échantillon est por té  R 100° C pendant 

3 minutes a f in  de permettre la f ixat ion d u  SDS sur  la chaille peptidique et  

aussi, le cas échéant, la rup tu re  des ponts disulfure. 

* Tampon d'électrophorèse 

- t r i s  0,025 M 

- glycocolle 0,192 M 

- SDS 0,l % 

* Colorant 

- bleu Coomassie R 250 1,25 g 

- éthanol 122 ml 

- acide acétique 25 ml 

- eau disti l lée 122 ml 

* Décolorant 

- méthanol 350 ml 

- acide acétique 70 ml 

- eau disti l lée 500 ml 

4- Détermination de la masse moléculaire apparente 

Dans ce cas, un mélange de témoins de masse moléculaire connue ( k i t  de 

calibration de bas poids moléculaire, Pharmacia) est déposé sur le gel dans les 

mêmes conditions que les échantillons à étudier. La courbe d'étalonnage du gel 

est obtenue en portant  log Mm = f (Rf ) .  

migration de la protéine 
S.. . 

migration du bleu de bromophénol 

Le repor t  du R f  de l'échantillon analysé su r  la courbe d'étalonnage donne 

immédiatement une valeur de masse moléculaire apparente. 

B- Isoélectrofocalisation analytique sur  gel de polyacrvlamide 

1- Principe 

Cette technique consiste en  une migration électrophorétique en  gradient  

de  pH stable e t  stationnaire croissant de l'anode vers la cathode. Dans ces 



conditions, les protéines vont  sa focaliser à une valeur de pH correspondant à 

leur point isolélectrique ou pHi. En effet, lorsqu'une protéine se trouve à un 

pH supérieur ou infér ieur à son pHi, elle est ionisée respectivement 

négativement ou positivement e t  migre donc dans le premier cas vers  l'anode, 

dans la second cas vers la cathode. Au  cours de sa migration, sa charge 

diminuera progressivement en fonction de la variation du pH e t  deviendra 

nulle au pH équivalent à son point isoélectrique. 

2- Technique 

Cette détermination a été effectuée par isoélectrofocalisation en f ine 

couche d'acrylamide (1,s mm) dans un gradient de pH allant de  4,5 à 9 au 

moyen d'une cuve L K 6  multiphor (2117). 

* Composition du gel 

- solution d'acrylamide à 29,1 8 ( p l v )  

- solution de N-N'méthylène-bisacrylamide à 0,9 % ( p l v )  

- glycérol 

- riboflavine (4  mg1108 ml) 

- ampholines (LKB 1809) 9-11 

5-7 

4-6 

3,5-1 O 

- eau distillée q.s.p. 

Le mélange est  dégazé pendant 10 minutes. Le catalyseur de 

polymérisation (0,27 ml de persulfate d'ammonium à 4 %) est ensuite ajouté, et  

la solution est coulée entre deux plaques de verre. La polymérisation s'effectue 

en une heure environ. 

Les échantillons sont dissous dans de  l'eau disti l lée à une concentration 

de 1 mglml. Une quanti té de  30 p l  est déposée sur  un morceau de  papier filtre 

(Whatman 3 MM, Paratex), q i ~ i  est ensuite appliqué au contact du gel. 

Les mèches des électrodes cathodique e t  anodique sont imbibées 

respectivement par  une solution 1 M NaOH e t  1 M H3P04. 



L1électrofocalisation est effectuée sous une puissance constante de 6 watts 

pendant 5 heures (alimentation LKB 2197), e t  avec réfr igérat ion continue à l S O  

C., Les papiers f i l t res  sont ret i rés au bout d'une heure de migration. 

A la fin de l'analyse, le gradient de pH est tracé par  mesure du pH tous 

les centimètres au moyen dlune éiectrode de surface. Le gel est à nouveau 

soumis à une migration de  30 mn approximativement pour assurer une 

focalisation fine des bandes qui ont  pu di f fuser pendant la mesure des valeurs 

de pH. 

Le gel est ensuite immergé pendant 15 heures dans la solution de f ixation, 

lavé plusieurs fois par la solution de décoloration pendant 12 heures, immergé 

dans la solution colorante de bleu Coomassie pendant 15 heures, puis décoloré 

e t  finalement f ixé e t  séché su r  film Gel Bond FMc corporation. 

Réactifs 

* so!ution de f ixat ion 

- acide sulfosalicylique 

- acide trichloracétique 

- eau disti l lée q.s.p. 

* solution de coloration 

- bleu Coomassie R 250 0,460 g 

- solution de décoloration 400 ml 

* solution de décoloration 

- éthanol 250 ml 

- acide acétique 80 ml 

- eau désionisée q.s.p. 1000 ml 

C- Electrophorèse en gel de polyacrylamide e n  ltabsence de SDS 

Solutions 

* solution dtacrylarnide f 

- acrylamide 15 9 

- N-Nt méthylènebisacrylamide 0,6 SI 

- eau disti l lée q.s.p. 50 ml 

* solution d'acrylamide e 

- acrylamide 12 g 



- N-Nt méthylènebisacrylamide 0,6 g 

- eau disti l lée q.s.p. 100 ml 

* solution d'acrylamide g 

- acrylamide 8 9  

- N-.N'méthylènebisacrylamide 2 9 

* solution tampon d u  gel à gradient 

- T r i s  - HCI 1,5 M PH 8,2 

- Com~osi t ion du ael à aradient 

Solution à 2 % Solution à 15 % 

sucrose 

f 

e 2,00 ml 

Tampon pH 8,2 3,00 ml 

eau 7,00 ml 

TEMED 5 PI 

persulfate 

d'ammonium 10 % 25 MI 

- Composition d u  gel supérieur 

9 2,00 ml 
r iboflavine 4 mgt100 ml 2,00 ml 

tampon p H  8,2 1,50 ml 

eau disti l lée 2,50 ml 

TEMED 25 HI 

persulfate d'ammonium 10 % 50 VI 

- Tampon dlélectrophorèse 

T r i s  0,025 M 

Glycocolie 0,192 M 

- Tampon de dissolution des échantillons 

Tris-HCI 0,s M pH 8,2 contenant 10 % de glycérol 

Dans certains cas l'échantillon est préalablement marqué avec la 
fluorescamine (ROSENBLATT e t  coll., (19751 (2263). 



L'échantillon est dissous dans 35 yl d'une soluticn de bicarbonate de 

sodium 0,05 h-l de pH 8,2 ; 10 pl d'une solution fraichement préparée de 

fluorescarnine à 5 mglml dans l'acétone lui sont ajoutés tandis que le tube est 

maintenu sous agitation vigoureuse au Vortex. Le réact i f  réagit instantanément 

avec les fonctions amine primaire, e t  l'excès s'hydi-ofyse en produits non 

fluorescents. L'acétone est ensuite évaporé par  un courant d'azote e t  une 

goutte de glycérol est ajoutée pour augmenter la densité de la solution à 

déposer. 

D- lmmunoblotting 

1- Principe 

Après électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS, les 

protéines sont transférées sur  membrane de nitrocellulose selon la méthode de 

VAESSEN e t  coll. (1981) (256). La membrane est ensuite traitée par  un  

antisérum anti-AVS fabriqué chez le lapin. Le complexe antigène-anticorps est 

mis en évidence par ut i l isat ion d 'un anticorps anti-lgG marqué à la péroxydase 

( Ins t i tu t  Pasteur) e t  révélation par le 4-chloro-1 -naphtol . 

2- Cot~dit ions opératoires 

Après migration électrophorétique des échantillons le gel est r incé en 

tampon T r i s  0,025 M-glycocolle 0,192 M af in  d'éliminer le SDS. 

Les bandes sont transférées sur  nitrocellulose pendant 1 nuit en tampon 

Tris-glycocolle enr ichi  en méthanol à 20 %, sous un ampérage de 250 mA. 

Après t ransfer t ,  la membrane est rincée en tampon T r i s  10 mM, pH 7,4 - 
NaCl 0,9 % pendant 15 minutes puis incubée dans ce même tampon enrichi en 

sérum albumine bovine à 3 % ( f ract ion V pH  5.2, IBF) pendant 1 heure à 4S0 C 

af in de saturer les sites aspécifiques e t  d' inhiber les péroxydases de  la 

préparation. 

Aprés rinçage, Itimmunotraitement s'effectue par  incubation de  la membrane 

de nitrocellulose avec I~immunsérum spécifique di lué au 1/500e en tampon T r i s  10 

mM pH 7,4 - NaCl 0,9 % - sérumalbumine bovine 3 % - sérum de veau, 10 8. 



Après contact une nuit à 20° C, p lus ieurs rincages sont rkalisés e n  tampon T r i s  

10 mM pH 7,4 - NaCl O,!) % pu is  dans le même tampon enr ichi  en  Tween 20 à 

0,l %. 

Le traitement à la péroxydase s'effectue pa r  incubation de la membrane de 

nitrocellulose 2 heures à 37O C en tampon T r i s  10 mM p H  7,4 - NaCl 0,9 % - 
BSA 3 % contenant l 'ant icorps ant i- lgG marqué à la péroxydase en d i lu t ion f inale 

11500. 

Après une nouvelle série de rinçages, la révélat ion est effectuée p a r  une 

incubation de 1 minute dans la solution suivante : 

- T r i s  50 mM pH 7,6 (200 ml) 

- 4-chloro-1 -naphtol (100 mg) (Sigma no C-8890) 

- H202 (240 cil) 

La réact ion est arrêtée p a r  lavage abondant e n  eau. 

E- Etude en dichroisme c i rcu la i re  

Les études on t  été réalisées s u r  un dichrographe Jobin-Yvon RJ Mark III, 

permettant des mesures d e  180 à 800 nm. La sensibi l i tk de l'appareil peu t  

va r ie r  de  2 .10-~  à 1 0 - ~ .  Le signal dichroique amplif ié est  enregist ré su r  papier  

ca l ib ré  en cm (abscisse e t  ordonnée). L'épaisseur des cellules de mesure va r ie  

de 0.01 cm à 2 cm. L'el l ipt ic i té molaire (O) a été calculée pour  la région du 

spectre correspondant au  chromophore amide (ent re  180 e t  240 nm), en  prenant  

la moyenne à p a r t i r  de  3 à 5 spectres réalisés à 2 sensibil i tés d i f férentes.  La 

vi tesse de déroulement des nanomètres éta i t  d e  0,1 mmlsec. La vitesse de 

déroulement du papier éta i t  de 2 mmlmn. La constante de temps éta i t  égale A 
1 o. 

L'appareil a été étalonné au moyen d'une solution d'isoandrostérone dans 

le dioxane (25 mg120 ml). On mesure à 304 nm, en cuve d e  1 cm, à la 

sensibi l i té de  10. 1 o - ~  a f i n  d'obtenir s u r  l 'enregist reur  u n e  expansion 

correspondant à 142,5 mm. 



La formule permettant d'obtenir les ell ipticités molaires à pa r t i r  du  spectre 

expérimental est : 

M = masse moyenne des résidus d'acides aminés ( ic i  111) 

c = concentration en g l l  

d = longueur de la cuve en cm 

= nombre de mm mesurés 

s = sensibilité ( 1 0 - ~  à 2 .10-~)  

0 est donc exprimé en deg. décimole-' cm2. 

1- Réalisation des spectres dichroiques 

Tous les spectres expérimentaux ont  été faits dans des conditions telles 

que la densité optique soit toujours inférieure à 1.5. I ls  ont  été ensuite 

convertis en courbes gaussitmnes à l'aide d'un convertisseur de courbes "DU 

PONT CURVE". On obtient ainsi des maxima négatifs à 207, 214 e t  222 nm. Le 

contenu en hélice est apprécié à par t i r  de la transit ion n au niveau de 

la bande centrée à 222 nm e t  en prenant la valeur de  -30 620 comme étalon 

pour l'hélice. La quanti té de s t ruc ture  est appréciée de façon similaire au 

niveau de la bande à 214 nm e t  en prenant la valeur de -7 040 comme étalon 

pour la forme . Les valeurs des étalons sont déterminées pour le 

dichrographe ut i l isé dans la région du spectre 180-250 nm à par t i r  de  6 

proteines d'après la méthode de CHEN et  col1 (1974) (36). 

2- Application à l'étude de la dénaturation thermique 

\ 

La température, mesurée par une sonde de  plat ine plongée directement 

dans la solution, a été élevée de S0 C en 5 O  C à pa r t i r  d'une solution de 

départ maintenue à 4O C. Les spectres dichroiques on t  été enregistrés à 

chaque palier selon le protocole précedemment décri t .  



F- Chromatographie l iqu ide de haute performance (HPLC) 

Les chromatographies HPLC ont  été réalisées s u r  des appareils de t ype  

WATERS 660 e t  VARIAN 5000. 

1- Chromatographie HPLC de gel perméation 

Pour ce pr inc ipe  de chromatographie, nous avons u t i l i sé  une colonne 

LKB t y p e  TSK SW G4000 (75 X 600 mm). Les échantillons sont  déposés en 

quant i té  de 20 pg. L'élut ion est  réalisée en tampon phosphate de sodium 0,1 ht, 

de pH 7 enr ich i  ou  non en SDS à 0,1 % selon un débi t  de  0,7 ml par  minute. 

Liabsorbance de Iiéluat est  mesurée à 220 nm. 

La cal ibrat ion de la colonne est effectuée pa r  les protéines suivantes : 

Thyro-globul ine (670 000) , fe r r i t i ne  ( 440 000) , catalase (232 000) , lactate 

deshydrogénase (140 000) , sérum albumine bovine (67 OOO), ovalbumine 

(44 000). 

2- Chromatographie HPLC de phase inverse 

Nous avons ut i l isé une colonne Beckman t ype  RPSC-utrapore C3 (tai l le 

des pores 300 AO, 4,6 X 75 mm). Des quanti tés de l 'ordre de 100 à 150 pg sont  

déposées. Les condit ions de séparation optimales ont  été obtenues avec un 

système diélution al lant d'une solution aqueuse de formide d'ammonium 0,003 mM 

( A )  v e r s  du propanol-1 à 60 %. (B)  selon le gradient  suivant  : 33 8 B,  10 

minutes ; 33-45 % B, 40 minutes ; 45 % B, 10 minutes ; 45-100 % B ; 10 

minutes. L'élution es t  réalisée selon un déb i t  de 1 ml pa r  minute, e t  suivie pa r  

mesure de I'absorbance à 206 nm. 

G- Composition amino acide 

a) hydro lyse 

L'échanti l lon e n  quant i té  de  100 à 500 pg est hydro lys6 par  l'acide 

ch lorhydr ique 5,6 N à 110° C en tube  scellé sous vide. La durée de 

l 'hydrolyse est généralement de  24 heures. L1hydrolysat est ensui te évaporé 

sous v i d e  à basse température (Evapo Mix Buchler) .  

La reconversion des phénylthiohydantoine-dérivés e n  amino acides est 

obtenue pa r  hydro lyse dans IIHCI 5,6 N à 150° C pendant 24 heures. 



b) Analyse des acides aminés s u r  autoanalyseur 

La composition en acides aminés est  réalisée s i t r  autoanalyseur Beckman d e  

t ype  119 CL. Les tampons e t  le programme retenus (FAUCONNET e t  ROCHE- 

MONT) (1978) (67) permettent en une seule étape e t  s u r  une seule colonne ta 

séparation des acides aminés e t  des osamines, s u r  une résine DURRUM DC 6A 

dans une colonne d e  6 mm de diamètre e t  de  220 mm de hauteur. 

La composition d u  réact i f  à la n inhyd r ine  est  la suivarite : n inhydr ine  

(Touzart  e t  Matignon) 75 g, ch lorure  stanneux (Merck) 1,5 g, tampon acétate 

de sodium pH 5 , s  (Merck) 1 250 ml, methylcellosolve CSDS) 3 750 ml. 

i e  réac t i f  es t  maintenu sous atmosphère d'azote. 

* Dosage du tryptophane 

Le t ryp tophane dé t ru i t  pa r  l 'hydrolyse acide HCI 5,6 N es t  dosé pa r  la 

méthode de PENKE e t  col1 (1974) (2031. 

1 mg d'échanti l lon est hydro lysé 24 heures sous v ide  à 110° C par  1 ml 

d'acide P-mercapto-sulfonique e n  présence de 500 nanomoles de norleucine. Le 

pH de l thydro lysat  est ensuite ajusté a p H  2,2 pa r  de  la soude 2 N el: le 

volume ajusté à 5 ml avec un tampon p H  2,2 ut i l isé habituellement pour  le 

dépôt  des échanti l lons s u r  autoanalyseur. L'analyse s'effectue ensuite selon les 

condit ions précedemment décrites. 

H- Composition glucidique 

La composition en oses neutres e t  en osamines es t  déterminée, après 

méthanolyse, p a r  chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de 

REINHOLD (1972) (211). 

1 - Méthanolyse 

La méthanolyse est effectuée dans une solution d e  méthanof-HCI 1,s - M à 

80' C pendant  24 heures. La solut ion es t  ensuite séchée sous courant  d'azote 

dans un bain-marie à 37O C. 



Les échantillons sont  N-acétylés p a r  addi t ion de 100 p l  d 'anhydr ide acé- 

t ique e t  de 100 VI de pyr id ine,  laissés 3 minutes à température ambiante e t  

séchés sous azote dans un bain-marie à 37O C. 

Les échanti l lons sont  alors dé-O-acétyiés dans 500 VI de méthanol - HCI 

1,5 M pendant 1 heure  à 6 5 O  C. Le méthanol est  alors évapcré sous courant  

d'azote. 

3- Tr iméthyls i ly lat ion 

La si ly lat ion est effectuée par  addi t ion de 100 VI de Sylon (Sylon HTP- 

-Inc, Bellafonte, Pennsylvania, 16 823) pendant 1 heure à température am- 

biante. Après séchage sous azote, 100 VI dlheptane sont  ajoutés. Un délai de 

30 minutes est  f i xé  avant  l ' injection de 1 à 2 VI d e  la phase heptanique. 

4- Chromatographie e n  phase gazeuse 

L'analyse es t  effectuée s u r  apparei l  t iewlett-Packard 5840 A équipé d'un 

détecteur à ionisation d e  flamme s u r  des colonnes d'acier (180 x 0,3 cm) 

contenant de  I'OV 17 à 3 % s u r  chromosorb W-A-DMCS (100-200 mesh 

(Packard) ) . 

La température ini t iale du four  est  de 120° C. Elle augmente de 8 O  par  

minute jusqu'à 270° C. La surface des pics e t  le temps d e  rétent ion sont  

déterminés au moyen de l ' in tégrateur  digi ta1 couplé à I'apparei 1. 

1- Dosage de phosphore 

Les échanti l lons o n t  été dissous dans de l'eau dist i l lée à u n e  concentrat ion 

d e  l 'o rdre  de 0,1 mglml. 



* Elimination des groupements phosphate l ibres. 

Des aliquots de solut ion correspondant à 5 nmoles, 10 nmoles, e t  15 

nmoles de g lycoprot t ine o n t  été de façon répétée précipi tés pal. de l'acide 

tr ichloracét ique (16 % p l v ) ,  avec redissolut ion des précipi tés dans de la soude 

0,1 N à O0 C, respectivement avec ou sans une étape de chauffage du précip i té 

à 80° C pendant 20 minutes. 

* Minéralisation (AMES) ( 1  966) (5 )  

L'on ajoute aux  précipi tés précédents, e t  à une gamme étalon préparée à 

p a r t i r  d 'une solut ion de KH2P04 0,5 M t  62,s DI de n i t ra te  de magnésium à 10 % 

dans I1éthanol absolu. Les échanti l lons sont séchés en étuve à 105" C pu is  

minéralisés à la flamme d'un bec bunsen. 

! * Dosage du phosphate inorganique ( ITAYA,  e t  MICHIO, (1966) (129)) 

- préparst ion du réact i f  : 1 g d'heptamolybdate d'ammonium ((NH4)6 Mo7 

024-4H20) est dissous dans 10 ml d'HCI 4 N, e t  60 mg de v e r t  Malachite dans 

30 ml d'eau. Les deux solutions sont ensuite mélangées e t  laissées sous agi tat ion 

30 mn. Le mélange est cent r i fugé juste avant  I1empioi. 

- les cendres sorit dissoutes dans 375 pl dlHCI 1,2 N e t  l 'on ajoute 125 MI 

de réact i f ,  e t  après 5 minutes, 12,s 211 de  Tween 20 à 1,5 %. La lecture se f a i t  

à 660 nm. 

J -  Caractérisation d u  g lycérol  

Le g lycérol  es t  l ibéré pa r  hydro lyse dans de I'HCI 2 N à 125O C pendant  

48 heures (RENKONEN (1982) (215)). 1 1  est  ensuite dosé s u r  analyseur 

cent r i fuge ( t ype  Rotochem) avec le rnonoréactif 92 807 d e  l ' I ns t i t u t  Pasteur selon 

la technique adapatée pa r  ZIEGENHORN (1975) (278) ut i l isant  les réactions 

suivantes : 

Glycérol kinase 

- glycérol  + A T P  glycéroi-1 -P+ADP 

p y r u v a t e  kinase 

- ADP + PEP A T P  + py ruva te  

lacticodéshydrogénase 

- py ruva te  + NA13H2 lactate + NAD 



K- Composition l ip id ique 

Les acides gras sont l ibérés p a r  hydro lyse HCI 5,6 N pendant 24 heures à 

110° C en tube scellé sous azote. Après évspcrat ion sous vide, les acides gras  

sont  recueil l is selon le partage de FOLCH e t  coll. (1957) (76) ; l 'on ajoiite 53 

pl dlHCI 2 N, 100 PI d'eau, 200 yl de  méthanol e t  400 pl d e  chloroforme. Aprés 

agi tat ion e t  centr i fugat ion, la phase organique est  récupérée e t  lavée t ro is  fois 

avec 200 pl d'un mélange chloroforme/méthanol/eau (1  11 011 O). 

Les acides gras  sont convert is  en  esters méthyliques par  

transestér i f icat ion (HAGENFELDT (1966) (101)). Après extract ion à i'heptane, 

les esters méthyliques sont  séparés pa r  chromatographie en phase gazeuse s u r  

coionne capi l laire avec ut i l isat ion de 2 types de phase stat ionnaire : Carbowax 

20 M (2 %) e t  DEGS (10 %). Pour l ' ident i f icat ion des acides gras insaturés, l'on 

u t i l i se  la méthode des longueurs équivalentes de chaine. 

II- Méthodes d'étude s t ruc tura le  

A- Conditions d'ut i l isat ion des d i f fb rents  enzymes protéolyt iques 

1- Enzymes ut i l isés 

- t r yps ine  (Sigma t ype  X I  No 1003) debarassée de son ac t iv i té  

chymotrypsique par  le ch lorure  de diphénylcarbamyl (DPCC) . 
- endoprotéinase ARG-C (Boehringer Mannheim, 269590). 

- protéase de Staphylococcus aureus (Miles no 36900). 

- protéinase K (E. Merck, Darmstadt) 

2- Tampons d' incubation 

Les hydrolyses t ryps iques e t  chymotrypsiques sont effectuées en tampon 

bicarbonate d'ammonium 0,01 M ajusté à pH 8,5. 

L'hydrolyse par  I'endoprotéinase ARG-C est  réalisée en tampon N méthyl  

morpholine 0,1 M de pH 8 (LEVY (1970) (150)). 

L 'hydrolyse par  la protéase d e  S. aureus est menée dans un tampon 

acétate d'ammonium 0,05 M pH 4 (HOUMARD e t  DRAPEAU) (1972) (125)). 



L'hydrolyse par  la protéinase K est conduite en tampon bicarbonate 

d'ammonium 0,1 M ajusté à pH S,5 e t  contenant de l'urée à la concentration de  

2 M. 

3- Protocoles d'hydrolyse 

Les concentrations en échantillons sont de 1 mg par  ml. Selon les cils, 

nous avons été amenés à ut i l iser  d i f férents rapports molaires enzÿme/substrat 

(1 % à 4 %), e t  dif férentes températures d'incubation (4O C à 37O C).  

B- Réduction et  S-carboxamidométhylation 

Réduction et  S-carboxamidométhylation sont effectuées selon la technique 

de GALL e t  col1 (1968) (83). La glycoprotéine est dissoute dans un tampon 

EDTA 0,003 M, urée 8 M, t r i s  1,5 M de pH 8,5 à la concentration de 58 mg par 

ml. Un excés de 2-mercaptoéthanol de 200 moles par mole est ajouté. Le tube 

est maintenu quelques secondes sous azote, e t  la réduction est poursuivie 

pendant 24 h à température ambiante, sous agitation corlstante. Le tube est 

ensuite re f ro id i  dans la glace fondante et  de  I1iocloacétamide est ajouté selon u n  

excès de 400 moles par  mole. La réaction est effectuée pendant 45 minutes à 

l'obscurité. La dispari t ion des groupements th io l  est contrôlée par  la réaction 

au nitroprussiate (ROSNER, (1940) (228) ) . Les réactifs sont éliminés par 

dialyse contre eau désionisée pendant 5 jours. La glycoprotéine est ensuite 

lyophilisée. 

C- Coupure chimique par le bromure de cyanogène 

La technique uti l isée est celle préconisée par  STEERS et  col1 (1965) (244). 

La glycoprot6ine rédui te e t  S-alkylée est dissoute à la concentration de 1 tng 

par ml dans de l'acide formique à 30 8. Le BrCN fraîchement dissout dans de 

l'acide formique à 70 % est ajouté en excés de 200 moles par  mole de méthionine 

contenue dans la glycoprotéine. L'ensemble est  maintenu 24 heures à l'obscurité, 

à température ambiante e t  sous agitation, La réaction est stoppée par  addition 

de 10 volumes d'eau désionisée refroidie à 4O C. Les produi ts sont alors 

lyophilisés. 



D- Détermination de séquence amino acide 

1- principe 

Les étapes de la ddgradation de EDMAN (1956) (65) sont schématisées dans 

la f igure 1. 

2- tdéthodologie 

a) Dégradation manuelle 

Nous suivons le protocole établi par EDMAN (1970) (66) e t  modifié par 

DEMAILLE (1979) (53). 

- Couplage 

Les différentes étapes sont les suivantes : 

. dissolutior! d'environ 200 nanomoles d'échantillon dans un tube 

conique par 100 MI d'un tampon diméthylallylamine/propanol/eau 

(1,2/15/10-v/v/v) fraîchement préparé e t  a j i ~s té  à pH 9,5 par de l'acide 

trif luoroacétique à 10 %. 

. addition de 5 MI de phénylisothiocyanate e t  maintien du tube sous 

courant d'azote pendant 30 secondes. 

. agitation au vortex 

. incubation à 50° C pendant 40 miinutes - le mélange est ensuite 

refroidi.  

. élimination de l'excès de réacti f  par 3 additions successives de 0,s 

ml de  benzène, suivies de centr i fugation à 2000 tours  par minute pendant 5 

minutes e t  élimination de la phase benzénique. 

. séchage de la phase aqueuse par évaporation sous azote puis 

dessication pendant 30 minutes dans un dessicateur maintenu à 50° C, sous 

vide, en présence d'anhydride phosphorique. 

- Clivage 

* Addit ion de 50 pl d'acide trif luoroacétique immédiatement après la 

dessication avec maintien quelques secondes sous courant d'azote. 

- agitation à l'aide d 'un Vortex 

- incubation à 50° C pendant 7 minutes 
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- séchage d u  produi t  sous azote 

- extract ion de la thiazolinone par de l 'éther dépourvu de peroxydes et 

contenant de Iiéthylmercaptan comme antioxydant (20 p l  pour 50 rril d 'ether).  

Tro is  extractions par  0,s ml d'éther silivies de centr i fugation r? 2000 t l m n  

pendant 3 minutes sont effectuées. Les phases éthérées réunies dans un 

nouveau tube conique sont séchées sous azote. Le produi t  résiduel est alors 

parfaitement séché en dessicateur sous vide en présence d'acide sul fur ique 

pendant 30 minutes. II est ensuite p r ê t  pour le cycle suivant. 

- Conversion 

* addition de 200 H I  d'acide chlorhydrique 0,1 N contenant de 

I'éthylmercaptan comme anti-oxydant e t  maintien du tube sous courant d'azote 

pendant 30 secondes. 

- agitation à liaide d'un Vortex 

- incubation à 80° C pendant 10 minutes 

- refroidissement rapide 

- extract ion de la phénylthiohydantoine (PTH) par t ro is  fois 0,s ml d'acé- 

tate d'éthyle suivie de centr i fugation à 2000 t /mn pendant 5 mn. Les phases 

organiques sont rassemblées e t  évaporées sous azote. Quant à la phase aqueuse, 

elle est lyophilisée. En effet, tous les dérivés des acides aminés ne sont pas 

retrouvés dans la phase acétate d'éthyle, ceux de I'arginine, de l 'histidine e t  de 

la cystéine restent dans la phase aqueuse. Le PTH amino-acide ainsi préparé est 

p rê t  pour son identification. 

b )  Dégradation automatique 

Les dégradations on t  été réalisées sur  un séquenceur Beckman 890 C dont 

un schéma simplifié est donnée dans la f igure 2. Les dif férentes étapes sont 

effectuées à 5 7 O  C en atmosphère d'azote. 

1 - Etaiement de I'échanti llon su r  la coupelle 

L'échantillon en quanti té de 200 à 500 nanomoles est solubilisé dans 400 M I  

d'eau puis déposé prés du fond de  la coupelle. tandis que celle-ci tourne à 

1000 t lmn. L'échantillon, sous l 'effet de la force centr i fuge, est plaqué contre 

ta paroi. Le séchage est ensuite effectué par une série de balayages à l'azote, 

e t  de vides progressifs. 
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2 -  couplage 

L'échantillon est couplé au phénylthioisocyanate (PITC) dans 2 types de 

tzrripon selon le programme choisi : soit  un  tampon quadrol 0,1 M (programme 

Beckman 122974), ut i l isé pour les protéines, glycoprotéines, "gros" peptiaes ou 

glycopeptides, soit u n  tampon diméthylallyiamine 0,8 M pH 9,4 (DMAA), ut i l isé 

pour les "peti ts" peptides ou glycopeptides. 

3- Eiimination de l'excès des réacti fs 

Cette étape est réalisée par succession d'un v ide progressif, d'un 

balayage d'azote sous vide partiel, e t  d 'un lavage au benzène. 

4- Clivage par l'acide heptafluorobutyrique (HFBA) 

Après séchage d u  film, le clivage est réalisé par  addition de HFBA. 

L'excès d'acide est éliminé par u n  v ide progressif  suiv i  d'un balayage d'azote 

sous vide. 

5- extract ion des thiazolinones 

Les 2-anilino-5-thiazolinones (ATZ) sont extraites par  le chlorobutane et  

recueillies dans des tubes réfr igérés contenant le milieu de conversion : 200 MI 

dlHCI N et quelques gouttes d'éthylmercaptan comme anti-oxydant. 

Un cycle dure  80 minutes. Ensuite, le produi t  résiduel de la coupelle est 

séché par v ide progressif, su iv i  d'un balayage d'azote sous vide partiel. Le 

cycle suivant peut  alors commencer. 

6- Conversion manuelle 

Le chlorobutane est évaporé sous azote. Au cours de cette évaporation, la 

thiazolinone se concentre progressivement dans la phase HCI qui est incubée 

10 minutes à 80° C. 

Dans le cas d'une dégradation appliquée à des petites molécules, il 

convient d'uti l iser un mainteneur. Nous avons ut i l isé le polybrèns en quanti té 

de 2 à 3 mg (KLAPPER e t  coll) (1978) (138). Les artefacts dus au polybrène 

sont Ikgérement atténués en commençant par 3 cycles de dégradation de  50 



nanomoles de dipeptide de Gly-Gly (HUNKAPILLER e t  HOOD) (1 978) (1 26). 

c )  Identif ication des PTH amino acides dérivés 

Pour ce stade nous avons fait  appel essentiellement à la chromatographie 

l iquide de haute performance (HPLC) et  dans certains cas à la chromatographie 

en phase gazeuse. 

1- Chromatographie l iquide de haute performance 

L'appareil ut i l isé était  un Hewlett Packard modèle 1084 B équipé d'un 

détecteur f ixe à 254 nm e t  d'un détecteur variable entre 200 e t  540 nm. La 

technique employée était  celle préconisée par HERMANN et  col1 (1978) (1141, 

modifiée par BRIAND (1981) (28). 

La séparation est réalisée sur  une colonne p-Bondapack Cl8  (Water 

Associates) . La PTH norvaline est uti l isée comme témoin interne, le diagramme 

obtenu ainsi que les conditions opératoires sont représentées dans la f i gu re  

3. Sur  cette colonne, les PÏH-méthionine e t  PTH-valine d'une par t  et  les 

PTH-isoleucine et  PTH phénylalanine d'autre pa r t  ne sont pas séparées. L'iden- 

t i f icat ion défini t ive est dans ce cas réalisée à l'aide d'une colonne p-Bondapack 

CN (Waters Associates) Figure 4. 

2- Chromatographie en phase gazeuse 

Elle a été employée, dans les toutes premiéres déterminations, pour  

dif férencier PTH-méthionine et  PTH-valine d'une part ,  PTH-isoleucine e t  

PTH-phénylalanine d'autre part.  Les identifications ont  été réalisées sur  une 

colonne WHP 700/120 mesh imprégnée de chlorophénylsilicone SP 400 à 10 % à 

l'aide d'un appareil Hewlett Packard modèle 5730 A. Le diagramme type ainsi 

que les conditions opératoires sont représentés dans la f igure 5. 
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