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neutralization infectivity test 
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INTRODUCTION 

La maladie du sommeil ou trypanosomiase africaine affecte aujourd'hui plusieurs 
dizaines de millions d'hommes et de femmes pour lesquels il est plus urgent que jamais 
d'améliorer les possibilités diagnostiques et de concevoir de nouvelles approches théra- 

peutiques. 

l Deux espèces sont connues pour leur pouvoir pathogène vis à vis de l'homme : 

- T.bgambiense. qui sévit en Afrique équatoriale, occidentale et centrale et qui se 

caractérise par une symptomatologie d'évolution chronique à réservoir de virus hu- 

main, 

- .b.rhodesiense, qui se localise en Afrique de l'est et du sud et qui est responsaXe 

d'une maladie d'évolution aigüe à réservoir de virus animal. 

La pathologie humaine s'inscrit, on le sait aussi, dans un déséquilibre socio-écono- 
mique profond où la trypanosomiase animale est encore un facteur déterminant et ag- 
gravant. 

D'autres espèces, non pathogènes pour l'homme, sont en effet responsables de 
graves endémies qui, par la mortalité animale, aggrave le bilan déficitaire en protéines 
produites. On citera les souches principales responsables : T.con~olense, T.vivax et 
T.b.brucei. 

La raison fondamentale de lapersistance de ce fiéau repose scr un phénomène bio- 
logique : la variation antigénique. 

Les trypanosomes africains sont en effet capables d'échapper au système immuni- 
taire de l'hôte par changement successif de leur spécificité antigénique de surface, c'est 
à dire par I'expression séquencée de glycoprotéines analogues, de même fonctionnalité 
mais d'axe peptidique différent dans leur structure primaire. 

Ce phénomène, de découverte relativement récente, permet au parasite de se pro- 
téger d'anticorps circulants mais aussi et surtout d'épuiser les réactions de défense du 
sujet infecté pour les utiliser à son profit. 

Le nombre considérable d'antigènes exprimés successivement en surface parasi- 
taire ainsi que la diversité importante des souches trypanosomales posent problème 
quant au résultat d'une vaccination . Les essais dans ce domaine ont d'ailleurs été déce- 
vants et une connaissance plus précise au plan structural du manteau de surface para- 
sitaire et de son organisation devrait autoriser de nouvelles approches avec de meilleurs 
chances de succès. 



Le modèle d'étude que nous avons choisi est représenté par une souche non patho- 
gène pour l'homme : T.b.brucei dont les caractéristiques générales tant morphologiques 
que biologiques sont très voisines de celles observées pour T.b.eambiense et T.b.rhode 
siense. Adaptée sur rats, il nous a été possible de multiplier le parasite en quantité. 

Nous avons étudié alors les méthodes de libération de l'antigène variable depuis la 
membrane parasitaire, mis au  point des protocoles de purification et abordé des aspects 
structuraux. Nous avons enfin tenté d' en définir l'organisation moléculaire et le poten- 
tiel de polymérisation. 

Les résultats qui sont présentés dans ce mémoire ont aussi trait à l'implication de 
l'antigène variable dans le phénomène de trypanocidie par lipoprotéines de haute den- 
sité (HDL) humaines. 





1 - BIOLOGIE PARASITAIRE 

1 - Classification 

Les trypansomes sont des protozoaires flagellés appartenant à l'ordre kinetoplastida 
et à la famille des Trypanosornatidae (classification de HOARE (1972) (87 ) (tableau 
1). 

Le genre Trypanosoma est formé de deux sous-groupes qui difirent essentiellement 
sur les plans biologiques, épidémiologiques et pathologiques : le groupe STERCORAFtZA 
ou trypanosomes américains et le groupe SALIVARIA ou trypanosomes africains. Dans ce 
dernier groupe, deux sous espèces sont pathogènes pour l'homme, Urucei -biense et 

2. rho8esaense. 

Nous nous limiterons dans ce mémoire à l'étude des trypanosomes afnicains en utilisant 
un modèle non pathogène pour l'homme : T.b.bnicei, modèle dont les caractéristiques 
biologiques sont très proches de w m b i e g ~ e  et 3.b.rhodesiense responsables de la 
trypanosomiase humaine ou maladie du sommeil. 

Les trypanosomes africains sont des parasites exclusivement extracellulaires, 
fusiformes ( 15 à 20 pm de long sur 2 à 3 pm de large), possédant un flagelle qui assure leur 
mobilité et aussi un manteau plasmique indispensable à la relation hôte-parasite. 

Le cycle biologique parasitaire est caractéris6 par un passage d'un hôte invertébré à 

un hôte définitif vertébré. Durant le cycle, il est possible de distinguer plusieurs stades de 
Mkrenciation du parasite, stades spécifiques de l'évolution morphologique du 
protozoaire tant chez l'insecte que chez le mammifère hôte définitif [ figure 1 selon 
VICKERMAN et collL(l 969) ( 176) 1 

A - Çhez 1 hote t - . . 
Chez l'hôte définitif, les parasites sont inoculés par piqûre de l'insecte lors du repas 

sanguin et se multiplient après une phase d'adaptation courte. 





CYCLE EVOLUT l F DE Trypanosoma brucei 

(V I  CKERMAN , 1969) 

FIGURE 1 -- 



La maladie évolue en 2 phases successives : phase lymphatico-sanguine puis 

méningo-encéphalitique. 

Les trypanosomes sanguicoles "trypomastigotes" peuvent se présenter sous 
différents types : 

- forme allongée et élancée (type slender des anglosaxons), caractérisée par un flagelle 
libre et un mitochondrion peu développé. 

- forme courte massive (type stumpy des anglosaxons) dépourvue de flagelle libre et 
possédant un réseau mitochondrial important. 

- enfin, existent également des formes intermédiaires représentant des formes évolutives 
vers le stade ramassé, stade ultime qui correspond à des parasites ayant perdu la capacité 
de se multiplier. 

Cet état particulier représente une "préadaptation" ou un "stade d'attente" à 

l'ingestion par l'insecte hôte intermédiaire. Ces formes sont les seules capables de se 
développer chez l'insecte et donc d'initier la phase intermédiaire du cycle. 

A tous ces stades sanguicoles, on notera la permanence du manteau plasmique , 
interface indispensable sang-parasite et support de l'adaptation à l'hôte définitif. 

L'insecte vecteur, mouche tsé-tsé ou glossine, se contamine lors d'un repas sanguin 
par absorption des formes massives, aboutissement de l'évolution sanguicole chez l'hôte 
définitif. 

Les trypomastigotes ingérés se multiplient activement par scission binaire. Ils 
s'amincisent considérablement et perdent leur manteau de surface pour gagner, en 1 O à 15 
jours, l'intestin antérieur. Ces formes épimastigotes (ou procycliques) se fixent par leur 
flagelle à la paroi intestinale et se divisent tout en évoluant à nouveau sur le plan 
morphologique. Elles migrent bientôt vers le tube digestif haut de l'insecte, pénbtrent 
dans les glandes salivaires et vont adopter une forme trypomastigote "métacyclique" 
recouverte nouveau d'un manteau de surfâ(te 

Les trypanosomes s'engagent alors dans la trompe de la glossine et sont entrainés 
avec la salive lors de la piqûre de l'insecte. 

Seulement 5 à 10% des mouches infestées seront idestantes. Ceci suppose que 
l'adaptation parasite-insecte n'est pas chose facile et que des inducteurs nombreux 
interviennent pour la favoriser. Oninsistera en particulier sur le ou les facteurs salivaires 
qui font réapparaître une biosynthèse du manteau. 



La glossine n'est pas le seul insecte vecteur. Il peut également y avoir transmission 
l 

par les tabanidés ,intermédiaires vecteurs de T.evansi et T.eauinum. 1 
l 

Le passage par l'insecte peut aussi ne pas exister, c'est le cas pour T-eauiperdum dont 
la transmission se fait lors d'un contact vénérien. 

i e a u e *  

Après infestation de l'hôte, les trypanosomes se multiplient en grand nombre et une 
majeure partie d'entre eux sera détruite par le système immunitaire du mammifére 
receveur. Seul un faible pourcentage, qui en surface membranaire a changé d'enveloppe", 
de "manteau" donc de "spécificité antigénique de surface", aura échappé aux mécanismes 
de défense et pourra proliférer pour donner une nouvelle vague parasitémique. 

Le mécanisme de "variation antigénique" est une propriété qui a 6t.é dbmontrée pour 
la plupart des espèces trypanosomales de la section Salivaria : T.b.brucei [ RIT2 (1 91 6) 

[ LOURIE et O'CONNOR, (1937)(118 ), 3.b. (157) 1 ,3Llu&@&siew (OSAKI 
(1 959)( 138 ) ] ,- CLARKSON et AWAN (1 967) (32 11 ,Ta- [ WILSON et 
CUNNINGHAM (1 972) ( 183) 1 , 3. eaiaiperdm [ CAPBERN e t . ( 1 9 7 7 ) (  23 11. 

Au niveau du parasite lui-même, le phénomène de variation antigénique se rapporte 
essentiellement au manteau de surface des formes sanguicoles; VICKERMAN et 
LUCKINS(1969)( 176 ) ont en effet pu montrer une localisation à ce niveau des épitopes 
spécifiques à l'aide d'anticorps spécifiques de variants . CROSS en 1975 (34) a montré que 
le "manteau de surface" des trypanosomes était principalement constitué d'un composant 
de nature glycoprotéique, recouvrant la surface cellulaire en une couche moléculaire 
uniforme. Ce manteau de surface est seul responsable de la sp6cificit.é immunologique de 
variants antigéniques. Les antigènes impliqués dans ce processus sont appelés antigènes 
variables ou &~&nes spécifiaues de variants(AVS). 

. . 
2 - Mode d'a-anbon des anti&nes variables 

Elucider le mécanisme biologique, comprendre la réalité moléculaire de la variation 
antigénique sont devenus des impératifs espérés pour tenter une vaccination dans le 



cadre de la trypanosomiase. Cette multiplicité constatée de variants expliquerait en effet 
les échecs rencontrés par les auteurs dans les études préliminaires de mise au point d'un l 

1 
antigène à fin thérapeutique par immunisation. 

I 

Plusieurs observations importantes , en particulier les travaux de GRAY (1 964)( 66 ), 
(1965a)( 67), (19658) ( 68), (1967)( 69),(1972)( 70),(1975)( 71),(1976)( 72) ont permis de 
montrer : 

* s ~ e n b n t  les période6 

grécoces de M e d i  
1.  'on. Ils furent désignés sous le nom "d'antigènes prédominants". 

* gu'il v . . 't réversion a un tme a n t i m  de base (antigène basique de la souche) 
après accomplissement du cycle de développement chez l'insecte vecteur, phénomène 
observé par JENNI (1977a)( 98)(1977b)( 99 ), et confirmé par KUDSONpt coll. en1980 

( 93). 
* " . *  . . * 'aues pendant les premières l 

étapes de l'iafection. Aux stades plus tarWs (après plus d'un mois d'évolution de la l 

parasitémie), la sdquence n'était plus toujours aussi rigoureusement identique et I 

prévisible . 1 

I 
l 

Pour GRAY, la nature révenible de la vanabon antig&ua,u 
. . avec en particulier 

l'existence $un tme an-ue de base ainsi que le schéma évolutif relativement 
constant dans l'ordre d'apparition des variants au cours des premières étapes de la 
parasitose étaient gn faveur d'un -e ad-. 

La synthèse par l'hôte d'anticorps contre ce type antigknique de base "déclencherait" 
le changement d'antigène pour un autre qui serait programmé dans la succession et &i 
de suite. La variation antigénique se produirait adaptativement à la réponse immunitaire 
et ceci suivant un ordre défini dans le génome. 

Dans le but de démontrer la nature et le mécanisme immunologiques du facteur de 
déclenchement de la variation, le modèle expérimental a été en un premier temps limité à 1 
l'étude du seul hôte définitif. l 

Pour simplifier en effet , le protocole d'étude, VAN MEIRVENNE et coll, 
(1975a)(173),(1975bX174)(1977)(175) ont tout d'abord étudié la variation antigénique 
induite par~ocdation embrirnenae à la seri-e d'un clone d é t m n é  de m.brucei. 
Cette approche avait le mérite de simplifier le modèle en supprimant dans ces 
phénomènes complexes la participation de l'insecte dans l'évolution immunologique des 
populations parasitaires. 

De ces travaux, on retiendra que lors de la première parasitémie, la population 
trypanosomale est homogène à 99% et constituée par un type antigénique majeur 

(homotype). 



Puis après la destruction immunitaire de cet homotype, un ou plusieurs sérotypes 
(hétérotypes) prolifèrent. Les pics successifs de parasitémie peuvent donc contenir un ou 
plusieurs sérotypes majeurs, qui se verront pour certains rapidement éliminés, pour 
d'autres moins rapidement. La présence et l'importance relative de ces sérotypes sont 
aussi à considérer en fonction de la vitesse plus ou moins grande de multiplication des 
parasites en fonction des types. 

Une même démarche expérimentale a été réalisée à la même époque chez T.eauiperdum 
par CAPBERN et (1977)(23) qui ont pu déduire que : 

* le Dremier rotme détecté corres à 1 1 .  inoculation, 
- 

el sue soit le clone wl nom 1 tation, le mernier sérotpe uu lux succède est . . . . 
- 

$ouiours le même , à savoir le "tvpe de base de la souche". 

* glus de 100 sérotpes peuvent être isolés au cours de l'évolution des vagues de 
parasitémie et séparés en 3 catégories en fonction de leur d6lai d'apparition chez l'ani- 
mal: 

- types "précoces", apparaissant dans les 3 premières semaines de la maladie 

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

- types "tardifs" caractérisés uniquement chez les lapins ayant survécu plus d'un 
mois 

Ainsi, l'injection d'un clone unique de parasites permet de définir une succession 
relativement constante des variants antigéniques. Ii existe cependant de légères 
variations dans la succession d'apparition des types antigéniques lors des différentes 
infections et ce potentiel d'irrégularité rend difficile, voire même impossible, une 
prévention par vaccination à partir des sérotypes les plus précoces. 

Cette analyse des diff6rentes populations trypanosomales apparaissant lors de la 
variation antigénique a été possible grâce au développement de techniques 
immunologiques décrites en particulier par VAN MEIRVENNE gt ~011. (1975)(173) , à 

savoir : 

- escence : chaque population est cara&risée par la spécificité 

antigénique de son manteau de surface. La mise en évidence se fait par utilisation 
d'anticorps spécifiques du variant étudié sur frottis parasitaire. Un second anticorps 
portant un marqueur fluorescent permet la mise en évidence de la réaction antigène- 
anticorps et dans le cas de l'étude des populations de trypanosomes, permet d'identifier 
chacune d'entre elles et d'en estimer le pourcentage relatx. Ce test tout d'abord 
expérimental est devenu depuis la base même de diagnostic de trypanosomiase sur le 
terrain. 



- l'immunolvse : les parasites vivants sont incubés dans un sérum de cobaye et soumis à 

l'effet lytique d'anticorps spécifiques de variants. A une dilution donnée, certains 
immunsérums provoquent en effet la lyse totale des parasites correspondants et cela 
permet au plan expérimental par exemple, d'éliminer une population trypanosomale 
présente dans un mélange de parasites prélevés au cours d'une vague de parasitémie. Ce 
moyen de "sélection" des parasites s'est généralisé et a autorisé le clonage, par exemple, de 
souche de T-brucei que nous utilisons dans ce travail. 

En dehors de l'infiuence de l'hôte définitif sur l'apparition de vagues parasitaires et de 
leur type immunologique, le vecteur invertébré joue lui aussi un rôle dans la pérénnisation 
des trypanosomes et de leur sérotype. 

JENNI (1977)(98)(99) a pu montrer que les populations trypanosomales de la toute 
première parasitémie après transmission par l'insecte vecteur étaient antigéniquement 
hétérogènes. LE RAY et c d .  (1977)(113) ont suggéré que cette bétéro~e&ité ~ouvait etre I .  . - 

stante chez 1 hote 1ntemé 
I L .  w, notamment au niveau des glandes salivaires de 

la mouche. BABEY et coll. (1979)(12) ont confirmé l'existence de cette diversité des types 
antigéniques métacycliques tout en soulignant leur nombre relativement limité . Cette 
hétérogénéité pourrait être interprétée comme une possibilité accrue d'adaptation des 
parasites vis à vis de l'hôte receveur. 

Plus récemment , HADJUK et c01L (1981)(75) puis BARRY gt ~011, (1983)(13) ont . . . . 
montré que pour chagye sérodème étudié. existait un ré~ertoire distxnct de t v ~ w  

on -cliaue. une xi e seulement du 

L'exemple le plus représentatif a été décrit par CROWE et coll.(1983)(38) pour 
W ~ o l e n s e  pour lequel le répertoire métacyclique est composé uniquement de douze 
types antigéniques. On observe que : 

* quel que soit le type antigénique ingéré par la mouche, il se développe au niveau de ses 
glandes salivaires un "répertoire antigénique métacyclique". 

* après transmission cyclique, les premiers types antigéniques détectés (environ 3 à 4 
jours après l'infection) correspondent aux types métacycliques qui disparaissent ensuite 
pour donner naissance à environ une vingtaine de sérotypes variables non métacycliques, 
constituant la première vague de recrudescence parasitémique décelée 
approximativement 1 0 jours après l'infection. 



* enfinla nature du t p e  antigéniaue in~éré  par la mouche avait une influence sur la 
C O ~ D O S  ition ant ieénia ue de cette   ara si té mie: en ~articulier. le s rotme inwéré ~ a r  la 
mouche semble se dévelo~~er de facon ~ré~ondérante au cours de cette recrudescence 

. . parasitaire. 

. . . . 
3 - Mécanisme d'aggià~~Cion des antmenes variables 

M n  de défbir les bases du mécanisme de la variation et comprendre le pourquoi et le 
comment d'un ordre d'apparition des variants antigéniques, plusieurs hypothèses ont été 

évoquées , qui font appel à la notion de : 

élection en fon on du taux de cr pqBYbatiow parasitaires 
antigéniquement différentes; ces différences seraient dûes à des effets de compétition 
intervenant entre les variants d'un même stock [SEED ~1t c011.(1977)(163); SEED 
(1978X164)I. Cette hypothèse n'a pas été confortée par les études mathématiques de 
KOSINSKI (1980)(104) qui s'est livré B un calcul portant sur un modèle de 90 variants 
possédant à priori des taux de croissance largement différents. Selon ces résultats, une 
production spontanée de variants suivie d'une sélection s'opérant uniquement à travers le 
taux de croissance ne semble pas capable de d o ~ e r  le degré d'ordre de variation rapporté 
dans la littérature mais ceci n'élimine toutefois pas la notion d'un de cro-ce 

ant et de son hôte d 

, * notion degnonté statistiaue d ' m o n  d'un variant . . . . 

MILLER et coll. (1981)(130) se sont intéressés à une analyse plus approfondie des types 
antigéniques des premières populations de rechute initiées par différents inoculum 
clonés de T.b.brucei appartenant au même sérodème . Ils ont signalé que les types 
antigéniques pouvaient apparemment être groupés en 3 catégories selon leur frequence 
d'expression dans les différentes rechutes : a n s  v a r i w n t  e- dans la . , 

d é ~ e ~ i o n n e l l e m e n t  et d'autres enfin 

Ainsi, chaque type antigénique nouveau serait exprimé selon un ordre de priorité 
statistiquement définissable, différent pour chaque variant initial, et les varianta 

. . . . 
g r o b a b i l ~ r e s s i o n  a na- autres types e é n i a u e s .  Il pourrait donc exister 
au niveau du changement de gène un mécanisme responsable d'une certaine 
programmation dans la succession des types antigéniques. 



* notion de sélection en fonction de la rénonse imrnunoloPiaue de l'hôte ; 

Le processus de variation antigénique a été souvent décrit comme une réponse du 
parasite vis à vis des anticorps synthétisés par l'hôte afin d'échapper à la destruction 
immunitaire. 

Toutefois, LE RAY et co11.(1978) (114) avaient montré que des glossines infectées par 
un clone donné, exhibaient au bout de 2 semaines une diversité de types antigéniques au 
niveau de leurs glandes salivaires, observation qui suggérait que les anticorps ne jouaient 
pas un rôle indispensable dans l'induction du processus. HIRUMI et coll. 
(1 977a)(85)(1977b)(86) ainsi que DOYLE et coll.(l980)(45) mettaient en évidence, par 
culture de formes trypomastigotes sur support cellulaire, que la variation antigénique 
pouvait se produire "invitro", obtenant à partir de populations clonées, des populations de 
rechute antigéniquement hétérogènes. Seule une différence dans les délais d'apparition 
pouvait distinguer le mécanisme "in vivo" et "in vitro" : 

"in vivo" : 10 à 12 jours après l'infection de la souris 

"in vitro" : 35 B 46 jours après l'initiation de la culture. 

Au total, ces résultats semblent donc indiquer que la variation antig6nique ne répond 
pas à un mécanisme adaptatif selon lequel le parasite change d'antigène au fur et à mesure . . de la réponse immunitaire de l'hôte mais laissent envisager aue la vanation ant i~éniau 

par HAJDUK et coll. (1981 )(75) qui ont montré l'existence du. phénomène de variation 
antigénique chez l'animal en immun0 dépression. 

Il faut toutefois convenir que nous ne connaissons pas encore le mécanisme précis de 
ces variations et que le facteur d'induction intervenant au niveau du génome demeure 
encore à découvrir. 

III - RELATIONS H O T F , - P a  

1 -J?actew trvpanocih : i s o l e m e n t , o n  et c- . .  . 
L'observation de sujets résistant naturellement à des infections par différentes 

souches de trypanosomes fut à l'origine de nombreux travaux traitant des relations 
existant entre hôte et parasite. Nous envisageons successivement les facteurs sériques 
intervenant dans cette relation ainsi que le rôle de certains constituants parasitaires, par 
exemple dans la possibilitéd'expression d'un parasite donné chez un hôte donné. 



A -  Mise en évidence et définition d'un facteur trmanocide 

L'effet toxique du sérum normal humain sur l'espèce T.b.brucei , non pathogène pour 
l'homme, fut décrit dès 1902 par LAVERAN (11 0) , ainsi que par LAVERAN et MESNK 

(111) . En effet, ils réussirent à guérir des souris infestées par l'espèce parasitaire 

T.b.brucei en leur injectant de faibles quantités de sérum humain. Cette observation 

mettait en évidence pour la première fois l'existence d'un principe actif trypanocide 

dans le sérum humain normal. 

Dès lors, de nombreuses hypothèses sur la nature du facteur trypanocide et son mode 
d'action furent proposées. Pour certains auteurs, le facteur lytique était représenté par 
des anticorps "naturels" présents dans le sérum [DESOWITZ (1970) (40 ) ]  ;pour d'autres, 
il y avait intervention du système du complément dans l'initiation de la lyse parasitaire 
[ LUMSDEN (1 972) (1 21) , HAWKING S-ç011.(1973) (83) 1. 

Les études de RIFKIN (1978b) (1 53) ont permis très vite d'éliminer deux hypothèses, 
à savoir l'intervention de la voie classiquemais aussi de la voie alterne d'activation du conl- 
plément dans l'effet cytotoxique du sérum humain normal sur T.brucei. En effet, l'activité 
du complément total,mesurée par hémolyse de globules rouges présensibilisés, ne peut en 
aucun cas être corrélée au pourcentage de lyse de T.brucei, et ceci quel que soit le nombre 
de sérums testés. De même, l'inactivation de ces deux voies par chauffage à 56% ou par 
complexation par I'EDTA des ions M ~ "  (indispensables au fonctionnement de la voie 
alterne) ou des ions c a t t  (indispensables à l'activation du complément de la voie 
classique) n'a pas ou peu d'effet sur le facteur trypanocide, ce qui écarte donc toute 
intervention du complément dans l'activité lytique. 

D'autres études antérieures avaient évoquées l'importance des immunoglobulines de 
type IgM [ AARONGVITCH et TERRY (1972)(1)], de 1' a 2 macroglobuline [ HAWKINGd 
coll. (1 973)(83) 1 et des a lipoprotéines [ YAMAGUCHI (1 960)(184) 1 dans l'identification - 
du facteur trypanocide. 

Chacun de ces trois facteurs a été étudié [ RIFKIN (1978b) (153) 1 . 

a - Jmmuno~lobulines de tme IPM 

Différents résultats expérimentaux ont permis d'écarter l'intervention des anticorps 
et plus particulièrement des immunoglobulines de type IgM dans l'activité trypanocide. 
Nous ne décrirons que les études les plus significatives : 

- 

- Aucune agglutination de trypanosomes vivants n'a pu être observée quelle que soit 
la dilution du sérum utilisée et quel que soit le sérum humain étudié. 



- L'élution du composé trypanocide actif sur une colonne Sépharose 6 B ne coïncide pas 
avec le profil d'élution des IgM, ou des autres classes d'imunoglobuiines. 

- L'activité trypanocide d'un sérum préalablement incubé avec des immunoglobulines de 
type IgG dirigées contre les IgM humaines est identique à celle d'un sérum humain 
préalablement incubé avec des IgG non spécifiques témoins. 

Ainsi, la participation des IgM en tant que facteur trypanocide peut donc être 
définitivement rejetée. 

Le rôle d' a 2 macroglobuZine a aussi été évoqué dans le phénomène de lyse par sérum 
humain des trypanosomes. Différentes approches expérimentales semblent ir&rmer cette 
hypothèse : 

. l'activité estérasique du sérum n'est pas corrélée avec le pouvoir trypanocide de ces 
sérums 

1 '  a 2 macroglobuline sert de "carrier" pour de nombreuses protéases sariques telles 
que la thrombine et la plasmine [ PUTNA. (1975)(147) 1. L'éventualité d'une activité 
trypanocide par le biais de ces protéases semble aussi devoir être écartée puisque le 
traitement du sérum par des inhibiteurs protéasiques ne modifie pas l'activité 
t r  ypanocide. 

. Enfin, l'activité trypanocide est identique entre un sérum adsorbé soit avec un 
anticorps type IgG de lapin anti a 2 M humaine soit avec un anticorps IgG n o d  de lapin, 
ce protocole d'adsorption éliminant environ 75% de 1' a 2 macroglobuline. 

Ces quelques points expérimentaux permettent donc d'éliminer totalement la 
participation de 1' a 2 macroglobuline dans la réaction trypanocide. 

Pour localiser le facteur sérique responsable de la lyse parasitaire, RI= 
(1978b)(153) a finalement réalisé un fractionnement du sérum humain par une série de 
précipitations en sullàte d'ammonium de saturation croissante (30% à 75%). Seule la 
fraction obtenue par précipitation à 75% possède l'activité trypanocide et résiste à un 
chauffage à 56% pendant 30 minutes. Seuls 30% de l'activité lytique initiale étant 
toutefois retrouvés dans cette fraction. Cette diminution pouvant éventuellement 
s'expliquer par destruction de l'activité trypanocide par les concentrations élevées en sels 



ou par subfractionnement du facteur actif, les fractions ont été réassociées sous toutes les 
combinaisons possibles. Seule l'association de toutes les fractions a permis de restaurer 
l'activité avec cependant une perte de 31%. 

Ainsi ces travaux, s'ils commencent à cerner les facteurs seriques lytiques 
et en montrent la complexité d'étude, ne donnent pas encore l'identité du ou des facteurs 
responsables de la lyse parasitaire. Ils avaient apparemment à l'époque le mérite 
d'orienter vers une autre direction dont l'abord biochimique est plus délicat, les 
lipoprotéines. 

Les essais de caractérisation du facteur sérique trypanocide ont rapidement permis 
d'associer l'activité trypanocide à une protéine dont la taille moléculaire, estimée par 
chromatographie de gel filtration sur colonne de Sépharose 6 B , était d'environ 500 000. Le 
profil d'élution du facteur actif ne recouvrait pas totalement mais cependant coïncidait 
avec le comportement des a lipoprotéines. Cependant , ces a lipoprotéines étant 
caractérisées par une très grande hétérogénéité, il semblait possible que le facteur lytique 
soit associé à une des sous-classes regroupant les lipoprotéines. YAMAGUCHI 
(1960)(184) avait d'ailleurs décrit une activité trypanocide localisée essentiellement au 
niveau de la fraction IV - 1 de Cohn qui contient les a lipoprotéines. 

Bien qu'importants au plan biochimique, ces travaux prelixninaires rendaient 
cohérent le fait d'associer activité trypanocide et a lipoprotéines sériques et expliquaient 
aussi la fragilité du facteur responsable de la lyse. 

B - Propnetés trvoanocide du sém,gn humain - Effet cellulaire - EffeQ . I 
membranaire~ 

Le mécanisme de lyse parasitaire "in vivo" par le sérum humain a été étudié par 
RIFKIN (1 984)(155) . Pour cette étude, les parasites sont incubés en milieu minimum 

Eagle's (MEM) B 37% avec du sérum normal humain à 25%. Au temps O de l'expérience, 
les cellules ont une morphologie normale et sont très mobiles. Lors de la phase prélytique, 
c'est à dire après 30 mulutes d'incubation, les parasites s'arrondissent et le gonflement 
cellulaire se traduit par une augmentation de 1,5 à 2 fois le volume normal. Cependant, 
l'incorporation de leucine radiomarquée ne traduit aucune perturbation de la synthèse 
protéique ni de la mobilité des parasites. Après 30 minutes d'incubation, la lyse 
parasitaire débute et se caractérise par une perte totale de la mobilité des trypanosomes 
ainsi que par une diminution impartante de leur capacité de synthèse protéique. 



Des études de microscopie électronique ont été réalisées sur les parasites incubés 
dans les mêmes conditions afin d'observer les modifications apparaissant au niveau 
subcellulaire. Lors de la phase prélytique, il apparait que le manteau de surface du 
parasite augmente en épaisseur de 3,5 à 4 fois pour atteindre 55 à 60 nm. Çette réaction de 
dédiernent du manteau de surface se révèle être speçifiaue de 1 action cvtotoxiaue d 1 .  u 
serum humais. il s'agit en fait d'un dépliement moléculaire de la glycoprotéine de surface 
constituant le manteau plutôt que d'une adsorption d'autres protéines contenues dans le 
milieu d'incubation. Puis progressivement lors de la phase lytique, le réseau 
microtubulaire s'altère pour se désintégrer totalement en phase ultime; simultanément, 
on observe une perte totale du manteau de surface. 

SEEMAN (1 974)(165) a comparé ces lésions du trypanosome en cours de lyse à celles 
que Iton peut observer au niveau des membranes plasmiques d'érythrocytes soumises à 

l'action du système complémentaire. Aucune relation n'existe et ainsi se trouve confirmé le 
non-rôle du complément dans le mecanisme de lyse parasitaire par le sérum humain. Le 
r6el mecanisme est membranaire affectant l'ion calcium ~ a *  + . 

L'altération de la membrane plasmique se traduit, lors de la lyse parasitaire, par une + + + 
perturbation au niveau des échanges ioniques Ca / K . Pour mesurer cette 

t 
modification de perméabilité membranaire, l'ion R peut être remplacé par un analogue 
marqué représenté par l'ion 86 Rb. Il a ainsi été montré que lors de la phase prélytique, il y 
avait fuite de 82% de cet ion vers le milieu extracellulaire et qu'en fin de processus lytique, 
95% de Sion Rb avait traversé la membrane plasmique. L'addition de solutés non 
pénétrants tels le dex tm I: SEARS g a  ( 1964)(162), HENNEY (1974)(84), FERLUGA 
et ALLISON (1974)(55) 1 ou surtout le sucrose [ JACOB et JANDL (1962)(95) 1 dans le 
millieu extérieur empêche la lyse cellulaire par compensation de la pression osmotique 
intracellulaire et confirme l'hypothèse . Ainsi, l'addition de sucrose 0,25 M inhibe 
totalement le phénomène de lyse et cette inhibition par le sucrose peut être argumentée de 
deux façons : - soit le sucrose est un inhibiteur compétitif du facteur trypanocide 

- soit le sucrose n'inhibe pas l'action du facteur trypanocide mais il agit au 
niveau de la membrane pour annuler les effets de ce dernier. 

Les études menées par RIF'KIN sont en faveur de la seconde hypothèse et il se dégage 
donc définitivement la notion importante d'une lyse parasitaire par perte de la régulation 
osmotique cellulaire. 

C - Purif iaon et du facteur trvp@11Pl;ide . . 

Afin de caractériser le facteur trypanocide au sein des a lipoproté;ines, RIFKIN 
(1 978a)(152) propose de séparer les différentes classes de lipoprotéines du sérum humain 
par une ultracentrifbgation de flottaison selon le protocole décrit par LINDGREN 
(1975)(117), en utilisant des solutés de densité croissante. 



Les principales caractéristiques des lipoprotéines seront brièvement rappelées pour 
une meilleure compréhension de l'étude du facteur trypanocide. 

. . a - ~aract6nsti~ues cénérales - des 1 

Les lipoprotéines représentent dans le plasma des édifices complexes hydrosolubles 
associant des lipides à des protéines spécifiques : les apolipoprotéines. La plupart des 
lipoprotéines circularites ont une structure sphérique dans laquelle on distingue un 
centre plus ou moins voliimineux formé de lipides apolaires (triglycérides et esters de 
cholestérol) et une zone périphérique constituée d'une couche moléculaire de 
phospholipides, de cholestérol et quelquefois de &glycérides. Les apolipoprotéines- 
établissent dans cette région périphérique des interactions hydrophobes par leur face 
interne avec les lipides neutres et des liaisons ioniques avec les groupements polaires des 
phospholipides adjacents . 

La répartition des lipoprotéines en quatre classes (tableau 2 ) en fonction de leur 
densité dépend du rapport entre les lipides neutres centraux et les composés 
superficiels. 

sons sont les plus grosses lipoprotéines (diamètre supérieur à 100 nm). 
Ils sont secrétés par les entérocytes en période de digestion pour assurer l'absorption des 
triglycérides et du cholestérol. 

Les chylomicrons naissants acquièrent rapidement dans la circulation lymphatique 
et plasmatique des apolipoprotéines C et E, synth6tisées dans le foie. Ils sont ensuite très 
vite dégradés par les lipoprotéine-lipases, enzymes localisés à la surface des cellules 
endothéliales des capillaires irriguant les tissus musculaires et adipeux. Ces enzymes 
intéragissent avec les apolipoprotéines C présentes à la surface des chylomicrons et 
hydrolysent les triglycérides en acides gras libres pénétrant dans les tissus sous-jacents. 
Le reste des triglycérides, non dégradés par ces lipases, constitue les chylomicrons 
"remnants" , très appauvris en triglycérides mais riches en esters de cholestérol et ne 
possèdant en surface que les apolipoprotéines B et E. Ils sont reconnus par des récepteurs 
hépatiques spécifiques des apolipoprotéines E et subissent l'endocytose [ Figure 2 1. 

- les V L I) L (very low density lipoprotein) de faible densité (inférieure à 1 .O06 g/ml) 
sont synthétisées dans le foie et transportent les triglycérides et le cholestérol du foie vers 
les diff6rents tissus [ Figure 3 1. 

- lesLD (low density lipoprotein) de densitdi moyenne (comprise entre 1 .O1 9 et 1 .O63 
g/ml) représentent le produit final du catabolisme des VLDL [ Figure 3 1 et sont les 
lipoprotéines essentielles dans le transport du cholestérol plasmatique. Ainsi, ces 
lipoprotéines sont presque exclusivement formées d'esters de cholestérol. 



- 26 - 
princi~ales ~ r o ~ r i é t 6 s  ~hvsiaues des l i~o~roté ines  

Densité hydraue Masse molaire % de % de Fraction 

(gld) (moyenne) protéines lipides lipidique 

dominante 

Chylomicrons c 0,99 5 log 1 99 Triglycérides 

VLDL 0,99-1,006 7,5 10 10 90 Triglycérides 

LDL 1,020-1,063 2,5 10 fi 25 75 Cholestérol 

1,063-1,085 - 

HDL 1,085-1,125 3,9 10 50 50 Phospholipides 

1,125-1,21 1,9 x 10 



- . L i  - 

Métabolisme des chvlomicrons 

b i d e  g r a s  + monoglycér ides  

\ C e l l u l e  i n t e s t i n a l e  HDI . . -  - 

C a p i l l a i r e  sangu 

CHYLOMlC RON 

C e l l u l e  h é p a t i q u e  

TG : triglycéride 

HDL : lipoprotéine de forte densité 

A, 8-48, C, E = apolipoprotéines 



- 28 - 
Métabolisme des l i~o~ro té ines  

C e l l u l e  h é p a t i q u e  . . ...-...........-...-.. . . . . . . 1 . . . . . . . . . . . . . .......... 
13-100: 1: 

R é  c e p  t e u r  

TG : triglycéride 

VLDL : lipoprotéine de faible densité 

LDL : lipoprotéine de densité moyenne 

HDL : 1 ipoprotéine de forte densité 

A, B-100, C, E : apolipqwotéines 

Figure 3 



- les J3 D L (high density lipoprotein) de forte densité (comprise entre 1 .O63 et 1.21 
glrnl) sont synthétisées dans le foie et l'intestin. Elles assurent le transport du cholestérol 

des tissus périphériques vers le foie pour l'excrétion [Figure 3 1. Le centre de ces 
lipoprotéines est très réduit puisqu'il représente moins d'm quart de l'édifice tandis que 

les composés superficiels sont prépondérants [ Figure 4 1 . 
Les apolipoprotéines, inégalement réparties dans les lipoprotéines, 

présentent des structures très différentes. Elles ont le rôle essentiel qui permet : 

* de réguler le métabolisme lipoprotéique 

* de participer au transport et à la redistribution des lipides panni les différents 
tissus par reconnaissance spécifique des apolipoprotéines au niveau de récepteurs de 
surface cellulaire ( tel est le cas de l'apolipoprotéine E reconnue à la surface des 
chylomicrons par un récepte& hépatique). 

* d'agir comme cofacteur pour les enzymes du métabolisme lipidique, notamment 
pour la lécithine : cholestérol acyltransférase (LCAT)responsable de la formation d'esters 
du cholestérol ; cette enzyme catalyse le transfert d'un acide gras de la position b de la 
lécithine à la position 3-b hydroxylée du cholestérol . La réaction d'hydrolyse par la LCAT 
est activée par l'apolipoprotéine A 1. 

* Enfin, d'intervenir dans le maintien de la stnicture des lipoprotéines en stabilisant 
leur structure micellaire. 



Représentation schématique de l'organisation moléculaire des H D L 

phospholipide 

cholestérol esterifié 

triglycéride 

olestérol 

- - 

libre 

Figure 4 



Les apolipoprotéines se distinguent entre elles par leur nombre d'amino-acides, leur point 
isoélectrique (plusieurs isoformes existent de surcroît pour chacune d'entre elles), leur 
taille moléculaire et leur concentration plasmatique.[ tableau 33 . La répartition 
quantitative des différentes apolipoprotéines dans les quatre classes de lipoprotéines est 
illustrée dans le tableau 4. 

Certaines apolipoprotéines sont essentiellement représentatives d'une classe de 
lipoprotéine. Ainsi, l'apolipoprotéine 

B 100 (96% des apolipoprotéines des L D L) 

A 1 (92% des apolipoprotéines des H D L) 

A N et B 48 presque exclusivement trouvées dans les chylomicrons. 

D'autres apolipoprotéines (C,E) sont caractéristiques de plusieurs classes de 
lipoprotéines (chylomicrons, VLDL, HDL) et des échanges se produisent au cours des 
étapes métaboliques. 

b - caracténsat . . ion du facteur rentes classes de li~owo 

téines. 

RIFKIN (1978)(153) a fractionné le sérum par ultracentrifÙgation de flottaison. 
Chaque fraction lipoprotéique purifiée est testée pour son activité trypanocide vis à vis de 
T.brucei : une suspension parasitaire (1 -2 1 o7 cellules par ml) est incubée à 37 S: pendant 
2 heures en milieu minimum Eagle's, enrichie à 25% (v/v) en chacune des sous-fractions 
lipoprotéiques précédemment isolées. Le pourcentage de lyse cellulaire, donc l'activité 
trypanolytique, est déterminé en microscopie B contraste de phase par comptage du 
nombre de cellules lysées dans la population trypanosomale de départ. 

Seule la fraction H D L , caractérisée par une densité comprise entre 1 .O67 et 1.21 6 
g/rnl, possède l'activité trypanocide. 

Afin d'éliminer les prothes sériques encore contaminantes, la fi-action H D L est 
purifiée par chromatographie de gel filtration sur Biogel A 5 m. Le test de lyse ne révèle 
plus alors que 10% seulement de l'activité initiale alors que le rendement en H D L est de 
70%. Cette diminution d'activité biologique très significative est, pour l'auteur, le refiet 

. d'une dénaturation des H D L lors de l'étape de purification. LEVY et FREDERICKSON 
(1965)(116) avaient déjà décrit une altération partielle des H D L par délipidation lors des 
premières étapes d'ultracentrifùgation en présence de concentration élevée en sels. 



Promiétés des a~ol i~o~rote ines  maieu , . res du ~ lasma humain 

Apolipoprotéine Masse Nombre Concentration Point isol6lectrique 

Moléculaire ~d'amino dans le plasma del'isoforme majeure 

Apparente acides mgA 

A - 1  

A-II 

A-IV 

B-100 

B-48 

C-I 

C-II 

C-III 

D 

E 

H 

Tableau 3 



Répartition des principales apolipoprotéines dans les lipoprotéines 

VLDL 

LDL 

HDL 

apo C 45% 

apo B 40% 

apo AI et A II 1% 

apo B 90% 

apo CI, C II et A 1 1% 

apo A 1 92% 

Tableau 4 



Pour établir encore la notion d'activité cytotoxique des H D L humaines, R I F m  a 
réalisé les mêmes tests avec des sérums de sujets atteints de la maladie de Tangier, 
maladie caractérisée par un déficit en H D L (5% de H D L seulement). Avec ces sérums, 
l'auteur n'a noté aucune activité trypanocide vis à vis de T.b.brucei aussi bien in vivo que 
in vitro. 

Enfin, RIFKIN étudiant des sérums humains à faible titre trypanocide suspecte 
l'existence d'un inhibiteur possible du facteur HDL et considére en toute hypothèse les 
lipoprotéines de basse densité (L D L) comme responsable de l'inhibition relative des 
propriétés des HDL. Il semblerait à le suivre, que le rapport H D L / L D L est davantage 
représentatif du facteur trypanocide d'un sérum humain que sa seule concentration en 
HDL.  

Dans cette relation HDL - facteur trypanocide, l'intégrité de la lipoprotéine est sur le 
plan expérimental d'une grande exigence. On sait que l'assemblage interactif qui 
représente des HDL est déterminant. La variation d'un sérum à l'autre dans le 
comportement des HDL et leur structure peut rendre compte des différences existantes 
d'un sérum à l'autre, d'un sujet à l'autre dans l'intensité du pouvoir trypanocide. 

,- 

En réalité, les "HDL représentent une famille de molécules lipoprotéiques dont les 
individualités ne sont pas encore à ce jour parfaitement connues, dont certaines sont 
fugaces, dont certaines sont surtout plus fragiles que d'autres. Cette importance de la 
structuration des lipoprotéines dans la réponse est d'ailleurs confirmée s'il était besoin par 

l'inactivation du pouvoir trypanocide en fonction d'un chauffage à 65OC,en fonction de 
l'action d'agents dénaturants tels que le dithiothreitol ou l'urée ou même en fonction d'une 
attaque enzymatique par la trypsine. Ainsi l'exposition en surface de l'assemblage 
moléculaire des HDL dans un sérum est-elle déterminante pour le pouvoir 
trypanocide. 

Le rôle privilégié de l'apolipoprotéine A 1 est démontré par le non pouvoir trypanocide de 
sérum de malade atteint de la maladie de Tangier, malades qui sont dépourvus 
d'apolipoprotéine A 1 et particulièrement dlHDL normales. 

La nature du site interaceifHDL-parasite n'est encore connue ni pour l'HDL ni pour le 
parasite. Différentes approches expérimentales ont étudié toutefois les interactions HDL- 
manteau de surface des trypanosomes. 

rface pa . . D - Interaction HDL - manteau de su rasitaire 

Afin de mettre en évidence un éventuel rôle du manteau de surface en association avec 
le facteur trypanocide, RIF'KIN (1983)(154) recherche l'existence de récepteurs à HDL en 
surface parasitaire. Par utilisation de HDL radiomarquées à l'iode 125, l'auteur peut 
montrer qu'une liaison HDL - parasite se produit immédiatement selon un système 
partiellement réversible à 4°C et totalement reversible à 37%, non saturable, écartant 



ainsi l'hypothèse de récepteurs spécifiques de surface. 

In vitro, la notion de complexe intermoléculaire HDL - antigène variable a aussi été 
envisagée. Les HDL et l'antigène radiomarqué par la leucine tritiée ont été incubés 
séparément à 37% pendant 1 heure dans un milieu minimum Eagle's puis chaque fraction 
a été chromatographiée sur séphacryl S 300. L'élution de l'antigène seul a révélé trois 
formes moléculaires : une forme tétramérique, une forme dimérique et une forme 
monomérique. Les HDL seules sont éluées dans les mêmes conditions expérimentales 
sous forme d'un seul pic très voisin de celui de la forme tétramérique mais légèrement 
décalé vers l'exclusion. Enfin le mélange HDL antigène a été incubé et chromatographié . 
Bien que la formation d'un complexe stable n'ait pas pu être réellement démontrée, 
l'élution des HDL se trouvait plus étroitement associée à celle de la forme 
tétramérique. 

De ces résultats concernant les interactions HDL-parasite et HDL-antigène 
variable,FUFKIN suggéra alors l'hypothèse d'une inhibitionrelative de 1'interactionHDL- 
trypanosome par le manteau de surface. En effet, 1'utilisation~'a~ents stabilisants soit la 
structurahon moléculaire du manteau de surface comme le diméthylsubérimidate, soit 
la gennabilité membranaire comme les cytochalasines, les anesthésiques locaux 
(dibucaïne, tétracaïne, procaïne) induit une résistance particulièrement élevée des 
parasites vis à vis de la lyse provoquée par les EiDL humaines. De plus, l'auteur remarqua 
que la fixation des HDL s'avére plus rapide si le parasite se trouve sous forme procyclique 
ou s'il a subi une trypsinisation en surface. 

Il était donc possible de conclure que la glycoprotéine de surface joue un rôle de 
barrière empêchant l'interaction HDL-membrane plasmique et que chez un trypanosome 
résistant, le manteau de surface s'opposerait complètement à l'interaction HDL- 
membrane plasmique. 

Cet effet pourrait être créé soit par une conformation différente de la glycoprotéine, 
soit par une densité plus conséquente de 1'AVS en surface parasitaire. 

L'interaction HDL-membrane plasmique pourrait se traduire, dans son rôle 
fonctionnel, par un échange de cholest6rol et de phospholipides entre les deux 
intervenants, provoquant ainsi une modification de la perméabilité cellulaire et une lyse 
des trypanosomes par perturbations des échanges ioniques. 

Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer les échanges entre 
lipoprotéine et cellule. Selon PHILIPS (1980)(145), l'échange se produirait lors de 
collisions transitoires entre les lipoprotéines et les membranes cellulaires. 
BRUCKDORFER (1967)(21), a proposé la théorie de la partition de phase par diffiision du 



cholestérol et des phospholipides à partir d'un donneur (lipoprotéine) vers un accepteur 
(membrane plasmique), transfert rendu sélectif par des interactions spécifiques entre 
cellule et lipoprotéine. 

En contradiction avec les conclusions de Rifkin, une publication récente de GILLET 
et col\. (1987)(63) suggère pour les HDL une fixation sur T.b.brucei selon un système 
saturable impliquant les apolipoprotéines A. Pour ces auteurs, à des concentrations 
légèrement supérieures à celles trouvées dans le plasma, les HDL et les LDL se fixent sur 
le trypanosome mais seules les HDL ont une fixation saturable. De plus , après 
fractionnement des HDL, les auteurs ont observé un système saturable uniquement pour 
les HDL associées aux apolipoprotéines A, et ne concernant pas les HDL à apolipoprotéine 
E tout au moins dans lès conditions expérimentales retenues (concentration supérieure à 

5 mg/ml). 

Ainsi des études complémentaires devraient déterminer la présence ou non d'un 
récepteur spécifique de l'apolipoprotéine A à la surface du parasite. La présence d'un tel 
récepteur a déjà été décrite àla surface des hépatocytes [RIFICI et & (1 984)(156)] et des 
fibroblastes de la peau [ORAM et coll, (1983) (137) 1 . Serait alors mieux comprise 
l'interaction très affine entre DL-apo A et membrane plasmique du trypanosome. 

E - Rôle du calci- 

Le rôle essentiel du calcium sous forme c a t  ' a été envisagé par D'HONT et col1 . 
(1 979)(41). Les premières observations ont montré que lors de la dialyse du sérum humain 
normal, le pouvoir trypanocide sur le variant Antat 1.8 de w r u c e i  diminuait 
considérablement. Parallèlement, lorsque du ca t  ' à des molarités allant de 7,6 M à12,8 
M était ajouté au sérum dialysé, l'activité du pouvoir trypanocide était retrouvée 

+ + + + 
proportionnellement à la quantité de Ca . De plus, le Ca stimule le pouvoir 
trypanocide d'un sérum non dialysé. Cependant lorsque le s 4 m  a été chadé,  le pouvoir 
trypanocide alors inactivé ne peut être restauré en présence de cet ion. Il semble donc que 
le ca t  + seul n'est pas suffisant mais agirait comme cofacteur dans la réaction 
trypanocide. 

Le rôle de l'a2-macroglobuline dans l'activité tqpanocide a d'autre part été à nouveau 
évoqué, par ces mêmes auteurs qui ont pensé que cette globuline pouvait intervenir en + + 
association avec le cofacteur Ca . En effet, lorsque le sérum humain est épuisé par un 
antisénun anti a 2 - macroglobuline puis dialysé, le pouvoir trypanocide disparait 
totalement et l'addition de Ca' ' 0,8 mM ne permet de restaurer que 70% de l'activité du 
sérum. Ces résultats montrent donc l'importance de 1' a 2-macroglobuline intervenant 

t +  
comme transporteur de Ca dans l'activité trypanocide. 



F - Rôle des monosaccharides et du glvcérol 

Une diminution du pouvoir trypanocide a été observée si l'on enrichit 
l'environnement parasitaire de D-glucose, de D-mannose ou de D-fructose et cela de façon 
proportionnelle à la quantité de ces monosaccharides. Par contre, le glycérol augmente le 
pouvoir cytotoxique. 

En conclusion générale , il semble donc que différents paramètres interviennent dans 
la réaction trypanocide , que le rôle de l'antigène de surface serait essentiellement 
d'interdire l'approche de la membrane pour 1'HDL et que l'apolipoprotéine A 1 serait 
déterminante au niveau de la reconnaissance lipoprotéine -parasite. 

Lors de l'évolution d'une trypanosomiase, différentes réponses immunologiques 
peuvent être observées et principalement la présence d'anticorps et d'immuns complexes 
représentatifs des mécanismes de défense du sujet. Ces éléments peuvent être mis à profit 
dans les tests à visée diagnostique. Les anticorps synthétisés le sont par reconnaissance 
du parasite et aussi de l'antigène variable, élément constitutif principal du manteau de 
surface du trypanosome libéré dans le s é m .  

Une des principales caractéristiques, sur le plan immunologique, de la 
trypanosomiase africaine semble être la production intense d'immunoglobulines non 
fonctionnelles, phénomène reflétant une activité polyclonale non spécifique des 
lymphocytes B . Il est important de souligner que les anticorps produits contre les 
antigènes trypanosomiaux ne représentent qu'une faible proportion des 
immunoglobulines totales synthétisées. 



KAZYUMBA et coll. (1986)(103) ont étudié la réponse immunitaire chez des souris 
infestées par T.b.brucei et ont pu mesurer : 

du tvpe IPM dans la rate de l'animal (taux d'IgM six fois plus élevé que chez un animal 
sain). 

d 1 .  anbcoms autolopues vis à vis de DNA simle bn 'Q libéré chez l'hôte lors 
de la lyse parasitaire provoquée par la réponse immune. 

* une Droduction dla ma, des anticorps étant dirigés contre des déterminants - 

antigéniques présents à la surface des globules rouges et contre des antigènes présents à 

la surface des thyrnocytes; cette production d'autoanticorps semblait d'ailleurs être 
corrélée à un phénomène d'activation progressive de cellules polyclonales de type B. 

Au total , le parasite provoque par sa multiplication : 

- une synthèse peu efficace d'anticorps fonctionnels 

- une synthèse d'anticorps inutilisables 

- et enfin, une production d'anticorps dirigés contre des structures telles que globules 
rouges ou thymocytes qui laissent supposer une communauté antigénique possible entre 
la surface parasitaire et les composants plasmiques de ces cellules. 

B - Formation de com~lexes immuns 

Le suivi, à l'aide d'anticorps spécifiques, au cours de la trypanosomiase par 
LAMBERT et coll. (1977)(108) a permis la mise en évidence de la présence d'antigènes 
parasitaires solubles dès le quatrième jour de la parasitémie, avec un pic de concentration 
maximale entre le huitihme et le douzième jour de l'infection. Ensuite ces antigènes 
disparaissent complètement ou sont en quantité c i d a n t e  telle que non détectable. 

Parallèlement, des complexes immuns sont décelés dans le sang circulant chez la 
souris dès le dixième jour de l'infestation. L'apparition de tels complexes semble être 
immédiatement postérieure au premier pic de parasitémie et coïnciderait avec une chute 
du taux plasmatique de complément de classe C 3 avec une persistance importante 
pendant plusieurs semaines. 



Le plus souvent, des dépôts importants d'immuncomplexes ont été identifiés au 
niveau des glomérules rénaux. 

En condusion, la présence de parasites chez un hôte se traduit par 2 types de 
réactions : 

- l'activation d'un facteur trypanocide permettant l'élimination totale du parasite chez les 
hôtes trypano-résistants 

- la production d'anticorps et d'immuncomplexes représentant les premiers signes de 
défense de l'hôte infesté. 

IV - AsDects bio-es va- . . . . 

- Le manteau de surface est constitué par un assemblage d'environ 10 molécules de 
glycoprotéines toutes identiques et étroitement associées, formant une monocouche 
d'environ 12 à 15 n m  d'épaisseur. MCKERMAN (1984)(177), CROSS (1 975)(34) 1 [ figure 
5 ] . Il pourrait avoir comme fonction essentielle d'assurer la relation hôte-parasite 
immédiate, à savoir la micro-physiologie de surface du parasite vis à vis de son 
environnement immédiat mais en réalité, il reprbsente aussi une barrière protectrice vis à 

vis des immunoglobulines et d'autres systèmes de défense de l'hôte infesté. Au plan 
immunologique, ces glycoprotéines sont le support de l'antigénicité spécifique de variant. 
BARBET et ~011. (1978)(11) , ont montré l'exposition "en surface" du manteau de ces 
épitopes spécifiques. Sur le plan biologique, la perte du manteau de surface, selon 
DIFFLEY (1985)(43), s'accompagne de la perte de l'infestivité de la souche étudiée, ce qui 
permet donc encore de souligner l'importance de cette structure dans l'adaptation du 
parasite chez l'hôte définitif. 

VOORHEIS et coll. (1982)(178) assimilent le manteau de surface à une protéine 
+t  

membranaire. Ainsi, l'addition de calcium Ca et d'ionophore A-23187, agent classique 
de déstabilisation des membranes, à une préparation parasitaire libére 80% de la 
glycoprotéine de surface sans provoquer de rupture cellulaire. 

Dans ce mécanisme de libération , le calcium apparait essentie1,l'addition d'EGTA 
lmNl,chélateur spécifique provoque une diminution d'environ 50% du rendement. 
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Ces auteurs ont aussi souligné la possibilité par choc osmotique de libérer le 
manteau. Cette libération est alors tout à fait complète atteignant 92% avec toutefois dans 
cette technique de lyse osmotique un inconvénient majeur celui de provoquer une 
activation d'enzymes intracellulaires et en particulier des protéases qui dégradent très 
vite les glycoprotéines constitutives du manteau. 

Le protocole de libération par ionophore pourrait être d'ailleurs considéré 
comme un mécanisme proche d'un processus naturel de libération spontanée d'antigène 
par le parasite, antigène retrouvé libre dans le sérum de l'hôte infesté. 

Expérimentalement ont été mis au point des conditions multiples de 
libération des antigènes variables, allant d'un simple lavage à des techniques physiques 
de déstabilisation des membranes sans omettre les traitements par dénaturation 
thermique avec ou sans addition de détergent.0nreviendx-a sur ce sujet et onverra que ces 
différents procédés livrent des antigènes variables légèrement différents quant à leur 
comportement, la différence s'exprimant non au niveau de l'axe peptidique mais plus 
particulièrement dans la définition de la zone d'ancrage membranaire de SAVS, différents 
enzymes venant après activation cliver l'ancrage et libérer la glycoprotéine. 

C'est de ces observations que se sont trouvées déduites les notions de 
formes dites "solubles" ou de formes dites' 'l .membranairesU d'antigène variable sur 
lesquelles nous reviendrons tant au plan analytique que structural. 



2) Isolement et purification de la ~lvco~rotéine de surface 

A - Obtention des   ara site^ 

L'isolement des trypanosomes à partîr du milieu sanguin peut s'effectuer essentielle- 
ment selon deux protocoles faisant appel à la chromatographie d'échange ionique ou à la 
centrifugation préparative en gradient de densité. 

a) Chromatomarihie d'échan~e ioniaue l 
Les trypanosomes sont séparés des éléments figurés du sang par le protocole l 

préconisé par LANHAM et GODFREY (1970)(109). La différence de charge en surface I 
l 

membranaire des parasites et des cellules sanguines permet en effet leur séparation sur l 

échangeur d'ions dans une zone de pH comprise entre les valeurs de 6 et 9. Ce gradient est 1 
réalisé à température ambiante par passage du sang de rat infesté par T.b.brucei sur l 
colonne échangeuse d'anions type DEAE-cellulose, équilibrée en tampon phosphate (Na 
2HP04 0.2M, Na H2P04 0.2M, Nacl 0.85% (wlv) , glucose 2.5% (w/v)) de pH 8,O. 1 

Dans ces conditions , les él6ments figurés du sang sont retenus sur la colome alors 
que les trypanosomes toujours vivants sont élués directement. 

Une centrifugation de l'éluat rassemblé, à basse vitesse, 1630 g, pendant 20 minutes, 
livre les parasites sous forme d'un culot de centrifugation. Plusieurs cycles de lavage par le 
tampon phosphate de pH 8 , O  assurent une préparation parasitaire satisfaisante 
respectant l'intégrité cellulaire et peu contaminée par les protéines sériques de rat. 

L'échange ionique , au-delà du préparatif global, peut aussi être utilisé dans le but 
d'un sous-f5actionnernent des parasites. 

Ainsi, EVANGELISTA et coll, (1986)(47) ont défini l'existence de sous-populations 
au sein d'une même lignée de T.cruzi.Les parasites déjà séparés des éléments sanguins 
sont repris en tampon PSG de pH 7,45 et de force ionique 0.145 et déposés sur une colonne 
de DEAE-cellulose. L'élution s'effectue en tampon PSG de pH 7,45 et de force ionique 
croissante : 0.145, 0.181, 0.217, 0.253 et 0.289. Ainsi sont séparbes et caractérisées des 
subfractions cellulaires parasitaires au sein d'une même souche trypanosomale. 

b) Centriftvation 

Certains auteurs [ CROSS (1975)(34)] réalisent, préalablement à l'étape chromato- 
graphique sur DEAE-cellulose , une centrifugation à faible vitesse (1200g, 10 minutes) de 
la suspension parasitaire. 

Cette étape permet une séparation encore imparfaite hématies-parasites puisque les 
trypanosomes forment dans ces conditions une couche cellulaire au-dessus des globules 



rouges. L'avantage de cette étape préalable est toutefois non négligeable : elle rend en effet 
l'étape de chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose décrite plus haut, plus rapide et 
en améliore le rendement. 

Elle s'avère indispensable si l'on fait appel à la centrifugation en gradient de 
densité. 

p - Centriheation en madient de densité 

La seule alternative à l'échangeur d'ions pour la séparation des éléments figurés du 
sang et des parasites est la sédimentation sur un gradient de densité. Le milieu utilisé doit 
respecter l'intégrité cellulaire et être choisi en fonction de la densité des particules à 

séparer ainsi que de leur pH optimal. Plusieurs milieux peuvent être utilisés , les plus 
fréquemment rencontrés sont le percoll et le ficoll. 

MORTATTIet cd(l985X134) ont utilisé la technique de c e n e a t i o n  en gradient 
de densité en utilisant une solution de Fïcoll. La suspension parasitaire est déposée sur ce 
gradient et centrifugée à 300 g pendant 15 minutes. Les cellules sanguines sédirnentent 
alors que les parasites forment une bande bien individualisée à l'interface. 

De même , GRAB et cou.(l984)(65) ont isolé les trypanosomes du sang de rat infesté 
par le variant MiTat 1.52 par centfigation sur un gradient de percoll, suspension 
colloïdale de particules de silice recouvertes de polyvinylpyrrolidone . 

c) V w u r  dions I 

Récemment,EKEJINDU et cpU, (1986)(48) dont le but était de préparer des 
trypanosomes à partir de tissus parasités (moelle épinière, cerveau, rate), ont aussi fait 
appel à une séparation sur gradient de densité en Ficoll tout en gardant l'échange ionique. 
Un échantillon sanguin ou la suspension de tissu sont déposés sur Ficoll et après 
centrifugation à 800 g,pendant 30 minutes, une séparation en quatre phases est obtenue. 
Dans le cas d'un sang parasité, la phase inférieure contient les globules rouges, les 
neutrophiles et les monocytes puis une couche de Ficoll dépourvue d'éléments cellulaires 
et enfin une interphase contenant les trypanosomes et les 1ymphocytes.La phase toute 
supérieure représente le tampon de dilution, Dans un deuxième temps,l'interphase 
trypanosomes-lymphocytes est récupérée, lavée trois fois par le tampon et déposée sur une 
colonne de DEAE-cellulose. Ainsi à partir de rat infesté par m n s e  ou T.brucei, ce 
protocole permet de récupérer 80% des parasites dénombrés dans le sang et 65% des 
trypanosomes présents dans la rate de l'animal. 



Cette double séparation présente divers avantages: un gain de temps, une moindre 

1 quantit4 de DE-52 uti1isée;et aussi la préparation de trypanosomes du tissu cérébral, de la 
1 

moelle épinière ou de la rate , situation où la chromatographie d'échange ionique seule 
n'est pas résolutive . 

B - Libération du manteau de surfa= 

A partir de parasites obtenus par l'une ou l'autre méthode décrites, différents modes 
de li. bération du manteau de surface ont été proposés. Parmi ceux-ci, il faut distinguer les 
techniques permettant d'obtenir l'antigène variable de fhçon "spontanée" c'est à dire sous 
une forme dite " soluble", de celles qui libèrent une forme plus complète possédant encore 
l'extrêrnité responsable de l'ancrage membranaire de l'antigène variable et appelée pour 
cette raison "forme membranaire". 

a) Libération de la forme soluble 

La libération de la forme soluble (sVSG) de l'antigène variable peut s'effectuer selon 
deux modalités : l'une fait appel à la rupture cellulaire tandis que la seconde tente de 
respecter l'intégrité du parasite. 

a) Techniaues a a n t  a ~ p e l  à la rupture c e l l w  

Différents modes de rupture cellulaire ont été utilisés : 

- homogénéisation en présence de billes de verre 

- choc osmotique en tampon phosphate de pH 8,O 

- congélation-décongélation successives 

- filtration sur microseringue 

- sonication 

- lyse partielle par le dioxane 

Le premier protocole de libération du manteau de surface de mrucei a été décrit 
CROSS en 1975 (34). Les antigènes variables étaient préalablement marqués et cela avec 
une grande spécificité par un rhactif N-acétylant, le formylméthionine 35 S sulfone 
méthyl phosphate (F'MSP). Le marquage cellulaire est effectué à 30% et à pH 9,3. Le 



FMSP forme des liaisons covalentes avec les groupements aminés externes des protéines 
de surface sans provoquer de déstabilisation importante du manteau de surface. Ceci peut 
être vérifié par contrôle du maintien du pouvoir infestant des trypanosomes traités. La 
"libération" des AVS est alors obtenue par rupture des trypanosomes : les parasites en 
suspension dans un tampon Tris 50 d, Kcl50 mM, acétate de magnésium 5 mM de pH 7.6 
étant lysés par une homogénéisation rapide en ~ré-ce de billes de verre. 

L'homogénat est ensuite soumis à une centrifugation à 15 000 g pendant 15 minutes. 
70 à 80% du marqueur se retrouve alors dans le surnageant. Le culot obtenu est remis en 
suspension et recyclé. Après une nouvelle centrifugation, les surnageants réunis sont 
traités à 165 000 g pendant 2 heures, afin de sédimenter les particules ribosomales et les 
débris membranaires. Le surnageant résultant de cette dernière opération contient les 
protéines solubles de surface du trypanosome. 

Ce même auteur (1984)(37) a également proposé un protocole de libération par 
psm- des parasites à 0% soit en tampon phosphate de pH 8,O soit en eau distillée 
enrichie en acétate de zinc. 

ROVISst c011. (1 978)(159) utilisent une suspension de trypanosomes marqués soit 
par iodination, processus catalysé par la lactoperoxidase 125 1 selon HOWARD et colIf 
(1 982)(92) et MARCHALONIS~(1971)(125) , soit par oxydation avec la galactose 
oxydase suivie d'une réduction par NaBHq. Dans les deux cas, les enzymes sont incapables 
de pénétrer la double couche lipidique, et permettent de détecter spécifiquement des sites 
externes différents : acides aminés pour la première et sucres pour la seconde au niveau des 
protéines et/ou glycoprotéines constitutives du manteau de surface- traitées, les 
cellules sont soumises B =une série de conPélation-décon~é1aa puis centrifùgées à 

230.000 g pendant 1 heure. L'addition de N a-p-tosyl-L-lysylchlorométhyl c6tone (TLCK) à 
la concentration de 1 mM évite une dégradation protéolytique du matériel libéré. 60 à 80 % 

de la radioactivite sont récupérés dans le surnageant. Le culot 230 000 g est dans un 
deuxième temps traité par un détergent non ionique (NP 40) à 0,5% (v/v) en 30 minutes à 
0% puis centrifbgé 60 minutes à 230 000 g . Ce traitement du culot permet de récupérer le 
matériel radioactifresté en situation mernbranaire après choc thennique et de le comparer 
aux composants spontanément libérés. 

ONODERA 9-1 981 )(136) sur l'espèce T.co-partent d'une préparation 
initialement congelée de parasites. Après U l a t i o n ,  les ~ a n o s o m e s  sont mis en 
suspension dans un tampon Nad 0.05M, Kd 0 .05  M; adtate de magnésium 0.05M de 
pH 7.6 enrichi en antiprotéase (TLCK 0 .001  M). UnelIfiltration sur II droser iqggg est 
réalisée et répétée (5 à 10 passages) jusqu'à ce que les parasites soient réduits à une 
suspension de petites vésicules dans un gel cellulaire. La qualité de la rupture cellulaire 
est vérifiée au microscope. Une centrifugation à 250 000 g pendant 1 heure à 4OC permet 



alors d'obtenir dans le surnageant le "lysat" de trypanosomes qui contient les éléments 
constitutifs du manteau. 

Autre type de rupture cellulaire utilisé pour T.b.brucei : la sonicatioq [ STRICKLER 
et coll. (1978)(168)1. Les trypanosomes en suspension dans un tampon Tris- HC150 mM, 
acétate de magnésium 5 mM, KC150 mM, de pH 7.6 , subissent une rupture par sonication. 
L'homogénat est ensuite soumis à une centrifugation à 12 100 g pendant 5 minutes; le 
surnageant est conservé et le culot après lavage dans le même tampon est centrifugé à 165 
000 g pendant 1 heure afin de sédimenter les particules ribosomales. Les deux 
surnageants 12 100 g et 165 000 g contiennent les éléments représentatifs du manteau 
glycoprotéique de surface. 

Enfin, un dernier protocole mis au point par REINWALD pt ml€. (1981)(149) sur la 
souche TT con~olense pennet une libération du manteau par w a r t i e l l e  des parasites à 

l'aide d' un solvant hydrophobe, Je dioxane à 5% (vlv). Les trypanosomes sont mis en 
suspension à température ambiante dans un tampon phosphate de sodium 0.06M, Nacl 
0.044 M de pH 8,O enrichi en antiprotéases [ fluorure de phénylméthylsulfonyle 100 mM 
(PMSF) et TLCK 2mM dans le dioxane]. 
En 30 à 90 minutes, les parasites ont perdu leur mobilité. Une centrifugation à 15 000 g du 
lysat cellulaire permet d'obtenir dans le surnageant le manteau de surface. 

Au total , la forme soluble de l'antigène variable peut être obtenue après rupture cel- 
lulaire selon dLfférents protocoles.La dégradation protéolytique inévitable est dans la 
mesure du possible minimisée par l'utilisation d'un "cocktail" antiprotéasique. Ii est 
important de noter que le protocole doit être choisi en fonction de la souche étudiée afin 
d'obtenir des rendements optimisés et que la lyse osmotique et la congélation- 
décongélation demeurent actuellement les solutions les plus utilisées. 

) Tech- sans ru~ture  cellulaire 

Plusieurs protocoles, qui veulent respecter au maximum l'intégrité du parasite, ont 
été décrits. Nous ne retiendrons ici que deux d'entre eux : 

- l'action limitée en surface cellulaire de protéases 

- l'utilisation d'un "tampon acide" isoosmotique. 

CROSS (1975)(34) a 6tudié la libération du manteau de surface en 
traitant les trypanosomes de la souche T.b.brucei par des protéases. Après incubation des 
parasites à 37% pendant 15 minutes dans un milieu de culture (Hx 25) enrichi en pronase 



ou en trypsine à la concentration finale de 40 pglml, l'auteur a observé une conservation de 
la morphologie des parasites. avec "perte du manteau" Les cellules sont toutefois 
fragilisées et ne peuvent supporter plusieurs cycles de centrifugation sans être 
altérées. 

Ce procédé décrit il y a plus de 10 ans a marqué une étape dans la recherche sur 
l'antigène de surface des trypanosomes. Très vite, son utilisation s'est trouvée limitée par 
la démonstration du fait que l'antigène variable, objet de l'étude, est amputé par l'attaque 
enzymatique. 

BALTZ et a ( 1 9 7 6 X 9 )  ont adopté, sur le modèle 3'. eaui~erdum un protocole de 
libération du manteau de surface par mise en suspension de préparations de trypanosomes 
vivants dans un tampon phosphate 0,125 M de pH 5,5 contenant 1% de glucose. Les 
parasites sont laissés une nuit à + 4' C sur agitateur de KLINE, cette étape élimine débris 
cellulaires et cellules intactes et correspond à la libération de l'antigène. Après une 
centrifugation à 3000 g pendant 15 minutes,le surnageant pH 5.5 est alors dialysé contre 
une solution de NacI 0,5 M afin d'éliminer le glucose, puis ultraeentnfugé à 50 000 g 
pendant 1 heure à + 4 OC. Le surnageant à ce stade contient l'extrait antigénique brut qui 
renferme, outre l'antigène variable, un certain nombre d'antigènes solubles communs aux 
différents variants.Ce protocole très efficace par le rendement de libération n'est pas 
encore élucidé quant à son mécanisme intime d'intervention au niveau de la membrane. Il 
offre l'avantage aussi d'éviter une rupture cellulaire en minimisant , autant qu'il est 
possible, l'intervention de protéases issues de cellules détruites . 

Nous avons fait nôtre ce protocole pour la préparation en "quantité" de l'antigène 
variable de u.bruceB, Selon les souches, les conditions opératoires ont été optimisées, le 
rendement de libération du protocole standard étant parfois différent d'un variant à 
l'autre au plan qualitatif et quantitatif. 

b - gbération de la forme "membranaire" 

Plusieurs protocoles d'isolement de la forme membranaire ont été publiés pour 
diff6rents variants antigéniques de T.b.brucei, Ils peuvent être classés en 2 groupes 
principaux selon leur mode d'action : 

- traitement des cellules par des détergents non ioniques ou ioniques (Triton x-100, 
déoxycholate de sodium, n-octylglucopyrannoside ...) 

-traitement des parasites par des acides (acide tichloracétique, acide 
trifluoroacétique). 



a) Traitement Dar les détergents 

L'utilisation de détergents permet la solubilisation des protéines membranaires . 
Le premier protocole permettant d'isoler cette forme complexe a été proposé par 

CARDOSO DE ALMEIDA& col!. (1983)(24). A partir des variants MiTat 1.5 et Iltat 1.25, 
la forme membranaire a été isolée par m i o n  d'une suspension de trypanosomes en 
tampon phosphate salin (PBS) contenant du SDS à la concentration de 2%. Après 
refroidissement un déter~ent ionique le Tritw x . . -10Q est ajouté au lysat à la même 
concentration (2%) . La forme obtenue, analysée en électrophorèse-SDS, a une masse 
moléculaire apparente inférieure d'environ 800 à 2000 daltons à celle observke pour la 
forme soluble de l'antigène obtenue de façon classique selon le protocole de purification de 
CROSS (1975X34). 

Cette forme obtenue par ébullition des parasites en présence de SDS; est 
biochimiquement et irnrniinologiquement différente de la forme soluble et correspond àla 
définition de ce que l'ensemble des auteurs dénomme forme membranaire (mf AVS). 

1 De plus, les auteurs (1 984)(25) ont montré que, dans la libération de la glycoprotéine 
de surface, un processus enzymatique était impliqué : en effet, la forme membranaire, par 
incubation à 23OC avec un lysat parasitaire peut être convertie en forme soluble. Cette 
transformation est dépendante de la température, n'a pas lieu a 100"C, et peut être 
inhibée par ébullition en présence de détergents. Les auteurs ont étudié, pour un lysat 
préparé dans le détergent n-octylglucoside e't incubé A 4°C ou A 37%, la cinétique 
d'apparition de la forme membranaire. Au temps O de l'expérience, tous les AVS sont sous 
forme membranaire et au bout de 60 minutes, la majorité des AVS est sous forme soluble, 
avec un processus plus rapide lors de l'incubation 37%. Cette expérience confirme 
l'hypothèse de l'existence d'un enzyme responsable de cette conversion. 

VOOEEHElCS pt ~ 0 1 1 ~  (1982)(178) avaient montré que la libération du manteau de 
surface était inhibée en présence de zinc. A partir de ces observations, CARDOSO DE 
ALMEIDA et colLont codbmé l'absence de conversion de la forme membranaire dans un 
lysat parasitaire enrichi en zinc (1 O&). Cependant, le zinc utilisé à forte concentration 
n'est pas un inhibiteur spécifique de l'enzyme responsable de la conversion. 

L'incubation de la forme membranaire purifiée avec un lysat parasitaire provenant 
de clones hétérologues fournit les mêmes résultats, suggérant donc l'existence d'un sub- 
strat enzymatique possédant une structure commune à toutes les formes membranaires 
connues jusqu'8 présent. 



D'autres détergents ont été utilisés dans les protocoles d'isolement de la forme mem- 
branaire. Ainsi FERGUSON -(1984)(50) ont solubilisé les trypanosomes dans le 
déoxycholate de sodium (DOC) à ébullition. Les cellules lavées en tampon HEPES salin 
de pH 7,4 sont rapidement transférées dans une solution de &ioxvcholate de sodium à 1 % 

(w/v) enrichie en antiprotéases (TLCK 0,l mM). La suspension est portée B ébullition 
pendant 5 minutes puis refroidie à O%, transférée dans un tampon Nacl 0,125 M et 
centrihgée à 100 000 g pendant 40 minutes. Le surnageant résultant contient les 
protéines membranaires totales de la surface parasitaire. 

La solubilisation du manteau de surface en présence d'autres détergents a été étudié 
par GRAB et coll. (1984)(65) pour le variant MiTat 1.52. Seuls les détergents zwittergent 
TM 3-08 et TM 3-16 sont capables de libérer la forme membranaire de l'antigène. 

GURNETT et cou. (1 986)(73) ont purifié la forme membranaire des variants MiTat 1 - 
6 et MiTat 1-2 de T.bruc& par lyse des parasites en tampon phosphate salin (PBS) en 
présence d'un inhibiteur d'activité lipasique : l'acide p-mercuriphenylsufonique (p 

CMPSA) (vh) 10 mM à 4OC pendant 30 minutes. L'étape lytique consiste en 3 cycles de 
congélation-décongélation successifs. La mspension est centrifûgée à 100 000 g pendant 1 
heure . Le culot 100 000 g est repris dans un tampon HEPES 5OmM de pH 7.5 enrichi en 
antiprotéases (TJXKlmM, PMSF, 0,lmM) contenant 1 % de n-octvl~uc~~vrannoside (n 
O G ) . Après une nouvelle centrifugation, le surnageant contient à 95% la forme 
membranaire. 

Quelques modifications ont été apport4es par RRAKOW let CO& (1986)(105) pour 
l'étude du variant Iltat 1.3 de T.b.brucei . Les trypanosomes sont lysés à OOC en tampon 
Bicine-HC15 mM de pH 8,O enrichi en pCMPSA 5mM et PMSF 1mM. Le lysat est alors 
centrifugé 5 minutes B 630 g et le surnageant résultant est soumis à une 
ultracentrifugation B 220 000 g pendant 20 minutes à 4%. Le culot final est agité en 
présence de p-octvl~ucoside à 1 % de PMSF 1mM et pCMPSA 5 mM. La suspension ainsi 
obtenue est à nouveau centrifugbe à 220 000 g et le surnageant résultant contient à 90% la 
forme membranaire de 1'AVS. 

Finalement, de ces travaux représentant des protocoles qui relèvent de la même 
idéologie de départ, il ressort la notion de difficulté de mise en oeuvre d'un protocole fiable 
permettant d'obte nir la forme membranaire avec un rendement également constant. il 
semble que qualitativement et quantitativement, il y ait des différences selon les souches, 
selon les variants. On peut noter aussi que dans les propositions successives, les auteurs 
recherchent des procédés visant B dénaturer le moins possible les molécules 
antigéniques. 

Outre la possibilité de déstabiliser la membrane plasmique, certains 
auteurs proposent des méthodes beaucoup plus sévères par traitement des parasites en 



milieu acide afin de précipiter en une seule étape les protéines de surface. Ce processus 
présente aussi en théorie l'avantage d'éviter des phénomènes de dégradation enzymatique 
de l'antigène. 

JACKSON ~t coU.(1985)(96) ont proposé une méthode rapide et quantitativement 
performante, permettant d'obtenir la forme liée à la membrane parasitaire. Une 
suspension de formes sanguicoles de T.brucei est soumise à une précipitation par l'acide 
trichloracétique à 10% (w/v) à 0%. Après centrifugation 1 nuit à 5OC, le culot remis en 
suspension dans l'eau subit une extraction par le mélange organique chloroforme- 
méthanol (2;1, v/v) à raison de 20 volumes . Une séparation en phases est possible par 
addition de 0,2 volume d'une solution de NaCl à 0,9% Après centrifugation à 12 000 g 
pendant 1 heure, la phase aqueuse contient 90% de la forme liée à la membrane, de masse 
moléculaire de 58 000 daltons. 
Les auteurs pensent que le traitement préalable des cellules par l'acide trichloracétique 
inactive complètement l'enzyme responsable "in vivo" du processus de libération du 
manteau et empêche la protonation de plusieurs groupes fonctionnels de 1'AVS et le 
dépliement de la structure tertiaire etJou secondaire de la molécule, facilitant ainsi sa 
solubilité dans le mélange organique. 

Un autre protocole d'isolement de la forme membranaire du variant ViTat 1-1 a été 
décrit par C m  et coU.(1985)(30). Après obtention des trypanosomes par DEAE . . cellulose, les parasites sont marqués en surface par iodination et sol&&sés b s  une 

on dacide muoroacétiaue PI"I'A) à 0.1% I . Les auteurs cornidèrent que la 
solubilisation de l'antigbne dans le TFA B 0,1% est plus efficace que dans les détergents 
neutres ou zwitterioniques utilisés classiquement pour déstabiliser des membranes 
lipidiques et solubiliser des constituants membranaires. De plus, le traitement par le TFA 
permet d'éviter le phénomène d'hydrolyse spontanée de l'AVS.Enfin, la conversion d'une 
forme membranaire en forme soluble, souvent observée lors de la lyse des parasites 
vivants en présence de détergents non ioniques, n'intervient pas lors de ce traitement 
acide. 

Ce dernier protocole a été améliore récemment par HAMBREY et coll.(l986)(79) qui 
soumet les parasites de la souche T.brucei ii un traitement par un mélange &mtnle g . .  \ 

ue B 0.190, L'addition d'acétonitrile ayant l'avantage 
d'augmenter la possibilité de solubilisation de l'antigène de surface et aussi de permettre 
l'injection sur colonne HPLC de l'extrait membranaire sans traitement préalable de 
l'échantillon. 



C - Purification de l'antigène variable 

Après l'étape de libération de la glycoprotéine, une étape de purification permet 
d'éliminer les antigènes communs présents dans la préparation afin d'obtenir des 
antigènes variables ayant un degré de pureté satisfaisant pour une approche biochimique 
et structurale. 

Différentes techniques de purification ont été décrites faisant appel à la 
chromatographie classique (échange ionique, afTinit-6) ou à la chromatographie liquide 
haute performance. 

a) Çhmmat-ie é c u u s e  d ions. Isoélect 1. rofocalisatios 

Selon la technique de CROSS (1975)( 34) , l'extrait antigénique brut préalablement 
marqué au s0ufi.e 35 et obtenu par homogénéisation des trypanosomes en présence de 
billes de verre est déposé sur une colonne de DEAE-cellulose équilibrée en tampon 
phosphate de sodium de pH $,O. Dans ces conditions, 50 à 70% des protéines de l'extrait 
brut se fixent sur la résine et lors de l'élution avec le tampon d'équilibre apparait un pic 
étroit de matériel représentant environ 50% de la radioactivité initiale. La fi-action retenue 
éluée par une solution de NaCl 0,3 M n'est pas radioactive et apparait donc dépourvue 
d'AVS. 

Le pic radioactif d'AVS non retenu sur l'échangeur est soumis B un fractionnement 
par isoélectrofocalisation dans une zone comprise entre les valeurs de pH 3 à 10. Une 
fraction majeure de point isoélectrique voisin de 6.9 et deux pics mineurs de points 
isoélectriques respectifs 5.9 et 6.2 sont individualisés pour 1'AVS 427 de T-brucei, 

Pour l'auteur, la fraction majeure (pHi 6.9)correspond 8 l'antigène variable dont la 
pureté peut être contrôlée en électrophorèse de tamisage moléculaire en présence de 
SDS. 

P) Chro-hie d'affinité sur lectina 

BALTZ gt collL(l 976)(9) préconisent, pour l'isolement des AVS de W e r d u m  un 
protocole utilisant la chromatographie d'*nit& sur colonne de concanavaline A- 
Sépharose directe ment applicable sur l'extrait brut (surnageant de libération pH 5.5). 



L'extrait antigénique, à la concentration de 5mg par ml, est déposé sur gel de conca- 
navaline A-sépharose. Les fractions non retenues , à savoir les antigènes communs, sont 
recueillis dans l'éluat d'équilibre jusqu'à ce que l'absorbante, mesurée à la longueur d'onde 
de 280nm, soit devenue nulle. Dans un second temps, la colonne est traitée par une solution 
de NaCl 0,5 M contenant 10%(p/v) d'a-méthyl-D-mannoside. L'éluat correspond à l'AVS, 
fraction glycoprotéique spécifique, électrophorétiquement homogène en électrophorèse - 
SDS. 

REINWALD et ~011% (1 981 x i  49) ont étudié la purification des AVS de T.cong.olense 
selon la même technique chromatographique d'aEnité.Les auteurs ont constaté que 
l'élution par a -méthyl-D-mannoside n'est pas totale et ont pensé que l'interaction AVS- 
colonne ne se réalise pas seulement en fonction des glycannes mais également au niveau 
d'adsorptions non spécifiques faisant intervenir l'axe peptidique de la glycoprotéine. 
Néanmoins l'élution de la colonne par de l'éthylèneglycol à 50% ou par du borate 0,l M de 
pH 8,O n'a modifié en rien le rendement chromatographique. L'augmentation des 
concentrations en a-méthyl-D-mannoside n'a pas non plus permis d'améliorer un 
rendement préparatif faible. 

Les auteurs ont finalement utilisé une désorption électrophorétique de ces protéines, 
procédé difficile de réalisation sur de grandes quantités de matériel. 

x Çhrouuhgmphie d'&té sur anticomg 

DIF'F'LEY et co~l(1982X 42) proposent une méthode de punfiication de 
l'extrait antigénique brut par colonne d'-nit4 anticorps selon la technique décrite par 
AFCHAIN m. (1 976X 2) . Des immunoglobulines monosp4cifiques de lapin, préparées 
selon la méthode de STRICHLER et colL (1 978)(168) , sont couplées à une sépharose - 4 B 
activée au bromure de cyanogène. 

L'extrait antigénique brut est déposé sur cette colonne ; les protéines 
non fixées sont éliminees par un tampon phosphate de sodium à 0,85% et l'antigène 
variable est élu6 par le même tampon enrichi en chlorure de guanidine 5 M. 

Ce type de chromatographie est comparable à la chromatographie 
d'-té sur lectines et permet d'obtenir 40% d'AVS dans un extrait brut total avec une 
pureté de 100%. 



G ) Çhromatorrra~hie liauide haute nerformance 

Une purification de l'antigène variable sous sa forme soluble par chromatographie 
liquide haute performance a été proposée par CLARKE m. (1 984)(29) . Afin de palier à 

la dégradation protéolytique de l'antigène, problème souvent rencontré dans les autres 
systèmes de purification, les auteurs préconisent une technique de chromatographie 
HPLC en phase inverse en une seule étape, ce qui permet une grande rapidité de 
préparation de 1'AVS. 

Après lyse osmotique à 0% des parasites, le lysat parasitaire est repris par une 
solution d'acide trifluoroacétique (TFA) à 0,1% afin d'obtenir une concentration protéique 
de 1 à 5 mg par ml.Une agitation rapide et une centrifbgation à 12 500 gpendant 5 minutes 
permet d'éliminer le matériel insoluble. Le surnageant contenant les protéines solubles 
dans le TFA est injecté sur une colonne RPSC ultrapore C-3. L'élution en gradient linéaire 
d'isopropanol de O à 60% est réalisée en une heure et permet d'obtenir une fraction 
contenant l'antigène variable. 

b Puacation de la fo- 

Plusieurs protocoles d'isolement de la forme membranaire ne 
nécessitent pas d'étapes ultérieures de purification puisque l'antigène membranaire est 
directement obtenu avec un rendement de pureté de 90 B 95% . Tel est le cas pour les 
protocoles d'ébullition des parasites en présence de SDS [ CARDOSO DE ALMEIDA & 
d. (1983)(24)], de lyse hypotonique suivie d'extraction par le n-octylglucopyranoside 
[ GURNETT ~t COI!. f1986)(73) et KRAKOW et coll. (1986)( 105) 1 ; de précipitation a 
l'acide trichloracétique [ JACKSON BU. (1985)(96) 3 . 

Pour les autres protocoles précedemment décrits, une étape de purification est 
nécessaire pour obtenir l'antigène membranaire. Celle-ci peut s'effectuer par 
chromatographie dtaaEinité, sur lectines, par centrifugation en gradient de densité, ou par 
chromatographie liquide haute performance. 

La préparation membranaire obtenue par FERGUSON ~t c& (1984) après 
ébullition des parasites en présence de déoxycholate de sodium est purifiée par 
chromatographie d'affinité sur colonne de concanavaline A-sépharose traitée 
préalablement par une solution de bicarbonate d'ammonium 20 mM-Nonidet NP-40 (v/v). 



Les fractions retenues sur la colonne sont éluées par le tampon d'équilibre enrichi en 
urée 8 M. L'AVS sous forme membranaire est précipité par de l'éthanol. 

B ) ChromatQfza~hle llaulde haute - . . .  

La purification du matériel libéré par le traitement acide avec le TFA à 

0,1% [ CLARKE et c d .  (1985X30)) s'effectue par chromatographie HPLC en phase inverse 
sur une colonne RP-SC ultrapore, de type C3 ( 3 chahons hydrocarbonés fixés sur la silice). 
Le pic majeur élu6 par le propanol en 60 minutes correspond à l'antigène variable. 

FOX& col1 . (1986)( 57) ont également modifié le protocole de CLARKE. La première 
étape de lyse parasitaire du variant MiTat 1-4 est identique. Après ~xtraction 
$rifluoroacétiu, la solutionest filtrée sur un filtre de 0,45 pm et injectée sur une colonne 
préparative C 18 en phase inverse préalablement équilibrée en acide trifiuoroacétique à 
0,1%. L'élution s'effectue en isopropanol selon différentes étapes : O à 30%, 15 minutes ; 
40%, 15 minutes ; 40%, 80 minutes. La forme membranaire est alors caractérisée par un 
temps de rbtention de 54 minutes. 

Enfin, l'extrait antigènique brut, obtenu après traitement des parasites par le 
mélange acétonitrile à 20% - Acide tifluoroacétique B 0,1%, est déposé pour purification 
sur une colonne TSK phényl pw en phase inverse. L'élution est réalisée par un gradient 
de 20 B 50% en acétonitrile. Le pic majeur exclu correspond B la forme "membranaire" de 
l'antigène dont la taille moléculaire en électrophorèse en présence de SDS est estimée à 
66 000 daltons. Ces résultats s'opposent apparemment B ceux de FERGUSON & 
d.(l984)(50) quant à la taille moléculaire apparente de l'antigène membranaire qu'ils 
situent à 58 OOQ. 

Qu'il s'agisse de la forme "soluble" ou "membranaire" de l'antigène 
variable, ce dernier a fait l'objet de nombreuses études analytiques et structurales afin 
d'en déterminer : 



- la structure primaire 

- la conformité moléculaire 

- le mode de glycosylation de l'axe peptidique 

- les modifications post-traductiomelles 

-et enfin, la caractérisation précise d'un glycolipide C-terminal complexe responsable 
de l'ancrage membranaire de I'AVS. 

3) R ~ L ~ c ~ u  re de la P~VCOD roteine de surface 
I .  

A -  Ca , .  . ractenstiaues 

Les AVS de T.b.bruceiisolés dès 1975 par CROSS ( 34) se caractérisent tous par une 
taille moléculaire d'environ 65 000 en gel de polyacrylyamide en présence de SDS. De 
grandes différences existent quant à leur point isoélectrique (variation de 5.8 à 8.3) à leur 
composition amino-acide, à leur séquence amino- acide N-terminale [ BRIDGEN ~t col1 . 
(1976)(20) ] et à leur richesse relative en sucres (variation de 7 à 17% plp). Toutefois, la 
définition qualitative de la copule glucidique est représentée par des résidus de mannose, 
de galactose et de N-acétylglucosamine [ JOHNSON et ~ 0 1 1 ~  (1977)( 100)J 

B - Btructure des AVS 
. . a - $tructure Dnrnare 

Deux approches différentes ont permis de définir la structure peptidique des antigè- 
nesde T.b. brucei : d'une part par étude de séquence nucléotidique du DNA 
complémentaire de 1'ARN messager specifique des antigènes et d'autre part, par étude de 
l'axe peptidique de l'antigène variable purifié. 

* RéPion C-terminale 

Les résultats obtenus ont permis d'établir les points suivants : 

a )  existence d'une extension C- terminale hydrophobe absente des 
, . glvcoprotexnes de surface isolées et purifiées 

Les premiers travaux de biologie moléculaire ont été publiés par le groupe de 
BOOTHROYD gt COIL (1 980)(15) sur I'AVS 11 7 dont la séquence amino-acide avait été 
déterminée en particulier dans la région C-terminale. par approche peptidique. 

Les auteurs ont identifié la séquence des 445 nucléotides de l'extrêmité 3' de 
l'insertion plasmidique et par comparaison avec la séquence peptidique, ils ont montré que 
la glycoprotéine isolée était exempte de la séquence hydrophobe correspondant aux 23 
codons précédant le codon stop duDNA. L'étude d'un autre AVS (221 )par BOOTHROYD g$, 
coll. (1 981 ) (1 6) confirma cette observation, les 2 extensions se terminant par les 3 mêmes 



résidus LEU-LEU-PHE . 
La présence de cette extension hydrophobe a pu être généralisée à d'autres variants 

[ MAJUMDER et coll. (1 981 )( 122), MATTHYSSENS ~t ~011. (1 981 )( 124), RICE-FICHT & 
coll. (1981)( 147)], les 3 derniers résidus étant soit LEU-LEU-PHE soit LEU-LEU-LEU. 
Deux longueurs différentes : 17 résidus ou 23 résidus ont été caractérisées. Cette 
différence de longueur de l'extension est corrélée avec la nature de la séquence C- 
terminale de l'antigène variable et en particulier l'identité de l'acide aminé C-terminal. 

P ) P o G i n e s  
A .  1 1 isolées 

Parallèlement à l'étude précédente, BOOTHROYD gt colL (1980)(15) ont mis en 
évidence l'existence d'une glycosylation au niveau de l'acide aspartique C-terminal. La 
même étude menée en parallèle sur d'autres AVS [ HOLDER et col1 ( (1981) ( 88), 
BOOTHROYD et coll . (1 981)(16) MAJUMDERpt coll . (1 981 )(124), MATHYSSENS et coll. 
(1981 )( 126) et RICE-FICHT et col1 (1981 X150) 1 a permis ensuite de découvrir d'autres 
acides aminés C-terminaux : la sérine principalement, mais aussi pour un seul AVS (AVS 
11 8), un résidu d'asparagine. Les AVS ont donc pu selon ce critère d'identité être classés en 
trois catégories selon la nature de l'acide Rminé C-terminal (figure 6) e t ,  en fonction de ce 
que nous avons vu au paragraphe précédent, et selon l'extension peptidique initiale avant 
processing C-terminal. 

x - Existence d'homoloPie au niveau de la ré/won C-teminale 

L'existence d'une grande similarité au niveau de la région C-terminde a d'abord été 
sus pectée par MAJUMI)ER et coll ( 1981)(124) puis par MA'ITHYSSENS et q&. 
(1 981 )(126) pour les AVS AnTat 1.1 et AnTat 1.8 (figure 7 ) . Pour ces 2 variants, les 11 5 
résidus amino-acides C-terminaux présentent une homologie globale de 50%, y compris 
dans l'extension hydrophobe au niveau de laquelle seuls 7 résidus différent. De plus, les 
résidus de cystéine se retrouvent à des positions invariantes à l'exception des résidus 77 et 
83 où le nombre d'acides aminés entre ces 2 cystéines peut être légèrement diRBrent. Cette 
conservation tout à fait remarquable du positionnement des cystéines laissait donc prévoir 
une exigence conformatio~elle stricte de la partie C-terminale de la molécule et cela à 

travers l'existence de ponts disulfure. 

RICE-FICHT et coll . (1981)(150) ont pu confirmer ces premiers travaux et définir 
deux groupes d'AVS en fonction de leur séquence C-terminale : 



Répartition des AVS en fonction du residu C-terminal 

(D'après Borst et Cross ( 1982 

AVS 

AVS 117 TrP Glu Asn Asn Ala Cys LYS A ~ P  * 

AVS 121 T ~ P  Glu G ~ Y  Glu Thr C Y ~  Lys Asp 8. 

IITat 1.3 T ~ P  Glu G ~ Y  Glu Thr CYs LYS A ~ P  + 

AnTat 1.1 TrP Glu Ala Glu Thr Cys Lys AsP + 

AnTat 1.10 T ~ P  Glu GlY Glu Thr CYS LYS A ~ P  * 

AnTat 1 . lB  TrP Glu G ~ Y  Glu Thr Cys Lys AsP * 

AnTst 1.8 TrP Glu G ~ Y  Glu Thr (3's LYS ASP 

AVS 55 Asn Thr Thr Gly Ser * 

AVS 60 Asn Thr Thr Gly Ser 

AVS 221 Gly Asn Thr Asn Thr Thr Gly Ser Ser 

IITat 1.1 LYS Thr Thr Asn Thr Tbr Gly Ser 4t 

TxTat 1 LYS Thr Ser Asn Thr Thr Ala Ser * 

AVS 118 Pro A ~ P  LYS Glu LYS CYs Afg Asn * 

FIGURE 6 



' A r p  G l n  Ly. G l y  Lyr Sr 
GAT CAA AAA CGC AAA f C c  . o.... 0 .  0. . . 
A M  EAA ACA ACC ACG GAA 
L y m  G l -  T k  T h  T k  G l u  

* 

20 30 
Ly. G l u  V o l  L y r  A i o  
AAG GAG GTT AAA CKc 

* o .  

GGC ACC GAA ACT CAC 
C l y  T h r  G l u  Th- A.* 

? 

L 

Skquences nucl&otidiques identifiees (avec correspondance amino acide ) 

pour les AVS : AnTat 1.1 et AnTat 1.8 [ Matthyssens et a. ( 198 1 11 

I 

P o t 1  M i n d l  I l  
1 80 

S u  VœI f h i  G l n  T h r  C l n  T h r  A l o  C l y  G l y  T h r  G l v  A l m  T h r  T h r  h o p  Lym 
1 -8 GCT GTA ACA CAA ACT CA6 ACT GCA GGA GGA ACC GAA GCG ACA ACA GA1  4AA 

0. .)o. -.* -0- .O -0. 0-0 0. O o. . 0.. .* 0. .* * O *  

1 .1 GTA ACA CAA CAA AC? ACA AGC CGA ACT GAA ACA CCA GCA GAA AAA 
P r o  Vœ1 T h r  G i n  A l o  G i n  T h - T h r  k r  A r s  S r r  G l u  T h r  P r o  A l o  G l u  LI.' 

eo 1 100 - G l u  G 1 y  C l u  T h r  y. L y - m S r r  S r r  I l -  Lœu Vnl A r -  L y r  G l n  Lru A l o  
1.8 CAA CGT CAA  ACT^ AAA IGAT.:TCC TCT ATT CTA GIA AAC AKA CAA TTA =CC --- 

0.- o.. ..O .* . r* . *O .O* 

1.1 T c T  ATT CTA CTA ACA AAG AAC TTC GCt  
S r r  11- Lru LI; fhr L y m  Ar- i  Ch. A ) "  

t 
M i n f  1 

Lou kr V o l  V o l  hr A l o  A l o  Ph-  A l o  A l o  L - u  L r u  Ph. --* 
1.8 CTC ACC GTC GTT G C t  GCA TTT C c c  G t c  TTC CTT TTT T A A  TTA  GCK CC' 

..O *.. 0.. O*. ..I 0.- .. 0. . . -0 0. 0. *. *.O 

1.1 CTC A t C  GTG GTT TCT GCT CCG TTA GTC G t A  CTG C T t  TTC TAA ACA CC1  YT: 
L w  S u  Vol V a l  S r -  Al. A l e  L r u  V o l  A l o  L r u  L r v  L r u  

120 130 

1.8 CTC t t ~  CTA AAA ATT TTC C C ~  CTG CTA A A A  TTT  TCC TAC TCT G A T  A T A  T T T  

1 .t Tl'C CCC T C 1  C T T  TA& AAT T T 7  CCT TGC TAC TTC AAA AAC TTC TGA TA7 4 7 7  

1 A 0  

1.8 TAA CAC CTA AAA AAT TCC CCG CA)= 

l.1 TTA ACA CCT TT  <A>= 



* un premier groupe formé par les AVS IlTat 1.2, IlTat 1.3 et 1'AVS 11 7 pour lequel 
une grande conservation des résidus se retrouve au niveau des 105 amino-acides C- 
terminaux. Sur la figure 8 sont indiqués par une flèche les 8 résidus de cystéine en position 
conservée . On peut également souligner dans cette région de l'AVS, l'existence d'une 
alternance de zones hydrophiles ( vvvvvvvvw ) et de zones très hydrophobes(-) 

* un second groupe représenté par les AVS IlTat 1.1 et IlTat 1.4. Dans ces AVS, 
l'homologie C-terminale est beaucoup plus discutée. Des régions hydrophobes franches 
sont cependant encore visibles sur les 225 nucléotides C-terminaux. Seul les 4 résidus de 
cystéine sont absolument conservés entre les 2 AVS . [ figure 9 1. 

En conclusion, il se dégage de ces travaux nombreux au plan structural l'existence 
d'une certaine conservation au niveau de la région C-terminale,conservation plus ou 
moins ffichée mais stricte semble-t-il pour les résidus de cystéine dont on connait à 

travers les ponts disulfùre le rôle essentiel dans la structuration moléculaire. 

J,'homolopie au niveau de la repion N-terminale et l'existence d'une séauence 
~ n a l "  ont été recherchées. Sans que les choses soient aussi nettes que pour la région C- 

terminale, un certain degré d'homologie a été mis en évidence entre des AVS issus de 
mérentes espèces trypanosomales [ OLAFSON et coll. (1984)(135) , figure 10 1 

En fait la synthèse des AVS [ Mc CONNEL ~t ~011. (1981 )(120) et BOOTHROYD& 
co11,(1981)(16) (1982)( 17) est assimilable à celle de bon nombre de protéines membra- 
naires , synthèse qui passe par un précurseur muni d'une extension N-terminale et qui 
dans le cas de T.b.brucei est longue de 25 rdsidus amino-acides. 

* - Axe ~ e ~ t i d i a u e  ~énéral des anti~ènes variables 

De nombreuses séquences nucléotidiques ont été décrites pour différents variants : 
AVS 11 7 [BOOTHROYD et col1 . (1982) (1 7), ALLi3N plt coll. (1 982) (3)] AnTat 1.1 et 1.8 
[ MATTHYSSENS et col1 (1 981 )( 126) , MICHIELS et coll . (1 983N 129) , PAYS et col1 . 
(1983)(141) 1, AnTat 1 . I O  PAYS et coll. (1 983) ( 142) ] ILTat 1 .l [ RICE-FICHT s t  coll . 
(1981)(150) , (1 982)(151) 1 , IlTat 1.2,1.3 E RICE-FICHT et col1 (1981 X150)I. 

La structure primaire de I'AVS 117 a été déterminée complètement par séquence 
amino-acide [ALLEN gt coll. (1 982)(3) ] . Les caractéristiques générales de cette molécule 
[ W N  et GURNETT (1983)(4) 1 peuvent être résumées en quelques points : 



SBquences amino acides des AVS 117, IITat 1.2 et 1.3 

/D'apr&s Rice Ficht et coll. / 1981 1 

FIGURE 8 





# 
1 

Comparaison des régions N-terminales d' AVS issus de différentes espèces de trypanosomes 

[D'aprés Olafson et d. (198411 

- 



- La présence d'un segment N-terminal contenant de 8 à 10 résidus basiques et aucun 
résidu dicarboxylique. 

- La nature très hydrophile des 112 résidus C-terminaux avec une richesse 
particulière en lysine (24 résidus) et en acide glutamique (17 résidus) 

- La présence de 8 résidus de demi-cystine dans la région C-terminale, associés entre 
eux dans la formation de deux groupes de ponts disulfure respectivement situés de part et 
d'autre d'une chaine glycannique ( figure 11 ) . Parmi ces résidus de cystéine, les 5 
derniers sont toujours suivis par un résidu de lysine. 

- L'existence de deux ponts disulfure dans la partie N-terminale et d'un unique 
groupement thiol libre au centre de la molécule en position 244. 

- L'absence de segment hydrophobe C-terminal susceptible de pouvoir jouer un rôle 
d'insertion dans la double couche lipidique membranaire. 

1 

a) Etudes ~rédictionnelles 

LALOR et COIL (1984)(107) ont utilisé les rdsultats de séquence de différents AVS et 
ont comparé les prédictions de structure secondaire obtenues selon les méthodes de 
GARNIER gt c d .  (1 978)(61) et ROBSON @m. (1 974)(158) . 

Pour tous les variants étudiés (I1Tat 1 .l, 1.2,1.3,1.4 , AnTat 1 .l ,1.8 et TxTat 5.28), 
existe une probabilité élevée pour une structure en hélice a , au niveau de la région N- 
terminale de ltAVS,. D'autre part, pour la région C-terminale, il peut être avancé que les 
variants possédant une grande homologie de séquence répondent à un même type de 
structuration secondaire qui apparait ainsi conservatrice dans sa définition générale. 

Par contre, dans la région centrale des AVS, la répartition de structure hélicoïdale 
s'avère très différente selon I'AVS considéré et cette observation laisse entendre une 
"variabilité conformationnelle" à l'origine d'une structuration tertiaire diffdrente. 





D'autres études prédictionnelles réalisées par COHEN et coll . 
(1984)(33) sur les variants 117, AnTat 1.1 , IlTat 1.1 et IlTat 1.4 ont révélé la notion de 
séquences répétitives au sein de la région amino-terminale , séquences appelées par les 
auteurs "heptades" [ figure 12 1. Ces zones sont constitu6es de 7 acides aminés ayant la 
caractéristique pour le ler  et le 4è résidu d'être apolaires, ce qui permet, selon PARRY& 
a. (1 979)( 139), ( 1982)(140) de favoriser l'entrecroisement d'hélices a. Cette 
configuration mène à une hélice superenroulée comme l'a décrite CRICK. 

FREYMANN et coll. (1984)(59) ont cristallisé, pour le variant MiTat 1.2 , un 
fragment correspondant au dimère de la région amino-terminale de l'AVS. L'analyse 
cristallographique à une résolution de 6 A a révélé que ce fkagment se présente sous une 
conformation en faisceau d'hélices a ; chaque monomère contenant 2 hélices a réunies 
entre elles et d'une longueur de 80 A. Cette structure sur environ120 résidus amino-acides 
soit le 114 de I'AVS n'est interrompue que par une seule crevasse, dans le variant 
étudié. 

Ce même AVS a également été observé en microscopie électronique par COHEN & 
& (1984)(33). Les résultats obtenus sont en accord avec l'étude cristallographique . La 
molécule apparait caractérisée surtout par un important domaine allongé de 100 A x 70 A) 
prolongé par une "queue fibreuse". 

Pour le variant DiTat 1.3 , la même étude révéle une morphologie sensiblement 
différente; en effet, la molécule est formée par une région globulaire (=-60 A de diamètre), 
attachée à un domaine de 100 A de longueur et 30 A d18paisseur, elle-même reliée à une 
région globulaire plus petite (= 40 A de diamètre). 

Récemment , Ml3TCALF et col1 . (1987)(128) ont réussi à cristalliser un autre AVS 
(IlTat 1.24), le cristal était d'une structure semblable à celle décrite pour MiTat 1.2. 

Une telle communauté observée entre 2 AVS ayant des résidus C-terminaux 
différents (acide aspartique pour IlTat 1.24 et sérine pour MiTat 1.2) permet selon les 
auteurs de prévoir une structure tertiaire très semblable pour tous les AVS. 

C) ~lvcosvlation des anbgenes v a b l e s  de surface . . 
Les compositions glucidiques réalisées sur divers AVS de T.b.bmcei ont montré de 

grandes variations d'un point de vue quantitatif (7 à 17%, plp), avec au contraire une 
constance remarquable dans la définition qualitative des glycannes. Sont en effet toujours 



Représentation des " heptades" dans les ABS 1 17 et AnTat 1.1 
ID'apres Cohen et coll. ( 198411 

i L 

Résidu a b c d e 

AVS 117 (MITat 1 .O 

Cys Gly Leu Ala 
Leu Arg Lys Val Aia 
Val Leu Thr Lys Leu 

7 heptades His Ile Ser Tyr Arg 
Leu Glu Glu Met Glu 
Leu Arg Ile Tyr Ala 
G ~ Y  Asp Gly Val G ~ Y  

Ala Glu Ile Leu Aia 
2 1/2 heptades Ala Ala Leu Met Arg 

Ala Leu Thr (Pro Glu 

Leu Lys Thr Ala Leu 
Ala Gly Phe Ala 

3 1/2 heptades Ala Ala Ala Val Ser 
G ~ Y  

Leu Met Thr Leu (Gly 
Thr Thr Ser GlY Ser 

Cys Thr Tyr Ser 
Ma Lys Arg Gin Ala 
Leu Ala Gln Thr Leu 

6 heptades Ala Ser Ser Ala Ala 
Ser Arg Gln Ma Gln 
Ala Ala Leu Ala Leu 
Leu (Pro Asp) 

2 heptades Tyr Lys Glu Afa Ala 
Leu Leu Ile Tyr Ala 

Ile Gln Asp Al a Gln 
Ile Glu Asn Trp Thr 
Asn Thr Lys Leu Val 

5 heptades Ala Met Tyr Ser Ser 
Ile Asp Glu Leu Met 
Leu Glu (Gly EIis 

Ala Asn Gly 
Arg 

G ~ Y  Gln 

Ala 
GfY 
LYS 
L ~ S  
Thr 
Leu 
Glu 

Thr 
Gln 
Glu 

LYS 
Glu 
Ser 
Thr 
Ala 

LYS 
Ala 
Gln 
LYS 
Gln 
Ala 

Ala 
Thr 

Ala 
G ~ Y  
G ~ Y  
G ~ Y  
Leu 
Glu 
A ~ P  

Thr 
G ~ Y  
Ser 
LYS 
LYS 
Lys 
Gln (Lys Ses) 

Thr 
LYS 
Ala Asn 

Ala 
G ~ Y  
Tyr 
Leu 
His Cys) 

Thr 
Asn 
Arg 
Gin 
Leu 
LYS 

Thr 
His(Lys1 

Ser 
Glu 
Gln 
h g  
Leu 
A ~ P  
Lys Thr Cys) 



-67- 

retrouvés des résidus de mannose, de galactose et de N-acétylglucosamine [JOHNSON et 
CROSS (1977)(100) 1. 

HOLDER et CROSS (1981)(88) , après isolement de glycopeptides trypsiques de 
plusieurs variants ont précisé des types très différents de glycosylation : 

* les glycopeptides "internes" pourvus d'une chaine oligosaccharide branchée par 
l'intermédiaire d'un résidu d'asparagine, à l'axe peptidique, ces glycanes sont 
essentiellement constitués de mannose et de N-acétylglucosamine, Pour certains variants, 
du galactose peut être identifié. Leur position le long de l'axe peptidique se définit dans le 
dernier tiers C-terminal de la molécule. Toutefois, le glycopeptide préterminal peut 
changer dans son site d'expression. 

* un glycopeptide "C-terminal" qui d'ailleurs serait à l'origine de réactions 
immunologiques croisées entre les différents AVS (CRD). 

Cet oligosaccharide original dans sa stnicture est branché sur l'acide aminé C- 
terminal de l'AVS. Si ce dernier est une sérine, on observe une double glycosylation, un 
second site oligosaccharidique subterrninal étant situé au niveau d'un résidu d'asparagine 
distant de seulement 3 résidus acides aminés par rapport à l'acide aminé marquant 
l'extrêmité de l'axe peptidique.Si l'acide aspartique représente le résidu C-terminal, le 
glycopeptide pré C-terminal semble plus internalisé au regard du nombre de résidus 
séparant l'asparagine de liaison de l'extrêmité de I'axe peptidique. 

Le giy-e branche sur l'amino-acide C-terminal est constitue de mannose, de 
galactose, de glucosamine, la présence d'un résidu de glucosamine non acétylée ayant été 
démontré par STRANG gt ~011. (1 986x1 67). 

La liaison entre ce glycanne et l'axe peptidique (sérine ou acide aspartique) se définit 
par une liaison amide entre la fonction a-carboxylique de l'acide riminé et un résidu 
d'éthanolamine POLDER (1983 a ) (89) ] . 

ROVIS et DUBE (1981 )( 160) ont étudie l'effet de la tunicamycine au niveau de la 
biosynthèse des AVS. Leurs résultats ont confirmé ceux de HOLDER et CROSS (1 981 )(88), 
à savoir la distinction de deux types de chaînes oligosaccharidiques : 

- un premier type dont le biosynthèse est totalement inhibée par la tunicamycine. 

- un second type dont la structure est impliquée dans des réactions immunologiques inter- 
AVS (CRD) et dont la synthèse n'est pas affectée par la tunicamYcin& 

Afin de déterminer un rôle potentiel des glycannes N-liés dans le 
transport de I'AVS vers la surface cellulaire ou dans l'interaction des AVS constitutifs du 
manteau de surface, STRICKLER et PATTON(1982)(169)ont utilisé un agent 
bifonctionnel, le dithiobis (succurimidyl propionate) (DSP) 1 capable de former des 



liaisons intermoléculaires en réagissant avec les fonctions aminées des protéines sans 
altérer la fonctio~dit6 des molécules. Les parasites sont incubés dans un milieu enrichi 
en sérine radiomarquée [ 14~-sérine] pendant 60 minutes en présence ou en absence de 
tunicamycine puis le milieu d'incubation est traité pendant 30 minutes par l'agent 
bifonctionnel (DSP) puis analysé en électrophorèse SDS. En présence de tunicamycine, le 
disn&re ne se constitue pas , contrairement à ce que l'on observe en l'absence de 
tunicamycine. Cette comparaison montre que les glycannes N-liés sont essentiels dans la 
dimérisation des AVS. 

Ces résultats laissent aussi envisager une affinité de type lectinique. 
Ainsi, les auteurs se sont intéressés B étudier l'effet des monosaccharides sur cette 
interaction. Après une incubation des AVS en présence d'un monosaccharide en 
concentration variant de 0,l M à 0,5 M, un traitement par l'agent bifonctiomel DSP puis 
une analyse électrophorétique ont été réalisés. Les résultats ont révélé que ni le galactose, 
ni le mannose, ni le glucose n'étaient capable d'empêcher 
la dirnérisation. 

D - Çaraeténsation immunolopiau? . . 

Au cours de la trypanosomiase africaine, la réponse immunitaire de l'hôte se traduit 
par une production d'anticorps dont certains sont synthétisés spécifiquement par 
reconnaissance du parasite. L'apparition de tels anticorps permet de contrôler la 
parasitémie et représente donc le mécanisme essentiel de défense de l'hôte. 

L'étude des facteurs responsables de cette réponse immunitaire a très vite été centrée sur 
la détermination des épitopes présents au niveau du manteau de sudace parasitaire et en 
particulier au niveau de I'AVS. 

Plusieurs équipes se sont interessées à la définition de ces épitopes par utilisation 
d'anticorps monoclonaux. Certains de ces anticorps réagissent avec l'antigène de surface 
en solution et ne réagissent pas avec le parasite vivant; cette observation soulève le 
problème de l'influence de l'agencement moléculaire de I'AVS dans la réaction 
immunologique. 

Les anticorps réagissant avec les parasites vivants sont essentiels dans la protection 
de l'hôte. Deux équipes ont étudié, par utilisation d'anticorps monoclonaux, les épitopes 
exposés ou non à la surface des trypanosomes vivants : 



* HALL et ESSER (1984)(78) ont utilisé 30 anticorps monoclonaux obtenus à partir des 
parasites du clone WRATat 1 de T.b. rhodesiense . Ces anticorps ont été testés selon les 
techniques d'immunofluorescence en phase liquide sur parasites vivants et 
d'immunofluorescence sur parasites fixés à l'acétone, ils ont pu établir tout d'abord qu'il 
n'existait aucune corrélation entre la capacité neutralisante v i v ~  des monoclonaux et 
leur classe. En effet, parmi les anticorps étudiés, on remarque parmi les sous classes IgM, 
IgG1, IgG2a, IgGfLb, IgG3 et IgA une même répartition entre anticorps protectifs ou non 
protectifs. 

De l'ensemble de leurs résultats, les auteurs ont conclu qu'il existe une étroite corrélation 
entre la capacité neutralisante d'un anticorps et le pouvoir de fixation de celui-ci à la 
surface des trypanosomes vivants en test d'immunofluorescence. En revanche, les 30 
anticorps monoclonaux produisent une immunofluorescence similaire à la surface du 
trypanosome fixé à l'acétone. 

Les anticorps monoclonaux ont Bté rbpartis en deux classes : les anticorps 
trypanolytiques (17) responsables d'une neutralisation des parasites v i v ~  et les 
anticorps non trypanolytiques (13) ne provoquant aucune lyse parasitaire. 

Les études en immunofluorescence ont permis de définir les sites de fixation de ces 
anticorps : 

- 14 anticorps trypanolytiques qui se fixent à la surface du parasite 

- 7 anticorps qui se fixent au niveau de la poche fiagellaire et parmi ceux-ci 3 sont 
trypanolytiques 

- enfin, 9 anticorps qui caractérisent des épitopes enfouis non trypanolytiques. 

Afin d'établir une carte topologique des épitopes présents au niveau de la molécule 
antigénique de WRATat 1, la technique de fixation compétitive des anticorps mono~lonaux 
a été utilisée sur I'AVS purifié : chaque anticorps a été successivement utilisé comme 
anticorps fluorescent et anticorps bloquant (par fkation sur l'antigène pour bloquer la 
fixation d'un autre anticorps fluorescent). 

Au moins 16 épitopes distincts ont été définis et classés en quatre familles 
comprenant respectivement 11,3,1 et 1 épitopes [ figure 131. 

La définition d'épitopes accessibles uniquement au niveau de la poche flageliaire et 
sur trypanosomes vivants, permet de souligner l'existence d'une différence dans 
l'agencement moléculaire au niveau de cette zone par rapport à l'ensemble de la surface 
parasitaire. 

* MILLERet.(1984) (1 31 )ont également obtenu des anticorps monoclonaux (9) à partir 
de l'antigène de surface du clone MiTat 1.6 de [IYB.brucei. Panni ces anticorps , se fixant 
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I 
Localisation des kpitopes de l'antigène variable de surface dii variant 

WRATat 1 de T.b.rhodesiense I selon HALLetESSER (1984) (77) 1 

A : famille composbe de 11 epitopes 

R : famille composée de 3 &pitopes 

C,D : familles composées d'un seul épitope 

Chaque cercle reprbsente un épitope distinct caractérisé par 

(SI - une accessibilité ii la surface du trypanosome vivant 

(FP) - une accessibilité au niveau de la poche flagellaire uniquement 

(BI - une inaccessibilitb la surface dit trypanosome vivant 

* Anticorps trypanolytiques. 



tous sur les parasites fixés à l'acétone, seuls deux se sont révélés trypanolytiques. 

Afin d'établir une carte topologique des épitopes présents au niveau de 1'AVS MiTat 
1.6, un test compétitifradioimmunologique a été réalisé entre ces différents anticorps et a 
permis de caractériser 5 régions immunogéniques distinctes ; parmi celles-ci, une seule 
région antigénique est exposée en surface parasitaire [ Figure 141. 

Parallèlement, les 9 anticorps monoclonaux ont été testés en immunoblotting vis à 

vis de 1'AVS purifié. Les anticorps caractéristiques de l'épitope exposé ne reconnaissent 
pas l'antigène purifié (en test RIA) alors que les 7 autres anticorps réagissent avec la 
glycoprotéine en immunoblotting. Ces résultats permettent de définir pour l'épitope de 
surface une labilité conformationnelle. 

Les épitopes définis par les 7 autres anticorps monoclonaux ne sont exposés qu'après 
libération du manteau de surface en solution ou après rupture du manteau lors du séchage 
ou de la réhydratation pendant la préparation des lames d'immunofluorescence. 

Des études ultérieures W L E R  et ~011, (1984) (13211 ont permis de localiser ces 
régions antigéniques au sein du domaine N-terminal de l'antigène de surface. 

Les études sur des variants différents (WRATat 1 de T.b.rhodesiense et MiTat 1.6 de 
T.b. brucei ) livrent des résultats différents sur le plan de la proportion des anticorps 
trypanolytiques obtenus. 

Ces divergences peuvent s'expliquer par le mode différent de préparation des 
anticorps monoclonaux (à partir de trypanosomes dans le premier cas et à partir de la 
glycoprotéine de surface isolée dans le 2ème cas). 

Dans le but d'établir également une carte topologique des épitopes protectifs, 
PINDER gtcoll. (1987)(146) ont préparé des anticorps monoclonaux à partir de parasites 
du clone DiTat 1.3 de r.bruceiL Ce variant est en effet un modèle interessant puisque , 
comme nous l'avons précédemment décrit dans le paragraphe sur la structure secondaire, 
cette molécule est formée par une région globulaire attachée à un domaine allongé alors 
que I'AVS MiTat 1.6 [ étudié par MILLER gt col1 , (1 984)(131)] possède une configuration 
légèrement différente caractérisée par un important domaine allongé et prolongé par une 
"queue fibreuse". Il semblait donc essentiel d'étudier les épitopes de surface sur deux 
molécules différentes au plan de la structure secondaire. 

Tous les anticorps monoclonaux produits (au nombre de 20) se fixent sur les parasites 
fixés à l'éthanol. 



MOH h membra 
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1 - 2 - 4 : &pitopes de surface cr66s lors de modifications conformationnelles 
3 - : épitope non expose en surface 
5 - : bpitope de surface conformationnellement labile. 

Représentation schématique des régions immiinodominantes de 

I'AVS MiTat 1.6 de T.brucei.Iselon MILLER et d. (1984)(129)1. 

-C 



L'analyse de leur pouvoir trypanolytique (vis à vis des trypanosomes vivants) révèle 
qu'un seul de ces anticorps est trypanolytique avec aussi l'existence d'un autre anticorps 
partiellement neutralisant. 

Ces mêmes anticorps ont été testés vis à vis de l'antigène purifié par compétition 
immunoenzymatique en phase solide (RIA) selon la technique proposée par MILLER. 
Tous les anticorps étudiés réagissent avec 1'AVS à l'exception de 4 qui d'autre part ne se 
fixent pas à la glycoprotéine en solution. Les auteurs conclurent que ces anticorps étaient 
dirigés contre des sites conformationnels présents au niveau de l'antigène en situation 
membranaire et que ces derniers seraient perdus lors de la conversion de la forme 
membranaire en forme soluble, ou bien seraient dirigés contre des épi%pes associés à 

l'ancrage membranaire. La première hypothèse peut être confortée par l'observation de 
WESTHOF et ~011. (1984)(181) selon laquelle les anticorps monoclonaux fabriqués à partir 
d'une protéine sont souvent très spécifiques de la conformation de la protéine utilisée et 
que de nombreux facteurs sont capables d'induire des modifications conformationnelles 
ultérieures. 

1 En conclusion de cette étude, PINDER gt CO& (1987)(146) ont montré qu'il existait 
peu de sites antigéniques exposés à la surface de DiTat 1.3 et de surcroit, que ces épitopes 
semblaient de conformation labile. Ces observations sont en accord avec celles de MILLER 
gt ~011. (1984)(131) malgré une structure secondaire Mérente entre les deux variants 
étudiés. 

il est intéressant de souligner que malgré une hypemariabiiité des acides aminés 
présents dans la séquence peptidique de l'AVS (environ 400 sur 500) , le phénomène 
d'échappement à la réponse immunitaire semble impliquer vraisemblablement des 
modifications seulement au niveau de quelques résidus constituant le site antigénique 
exposé. Des changements conformationnels pourraient aussi représenter un facteur de 
variation; l'analyse de la structure secondaire a- hélicoïdale de 1'AVS montre en effet qu'un 
degré de variation peut être induit par de très légères différences au niveau de la séquence 
dno-acide, impliquant de profonds changements conformatio~els [COHEN et col1 
(1 984)(33)]. 

En conclusion, il faut retenir que l'utilisation d'anticorps monoclonaux ne peut 
exclusivement permettre l'identification précise d'une région immunodominante et 
qu'une approche simultanée, par étude de la séquence amino-acide, par analyse de 
l'imrnunogénicité de peptides naturels ou synthétiques et encore par étude de la structure 
tridimensionnelle doit être réalisée afin d'appréhender de façon plus exacte la ou les 
régions impliquées dans la réponse immune de l'hôte. 



E - Analvse du ~lvcoli~ide C-terminal 

Nous avons précedemment décrit 3 types de modifications post-traductiomelles au 
niveau de l'AVS, à savoir : 

* clivage du peptide signal N-terminal 

* clivage de l'extension hydrophobe C-terminale 

"addition de chaines oligosaccharidiques internes de type 
N-asparaginylglucosaminidique. 

La succession de ces modifications ainsi que leur rôle dans la fonctionnalité de la 
molécule ont fait l'objet de nombreuses études. Une quatrième modification est encore à 
l'étude, il s'agit de l'addition d'un glycolipide C-terminal. 

En fonction du protocole de libération de l'antigène, il est possible en effet de 
distinguer deux formes de 1'AVS (forme soluble et forme membranaire). Outre les 
caractéristiques précédemment décrites qui sont communes à ces deux formes, la forme 
membranaire possède un glycolipide complexe C-terminal dont le rôle essentiel est 
d'assurer l'ancrage de I'AVS dans la bicouche lipidique de la membrane plasmique 
parasitaire. 

Différents éléments de structure ont déjà été proposés et permettent une approche de 
la complexité de cette molécule. 

HOLDER et cola (1 981)(88) ont mis en évidence une substitution de l'acide aminé en 
position C-termide de laglycoprotéine. En effet, un résidu d'éfhanolamine est lié par une 
liaison amide à la fonction carboxylique de l'acide aspartique ou de la sérine C- 
teminale. 

La présence de phosphore [ BALTZ et coll . (1984)(10) 1 , de glycérol et d'acides gras 
[DUVILLIER gt coll (1983)(46) 1 a été mise en évidence pour plusieurs antigènes de 
T.eaui~erdum suggérant l'existence d'une copule glycérophospholipidique. 

CARDOSO DE ALMEIDA et TURINER (1983)(24) ont montré que la M6rence entre 
forme membranaire et forme soluble était localisée au niveau du peptide C-terminal 
possédant le site antigénique commun (CRD). 

FERGUSON et CROSS (1984)(50) à partir des formes membranaires du variant 
MiTat 1.4 ont montré la présence d'un acide gras caractéristique de cette forme 
moléculaire de l'AVS : l'acide myristique, dont la labilité en présence de soude 0.05 M dans 
l'éthanol à 23°C indiquait sa participation à la structure phosphoglycérolipidique par 
l'intermédiaire d'une liaison ester. L'analyse chimique comparative [ FERGUSON et coll. 
(1985a )(51)] du peptide pronasique myristylé issu de la forme membranaire et du 
glycopeptide C-terminal issu de la forme soluble, permettait aussi de localiser le site 
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d'acylation au niveau de la structure oligosaccharidique C-terminale. Un traitement à 

105" C par un mélange d'acide acétique anhydre et d'anhydride acétique (3/2) du peptide 
myristilé a libéré un composant de comportement chromatographique identique à celui du 
1,2-dimyristyl-3-acétylglycérol. témoin. 

Cette structure était sensible aux phospholipases : 

La phospholipase A libére 50% d'acide myristique et la phospholipase C libére 100% 
de 1 ,2-dimyristyl diglycéride, ce qui témoigne de la présence d'une liaison phosphodiester, 
et d'autre part de l'existence de l'énantiomère sn 1,2-dimyristyl glycérol. La lipase 
pancréatique et la phospholipase D se révélent inactives. 

nsi . lors de la convers on de la forme membranaire, l'enzyme endogène 
permettant la libération de l'antigène soluble présente une activité de type phospholipase 
C libérant le l,2-dimyristyl glycérol B partir de la structure native complète. 

FERGUSON et col1 ; (1985b) (52) se sont attachés à déterminer la structure du 
glycolipide C-terminal. Plusieurs points sont établis : 

*La désamination *a vco~e~t ide  C - b m h d  issu de la forme 

~oluble Co 
. 1 .  nvertit 1-u mine en M v d r o m a n n o s e .  Cette 

conversion CHORTON et PHILIPS (1973)(90) 1 implique aussi, si le résidu de glucosamine 
est intégré dans une structure oligosaccharidique, un clivage au niveau de cette osamine 
CHORTON et PHILIPS (1973)(90) ; WILLIAMS (1979)(182) 1 et  la libération du mono- ou 
du polysaccharide voisin. Aucune l i ~ r a t i o n  n'ayant pu être mise en Bvidence, la seule 
possibilité kta i t  de situer l'osamine B l'extrémité réductrice du glycanne. 

* Pour préciser & le m o ~ n ~ i n e  était 
tre au'un suc-, les auteurs ont effectué une 

réduction du glycopeptide C-terminal par le borohydrure tritié suivie d'une hydrolyse 
acide et d'une recherche de glucosaminitol marqué. L'absence de glucosaminitol marqué a 
révélé que le groupement hydroxyle en C 1 de la glucosamine &ait engagé dans une liaison 
impliquant vraisemblablement, directement ou indirectement, le dimyristyl glycérol. 

* . . 1. . . ++ire de la  luc cos amine a . .  
s t ruc tm -, les auteurs ont appliqué la désamination par l'acide nitreux à la 

forme membranaire marquée avec de l'acide [ 9,lO- 3~ rnyristique. Le traitement a libéré 
un composant dont le comportement chromatographique sur couche mince était identique 
à celui du phosphatidylinositol. En conséquence, le 1.2-dimMstv1 &vcBrol f m  d un 1 

nositol substituant la glucosamine. Une dernière confirmation a été 
apportée par l'incubation de la forme membranaire avec une phospholipase spécifique du 
phosphatidylinositol qui a permis la libération attendue de 1,2 dimyristylglycérol. 



Avec ces éléments de structure et sachant que la phospholipase C du trypanosome 
libère du dimyristyl glycérol, il était possible de prévoir la présence d'un jnositol 
mono~hqsghate dans la forme soluble de l'antigène. Après hydrolyse acide du 
glycopeptide C-terminal, l'analyse en chromatographie en phase gazeuse a révélé la 
présence d'un pic majeur dont le temps de rétention était identique à celui du 
triméthylsilyl myo-inositol. Pour établir l'état de phosphorylation du myo-inositol, le 
glycopeptide a été soumis à une hydrolyse par la phosphatase alcaline dans des conditions 
où des standards de myo-inositol l- et 2- phosphate étaient hydrolysés quantitativement. 
Les résultats de chromatographie sur DEAE-cellulose suggéraient que le glycopeptide 
n'avait pas été modifié. Un échantillon de glycopeptide fut soumis à une désamination par 
l'acide nitreux puis à une réduction. L'analyse en chromatographie en phase gazeuse a 
montré que la désamination a libéré le myo-inositol-1-phosphate et non le myo-inositol 
libre . La résistance du glycopeptide à la phosphatase alcaline suggérait aussi que le 
groupement phosphate était présent B l'origine sous une forme autre que monoester. Les 
auteurs ont alors propos6 l'hypothèse d'un myo-inositol 1,2-monophosphate cyclique. 
L'hypothèse semblait être confirmée par la sensibilité du groupement phosphate à la 
phosphatase alcaline après une courte hydrolyse acide favorisant la formation de myo- 
inositol monophosphate à partir de la forme phosphate 1,2 cyclique. 

Les études de biosynthèse avec des précurseurs radioactifs suggéraient que cette 
structure particulière form6e par l'association complexe éthanolsrnine glycosyl- 
dimyristyl phosphatidylinositol serait transférée "en bloc" en moins d'une minute après 
l'achèvement du polypeptide [ FERGUSON gt c011,(1986)(53) 1 . 

Une schématisation de la structure C-terminale de la forme membranaire de 
l'antigène a été proposée par LOW &gt& (1 986)(119) Wgure 15 1. 

Récemment , FERGUSON (1987)(54) a proposé une structure du glycane reliant 
l'éthanolamine au résidu de glucosamine. Il est constitué de 7 résidus glucidiques dont 3 
mannoses et 4 galactoses avec présence d'un résidu de phosphore reliant le groupement 
hydroxylé de l'éthanolamine à la fonction alcoolique en position 6 d'un résidu de mannose 
[figure 1 61, * 

La structure de l'oligosaccharide C-terminal a également été d6terminée par 
SCflMITZ et cou. (1 987)(161) pour un autre variant (MiTat 1.6). Les résultats obtenus 
sont légèrement différents. Pour ce variant, l'oligosaccharide C-terminal a été isolé par 
traitement acide (hydrolyse par l'acide fluorhydrique à 60% dont la spécificité est de cliver 
les liaisons phosphodiesters), ou par digestion pronasique de I'AVS. 



Schématisation de la stnicture C-îerminale de I'AVS MiTat 1.4 (1 17) 

D'apres Low et &4- (198611 
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Structure de l'oligosaccharide C-terminal proposée par FERGUSON ( 1987) 
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Après isolement et purification par électrophorèse et chromatographie d'finité sur 
concanavaline A, le glycane a été analysé en spectrométrie de masse et en résonance 
paramagnétique nucléaire H-RMN. 

l Les ions caractéristiques obtenus ont permis de définir les points suivants : 

- il existe un "noyau" formé de 2 résidus de mannose et d'un résidu de glucosamine non 
acétylée, avec substitution possible au niveau d'un mannose par 2 résidus de galactose. 

- un résidu de mannose est impliqué dans une liaison phosphodiester (substitution en 
position 6) avec le résidu d'éthanolamine 

- le résidu d'inositol est lié de façon glycosidique au résidu de glucosamine par la fonction 
alcoolique en position 4. 

1 - Toutes les liaisons sont en position a 
l 

La figure 17  illustre la structure ainsi proposée pour l'oligosaccharide C-terminal 
représentant le déterminant antigénique croisé (CRD). Cette structure a été étudiée pour 
son activité CRD par test radioimmunoenzymatique. Sous cette forme, l'oligosaccharide 
possède une forte activité de réaction croisée alors que le traitement par l'hydrolyse 
fluorhydrique à 60% inhibe totalement cette activité. Ces résultats ont permis aux auteurs 
de suggérer une implication essentielle des résidus de phosphore (un seul ou les deux) dans 
le maintien de la structure responsable de l'activité de réaction croisée. 

De plus, le traitement de l'oligosaccharide par l'a-galactosidase ne modifie 
absolument pas cette activité. La participation des rbsidus de galactose dans l'activité 
CRD peut ainsi être rejetée. Cependant, il faut rappeler que CROSS (1979)(36) avait 
montré que certains variants dépourvus de résidus de galactose possèdaient une activité 
croisée moindre. 

En conclusion, cette structure oligosaccharidique C-terminale, bien que globalement 
définie, demeure cependant très discutée quant au nombre et à l'agencement des résidus 
de galactose en fonction des variants étudiés. 

La notion de spécificité de structure du glycolipide en relation avec le variant, la 
fonctionnalité de l'entité sont aussi des éléments importants qui restent à préciser. 

L'existence de lipides liés de façon covalente est de plus en plus déaite au niveau de 
protéines ou de glycoprotéines. Différents exemples sont ici rapportés. 





F - Autres tmes d'acvlation 

* D'autres protéines membranaires ont été identifiées comme sensibles à l'action de la 
phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol. Certaines d'entre elles sont 
présentes chez l'homme, d'autres appartiennent au domaine parasitaire. 

* Protéines membranaires humaines. 

Ainsi, TSE et ~011. (1985)(170) a observé que la glycoprotéine Thy-1 de neurones et de 
thymocytes de rats possède dans sa forme mature un résidu de cystéine en position C- 
terminale sur lequel est branchée une structure glyc'ophospholipidique. Par 
chromatographie en phase gazeuse et par fragmentation de masse, les auteurs ont montré 
que cette fraction C-terminale est constituée d'éthanolamine, de myo-inositol, d'acide 
stéarique, de phosphate, de glycérol et de mannose [ Tableau 5 1. 

Cette structure complexe a été également mise en évidence pour l'acétylcholinesté- 
rase de Tomedo marmorata par STIEGER et co11.(1986) (166). Les auteurs ont montré 
que la forme amphiphile soluble dans les détergents pouvait être convertie en une forme 
hydrophile par action d'une phospholipase C isolée chez T.brucei. Par contre, 
l'acétylcholinestérase d'érythrocytes humains n'est pas sensible à cette phospholipase. 
Selon les auteurs, cette diE6rence serait dûe B une spécificité sélective de la lipase vis à vis 
de la longueur des acides gras impliqués dans le glycolipide. 

Par désamination nitreuse , LOW et CQ& (1987X120) ont souligné , pour 
l'acétylcholinestérase de Torpedo ainsi que pour la phosphatase alcaline isolée de 
l'intestin de boeuf ou du placenta humain, l'existence d'une structure glycolipidique 
d'ancrage membranaire identique à celle observée par FERGUSON et col1 (1 986)( 53) pour 
T.brucei. De même, JEMMERSON et ~011~  (1987)(97) ont décrit pour la phosphatase 
alcaline isolée de cellule cancéreuse la présence d'une telle structure ancrée dans la 
membrane par un phosphatidylinositol. L'acylation du glycérol a été déterminée par 
radiomarquage : 

l'acide myristique ainsi que l'acide palmitique sont incorporés au niveau de la phosphatase 
alcaline; un traitement par l'hydroxylamine à pH neutre n'entraine aucune diminution de 
la quantité de radioactivité incorporée au niveau de l'extrêmité C-terminale, ceci confirme 
donc que les acides gras ne sont pas liés par une liaison Mol-ester B la phosphatase 
alcaline comme cela a souvent été décrit pour des protéines acylées par l'acide palmitique 
[ MAGEE gt col1 . (1 982) (1 23) 1. 



Données actuelles sur les structures C-terminales proches de celle de I'AVS 

> 

Pliosphatase Acéty l  5'- A\/ S Thy-1 

alcaline cholinesterase nucléotidase 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------.------- 

Ta i l le  moléculaire apparente (Kda) 70 6 5 7 O 57 1 8 

L ibérat ion des membranes pa r  la phospholipase C de + + + - + 
S. aureus spécif ique du phosphatidyl inositol  

L ibérat ion des membranes pa r  une phospholipase C endo-+ ? ? + ? 

gène spécif ique du phosphatidyl inositol  

Domaine hydrophobe C-terminal responsable de + + ? 4- + 
l 'attachement membranaire 

Séquence amino acide C-terminale hydrophobe dédui te ? ? ? + 4- 

de la séquence cDNA 

Composition du domaine hydrophobe C-terminal 

(a 1 absence d'amino-acides hydrophobes ? + ? i 4- 

(b) éthanolamine ? -C ? -t 

( c )  glucosamine ? -C ? -t 

( d )  autres sucres ? ? ? + t 

(el phosphatidylinositollinositol ? -C ? t t 

( f )  acides g ras  ? t ? t 

TABLEAU 1 



MEDOF et coll . (1 986)(127) ont montré pour le facteur DAF, qui est uninhibiteur des 
enzymes amplificateurs des compléments C3 et C5, une structure d'ancrage similaire à 

celle du glycolipide de T.brucei . En effet, par des techniques immunologiques , DAVITZ & 
a (1987)(38) ont mis en évidence une réactivité croisée entre la forme soluble de ce 
facteur DAF et l'anticorps dirigé contre le déterminant antigénique oligosaccharidique C- 
terminal de T.brucei, 

D'autre exemples similaires ont été récemment décrits : pour la thréalase, la 
phosphodiestérase alcaline de type 1, la protéine activatrice des cellules T et la 5'- 
nucléotidase. 

* Protkines membranaires parasitaires 

Des structures complexes d'antigènes membranaires ont également été définies pour 
certains parasites autres que le trypanosome 

HANDMAM et coll (1984)(180) ont décrit un antigène membranaire amphiphile à la 
surface des formes promastigotes de Leishmania maior qui est libéré dans le milieu de 
culture "in vitro" . Par incorporation de marqueurs radioactifs, ils ont montré que cette 
molécule contient glucose, galactose, acide palmitique, phosphate et sulfate. En 
électrophorèse - SDS, cet antigène présente un profil polydispersé entre les tailles 
moléculaires 20 000 et 67 000 daltons. Par des études ultérieures [(1985)(81) 1 , les auteurs 
ont montré que la nature amphiphile de ce glycocoqjugué était dûe à la présence de lipides 
liés de façon covalente, permettant ainsi l'ancrage de l'antigène dans la membrane 
plasmique parasitaire. 

1 Ce glycoconjugué représenterait le récepteur parasitaire vis à vis des macrophages. 

BOUVIER et coll (1985)(19) ont isolé une protéine amphiphile de surface des formes 
promastigotes de leishrnanies . Cette protéine membranaire est obtenue par extraction en 
présence du détergent TritonX-214 et présente une taille moléculaire de 63 000 daltons en 
électrophorèse en présence de SDS. Par incorporation d'acide myristique [ 3 H 1 ils ont 
confirmé l'analogie structurale étroite qui était suspectée entre cette forme amphiphile et 
la forme membranaire décrite pour l'AVS de T.bruceiC 1 

Chez [ HALDAR, let c011.(1986)(77) 1 , la protéine de surface 
du mérozoïte de taille moléculaire 195 000 daltons est également acylée par une structure 
lipidique du type sn-1,2 diacylglycérol. Ce phosphodiglycéride ne semble pas estérifier 
directement un résidu amino-acide du squelette polypeptidique; cependant, la nature de 
l'intermédiaire n'est pas encore définie. 
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Chapitre II - Travaux personnels 

1 - Clonare des variants et ~ré~ara t ion  de stabila& 

Le matériel biologique expérimental provient, à l'origine, d'un prélèvement sanguin 
réalisé sur antilope (Tragelaphus scriptus) naturellement infestée par une population 
"sauvage" de Trvr>anosoma brucei brucei. Figure 183. 

Après adaptation sur souris (13 passages successifs), la population obtenue a été 
dénommée EATRO 1125 (East African Trypanosomiasis Research ûrganization). Le clone 
AnTat 1.1 (Antwerp Trypanozoon Antigenic type), encore désigné stock ITMAS 150372 B 
(Institute Tropical Medecine Antwerp stock) a été obtenu par sélection arbitraire d'un 
parasite élémentaire (après 1 O passages sur souris) et multiplication en nombre important 
à nouveau chez la souris (7 passages successifs). 

Ce stock est représenté à 99% par le type antigénique AnTat 1 .l; cependant , il existe 
également 1% de parasites appartenant à des populations minoritaires. Après 
neutralisation de l'infection par des immunsérums spécifiques de clones (NIT), les 
populations minoritaires peuvent alors être clonées et amplifiées par plusieurs passages 
sur souris afin de donner naissance à de nouvelles populations stabilisées telles que AnTat 
1.10 et 1.8. 

Ces clones peuvent être conservés sous forme de stabilat : 3 volumes de sang parasité 
de souris sont additionnés 8 1 volume de tampon phosphate glucosé (NaCl 44 mM, 
Na2HP04 57 mM, NaH2P04 3mM, glucose O,l%)(PSG) à 50% 0 dans du glycérol. 
Maintenus à - 70°C, les stocks parasitaires se conservent quelques années, peuvent être 
réactivés par passage sur souris et fournir à nouveau en nombre important des 
trypanosomes de même définition immunologique. 



4 

Clonage de diffkrenu variants de T.b.brucei 

ANTILOPE 
Tragelaphus scriptus 

(sang) 

souris 

1 pl3 (16.566.6,6.6,3.3,3,3,3,3) 
EATRO 1 125 

P 10 (3-4) r 
ITMAS 150372A 

AnTat 1 .I 
NIT (anti 1) 

ITMAS 181073A 

AnTat 1.8 

f NIT (anti 2,35,6,7,111 

l'MAS 130374A 
AnTat 1.10 



L'obtention des différentes préparations antigéniques purSées nécessite plusieurs 
étapes : 

- isolement des trypanosomes 

- libération du manteau de surface des parasites 

- purification de l'antigène variable 

La préparation en quantité importante de parasites est réalisée en deux temps : 

* les stabilats parasitaires sont tout d'abord réactivés par passage chez des souris de type 
swiss. Lorsque la parasitémie, suivie par contrôle microscopique, atteint environ 250-106 
trypanosomes, le sang de souris prélevé par ponction cardiaque est dilué par 1 volume de 
tampon phosphate salin (Nacl 0.123M, Na2HP04 12 mM, m 2 P 0 4  3mM) de pH 7.25 
(PBS) afin d'obtenir une suspension équivalente il 50 - 70.10~ trypanosomes. 

* la suspension ainsi obtenue est injectée par voie intrapéritonéale à des rats ( Sprague 
Dawley) de poids compris entre 250 et 400 g. Après 3jours, les animaux ont développé une 
parasitémie satisfaisante et reçoivent une administration d'héparine avant leur 
sacrifice. 

Le sang obtenu par ponction cardiaque (15 ml en moyenne) est alors recueilli à 4°C 
dans un mélange de tampon phosphate glucosé (PSG) (7,5ml), d'héparine (0,3ml) et 
d'antiprotéases 0,02 mM [ N-a-pTosyl-L-lysyl Chlorométhyl cétone (TLCK) , N- 
éthylmaleimide (NEM), phénylméthylsuHonylfluorure (PMSF)] (0,25ml). 

Pour la séparation trypanosomes-éléments sanguins, deux techniques ont été 
utilisées : la chromatographie sur DEAE-cellulose et la centrifugation. 

a - Chrornatoma~hie sur DEAE-cellulose 

La chromatographie sur DEAE-cellulose a été la première méthode décrite dans la 
littérature pour l'isolement des parasites &ANHAM et GODFREY (1970)(109)]. Les 
trypanosomes sont séparés des éléments sanguins par chromatographie d'échange ionique 
sur une colonne de DEAE-cellulose équilibrbe en tampon PSG. L'élution s'effectue selon un 
débit maximum de 100 ml par heure à + 25°C. L'éluat obtenu est centrigué à1 500 gpendant 
15 minutes et livre un culot parasitaire qui est ultérieurement soumis à deux lavages en 
tampon phosphate PSG. 

Cette technique de séparation des parasites est celle que nous avons le plus souvent 
utilisée. Elle est restée la technique de base de notre protocole préparatif. 



b - Çentrifu~ation 

La centrifugation a aussi été utilisée pour la séparation sang-parasite car elle 
présente d'une part l'avantage d'être plus rapide que la précédente et d'autre part limite le 
coût de la technique d'isolement des trypanosomes. Elle a particulièrement été décrite pow 
la préparation de la forme membranaire de l'antigène variable. 

Le sang de rat parasité obtenu par ponction cardiaque est recueilli à 4OC dans un 
mélange constitué de PSG, d'héparine et des seules antiprotéases TLCK et PMSF (la). 
Le NEM, utilisé dans le protocole précédent, a en effet été décrit comme activateur de la 
conversion de la forme membranaire en forme soluble de l'antigène variable. Après 
centrifugation à basse vitesse (300 g pendant 10 minutes à 4T), on obtient dans le tube 
trois zones : 

- la zone inférieure qui est constituée par les globules rouges 

- la zone intermédiaire qui correspond a la suspension parasitaire très concentrée 

- la zone supérieure qui est représentée par le sérum. 

Après récupération de la zone intermédiaire, la suspension parasitaire subit deux 
lavages en tampon PSG suivis de cenmgations. Le culot résultant contient les 
parasites. 

Nous avons testé et utilisé cette technique de séparation des parasites à l'occasion de 
la préparation de l'antigène variable sous sa forme membranaire. 

. 
L'une ou l'autre des deux techniques rapportées, chromatographie sur DEAE- 

cellulose ou centrifûgation, livre une population parasitaire satisfaisante pouvant servir à 
l'isolement de l'antigène variable. La première nous semble plus indiquée dans le cas de 
préparatifs importants, la seconde possède l'avantage de la rapidia. En fait, le choix 
définitif dépend de l'objectif de recherche : préparation en quantité d'antigène variable; 
préparation de parasites à maintenir en culture; préparation avec respect maximum de 
l'intégrité du manteau de surface. 

3 - Libération du w t e a u  de surface 

La libération de l'antigène variable est obtenue selon deux protocoles différents, en 
fonction de la forme recherchée : forme soluble ou forme "membranaire". 

a-- 

Parmi les nombreux protocoles décrits, nous avons retenu un protocole de libération 
de l'antigène variable évitant la rupture cellulaire BALTZ let COIL (1976)(9) 1. 

Le culot de trypanosomes est mis en suspension dans un tampon phosphate 0,125M 
de pH 5.5 enrichi en glucose à la concentration de 1%. 

La suspension est laissée une nuit à 4°C sur agitateur de KLINE . Au cours de ce trai- 
tement, l'antigène de surface est libéré sous sa forme soluble et les parasites encore intacts 
sont sédirnentés par une cent-ation à 3000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est 



soumis à une ultracentrifugation (1 65 000 g 1 h 4OC) Ce deuxième surnageant correspond 
alors à J'extrait anti~énique brut, contenant l'antigène variable mais aussi les antigènes 
communs. Il est soumis à une dialyse contre le tampon ultérieurement utilisé lors de la 
purification sur colonne d'affinité (tampon phosphate 0 ,O1 M enrichi en NaCl 0,5M , MgCl 2 
1 mM et CaC12 ImM, de pH 8,O). A ce stade, la préparation antigénique peut être conserv6e 
congelée avant l'étape finale de purification. 

Pour l'obtention de la forme membranaire, nous avons fait appel à la lyse des 
parasites selon des protocoles décrits par KRAKOW et ~011. (1 986)(105) et CARIDOS0 DE 
ALMEIDA et coll. (1 983)(24). 

Le culot parasitaire est traité par lyse hypotonique: 

. soit en tampon phosphate 0,OlM de pH 7,20 (PBS) enrichi d'une part en acide p- 
mercuriphénylsulfonique ( pCMPSA), inhibiteur de l'activité lipasique, à la concentration 
de 5mM et d'autre part en inhibiteurs protéasiques PMSF et TLCK ( I d ) .  

. soit en tampon phosphate 0,OlM de pH 7,20 (PBS) enrichi en inhibiteurs PMSF et 
TLCK (IrnM) et aussi en chlorure de zinc (5mM) qui inhibe la liberation spontanée de 
l'antigène variable selon un mécanisme d'ailleurs encore mal défini. 

L'étape lytique s'effectue par agitation de la suspension pendant 30 minutes à 4%. 
Une centrifugation à 600 g (4%, 10 minutes) livre un culot qui est soumis B deux étapes de 
lavage. Le culot membranaire est recueilli après ultracentnfUgation (165 000 g , 20 
minutes, à 4%) et mis en suspension en tampon PBS, pCMPSA ou ZnC12 5mM, PMSF 1 
mM et TLCK 1 mM enrichi en n-octyl-PD-glucopyrannoside (nOG) à 1 % (ph) dont le rôle 
est d' "extraire" la glycoprotéine de surface à partir de la membrane plasmique. 

1 

La libération de la forme membranaire s'effectue par agitation à 4% pendant 10 mi- 
I nutes. 

Une centrifugation à 165 000 g pendant 20 minutes à 4% permet d'obtenir un 
surnageant essentiellement constitué par l'antigène sous forme membranaire purifiée, le 
degré de pureté étant estimé B 95% de la présence protéique etlou glycoprotéique dans la 
littérature. 

4 - Purification de l . a a & n e  variable 1 -  

En ce qui concerne la forme membranaire, beaucoup d'auteurs l'ont étudié sans 
purification supplémentaire au delà de sa libération. 

La forme membranaire obtenue par aetion du détergent n-octylglucoside sur la 
membrane plasmique parasitaire se révèle, nous l'avons vu, déjà pure à 95%. D'autre part, 
une étape ultérieure de purification pose problème pour plusieurs raisons : 

- la faible solubilité de cette forme dans les tampons dépourvus de détergent. 

- la persistance d'une faible quantité de n-octylglucoside dans la préparation antigénique 
malgré une étape de dialyse, ce qui limite les possibilités de recourir B des purifications par 
chromatographie d'afEnité . 



La forme soluble est purifiée selon un protocole décrit par BALTZ et coll. (1 976)(9) à 
savoir essentiellement une chromatographie d'affinité sur colonne de Concanavaline A- 
Sépharose équilibrée en tampon phosphate 0,OlM NaCl 0,5M, MgCl set CaC1 21mAI de pH 
8,Q. 

Les conditions d'élution ont été légèrement modifiées par rapport à la description 
originale. Elles procèdent en plusieurs étapes selon un gradient discontinu utilisant dans 
un premier temps le méthyl-a-D-mannoside à la concentration de 10% dans le tampon 
d'équilibre, puis deux tampons supplémentaires contenant toujours le monosaccharide 
mais respectivement enrichis en agent réducteur ou/et en détergent. 

Le tampon d'équilibre permet d'obtenir une fraction non retenue sur la colonne 
d'affinité (FI) représentant essentiellement les antigènes communs. Le gel de sépharose 
est ensuite successivement soumis (Protocole 1 ) : 

- à une élution par ce même tampon enrichi en méthyl-a-D-mannoside à 10% : fraction 
F2 

- à une élution par ce tampon enrichi en méthyl-a-D-mannoside à 10% et en & 
mercaptoéthanol à 1% : Eraction F3. 

- à une élution par ce tampon enrichi en méthyl-a-D-mannoside à 10% , ~mercaptoéthanol 
à 1 % et en SDS à 0,1% : fraction F4. 

Enfin , le gel de Concanavaline A-Sépharose est laissé en agitation dans le dernier 
tampon pendant 24 h à 37OC, ce qui nous permet d'obtenir une fraction F5. 

Les différents éluats sont dialysés 1 semaine B 4% et lyophilisés. 

L'étude électrophorétique en présence de SDS et de fbmercaptoéthanol [figure 191 
montre alors que les fractions F2, F3 et F4 sont caractérisées parune même bande de taille 
moléculaire apparente voisine de 60 000. En revanche, la fraction F5 comprend plusieurs 
bandes de taille moléculaire supérieure ou très inférieure. 

L'imunoblotting (figure 20) de ces fractions vis à vis d'un immunsérum préparé à 
partir de la fraction F2 a révélé une réaction positive des bandes 60 000 des fractions F3 et 
F4, confinriant ainsi leur identité B savoir celle d'antigène variable au même titre que F2 
éluat classique. Les fractions F2,F3 et F4 ont également été analysées par test 
immunoenzymatique (ELISA) vis à vis d'un immunsérum homologue total ou dressé à 
partir de fragments trypsiques de I'AVS AnTat 1.1. Cette quantification de la réaction 
immunologique n'a pas permis d'établir une mérence significative de ces fractions au 
regard de leur rkponse antigénique. 

Pour la fraction F5, seule une bande de taille moléculaire 60 000 est révélee. Aucune 
des bandes de taille moléculaire inférieure ne réagit avec I'immunsérum anti-AVS AnTat 
1.1 ; il semble donc que lors de la dernière étape de notre protocole la libération de matériel 
protéique corresponde à une libération de lectine et à une dégradation de celle-ci en ses 
sous-unités. On peut donc considérer cette fraction F5 comme un résiduel d'élution sans 
signification particulière et dont le rendement en antigène s'avère négligeable. 
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Profils électrophoretiques comparatifs des fractions anügbniques puri- 

fiees par chromatographie d'd'finit&. 

œ 

Eiectrophor&se en gel de polyacrylamide b gradient 540% en prbsence de SB; tampon de dis- 

solution des bchantillons : Tris-RII 0,0625M, S M  2%. glyc&rol10%, $-mercaptoBthanol5%, pH 

6.8. 

Fractions 6lu&es par le tampon d16quilibre (1 1 puis par le meme tampon enrichi en : 

(2). mbthyi-a-D-mannoside B 10% 

(3) m6thyl-a-D-mannoside b 10% + ,~-mercapto6thanol B 12 

( 4 )  m6thyl-a-Il-mannoside ii 10% + ,$-mereaptoBthanoi B 1% + SDS ii 0.12 

(5)-  agitMion du gel 24 h 37. C dans le tampon 4 

Figure .19 



Rbvelation immunolorriaue des fractions antipiéniaues Durifiees fi. F4 et Fs 

vis à vis d'un immunserum dresse ii ~ a r t i r  de la fraction F2 (variant AnTat 1.1 1 

i 

iw 
s e -  

l - Fraction F3 
2 - Fraction F4 
3 - Fraction fi 

1 
1 Bluées de concanilvaline A-Séphasose 

1 
Fiaure 20 



Cette technique de purification, l'addition d'un réducteur et d'un détergent, nous a 
permis aussi d'améliorer considérablement les rendements en antigène variable. 

A partir d'un rat, il nous a été possible en effet d'obtenir pour les variants AnTat 1.1 et 
1.8 : 

- 1,3 mg de fraction F2 

- 1 ,O mg de fiaction F3 

- 3,O mg de fraction F4 

soit une quantité deux fois supérieure au moins à celle qui est décrite dans la 
littérature. 

Ces rendements ne sont pas aussi importants pour le variant AnTat 1.1 0. Plusieurs 
facteurs sont B l'origine de cette différence : 

- les trypanosomes de ce clone ont une moins grande aptitude à se multiplier chez le 
rat. 

- il existe un fort pourcentage de mutation de ce variant en fondion du temps, ce qui nous 
oblige à limiter les délais de multiplication sur animal à 2 jours , 3  jours maximum. 

- le variant antigénique semble être particulièrement fragile vis à vis de l'action des 
protéases, aussi bien au moment de l'isolement des parasites que lors de la purification de 
l'antigène variable. 

Ainsi, le même protocole d'unvariant à l'autre demande à être adapté tant sur le plan 
de la multiplication des trypanosomes qu'A celui du processus de libération du manteau de 
surface et même des conditions chromatographiques de purification. 

Afin d'apprécier de façon plus précise la spécificité d'élution des différentes fkactions 
chromatographiques d'AVS, en particulier de connaître le rôle du pmercaptoéthanol et du 
SDS, nous avons testé deux autres protocoles d'élution de la Concanavaline A-Sépharose 
en modifiant simplement la séquence d'utilisation des tampons d'élution déjà utilisés dans 
le protocole 1 : 

- Protocole 2 : (figure 21 B) 

. tampon 1 : tampon d'équilibre 

. tampon 2 : tampon d'équilibre enrichi en a-méthy3-D-mannoside à 10% 

. tampon 3 : tampon d'équilibre enrichi en a-méthyl-D-mannoside à 10% et SDS à 0,1% 

. tampon 4: tampon d'équilibre enrichi en a-méthyl-D-mannoside à 10% , SDS à 0,1% et 
rnercaptoéthanol à 1 % 

Ce programme d'élution, appliqué à AnTat 1 .l permet l'obtention d'antigène dans les 
trois fractions F2,F3 et F4 avec des rendements globaux très voisins (pour 1 rat, ~2 = 1 mg, 
F3 = 3 mg, F4 = 1,6 mg). 



Profils blectrophorbtiques comparatifs des fractions 

antigéniques purifiees par chromatographie d'affinité 

tampon de dissulution des Bchanlillons : Tris-HC10.0625M. SM 2%. glycérol10X. F mercaptoé- 

thanol5X pH 6,8 

Fractions 6luées par le tampon d'équilibre (1) puis par le tampon d'équilibre enrichi en : 

A) : - 2- methyl-a-D-mmnoside 10% ( F2 1 
Protocole 1 - 3 - mbthyl-a-Dmannoside B10% + p-mercaptoBthinolà 1 % ( F3 1 

- 4 - mbthyl-a-bminnoside fi 10% + fhnercapto8thanol à 1% + SM & 0.1% ( F4) 
- 5 - agitation du gel 24 h à 37'C dans le tampon ( 4 )  

B) : - 2- m6thyl-a-bmsnnoside 8 10% 

Protocole 2 - 3 - mbthyl-a-D-mannoside B 10% + SIlS B 0.1 % 

- 4 - mbthyl- a-D-mannoside 8 10% + SDS à 0,1%+ p-mercapto8thanol~ 1% 

Cl : - 2- SDS B 0,1% 

Protocole 3 - 3 - SDS 8 0.1 % + $-mercaptoéthanol à 1% 

- 4 - SDS B 0,1% + (3-mercaptobthanol a 1 % + mbthyl-a-bmannoside à 10% 

Figure 21 



D'autre part, l'antigène en F4 apparait contaminé par des fractions pouvant 
correspondre à une dégradation de la Concanavaline A. Ce profil est à rapprocher de la 
fraction F5 du premier protocole. 

I Toutefois, cet essai confirme l'action complémentaire du détergent et de l'agent 
réducteur dans leur capacité de favoriser l'élution de l'antigène variable. 

-Protocole 3 : (figure 21 C) dans cette séquence deux solutions éluantes, le SDS puis le SDS 
associé à l'agent réducteur ont été utilisés préalablement au méthyl-a-D-mannoside. Ni le 
SDS, ni l'association SDS-f3-mercaptoéthanol n'ont à eux seuls permis l'élution d'antigène 
variable. 

Cet essai montre donc que le complexe antigène-lectine reste stable en présence de 
détergent et que les fractions d'antigène, obtenues dans les fractions F3 et F4 lors des essais 
précédents, repose sur une variation confonnationnelle de l'antigène. 

Au total la technique de purification retenue dans ce travail permet l'élution en trois 
étapes discontinues de l'antigène de surface du trypanosome. Ce protocole s'est avéré 
r e ~ r g d u c u  au cours des différents préparatifs du point de vue aualitatif mais aussi 
guantitatif, ce qui accréditait l'existence d'une réelle hétérogénéité au niveau de l'antigène 
sous forme "soluble". 

Cette hypothhse d'une hétérogénéité moléculaire nous a amené B rechercher 
d'éventuelles formes moléculaires de l'antigène variable en faisant appel B des critères 
analytiques mais aussi à des paramètres tels que hydrophobie/hydrophilie ou degré de 
polymérisation. 

. . 
1 - Rétéro~énéité vis à vis de l'affinité lectiniaue Dour la Concanavaline A- 

SéDharose 
a - Forme soluble 

Nous avons établi que sur colonne d'&nit6 de Concanavaline A-Sépharose, seul 40% 
de l'antigène variable pouvait être élu6 par le méthyl-a-D-mannoside utilisé seul . 
L'addition de ~mercapthoéthanol et de SDS permet une élution supplémentaire qui double 
le rendement préparatif. 

Afin d'établir la raison de cette élution très progressive, nous avons réalisé une étude 
comparative de la composition glucidique de chaque fraction antigénique. Les résultats 
présentés dans le tableau 6 ne révèlent pas pour F2 et F3 de différences réellement 
significatives pouvant expliquer un degré d'aanité sur lectine supérieure pour F3 par 
rapport à F2. 



Composition nlucidiaue des fractions d'anti~ène 

purifie sur colonne de Concanavaline A-Sé~harose (forme "soluble" du 

variant AnTat 1 .l, T.b.brucei1 

Mannose 

Galactose 

Glucose 

Glucosamine A 

* R6sulW exprimes en nombre de r6sidus par mole de glycoprotéine 

dosage réalisé aprés hydrolyse HC1 M N ,  llO'C pendant 24 h sur autoanalyseur d'acides ami- 

nés. Cette valeur n'est pas corrigee. 



En effet, les fractions F2 et F3 se caractérisent par 10 résidus de mannose, 4 résidus 
de galactose, 1 résidu de glucose et 6 à 8 résidus de glucosamine. Peut être peut-on souligné 
une moindre quantité de glucosamine en F3. Par contre, la fraction F4 est différente des 
précédentes puisque l'on peut noter une sensible augmentation en résidus de mannose (13 
à 14) et parallèlement une diminution nette de la teneur en galactose (3 résidus) et en 
glucosamine (5 résidus). 

Ainsi,ces variations dans la composition glucidique, reflet d'une hétérogénéité 
possible de la copule glycannique ou encore d'une différence structurale pourraient 
expliquer le comportement de I'AVS sur la colonne d'afïbité. Mais d'autres hypothèses 
peuvent aussi être soulevées : variabilité de la présentation du ou des glycannes en surface 
moléculaire , notion de polymérisation de l'antigène variable, biosynthèse incomplète ... 

b - b e  me- 

La préparation antigénique membranaire (protocole ZnCl s) a été étudiée quant iî son 
comportement sur la colonne d'&nit4 selon le protocole . 

Aucune élution d'antigène n'a pu être obtenue de la colonne , ce qui souligne la 
possibilité dans le cas des formes membranaires d'une adsorption non spéficique sans 
rapport avec la copule glycannique de I'AVS. 

2)- de taille glolécrdêtre des ar&ighnes variables 

La taille moléculaire des antigènes a été 4tudiée par électrophorèse et par 
chromatographie de gel filtration. Des conditions dénaturantes ou non dénaturantes ( 
pr6sence ou absence de détergent) ont été retenues. 

a cowortement moléculaire en hsence  de SDS 

Les électrophorèses ont été réalisées en gel de polyarrylamide selon la méthode de 
LAEMLI (1970)(106), respectivement en l'absence et en présence d'un agent réducteur. 

L'analyse électrophorétique des fractions pm5fiées de la forme soluble est illustrée 
sur la figure 22. 

En l'absence de traitement préalable des échantillons par le fbmercaptoéthanol, la fraction 
FI, non retenue sur la colonne d'affinité, présente une grande diversité de bandes a n e s  
pour le bleu Coomassie et dont la taille moléculaire  étend de 67 000 à14 400 daltons. Cette 
fraction représente les antigènes communs. 



Fractions bluées par le tampon d'bquilibre (1 1 puis par le meme tampon enrichi en : 

-(2)- méthyl-a-D-mannoside à 10% 

-(3)- mkthyl-a-D-mannoside à 10% + ,fi-mercaptobthanol à 1% 

-(4)- mkthyl-a-D-mannoside A 10% + ,pmercapto6thanol à. 1% + SDS à 0,lX 

-6)- agitation du gel 24 h a 37'C dans le tampon 4 

? 
* 

Profil 6Iectrophor6tique des fractions antigeniques yurifiees 

sur colonne de Concanavaiine A-Sépharose, 
* 

A - Tampon de dissolution des échantillons : Tris-HCJ 0,0625M, SDS 2%, glycérol101, pH 6.8 

. 

B - Tampon de dissolution des &chantillons : Tris-HC1 0,0625 M, SDS 2%, glycérol 10%. 

~mercaato4thanol570, pH 6.8. 

gel de polyacryiamide 5-30% respectivement en l'absence (A) 

e t  en présence (BI de pmercapto6îhanol 

Finure 2 2 



La fraction F2, obtenue par élution en présence de méthyl-oc-D-mannoside B 1 O%, est 
essentiellement repr68entee par une bande de taille mol6daire apparente voisine de 
120 000. 

Les fractions F3 et F4, obtenues après elution de la colonne d'&initié par le tampon 
enrichi succesIsivement en mdthyl-a-D-mnnnoside, ~mewcaptoethanol et SDS, 
cont imnt  encore etmentiellanent la bande 120 000 avec une bande 60 000 non 
n6gfigeable. Une intégration ddtmdtr ique  de6 profils a été daliede [figure 231. Elle fait 
apparaître une proportion cmhante de monom&re 60 000 de la W o n  F2 B la £ractionF4, 
si I'on admet pour la forme monomère et la forme dimbre une tinctoriale identique 
vis B vis du bleu Coornasme. 

Lomque ces &a&0138 eubis8mt, prkhbh~imt  & la migration &-phordtique, 
traitement par le ddr4iductenr b-mp-1, ellm se m - t  bufies SOUS, la forme 
d'une bandi homogk de taille m a a i r e  apparenta voidns da BO 000 (Figure 22 B). ~ 

Au total, cette éfude 6htmpMtique, avant st a m  I.adxlctaojn deg tkbntsllm, 
m o n h q u e l e s W m F 2 , F S & F 4 m p t 8 m C e n t e m ~ d ~ e a u s & c n n e d h n ~  
dbleBunslgentSa~&darrtke-hpB@t-mtriapont 
d i d f b m i n t e r - a & ~ e .  L'exhbrmd'atel iiimbmparpant UnOe-a Wdgndabe 
par CROS3 dbs 197% 3S) pour 1' IkmUi. 



Distribution relative des bandes de taille mol6culaire 120 ÜOÜ et 60 000 

dans les fractions F2, F3 et F4 



l Profil &lectraphorétique des fractions 

antigeniques nembranaires  

gel de polyacrylamide en gradient 5-30% en prksence de SDS 

S : Sîaadard de poids mol&culaire 

1-2 : 6chantillons obtenus pa r  lyse parasitaire en  présence de pCMPSA 5 mM 

3.4 : 4chantiflons obîenus p a r  lyse parasitaire en prksence de C 5mM 
A : tampon de dissolution des echantillons : Tris-HC10.0625 M. SDS 2%. glycérollO%. pH 6.8 

6 : tampon de dissolution des Bchantillons : Tris-HCl 0.0625 M. SDS 2%. glyc6rol 10%. 

()-mercaptokthanol5"/,pH6,8 

5 - Forme soluble Figure 24 



Un traitement préalable par le ~mercaptoéthanol génère une seule bande de taille 
moléculaire voisine de 60 000 [figure 241 et dont le comportement est tout à fait eomparable 
à la bande monomère de la forme membranaire pCMPSA. 

Pour le doublet "120 000" observée avec le protocole ZnCl 2, la bande de taille 
moléculaire apparente la plus faible possède une migration identique à celle obtenue lors 
du protocole pCMPSA. 

Afin d'éliminer tout processus &factuel du chlorure de zinc dans la formation de la 
bande de taille moléculaire apparente supérieure, nous avons incubé préalablement à la 
migration électrophorétique d'une part la forme pCMPSA en présence de ZnC12 5mM et 
d'autre part, la forme zinc en présence de pCMPSA 5mM [figure 251 . Ce contrôle 
expérimental ne fait apparaître aucune modification de l'une ou l'autre des 2 bandes 
120 000. 

Il semble donc que cette hétérogénéité observée spécifiquement pour la forme 
membranaire chlorure de zinc ne résulte pas d'un &fact mais plutôt du mode d'action 
propre du sel utilisé lors du processus de libération de l'antigène et retenons que les 
différentes formes membranaires obtenues selon l'un ou l'autre protocole se présentent, 
tout comme la forme "soluble", selon un dimère sensible aux agents réducteurs. 

Le comportement de l'antigène en gel filtration a été analysé en chromatographie 
liquide de bute performance sur une colonne TSK SW G 4000 équilibrée en tampon 
phosphate de sodium 0,lM de pH 7,O contenant 0,1% de SDS. 

Les chromatogrammes des fractions F2,F3 et F4 sont représentées sur la figure 26 : 

- la fraction F2 est essentiellement représentée par un pic dont le temps de rétention 
correspond A un dimère avec, en quantité plus faible, des pics caractéristiques de formes 
plus hautement polymérisées. 

- la fraction F3 se distingue de la fraction précédente (F2) par la présence d'un pic 
supplémentaire dont le temps d'élution est celui d'un monomère. 

- la fraction F4 présente un pic majeur représentant une forme dimère. Elle se distingue 
néanmoins de la fraction F3 par une proportion très importante de formes hautement 
polymérisées et l'apparition d'éléments de faible taille ou très retardés. 

Analysées dans les mêmes conditions chromatographiques, les formes membranaires 
obtenues selon les deux protocoles précédemment décrits n'ont pu être éluées de la colonne. 
Cet échec technique peut être expliqué soit par un problème de solubilité de la fraction dans 

\ 



Prof11 BlectrophorBtique comparé des formes mtigbniques membmaires 
i 

gel de polyacrylamide en gradient ESOA'en prbsence de SDS 



I Chromatographie liquide haute performance de gel pernibation I 
(colonne Aeckman TSK SW G 4000) 

D O  220 nm 
0.4 ml / r n n  

Profils 

I 
O 1 O 2 0 r nn  

1 I 
O 1 O 2 O rnn 

d'blution en tampon phosphate de sodium 0,l M de 0,1% de SDS 



le tampon d'équilibre de la colonne et soit surtout par une rétention aspécifique en fonction 
de leur composante lipidique. 

Ainsi, ces différentes approches électrophorétiques et chromatographiques montrent 
sans ambiguité une hétérogénéité de taille moléculaire de l'antigène soluble qui peut 
exister sous forme monomère ou dimère la forme monomère apparaissant en proportion 
différente selon les fractions d'antigène éluées de la Concanavaline A-Sépharose. 

b ) Comportement moléculaire en l'absence de SDS 

En l'absence de SDS, l'antigène migre difficilement en électrophorèse et les résultats 
sont dlfficiles à interpréter. Nous n'évoquerons uniquement que les résultats obtenus en 
chromatographie liquide de haute performance. La figure 27 illustre les chromatogrammes 
des fractions F2J3 et F4. 

L'étude des profils montrent que dans ces conditions, toutes les fractions se caractérisent 
par un pic majeur représentant une forme dimère avec pour la &action F2 l'existence de 
formes hautement polymérisées, leur présence diminuant de F2 B F4. On pourrait 
s'interroger sur cette observation et évoquer la non -&lution de trbs hauts polymères en F3 
et/ou en F4. 

Ce point demandera B être rediscuté en fonction des résultats obtenus sur colonne en 
phase inverse avec les mêmes préparations antigéniques , la colonne assurant une 
séparation en fonction d'un seul rapport hydrophiliekydrophobie qui ne tient pas compte 
de la taille moléculaire. 

3)StRroPénéité moléculaire Ilde a l h v w v e  des antagam va- . . '  . . . . 
Une étude de l'hétérogénéité moléculaire selon les critères d'hydrophobie/hydrophilie 

relative a été réalisée par chromatographie liquide de haute performance en phase 
inverse. 

Cette partie de notre travail a fait l'objet d'une publication que nous insérons dans ce 
mémoire. 

Le résultat essentiel obtenu a été de démontrer que la fiaction F2 est retrouvée 
polydispersée en 9 sous-fractions sur colonne R;PSC. Ces sous-fractions sont très nettement 
réparties en deux groupes : sous-&actions 1 et 2 d'une part, sous-fractions 3 à 9 d'autre part 
(figure 1 de l'article). 

Ce comportement chromatographique ne peut être considéré comme artéfactuel. 
Nous avons en effet vérifié que les résultats étaient tout à fait comparables sur une 
préparation directement obtenue après élution sur Concanavaline A-Sépharose ou sur la 
même préparation après dialyse ou enfin sur la même préparation dialysée et 
lyophilisée. 

'Les sous-fractions en électrophorèse - SDS en présence d'agent réducteur se 



Chromatographie liquide haiite performance de gel permeatiriir 

b 

(colonne Beckman TSK SW C4000 1 

F 3 AnTat 1-1  
'----------- 

F4 A n T a t  1-1 
-----------. 

Profil d'bliition en tampon phosphate de sodium 0.1 M de pH 7.0 
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High performance l iquid  chomatography ( H P L C )  procedures have b e ~ n  used t o  
analyze a preparat i  on of the var iant  surface gl ycoprotei n AnTat 1.1A of 
Tr anosoma brucei.  The native preparation gives several  peaks with a high 
- 1 i m t h  by reverse-phase (RP-) and gel permeation (GP-) HPLC. 
Under RP-HPLC condi t ions ,  ni e f r a c t i ons  are  f u l l y  resolved. The RP-HPLC 7, f rac t ions  migrate with the sa e molecular wriaht VSG band on polyacrylamide 
s l ab  gel e lect rophoresis  and no s i gn i f i c an t  di fferences a r e  observed in amino 
acid composition among these f r a c t i ons .  The RP-HPLC resolut ion i s  found t o  be 
re la ted  t o  the  a b i l i t y  of the VSG t o  polymerize as shown using GP-HPLC. These 
resul t s  suggest the  existence of a microheterogeneity of the AnTat 1.1A VSG 
preparation in r e l a t i on  t o  post- t ransla t ional  modification of the 'VSG 
mol ecul e .  O 1987 Academlc Press. i n = .  

The pa r a s i t i c  protozoan Trypanosoma brucei evades the mammalian host  

immune system by ant igenic  var ia t ion .  The molecular basis  of antigenic varia- 

t ion  i s  the  sequential  expression of separate  genes, ~ncod ing  immunologically 

d i s t i n c t  variant surface glycoproteins (VSG) which form a dense coat covering 

the  e n t i r e  surface of the paras i t e  ( 1 , 2 ) .  Two forms have been characterized : 

the  membrane form VSG ( m f  VSG) and the soluble  form (sVSG) ( 3 ) .  The mf VSG 

contains f a t t y  acids  which are released as diglycer ide  a t  the timc' of t h e  

conversion t o  sVSG ( 4 ) .  The re lease  of the  sVSG, which occurs spontaneously 

during the  ce11 d i s rup t ion ,  i s  due t o  the act ion of an endoqeneous enzyme ( 3 ) .  

Several methods have been described f o r  pur i f i ca t ion  of VSG : l e c t i n  

chrwnatography ( 5 )  , immunoaffini t y  chromatography ( 6 ,  reverse phase high 

performance l iqu id  chromatography ( R P - H P L C )  ( 7 ) .  Pa r t i cu l a r l y ,  the procedure 

of RP-HPLC on C3 column has proven t o  be f a s t  f o r  VSG pur i f i ca t ion .  Further- 

* 
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Abbreviations : VSG, var iant  su r face  glycoprotein ; sVSG, soluble form VSG ; 
mf VSG, membrane form VSG ; AnTat , Antwerpen Trypanozoon-antigenic-type ; 
RP-HPLC, reverse phase high performance l iqu id  chromatography ; GP-HPLC, gel 
permeation high performance 1 iquid chromatography ; TFA, t r i f l uo roace t i c  acid .  
SDS-PAGE, sodium dodecyl su l f a t e  polyacrylamide gel e l  ectrophoresis.  
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more, VSG i s  obtained in  high y i e l d  and p u r i t y ,  in the absence of d e t ~ c t a b l e  

proteolys i  S .  

I n  the pre ient  work, the combination of RP-HPLC and gel permeation HPLC 

(GP-HPLC) has heen developed t o  i n v e s t i g a t e  the  chromatographie behaviour of 

the  A n T a t  1.1A VSG pur5fied according t o  the  condit ions of Bal t z  e t  a l  ( 5 ) .  -- 
MATERIAL A N D  METHODS 

Growth and i  sol  a t i  on of t h e  bl oods tream forms of Trypanosoma brucei 
brucei AnTat 1.1A and puri f i  ca t ion  by Concanzval in  A-Sepharose a f f i n i  t y  - 
chromatography were e s s e n t i a l l y  a s  described previously ( 8 ) .  

HPLC methods were developed using Varian 5000 and Waters 660 s.ystems. For 
RP-HPLC, a Reckman RPSC-Ul t rapore  C3 (300 8 pore s i z e ,  4.6 x 75 mm)  column was 
used. Eluates were de tec ted  w i  t h  an UV absorbance de tec to r  L K B  2238 Uvicord S 
I I  and measurements were made a t  206 nm i n  the  s e n s i t i v i t y  of 0.2 absorpt ion 
u n i t  f u l l  sca le .  The samples (300-1513 hg) were introduced irito RP-HPLC column 
and e luted a t  a  flow r a t e  of 1 ml/min. The following g rad ien t  systems were 
employed : 
( i )  condit ions described according t o  Clarke e t  al  ( 7 )  : 0.0013 M TFA in  water -- 
(solvent  A )  t o  60 % 2-propanol ( s o l v e n t  6 )  ; O-30%B, 10 min ; 30%E, 5 min ; 
30-45%B, 40 min ; 45%B, 10 min ; 45-100%B, 10 min, 
( i i )  in the  same g rad ien t  e l u t i o n  cond i t ions ,  but the  so lven t  0 i s  replaced by 
1-propanol ; 
( i i  i  ) ammonium formate i n  water ( s o l  vent C) a s  descr i  bed by Grandier-Vazeil l e  
and Te tae r t  ( 9 )  t c  60 % 1-propanol ( so lven t  D )  : 3310, 10 min ; 33-45%D, 
40 min ; 45%D, 10 min ; 45 -100%D, 10 min. 

The buffers were RS f o r  HPLC (Farmi ta l i z  Carlo Erba) and were f i l t - e red  
through a 0.22 Pm MiI l ipore  membrane, before the  use. 

For GP-HPLC, a LKB G 4000 TSK SW column (75 x 600 rm) was used. The 
samples (20 IJg) were e lu ted  with 0.1 M phosphate buffer  pH 7.0 conta ining 
0 .1  % SDS a t  a  flow r a t e  of 0.7 ml/min and t h e  e f f luen t  was monitored a t  220 
nm ( L D C  Spectro Monitor I I I  mode1 1204 A ) .  The separa t ion c h a r a c t e r i s t i c s  of 
GP-HPLC was d~terrnined wi t h  marker prote ins  : thyroglobul i n  (670 K) ; f e r r i t i n  
(440 K )  ; ca ta lase  (232 Y \ )  ; l a c t a t ~  deshydryenase  (140 K )  ; bovine serum 
a l  bumin (67 K )  and oval bumin ( 4 4  K ) .  

Analytical methods, sodium dodecyl su1 f a t ~  polyacrylami de gel electropho- 
1-esi s  (SDS-PAGE) wi t h  sampl es previously  reduced in  presence o f  Z-mercapto- 
ethanol followed by western b l o t t i n g  using rabbi t  serum a n t i  VSG A n T a t  1.1A 
and amino acid compositions were performed as previously described ( 8 ) .  

RESULTS 

Reverse phase H P L C  (RP-HPLC) 

The procedure of Clarke -- e t  a1 ( 7 )  was used with s l i g h t  modifications f o r  

b e t t e r  resolut.ion of t h e  VSG prepara t ion.  Nine f r a c t i o n s  a r e  i  s o l a t e d  (Fig .  

1 ) .  The e lu t ion  profi l e  indicatpd two c l u s t e r s  of f r a c t i o n s  respec t ive ly  1-2 

and 3-9. This p r o f i l e  was f a i t h f u l l y  obtained w h a t ~ v e r  t h e  VSG prepara t ion 

applied ont0 the column, and a l s o  with VS6 preparations d i r e c t l y  obtained from 

Concanavalin A c o l u ~ n  ( " n a t i v e "  form) as  well as dialyzed and/or  1 .vophi1 ized.  

S e v ~ r a l  experiments advised us in  the  cho ice  o f  Our e l u t i o n  condi t ions .  
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I 
50 min 

Fioure 1 . Profile of A n T a t  1.1 A VSG preparation on RP-HPLC C column using 
33 t o  60 5 ?monium formate-1-propanol gradient sys$em (salvent C 
a n d  Dl. 

Fi r s t l y ,  using TFA and 2-propanol, w? only obtained a  major peak with 

shoul ders. The replacement of ?-propanol by 1-propanol (more apolar sol vent1 

enabled bet ter  resclut ion : three peaks and  shoulders were detected. Never- 

t he l e s s ,  no reproducibi l i ty  was obtairied because of VSG i s  degraded in the 

0.0013 M TFA solut ion.  This observation 1pd  us t o  use the neutrai counterion, 

ammonium formate : the AnTat 1.1A VSG was resolved int.0 nine peaks with a  

s imilar  gradient system (Fig. 1 ) .  

The d i f fe ren t  RP-HPLC fract.ions (1-9) wfre analyzed by SDS-PAGE, under 

reducing conditions. Each f rac t ion  showed a s ing le  band with a n  apparent 

molecular weight of 60 K a s  determined hy cornparison with standards of known 

protein molecular weight. However, in the absence of reducinp agent t h e  sVSG 

A n T a t  1.1A gave a band with an apparent rnolecular weight of 120 K ,  suggestino 

the existence of a  dSmer with a disulf ide bridge linkage (manuscript in 

preparati  on). 

The western b lo ts  were a l so  f a i r l y  s imilar  f o r  t h e  different  RP-HPLC 
f rac t ions .  I n  addition to the 60 K band, hioher rnolecular weight components 
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Figure 2 .. Western blotting w i  t h  rabbit antiscrum anti AnTa t  1.1 A VSG of the ' 

different RP-HPLC fractions 1 to 9 abtained from the VSG prepara- 
tion ( T l .  Scale indicating molecular weights, has been determined 
by Coomassie blue staining of reference proteins. Arrows indicate 
position a t  which VSG typically appears @-) and the high polymeri- 
zed f orms (t) . 

s l  i gh t l y  immunoreacted wi t h  the antiserum anti-VSG AnTat 1.1A indicat ing t he  

exis tence of VSG-polymers (F ig .  2 ) .  

The resu l t s  of arnino acid composition revealed the presence of ethanol- 

amine, cha r ac t e r i s t i c  f o r  VSG,  in each RP-HPtC f r a c t i on  and only very srnall 

d i f ference could be r e a l l y  found arnong the  f r a c t i ons  with a  careful examina- 

t i  on of the  gl ucosarni ne content.  

Gel permeation HPLC (GP-HPLC) 

The ca l ib ra t ion  of the  GP-HPLC column was performed using protein rnarkers 

of molecular weight between 670 K and 44 K .  In Our conditions,  the nat ive  VSG 

was characterized by a  major peak (M.W. 120 K )  and by th ree  minor peaks 

correspond in^ t,o higher molecular s i z ~ s  (240 K ; 480 K and M.W. above 700 K ) .  

These molecular weight components compared t o  the apparent M.W. of monomer 

(60  K by SDS-PAGE) indicated the existence of d i f f e r en t  polymers : dimer, i n  

large amount ( d )  ; tetramer ( c )  ; octarner ( b l  and higher polyrner ( a )  (Fig.  

3 A ) .  

We have checked t h a t  the presence of high po1,yrners ra ther  than dimer was 

' not potent ia l  source of a r t i f a c t s  from pur i f i ca t ion  procedure, because the  VSG 

released from i n t a c t  trypanosomes, w i  t h  t h e  pH 5 .5  buf fe r ,  was d i r e c t l y  

applied ont0 the GP-HPLC column and the high polymers were formely present.  

~ h e r e f o r e ,  the main RP-HPLC f rac t ions  ( 1  t o  7 )  were analyzed in GP-HPLC 

system (F ig .  38 ) .  The chrornataqrams evidenced s i pn i f i c an t  var ia t ions  in the 

VSG-polymer r epa r t i t i on .  Table 1 gave the r e l a t i v e  amount of the d i f f e r e n t  
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3 O min 

B -.- RP-HPLC 1 

RP-HPLC 2 

RP-HPLC 3 

RP-HPLC 5 

RP-HPLC 6 
A 

RP-HPLC 7 
I 

O 1 O 20 30 min 

min' 

Figure 3 . GP-HPLC on 6-4000 TSK column profiles of the AnTat 1.1 A YSG : 
(A) "native" VSG ; (0) VSG reduced by 2-mnecaptoethanol ; (C) the 
different RP-HPLC fractions (1 to 7). 

TABLE 1 
Percentage of reverse HPLC fractions (1-7) distributed in ge l  

permeation chromatography (a, b, c, d, ) 
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oligomers ( f r a c t i ons  a-d) fo r  each RP-HPLC f r a c t i on .  We observed t h a t  the 

percentage of VSG dimer was prildominant in  the f rac t ions  1 t o  4 whereas the 

high polymerized-forms were e s sen t i a l l y  found in f r a c t i ons  5 t o  7 .  The small 

amount of f rac t ions  8 and 9 did not allow a quant i f icat ior!  but the high 

p o l p e r i z e d  sVSG-forms were s t i  11 detected by GP-HPLC.  

The GP-HPLC p r o f i l e  of a reduced VSG prepzration was i n  agreement wi t h  

the SES-PAGE and western b lo t t ino  r e su l t s  : e s sen t i a l l y ,  a monomer VSG-form 

with 60 K M.K. was eluted from the column coming w i t h  s l i g h t  amount of 

pol ymeri zed VSG-forms (Fi  g . 3C). 

There i s  good evidence from many labora tor ies  t h a t  VSG from African 

trypanosomes shows biochemical d ivers i  t y  (1,10,13).  F i r s t l y ,  a chorge microhe- 

terogenei ty  has been detected using i soe l ec t r i c  focusing f o r  Trypanosoma 

equiperdum ( 1 2 )  and Trypanosoma conoolense (13) .  I t  was a l so  shown t h a t  a 
mol ecu? a r  polymorphism may resul t from various degree of glycosyl a t i on  : M l T a  t 

1 .7  VSG and ILTat 1.21 VSG produced miiltiple SDS-PAGE bands, which a r i s e ,  on 

both antigens s tud ied ,  frcm heterogeneity in the non-imunogenic carbohydrate 

whose add i t io r~  i s  tunicamycin-sensi t i v e  (10) .  Furthermore, Presper and Heath 

(14)  have reported t h a t  the mature VSG IaTat 1.2 may comprise a heterogeneous 

population of p ro te in  molecules containing one or  Twc asparagine-1 inked 

01 igosaccharide chai ns.  P.s well as documented the  hydrophobic nature  of VSG 

can a l so  cause the  polymerization (8 ,11) .  

Our a i m  has been to  examine the nature of a VSG preparation (AnTat 1.1A) 

obtained using Concanaval in  A-Sepharose a f f i n i  t y  chrornatography. The combina- 

t ion of RP- and GP-HPLC has been qu i te  useful because : ( i )  the i n t e g r i t y  of 

the VSG remains unal tered by RP-HPLC ; ( i i )  the molecular weights a r e  measured 

with high resolut ion by GP-HPLC a n d  ; ( i i i )  a small amount of sample i s  

required in  the twa methods. 

Kine VSG f r a c t i o n s  were ident i  f ied according t o  di f f e r e n t  hydrophobi c 

proper t ies  and i t  has been shown t h a t  the hydrophohic behaviour of the  VSG i s  

re la ted  t o  the  degree of polymerization in cur GP-HPLC condi t ions .  The western 

blot t ing affords t.o gain in s e n s i t i v i t y  compared t o  the  SDS-PAGE analyzes and 

confirms 'the r e s u l t s  which are  discerned by G P - H P L C  : exis tence of high- 

Polymerited VSG forms. 

Heterogeneity and polymerization proper t ie  of VSG m a y  be useful in 

understandi ng the oroiinization of the trypanosome surface coat .  A t  present ,  

the precise  i den t i t y  of the  various VSG components remains t o  be es tab l i shed .  

Re can suggest an heterogeneity of the  oligosaccharides chains which could be 

involved in  the formation of polymers. The hydrophobic in te rac t ions  could 
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presumably i n f iuence  the polymerization ( 8 ) .  These d i f f e r en t  aspects are  

cur ren t ly  under i nvest icat ion.  
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comportent toutes de la même manière, à savoir une bande de taille moléculaire voisine de 
60 000. Leurs compositions en acides aminés ne sont pas significativement différentes par 
rapport à la composition du matériel avant sous-fractionnement. 

Les sous-fractions 1 h 7, obtenues en quantité sfisante, ont été ensuite analysées en 
chromatographie HPLC de gel filtration en présence de SDS h 0,196. Les résultats obtenus , 
illustrés sur la figure 3 B de l'article, ont permis la mise en évidence d'un degré de 
polymérisation croissant, fonction du caractère hydrophobe des sous-fractions. 

En effet, les formes représentatives de dimères (d) diminuent progressivement des 
fractions 1 à 7 au profit de formes plus hautement polymérisées et plus hydrophobes [Table 
1 de l'article 1. 

Cette hétérogénéité de la fraction F2 observée par chromatographie HPLC en phase 
inverse pourrait s'expliquer par une hétérogénéité des chaines oligosaccharidiques 
impliquées dans la formation des polymères, les fàibles rendements ne nous ayant pas 

1 permis de confirmer cette hypothèse par la réalisation de composition en sucres de chaque 
sous-fraction. 

L'étude de la fraction F3 du variant AnTat 1.1 a &té rbalisée selon les mêmes 
conditions expérimentales que la fraction F2. En plus des 9 sous-fractions précédentes, le 
profil d'élution révèle un pic supplémentaire dans le front d'élution du premier massif 
[figure 28 ] .Ce pic rapidement 61116, donc le plus hydrophile, pourrait représenter la 
forme monomère de l'AVS, dont le présence dans la fraction F3 a déj8 été évoquée lors des 
études électrophorétiques ou chromatographiques de gel filtration par HPLC. Ainsi, F3 
apparait-elle plus hydrophile que F2, cette tendance s'affirme encore dans le rapport 
groupe 11 groupe 2 des sous-fractions (figure 28). 

La fraction F4 n'a pas pu être étudiée dans ce système chromatographique en raison 
de la présence de SDS résiduel après dialyse , l'utilisation de ce détergent étant 
incompatible avec la colonne en phase inverse. 

Parallèlement B cette étude de la forme soluble, nous avons tenté de 
chromatographier les deux préparations de forme membranaire. Dans les conditions 
d'élution décrites, aucune des deux formes n'a pu être élude. Cet Ochec en HPLC pourrait 
s'expliquer par une rétention irréversible du matériel , fonction de la présence d'une 
structure glycophospholipidique C- terminale. 
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Au total, cette étude en chromatographie HPLC en phase inverse a montré le rôle de 
l'organisation polyrnérique de l'antigène dans son comportement, et de l'ensemble de ces 
études électrophorétiques et chromatographiques, il résulte et s'impose la notion d'une 
grande diversité d'agencement de I'antigène, monomérique après réduction mais 
dimérique ou polymérique à l'état natif.Cette observation peut sans conteste représenter 
un élément d'explication de l'hétérogénéité de l'antigène sur Concanavaline A-Sépharose 
et partant de ces conditions très particulières d'élution. 

On note enfin la diBculté de manipulation de la ou des formes membrainaires qui elles 
aussi sont retrouvées sous forme dimère parfois multiples (ZnC12) et dont pour l'instant, il 
n'est pas possible d'établir les éléments de leur organisation. 

Ces résultats a r m e n t  les diversités possibles d'agencement au sein du manteau de 
surface des trypanosomes, l'hétérogénéité ici mise en évidence pouvant représenter une 
hétérogénéité à l'échelon cellulaire ou à l'échelon de la population parasitaire . 

Ces faits sont d'une importance très grande si l'on veut préciser lamicrophysiologie de 
surface du parasite et son rôle dans l'interface hôte-parasite. 

III: -- c-ve des for~pfts s o w e s  et . . 
Nous avons vu précédemment que l'antigène variable peut être obtenu, en fonction 

des conditions de libération, sous une forme dite "soluble" et sous une forme dite 
"membranaire". 

L'étude électrophorétique nous ayant confirmé la pureté des préparations, nous 
avons envisagé une étude biochimique comparative des deux formes sur le plan de leur 
composition amino-acide, de leur composition glucidique, de leur teneur en phosphore et en 
acides gras. 

. . 
1 - Com~osrtion amino-acide 

Pour la détermination de la composition amino-acide, les échantillons ont été 
hydrolysés et analysés selon les conditions décrites dans l'appendice technique. 

Les compositions amino-acides des fractions antigéniques solubles (F2,F3,F4) et 
membranaires (mf' pCMPSA, mf ZnC12) sont présent4es dans le tableau 7. Les résultats 
sont exprimés en nombre de résidus pour 100 r6sidus dosés. La composition amino-acide de 
la fraction F2 révèle une prédominance de résidus d'acide aspartique etlou aspargine, de 
thréonine, d'acide glutamique etlou glutamine, d'alanine et de lysine. Les compositions des 
fkactions F3 et F4 ne montrent aucune différence significative dans la répartition 
quantitative des acides aminés majeurs. En ce qui concerne les formes membranaires, les 
mêmes remarques générales concernant l'axe peptidique s'appliquent et l'on peut retenir 
que leur composition est tout à fait comparable à celle des formes solubles. 



ASX 
THR 
SER 
GLU 
PRO 
GLY 
ALA 
VAL 
1/2 CYS 

MET 
ILE 
LEU 
TYR 
PHE 
LYS 
HIS 
TRP 
ARG 

Com~ositions amino-acide des formes solutles (F2S3 et F4! 

et des formes membranaires de l'antigène variable fAnTat 1 . 1 )  

Forme soluble 

résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus dosés. 

Forme membranaire 

ND = non dosé 

Tableau 7 



2 - Cornposit . . ion ~lucidiaue 

La composition glucidique des fractions antigéniques est illustrée dans le tableau 8. 

Qualitativement, les compositions sont identiques, montrant la présence de mannose, de 
galactose, de glucose et de glucosamine. Quantitativement, on peut noter parmi les 
fractions solubles, une légère diaFérence pour F4 par rapport à F2 et F3 : cette fraction 
s'individualise par une augmentation des résidus de mannose et une diminution relative de 
la teneur en galactose et en glucosamine. 

On retrouve au niveau des formes membranaires les mêmes hexoses que pour les 
formes solubles. Le rapport mannose/galactose est de 2,l s u r  la forme ~CMPSA et de 2,08 
pour la forme &Cls. Ces rapports sont très proches de ceux trouvés lors de l'étude des 
fractions solubles F2 et F3. 

3 - Teneur en phos~hore 

La glycoprotéine de surface est insérée dans la membrane plasmique par 
l'intermédiaire d'une structure complexe dont a été démontré le caractère phosphorylé. 
Contrairement aux sites classiques de phosphorylation des axes peptidiques, le résidu de 
phosphore n'est pas lié à un résidu acide aminé mais est partie intégrante d'une structure 
complexe glycolipidique substituant l'acide aminé C-terminal [HOLDER (1983)a (88 ) 1. 

Pour la mise en évidence et pour le dosage du phosphore, nous avons choisi une méthode 
déjà utilisée pour d'autres modèles en particulier T.eauir>erdum, IBALTZ et col1 . (1 982)( 
1 O)] . La quantification fait suite B une série de précipitations par l'acide trichloracétique 
suivie d'une étape de chauffage du précipité B 80°C pendant 20 minutes en milieu acide 
trichloracétique 1.2 N, les étapes de précipitation acide pemettant d'éliminer toute 
contamination éventuelle de l'antigène dosé par du phosphore inorganique, l'étape de 
chauffage à 80°C permettant d'éliminer la présence éventuelle d'acides nucléiques. 

L'estimation de phosphore a également été réalisé sur un précipité trichloracétique 
n'ayant pas subi l'étape de chauffage en milieu acide. 

Quel que soit le prétraitement de l'échantillon, le phosphore est finalement dosé 
selon la technique calorimétrique préconisée par ITAYA et MICHIO (1966)( 94). 

Les résultats sont présentés dans le tableau 9 où l'on considère forme soluble et 
formes membranaires de l'antigène variable AnTat 1.1. 



Corn~osition nIucidioue des formes solubles (fractions F2 .F3 et F4) : 

de l'antigéne variable AnTat 1 . 1  , T.b ,br~~ce i ) .  

Forme soluble 

F2 F3 F4 

Mannose 10.3 10,4 137 

Galactose 3 S 4,3 2,9 

Glucose O ,7 0,9 1.3 

Glucosamine 7,8 5 3  4,8 

* Résultats exprimés en nombre de residus par mole de glycopmîéine 

A dosage réalisé aprés hydrolyse HC15,6N ; 24 h & llO'C sur autoanalyseur d'acides aminbs. 

Tableau 8 



Teneur en ohos~hore de l'anti~ène variable AnTat 1.1 de la forme 

soluble (fractions F2S3 et F4) a ~ r è  ourifrcat~on . ,  . 
s et des formes 

piembranaires natives (DCMPSA et ZnCl 

Forme soluble 

Prétraitement de 1'6chantilion F2 F3 F4 

Précipitation par l'acide 12 12 1.1 

trichbracbtique et 

chauffage du precipité & 

8O'C pendant 20 minutes 

Précipitation par l'acide 

trichlorac~tique 2,O 1,s 2,O 

Formes membranaires 

* sebn la methode de ZTAYA et MICHIO (1%6)( 94). 

* résultats exprimes en nombre de mole de phosphore /mole d'AVS 

A valeurs moyennees sur 4 dosages 



a - Forme soluble 

Sur les formes solubles d'antigène variable, un ou deux résidus de phosphore peuvent être 
dosés. L'étape de chauffage en milieu acide semble à cet effet être déterminante : 

* Après précipitation par l'acide trichloracétique et chauffage du précipité en milieu acide à 
80%, un résidu de phosphore est en effet dosé dans les fractions F2, F3 et F4 . 
* En l'absence de l'étape de chauffage en milieu acide à 80°C, près de 2 moles de phosphore 
par mole d'antigène sont dosés sur ces mêmes fractions. 

De ces résultats, l'on peut conclure que les fractions F2,F3 et F4 possèdent, à l'état 
natif, 2 résidus de phosphore dont l'un est acido-labile dans nos conditions 
expérimentales. 

11 nous a paru intéressant de rapprocher ces résultats personnels de la structure C- 
tenainale proposée récemment par F%RGUSON (1 987)( 54) mgure 293. Dans la structure 
de la forme soluble du variant MiTat 1.4, il existe un premier résidu de phosphore impliqué 
dans une liaison phosphodiester entre la fonction alcoolique d'un résidu d'éthanolamine et 
la fonction alcoolique en position 6 d'un résidu de mannose. L'autre résidu de phosphore est 
impliqué dans une structure inositol 1,2 phosphate cyclique. 

Nous avons recherché les conditions de labilité-stabilité en milieu acide de ces 
différentes liaisons ester-phosphate en utilisant les conditions d'hydrolyse acide 
préconisées par LELOIR et CARDIN (1957)(112) : hydrolyse HC1 IN, 100°C, 7 minutes. 
Dans ces conditions, les hexoses-6-phosphate, I'inositol phosphate, la 
phosphoryléthanolamine et le glycérolphosphate sont stables et sur lesquels une hydrolyse 
de 15 heures est nécessaire pour obtenir 50% de clivage du phosphore. 

Ainsi , si l'on admet pour le variant AnTat 1.1 de 5.b. brucei une structure C- 
terminale identique ou voisine de celle décrite pour MiTat 1.4, les deux résidus de 
phosphore devraient être retrouvés après hydrolyse acide. 

Le résultat enregistré, à savoir la libération d'un phosphore, laisse entendre si l'on 
considère toujours le schéma structural (figure 29) que la perte de phosphore que nous 
observons soit dûe à un clivage entre glucosamine et inositol phosphate cyclique or 
FERGUSON et co1L (1 985)( 51) ont montré la stabilité importante en milieu acide de la 
liaison glycosidique (a 1->4) entre la glucosamine non acétylée et l'inositol [stabilité ddéjh 
décrite par ASPINALL (1 982)(6)]. 
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44 
Structure C-terminale de k f o r m e  sol~jble du variant MiTat 1.4 (T.brgcg) 

- liaison acido-stable 

* selonFERGUSON(1987)(54) 



Aussi, en considérant ces différentes données, il semble que la perte d'un phosphore, 
après l'étape de chauffage à 80°C résulte d'un clivage au niveau de liaisons glycosidiques à 
l'intérieur du noyau glycanique C-terminal. Le phosphore acido-stable serait alors , dans le 
schéma de Ferguson, le phosphore intermédiaire entre éthanolamine et glycanne. 

b - Formes membrwires natives 

Le même protocole expérimental (précipitation trichloracétique avec ou sans 
chauffage) a 6té appliqué aux formes membranaires pCMPSA et ZnC12. 

En l'absence de chauffage à 80°C, 10112 résidus de phosphore sont dosés sur le 
prbcipité trichloracétique tant de la forme pCMPSA que de la forme &Cl2. 

Le dosage réalisé sur ces mêmes échantillons précipités par l'acide trichloracétique et 
chauffés B 80% pendant 20 minutes ont livré des valeurs de 7,O et 7,3 phosphores 
respectivement pour les formes pCMPSA et ZnCla. 

Ces nombres considérables de phosphore doses sur les deux préparations de forme 
membranaire nous ont évoqué la possibilité d'une contamination importante de ces 
antighnes membranaires par des phospholipides : 

. rappelons que cette forme d'antigène est extraite de son site membranaire par action 
d'un détergent (n-octylglucoside) 

. rappelons aussi que cette forme n'a pas subi de protocole de purification au delà de 
son obtention. 

Au regard de ces résultats, deux éléments intéressants sont d'ailleurs à souligner : 

- le nomb re constant de ~ h ~ s ~ h o r e  coe- e aue soit la ~ré~ara t ion  
bra- (forme pCMPSA ou &Cl2). 

d'un n b e  co-t de résidus de w h o r e  non clivable aisrès 

Cette observation nous a conduit alors à ajouter à notre protocole de dosage du 
phosphore une étape de délipidation initiale, sur matériel lyophilisé, à l'aide d'un mélange 
éther-alcool (3:1, v/v) dans le but d'extraire et d'éliminer les phospholipides. 



I . .  c - Forme soluble et formes membranaires a ~ r è s  deli~idation 

Les résultats de dosage du phosphore sur échantillons préalablement délipidés sont 
présentés dans le tableau 10. 

. . a - D O S ~ P ~  du ~ h w ~ h o r e  sur d réparation d 6 l i w  

P o u r ,  les résultats obtenus après délipidation sont identiques à ceux 
que nous avions observés sur les formes natives, à savoir 2 résidus de phosphore dont l'un 
est acido-labile. 

c, le dosage des échantillons 
précipités et chauffés à 80°C, révèle 2,8 moles de phosphore par mole d'antigène pour 
chaque type de forme membranaire. Sur échantillons seulement précipités, il existe une 
légère différence entre les deux préparations : 4,3 moles de phosphore par mole pour la 
forme ZnC12 et 5,5 moles par mole pour la forme pCMPSA. 

Ces résultats amènent à considérer : 

1 - )'existence dans les formes membranaires de trois rési& de -bore acido 
stable donc deux de Q,luuPe DoUr les fi2mles sol* con-. 

2 - la présence de résidus de phosphore acido labiles en nombre diffbrent selon le mode 
de préparation de l'antigbne membranaire : un phosphore pour la forme ZnCl ; deux B trois 
pour la forme pCMPSA . 

Ils amènent également B plusieurs interrogations au regard des travaux 
de FERGUSON : 

- le mode de liberation de l'antigène utilis6, différent des nôtres, est-il responsable des deux 
seuls résidus de phosphore dosés par l'auteur ? 

- nos conditions d'élimination des phospholipides sont-elles sunisantes ? 

- avons-nous dans nos préparations d'antigènes membranaires la présence d'une structure 
r6cemment décrite par TURC0 et . (1 987)(171) sur l'espèc . En 
effet, les auteurs ont mis en évidence l'existence d'un lipophosphoglycane (LPG) dont la 
situation en membrane est localisée au voisinage d'une protéine complexe dont la 
définition biologique générale semble en l'état actuel des connaissances très voisine de celle 
de l'AVS chez le trypanosome tFigure 301. 

Ce LPG est en effet ancré dans la membrane par l'intermédiaire d'un 
l~sophosphatidyl-inositol dont l'acide gras substituant est vraisemblablement un acide 
gras saturé 2i longue chaine (C24 ou C26), l'élément le plus original de la structure étant la 



Teneur en ohosohore de la forme soluble (F2,F3 et F4) et des 
formes membranaires (DCMPSA et ZnC ) at>res 

Forme soluble 

(phase aqueuse 1 

Précipitation par l'acide 

trichiorac6tique et O,9 0,9 0.93 

chauffage du précipite B 

80'C en milieu acide 

1 Precipitation par l'acide 

trichluracetique 2 1,8 1,95 

Forme membranaire 

Phase aqueuse Phase organique 

* rBsu1tat.s exprimes en nombre de mole de phosphore /mole d'AVS dblipidb 

A valeurs moyennees sur trois dosages. 

Tableau 10 



* Keprbsentation sch6matique d'une prntbine de L. donovani et d'un lipophosphaglycane (LPG) - 

Finure 30 



partie osidique çonstituée d'une  art d'u . .. n novau de 16 unltes disaccharidiaues 
phosahorvlées (enchainement répétitif du tétrasaccharide [GAL(b 1 ->4) MAN a l  -P04->6 
GAL (P 1 - > 4 ) M M  gt d'autre  art. d'un novau ~lvaniaue constitué Dar un 
he~tasaccharide non encore i d e u .  

Au total, la forme membranaire comparée à la forme soluble pourrait aussi apparaitre 
comme un complexe moléculaire AVS-LPG ? , cette structure n'ayant pas encore été 
constatée chez T.b .brucei, 

Nous avons étudié les phases organiques de délipidation et pu vérifier que 7,5/8 moles 
de phosphore /mole d'antigène mqmbranaire étaient bien retrouvées que l'on parte d'une 
forme membranaire pCMPSA ou ZnC12 (tableau 10). 

Nous avons tenté, à partir de ces mêmes extraits organiques de caractériser les 
phospholipides et surtout de les identifier en faisant appel à la chromatographie HPLC sur 
colonne de silice Si 60 et en utilisant les conditions de séparation décrites dans l'appendice 
technique, nous obtenons une excellente séparation des phospholipides suivants : 
phosphatidylglycérol (PG), phosphatidylinositol (PI) , phosphatidylsérine (PS) , 
phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylcholine (PC) et sphingomyéline (S) Figure 
311 . 

Les extraits organiques des formes membranaires ont été étudiés dans les mêmes 
conditions. Les résultats sont illustrés sur la figure 32 et révèlent que deux pics 
correspondant au temps de rétension de la phosphatidylcholine et de la sphingomyéline 
peuvent être identifiés sans ambiguité ( figure 32). Le rapport PC/S , établi d'après la 
densité optique à 206 nm, était toutefois différent selon les préparations. 

Par ailleurs, des traces d'autres phospholipides ont été détectées; la présence de 
phosphatidylinositol ou / et de phosphatidylglycérol et de lysophosphatidylglycérol étant 
évoqué particulièrement pour la préiparation pCMPSA (pics de temps de rétention 
respectifs 9.07, 6.79 et 7.43 minutes). 

Au regard de ces résultats, nous avons soumis les fkactions antigéniques solubles 
F2,F3 et F4 au même traitement de délipidation afin de déceler l'éventuelle présence de 
phospholipides. Les extraits organiques des &actions F2,F3 et F4 se caractérisent par 
l'existence d'un pic plus ou moins homogène dont le temps de rétention est proche de celui 
du standard phosphatidylglycérol . Pour la fraction F4 un pic supplémentaire 
correspondant à celui de la sphingomyéline est aussi individualisé. Notons que sur le plan 
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Ropartition qualitative des phospholipides prbsents dans la phase 

organique de dblipidation des formes membranaires ( pCMPSA et ZnCl 1 
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de l'antigéne (AnTat 1-1 ) 



quantitatif, ces phospholipides sont à la limite négligeables au regard de ce qui est 
caractérisé à partir des formes membranaires. 

4 Analvse des acides Praa 

L'analyse globale des acides gras tant au plan qualitatif qu'au plan quantitatif a été 
réalisée sur les fractions de forme soluble de l'antigène (F2,F3 et F4) et sur les formes 
membranaires pCMPSA et ZnC12. 

La quantité dosée dans les fractions de la forme soluble ne s'est pas avérée suffisante 
pour être significative et cela sur plusieurs préparations différentes. 

L'analyse des acides gras des formes pCMPSA et ZnC12 a mis en évidence les mêmes 
acides gras majeurs : C 16:O , C 18:2 et C 18 : O . Il existe toutefois entre les deux formes 
membranaires une différence dans les pourcentages relatifs du C 16:O et du C 18:2, la 
teneur en C 18:O restant sensiblement équivalente Pabeau 11 A]. Notons la présence à 
l'état de traces, de C 14;O et C 18:l et aussi 2 pics d'acides gras a trèslongue chaine C 20:4n-6 
et C 22:6n-3. 

Concernant plus particulièrement la quantification du C 14:0, nous avons dû 
enregistrer un rendement en acide myristique ne correspondant qu'à 25% de la quantité 
attendue en fonction de la littérature , à savoir deux résidus d'acide myristique par mole 
d'antigène. Ceci est-il en rapport avec le protocole analytique?, ceci est-il en rapport avec le 
protocole d'extraction? , questions qui méritent d'être discutées et complétées. 

Nous avons vérifié que les extraits organiques des formes membranaires ne 
contenaient pas l'acide myristique manquant. (tableau 11 B ). 

Dans la littérature, une variante structurale à la proposition de FERGUSON a été 
décrite pour un autre variant, IlTat 1.25, de T.b.brucei [ GUR(NETT et cou. (1 986)(72)] , ce 
qui laisse entrevoir la difficulté d'extrapolation d'un variant à l'autre pour une même 
espèce de trypanosome. Dans le cas de IJTat 1.25, une mole d'acide myristique est dosée par 
mole d'antigène membranaire. 

En réalité, ne peut-on évoquer l'existence d'autres ancrages pourvus d'autres acides 
gras et Mérents du modèle structural admis ? L'absence dans les extraits organiques 
d'acides gras à longue chaine nous encourage à rechercher dans cette voie. 

IV-- 

Dans le cadre de notre étude, l'organisation moléculaire de l'antigène variable de 

rucei (variant AnTat 1.1 ) était importante à connaitre pour mieux situer l'épitope lié 
à l'aatigènicité spécifique du variant mais aussi était indispensable pour étudier les 
interactions entre AVS et sénun. 



A.gm essentiels mf pCMPSA mf ZnC1 
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extrait organique 

mf pCMPSA mf ZnCl 
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A valeurs exprimees en X dans l'échantillon dosé 

* différences essentielles 

Tableau 11 



L'ensemble des résultats est consigné dans un article paru dans "Archives of 
Biochemistry and Biophysics" et inséré pages suivantes dans ce mémoire. 

ition de domaines moléculaires au sein ae 1AVS 1 - Défin . 'I 1 

Une étape dans l'étude de l'organisation moléculaire de l'antigène a consisté en une 
étude des points de clivage spécifique de la molécule par coupure enzymatique, l'approche 
par l'enzyme de tel ou tel point de l'axe peptidique étant autorisée ou interdite en fonction 
de la conformation générale moléculaire de l'antigène. 

a ) Utilisation d ' e n z v m ~ o l v t i ~  

La sensibilité de 1'AVS AnTat 1.1 (fraction F2) vis à vis de divers enzymes 
protéolytiques a tout d'abord été envisagde. Nous avons successivement utilisé la trypsine, 
la protéase de Staphylococcus aureus , la chymotrypsine et la themolysine. 

Une étude cinétique réalisée pour chaque enzyme sur 1'AVS a permis de mettre en 
évidence une attaque identique, quelque soit l'enzyme testée (Figure 1 de l'article). Dès 1 
heure d'hydrolyse, la molécule se scinde en 2 fragments de tailles moléculaires apparentes 
55 000 et 43 000. Après 24 h d'hydrolyse, l'antigène se stabilise sous forme d'un fragment de 
43 000. A ce stade, un protocole de purification de l'hydrolysat trypsique de 24 h a été 
effectué par chromatographie de gel filtration sur biogel P 30 équilibré en bicarbonate 
d'ammonium 0,lM. Le profil d'élution est illustré sur la figure 33. Les deux fractions 
majeures obtenues ont été analysées en électrophorèse en présence de SDS et de 
mercapto6thanol (figure 2 de l'article). La fraction 1 s'identifie au fragment de taille 
moléculaire 43 000. La fraction 2 correspond B une bande diffise de taille moléculaire 
apparente 20 000 qui présente une faible affinité tinctoriale pour le bleu Coomassie, ce qui 
explique son absence de visualisation dans les conditions électrophorétiques des études 
cinétiques d'hydrolyse. 

Chaque fragment ainsi purifié a fait l'objet d'une étude structurale. 

Les fragments 1 et 2 obtenus après chromatographie de gel filtration de l'hydrolysat 
trypsique ont été étudiés en composition amino-acide, séquence N-terminale et 
composition glucidique. 
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A specific surface glycoprotein of a variant of Trypanosoma bucei was cleaved with 
trypsin and the two major domains of the molecule have been purified. We have studied 
the chemical composition of each domain and compared the data to published results 
of the specific cDNA sequence. Circular dichroïsm measurements show that the amino- 
terminal domain includes preferentially a-helical or @-sheet structure. The physico- 
chemical analyses are supplemented by a prediction of secondary structure and a sta- 
tistical pattern of hydrophilicity-hydrophobicity. The results are discussed in light of 
the internal limits that were described in the process of partial gene conversion occurring 
between the variant gene sequence and related members of the same gene family. Im- 
munoblots with homologous antiserum indicate that the amino-terminal domain is im- 
plicated in antigenicity. In addition, immunoblotting with heterologous antiserum on 
native antigen, tryptic hydrolysates, or purified domains suggests a site of interaction 
supported by the two domains. o isss P-, I ~ C .  

African trypanosomiasis is eharacter- 
ized by a complex phenornenon of antigenic 
variation which allows the parasite to sur- 
vive in the mammalian host despite the 
immune response. The specific antigenicity 
of each variant is supported by the struc- 
ture of the trypanosome surface coat [for 
a review see Refs (1, 2)J. Different proce- 
dures have been applied to isolate the ma- 
ture surface coat molecules (3-11). For 
Wgpamsoma truc&, antigens obtained 

following mechanical ce11 disruption were 
characterized as glycoproteins (VSGS)~ ex- 
hibiting an apparent molecular weight of 
roughly 65,000 (12) and containing 7-17% 
carbohydrate (13). Two types of oligosac- 
charide side chains were found: internal 
and asparagine-linked or attached to the 
carboxy-terminal end of the protein 
through an ethanolamine residue amide- 
linked to the a-carboxyl group (14). Car- 
doso de Almeida and Turner (15) have iso- 

' This work was supported by grants from the Corn- ' Abbreviations used: VSG, variant surface glyco- 
mission of the European Communities [TSD-146-F protein; mf VSG, membrane form of VSG; s VSG, sol- 
(MR)I, the U.E.R. de Médecine, Université de Lille II, uble form of VSG; SDS, sodium dodecyl sulfate; 
and the Fondation pour la Recherche Médicale Fran- CRD, cross-reacting determinant; PAGE, polyacryl- 
çaise. amide gel electrophoresis; PTH, phenylthiohydanth; 
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lated a different antigenic form, called the 
membrane form (mf) of VSG, after lysis of 
living trypanosomes by boiling in the pres- 
ence of detergent. The main differences 
with the water soluble form (s VSG) are 
the lower apparent molecular weight on 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE), the behavior 
as an amphiphilic protein in charge shift 
electrophoresis, and the slight affinity for 
anti-cross-reacting determinant (CRD) 
antibody (15). The mf VSG of a variant of 
T. M was also shown to contain myris- 
tic acid bound through an ester linkage (8). 
Other procedures were described for iso- 
lation of membrane forms, including the 
use of zwittergent (9) or the treatment of 
trypanosomes by 10% (w/v) trichloroacetic 
acid at  O°C followed by an extraction pro- 
cess (10). The conversion of the membrane 
form to the released form is an enzymatic 
process (15). Jackson and Voorheis (16) 
have shown that this involves the cleavage 
of a phosphodiester bond linking the pro- 
tein and a phospholipid, leaving the phos- 
phate on the VSG. Ferguson et aJ. also re- 
ported that the lipid moiety of mf VSG 
consisted of m-12-dimyristylglycerol (17) 
present as phosphatidylinositol(18). 

The s VSG in solution appears as a dimer 
with an appmximate molecular weight of 
L25,000 (19). The tryptic cleavage of s VSG 
distinguished an amino-terminal domain 

./ and a carboxy-terminal domain that re- 
spectively represent about two-thirds and 
one-third of the complete polypeptide (20). 
The dimer of the amino-terminal domain 
of MI'rat 12 VSG has been crystallized for 
X-ray analysis (21). Intact MfTat 1.2 and 
DITat 1.3 VSGs were abo examined by 
electron microscopy (22). On the other 
hand, the cDNA sequence of Antwerp try- 
panozoon antigenic type (AnTat) 1.1 VSG 
as well as other VSGs were analyzed by 
Lalor et al. (23) for a cornparison of pre- 
dicted secondary structure on the basis of 
the method of Garnier et al. (24) and that 
of Robson and Pain (25-27). Cohen et al. 
(22) examined four VSG sequences includ- 
ing AnTat 1.1 for analysis of heptad re- 
peats according to Parry (28, 29). Mono- 
clonal antibodies produced for MITat 1.6 
VSG were found to recognize five antigenic 

determinants al1 included in the amino- 
terminal two-thirds of the molecule, and 
among these antigenic determinants only 
one appeared to be exposed at the surface 
of the living trypanosome (30, 31). 

We studied the isolated domains of 
AnTat 1.1A VSG from a trypsin hydrolysis. 
The two major domains were located on 
the cDNA sequence (32) by results of amino 
acid composition, ethanolamine content, 
and N-terminal amino acid sequence. The 
two domains were also examined for car- 
bohydrates, secondary structure by circu- 
lar dichroïsm, and Western immunoblot- 
ting with homologous and heterologous 
polyclonal anti-VSG sera. .The gene con- 
version limits of three different AnTat 1.1 
clones (AnTat l.lB, 1.1C, and 1.1H) (33) 
were studied in relation to moleculat pat- 
terns of hydrophilicity-hydrophobicity and 
predictions of secondary structure. 

MA- AND METHODS 

Isdation clf AnTat LIA VSG. AnTat l.1A VSG waa 
- 

purüied by aninity chromatqgraphy on concanavalin 
A-Sepharose (34) of a iysate of cloned trypanosomes 
obtained by oemotic rupture (6) or by following the 
protocol of Baltz &t d (34). 

SDS-PAGE SDS-PAGE was performed in the 
presace of 2-mercaptoethanol ($5). The gel waa 
stained with Coomsasie brillant blue R250. Molecuiar 
weights were ~atimated by cornparison with molecules 
of known molecular weight. 

lkypsin digestWn clf isdotgd AnTat LIA VSG. The 
hydrolysis of VSG (1 mg/ml) by trypsin (EC 3.4.Zï.4, 
Sigma) was performed in 0.01 aa ammonium bicar- 
bonate buffer, pH 8.0, for 24 h a t  37OC with a final 
enzymeaubatrate molar ratio of 1:100. The enzyme 
was added a t  times O and 12 h. 

PurZficQEIan of the r&ad fragmata The enzy- 
matic hydrolysate was passed through a Bio-Gel P30 
column (50-100 mmh; 170 X 2 cm) equilibrated in 0.1 
M amm~nium bicarbonate. The e u e n t  was monitored 
at 210 nm. Fractions of 2.6 ml were wllected and ab- 
sorbance peaka were pooled and concentrated by ly- 
ophilization. 

Amino acLd ca tpasz ' t ta  The sainpies were hydro- 
lysed in sealed tubes for 24 h in 5.6 N Hi2 a t  10S0C 
under vacuum. The hydrolysate waa p w d  through 
a single column of DC.6.A resin (Dionex Corp., Sun- 
nyvale, Calif.) on a Beckman 119 Cl amino acid ana- 
lyzer according to the buffer system described by 
Fauconnet and Rochemont (36). 

Autamated Ednunt degracdaEMm Autamated Edman 
degradation was performed on a Beckman 890 C se- 
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quencer using the Beckman 1 M quadrol program 
(122974). Phenylthiohydantoin (PTH) amino acids 
obtained after conversion a t  each cycle were identified 
and quantified by high-performance liquid chroma- 
tography on a Hewlett-Packard 1084 apparatus with 
a C 18 ~Bondapak column (Waters Associates) (37). 
PTH-homocitrulline was used as interna1 standard. 

Carbohydrate composition Gas-liquid-chromato- 
graphic analysis of neutral hexoses was performed 
according to Lamblin et ui (38) by using a Hewlett- 
Packard gas chromatograph equipped with a dual 
flame ionization detector. 2-Amino-2-deoxyhexoses 
were determined from conditions described for amino 
acid composition. 

Ciradar dichroism CD spectra were recorded with 
a dichrograph Jobin Yvon RJ Mark III. The samples 
were dissolved in water a t  about 1 mg/ml. The di- 
chrograph was monitored by an Apple 2 computer. 
The results were given as ellipticity (0) expressed in 
degrees dmole-'-cm3, taking 111 as mean residue 
weight. CD spectra were converted into Gaussian 
curves with negative maxima a t  207,214, and 222 nm. 
a-Helical and B-sheet structure contents were esti- 
mated by using, respectively, the bands a t  222 and 
214 nm and by referencing the ar standard a t  -30.000 
and the B-standard a t  -9,200. 

Cakwhtians. The relative hydrophilicity or hydro- 
phobicity of the protein along its amino acid sequence 
was evaluated according to the method of Kyte and 
Doolittle (39). The secondary structure of the protein 
was determined according to the method of Chou and 
Fasrnan (40). Al1 computations were performed on an 
Apple 2 computer. 

Antiseror. Anti-VSG sera were made in rabbits by 
subcutaneous injections of puriiied giycoproteins 
mixed with Freund's adjuvant: the first injection was 
given at two sites on the back of the rabbit and con- 
sisted of approximately 40 ~g of VSG protein in 1 ml 
of physiologieal sodium chloride solution mixed thor- 
oughly with 1 ml of complete Freund's adjuvant. The 
same injection was given 4 weeks later. The third in- 
jection was performed with the same amount of an- 
tigen mixed with 1 ml of incomplete Freund's adju- 
vant. The rabbits were bled 1 week after the third 
injection and the sera tested in immunotrypanolysis 
and immunofluorescent antibody tests. Sera were 
freeze-dried or stored at -30°C. 

Westenz Mo&t.i.rag. Western blotting was performed 
according to the method described by Burnette (41). 
Proteins electrophoresed in polyacrylamide gels were 
transferred to nylon (Biodyn transfer membrane 0.2- 
fim pore size by P A U  Ultrafine Filtration Corpora- 
tion) according to Vaessen et at (42). The membrane 
was then treated with rabbit serum anti-VSGs used 
a t  a dilution of 1/500. Antigen-antibody complexes 
were revealed by a second pemxidase-conjugated anti- 
rabbit Ig-antibody (Institut Pasteur, Paris) treated 
by 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochloride (Fluka 
A.G., Switzerland) or by 4-chloro-1-naphthol (Sigma). 

RESULTS 

Chernical Characterizution of Isolated 
AnTat 1.1A VSG 

AnTat 1.1A VSG was checked by SDS- 
PAGE for the absence of degradation dur- 
ing the isolation procedure (see Material 
and Methods). The gel pattern (Fig. 1, lane 
1) revealed only one band with qn apparent 
molecular weight of about 60,000. The mol- 
ecule was analyzed for carbohydrates (Ta- 
ble 1). The results showed mainly the pres- 
ence of mannose, galactose, and glucos- 
amine, and a trace amount of glucose. 
Similar data were previously observed in 
a variant of T. equipdum (43). 

Enzgmtic Cleavage 

Native AnTat 1.1A VSG was subjected 
to trypsin digestion. Aliquots of hydroly- 
sate were taken at different incubation 
times and analyzed by SDS-PAGE (Fig. 
1). A fragment of apparent molecular 
weight 55,000 was initially detected which 
sequentially degraded to a fragment of 
molecular weight 43,000 that was resistant 
to further proteolysis. 

Pu?-ificatùm of Frgptic Hydrolgsates and 
Cherniad Analyak of the Fradions 

In order to localize the cleavage products 
in the molecule, we purified several 24-h 
tryptic hydrolysates by gel filtration chro- 
matography on a Bio-Gel P30 column. The 
collected fractions were analyzed by SDS- 
PAGE, amino acid composition, and eth- 

FIG. 1. Trypsin hydrolysis of native AnTat 1.1A 
VSG. SI proteins of known molecular weight for cal- 
ibration. 1, native VSG AnTat 1.lA. 2-6, VSG hydro- 
lysate a t  different incubation times: 2 , l  h; S, 2 h; 4,4 
h; 5 ,8  h; 6'24 h. 
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CARBOHYDRATE COMPOSITION OF NATIVE VSG AnTat 
1.1 AND OF ITS TRYPTIC C-TERMINAL FRACTION 

Tryptic C-terminal 
Carbohydrate Native VSG fraction 

Mannose 10.3' 
Galactose 3.8 
Glucoae 0.7 
Glucosamine 7.8 

' Results expressexi in number of carbohydrate ras- 
idues per mole of protein. 

anolamine content. The results suggested 
that the first two fractions collected cor- 
responded to the amino-terminal domain 
and the carboxy-terminal domain, respec- 
tively, and these were further investigated. 

A fragment of apparent molecular 
weight 43,000 could be ihiolated (Fig. 2, lane 
1) an'd was analyzed in automated Edman 
degradation. With regard to the known 
cDNA sequence (32), the Bteen residues 
that were identified corresponded to the 
amineterminal end of the mature protein 
(Gln-Thr- Ala-Gly- Arg-Pro-Leu- Ala- 

- Asp-Val-Val-Gly-Lys-Thr-Leu). Amino 
- acid composition showed that the fragment - 
-.did not extend farther that the lys* resi- .* 
due a t  position 293 pocations were previ- 
ously detailed by Pays et d (33)J. Analysis 
ah0 revealed that the fragment was devoid 
of carbohyeate residues. 

The collected fractions containing eth- 
anolamine corresponded in the electropho- 
resis pattern to a diffuse baad weakly 
stained with Caomassie blue. The paor af- 
h i t y  for Coomassie blue was the reason 
for the absence of detection of this car- 
boxy-terminal part in the SDS-PAGE of 
kyptic hydrolysate. The apparent molec- 
ular weight was estimated to be 20,W (Fig. 
2, lane 2). The results of amino acid com- 
position and automated Edman degrada- 
tion of the isolated carboxy-terminal frac- 

bridges, as described for VSG 117 (&), the 
observed minor deavage sites correspond 
to the trypsin sites located outside the 
blocks of four cysteine residues and also 
distant from a potential glycosylation site 
in the sequence Asn (403)-.Ala (404)-Thr 
(405). With regard to the low yield of the 
minor cleavages, it is likely that the amino- 
terminal limit of the carboxy-terminal do- 
main of AnTat 1.M VSG lies between the 
amino acids 336 and 362. Carbohydrate 
composition compared with that of intact 
VSG (Table 1) revealed that al1 the sugars 
were contained in that carboxy-terminal 
domain. A low yield in galactose measure- 
ments was always observed with native 
VSG prepared. 

These results allowed us to locate the 
amino-terminal and carboxy-terminal do- 
main of the AnTat 1.1A VSG on its arnino 
acid sequence and to show the absence of 
glycosylation in the amino-terminal do- 
main. 

Skccdary Strwhre and Hydrophilici@- 
HydrOphdYkity 

The CD spectrum of the native azitigen 
was drawn from 190 to 2!j0 nm (Fig. 3A) 
and ana3yzed to assess the different types 
of secondsry structure. AnTat 1.1A VSG 
contained on average 43% of a-helix and 
8% of @-sheet. According to the rules of 
Chou and Fasman, AnTat 1.U VSG is pre- 
dicted to be 36% a-helix and 7% @-sheet. 
This result is in good agreement with the 
circular dichroïsm data, The prediction 
along the protein is presented in Fig. 4A 

tions in comparison to the cDNA sequence 
Fio. SDS gel pathlm of the Vypa. Mino- (32) indieated a 'leavage site at Po- terminal and ~ t ~ O x y x y ~ n n i n a ~  fr&om in =-pu- 

sition 335-336 and minor cleavage sites a t  ison u, the V S ~ .  s, of - 
positions 362-363 and 422-423. ksuming weight for ulibration. A, native VSG AnTat l l A  (5 
that the eight cysteine residues are linked ~g). 1, amineteminal fraction (10 MI. 2, ~ h v -  
in two separated groups of disulfide terminai fraction (130 rg). 
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FIG. 3. Circular dichroïsm spectra of (A) native VSG AnTat 1.1A, (B) trypsin hydrolysis at different 
incubation times (1, O h; 2, 2 h; 3, 8 h; 4, 24 h), (Ca) amino-terminal fraction, and (Cb) carboxy- 
terminal fraction. 

together with the pattern of the relative 
hydrophilicity or hydrophobicity. The ma- 
jor cleavage site for trypsin was found at 
the end of a hydrophilic break (318-333) 
flanked by a-helices. In the scheme, we 
have also indicated a further tryptic cleav- 
age site (position 293) implicated in the re- 
lease of the amino-terminal domain (ap- 
parent M, 43,000) of AnTat 1.1A. As a con- 
sequence, the part between these two  
cleavage sites could be considered as a 
hinge sequence between the  two domains 
of the molecule. 

CD analysis was also performed on the 
purified amino-terminal and carboxy-ter- 
mina1 parts of the molecule. As shown in 
Fig. 3C, the CD spectrum of the amino-ter- 
mina1 fraction was quite similar to that  of 
native antigen. On the contrary, the CD 
spectrum of the carboxy-terminal fraction, 
devoid of ellipticity at 214 and 222 nm, was 
indicative of the absence of 8-sheet or a- 
helical structure. The CD analysis of tryp- 
tic hydrolysis up to 24 h also supported this 
distinction between the domains: as shown 
in Fig. 3B, no subsequent modification of 
the CD spectrurn occurred during the en- 
zymatic hydrolysis. 

In Fig. 4B is the prediction for related 
member of the same gene family, AnTat 
1.10 VSG, which shares more than 10% ho- 
mology with AnTat 1.1A VSG (32). Nev- 
ertheless, the speeific antigenicity of the 
corresponding variants is different (32). 

AnTat 1.1A and 1.10 VSG sequences show 
very similar profiles and i t  was possible to  
divide each amino-terminal domain- into 
four regions according to their common 
features. 

We have presented in Fig. 4C the orga- 
nization of the specifîc antigen found in two 
different clones (AnTatl.lC and 1.1H) both 
generated by interaction between the two 
gene sequences previously examined (33). 
The resulting mature protein contains an 
amino-terminal part derived from the se- 
quence of AnTat 1.1A and a carboxy-ter- 
mina1 part derived from the sequence of 
AnTat 1.10 (33). The conversion limits of 
AnTat 1.1C and 1.1H cover the sequences 
291-293 and 294-298, respectively (33). 

The specific protein of a third clone 
(AnTat 1.1B) is studied in Fig. 4D. The gene 
conversion leading to the change of the 
amino-terminal part (i.e., 1-291/293) in- 
volves, in addition to the interaction with 
the AnTat 1.1A gene sequence for residues 
1-243/246, an interaction with another 
member of the gene family for residues 
243/246-291/293 (33). In this latter gene 
conversion, the sequence appeared to cover 
the whole of region 4 and also' to be mainly 
hydrophilic. 

The IlTat 1.3 cDNA sequence (45) has 
been analyzed (Fig. 4E) in comparison to 
these related VSGs. Nevertheless, as a 
general feature for trypanosome VSGs, 
there is high conservation of the C-ter- 
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CI AMI NO TERMINAL DOMAIN HINGE + CARBOXY .t 
TERMINAL DQlAIN 

FIG. 4. Representation of the calculations derived from the J3NA sequences (32,33,45) of several 
specific antige-: AnTat 1.1A (A), AnTat 1.10 (B), AnTat 1.1C or H (C), AnTat 1.1B (D), and IlTat 
1.3 (E). Tbe curves represent the relative hydrophilicity (below) or hydrophobicity (above) of the 
proteins dong the amino acid sequena The moleculor average is illustrated by a lime. The pdictions 
for a-helix, B-isheet, and @-turn are respectively represented by dotted, shaded, and open amas. The 
3' conversion limits d, i, and f of AnTat 1.1B. 1.1H. and 1.1C clones and the 5' limit c of the short 
converted sequence in AnTat 1.1B are indicated. In (A), for AnTat 1.1A VSG, the disuifide bridges 
are associated as described for VSG 117 (a), the cleavage sites with trypsin are shown by arrows, 
and the possible giycosylation sites are designated G. 

mina1 100 amino acids (45). The profile ap- However, the amino-terminal region 1 
peared very similar to others. In particular, seemed to be rather different by the ab- 
a hydrophilic break within a helical region sence of large ru-helices (2% of the whole 
was also observed around residue 320. protein instead of 16% for the AnTat 1.1A 
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VSG). The overall a-helicity of 23% pre- 
dicted for the 11Tat 1.3 VSG is much lower 
than the 36% found for AnTat 1.1A VSG, 
and this appears to result from differences 
in region 1. 

Native AnTat 1.1A VSG as well as 
its amino-terminal and carboxy-terminal 
fractions were analyzed by immunoblot- 
ting with homologous anti-VSG serum 
(Fig. 5a). The native VSG and its amino- 
terminal fraction specifically bound the 
antiserum on the immunoblot while no re- 
action could be detected with the carboxy- 
terminal fraction. Aliquots of the samples 

FIG. 5. Immunoblot (A) of native VSG (lane 1) and 
of its tryptic purified amino-terminal and carboxy- 
terminal fractions (lanes 2 and 3, respectively) with 
anti-AnTat 1.1A VSG serum (a), anti-AnTat 1.10 VSG 
serum (b), and anti-AnTat 1.8 VSG serum (c); (B) of 
native VSG (lane 1) and of its tryptic hydrolysates at 
two different incubation times [4 h (lane 2) and 24 h 
(lane 3)) with anti-AnTat 1.1A VSG serum (d), anti- 
AnTat 1.10 VSG aerum (e), and anti-AnTat 1.8 VSG 
serum (f). 

were also examined under the same con- 
ditions with two different heterologous an- 
tisera raised respectively against AnTat 
1.10 and AnTat 1.8 VSGs (Figs. 5b and c). 
A positive reaction was detected with na- 
tive VSG for each heterologous antiserum 
but only the amino-terminal fraction in- 
teracted with the Anti-AnTat 1.10 VSG 
serum. As the interaction site observed 
with Anti-AnTat 1.8 VSG serum was not 
found in any purified domain, we followed 
a trypsin hydrolysis in immunoblotting 
(Fig. 5f). We observed that the enzymatic 
cleavage of AnTat 1.1A VSG resulted in 
complete disappearance of the interaction 
site. On the contrary, the positive reaction 
with anti-AnTat 1.1A or AnTat 1.10 VSG 
serum was conserved in fragment 55,000 
and in fragment 43,000 and also weakly in 
a low molecular weight fragment which is 
thought to come from the cleavage 55,000 
to 43,000 (Figs. 5d and e). 

DISCUSSION 

Using tryptic hydrolysis, we have iso- 
lated the two major domains of AnTat 1.1A 
VSG by gel filtration chromatography. 

As previously described for 0ther.T bru- 
ce2 VSGs (20-21), the amino-terminal do- 
main of the AnTat 1.1A VSG was obtained 
in a fraction exhibiting an apparent mo- 
lecular weight of 43,000 by SDS-PAGE. 
The polypeptide length was found to be of 
293 amino aeid residues. The fraction was 
devoid of sugars despite the existence of a 
potential sequence for N-glycosylation 
84Asn-Trp-Serss, although a tryptophan 
residue has never been described, to our 
knowledge, in a glycosylation site. 

The carboxy-terminal domain was ob- 
tained in a fraction migrating as a diffuse 
band of molecular weight 20,000 and 
weakly stained by Coomassie blue. The 
fraction was composed essentially of a 
fragment resulting from cleavage a t  the 
link 335-336. The carboxy-terminal domain 
was also shown to  include the whole sugar 
content of the molecule: 10-11 mannose 
residues, 4-6 galactose residues, 1 glucose 
residue and 7 glucosamine residues. In ad- 
dition to the Gterminal glycosylation of T. 
h c e i  VSGs (14), the cDNA sequence (32) 
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identifies the location of two asparaginyl 
residues, at  the positions 390 and 403, re- 
spectively, in a specific sequence for N-gly- 
cosidic substitution (46). Further work is 
in progress to elucidate the number and 
the type of oligosaccharide side chains in 
this fraction. The high sugar content com- 
pared to the saaall length of the polypeptide 
probably explains the poor affinity of the 
fraction for Coomassie blue. 

Calculations from the CD spectrum of 
intact VSG revealed an ordered structure 
in amounts of 43% for a-helix and 8% for 
o-sheet. Circular dichroïsm studies per- 
formed on other trypanosome variants 
have shown strong diff erences in a-helical 
or 6-sheet content of VSGs. In a series of 
T! equipdum variants isolated at various 
stages of the infection, the percentages of 
a-helix and @-sheet, respectively, extended 
from 28 to 49% and h m  25 to 49% (47). 
Two Z! wngxhse VSGs were reported to 
contain 60-8096 a-helix (23). 

The comparison between the CD spec- 
trum of the amino-terminal and carboxy- 
terminal fractions and that of native 
AnTat 1.1A VSG indicates that the most 
ordered structure is contained in the 
amino-terminal domain whereas the car- 
boxy-terminal domain appears nearly de- 

-ivoid of a-helices or b-sheets. In order to 
'' confirm this data, we have followed a tryp- 

tic hydrolysis by circu'lar dichroïsm and 
observed that the enzymatic cleavage did 
not significantly modify the CD spectrum. 
Conformational differences between 2'. 
brucei antigen domains have also been de- 
scribed by X-ray and electron microscopy 
investigations (21-22). Freyman et al (21) 
have detemined the cxystal structure of 
the dimer of the amino-terminal domain 
derived from MITat 1.2 VSG. The X-ray 
analysis revealed that the dimer appears 
as a rod (approximate dimensions 40 x 40 
X 90 A) composecl of a bundle of a-helices: 
each monomer presents two connected a- 
helices extending over approximately 80 A. 
The authors also specified that the latter 
configuration was indicative of an helical 
region covering about 120 residues and 
containing only one break. Moreover, the 
molecular shape of intact MITat 1.2 VSG 
observed by electron microscopy (22) con- 

ET AL. 

sisted of a large dornain of about 100 x 70 
A with a short tail assumed to be the car- 
boxy-terminal domain. Another VSG ex- 
amined, DITat 1.3 VSG (22), showed a dif- 
ferent conformation comprising three 
parts: a globular head with a diameter of 
60 A, a "stem" of dimensions 100 X 30 A, 
and a smaller globular region. 

Our prediction may be related to the one 
reported by Lalor et d (23). We have f o n d  
a high a-helical potential in region 1 of the 
moleeule and smounding the hinge region. 
On the other hand, Cohen et al. (22) have 
calculated that the AnTat 1.1 VSG con- 
tained a predicted a-helical structure near 
50%. The authors (22) also calculated the 
predicted level of a-helical coiled-coi1 
structure: the amino-terminal domains of 
the AnTat 1.1 and 1.10 VSGs as well as of 
other VSGs examined were found to con- 
tain a large stretch of heptad repeats and 
consequently predicted to include a high 
proportion of a-helical coiled-coi1 struc- 
ture. In particular for AnTat 1.1 VSG, the . 
amino acid sequence between the cysteine 
residues a t  positions 16 and 125, respec- 
tively, presented a succession of 6,2, and 5 
heptads (22). 

The scheme presented in Fig. 4 illus- 
trates the diierent functional regions in 
the VSGs examined: the carboxy-terminal 
domain, which is very hydrophilic and 
whose conformation is maintabed by four 
disulfide bridges, a hinge region very sen- 
sitive to proteases, and an amino-terminal 
domain shared by four regions. The dis- 
tinction in regions correlates well with the 
regions involved in the partial gene con- 
version events. For AnTat l.lB, l.lC, and 
1.1H clones, al1 the 3' limits coincide with 
the inversion of polarity at  the end of the 
amino-terminal domain, suggesting that 
the recombination process should only 
concern the amino-terminal domain. The 
latter is, indeed, the support of the AnTat 
1.1 specific antigenicity (33). AnTat 1.1C 
and 1.1H display the same VSG sequence 
and their amino-terminal domain is the 
same as that of the AnTat 1.1A VSG. In 
contrast, AnTat 1.1B involves an additional 
donor for region 4. The 5' limit again co- 
incides with a junction between regions. 
For the AnTat 1.lB VSG, in comparison to 
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Chromatographie de gel filtration de l'hydrolysat trypsique 

de I'AVS AnTat 1 1 



De ces analyses, nous avons pu noter que : 

- la fraction 1 (de taille moléculaire 43 000) correspond au fragment amino-terminal 
de l'antigène jusqu'au résidu de lysine en position 293 [figure 343. Une absence totale de 
glycanne a été établie malgré l'existence d'une séquence potentielle pour une glycosylation 
(84 ~ s n - ~ r p - ~ h r  86). Le résidu de tryptophane en position intermédiaire est généralement 
considéré comme un "empêchement" à la glycosylation. 

- la fraction 2 (de taille moléculaire 20 000) correspond à un fragment C-terminal, 
débutant auniveau durésidu d'acide aspartique en position 336, avec cependant possibilité 
de clivages trypsiques mineurs en position 362-363 et 433-434 (figure 34) . Ce fragment C- 
terminal est le support de la glycosylation de l'ATS Pableau I de l'article] représentée par 
11 à 12 résidus de mannose, 6 résidus de galactose, 6 résidus de glucosamine et 1 résidu de 
glucose par mole de glycoprotéine. 

L'obtention de ces fragments purifiés a permis une meilleure compréhension de 
l'organisation moléculaire de l'antigène par dichroïsme circulaire. Nous avons réalisé les 
spectres dichroïques de la fraction native et des Çagments trypsiques. 

Pour la molécule native, (figure 35 A) la structure secondaire est caractérisée par un 
pourcentage en hélice a de 43% et une teneur en feuillets plissés de 8%. 

L'étude des fragments p d é s  a permis de définir l'importance de chacun d'entre eux 
dans l'élaboration de la structure secondaire de l'antigène. Ainsi, nous avons pu constater 
que: 

- le fragment N-terminal (environ 2/3 de la molécule) possède un spectre dichroïque 
sensiblement identique B celui de la molécule native, particulièrement riche en hélice a ( 
figure 35 B a) 

- le fragment C-terminal (environ 1/3 de la molécule) est très inorganisé (figure 35 B b). 

L'analyse en dichroïsme circulaire d'hydrolysais trypsiques B différents temps 
d'incubation est également en faveur de cette distinction en domaines. En effet, aucune 
modification du spectre dichroïque n'est observé pendant le clivage enzymatique de l'AVS 
(figure 35 C). 

L'organisation moléculaire de la hction antigbique purifiée peut donc être 
caractérisée par l'existence de deux domaines : 

- un domaine N-terminal, représentant les 2/3 de la molécule, non glycosylé et support de la 
structure en hélice a et feuillets plissés B. 
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*Site potentiel de  glycosylation 
S i t e s  de c l i v a g e  mineur par l a  t r y p s i n e  

Séquence amino acide de Itantigéne variable AnTat  1 . 1  de T .  b .  brucei 
Résultats de séquence C DNA par PAYS e t  coll. (1983)  
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SPECTRES DICHROIQUES 

A - AVS AnTat 1-1 n a t i f  

B- Fractions trypsiques p u r i f i é e s  : a- 213 N-terminaux ; b- 1/3 C-terminal 

c- H ~ d r O L ~ s a t ~  t r ~ p s f q u e s  ~ r é l e v e s  après d i f f e ren ts  temps d'incubation: 
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- un domaine C-terminal, représentant le tiers de la molécule, inorganisé et support de la 
glycosylation. 

Il existe donc entre ces deux domaines une zone "charnière", site privilégié de 
l'attaque enzymatique. 

2 - Identifiaion de séwences ~otentielles de fixation de 1 ion calcium (Ca 1 .  . ++.) et 

-bides 

La connaissance de la séquence cDNA du variant AnTat 1.1 PAYS gt coI1 . 
(1983)(141)] permettait de rechercher l'existence éventuelle de séquences potentielles de 
fixation à la fois pour l'ion calcium Ca ++ et aussi pour des phospholipides en fonction de nos 
résultats analytiques. ~e telles séquences ont été identifiées lors de l'étude comparative de 
plusieurs protéines telles la lipocortine, la calelectrine, l'endonexine [GEISOW et 
WALKER (1 986)(62)] . 

La séquence de base identifiée dans ces protéines comme étant spécifique de la 
fixation des phospholipides et de l'ion calcium (Cau) est formée par l'association de deux 
séquences respectivement de 16 et de 12 résidus amino-acides, espacées entre eux par 29 
résidus. La nature des acides Rminés impliqués dans cet assemblage est illustrée sur la 
figure 36. 

La recherche d'analogie entre cette séquence de base et la séquence du variant AnTat 
1.1 a permis de suspecter 4 régions potentielles d'interaction: 

- la région 1 (acides aminés 87-1 02 et 132-1 43) avec 54% d'analogie [figure 371. 

- la région 2 (acides aminés 118-133 et 163-174) avec 64% d'analogie [figure 373 

- la région 3 (acides Iiminés 185-200 et 230-241) avec 79% d'analogie [figure 381. 

- et enfin la région 4 (acides aminés 299-314 et 344-355) avec aussi 79% d'analogie [figure 
381 . 

De ces 4 régions ce sont surtout les rbgions 3 et 4 (79% d'identité avecla sbquence type) 
qui présentent la plus forte probabilité d'interaction. 

Cette étude ne présente jusqu'ici qu'un caractère prédictionne1 et ne préjuge pas de la 
relation effective AVS-phospholipides, AVS-calcium. Cependant, il est intéressant de noter 
que les régions 3 et 4 (79% dïdentit6) sont situdes de part et d'autre de la région charnière 
interdomaines molkculaires de 1'AVS et une interaction protéine-phospholipide, protéine- 
calcium permettrait donc une stabilisation de la structure ternaire de ltAVS, exposant ainsi 
certaines régions de la molécule pour la production de sites épitopiques. 

De plus, nous avons largement exposé dans les chapitres précédents, l'évidence 
d'interaction phospholipides-AVS à travers : 

- leur caractérisation et leur étude analytique aprhs traitement par solvants organiques de 





. 
Séquences p o t e n t i e l  l e s  de reconnaissance des phospholi p i  des 

l 

10 20 30 
GLN-THR-ALA-GLY-ARG-PRO-LEU-ALA-ASP-VAL-VAL-GLY-LYS-THR-LEU-CYS-THR-TYR-SER-LYS-THR-ALA-LYS-ARG-GLN-ALA-ALA-ASN-LEU-ALA- 

4 O 5 O 60  
GLN-THR-LEU-GLN-ARG-ALA-SER-SER-ALA-ALA-LYS-GLN-SER-ARG-GLN-ALA-GLN-GLN-LEU-ALA-ALA-LEU-ALA-LEU-ALA-LYS-LEU-PRO-ASP-TYR- 

7 O 8 O 
LYS-GLU-ALA-ALA-ALA-THR-LEU-LEU-ILE-TYR-AA-TR-HIS-LYS-IE-GLN-ASP-ALA-GLN-ALA-SER-ILE-GLU-ASN-TRP-THR LY-GLU-ASN-THR- 

1 VU 110 C 
Reg i on 1 LY S-LEU-VAL-GLY-GLN-ALA-MET-TYR-SER-SER-GLY-ARG ILE-AS~-GLU-LEU-MET-LEU-LE~-~,EU-GLU-GL~-HIS-ARG-GL~-AS~-GI,~-ALA-A~N-GLY- 

9 t n  
- œ  

L JU L I V  7 5  0- 
GLN-ASP-LYS-THR-CYS-LEU-GLY-ALA-ALA-ALA-GLY LY-ASN-THR-VAL-ASN-GLU-PHE-VAL-LYS-THR-GLU-CYS AÇP-THR-GLU-SER-GLY-HIS-ASN- 

1 /U 180 
Région 2 ILE-GLU-ALA-ASP-ASH-SER-ASN-ILE-GLY-GLN-ALA-ALA-T~IR-THR-LEU-SER-Gl,N-GLU-SER-TllR-ASP-PRO-GLU-ALA-SER-GLY-GLY-ALA-SER-CYS- 

190 
3 . c - - œ  -- 7 m  - ----- 2 10 

T~~~S-ILE-THR-ALA-ASN-LEU-ALA-THR-ASP-TYR-A~P-~ER-HI~-ALA-A~N-GL~-L~~-PR~-LE~J-LE~-GLY-GLY-LE~-LE~-THR-ILE-HI~-A~~-ALA-GLY- 
2 20 230 240 

GIJY-PHE-LYS-THR-GLY-GLM-SER-LEU-GLN-THR-A-ALA-PRO-'rHR-ASig-LYS-LEU-ILE-SER-ALA-LEU-LYS-ASN-LYS-GVi-ALA-GLY-VAL-ALA-ALA- 
2 50  260 2 70 

J~YS-LEU-ALA-THR-VAL-THR-SER-ALA-ALA-PRO-THR-SER-LYS-GLN-GLU-LEU-LYS-Tll-LEU-LEU-ALA-SER-LYS-GLY-GLU-ARG-ALA-LS-LEU-GLN- , 
280 290 300 r 

b b  ALA-ALA-ASN-ASP-GLU-TYR-ASN-ASN-TRP-LYS-PRO-GLY-ALA-LYS-PRO-GLU-ASP-PHE-ASP-ALA-llIS-ILE-LYS-LYS-VAL-PHE-GLY-ALA--GLU-ASP- a 
3 10 3 20 330 

G1,Y-LYS-ASP-SER-ALA-TYR-ALA-ILE-AtA-LEU-GLU-GLY-ILE-SER-ILE-GLU-VAL-PRO-LEU-GLY-GLY-GLY-GLN-THR-GLN-ASN-LYS-GLN-LEU-TYR- 
340 350 360 

SER-PIET-GLN-PRO-LYS-ASP-LEU-MET-ALA-ALA-LEU-ILE-GLY-THR-ILE-ALA-GLU-LEU-GLN-THR-ALA-ALA-ALA-THR-LYS-PRO-ALA-CYS-PRO-GLY- 
370 380 390 

HIS-LYS-GLN-THR-THR-THR-GLU-SER-ASP-ALA-LEU-CYS-SER-LYS-ILE-LYS-ASP-ALA-ASN-GLU-CYS-ASN-SER-LYS-HIS-PHE-CYS-SER-TYR-ASN- 
400 4 10 4 20 

G L Y - T H R - G L U - T H R - A S P - S E R - A L A - L Y S - L Y S - C Y S - A - P R O - V A L - T H R - G L N - A L A - G L N - T H R - T H R -  
430 440 450 

SER-ARG-SER-GLU-THR-PRO-ALA-GLU-LYS-CYS-THR-GLY-LYS-LYS-LYS-ASP-ASP-CYS-LYS-ASP-GLY-CYS-LYS-TRP-GLU-ALA-GLU-THR-CYS-LYS- 

ASP 

Séquences ayant respect ivement 54% ( 1-1 ) e t  64% ( - - 0 )  d'analogie avec l e s  séquences 

a f f i n e s  pour l a  f i x a t i o n  des phosphol ipides e t  des ions calcium. 
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Région 3 

Région 4 

Séquences p o t e n t i e l  l e s  de reconnaissance des phosphol ipides e t  des ions 

1 O 2 O -1 30 \ 
GLN-THR-ALA-GLY-ARG-PRO-LEU-ALA-ASP-VAL-VAL-GLY-LYS-THR-LEU-CYS-THR-TYR-SER-LYS-THR-UA-LYS-ARG-GLN-ALA-ALA-ASN-LEU-ALA- 

40 50 6 O 
GLN-THR-LEU-GLN-ARG-ALA-SER-SER-ALA-ALA-LYS-GLN-SER-ARG-GLN-AT2A-GLN-GLN-T2EU-AT,A-ALA-LEU-ALA-LEU-ALA-LYS-LEU-PRO-ASP-TYR- 

7 O 80 90 
LYS-GLU-ALA-ALA-ALA-THR-LEU-LEU-ILE-TYR-ALA-THR-HIS-LYS-ILE-GLN-ASP-ALA--GLN-ALA-SER-ILE-GLU-ASN-TRP-THR-GLY-GLU-ASN-THR- 

100 110 120 
LY S-LEU-VAL-GLY-GL~-ALA-MET-TYR-SER-SER-GLY-ARG-ILE-A~P-GL~-LE~-MET-LE~-LE~-LE~-GL~-GLY -HIS-ARG-GLU-ASP-GLY-ALA-ASN-GLY- 

130 140 150 
GLN-ASP-LYS-THR-CYS-LEU-GLY-ALA-ALA-ALA-GLY-GLY-ASN-THR-VAL-ASN-GLU-PHE-VAL-LYS-THR-GLU-CYS-ASP-THR-GLU-SER-GLY-HIS-ASN- 

160 170 180 
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-CLY-GLY-ALA-SER-CYS- 

2 10 
LY s - ILE-THR-ALA GT~Y-GLY-LEU-LEU-THR-ILE-HI~-ASN-ALA-GL~- - 7 /. n 

GLY -PHE-LY S-THR-GLY-GLN-SER-LEII-GLN-THR-ALA-ALA~PRO-THR-ASN-LY s-LEU-ILI<-SER+-LEU-LY s-ASN-LY S-GLY-ALA-GLY-VAL-ALA-ALA- 
250 0 b 

~ ~ L E u - A L A - T H R - v A L - T H R - s E R - A L A - A L A - P R o - - s - s - i - u - u - s - - u - - - s - s - - u - - - s - u - -  g 
280 290 

ALA-ALA-ASN-ASP-GLU-TPR-ASN-ASN-TRP-LYS-PRO-GLY-ALA-LYS-PRO-GLU-ASP-PHE-ASP-ALA-US-ILE-LYS-LYS-VAI-PHEG GLU ASP 
320 . cSk3' 

ILE-GLU-VAL-PRO-LEU-GLY-GLY-GLY-GLN-THR-GLN-ASN-LYS-GLN-LEU-TYR- - J J U  360 
SER-MET-GLN-PR ILE-ALA-GLU-LEU-GLN-THR-ALA-ALA-ALA-THR-LY PRO-AL~-CYS-PRO-GLY- 

380 390 
HIS-LYS-GLN-THR-THR-THR-GLU-SER-ASP-ALA-LEU-CYS-SER-LYS-ILE-LYS-ASP-ALA-ASN-GLU-CYS-ASN-SER-LYS-HIS-PHE-CYS-SER-TYR-ASN- 

400 4 10 4 20 
GLY-THR-GLU-THR-ASP-SER-ALA-LYS-LYS-CYS-LYS-TYR-ASN-ALA-THR-LYS-fiA-SER-ALA-SER-ASP-ALA-PRO-VAL-THR-GLN-&A-GLN-THR-THR- 

430 440 450 
SER-ARG-SER-GLU-THR-PRO-ALA-GLU-LYS-CYS-THR-GLY-LYS-LYS-LYS-ASP-ASP-CYS-LYS-ASP-GLY-CYS-LYS-TW-GLU-ALA-GLU-THR-CYS-LYS- 

ASP 

sequences a f f i n e s  l a  f i x a t i o n  de 1 ' i o n  calcium. 
w 

Séquence possédant un f o r t  pourcentage d 'ana log ie  ( 79%) avec l es  séquences a f f i n e s  pour 

0 I l a  f i x a t i o n  des phosphol ip ides 
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l'antigène purifié. 

- leur existence également suspectée lors de l'étude de la phosphorylation des formes 
solubles et membranaires de l'antigène. 

V - Pol-on des AVS et rew avec . . 

I .  . 1 - polvmensatlon des anti~ènes 

L'étude électrophorétique comparative de trois variants de m.brucei (variants 
AnTat 1 .l, 1 . I O  et 1.8) nous a pennis d'observer des diüérences importantes dans la 
structuration des antigènes. 

Dans le chapitre traitant de l'hétérogénéité moléculaire, nous avons signalé que les 
fractions antigéniques purifiées à partir du variant AnTat 1.1 se présentent sous forme 
d'un mélange en majorité constitué d'une molécule dimère. Les hctions F2,F3 et F4 du 
variant AnTat 1.1 O se sont révélées très similaires à celles du variant AnTat 1 .f [ figure 19 
1. Pour le variant AnTat 1.8, le comportement électrophorétique des fractions purifiées est 
différent et de surcroît, l'aspect moléculaire de l'antigène apparait particulièrement 
sensible aux facteurs environnants. En effet, en fonction du lot préparatif utilisé, les 
fractions F2 et F3 en l'absence de réducteur, se présentent soit sous forme monomère 
(préparation a) , soit sous forme d'un mélange de monomère et de dimère (préparation b) 
[figure 391. En conséquence, les antigènes variables que nous étudions semblent capables 
de former des dimères par liaison dis* mais cependant l'association en dimère n'est 
pas toujours retrouvée dans la même proportion selon le variant. 

La confirmation d'une liaison disulfure dans la dimérisation des antigènes a été 
apportée par un marquage des fkactions antigeniques par l'iodo[l l4c] adtamide. Les 
fractions F2 et F3 de chaque variant (AnTat 1.1,1.10,1.8 préparation a et 1.8 préparation 
b) ont fait l'objet de cette étude . Après le marquage, les échantillons ont été analysés en 
électrophorèse en présence de SDS dans des conditions natives ou réductrices. La figure 40 
illustre la révélation après coloration au bleu Coomassie (40 A) et après autoradiographie 
(40 B). 

L'analyse, dans des conditions natives, montre que seuls les monomères sont 
marqués et ceci au prorata de leur présence dans l'échantillon. Si les fractions sont, 
préalablement à l'électrophorèse, réduites par le J3-mercaptaéthanol, une radioactivité 
importante est mise en évidence au niveau des fractions F2 et F3 de la préparation a (forme 
monomère) du variant AnTat 1.8 tandis que les autres fractions ne sont que faiblement 
marquées. 

Ces résultats permettent la mise en évidence d'un thiol libre dans les formes 



4 

Variant Anlat 1 .B : Yroiil electrophor&ique des fractions antigeniques purifiees par affinité 

sur Cancanavaline A-sepharose 

0 roi* 
préparation a "1, 

.IpL. - 
œ 

préparation b 

S - standard de taille mol6culaire 

1 - fraction F2 

2 - fraction F 3 

gel de polyacrylamide 5-30s en présence de SM, respectivement en l'absence (A) et en pi-& 

sence de mercaptoéthanol (BI 
tampons de dissolution des échantillons 

A : Tris - HC10.0623 M , SDS 23, glycérol103 pH 6,8 

B : Tris - HC10,0625 M. SM 2%. glycéro 10%. 8- mercaptotthanol52 pH 6 8  



1 4  Marquage par  I'iodo (1- C)  acetamide des fract ions F2 e t  F3 cfes variants de T .  t. Grucei 
Etude comparative eri tre d i f f hen tes  préparatioris par  6lactrophorèse sur  gel 

de polyacrylamide en présence de SES 
> A 

1 2 3 4  5 6 7 8 9 
Coloration par  le b leu de Coomassie 

Fraction F2 AnTat 1.1 non rilarqu6e 
Fraction F2 AnTat 1.1 
Fraction F3 AnTat 1 .1 
Fraction F2 AnTat 1.10 
Fraction F3 AnTat 1 .10 
Fraction F2 AnTat 1.8 préparation monomérique 
Fraction F3 AnTat 1 .8  préparation rrionomérique 
Fraction F2 AnTat  1.8 préparation dirnérique 
Fraction F3 AnTat 1.8 préparation dirnérique 

Autoradiographie 

A. Tampon de dissolution des échantillons : Tr i s -  
HCI 0,0625 M, SDS 2 %, glycerol 10 %, ptl 6 ,8  

B.  Tampon de dissolution des échantillons : Tr i s -  
HCI 0,0625 M, SDS 2 %, P-niercapto6thanol 5 %, 
g lycérol  10 %, p H  6 , 8 .  

FIGURE 40 



monomères des AVS et l'absence de ce thiol dans les formes dimères. Ce résidu-SH pourrait 
donc être impliqué dans la formation d'un pont disulfure inter-AVS selon un haut 
rendement pour les variants AnTat 1 .l et AnTat 1.1 0 et un rendement aléatoire pour le 
variant AnTat 1.8 pour lequel nous observons une proportion de dimère variant de O à 50% 
seulement. Il nous est apparu intéressant de rapprocher ces observations expérimentales 
de la répartition des résidus de cystéine dans les séquences cDNA de chaque variant 
antigénique. 

Un seul AVS est connu quant à l'organisation des ponts disulfiire, il s'agit de 1'AVS 
11 7 dem.brucei [ALLEN et GURNETT (1983)(4)] qÜi se trouve être justement unisotype 
de I'AVS AnTat 1.8 W'ITHYSSENS gt cou . (1 981)(126)]. Pour cet antigène, les ponts 
disulfùre sont seulement intrachaines : deux sont localisés dans la partie amino-terminale 
(14 CYS - CYS 140, 120 C Y S - C Y S ~ ~ ~ )  et 4 dans la partie carboxytenninale (390 CYS- CYS 
405, 398 CYS-CYS 415, 447 CYSCY&~~, 4 5 5 ~ ~ ~ - ~ ~ ~ 4 6 8 )  et il existe un résidu de 
cystéine libre en position 244 [ figure 411 . 

Nous savons en fonction des séquences CDNA [PAYS pt COU . (1983)(141) 1 que les 
antigènes variables 1.1 et 1 .IO sont constitués de 13 résidus de cystéine tout comme I'AVS 
11 7. La localisation de ces résidus est tout à fait semblable à celle décrite pour 1'AVS 11 7 à 
l'exception du Ume résidu thiol. Cette observation nous permettait de préjuger pour AnTat 
1.1 et 1 . I O  d'une organisation parallèle des ponts disulfUre dans les parties cimino- et 
carboxy-terminales. Dans cette hypothèse, le résidu de cystéine supplémentaire serait 
localisé en position 358 c'est à dire dans la région charnière interdomaine [GOMES et ~011. 
(1986)(64) 1. Pour le variant AnTat 1.8, qui est, rappelons-le, isotype de 1'AVS 117, la 
localisation du 5ème résidu de cystéine n'a pas encore été définitivement établie mais l'on 
peut supposer une situation similaire à celle décrite pour le variant 11 7 qui possède une 
homologie presque totale au niveau des 92 derniers résidus C-terminaux. 

En conclusion, les résultats spécialement pour AnTat 1.1 et 1.10 suggèraient 
l'existence d'un pont disulfure au niveau du manteau de surface. 

L'analyse de la préparation antigénique avant l'étape chramatographique sur 
Concanavaline-A sépharose nous a signalé l'existence déjà à ce stade d'une forme dimère de 
1'AVS. En conséquence, nous nous sommes intéressés B l'étude des formes moléculaires de 
l'antigène au cours du protocole de libération. Rappelons que dans nos conditions usuelles, 
les trypanosomes sont mis en agitation en tampon phosphate 0,125 M de pH 5,5 enrichi en 
glucose à la concentration finale de 1% pendant une nuit à 4%. Nous avons choisi levariant 
AnTat 1 .l et retenu trois temps pour l'analyse du milieu de solubilisation du manteau de 
surface : 30 minutes, 2 heures et 20 heures. Le surnageant de centrifûgation de chaque 
échantillon de la suspension parasitaire a été marqué par l'acide iodo [ 2-l4 C 1 acétique 
puis analysé par électrophorèse en présence de SDS. Lavisualisation par coloration aubleu 



Position des résidus de cystéine dans 1 ' AVS 117 

et organisation des ponts disulfure Iselon ALLEN et GURNETT ( 1983) 1 
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Marquage par  l ' a c i d e  iodo(  2-14c)acét ique d 'un 

surnageant pH 5.5 d'une suspension parasi  t a i r e  

à d i  f f é r e n t s  temps d ' i ncuba-ti on. 

A - Co lo ra t i on  au Bleu Coomassie 

B - Autoradi ographi e 

S - Standard de t a i l l e  molécu la i re  

1 - 30 minutes 

2 - 2 heures 

3 - 20 heures 



Coomassie [figure 42 Al ou autoradiographie [figure 42 B] montre que dès 30 minutes de 
libération, on observe essentiellement une bande de poids moléculaire 120 000. A ce stade, 
il n'y a aucune trace de radioactivité détectée. Après 2 h et 20 heures de libération de ltAVS, 
on observe en bleu Coomassie une quantité plus importante de la bande 120 000. après 20 
heures , la présence de la bande 60 000 devient plus significative par rapport à la fraction 
120 000. En autoradiographie, seule la bande 60 000 est révélée. Enfin, par imrnunoblot vis 
à vis d'un anticorps homologue anti AVS AnTat 1.1 , une réaction positive a pu être notée au 
niveau des bandes de poids moléculaire 60 000 et 120 000 mais en intensité beaucoup plus 
élevée pour la bande 120 000. 

Ces résultats montrent donc que dès le premier stade de libération, l'antigène se 
présente sous une forme dimère et que cette forme reste prépondérante par rapport A la 
forme monomère , l'évolution vers le monomère devient significative par des incubations 
prolongées. 

En conclusion, il semble qu'une liaison disdfke intermoléculaire existe au niveau du 
manteau de surface du variant AnTat 15 et représente vraisemblablement un élément 
essentiel dans l'antigénicité spécifique de variant. 

CLARKE et coli. (1987)(31) ont étudié la fixation d'anticorps mono- et polyclonaux 
sur des parasites vivants ou sur des fragments de la glycoprotéine de surface (clones 
WaTat 1.1 et WaTat 1.1 2) afin d'Btablir la carte des sites mtig6niques exposés en surface. 
Leurs obsemations ont montré que les 4pitopes exposés à la surfàce de 1'AVS représentent 
des assemblages moléculaires dont l'agencement est dépendant de la stmcture tertiaire 
native de la molécule. LA encore, la présence de phospholipides doit être soulignée comme 
facteur de structuration du manteau. 

L'étude de l'organisation moléculaire des antigènes dans la stnicturation du 
manteau de surface représente donc un point essentiel dans l'approche des relations hôte- 
parasite. 

2) Relation entre la ~0lvméris;ailon des a&i&nes et la régpase i- 
. 

Afin d'apprécier l'importance de l'état de polymérisation de l'antigène dans la 
réaction immunologique, nous avons comparé en première approche des préparations 
antigéniques monomère (a) et dimère (b) du variant AnTat 1.8 en faisant appel à la 
technique immunoenzymatique E.L.I.S.A., la réaction immunologique avec l'antigène 
étant envisagée vis à vis d'un immunsérum homologue (anti-AVS AnTat 1.8) et d'un 
immunsérum hétérologue (anti-AVS AnTat 1.1). * 
--------------------------------------*---------------------------------------*------------------------------ 

* Nous remercions le Docteur Vervoort (Institut de Médecine Tropicale de Anvers) pour la 
préparation des diffhrents immunsérums. 



L'antigène sous forme monomère ou sous forme dimère est adsorbé sur la plaque de 
microtitration puis les différents immunsérums sont incubés à 37% pendant 1 heure. Le 
complexe antigène-anticorps formé est mis en évidence par un second anticorps couplé à 
une enzyme (la phosphatase alcaline). Les détails techniques de ce protocole sont exposés 
dans l'appendice technique. 

Les résultats obtenus sont illustrés figure 43 et montrent que : 

- vis à vis de l'immunsérum homologue, la réponse est similaire pour la forme monomère ou 
dimère de 1'AVS. 

- vis à vis de l'immunsérum hétérologue, on note une réactivité légèrement plus fâible mais 
significative pour la forme monomère. 

On sait que la technique E.L.I.S.A. présente l'avantage de caractériser et de doser des 
épitopes conformationnels, chose impossible par l'immunoblotting. 

Les mêmes préparations antigéniques ont été testées par immunoblotting vis à vis 
des immunsérums précédemment utilisés. A l'aide de cette technique, il nous a été possible 
d'observer que seul I'AVS AnTat 1.8 sous forme monomère présente une réactivité 
immunologique vis à vis de l'immunsérum hétérologue alors que la réponse avec l'anti- 
AVS homologue est positive tant pour la préparation monomère que dimère. 

Ces deux approches techniques permettent donc d'envisager l'existence d'un "épitope 
de réaction croisée" port4 par la forme monomère, épitope masqué lorsque l'antigéne se 
présente sous une conformation dimère. Cette hypothése pourrait suggérer aussi une 
localisation de ce déterminant dans une région proche du pont disulfure inter-AVS. 

Pour préciser plus avant s'il était possible de situer la localisation moléculaire des 
sites responsables de l'antigénicité croisée observée, la réponse des deux formes monomère 
et dimère de AnTat 1.8 a été étudiée vis à vis d'immunsérums obtenus à partir de fragments 
trypsiques purifiés de I'AVS AnTat 1.1 (fragments anti-domaine 2l3 N-terminal ou anti- 
domaine 1/3 C-terminal). 

Les résultats sont présentés dans la figure 44. On observe une réponse assez 
constante de la forme dimère vis à vis de l'immunsérum hétérologue anti-AVS AnTat 1.1 ou 
des immunsérums anti-domaines N- et C- terminaux de ce même AVS. A l'opposé, la forme 
monomère qui présente une réactivité significative vis à vis de l'immunsérum hétérologue 
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donne une réponse nettement moindre vis à vis de l'immunsénim anti-fragment N- 
terminal et presque négligeable vis à vis de l'immunsérum anti-fragment C-terminal. 

La polymérisation des AVS sous forme dimère serait donc à l'origine de l'expression 
d'épitopes conformationnels communs à plusieurs antigènes variables. 

Notre travail expérimental montre également sans ambiguïté la notion d'un profond 
changement d'architecture moléculaire au niveau des 2 régions majeures de l'antigène 
lorsque celui-ci est réduit à I'état de monomère. 

Au total, l'ensemble des données acquises est intéressant dans la mesure : 

1 ) où nos expériences de suivi conformationne1 en rapport avec le protocole de libération de 
l'antigène adopté ont pennis de montrer que la m o n  dimère est la confomatio~ 

elle" en surface du  aras - 

2) où la définition "antigénique" de 1'AVS ne peut se concevoir qu'en rapport étroit avec 
l'organisation en manteau du dimère : élément base de la structure. 

Il est établi que la spécificité antigénique du variant AnTat 1.8 est très "conservée", et 
retrouvée au niveau des espèces de trypanosomes et en particulier des espèces pathogènes 
pour l'homme (T.b. r m  et -1. Des tests diagnostiques sont 
actuellement utilisés et reposent sur cette propriétd. Ils ont été en Afrique les premiers 
tests à véritablement apporter un argument biologique sur le terrain. 



Leur amélioration devrait, en fonction de nos observations posées, pouvoir être 
obtenue en tenant compte de l'organisation moléculaire des AVS et en optimisant 
l'ùtilisation d'épitopes confonnationnels. 

La seconde partie de ce travail est orientée vers l'étude des facteurs 
trypanocides sériques. 

b- est non pathogène pour l'homme et plusieurs auteurs [ RIF'KIN 
1978a)(152), GILLET (1 987) (6311 ont décrit l'existence d'un hcteur trypanocide pour cette 
espèce, facteur localisé dans le sérum humain au niveau des lipoprotéines de haute densité 
(HDL) . Ce facteur est responsable de la lyse parasitaire, lyse dont le mécanisme exact et 
spécifique est encore inconnu. L'hypothbse retenue en général est celle proposée par 
RIFKIN (1 978a) (1 52) : 

g e r m é a u .  Selon Rifkin, le manteau de surface constituerait un obstacle à l'interaction 
HDL.'trypanosome et apparait ici encore comme un élément fondamental de protection du 
parasite. 

Aussi, nous avons envisagtl une étude des interactions entre les HDL et les 
trypanosomes entiers ou partiellement dtlbarrassés de leur manteau de surface. Nous 
avons aussi recherché les interactions entre les HDL et les antigènes de surface purifiés et 
même entre les HDL et des fragments représentatifs des domaines moléculaires 
constituant l'antigène variable. 

La première étape du travail, délicate sur le plan techaique, consistait en la 
préparation des lipoprotéines. Nous avons ainsi préparé des HDL de sérum humain et des 
HDL de sérum de boeuf, animal pour lequel T.b.brucei est pathogène. 

a - Ultracen 

La préparation de lipoprotéines a-été réalisée à partir de pools de sérum : sérum 
humain et s4rum bovin. Chaque sérum a été préalablement étudié dans ses paramètres 



lipidiques. Le tableau 12 illustre les valeurs moyennes obtenues. On note que de très faibles 
différences sont observées entre sérum humain et sérum bovin en ce qui concerne 
cholestérol, phospholipides et triglycérides. 

Pour la séparation des lipoprotéines, nous avons utilisé l'ultracentfiugation de 
flottaison selon la méthode décrite par HAVEL gt ~011~ (1955)(82), protocole détaillé dans 
l'appendice technique. 

Les lipoprotéines sont isolées à des densités caractéristiques : 

* d = 1,006 : VLDL (very low density lipoprotein) 

* d = 1,063 : LDL (low density lipoprotein) 

* d = 1,21 : HDL (high density lipoprotein) 

Après avoir testé diffbrents protocoles (congélation, lyophilisation...), toutes les 
précautions sont prises avant séparation et après séparation pour conserver les 
lipoprotéines dans leur état natif : les fractions lipoprotéiques isolees ou dessalées par 
chromatographie ont été conservées à 4% et utilisées le plus rapidement possible afin de 
minimiser les problèmes de dénaturation. 

La pureté de chacune des préparations de lipoprotéines a été vérifiee sur 
lipidogrsmme. L'étude électrophor6tique en présence de SDS des mêmes préparations a 
permis d'étudier le contenu apolipoprotéinique de chacune des lipoprotéines isolées. 

Pour la fraction des VLDL (figure 45), le profil électrophorétique montre une bande de 
haut poids moléculaire représentative de l'apolipoprotéine B, ainsi que deux bandes de 
faible taille moléculaire correspondant respectivement aux apolipoprotéines E (poids 
moléculaire de 35 000) et aux apolipoprotéines C (poids moléculaire inférieure à 10 
000). 

La fraction LDL (figure 45) est essentiellement représentée par une bande majeure 
correspondant B l'apolipoprotéine B 100 avec présence en faible quantité des 
apolipoprotéines B 74, B 26, E et C. 

Le profil électrophorétique des HDL (figure 46) révèle une bande majeure de poids 
moléculaire apparent 28 000, correspondant à l'apolipoprotéine A 1, avec Bgalement 
présence en plus faible quantité d'apolipoprotéines A 11 et C. 
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Profil électroohorétiaue des lioourotéines humaines HD a 
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Les fractions VLDL et HDL ont également été analysées en isoélectrofocalisation en 
gel d'acrylamide à 5% en présence d'urée 6 M selon un gradient de pH variant de 4,O à 6,5 
unités pH. La figure 47 illustre les profils obtenus pour ces deux lipoprotéines : 

- cette technique met en évidence , dans les VLDL humaines, les différentes isoformes des 
apolipoprotéines E et C. 

- pour les HDL humaines, il existe une hétérogénéité dans une zone de pHi comprise entre 
5,64 et 5,40 avec une bande majeure de pHi 5,60 caractéristique de l'apolipoprotéine 

A 1- 
Ainsi préparées, caractérisées, les lipoprotéines ont été testées pour leur capacité 

d'interaction avec les trypanosomes. 

2 - Interaction brotéh- am 

L'étude de l'interaction entre lipoprotéines, apollipoprotéines et trypanosomes a été 
envisagée par test imm,unocytochimique avec 2 types de révélation : l'immunofluorescence 
[ BAILEY et CO& (1967) (8) 1 ou la révélation enzymatique (péroxydase de Raifort). 

Les tests d'immwnocytochimie (révélation par fluorescence ou par enzyme) sont 
réalisés sur un frottis sanguin fixé à l'acétone. Puis successivement vont être déposées sur 
le frottis, des solutions diluées de lipoprotéines ou d'apolipoprotAines purifiées, des 
solutions d'anticorps anti-apolipoprotéine humaine spécifique obtenus chez la chèvre et 
enfin des solutions d'immunoglobulines de type IgG de lapin anti IgG de chèvre. 

La révhlation de l'interaction lipoprotéine ou apolipoprotéine-parasite s'effectue : 

. dans le cas de l'immunofluorescence à l'aide d'un chromophore (FITC) fixé au dernier 
anticorps utilisé 

. dans le cas du marquage enzymatique, par une réaction enzyme-substrat [système 
péroxydase de Raifort - 3,3'-diaminobenzidine tétra-HC1 (DAB)] . 
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L'étude de l'interaction entre lipoprotéine HDL, apolipoprotéine A 1 et antigène 
variable a été envisagée : 

* par test immunoenzymatique E.L.I.S.A. 

* par dichroïsme circulaire. 

Le modèle Trypanosome retenu pour cette étude est le clone AnTat 1.1 dont nous 
possédons l'antigène en quantité suf'fisante sous forme "native" dimère. 

b - Fixation des HDL 

Lors des études immunocytochimiques qui ont pour but la mise en évidence 
d'interaction HDL-parasite, l'appréciation qualitative et quantitative de la réponse est 
estimée au regard d'un test réfbrence. Ce test témoin positif est une recomaisszkce du 
parasite par l'immunsérum homologue de la souche 6tudiée (immunsérum recueilli au 
6ème jour de l'évolution d'une trypanosomiase chez le lapin), l'utilisation d'un anticorps 
anti-IgG de lapin étant le révélateur final. Les deux types de marquage (fluorescence puis 
peroxydase) ont été retenus quand l'interprétation était délicate ( influence des sels dans 
les préparations testées sur la qualité de la fluorescence). 

Nous ne présentons dans ce mémoire que l'étude menée avec les HDL puisque cette 
classe de lipoprot3ines est la seule à être active sans ambiguité sur parasite. 

Cette interaction entre les parasites et les HDL humaines a Bté recherchée : 

- sur HDL isolées , utiliaées directement après ultracentzifbgation (elles sont alors encore 
contaminées par les sels (NaCl et KBr) ayant servi à la préparation du gradient). 

- sur HDL isolées par ultracentrifugation et ayant subi une étape supplémentaire de 
chromatographie de gel filtration sur Sephadex G 25 (protocole décrit dans l'appendice 
technique) en vue d'éliminer les sels. 

En utilisant : 

- des trypanosomes intacts 

- des trypanosomes débarrassés partiellement de leur manteau de surface (action d'un 
tampon phosphate de pH 5.5 pendant 30 minutes) 

- des parasites ayant perdu leur manteau de surface par incubation une nuit en tampon 
phosphate glucosé de p H  8.0 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 13. On note les points suivants : 

- les NDL sont capables de se fixer sur les parasites intacts ou débarassés partiellement de 
leur revêtement de surface. En revanche, aucune interaction n'est observée lorsque les 
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parasites ont été soumis à un traitement prolongé permettant la libération complète des 
antigènes de surface. 

I Signalons aussi que le potentiel interactif des HDL est nettement augmenté après 
1 élimination des sels par chromatographie de gel filtration. 

Au total, ce premier résultat laisse entendre une ~ â r t i a ~ a b  . . 'on m lu tôt active du 
au de surface dans 1 int 1 .  

P - Sur lmt?uZene variable purifie 
l . .  

Le manteau de surface étant essentiellement constitué par l'antigène variable, nous 
avons étudié la fixation des HDL sur la molécule antigénique purifiée sous forme dimère 
native. 

Cette étude a été menée selon deux protocoles : 

- par test immunoenzymatique E.L.I.S.A. 

- par dichroïsme circulaire 

Pour réaliser ce test, une solution de fraction antigénique purifiée (F 2 Cod-  
Sepharose en concentration finale de 0,05 pg/ml) est adsorbée au niveau des puits d'une 
plaque de microtitration. Les HDL, préalablement diluées en tampon phosphate de 
sodium 0,OlM de pH 7.20, sont mises en contact avec l'antigène adsorM. La révélation du 
complexe éventuel est effectué par incubation successive d'un anticorps anti- 
apolipoprotéine humaine fabriqué chez la chèvre puis d'un anticorps anti- 
immunoglobulines de chhvre obtenu chez le lapin et marqué A la péroxydase. Enfin, le 
substrat spécifique [ acide 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline) sulfonique (AJ3TS)- 
H202] est ajouté. Après incubation, l'intensité de la coloration verte est observée [ les 
conditions operatoires sont détaillées dans l'appendice technique] . 

Les résultats ont permis de montrer qu'il y afixa-L h a n e s  sur 
e vanable selon un SV e satura& (figure 48). 

Ce résultat laisse donc entendre l'existence de récepteurs spécifiques pour les HDL 
humaines au niveau de I'AVS. 

C'est une donnée qu'il est important de souligner en fonction des résultats 
contradictoires publiés dans ce domaine sur parasites étudiés in vivo et utilisés pour 
établir la notion de fixation limite et donc de saturation. Citons deux exemples : 

1) Celle de Rifkin (1983)(154) qui a étudié la fixation des HDL sur parasites vivants. 
L'incubation de trypanosomes (à la concentration de 3 B 5 .10 cellules / ml ) et de MIL 
radiomarquées a l'iode lZ5 1 est réalisée à 4 O C pendant 2 heures. Des aliquotes 





régulièrement prélevées de ce milieu d'incubation sont centrifugées à basse vitesse ; le 
culot parasitaire ainsi obtenu est alors compté afin de déterminer la radioactivité associée 
aux parasites, celle-ci étant significative d'une interaction HDLtrypanosomes. 

Ce protocole a permis la mise en évidence d'une association inmédiate à 4OC.,La 
quantification révèle que 10 à 2.2 10 molécules de HDL sont fixés par trypanosome. 
Cette fixation se révèle être réversible et non saturable malgré l'utilisation d'une 
concentration élevée en HDL (supérieure à 1,22 mdmi soit 15.10 molécules / ml). 

Ces résultats dans leur ensemble sont donc en opposition avec la notion de récepteurs 
spécifiques à HDL en surface parasitaire. 

2) Plus récemment, celle de GILLETT et cou. (1987)(63) qui ont étudié également le mode 
de fixation des lipoprotéines au niveau des parasites vivants, et en particulier l'interaction 
potentielle des HDL et des LDL. 

Une suspension de 5.10 trypanosomes/ml est incubée pendant 30 minutes à 0% en 
présence de quantités croissantes de HDL à apolipoprotéine A ou HDL à apolipoprotéine E 

1 marquées i~ l'iode 125 1 [le fiactionnement de ces deux classes de HDL étant obtenu par 
chromatographie d'finité sur héparine-sépharose selon le protocole décrit par 
WEISGRABER ~t CO& (1 980) (1 79)] Des aliquotes sont prdlevées et centrifugées à basse 
vitesse afin d'obtenir un culot parasitaire. La quantification de la radioactivité associée 
aux parasites a permis de définir une fixation saturable pour les HDL à apolipoprotéine A 
alors que les HDL à apolipoprotéine E ainsi que les LDL se fixent sur le parasite selon un 
schéma non saturable. 

Deux hypothèses a la lumière de ces articles pourraient être soulevées pour 
commenter nos résultats personnels : 

1 - Les variations évoquées pourraient r4sulter d'une diffbrence dans la qualité des HDL 
étudiées tenant au mode de préparation et de conservation. 

2 - Nos préparations correspondent essentiellement à des HDL "à apolipoprotéine A " . 



* par dichroïsme circulaire 

L'interaction entre les HDL hhaines  et l'antigène variable a également été étudiée 
par dichroïsme circulaire afin de visualiser par cette technique un éventuel changement 
de structure secondaire au moment de la reconnaissance intermoléculaire. 

Un spectre dichroïque de 180 à 250 nm est enregistré pour chaque fraction avant de 
procéder à leur mélange dans les proportions molaires AVSHDL suivantes : l/i 0,211 0 et 
5A0. L'informatisation du dichrographe permet le calcul et le tracé de la différence de 
spectre entre le spectre théorique calculé des deux molécules en mélange et le spectre 
expérimental réellement obtenu après la mise en contract des HDL et de l'AVS. 

Lorsqu'il n'y a pas d'interaction, les effets dichroïques étant purement additifs, le 
spectre différentiel est nul. \ 

Dans le cas HDL humaines/AVS AnTat 1.1, le spectre Mérentiel enregistré montre 
qu'il y a perte d'h6licité lorsque l'on met en prBsence ces deux molécules, ce qui traduit le 
phénomène interactif. 

Nous avons recherché, à travers l'btude des fragments moléculaires repr6sentatifs 
des principaux domaines caractérisant l'antigène, une localisation du phénom8ne 
interactif' et avons fait appel à nouveau au test ELISA ou au dichroïsme circulaire. 



X )  Sur les f k a ~ e n t s  antigeniaues ~urifiés 

Afin de pr6ciser la localisation du ou des zones de réception des HDL au sein de I'AVS, 
nous avons analysé l'interaction des HDL avec les fragments trypsiques purifiés 
représentatifs des 2/3 N-terminal et 1/3 C-terminal de I'AVS. 

L'approche expérimentale s'est faite : 

Ce test a été réalisé selon le protocole précédemment décrit. Dans nos conditions 
expérimentales, une réaction positive a été obtenue uniquement avec le fragment N- 
terminal de 1'AVS [figure 493. Aucune densité optique significative n'a été obtenue avec le 
fragment C-terminal. 

Le même protocole d'étude par diWisme circulaire a été appliqué afin d'apprécier 
l'interaction éventuelle entre les HDL et le fragment moléculaire 2/3 N-terminal de 
1'AVS. 

Le spectre diff4rentiel obsem4 sur le mélange lipoprotéine-domaine N-terminal 
montre une perte d'hélicité équivalente à celle observée précédemment avec 1'AVS 
natif. 

Il y a donc bien interaction entre les HDL et très vraisemblablement la toute 
extrêmité N-terminale de I'AVS dont on a vu le caractère fortement hélicoïdal (cf chapitre 

M. 

Par contre, le spectre différentiel observé pour le mélange HDGfragrnent 113 C- 
terminal de I'AVS s'est révélé peu significati£. 

Nous avons voulu apprécier la participation relative de la copule lipidique ou 
protéique des HDL dans le phénomhne d'interaction. Dans ce but, nous avons préparé, à 

partir de HDL purifiées, l'apolipoprotéine majeure A 1. 





c ) Fixation de l'apoli~o~rotéine A 1 

a - Purification de l 'a~oli~o~rotéine A 1 

La fraction HDL purifiée par ultracentrifbgation et lyophilisée est soumise à une 
délipidation par extraction organique dans un mélange chloroforme-méthanol (2 : 1, 
v/v). 

Les apolipoprotéines ainsi obtenues dans la phase aqueuse sont alors solubilisées en 
tampon Tris O.lM, urée 6M de pH 8.2 puis déposées sur une colonne de Séphacryl S-200 
bquilibrée dans ce même tampon. 

Le profil d'élution, suivie par lecture de la densité optique à 220 nm, livre 4 fractions 
[ figure 501. Pour éviter les recouvrements , les fractions ont été poolées en éliminant les 
débuts et trainées de pics. 

Chacune de ces fractions a ensuite été analysée en gel de polyacrylarnide en présence 
de SDS pour en apprécier le degré de pureté [figure 51 1 : 

- la fraction 1 ne contient qu'une faible quantité de protéine telle que l'atteste l'absence de 
de bande colorée par le bleu Coomassie. 

- la fraction 2 est essentiellement constituée par une bande de taille moléculaire apparente 
28 000 qui renrésente l'anoli~o~rotéine A 1, 

- la fraction 3 contient une bande majeure de taille moléculaire apparente 17 000, cette 
bande correspondant B l'apolipoprotéine A II. 

- la fraction 4 contient , à l'état de traces, des constituants de faible poids moléculaire. 

Ainsi purifiée, l'apolipoprotéine A 1 a été utilisée afin de déterminer son éventuelle 
fixation sur le parasite entier ou son potentiel interactif avec l'antigène variable. 

p - hteraction de l'apoli~o~rotéine A 1 avec les narasites entiers 

Par les techniques immunocytochimiques déjà utilisées, nous avons étudié la 
fixation éventuelle de l'apolipoprotéine A 1 sur parasites. 

Nous avons pu observer que les trypanosomes étaient marqués en surface très 
intensément et d'une manière plus diffuse que pour les HDL où le marquage apparaît sous 
l'aspect d'un lisertl membranaire fin, continu et homogène. 
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Profil chromatographique de gel filtration de la fraction HDL humaine délipidée 

Séparation sur gel de sephacryl S 200 superfine 

tampon d'élution : urée 6 M, Tris 0,l M pH 8,2 

Figure 50 
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Profil électrophorétique des fractions purifiées sur Sephacryl S 200 

d B 

gel de polyacrylamide en gradient 5 - 30 I en présence de SDS 

S - standard 
1 - fraction 1 
2 - fraction 2 
3 - fraction 3 

4 - fraction 4 

Figure 51 



'apoli~oproteine A 1 su , . x - Fixation de 1 r anti~ène variable ~urifié e t  
pur framents   un fies . , 

Pour cette étude, la technique immunoenzymatique ELISA a été retenue et réalisée 
dans les mêmes conditions que lors de l'étude de l'interaction HDL-AVS c'est-à-dire en 
choisissant le mêm rapport molaire apolipoprotéine-antighne. 

Aucune interaction significative apolipoprotéine A 1-AVS n'a été décelée [figure 49 1. 

Dans des conditions techniques similaires, aucune fixation de l'apolipoprotéine A 1 
n'a été aussi mise en évidence sur fragment représentatif des domaines N- ou C-terminal 
de l'antigène [ figure 491 et ceci malgré l'utilisation de concentrations jusqu'à 100 fois 
supérieures à celle choisie pour l'interaction HDL-antigène ou HDLfragment N- 
terminal. 

Ces derniers rtlsultats sont assez surprenants dans la mesure oùnous avons observé, 
sur parasites entiers fixés, une fixation très positive de I'apolipoprotéine A 1. 

Cette différence de fixation de l'apolipoprotéine A 1 vis à vis du parasite entier par 
rapport à l'antigène purifié permet de soulever deux hypothèses : 

1 - L'dh i t é  de l'apolipoprotéine A 1 n'est possible que sur l'antigane organisé en manteau 
à la surface du parasite, la dimérisation de 1'AVS n'étant pas suffisante. 

2 - La fixation de I'apolipoprotéine A 1 sur l'antigène nécessiterait la participation de 
certains constituants lipidiques, présents exclusivement au niveau du parasite entier. 
Cette hypothèse est possible dans la mesure où un a m ~ l e x e  aisoli~o~rotéine A 1 - 
dimyristovl~hosghatidvlc~ a été mis en évidence par JONAS (1977) lors de 
tentatives expérimentales de reconstitution de lipoprotéine à partir d'éléments base. 

Signalons aussi que dans certaines conditions de traitement des parasites [action 
d'un tampon phosphate de sodium 0.06M glucosé à 0,1% de pH 8.0 PSG)] , conditions très 
voisines de celles adoptées pour l'élimination totale du manteau, nous obtenons un 
parasite : 

- encore pourvu de manteau puisque réagissant encore en surface avec un anticorps anti- 
trypanosome eème jour. 

- mais ayant perdu ses propriétés &es pour les HDL. 



d) - Com~araison a vec la fixation des 1'- - 
9. i~o~roteines de boeuf 

Le sérum de boeuf n'étant pas trypanocide pour le modèle T.b.brucei, nous avons 
étudié la fixation de lipoprotéines HDL et d'apolipoprotéines A 1 de boeuf sur le parasite 
entier ainsi que sur l'antigène variable ou ses fragments trypsiques purifiés. 

Malgré une grande homologie de séquence peptidique et d'organisation moléculaire 
entre les apolipoprotéines A 1 humaine et bovine [ CHAPMAN (1980)(26) 1 , nous n'avons 
enregistré que peu de fixation d'HDL en surface parasitaire. 

Signalons que nous avons utilisé dans nos révélations un anticorps anti- 
apolipoprotéine A I humaine. 

Par test ELISA, aucune interaction n'a été mise en évidence entre HDL bovine ou 
apolipoprotéine A 1 bovine et antigène variable ou fragment N-terminal (figure 49) malgré 
la zone de concentration utilisée (variation relative de 1 B 100). 

Auam élément donc ne permet pour l'instant d'expliquer ces résultats. Rappelons 
que notre étude par isoélectrofocalisation des apolipoprotéines bovines a permis 
d'observer une différence nette dans la répartition des pH i par rapport à l'apolipoprotéine 
A 1 humaine (figure 52). Cette répartition différente de charge est-elle en relation avec nos 
résultats ? 

De plus, au plan lipidique existent aussi des variations faibles au plan quantitatif 
mais à préciser en terme d'acides gras, de phospholipides, etc. .... 



IsoBlectroîo c alisation des Iipoproteines t 
" gel d'acrylamide en 5% e n  présence d'urée 6M 

* gradient de pHi variant de 4 à 6,5 

depôt -è- 

1 . fraction HDL purifiée humai ne 
2 - fraction HDL purifiee bovine 

Firurc 52 
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CONCLUSION 

Depuis plus de dix ans, la recherche en matière de trypanosomiase a été orientée 
principalement vers l'étude du manteau de surface du trypanosome. On sait en effet que 
ce manteau est déterminant dans la relation hôte-parasite et, sur le plan biochimique, 
on en connait maintenant l'élément constitutif essentiel représenté par une glycopro- 
téine de surface dont la finalité fonctionnelle n'est pas entièrement connue en dehors 
d'un rôle premier dans le cadre immunologique. De ces acquits sont venus des tests dia- 
gnostiques simples utilisables sur le terrain et qui rendent actuellement les plus 
grands services tant au plan individuel qu'au plan épidémiologique. 

Dans une première partie de ce mémoire, nous avons voulu situer en terme de bio- 
logie parasitaire ce qu'est la notion de variation antigénique et introduit aussi celle de 
populations parasitaires. 

Les connaissances précises biochimiques des antigènes variables ont été présen- 
tées tant en ce qui concerne les méthodes d'isolement et de purification de l'antigène va- 
riable qu'en ce qui concerne les éléments de structure primaire et secondaire. L'accent a 
été mis sur l'existence en position C-terminale de la glycoprotéine d'un glycolipide par- 
ticulier pour lequel le rôle d'ancrage membranaire est très largement établi. La termi- 
nologie de forme mernbranaire ou de forme soluble est maintenant devenue dassi- 
que. 

Notre travail qui a débuté en 1983 s'inscrit dans la description biochimique d'un 
antigène variable. Notre participation, à l'aide du modèle T.b.brucei (variants AnTat 
1.1, AnTat 1.8 et AnTat 1.1 0) a permis en particulier : 

- de définir l'agencement moléculaire de I'AVS, son organisation en deux domaines 
N- et C- terminaux et en une zone charnière à potentialité fonctionnelle, 

- de définir, B l'aide d'une série de gènes codant pour des variants de séquence pep- 
tidique connue, une zone de conversion qui a été située dans la zone charnière, 

- de mettre en évidence de manière définitive, à l'aide de la chromatographie li- 
quide haute performance, l'existence d'une "hétérogénéité" des antigènes purifi6s liée à 
leur degré d'hydrophobie relative qui semble en relation avec un potentiel de polyméri- 
sation, 

- 



- de démontrer l'existence d'interactions fortes entre antigène variable et phos- 
pholipides, 

- et enfin, de préciser les relations existant entre polymérisation des antigènes et 
réponse immunologique. 

Au total, cette somme de résultats nous aide à mieux comaitre l'organisation de 
l'antigène, son agencement polymérique et sa place dans la constitution du manteau de 
surface parasitaire. 

Notre recherche a été tournée aussi vers une approche biologique. La notion de 
spécificité hôte-parasite en terme de pouvoir pathogène commence en effet à recevoir un 
d6but d'explication. Ainsi, la non-pathogènicité de T.b.brucei pour l'homme peut-elle 
s'expliquer à travers un facteur trypanocide sérique que nous avons étudié et qui peut 
être identifié aux lipoprotéines de haute densité. 

Ainsi,T.b.brucei pathogène pour la race bovine est-il inopérant chez l'homme. De 
plus, chez l'homme, commence à se dégager la notion de trypanotolérance relative. Là 
encore, des facteurs sbriques peuvent intervenir. Ils sont encore mal connus mais peu- 
vent être à l'origine de voies thérapeutiques nouvelles. 

La trypanosomiase est devenue une préoccupation première de la recherche en pa- 
rasitologie. Elle exige maintenant la compréhension de mécanismes complexes tant au 
plan cellulaire que général pour apporter une solution B une pathologie affectant la qua- 
si-totalit4 du continent afilcain. 
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1 - m e s  d'ttyide -CO-- 
. . 

A ) Electrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS. 

I Le dod4cyl sulfate de sodium (SIN) possède la propriété de se fixer dans ~ertaines 
conditions sur l ' d e m e n t  peptidique d'une protéine lui confihant ainsi des charges 
ndgatives en nombre tel que la migration 6leetrophm6tique ne dépend plus que de la 
longueur de Saxe peptidique de la protéine. 

l L'utilisation d'un gradient d'acrylamide permet d'obtenir une résolution optimale, et 
permet également de powoir établir une relation linBaire entre la mobilité 
électxophorttique et le logarithme de la masse moléculaire. 

2- Te- 

La méthode utilisee est ceile décrite par LAEMMLI (1970) (104) : 
Un gel de gradient d'acrylamide (5 h 30% ou 2 8 10%) de 1,6 mm d'6paisseur est coulé 

entre deux plaques de verre. Un gel supérieur (B 5% ou 2% selon les cas) d'acrylamide, 
dans lequel sont réalisés au moyen d'un peigne en plastique des c o m m e n t s  pour le 
d6pôt des khmtillons, est ensuite couid. 

Les migrations ont 6té réalisées dans une m e  8 électrophorèw verticale (LKB 2001) 
sous use intensité constante régul6e de 30  milliampère^. Le temps d'électrophorèse est 
apprécid à l'aide d'un témob coloré (bleu de bromophenol). 

Après migration, le gsl est demoulé, coloré par immersion pendant 16 heures dans la 
solution de Bleu Coomassie, puis décoloré dans p1usieurs bains successifs de solution 
décolorante. a 

I 
1 
i 
1 
1 

1 
I 
l 

l 
1 

salutian m82.e d'acrylaxxide : A 
- arryhmide 48 g 
- N-Nméthy1Bnebitaaayi8MJde 1.28 g 
- eau disüil6e q.~s.p. 100 ml 

solution tampon du gel B gradient : B 
- 3 M T~sEI-HC~ pH 8.8 



solution tampon du gel supérieur : C 
- 1 M Tris-HC1 pH 6.8 

solution d'acry1amide pour le gel B 2% : G 
- acrylamide 8 g 
- N-Nm~thy1È!nebis8~ry1~de 2 g 
- eau d i s t i l l b  q.s.g. 100 ml 

A 
B 
SDS B 2% 
eau distillée 
saCCharom 
riboflavine 4mV100ml 
TEMED 

du 
A 1.00 ml 
C 1.25 ml 
SDS B 2% 0.50 ml 
eau distill8e 7.10 ml 
riboflavine 0.20 ml 
'lmxm 40 @ 

solution B 30% 
8.40 ml 
1.75 ml 
0.70 ml 
3.00 ml 
2.80 g 
0.20 ml 

10 

persubte d'ammonium =$ 



C 
G 
SDS a 2% 
eau distillee 
ribahvine 

TEMED 

TEMED : N, N, N, N' TétramBthylBnediamine 

AprBs dissoIution dans le tampon, l'échantillon est porté 8 1 00% pendant 3 minutes 
afin de permettre la fixation du SDS sur la chaîne peptidique et aussi, le cas BchBant, h 
rupture des ponts disuifim. 

Tampon d'électrophorèse 
- Tris 
- Glycoco1Ie 
- SDS 

Danececabl,uiHieI~de%~~insdemaese!moWaSre~~e(kitde&braion 
de bar poids mol&uieire Pharmpeyi) est d8pwé sur le gel dans 1- m1$m%s conditions que 



chantillons à étudier. La courbe d'étalonnage du gel est obtenue en portant 1 o g MM = f 

migration de la protéine 

migration du bleu de bromophénol 

Le report du R de l'échantiiion an S sur la combe d'étalonnage dome 
immédiatement une v eur de la 

l 

B ) Chromatugraphie liquide de haute performance (HPLC) 

Les chsomatograhies HPW ont été réalisées sur des appareils de type WATERS 660 
et VARUN 5000. 

1 --JC de 

Pour l'étude de la polymérisation de I'antigbne, nous avons 
utilid une donne LKB type TSK SW G4000 (75 x 600 mm). 

Les 6chantillons sont d6posés en quantité de 20 pg, :!4l 
Lf61ution est réalide en tampon phosphate de sodium 0.1 M de H 7.0 enrichi ou non en 
SDS ii 0-1 $10 selon un ddbit de 0.7 ml par minute. L'absorbante de 'éluat est mesurée B 220 
Dm. 

P I 
La dibration de la colonne est effectuée par les protéines 

suivantes : 

II !L"hyro lobuline (670 OOO), ferritine (444) 000),~8talase (232 8 OOO), lactate dérahydrogénase (140 001, sthmaib-e (67 0001, ovalbumine (44 000). 

Pour la séparation des phospholi 'des, nous avons utilisé 
une technique modifiée B partir des travaux de BRMND et CO l!î (1981 )( 14). 

Dans ce système Chrurnatographi e, nous avons utilisé une 
colonne L i h s o r b  Si ($O,? pn) munie d'une pr6colome Si 8 (10 pl. L'élution est 
r6alide selon un dient de 8olvanU (acidifiés par l'acide, orthophosphorique afin 
d'éviter la plupart != es fonnes salines dss phospholipides) : 

solvant A 
solvant B 

acétonitrile eau 



% solvant A % solvant B temps mn 

0-3 10 90 

12 60 40 
If3 80 20 

18 95 5 
19.5 95 5 
20.5 10 90 

L'61ution est r6alisée B un dbbit de 2 mVmn et suivie par 
mesure de I'abwrbance B 203 nm. 

Les témoins choisis pour l'étalonnage de la colonne sont le 
phosphatidylg~y~l,  le phosphatidylinositol, phosphatidy16thanol~e, 
phosphatidylcboline et la spbingomyéline (con~811klcition de 5 pghl). 

2 --IL2 de &se inverse 

Nous avons uW6 une colonne Beckman type Uitrapore RPSC-C3 (bille des pores 

300A0,4.6x75mm).Dle?sq~ti~deI'o~de1006150 p g s o n t ~ s . L e s c o n d i t i ~  
de dpamtion opthdes ont Bté s b ~ m  mmc un aysthe d'B.1ution allant d'une solution 
aqueuse de formiab d ' m o ~ m  0.03 M(A1 vers du propanol-1 6W (BI adon le 
gradient suivant : 

L'&atiti9n d a n  un &Mt de 1 zdhninwf63 et au iv i~  par mesure dm, 
l'%bS~*ce & 206 am, 

L'échanrnan (soit 60 8 100 rmn01~)les) est hydrolysé pendant 24 heures par l'acide 
ehlorb.ydngues 5 . a  B 11 0% en t x b  sceflt5 sous vide. L'hydr~lgsat eât;emuite hipré sous 
vide B âasw bmpér"8tuFe (Evapo Miz Buchier). 



2 - u v s e  & acides sur '1 
La composition en acides aminés est r6alisée sur autoanalyseur Beckman de type 

119 CL. Les tampons et le programme retenus (FAUCONNET et ROCHEMONT (1978( 
l 49) ) permettent en une seule Btape et sur une seule colonne la s&paration des acides I 

Fimin6s et des osamines, sur une résine DUR;RUM DC 6A dans une colonne de 6 mm de ? 
diamètre et de 220 mm de hauteur. 

La composition du réactif8 la ninhydrine est la suivmte : ninhydrine (Touz 
Matignon) 75 g, chiorure s ~ e u x  CMerck) 1.5 g, tampon acétate de sodium pH 5.5 
(Merck) 1250 ml , mBthylce110solve 3750 ml. Le réactif est maintenu sous atmosphère 
d'azote. 

Le tryptophane détruit par l'hydrolyse acide HC15.6N est dosé tlar la m$th 
PENKE et coll. (1974)(144) : . I '  ;; ".< ** - :' . y .  

.$ 3 . 
1 mg d'échantillon est hydmlys6 24 heures sons vide B 110°C par 1 . ' ' ~  d'acide P. 
mercaptosuUonique en pré88nce de 500 nanomoles de norleucine. Le pH de l'hydrolysat 
est ensuite ajuste B pH 2.2 par de la soude ZN et le volume est qjust4 B 5 ml avec un tampon 
pH 2.2 utilisé habituellement pour b dép& des 6chantül011s sur l'autoanalyseur . 
L'anaiyse s'effectue ensuite selon les conditions précédemmeilt décrites. 

D ) Composition glucidique. 

La composition en oses neutres et en o h e s  est dBtennUrb, apds m6thanolyse, 
par chromatographie en phase gazeuse selon la m6thode de iUWBBUNG (1975) (102) 
moW& par MONTREUIL et COU. (1986x133). 

La m6thanolyse eait effectuée dans une miution de mBthano1-HC10.5 M B 80°C 
pendant 24 heures. La réadion est neutralisée par addition de carbonate d'argent 
(Prolabo) et la wlution est ensuite sech4.e sous courant d'azote, 

Les ~W~ mnt N-dty16s par addition de 20 pl d'anhydride adtique et lais& 
en contact uae: nuit B I'obsdté. Puis 0.7 nil d'heptane (Sequand $rade, PIERCE) sont 
ajoutée afin d'obtenir un dbphamge. La phase heptanique supérieure est alors évaporBe 
sous azote puis additionnée de 30 de pyridine. 

Apds 3 minutes 9, tempSra- ambiante, les &hantiilom hiont &6s sous azote 
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* Dé-O-acétylation 

Les échantillons sont alors dé-O-acétylés dans 500 pi de méthanol-HC1 1.5M 
pendant 1 heure à 65%. Le methano1 est ensuite évaporé sous courant d'azote. 

La silylation est effectuée par addition de 1 00 pl deBSTFA (Pierce) pendant 2 heures 
B température ambiante et à l'obscurité. Après séchage sous azote, 100 ml d'heptane sont 
ajoutés. Un délai de 30 minutes est fixé avant l'injection de 1 à 2 ml de la phase 
heptanique. 

40-e en w e  

L ' d y s e  est effectuée sur appareil Girdel équipe d'un dbtecteur à ionisation de 
flamme sur colonne capillaire. 

La température initiale du four est de 1200C, elle augmente de B°C par minute 
, jusqu'à 240°C. La surface des pics et le temps de rdtention sont déterminBs au moyen de 
l'intégrateur digital couplé à l'appareil. 

E ) Dosage de phosphore. 

Les échantillons ont été dissous dans de i'eau'distiliée B une concentration de I'ordre 
de 0.1 mg/d. 

Des diquotes de solution mespondant à 5 moles et 1 O d e s  de glycoprotéiae ont 
été de façon rép4tée précipités par de l'acide trichloracétique (1696, ph), avec 
redissolution des précipitée dans de la soude 0.1N à O%, respectivement avec ou sans une 
6tape de chaufhge du précipité B 80% pendant 20 minutes. 

L'on ajoute aux précipités précédents, et Aune gamme étalon pdparée &partir d'une 
solution de H H P 4  0.5M, 62,5 pI de nitrate de magnesium B 10% dans 1'6thanol absolu 
Les 4chantillons sont séchés en 4twe B 105% puis &6raüséa à la flamsie d'un bee 
bunsen. 



du (ITAYA et MICHIO, (1966)(94) 

- Prdparation du reactif: 1 g d'heptamolybdete d'ammonium (NH4, Mq 0% - 4H$) est 
dissous dans 10 ml 8HCl a, et 60 mg de vert Matachite dans 30 ml d'wu. Les deux 
solutions sont ensuite m h g é e s  et laissees sous agitation 30 minutes. Le mélange est 
centrifugé juste avant l'emploi. 

- LRS cendres sont dissoutes dans 375 pl (I'HC11.2N et l'on ajoute 125 pl de réa&, aprhs 5 
minutes, sont ajoutAs 12,5 pl de Ween 20 8 1.5%. La lecture se fait B 660 m. 

Préalablement au dosage du phosphore, certains échantillons sont traités en milieu 
organique afin d'6liminer a'6ventuels phospholipides contaminants, Chaque préparation 
lyophillisée est mise en contact dum61ange organique Bthmol-éther (3:1, vh) pendant 16 
heures à 4%. AprPs centdfûgation pour décantation de$ phases, le précipité résultant est 
lavé B deux repniees par le même mélange organique (6thanollether) et iaiseé en contact 
pendant 4 heures. Enfin, après une nouvelle centrifbgation, ia protéine est rinaSe 2 fois B 
l'éther et sech& sous jet d'azote. 

G ) Composition lipidique. 

Les acides gras sont libérés par hydrolyse HCl S.6N p c m i h t  24 heures à 110% en 
tube scelle sous azote. Après hporation sous vide, lm acides gras sont rercueillis d o n  le 
partage de FOLCH et COD. (1957X56). On ajoute BO pi d'HC12N, 100pl d'eau, 200 pl de 
m6thanol et 400 pl de chloroforme. Après agitation et centrifiqation, la phase organique 
est réCupisrde et lavée trais fois avec 200pl d'un mélange chlmformdmBk01/eau 
(in on O). 

Les acides gras s ~ n t  convertis en esters m6tbyliques par tramestesification 
(IEAGENFELDT (1966) (74). Ap* M o n  B l'heptane , leEl estera mB&yliques sont 
séparés pm ehrornatapqhiqzx~ en phase gaseu~8 su;r d o m e  c8pikk. P m  
identification des audm gras ha tu ré^, on uut;itise la nrérfihade das longue- éqaivd81~tes 
de chaîne. 



H ) Etude en dichroïsme circulaire. 

Les &tudes ont 6té réalides sur dichgraphe Jobin-Yvon RJ Mark III, permettant 
des mesures Q 180 B 800 nm. La sensibilité de l'appareil peut varier de 2.10 -* 9 10 -6. Le 
signal dichrofque amplifi6 est enregistr6 sur papier caübré en cm (absci~se et ordonné). 
L'épaisseur des cellules de mesure varie de 0.01 cm à 2 cm. L'ellipticité molaire (€9) a été 
calcul& pour la région du spectre cofiespondant au chromophore amide (entre 180 et 240 
nm), en prenant la moyenne B partir de 3 à 5 spectres réalisés B deux sensibilités 
diff6rentes. La vitesse de d6roulement du papier est de 2 dm. La constante de temps 
est égale B 10. 

L'appareil a été étalonné au moyen d'une solution d'isoandrostérone dans b dioxane 
(25 mg120 ml). On mesure B 304 nm, en cuve de 1 cm , 8  la aensibüitB de 10. 10 -5 afin 
d'obtenir sur l'enregistreur une expansion correspondant à 142,5 mm. 

a) Conditions d'utilisation des dütërents enzymes protéolytiques. 

1 - Enzymes utllirses 

* trypsine (Sigma type XI ne 1005) d6bmram6e de son activité chymûtqpsique par le 
c h l o m  de diphénylcarbamyl @PCC) 

* protéam de -coccus m u s  (Miles no 36900). 

* chymotrypsine (Sigma NT-7762) 

* themolysine (Si-) 

2 - Tampons d'incubation 

Les hydro1yses 'trypsiques et chymotrspaiques sont effectuées en tampon 
bicarboo8te d'mnniuxn O.OIM ajusté B pH 8.5. 

L'hydrolym par la pmthtm de W e s t  men& en tampon acétate d ' m n i u m  
0.OfiM de pH 4.0 (HOURiARD et DRAPEAU (1972) (91 ) ). 

L'hydrolyse par la tbemmlgecine est réalisée en tampon bicarbonate d'rimmoninm 
0.û5M de pH 8.0 e h &  en carbonate de calciu~zp 1 d. 



3 - Protocole d'hydrolyse 

Les concentrations en échantillons sont de 1 mg/ml. Selon les cas, nous avons été 
amen& à utiliser M6rents rapporta molaires enzyme/sub~atrst (1% à 4%) et différentes 
températures d'incubation (4% et 37%). 

* La 8-carboxamidnm6t;hylation e ~ t  effectuée selon la tec$nique de GALL et COU. (1968) 
(60) .La~~mtéRnesrdFtdisso~tehunfampnEDTAO.003M ,de8M,Trisf..5Mde 
pH 8.5 et Yi&( 1 - l4 C) 8 ~ ~ d e  (activit4 spWque 6 mCi/mmole) est ajout4 selon un 
ex& de 10 moles par mole de g ~ ~ t & i e .  La Ladion est & h é e  pendant 1 heure à 
37°C et B Yobmwité. Le .i.8adif en excès est &min6 par dialyse contre eau d6siomsbe 
pendant 6 j o w .  La glycopmtéine est ensuite 1yoph.iiliSee. 

* Le marquage des anügbnes par l'acide iodo (2 - l4 C) acétique est efSectu6 directement 
sur le surnageant pE 5.5 de la suspension parasitaire de ~ ~ s o m e s .  Des aliquotes de 
cette suspedon sont réguli8rement p~élevées apr8s 30 minutes, 2 heures et 24 h e m  de 
libération de l'antigène. 

L'acide iodoa&que (activité 8pieciEique 6.5 mWmmn1e) eat @out& selon wn d s  
de 10 moles par d e  de glycopmtdine; la ~4action est efbtmb pandant 1 heure à 

~ e t i F ~ M . ~ d i a I p ~ ~ ~ d e l ' e a u d 9 s i o s i s é e  
pur éiimber l'acide iodoa&que an w&s, fes éthndSi01t8 sont 1yophiUsés. 



Aprhs migrsltian BlectrophorBtique des échantillons , le gel est rinoé en tampon Tris 
O.025M-glycocoUe Q.192M afin d'éliminer le SDS. Les bandes sont t d 6 r 6 e s  sur 
nitrocellulose pendant une nuit en tampon Tris-glycocolle enrichi end-1 à 20% sous 
un ampémge de 250 XIA. 

Aprèstzrinsfer*t,lamemb~eest~eentampoaTnslOmMdepH7.4-NaCi0.9% 
pendant 15 minutee puis Incul& dRnn ce même tampon enrichi en a&nmaal-e 
bovine B 3% (h.a&on V pH 5.2, IBF) pendant 1 heure $45% afin de saturer les sites 
aspénfiques et d'inhiber les péroxydases de la pr6paration. 

Aprbs rinçage , l ' i m m u n o ~ a i t e ~ t  s'effectue par incubation de la membrane de 
nitrocellulose avec I'immdrum spécifique dilu6 au l/S008 en tampon Tris lOmM pH 
7.4NaC10.9kser-tzmdb~e bovine 9%-se- de veau 10%. Apds contact une nuit B 
20%, p1;usieurs i P P w  sont réalisés en tamponTris1OmPJLpH 7.4NaClO.W puis dans 
le même tampon enrichi en lbeen 0.196. 

Le traitament B la pémxydase s1efE8ctue par incubation de la menhane de 
nitrocellulose 2 beures B 37% en taJmpon nis lûmM pH 7.4-NaCI 0.9%-BSA 3% 
contenant l'anticorps d - I g G  xnarqu6 à la pémxydase en diluti~n fiPale 1/500è. 

Après une nouvelle série de rinçages, la révélation est efbctu6e par une incubation 
de une miaute aAnn la solution suivante : 

- Tris 50 mM pH 7.6 200 ml 

La rélaan est arrwe par lawqp abondant en eau. 

B ) ~4rtbode irnmixn-i que en phase h6tcomghe m.L*Ia8.A.) 

0.3 ml d'mtigBnsPariablepnrifié dilué à 0.05 cul tampon 
O.lM de pH 9.6 sont dttns les cupules de la plaque de mimtitmtian et lalearés en 
cx2n~~dauzOune mit B 40C. Les cupules sont e n a d  vidaerS etiavbs tmkfaie ài'aidce 
d'un jet cb t a m p  phosphate 0.01M de pH 7.2 PBSb T9Peen B.0.l% pais satudes 
pmht sm heure m&mponPBSIBSA à 3%. &rés untt nouvelle série de ribpge, 0.3 ml 
de la durtSon d'ma-$ ~~ ch= le lapin B partir d'une fraction antigénique 
punflk CdXtutian su Ut0 Oûo) W -26 ~ M S  la eupule et 1&s4 en matsct ulhe heure B 
37°C. 

Aplras une &e de en tampon PJ3El-m OJ%, 0.3 ml 49; cqjugué ati- 
I m m w m  de lapin-a &la phwphataee a"ldine, dila auIBU0, est ajout8 
et laies4 en contact une heure B 3 W .  .Lm plaques sont lavées et le ti~obtrat CPN'P) est 



ajouté dans la cupule pendant une heure h 37'C. La rBaction est arrêtée par addition de 
soude 2N (0.05 ml) . L'intensiM de la rbaction est appréciée par lecture de la densité 
optique à 405 nm directement dans les cupules de mimtitration. 

l!ibai& 
- microplaques B fond plat pour test ELISA, Dgaatech M 129B 
- eoqjugué anti-immmoglobUline8 de lapin fiabriqué chez la chbvre (IgG 7S, Nordic Imm. , 
Netherlanàs) 
- phosphatase alcaline (Boehringer) 
- 4-nitrophênylphosphate çPNP) (Boehringer) dilué en tampon carbonate de sodium 0.5 
M- M m 2  O.OOIM pH 10.4 , B 1 &ml 

A ) Préparation des lipoprotéines 

1 A partir de senwn normal humain ou bovin, la préparation des lipoprotéines est 
réalisée par ultracentrifugation de flottation selon la méthode de HAVEL et di. (1955) 
(82). Cette technique nécessite plusieurs ultracentrifkgations réalisées h des densités 
progressivement croissantes, ajusbhs par addition de sels (NaCl et KBr). 

Une solution initiale de même demit6 que le sérum humain (d = 1,006 ) est d'abord 
utilisée, nous l'appellerons solution A : 

solution A : NaCl 8.77g 
EDTA 1O.OOg 

Ms une dution B de dansité 1,336 mm progmdvetrnmt ajout& lm Cles étapes 
d'ulfmamtnhgatim uléérieprres afin d'ajuster la densité de la solution 

solution B : NaCl 152.OOg 
D r  354.00g 
EDTA 1O.OOg 

Dans ces solutions, l'ESTA permet de chélater dee ions ~ ~ q u e s  con lxtmimnh 
qui pourraient ca ta ipr  la péroxydation par I'oxygbe moléculaire mais permet 
également de pieger la thrombine qui peut &ver certaines apoiipoprot&nes. 
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a - Isolement des lipoprotéines de très faible densité (VLDL) 

5 ml de sérum normal sont mélang&s en tube à 3 ml de la solution saline A de densité 
I 1,006. 

Après o a n t m t i o n  à 120 OOOg pendant 24 heures en rotor Ti 50, les VLDL ? 

atteignent leur poaiaon d'4uilibre 
r6mpémtion i% la pipatte Pasteur, 
ulhcentrifugation puis unie dialyse de 

b - Isolement des lipoprotéines de faible densité O L )  

Après élimination des VLDL, la soluti 
solution B. Puis une u l t r a c e n ~ t i o n  à 
permet de recUpérer en surface les LDL. 

c - Isolement des lipoprotéines de forte densité O L )  

Après rQcupération des LDL, la 
solution B. Une nouvelle centxîfbgation B 
permet d'obtenir les HDL dans la phase 
solution de densité 1.21 pendant 24 heures 

a - DessalaI@ des HIIL 
Les~LsantdtisdaeSpârgd~~on~nvune~olo~ede50andelongsur1 cmde 

dknBtre. La filtration s'effectue sur un gel Sephadex G 25 (qualit4 f b ,  Pharmacia) et 
1'6lution est r&disée ea eau di&iil&, les fractions coUe&h esnt de 2 ml. I 

b - Déligddation des HDL 
Les MDL dh&ilb mat iyqhi&ia8e% puis d6Egidk d o n  la m&ode de FOLCH 

(1957x56) plu un rnéhnge chidom-mBitbaaoEau (1030:3, vhrh). Le m8)amge RDG 
solvant s'effectue pa~dmt 1 bsure B 4% avec me agitation inbmniw&e pis  uns 
cen-ti0~1 i& basse viteme «100 g, 16 minuks)peni>et d'&miner lapheî ipi&q~ par 
aspiration du swmgemt. 

Cette opération est répétiee 4 fois afin d'assurer une délipidation nmxhde. 



B ) Mise en évidence de I'intéraction parasite-lipoprotéine par technique 
immunocytocbimique. 

L'intéraction parasite-lipoprotéine est mise en évidence par technique 
immunocytachimique indirecte utilisant des &rums marqués. 

Un frottia réalhé B partir d'une préparation parasitaire est deh4 sous courant d'air 
firaid pendant une heure puis h é  15 minutes dans I'dtone. La lame est recouverte 
durant 15 minutas par une solution de la lipoprotéine ou apolipopmtéjne 1 pr&lablement 
dilu&dvul~tamponphospbatade~um0.126MdepH?.a5P88)1.Unrin~agedelO 1 minutes dans le PBS *de un nouveau s&hage. 

La mise en dvidence de l'in-on AVS-lipoprootéiipe s'effectue en un premier 
temps selon le schéma suivant : 
24) ml d'une aolution d'anticorps sp&fIqne de la lipoprottbe et fiabripués chez la chèvre 
sont I 
d d p d s  sur la pendant 15 &utm. fuiie, après rinçages, dgox métbdts 
révélation mt $t4 mvhgb~ : 



O antigène adsorbé s u r  l a  plaque de m i c r o t i t r a t i o n  

1 ipoprotei ne ou apol i poproteine 

,L< anti-apolipoproteine Al humaine fabr iquée  chez l a  ,. r % d  

chèvre . $ 
- 4 
, 14 

1 * <anti-innninoglobuline de chèvre fabr iqué  chez je  l a p i 4  
' i  

marqué à 1 ' i so th iocyanate  de f 1  uoresceine I j 

1 chèvre fhbriquees chez le lapin et cou~ldes B la DéroXVdase de Raifort. ~ C N I  
- -- - - - - - --r--- 

rinçage dans le m b e  tampon puis da& l'eau distilke, l'acti&& p6roxydasiq~e est dv616e 
parle chromogbne 3-3 diami-nobenzidine tétra-HCI (Sigma, STLmlls Mo, USA), (solution 
à 0.5 mg/ml en tampon Ris 0.1 M pH ?A), produisant un précipité b r u  an prdsence de 
substrat H e  li O.O3%O.  

Après une minute de contact, l'apparition du prédpit4 brun est a p p f i d  par contrôle 
rmcroscopique et Ia révc!lation est stoppée par immersion de la hune-& I'&U &dl&. 
Les prdparations wnt alors déshydratées et montees avec une lamelle dans l'Eukitt 
-ER, RFA). 

Q ant igène  adsorbé sur l a  plaque de microt i  t r a t i o n  

1 i poprotéi ne ou apol i poprotei ne 

( ant i -apol ipoprotc i  ne Al humaine fab r iquée  chez 
l a  chevre \ 

2yJP- *-< anti-innwnoglobul i ne de chevre fabr ique  chez le  l a p i n /  

Luu marqué à l a  peroxydase de Rai for t  I 



C ) Mise en thidence de l'intéraction AVS-lipoprotéine par test i m m u n o e ~ t i q u e  
(E.L.1.S.k). 

0.2 ml d'antigbae variable purifié B 0.05 g/ml en tampon carbonate de sodium 0.1 M 
de pH 9.6 sont répartis dans les cupules de la plaque de microtitration et laissés en contact 
pendant une nuit B 4%. Les cupules sont alors vidées et lavées 5 fois iî i'aide d'un jet de 
PBS-Tween 20 B 0.01 %puis saturées pendant une heure en tampon PBSBSA B 3%. Après 
une nouvelle série de rinçages, 0.2 ml d'une solution de lipoprotéine (ciilution en tampon 
PBS-BSA à 1%) est ajout4 dans les cupules et laissé en contact pendant une heure à 37°C. 
Dans les puits témains anticorps, cette solution est remplde  par 0.2 ml de PBS-BSA 
1%. 

Après une série de lavages, 0.2 ml d'une solution d'anticorps anti-apolipoprottsines 
humaines spécifiques &briqués chez la chbm (Tago Inc., USA) est ajoutee et laissée en 
contact une heure B 37%. Les cupules sont lavées puis remplies par 0.2 ml d'une solution 
d'anticorps de lapin anti-immunoglobulines de chèvre marqués par la péroxydase de 
Raifort (ICN Imrnuna-biologicals). Après une heure d'incubation et rinçages, les puits 
sont remplis par 0.2 ml d'une solution d'acide 2-2'-Azinobis (3-éthyIbenzothiazoline) 
sulfonique (solution 8 1 .O9 mVml en tampon acétate de sodium 0.1 M , NaH$O40.05 M de 

Après 30 minutes d'incubation, la réaction est stoppée par 0.05 ml d'acide de sodium 
(0.005 M). La lecture B 405 nm révhle l'intéraction AVS-lipoprotéine. 
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Les trypanosomes afkains sont des'protozoaires flagellés qui ont la particula- 
rité d'échapper h la rbpoqsè immunitaire de i'hbte par un mécanisme biologique ' 
complexe appelé "variation antigénique". Ce phénoméne est caractérisé par la pro-, 
duction. séquencéeAde glycoprotéines' 'de surface,-chacune ayant une specificité 
inmunologique distincte. . . ,  . , 3 

Ces antighes *riables fpfient, en surfaci une monocouche 
dense recouvrant totalement la membrane plaspique. 
1 

A partir de populations cloriées de trois vanants de Trypanosoma brucei 
brucei (variants AnTat 1.1. An'Pat 1.8 et AnTat 1:10), des antigènes variables ont &té 
km160 et purifias wion diffdrents protocoles. 

L'analyse physic~chimi~he de ces antigene6 a permis de définir, des 4lOrnents 
structuraux communs entre lers$ntigénes : taik moléculaire apparente; composition 
amino acide, teneur en sucres cd en phosphore. Une étude approfondie de l'antigène 
du variant Anfit 1.1 a été envjqqjée: ~ur,Ies, plans : 
- de i'hét&ragénéité moléculaire~n rapport avec les criteres d'affinité pour la c o k a -  

, navafine A, de taiHe moléculaire~t d'hydiophilielhydrophobie relative, 
- de l'organisation ,moikubire : :antigène v,dable s'organise en deux domaines N- et 
C-temiinaux r e k  par une zone charniére. 

L'étude de l'agencement du manteau de surface parasitaire montre qu'il 
existe, en bnctiqn du variant étiKile4, des différentes d?ns h degré de polymérisation 
de î'ant@W varlabe. ./ . <  I 

- 8 .  

ParaEIpiement h répo& i&nunologique de I'h&te, existent dans le &um 
h m i n  mm1 dm f*taÙts responsables d'wne; trvpan~idie spécifique pour la &US- 
e s p h  T.b.,,'bnic~i dont k'suppoct est rep-té par les Epoprotl?inw d~ &te 
dmsi't4 Wb). Uie étuis des interactions F&3t~trywnomrnes et HDLantighe: 
variable pur&$ a été réallis& en dilisant respec-nl les techniquks i * ~ o - .  
chimiqua, Knanynoenzymatiques et le d i c h r ~ h '  Grculaire. Dafis Ées cpnt$tia2i$ a 
&& rdw en M a k e  une affinité entre les W D L  et I 'anti*~ p;-sdni& w' man@& 
autour du pai.asite ou purifid. Enfin, le fragment N-termitisil de Santigêiw 3airriaSPe e?st , 

respflsable de cette ititeractbn. . b  , I 
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