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INTRODUCTION

Lamaladie 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.

Deux espéces sont connues pour leur pouvoir pathogéne vis & vis de I'homme :

-T.b.gambiense, quiséviten Afrique équatoriale, occidentale et centrale et quise
caractérise par une symptomatologie d'évolution chronique & réservoir de virus hu-
main,

-_T.b.rhodesiense, qui se localise en Afrique del'est et du sud et qui est responsatie
d'une maladie d'évolution aigiie & réservoir de virus animal.

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

D'autres espéces, non pathogénes pour '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.congolense, T.vivax et
T.b.brucei. ‘

Laraison fondamentale dela persistance de ce fléau repose sur un phénomeéne bio-
logique : la variation antigénique.

z

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

Ce phénomene, 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 a son profit.

Le nombre considérable d'antigénes exprimés successivement en surface parasi-
taire ainsi que la diversité importante des souches trypanosomales posent probléme
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 succes.




Le modele d'étude que nous avons choisi est représenté par une souche non patho-
géne pourl’homme: T.b.brucei dontlescaractéristiques générales tant morphologiques

que biologiques sont trés voisines de celles observées pour T.b.gambiense et T.b.rhode
siense. Adaptée sur rats, il nous a été possible de multiplier le parasite en quantité.

Nous avons étudié alorsles méthodes delibération de l'antigéne variable depuisla
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 & I'implication de
I'antigéne variable dans le phénoméne de trypanocidie par lipoprotéines de haute den-
sité (HDL) humaines.
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CHAPITRE I
GENERALITES
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1- AIRE
1 - Classification

Les trypansomes sont des protozoaires flagellés appartenant 4 'ordre kinetoplastida
et & la famille des Trypanosomatidae (classification de HOARE (1972) (87 ) (tableau
1).

Le genre Trypanosoma est formé de deux sous-groupes qui different essentiellement
sur les plans biologiques, épidémiologiques et pathologiques : le groupe STERCORARIA
ou trypanosomes américains et le groupe SALIVARIA ou trypanosomes africains. Dans ce
dernier groupe , deux sous espéces sont pathogénes pour 'homme, T .brucei gambiense et
T ] { rhodesi .

Nous nous limiterons dans ce mémoire & I'étude des trypanosomes africains en utilisant
un modeéle non pathogéne pour 'homme :_T.b.brucei, modéle dont les caractéristiques
biologiques sont trés proches de T.b.gambiense et T.b.rhodesiense responsables de la

trypanosomiase humaine ou maladie du sommeil.

2 - B' l * l l ] .
Les trypanosomes africains sont des parasites exclusivement extracellulaires,

fusiformes (15220 pmdelong sur 2 a 3 um de large), possédant un flagelle qui assure leur
mobilité et aussi un manteau plasmique indispensable a la relation héte-parasite.

Le cycle biologique parasitaire est caractérisé par un passage d'un héte invertébré a
un hote définitif vertébré. Durantle cycle, il est possible de distinguer plusieurs stades de
différenciation du parasite, stades spécifiques de I'évolution morphologique du
protozoaire tant chez l'insecte que chez le mammifere hote définitif [ figure 1 selon
VICKERMAN et coll.(1969) (176) ]

A - Chez I'hote définitif

Chez I'hote définitif , les parasites sont inoculés par piqiire de l'insecte lors du repas
sanguin et se multiplient aprés une phase d'adaptation courte.
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CYCLE EVOLUTIF DE Trypanosoma brucei
(VICKERMAN, 1969)

FORMES SANGUICOLES

GLANDES
SALIVAIRES

INTESTIN kinetoplaste
CARDIA noyau
CULTURE mitochondrie

GLOSSINE

t courte

MAMMIFERE

FIGURE 1

VARIATION ANTIGENIQUE
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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 & des parasites ayant perdu la capacité
de se multiplier.

Cet état particulier représente une "préadaptation” ou un "stade d'attente” a
l'ingestion par l'insecte hdte 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 I'adaptation a I'héte définitif.

B-Chez I'hte i <diai

L'insecte vecteur, mouche tsé-tsé ou glossine, se contamine lors d'un repas sanguin
par absorption des formes massives, aboutissement de 1'évolution sanguicole chez I'hdte
définitif.

Les trypomastigotes ingérés se multiplient activement par scission binaire. Ils
s'amincisent considérablement et perdentleur manteau de surface pour gagner,en10a15
jours, l'intestin antérieur. Ces formes épimastigotes (ou procycliques) se fixent par leur
flagelle a la paroi intestinale et se divisent tout en évoluant & nouveau sur le plan
morphologique. Elles migrent bientdt vers le tube digestif haut de I'insecte, pénétrent
dans les glandes salivaires et vont adopter une forme trypomastigote "métacyclique”
recouverte & nouveau d'un manteau de surface.

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

Seulement 5 & 10% des mouches infestées seront infestantes. Ceci suppose que
I'adaptation parasite-insecte n'est pas chose facile et que des inducteurs nombreux
interviennent pour la favoriser. Oninsistera en particulier surle oules facteurs salivaires
qui font réapparaitre une biosynthése du manteau.
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La glossine n'est pas le seul insecte vecteur. Il peut également y avoir transmission
par les tabanidés ,intermédiaires vecteurs de T,evansi et _T.equinum.

Lepassage parl'insecte peut aussine pas exister, c'estle cas pour T, equiperdum dont
la transmission se fait lors d'un contact vénérien.

Apres infestation de I'héte, les trypanosomes se multiplient en grand nombre et une
majeure partie d'entre eux sera détruite par le systéme immunitaire du mammifere
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 été démontrée pour
la plupart des espéces trypanosomales de la section Salivaria : T.b.brucei [ RITZ (1916)
(157)]1, T.b.rhodesiense [ LOURIE ¢t O'CONNOR, (1937)(118 ), T.b._ gambiense (OSAKI
(1959)(138)],T.vivax[ CLARKSON et AWAN (1967) (32 )], T.congolense [ (WILSON et
CUNNINGHAM (1972) (183)1, T._equiperdum [ CAPBERN et ¢oll.(1977)( 23 )].

Au niveau du parasite lui-méme, le phénoméne de variation antigénique se rapporte
essentiellement au manteau de surface des formes sanguicoles; VICKERMAN et
LUCKINS(1969X 176 ) ont en effet pu montrer une localisation a ce niveau des épitopes
spécifiques & 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 spécificité immunologique de
variants antigéniques. Les antigénes impliqués dans ce processus sont appelés antigénes

variables ou antigénes spécifiques de variants(AVS).

2 - Mode d' ion d - {ob]

~ Elucider le mécanisme biologique, comprendre la réalité moléculaire de la variation
antigénique sont devenus des impératifs espérés pour tenter une vaccination dans le
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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
antigéne & fin thérapeutique par immunisation.

Plusieurs observations importantes , en particulier les travaux de GRAY (1964)( 66 ),
(1965a) 67), (1965b) ( 68), (1967) 69),(1972X 70),(1975) 71),(1976X 72) ont permis de
montrer:

mcmsmmmgn Ils furent des1gnés sous le nom "d’ anmgénes prédommants"

ase (antigéne basique de la souche)

apres accomphssement du cycle de développement chez l'insecte vecteur, phénomene
observé par JENNI(1977a)(98)(1977b) 99), et confirmé par HUDSON et.coll. en1980
(93).

eXis : ] 3 : iiques pendant les premiéres
étapes de lmfectlon Aux stades plus tardlfs (apres plus d'un mois d'évolution de la

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

prévisible .

Pour GRAY, la nature réversible de la variation antigénique avec en particulier
l'existence d'un type antigénique de base ainsi que le schéma évolutif relativement

constant dans l'ordre d'apparition des variants au cours des premiéres étapes de la

parasitose étaient en faveur d'up mécanisme adaptatif.

La synthése par I'hdte d'anticorps contre ce type antigénique de base "déclencherait”
le changement d'antigéne pour unautre qui serait programmé dans la succession et ainsi
de suite. La variation antigénique se produirait adaptativement & 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 modele expérimental a ét€ en un premier temps limité &
I'étude du seul hote définitif.

Pour simplifier en effet , le protocole d'étude, VAN MEIRVENNE et coll
(1975a)173), (1975b)(1 74)(1977)(1 75) ont tout dabord étudié la variation antlgémque
induite paring 1 oXPE ale Se s e déterminé de T.b.brucei.
Cette approche avait le ménte de sunphﬁer le modéle en supprimant dans ces
phénomenes complexes la participation de l'insecte dans I'évolution immunologique des
populations parasitaires.

De ces travaux, on retiendra que lors de la premiére parasitémie, la population
trypanosomale est homogeéne & 99% et constituée par un type antigénique majeur

(homotype).




-17-

Puis apres la destruction immunitaire de cet homotype, un ou plusieurs sérotypes
(hétérotypes) proliferent. 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 4 considérer en fonction de la vitesse plus ou moins grande de multiplication des
parasites en fonction des types.

Une méme démarche expérimentale a été réalisée 4 la méme époque chez T, equiperdum
par CAPBERN et coll, (1977)(23) qui ont pu déduire que :

* le pes precoces appa aissent dans n ordre relativement stable

* plus de 100 sérotvpes peuvent étre isolés au cours de l'évolution des vagues de

parasitémie et séparés en 3 catégories en fonction de leur délai d'apparition chez I'ani-
mal:

e S0 - |
~
»

- types "précoces”, apparaissant dans les 3 premiéres semaines de la maladie
- types "semi-tardifs” se développant au dela des 3 premiéres 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. Il existe cependant de légeéres
variations dans la succession d'apparition des types antigéniques lors des différentes
infections et ce potentiel d'irrégularité rend difficile, voire méme impossible, une
prévention par vaccination a partir des sérotypes les plus précoces.

Cette analyse des différentes populations trypanosomales apparaissant lors de la
variation antigénique a été possible grice au développement de techniques

immunologiques décrites en particulier par VAN MEIRVENNE et coll. (1975)(173), a
savoir :

- limmunofiuorescence : chaque population est caractérisée 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 antigéne-
anticorps et dans le cas de 1'étude des populations de trypanosomes, permet d'identifier
chacune d'entre elles et d'en estimer le pourcentage relatif. Ce test tout d'abord
expérimental est devenu depuis la base méme de diagnostic de trypanosomiase sur le
terrain.
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-_l'immunolyse : les parasites vivants sont incubés dans un sérum de cobaye et soumis a
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 del'influence de I'hdte définitif surl'apparition de vagues parasitaires et de
leur type immunologique, le vecteurinvertébré joue lui aussi un role dans la pérénnisation
des trypanosomes et de leur sérotype.

JENNI (1977)(98)99) a pu montrer que les populations trypanosomales de la toute
premiere parasitémie aprés transmission par l'insecte vecteur étaient antigéniquement

hétérogenes LE RAY.eLmll 1 977)(1 13) ont suggéré que cette hétérogénéité pouvait étre

ire, notamment au niveau des glandes salivaires de

b, ] 0 11]
la mouche BARRYQL(‘&H (1 979)(1 2) ont confirmé I'existence de cette diversité des types
antigéniques métacycliques tout en soulignant leur nombre relativement limité . Cette
hétérogénéité pourrait étre interprétée comme une possibilité accrue d'adaptation des
parasites vis a vis de 1'hdte receveur.

Plus récemment , HADJUK_QLQQJL (1 981 )(75) pms BARRY ML (1983)(1 3) ont

L'exemple le plus représentatif a été décrit par CROWE et coll.(1983)(38) pour
T.congolense 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”.

* aprés transmission cyclique, les premiers types antigéniques détectés (environ 3 a 4
jours aprés l'infection) correspondent aux types métacycliques qui disparaissent ensuite
pour donner naissance & environ une vingtaine de sérotypes variables non métacycliques,
constituant la premiére vague de recrudescence parasitémique décelée
approximativement 10 jours apres l'infection.




Afin de définir les bases du mécanisme de la variation et comprendre le pourquoi etle
comment d'un ordre d'apparition des variants antigéniques, plusieurs hypothéses ont été
évoquées , qui font appel a la notion de :

1 4 ) ) yulations parasitaires
antlgémquement d1ﬁ”érentes ces deférences seraient dues a des effets de compétition
intervenant entre les variants d'un méme stock [SEED et coll.(1977)163); SEED
(1978X164)]. Cette hypothése n'a pas été confortée par les études mathématiques de
KOSINSKI (1980)104) qui s'est livré a un calcul portant sur un modele de 90 variants
possédant 2 priori des taux de croissance largement différents. Selon ces résultats, une
production spontanée de variants suivie d'une sélection s'opérant uniquement a traversle
taux de croissance ne semble pas capable de donner le degré d'ordre de variation rapporté
dans la littérature mais ceci n'élimine toutefois pas la notion d'un_taux de croigsance

MILLER et coll. (1981)(130) se sont intéressés 4 une analyse plus approfondie des types
antigéniques des premieéres populations de rechute initiées par différents inoculum
clonés de_T.b.brucei appartenant au méme sérodéme . Ils ont signalé que les types
antigéniques pouvaient apparemment étre groupés en 3 catégories selon leur fréquence

d expresswn dans les différentes rechutes : Wma_d@m

Ainsi, chaque type antigénique nouveau serait exprimé selon un ordre de priorité
statlsthuement définissable, différent pour chaque vanant 1mt1a1 et _les variants

s, ]] pourrait donc exister

au niveau du changement de géne un mécanisme responsable d'une certaine
programmation dans la succession des types antigéniques.
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* notion de sélection en fonction de la réponse immunologique de 'héte :

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

Toutefois, LE RAY et col]l.(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 nejouaient
pas un rdle indispensable dans l'induction du processus. HIRUMI et coll
(1977a)X85X1977b)86) ainsi que DOYLE et ¢oll.(1980)(45) mettaient en évidence, par
culture de formes trypomastigotes sur support cellulaire, que la variation antigénique
pouvait se produire "in vitro", obtenant a partir de populations clonées, des populations de
rechute antigéniquement hétérogénes. Seule une différence dans les délais d'apparition
pouvait distinguer le mécanisme "in vivo" et "in vitro" : '

"in vivo" : 10 & 12 jours apres l'infection de la souris

"in vitro" : 35 & 46 jours apres l'initiation de la culture.

Au total, ces résultats semblent doncindiquer que la variation antigénique ne répond
pas & un mécanisme adaptatifselonlequel le parasite change d'antigéne au fur et A mesure

de la réponse immunitaire de I'hote mais laissent envisager gue la variation antigénique

écéde eraient é : ¥ : : Cette hypothése aété conﬁrmée
par HAJ'DUKM (1 981 )(75) qui ont montré I'existence du phénoméne de variation
antigénique chez I'animal en immuno 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 a découvrir.

L'observation de sujets résistant naturellement a des infections par différentes
souches de trypanosomes fut a l'origine de nombreux travaux traitant des relations
existant entre hote et parasite. Nous envisageons successivement les facteurs sériques
intervenant dans cette relation ainsi que le role de certains constituants parasitaires, par
exemple dans la possibilitéd'expression d'un parasite donné chez un héte donné.
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A -_Mise en évidence et définition d'un facteur trypanocide

L'effet toxique du sérum normal humain surl'espece T.b.brucei , non pathogéne pour
I'homme, fut décrit dés 1902 par LAVERAN (110), ainsi que par LAVERAN et MESNIL
(111) . En effet, ils réussirent a guérir des souris infestées par l'espece parasitaire
T.b.brucei en leur injectant de faibles quantités de sérum humain. Cette observation
mettait en évidence pour la premigre fois l'existence d'un principe actif trypanocide
dans le sérum humain normal.

Deéslors, de nombreuses hypothéses surla nature du facteur trypanocide et son mode
d'action furent proposées. Pour certains auteurs, le facteur lytique était représenté par
des anticorps "naturels” présents dansle sérum [ DESOWITZ (1970)(40 )] ; pour d'autres,
il y avaitintervention du systeme du complément dansl'initiation dela lyse parasitaire
[ LUMSDEN (1972) (121) , HAWKING et ¢ol1.(1973) (83) ].

Les études de RIFKIN (1978b)(153) ont permis trés vite d'éliminer deux hypothéses,
asavoirl'intervention delavoie classique mais aussi dela voie alterne d'activation du com-
plément dans I'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 étre corrélée au pourcentage de lyse de_T.brucei, et ceci quel que soitle nombre
de sérums testés. De méme, I'inactivation de ces deux voies par chauffage 4 56°C ou par
complexation par 'EDTA des ions MgH (indispensables au fonctionnement de la voie
alterne) ou des ions ca'’ (indispensables & 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 évoquéesl'importance desimmunoglobulines de
type IgM[ AARONCOVITCH et TERRY (1972)(1)], de!' « 2 macroglobuline [ HAWKINGet
coll. (1973)(83) ] et des a lipoprotéines [ YAMAGUCHI (1960)(184) ] dans l'identification
du facteur trypanocide.

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

a - Immunoglobulines de type IgM

Différents résultats expérimentaux ont permis d'écarter l'intervention des anticorps
et plus particulierement 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 étre observée quelle que soit
la dilution du sérum utilisée et quel que soit le sérum humain étudié.
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- L'élution du composé trypanocide actif sur une colonne Sépharose 6 B ne coincide pas
avec le profil d'élution des IgM, ou des autres classes d'immunoglobulines.

- L'activité trypanocide d'un sérum préalablement incubé avec des immunoglobulines de
type IgG dirigées contre les IgM humaines est identique & 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 étre
définitivement rejetée.

b- _a 2 macroglobuline

Lerodled' o2 macroglobuline a aussi été évoqué dans le phénomeéne delyse par sérum
humain des trypanosomes. Différentes approches expérimentales semblent infirmer cette
hypothese :

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

.I'a 2 macroglobuline sert de "carrier" pour de nombreuses protéases sériques telles
que la thrombine et la plasmine [ PUTNAM (1975)(147) ]. L'éventualité d'une activité
trypanocide par le biais de ces protéases semble aussi devoir étre écartée puisque le
traitement du sérum par des inhibiteurs protéasiques ne modifie pas l'activité
trypanocide.

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

Ces quelques points expérimentaux permettent donc d'éliminer totalement la
participation de ' o2 macroglobuline dans la réaction trypanocide.

Pour localiser le facteur sérique responsable de la lyse parasitaire, RIFKIN
(1978b)(153) a finalement réalisé un fractionnement du sérum humain par une série de
précipitations en sulfate d'ammonium de saturation croissante (30% a 75%). Seule la
fraction obtenue par précipitation & 75% posséde l'activité trypanocide et résiste a un

chauffage a 56°C 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 I'activité trypanocide par les concentrations élevées en sels
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ou par subfractionnement du facteur actif, les fractions ont été réassociées sous toutesles
combinaisons possibles. Seule 'association de toutes les fractions a permis de restaurer
I'activité avec cependant une perte de 31%.

Ainsi ces travaux, s'ils commencent a cerner les facteurs sériques 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 & 1'époque le mérite
d'orienter vers une autre direction dont l'abord biochimique est plus délicat, les
lipoprotéines.

c- o li .

Les essais de caractérisation du facteur sérique trypanocide ont rapidement permis
d'associer l'activité trypanocide & 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 coincidait
avec le comportement des o lipoprotéines. Cependant , ces o lipoprotéines étant
caractérisées par une trés grande hétérogénéité, il semblait possible que le facteur lytique
soit associé & 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 o lipoprotéines.

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

Le mécanisme de lyse parasitaire "in vivo" par le sérum humain a été étudié par
RIFKIN (1984)(155) . Pour cette étude, les parasites sont incubés en milieu minimum
Eagle's MEM) a 37°C avec du sérum normal humain & 25%. Au temps O de 'expérience,
les cellules ont une morphologie normale et sont trés mobiles. Lors de la phase prélytique,
c'est & dire aprés 30 minutes d'incubation, les parasites s'arrondissent et le gonflement
cellulaire se traduit par une augmentation de 1,5 a 2 fois le volume normal. Cependant,
I'incorporation de leucine radiomarquée ne traduit aucune perturbation de la syntheése
protéique ni de la mobilité des parasites. Aprés. 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 importante de leur capacité de synthese protéique.
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Des études de microscopie électronique ont été réalisées sur les parasites incubés
dans les mémes conditions afin d'observer les modifications apparaissant au niveau
subcellulaire. Lors de la phase prélytique, il apparait que le manteau de surface du
paras1te augmente en épaisseur de 3,5 a4 fois pour attemdre 55460 nm. Qmml_d_

s_em_h_u_mm 11 s aglt en falt d'un déphement molécula1re de la glycoprotéme de surface
constituant le manteau plutét que d'une adsorption d'autres protéines contenues dans le
milieu d'incubation. Puis progressivement lors de la phase lytique, le réseau
microtubulaire s'altére pour se désintégrer totalement en phase ultime; s1multanément
on observe une perte totale du manteau de surface.

SEEMAN (1974)(165) a comparé ces 1ésions du trypanosome en cours de lyse a celles
que l'on peut observer au niveau des membranes plasmiques d'érythrocytes soumises &
I'action du systéme complémentaire. Aucune relation n'existe et ainsi se trouve confirméle
non-role du complément dans le mécanisme de lyse paras1ta1re par le sérum humain. Le
réel mécanisme est membranaire affectant I'ion calcium Ca’

L'altération de 1a membrane plasmique se traduit, }ors de la lyse parasitaire, par une
perturbation au niveau des échanges ioniques Ca / K . Pour mesurer cette
modification de perméabilité membranaire, 1ion K i peut étre remplacé par un analogue
marqué représenté parl'ion 86 Rb. Il a ainsi été montré que lors dela phase prélytique,ily
avait fuite de 82% de cet ion vers le milieu extracellulaire et qu'en fin de processus lytique,
95% de l'ion Rb avait traversé la membrane plasmique. L'addition de solutés non
pénétrants tels le dextran [ SEARS et coll, (1964)(162), HENNEY (1974)(84), FERLUGA
et ALLISON (1974)55) ] ou surtout le sucrose [ JACOB et JANDL (1962)95) ] dans le
millieu extérieur empéche la lyse cellulaire par compensation de la pression osmotique
intracellulaire et confirme I'hypothése . Ainsi, l'addition de sucrose 0,25 M inhibe
totalement le phénomene de lyse et cette inhibition parle sucrose peut étre argumentée de
deux fagons: - soit le sucrose est un inhibiteur compétitif du facteur trypanocide

-soit le sucrose n'inhibe pasl'action du facteur trypanocide maisil agitau
niveau de la membrane pour annuler les effets de ce dernier.

Les études menées par RIFKIN sont en faveur de la seconde hypothése et il se dégage
donc définitivement lanotion 1mportante d'une lyse parasitaire par perte dela régulation
osmotique cellulaire.

. .
r
- 1 1110.c

Afin de caractériser le facteur trypanocide au sein des a lipoprotéines, RIFKIN
(1978a)(152) propose de séparer les différentes classes de lipoprotéines du sérum humain
par une ultracentrifugation de flottaison selon le protocole décrit par LINDGREN
(1975X117), en utilisant des solutés de densité croissante.
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Les principales caractéristiques des lipoprotéines seront briévement rappelées pour
une meilleure compréhension de 1'étude du facteur trypanocide.

a-C cnérales des I 4

Les lipoprotéines représentent dans le plasma des édifices complexes hydrosolubles
associant des lipides & des protéines spécifiques : les apolipoprotéines. La plupart des
lipoprotéines circulantes ont une structure sphérique dans laquelle on distingue un
centre plus ou moins volumineux 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 diglycérides. 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.

-Les chylomicrons sontles plus grosses lipoprotéines (diametre supérieur 4100 nm).
Ils sont secrétés par les entérocytes en période de digestion pour assurer l'absorption des
triglycérides et du cholestérol.

Les chylomicrons naissants acquiérent rapidement dans la circulation lymphatique
et plasmatique des apolipoprotéines C et E, synthétisées dans le foie. Ils sont ensuite trés
vite dégradés par les lipoprotéine-lipases, enzymes localisés & la surface des cellules
endothéliales des capillaires irriguant les tissus musculaires et adipeux. Ces enzymes
intéragissent avec les apolipoprotéines C présentes a 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” , trés appauvris en triglycérides mais riches en esters de cholestérol et ne
possédant en surface que les apolipoprotéines B et E. Ils sont reconnus par des récepteurs
hépatiques spécifiques des apolipoprotéines E et subissent 1'endocytose [ Figure 2 1.

-les VL D L (verylow density lipoprotein) de faible densité (inférieure 4 1.006 g/ml)
sont synthétisées dans le foie et transportent les triglycérides et le cholestérol du foie vers
les différents tissus [ Figure 3 ].

-lesLLDL (low densitylipoprotein) de densité moyemie (compriseentre1.019et1.063
g/ml) représentent le produit final du catabolisme des VLDL [ Figure 3] et sont les
lipoprotéines essentielles dans le transport du cholestérol plasmatique. Ainsi, ces
lipoprotéines sont presque exclusivement formées d'esters de cholestérol.
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rincipales proprié hysi li rotéine
Densité hydratée Masse molaire % de % de Fraction
(g/ml) ~ (moyenne) protéines lipides lipidique
dominante
Chylomicrons < 0,99 5 109 1 99 Triglycérides
VLDL 0,99-1,006 7,56 106 10 90 Triglycérides
LDL 1,020-1,063 2,5 106 25 75 Cholestérol
1,063-1,085 -
HDL 1,085-1,125 39 10° 50 50  Phospholipides
1,125-1,21 1,9x105
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Métabolisme des chvlomicrons

>ide gras + monoglycérides
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Métabolisme des lipoprotéines

lipoprotéine

lipase

Albumine
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c . .
B-100: ellule hépatique

Récepteur

B-100:E

Récepteur

TG : triglycéride
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A, B-100, C, E : apolipprotéines

Figure 3
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-les H D L (high density lipoprotein) de forte densité (comprise entre 1.063 et 1.21
g/ml) 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 J]. Le centre de ces
lipoprotéines est trés réduit puisqu'il représente moins d'un quart de 'édifice tandis que
les composés superficiels sont prépondérants [ Figure 4 ].

Les apolipoprotéines, inégalement réparties dans les lipoprotéines,
présentent des structures trés différentes. Elles ont le role essentiel qui permet :

* de réguler le métabolisme lipoprotéique

* de participer au transport et & la redistribution des lipides parmi les différents
tissus par reconnaissance spécifique des apolipoprotéines au niveau de récepteurs de
surface cellulaire ( tel est le cas de l'apolipoprotéine E reconnue & la surface des
chylomicrons par un récepteur 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 a la position 3-b hydroxylée du cholestérol . La réaction d'hydrolyse parla LCAT
est activée par 'apolipoprotéine A 1.

* Enfin, d'intervenir dans le maintien de la structure des lipoprotéines en stabilisant
leur structure micellaire.
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Représentation schématique de I'organisation moléculaire des HD L
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cholestérol esterifié

triglycéride

Figure 4
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Les apolipoprotéines se distinguent entre elles par leur nombre d'amino-acides, leur point
1soélectrique (plusieurs isoformes existent de surcroit pour chacune d'entre elles), leur
taille moléculaire et leur concentration plasmatique[ tableau 8] . 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 HD L)
A IV 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.

RIFKIN (1978)153) a fractionné le sérum par ultracentrifugation de flottaison.
Chaque fraction lipoprotéique purifiée est testée pour son activité trypanocide vis & vis de
T.brucei : une suspension parasitaire(1-2 1 07 cellules parml)estincubée 4 37 °C pendant
2 heures en milieu minimum Eagle's, enrichie & 25% (v/v) en chacune des sous-fractions
lipoprotéiques précédemment isolées. Le pourcentage de lyse cellulaire, donc 'activité
trypanolytique, est déterminé en microscopie & 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 1.067 et 1.216
g/ml, posséde l'activité trypanocide.

Afin d'éliminer les protéines sériques encore contaminantes, la fraction H D L est
purifiée par chromatographie de gel filtration sur Biogel A 5 m. Le test de lyse ne révele
plus alors que 10% seulement de l'activité initiale alors que le rendement en HD L est de
70%. Cette diminution d'activité biologique trés significative est, pour l'auteur, le reflet
. d'une dénaturation des H D L lors de l'étape de purification . LEVY et FREDERICKSON
(1965)116) avaient déja décrit une altération partielle des H D L par délipidation lors des
premieéres étapes d'ultracentrifugation en présence de concentration élevée en sels.
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Propriété lipoprotéi jeures ma h in
Apolipoprotéine = Masse Nombre Concentration Point isolélectrique

Moléculaire ‘d'amino dans le plasma del'isoforme majeure
Apparente . acides mg/1

A-1 27 000 243 1200 5.6

A-TI 17 000 154 300 49

A-IV 46000 393 40 5.5

B-100 500 000 - 900 -

B-48 250 000 - < 50 | -

CI 6 500 57 50 8.0

C-1I 8 800 79 50 4.7

C-111 8 750 79 120 4.9

D 32 000 -- 120 5.3

E 35000 299 50 59

H 48 000 - 70 9.5
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Répartition des principales apolipoprotéines dans les lipoprotéines

VLDL apo C 45%

apo B 40%

apo AletAll 1%

LDL apo B 90%

apoCL,CIllet Al 1%

HDL apo Al 92%
apoCletCII 8%

Tableau 4
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Pour établir encore la notion d'activité cytotoxique des H D L humaines, RIFKIN a
réalisé les mémes tests avec des sérums de sujets atteints de la maladie de Tangier,
maladie caractérisée par un déficit en HD L (5% de H D L seulement). Avec ces sérums,
l'auteur n'a noté aucune activité trypanocide vis & vis de T.b.brucei aussi bien in vivo que
in vitro.

Enfin, RIFKIN étudiant des sérums humains & faible titre trypanocide suspecte
I'existence d'un inhibiteur possible du facteur HDL et considére en toute hypothése les
lipoprotéines de basse densité (L D L) comme responsable de l'inhibition relative des
propriétés des HDL. Il semblerait & le suivre, quele rapport HD 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, I'intégrité de la lipoprotéine est surle
plan expérimental d'une grande exigence. On sait que l'assemblage interactif qui
représente des HDL est déterminant. La variation d'un sérum a l'autre dans le
comportement des HDL et leur structure peut rendre compte des différences existantes
d'un sérum a l'autre, d'un syujet a 'autre dans l'intensité du pouvoir trypanocide.

En réalité, les "HDL" représentent une famille de molécules lipoprotéiques dont les
individualités ne sont pas encore a 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
I'inactivation du pouvoir trypanocide en fonction d'un chauffage & 65°C,en fonction de
'action d'agents dénaturants tels que le dithiothreitol oul'urée ou méme 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 role privilégié de l'apolipoprotéine A yest 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 particuliérement d’ HDL normales.

Lanature dusiteinteractif HD1L-parasite n'est encore connue ni pour 'HDL ni pourle
parasite. Différentes approches expérimentales ont étudié toutefois les interactions HDL-
manteau de surface des trypanosomes.

D -_Interaction HDL - manteau de surface parasitaire
Afin demettre en évidence un éventuel réle dumanteau de surface en association avec
le facteur trypanocide, RIFKIN (1983)(154) recherche l'existence de récepteurs 8 HDL en
surface parasitaire. Par utilisation de HDL radiomarquées a liode 125, 'auteur peut

montrer qu'une liaison HDL - parasite se produit immédiatement selon un systéme
partiellement réversible 4 4°C et totalement reversible 4 37°C, non saturable, écartant.
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ainsi 'hypotheése de récepteurs spécifiques de surface. -

In vitro, la notion de complexe intermoléculaire HDL - antigéne variable a aussi été
envisagée. Les HDL et l'antigéne radiomarqué par la leucine tritiée ont été incubés
séparément 4 37°C pendant 1 heure dans un milieu minimum Eagle's puis chaque fraction
a été chromatographiée sur séphacryl S 300. L'élution de 'antigéne seul a révélé trois
formes moléculaires : une forme tétramérique, une forme dimérique et une forme
monomérique. Les HDL seules sont éluées dans les mémes conditions expérimentales
sous forme d'un seul pic trés voisin de celui de la forme tétramérique mais légérement
décalé versl'exclusion. Enfinle mélange HDL- antigéne a été incubé et chromatographié.
Bien que la formation d'un complexe stable n'ait pas pu étre réellement démontrée,

I'élution des HDL se trouvait plus étroitement associée a celle de la forme
tétramérique.

De ces résultats concernant les interactions HDIL-parasite et HDL-antigéne
variable, RIFKIN suggéra alors I'hypothése d 'une inhibition relative del'interaction HDL-
trypanosome par le manteau de surface. En effet, I'utilisation d'agents stabilisants soit la
structuration moléculaire du manteau de surface comme le diméthylsubérimidate, soit
la permabilité membranaire comme les cytochalasines, les anesthésiques locaux
(dibucaine, tétracaine, procaine) induit une résistance particulierement élevée des
parasites vis & vis de la lyse provoquée par les FiIDL 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.

11 était donc possible de conclure que la glycoprotéine de surface joue un role de
barriére empéchantl'interaction HDL-membrane plasmique et que chez un trypanosome
résistant, le manteau de surface s'opposerait complétement & l'interaction HDL-
membrane plasmique.

Cet effet pourrait étre 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 role
fonctionnel, par un échange de cholestérol 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 hypothéses ont été proposées pour expliquer les échanges entre
lipoprotéine et cellule. Selon PHILIPS (1980)(145), I'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 diffusion du
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cholestérol et des phospholipides a 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 GILLETT
et coll. (1987X63) suggere pour les HDL une fixation sur_T.b.brucei selon un systéme
saturable impliquant les apolipoprotéines A. Pour ces auteurs, & des concentrations
légerement supérieures a 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 , apres
fractionnement des HDL, les auteurs ont observé un systéme saturable uniquement pour
lesHDL associées aux apolipoprotéines A, et ne concernant pas les HDL & apolipoprotéine
E tout au moins dans les conditions expérimentales retenues (concentration supérieure a
5 mg/ml).

Ainsi des études complémentaires devraient déterminer la présence ou non d'un
récepteur spécifique de I'apolipoprotéine A a la surface du parasite. La présence d'un tel
récepteur a déja été décrite ala surface des hépatocytes[ RIFICI et coll, (1984)(156)] et des
fibroblastes de la peau [ORAM et coll, (1983) (137) ] . Serait alors mieux comprise
I'interaction trés affine entre HDL-apo A et membrane plasmique du trypanosome.

Le role essentiel du calcium sous forme Ca'® a été envisagé par D'HONT et coll .
(1979)(41). Les premiéres observations ont montré que lors de la dialyse du sérum humain
normal, le pouvoir trypanocide sur le variant Antat 1.8 de T.b.brucei diminuait
considérablement. Parallélement, lorsque du Ca'’ 2 des molarités allant de 7,6 Mal2,8
M était ajouté au sérum dialysé, l'activité du pouvoir trypanocide était retrouvée
proportionnellement a4 la quantité de Ca' ' De plus, le Ca' * stimule le pouvoir
trypanocide d'un sérum non dialysé. Cependant lorsque le sérum a été chauffé, le pouvoir
trypanocide alors inactivé ne peut étre restauré en présence de cetion. Il semble donc que
le Ca'’ seul n'est pas suffisant mais agirait comme cofacteur dans la réaction
trypanocide.

Leroledel'a2-macroglobuline dans'activité trypanocide a d'autre part été A nouveau
évoqué, par ces mémes 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
antisérum anti o 2 - macroglobuline puis dialysé, le pouvoir trypanocide disparait
totalement et 1'addition de Ca' @ 0,8 mM ne permet de restaurer que 70% de l'activité du
sérum. Ces résultats montirfnt donc l'importance de 1I' 0. 2-macroglobuline intervenant
comme transporteur de Ca  dans l'activité trypanocide.
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Une diminution du pouvoir trypanocide a été observée si l'on enrichit
I'environnement parasitaire de D-glucose, de D-mannose ou de D-fructose et cela de fagon
proportionnelle 4 1a quantité de ces monosaccharides. Par contre, le glycérol augmente le
pouvoir cytotoxique.

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

2 -Réle des i Jobuli

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

A - Production d'immunoglobulines

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




-38-

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

[1I0INDYe Q€ > 8BS DProg .o_i ae ' nunoeiob .n

- du tvpe IgM dans la rate de I'animal (taux d'IgM six fois plus élevé que chez un animal

en ologues vi e DNA simple brin libéré chez I'hote lors

2N

de la lyse parasitaire provoquée par la réponse immune.

* une production d'autoanticorps, des anticorps étant dirigés contre des déterminants

antigéniques présents a la surface des globules rouges et contre des antigénes présents a
la surface des thymocytes; cette production d'autoanticorps semblait d'ailleurs étre
corrélée a un phénomene d'activation progressive de cellules polyclonales de type B.

Au total , le parasite provoque par sa multiplication :
- une synthése peu efficace d'anticorps fonctionnels
- une synthése 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 complexes immuns

Le suivi, & 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'antigénes
parasitaires solubles dés le quatrieme jour de la parasitémie, avec un pic de concentration
maximale entre le huitiéme et le douziéme jour de l'infection. Ensuite ces antigénes
disparaissent complétement ou sont en quantité circulante telle que non détectable.

Parallelement, des complexes immuns sont décelés dans le sang circulant chez la
souris des le dixiéme jour de l'infestation. L'apparition de tels complexes semble étre
immédiatement postérieure au premier pic de parasitémie et coinciderait avec une chute
du taux plasmatique de complément de classe C 3 avec une persistance importante
pendant plusieurs semaines.
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Le plus souvent, des dépdts importants d'immuncomplexes ont été identifiés au
niveau des glomérules rénaux.

‘ En conclusion, la présence de parasites chez un héte se traduit par 2 types de
réactions :

-I'activation d'un facteur trypanocide permettant 1'élimination totale du parasite chezles
hotes trypano-résistants

- la production d'anticorps et d'immuncomplexes représentant les premiers signes de
défense de 1'hbte infesté.

V.- 2 is biochimi i g iabl
1) ]e manteau de surface

- Le manteau de surface est constitué par un assemblage d'environ10 7 molécules de
glycoprotéines toutes identiques et étroitement associées, formant une monocouche
d'environ12 415 nm d'épaisseur. [VICKERMAN (1984)(177), CROSS (1975)(84) ][ figure
5] . Il pourrait avoir comme fonction essentielle d'assurer la relation héte-parasite
immeédiate, & savoir la micro-physiologie de surface du parasite vis a vis de son
environnementimmédiat mais enréalité, il représente aussi une barriére protectricevis a
vis des immunoglobulines et d'autres systémes de défense de I'hdte infesté. Au plan
immunologique, ces glycoprotéines sont le support de l'antigénicité spécifique de variant.
BARBET et coll. (1978)(11) , ont montré 1'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 I'h6te définitif.

VOORHEIS et coll. (1982)(178) assimil?}t le manteau de surface & une protéine
membranaire. Ainsi, l'addition de calcium Ca et d'ionophore A-23187, agent classique
de déstabilisation des membranes, & une préparation parasitaire libére 80% de la
glycoprotéine de surface sans provoquer de rupture cellulaire.

Dans ce mécanisme de libération , le calcium apparait essentiel,l'addition d’ EGTA
1mM,chélateur spécifique provoque une diminution d'environ 50% du rendement.
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STRUCTURATION DU MANTEAU DE SURFACE DE Trypanosoma b.brucei.

( MODELISATION SELON TURNER,M.J.(1985)
British Medical Bulletin,41,137-145.)
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Ces auteurs ont aussi souligné la possibilité par choc osmotique de libérer le
manteau. Cette libération est alors tout 4 fait compléte 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 tres
vite les glycoprotéines constitutives du manteau.

Le protocole de libération par ionophore pourrait étre d'ailleurs considéré
comme un mécanisme proche d'un processus naturel de libération spontanée d'antigéne
par le parasite, antigéne retrouvé libre dans le sérum de 'hdte infesté.

Expérimentalement ont été mis au point des conditions multiples de
libération des antigénes variables, allant d'un simple lavage a des techniques physiques
de déstabilisation des membranes sans omettre les traitements par dénaturation
thermique avec ou sans addition de détergent.On reviendra sur ce sujet et on verra que ces
différents procédés livrent des antigénes variables légérement différents quant a leur
comportement, la différence s'exprimant non au niveau de 'axe peptidique mais plus
particuliérement dansla définition de la zone d'ancrage membranaire de ' AVS, différents
enzymes venant aprés activation cliver I'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 " ‘membranaires” d'antigéne variable sur
lesquelles nous reviendrons tant au plan analytique que structural.
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2)Isolement et purification de la glvcoprotéine de surface
A - Obtention des parasites

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

a) Chromatographie d'échange ionique

Les trypanosomes sont séparés des éléments figurés du sang par le protocole
préconisé par LANHAM et GODFREY (1970)109). La différence de charge en surface
membranaire des parasites et des cellules sanguines permet en effet leur séparation sur
échangeur d'ions dans une zone de pH comprise entre les valeurs de 6 et 9. Ce gradient est
réalisé a température ambiante par passage du sang de rat infesté par T.b.brucei sur
colonne échangeuse d'anions type DEAE-cellulose, équilibrée en tampon phosphate (Na
oHP04 0.2M, Na HoP04 0.2M, Nacl 0.85% (w/v) , glucose 2.5% (w/v)) de pH 8,0.

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

Une centrifugation del'éluat rassemblé, a basse vitesse, 1630 g, pendant 20 minutes,
livre les parasites sous forme d'un culot de centrifugation. Plusieurs cycles delavage parle
tampon phosphate de pH 8,0 assurent une préparation parasitaire satisfaisante
respectant 1'intégrité cellulaire et peu contaminée par les protéines sériques de rat.

L'échange ionique , au-dela du préparatif global, peut aussi étre utilisé dans le but
d'un sous-fractionnement des parasites.

Ainsi, EVANGELISTA _et coll, (1986)(47) ont défini 'existence de sous-populations
au sein d'une méme lignée de T.cruzi.Les parasites déja 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 séparées et caractérisées des
subfractions cellulaires parasitaires au sein d'une méme souche trypanosomale.

b) Centrifugation
o- Centrifugation classique
Certains auteurs [ CROSS (1975)34)] réalisent, préalablement a 'étape chromato-

graphique sur DEAE-cellulose , une centrifugation a 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
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rouges. L'avantage de cette étape préalable est toutefois non négligeable : ellerend en effet
I'étape de chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose décrite plus haut, plusrapide et
en améliore le rendement.

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

B- Centrifugation en gradient de densité

La seule alternative a I'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 étre choisi en fonction de la densité des particules a
séparer ainsi que de leur pH optimal. Plusieurs milieux peuvent étre utilisés , les plus
fréquemment rencontrés sont le percoll et le ficoll.

MORTATTI et coll.(1985)(134) ont utilisé la technique de centrifugation en gradient
de densité en utilisant une solution de Ficoll. La suspension parasitaire est déposée sur ce
gradient et centrifugée a 300 g pendant 15 minutes. Les cellules sanguines sédimentent
alors que les parasites forment une bande bien individualisée a l'interface.

De méme , GRAB et ¢oll.(1984)(65) ont isolé les trypanosomes du sang de rat infesté
par le variant MiTat 1.52 par centrifugation sur un gradient de percoll, suspension
colloidale de particules de silice recouvertes de polyvinylpyrrolidone .

¢) Centrifugati 6l i

Récemment, EKEJINDU et_coll, (1986)48) dont le but était de préparer des
trypanosomes & partir de tissus parasités (moelle épiniére, cerveau, rate), ont aussi fait
appel & une séparation sur gradient de densité en Ficoll tout en gardant!'échange ionique.
Un échantillon sanguin ou la suspension de tissu sont déposés sur Ficoll et apres
centrifugation a 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 lymphocytes.La phase toute
supérieure représente le tampon de dilution. Dans un deuxieme temps,l'interphase
trypanosomes-lymphocytes est récupérée, lavée trois fois par le tampon et déposée sur une
colonne de DEAE-cellulose. Ainsi & partir de rat infesté par T.gambiense ou T.brucei, ce
protocole permet de récupérer 80% des parasites dénombrés dans le sang et 65% des
trypanosomes présents dans la rate de I'animal.
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Cette double séparation présente divers avantages: un gain de temps, une moindre
quantité de DE-52 utilisée;et aussila préparation de trypanosomes du tissu cérébral, dela
moelle épiniére ou de la rate, situation ot la chromatographie d'échange ionique seule
n'est pas résolutive .

B - Libération du manteau de surface
A partir de parasites obtenus parl'une oul'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 'antigéne variable de fagon "spontanée” c'est a dire sous
une forme dite " soluble”, de celles qui libérent une forme plus compléte possédant encore
I'extrémité responsable de I'ancrage membranaire de 1'antigéne variable et appelée pour
cette raison "forme membranaire”.

a) Libération de la forme soluble

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

Différents modes de rupture cellulaire ont été utilisés :
- homogénéisation en présence de billes de verre
- choc osmotique en tampon phosphate de pH 8,0
- congélation-décongélation successives
- filtration sur microseringue
- sonication
- lyse partielle par le dioxane

Le premier protocole de libération du manteau de surface de T.brucei a été décrit
CROSSen1975 (34). Les antigénes variables étaient préalablement marqués et cela avec
une grande spécificité par un réactif N-acétylant, le formylméthionine 35 S sulfone
méthyl phosphate (FMSP). Le marquage cellulaire est effectué a 30°C et 4 pH 9,3. Le
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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
étre vérifié par contrdle 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 mM, Kcl 50 mM, acétate de magnésium 5mM de pH 7.6

étant lysés par une homogénéisation rapide _en présence de billes de verre.

L'’homogénat est ensuite soumis & une centrifugation 8 15 000 g pendant 15 minutes.
70 & 80% du marqueur se retrouve alors dans le surnageant. Le culot obtenu est remis en
suspension et recyclé. Aprés une nouvelle centrifugation, les surnageants réunis sont
traités 4 165 000 g pendant 2 heures, afin de sédimenter les particules ribosomales et les
débris membranaires. Le surnageant résultant de cette derniére opération contient les
protéines solubles de surface du trypanosome.

Ce méme auteur (1984)(37) a également proposé un protocole de libération par lyse
osmotique des parasites & 0°C soit en tampon phosphate de pH 8,0 soit en eau distillée
enrichie en acétate de zinc.

ROVIS_ et coll. (1978)(159) utilisent une suspension de trypanosomes marqués soit
par iodination, processus catalysé par la lactoperoxidase 125 1 gelon HOWARD_et coll.
(1982)(92) et MARCHALONIS et ¢0ll.(1971X125) , soit par oxydation avec la galactose
oxydase suivie d'une réduction par NaBH 4. Dans les deux cas, les enzymes sontincapables
de pénétrer la double couche lipidique, et permettent de détecter spécifiquement des sites
externes différents: acides aminés pourla premiére et sucres pourla seconde auniveau des
protéines et/ou glycoprotéines constitutives du manteau de surface.Ainsi traitées, les
cellules sont soumises & une série de gongélation-décongélation puis centrifugées a
230.000 gpendant1 heure. L'addition de N a-p-tosyl-L-lysylchlorométhyl cétone (TLCK) a
la concentration de 1 mM évite une dégradation protéolytique du matériel libéré. 60 4 80 %
de la radioactivité sont récupérés dans le surnageant. Le culot 230 000 g est dans un
deuxiéme temps traité par un détergent non ionique (NP 40) 4 0,5% (v/v) en 30 minutes &
0O°C puis centrifugé 60 minutes a4 230 000 g . Ce traitement du culot permet de récupérerle
matériel radioactifresté en situation membranaire aprées choc thermique et de le comparer
aux composants spontanément libérés.

ONODERA et coll, (1981)(136) sur l'espece_T.congolense partent d'une préparation
initialement congelée de parasites. Aprés décongélation, les trypanosomes sont mis en
suspension dans un tampon Nacl 0.05M, Kcl 0.05 M; acétate de magnésium O.0O5M de
pH 7.6 enrichi en antiprotéase (TLCK 0.001 M). Une "filtration" surmicroseringueest
réalisée et répétée (5 & 10 passages) jusqu'a ce que les parasites soient réduits a une
suspension de petites vésicules dans un gel cellulaire. La qualité de la rupture cellulaire
est vérifiée au microscope. Une centrifugation a 250 000 g pendant 1 heure & 4°C permet
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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 sonication [ STRICKLER
et coll. 1978)1 68)] . Les trypanosomes en suspension dans un tampon Tris- HCl 50 mM,
acétate de magnésium 5 mM, KC1 50 mM, de pH 7.6, subissent une rupture par sonication.
L'homogénat est ensuite soumis a une centrifugation 4 12 100 g pendant 5 minutes; le
surnageant est conservé et le culot apres lavage dans le méme tampon est centrifugé 4165
000 g pendant 1 heure afin de sédimenter les particules ribosomales. Les deux
surnageants 12100 g et 165 000 g contiennent les éléments représentatifs du manteau
glycoprotéiqué de surface.

Enfin , un dernier protocole mis au point par REINWALD et coll. (1981 X149) sur la
souche_T. congolense permetunelibération dumanteaupar lyse partielle des parasitesa
l'aide d' un solvant hydrophobe, le _dioxane & 5% (v/v). Les trypanosomes sont mis en
suspension a température ambiante dans un tampon phosphate de sodium 0.06M, Nacl
0.044 M de pH 8,0 enrichi en antiprotéases [ fluorure de phénylméthylsulfonyle 100 mM
(PMSF) et TLCK 2mM dans le dioxane].

En 30 490 minutes, les parasites ont perduleur mobilité. Une centrifugation 415 000 gdu
lysat cellulaire permet d'obtenir dans le surnageant le manteau de surface.

Au total , la forme soluble de I'antigéne variable peut étre obtenue apres rupture cel-
lulaire selon différents protocoles.La dégradation protéolytique inévitable est dans la
mesure du possible minimisée par l'utilisation d'un "cocktail” antiprotéasique. Il est
important de noter que le protocole doit étre 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.

B ) Techniques sans rupture cellulaire
Plusieurs protocoles, qui veulent respecter au maximum l'intégrité du parasite, ont
été décrits. Nous ne retiendrons ici que deux d'entre eux :
- I'action limitée en surface cellulaire de protéases
- l'utilisation d'un "tampon acide" isoosmotique.

CROSS (1975)34) a étudié la libération du manteau de surface en
traitant les trypanosomes de la souche T.b.brucei par des protéases. Aprés incubation des
parasites & 37°C pendant 15 minutes dans un milieu de culture (Hx 25) enrichi en pronase




47-

ouentrypsine ala concentration finale de 40 ug/ml, I'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 étre
altérées.

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

BALTZ et coll, (1976)X9) ont adopté, sur le modele T, eguiperdum 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 a + 4°C sur agitateur de KLINE, cette étape élimine débris
cellulaires et cellules intactes et correspond & la libération de l'antigéne. Aprés une
centrifugation a 3000 g pendant 15 minutes,le surnageant pH 5.5 est alors dialysé contre
une solution de Nacl 0,5 M afin d'éliminer le glucose, puis ultracentrifugé a 50 000 g
pendant 1 heure & + 4 °C. Le surnageant a ce stade contient 'extrait antigénique brut qui
renferme, outre l'antigéne variable, un certain nombre d'antigénes solubles communs aux
différents variants.Ce protocole trés efficace par le rendement de libération n'est pas
encore élucidé quant 4 son mécanisme intime d'intervention au niveau de la membrane. I1
offre 1'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 nétre ce protocole pour la préparation en "quantité” de I'antigéne
variable de T b .brucei, Selon les souches, les conditions opératoires ont été optimisées, le
rendement de libération du protocole standard étant parf01s différent d'un variant a
I'autre au plan qualitatif et quantitatif.

b - Libération de la forme "membranaire”
Plusieurs protocoles d'isolement de la forme membranaire ont été publiés pour

différents variants antigéniques de T.b.brucei, Ils peuvent étre 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 trichloracétique, acide
trifluoroacétique).
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o) Traitement par 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 et coll. (1983)(24) . A partir des variants MiTat 1.5 et Iltat 1.25,
la forme membranaire a été isolée par ébullition d'une suspension de trypanosomes en
tampon phosphate salin (PBS) contenant du SDS a la concentration de 2%. Apreés
refroidissement_un détergent non ionique le Triton x-100 est ajouté au lysat 4 la méme
concentration (2%) . La forme obtenue, analysée en électrophorégse-SDS, a une masse
moléculaire apparente inférieure d'environ 800 a 2000 daltons a celle observée pour la
forme soluble de l'antigéne obtenue de fagon classique selon le protocole de purification de
CROSS (1975X(34).

Cette forme obtenue par ébullition des parasites en présence de SDS, est
biochimiquement etimmunologiquement différente dela forme soluble et correspond ala
définition de ce que 'ensemble des auteurs dénomme forme membranaire (mf AVS).

De plus, les auteurs (1984)(25) ont montré que, dans la libération de la glycoprotéine
de surface, un processus enzymatique était impliqué : en effet, 1a forme membranaire, par
incubation & 23°C avec un lysat parasitaire peut étre convertie en forme soluble. Cette
transformation est dépendante de la température, n'a pas lieu a 100°C, et peut étre
inhibée par ébullition en présence de détergents. Les auteurs ont étudié, pour un lysat
préparé dans le détergent n-octylglucoside et incubé a 4°C ou a 37°C, la cinétique
d'apparition de la forme membranaire. Au temps O de I'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 a 37°C. Cette expérience confirme
I'hypothese de l'existence d'un enzyme responsable de cette conversion.

VOORHEIS et coll, (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 coll ont confirmé 'absence de conversion de la forme membranaire dans un
lysat parasitaire enrichi en zinc (10mM). Cependant, le zinc utilisé & forte concentration
n'est pas un inhibiteur spécifique de 1'enzyme responsable de la conversion.

L'incubation de la forme membranaire purifiée avec un lysat parasitaire provenant
de clones hétérologues fournit les mémes résultats, suggérant donc l'existence d'un sub-
strat enzymatique possédant une structure commune a toutes les formes membranaires
connues jusqu'a présent.
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D’autres détergents ont été utilisés dans les protocoles d'isolement de la forme mem-
branaire. Ainsi FERGUSON et coll. (1984)(50) ont solubilisé les trypanosomes dans le
déoxycholate de sodium (DOC) a ébullition. Les cellules lavées en tampon HEPES salin
de pH 7,4 sont rapidement transférées dans une solution de déoxvcholate de sodium 21%
(w/v) enrichie en antiprotéases (TLCK 0,1 mM). La suspension est portée a ébullition
pendant 5 minutes puis refroidie & O°C, transférée dans un tampon Nacl 0,125 M et
centrifugée a 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'antigéne.

GURNETT et coll. (1986)(73) ont purifié la forme membranaire des variants MiTat1-
6 et MiTat 1-2 de_T,brucei par lyse des parasites en tampon phosphate salin (PBS) en
présence dun inhibiteur d'activité lipasique : l'acide p-mercuriphenylsufonique (p
CMPSA) (viv) 10 mM a 4°C pendant 30 minutes. L'étape lytique consiste en 3 cycles de
congélation-décongélation successifs. La suspension est centrifugée 4100 000 g pendant 1
heure . Le culot 100 000 g est repris dans un tampon HEPES 560mM de pH 7.5 enrichi en
antiprotéases (TLCK1mM, PMSF, 0,1mM) contenant1% de_n-octvlglucopyrannoside (n
O G ) . Aprés une nouvelle centrifugation, le surnageant contient 4 95% la forme
membranaire.

Quelques modifications ont été apportées par KRAKOW et coll, (1986)(105) pour
'étude du variant Iltat 1.3 de T.b.brucei . Les trypanosomes sont lysés a4 0°C en tampon
Bicine-HCI 5§ mM de pH 8,0 enrichi en pCMPSA 5mM et PMSF 1mM. Le lysat est alors
centrifugé 5 minutes & 630 g et le surnageant résultant est soumis a une
ultracentrifugation a 220 000 g pendant 20 minutes & 4°C. Le culot final est agité en
présence de p-octvlglucoside 41% de PMSF 1mM et pCMPSA 5 mM. La suspension ainsi
obtenue est & nouveau centrifugée 4 220 000 g et le surnageant résultant contient 4 90%la
forme membranaire de 'AVS.

Finalement, de ces travaux représentant des protocoles qui relévent de la méme
idéologie de départ, il ressort 1a 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 & dénaturer le moins possible les molécules
antigéniques.

B )_Traitement par des acides

Outre la possibilité de déstabiliser la membrane plasmique, certains
auteurs proposent des méthodes beaucoup plus sévéres par traitement des parasites en
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milieu acide afin de précii:iter en une seule étape les protéines de surface. Ce processus
présente aussi en théorie l'avantage d'éviter des phénomenes de dégradation enzymatique
de 'antigéne.

JACKSON gt ¢oll.(1985)(96) ont proposé une méthode rapide et quantitativement
performante, permettant d'obtenir la forme liée 4 la membrane parasitaire. Une
suspension de formes sanguicoles de T.brucei est soumise & une précipitation par l'acide
trichloracétique a 10% (w/v) a 0°C. Aprés centrifugation 1 nuit & 5°C, le culot remis en
suspension dans l'eau subit une extraction par le mélange organique chloroforme-
méthanol (2;1, v/v) a raison de 20 volumes . Une séparation en phases est possible par
addition de 0,2 volume d'une solution de NaCl a 0,9% Apreés centrifugation 4 12 000 g
pendant 1 heure, la phase aqueuse contient 90% de la forme liée & la membrane, de masse
moléculaire de 58 000 daltons.

Les auteurs pensent que le traitement préalable des cellules par 'acide trichloracétique
inactive complétement l'enzyme responsable "in vivo" du processus de libération du
manteau et empéche la protonation de plusieurs groupes fonctionnels de I'AVS et le
dépliement de la structure tertiaire et/ou secondaire de la molécule, facilitant ainsi sa
solubilité dans le mélange organique. |

Un autre protocole d'isolement de 1a forme membranaire du variant ViTat 1-1 a été
décrit par CLARKE_et_¢oll.(1985)30). Apres obtention des trypanosomes par DEAE
cellulose, les parasites sont marqués en surface par iodination et_golubilisés dans une
solution d'acide trifluoroacétique (TFA) & 0.1%. Les auteurs considérent que la
solubilisation de I'antigéne dans le TFA a 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 phénoméne d'hydrolyse spontanée de ' 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 amélioré récemment par HAMBREY et coll.(1986)79) qui
soumet les parasites de la souche T.brucei 4 un traitement par un mélange gcétonitrile
20%-acide trifluoroacétique & 01%. L'addition d'acétonitrile ayant I'avantage
d'augmenter la possibilité de solubilisation de I'antigéne de surface et aussi de permettre
I'injection sur colonne HPLC de l'extrait membranaire sans traitement préalable de
I'échantillon.
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C - Burification de I'antigéne variable

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

a - Purification de la forme soluble
Différentes techniques de purification ont été décrites faisant appel & la

chromatographie classique (échange ionique, affinité) ou & la chromatographie liquide
haute performance.

o) Chromatographie échangeuse d'ions. Isoélectrofocalisation
Selon la technique de CROSS (1975X 34) , I'extrait antigénique brut préalablement
marqué au soufre 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 8,0. Dans ces conditions, 50 & 70% des protéines de 1'extrait
brut se fixent sur la résine et lors de I'élution avec le tampon d'équilibre apparait un pic
étroit de matériel représentant environ 50% dela radioactivité initiale. La fraction 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 4 un fractionnement
par isoélectrofocalisation dans une zone comprise entre les valeurs de pH 3 4 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 I'AVS 427 de T.brucei.

Pour l'auteur, la fraction majeure (pHi 6.9)correspond a l'antigéne variable dont la
pureté peut étre contrdlée en électrophorese de tamisage moléculaire en présence de
SDS.

BALTZ et ¢oll.(1976X9) préconisent, pour l'isolement des AVS de T.equiperdumun
protocole utilisant la chromatographie d'affinité sur colonne de concanavaline A-
Sépharose directe ment applicable sur l'extrait brut (surnageant de libération pH 5.5).
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L'extrait antigénique, & la concentration de 5mg par ml, est déposé sur gel de conca-
navaline A-sépharose. Les fractions non retenues , 4 savoir les antigénes communs, sont
recueillis dans1'éluat d'équilibre jusqu'a ce que l'absorbance, mesurée alalongueur 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 a 'AVS,
fraction glycoprotéique spécifique, électrophorétiquement homogeéne en électrophorese -
SDS.

REINWALD et coll. (1981 X149) ont étudié la purification des AVS de T.congolense
selon la méme technique chromatographique d'affinité.Les auteurs ont constaté que
I'élution par o -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 'axe peptidique de la glycoprotéine.
Néanmoins 1'élution de la colonne par de I'éthyleneglycol & 50% ou par du borate 0,1 M de
pH 8,0 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 ) Chromatographie d'affinité sur anticorps

DIFFLEY et coll(1982X 42) proposent une méthode de purification de
I'extrait antigénique brut par colonne d'affinité anticorps selon la technique décrite par
AFCHAIN et coll. (1976)(2) . Des immunoglobulines monospécifiques de lapin, préparées
selon la méthode de STRICKLER et ¢oll, (1978)(168), sont couplées & une sépharose - 4 B
activée au bromure de cyanogéne.

L'extrait antigénique brut est déposé sur cette colonne ; les protéines
non fixées sont éliminées par un tampon phosphate de sodium a 0,85% et l'antigéne
variable est élué par le méme tampon enrichi en chlorure de guanidine 5 M.

Ce type de chromatographie est comparable & la chromatographie
d'affinité sur lectines et permet d'obtenir 40% d'AVS dans un extrait brut total avec une
pureté de 100%.
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0 ) Chromatographie liquide haute performance

Une purification de I'antigéne variable sous sa forme soluble par chromatographie
liquide haute performance a été proposée par CLARKE et coll . (1984)(29) . Afin de paliera
la dégradation protéolytique de I'antigéne, probléme souvent rencontré dans les autres
systemes 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 I'AVS.

Apres lyse osmotique & 0°C des parasites, le lysat parasitaire est repris par une
solution d'acide trifluoroacétique (TFA) a 0,1% afin d'obtenir une concentration protéique
del a 5mgpar ml.Une agitation rapide et une centrifugation 412 500 g pendant 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 0 & 60% est réalisée en une heure et permet d'obtenir une fraction
contenant l'antigéne variable.

b). Purification de la f i .

Plusieurs protocoles d'isolement de la forme membranaire ne
nécessitent pas d'étapes ultérieures de purification puisque l'antigéne membranaire est
directement obtenu avec un rendement de pureté de 90 & 95% . Tel est le cas pour les
protocoles d'ébullition des parasites en présence de SDS [ CARDOSO DE ALMEIDA gt
coll. (1983)24)], de lyse hypotonique suivie d'extraction par le n-octylglucopyranoside
[ GURNETT et coll. (1986)73) et KRAKOW _et coll, (1986)(105)] ; de précipitation a
I'acide trichloracétique [ JACKSON et coll. (1985X96)] .

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

) Cl hie d'affinité lecti

La préparation membranaire obtenue par FERGUSON et coll, (1984) aprés
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).
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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 1'éthanol.

’ La purification du matériel libéré par le traitement acide avecle TFA &
0,1% [ CLARKE et coll. (1985)(30) ] s'effectue par chromatographie HPLC en phaseinverse
sur une colonne RP-SC ultrapore, de type C3 ( 3 chainons hydrocarbonés fixés surla silice).
Le pic majeur élué par le propanol en 60 minutes correspond a l'antigéne variable.

FOX et coll , (1986)( 57) ont également modifié le protocole de CLARKE. La premiére
étape de lyse parasitaire du variant MiTat 1-4 est identique. Aprés extraction
trifluoroacétique, la solutionest filtrée sur un filtre de 0,45 um et injectée sur une colonne
préparative C 18 en phase inverse préalablement équilibrée en acide trifluoroacétique a
0,1%. L'élution s'effectue en isopropanol selon différentes étapes : 0 a 30%, 15 minutes ;
40%, 15 minutes ; 40%, 80 minutes. La forme membranaire est alors caractérisée par un
temps de rétention de 54 minutes.

Enfin, l'extrait antigénique brut, obtenu aprés traitement des parasites par le
mélange acétonitrile & 20% - Acide trifluoroacétique a 0,1%, est déposé pour purification
sur une colonne TSK phényl pw en phase inverse. L'élution est réalisée par un gradient
de 20 4 50% en acétonitrile. Le pic majeur exclu correspond a la forme "membranaire” de
I'antigéne dont la taille moléculaire en électrophorése en présence de SDS est estimée &

66 000 daltons. Ces résultats s'opposent apparemment & ceux de FERGUSON gt
¢011.(1984)(50) quant a la taille moléculaire apparente de l'antigéne membranaire qu'ils

situent 458 000.

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

- la conformité moléculaire

- le mode de glycosylation de l'axe peptidique
- les modifications post-traductionnelles

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

3) Structure de la glycoprotéine de surface
A - _Caractéristigues biochimiques
Les AVS de T .b.brucei isolés des 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 a leur point isoélectrique (variation de 5.8 4 8.3) a leur
composition amino-acide, a leur séquence amino- acide N-terminale [ BRIDGEN gt coll .
(1976)(20) ] et a leur richesse relative en sucres (variation de 7 a 17% p/p). Toutefois, la

définition qualitative de la copule glucidique est représentée par des résidus de mannose,
de galactose et de N-acétylglucosamine [ JOHNSON et coll. (1977)(100)]

B - Structure des AVS
a- Structure primaire |
Deux approches différentes ont permis de définir la structure peptidique des antige-
nesde T.b, brucei : d'une part par étude de séquence nucléotidigue du DNA

complémentaire de 'ARN messager spécifique des antigénes et d'autre part, par étude de
I'axe peptidique de l'antigéne variable purifié.

* Région C-terminale
Les résultats obtenus ont permis d'établir les points suivants :
o) existence dune extension C- terminale hydrophobe absente des
1 rotéin isol i

Les premiers travaux de biologie moléculaire ont été publiés par le groupe de
BOOTHROYD et coll. (1980)(15) sur 'AVS 117 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'extrémité 3' de
I'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 précédantle codon stop du DNA. L'étude d'un autre AVS(221) par BOOTHROYD et
coll. (1981)(16) confirma cette observation, les 2 extensions se terminant parles 3 mémes
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résidus LEU-LEU-PHE.

La présence de cette extension hydrophobe a pu étre généralisée & d'autres variants
[MAJUMDER etcoll. (1981)(122), MATTHYSSENS et _coll. (1981)(124), RICE-FICHT et
coll. (1981)(147)1, 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 I'antigéne variable et en particulier 'identité de I'acide aminé C-terminal.

Parallelement a I'étude précédente, BOOTHROYD et coll, (1980)(15) ont mis en
évidence l'existence d'une glycosylation au niveau de l'acide aspartique C-terminal. La
méme étude menée en paralléle sur d'autres AVS [ HOLDER et coll ((1981) ( 88),
BOOTHROYD et coll. (1981 X16) MAJUMDER et coll . (1981 )(124), MATHYSSENS et coll .
(1981 ) 126) et RICE-FICHT et coll (1981X150) ] a permis ensuite de découvrir d'autres
acides aminés C-terminaux : la sérine principalement, mais aussi pour un seul AVS (AVS
118), unrésidu d'asparagine. Les AVS ont donc pu selon ce critere d'identité étre classésen
trois catégories selon la nature de 'acide aminé C-terminal (figure 6) et , en fonction de ce
que nous avons vu au paragraphe précédent, et selon l'extension peptidique initiale avant
processing C-terminal.

L'existence d'une grande similarité au niveau de la région C-terminale a d'abord été
sus pectée par MAJUMDER et coll ( 1981)(124) puis par MATTHYSSENS_ et coll.
(1981 X(126) pour les AVS AnTat 1.1 et AnTat 1.8 (figure 7). Pour ces 2 variants, les115
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 a des positionsinvariantes al'exception des résidus 77 et
83 ot le nombre d'acides aminés entre ces 2 cystéines peut étre légérement différent. Cette
conservation tout a fait remarquable du positionnement des cystéines laissait donc prévoir
une exigence conformationnelle stricte de la partie C-terminale de la molécule et cela a
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 :
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Répartition des AVS en fonction du residu C-terminal

(D'apres Borst et Cross (1982)

AVS

AVS 117 Trp Glu Asn Asn Ala Cys Lys Asp *
AVS 121 Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp -
IITat1.3 Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp *
AnTat 1.1 Trp Glu Ala Glu | Thr Cys Lys Asp *
AnTat1.10 Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys Asp o
AnTat1.1B Trp Glu Gly Glu Thr Cys Lys | Asp *
AnTat18 Trp Glu Gly Glu Thr Cys | 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
1ITat1.1 Lys Thr Thr Asn Thr Thr Gly Ser *
TxTat1 Lys Thr Ser Asn Thr Thr Ala Ser *
AVS 118 Pro Asp Lys Glu Lys Cys Arg Asn *

FIGURE 6
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Séquences nucléatidiques identifiées (avec correspondance amino acide )

pour les AVS : AnTat 1.1 et AnTat 1.8 | Matthyssens et coll. (1981)]
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* un premier groupe formé par les AVS IITat 1.2, IlTat 1.3 et 'AVS 117 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 fleche les 8 résidus de cystéine en position
conservée . On peut également souligner dans cette région de I'AVS, l'existence d'une
alternance de zones hydrophiles ( vvvvvvvvvv ) et de zones trés hydrophobes( =)

* un second groupe représenté par les AVS IlTat 1.1 et ITat 1.4. Dans ces AVS,
I'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 ].

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 affichée mais stricte semble-t-il pour les résidus de cystéine dont on connait &
travers les ponts disulfure le role essentiel dans la structuration moléculaire.

régi -terminale

L'homologie au nive e la ming ot 1'existe ] ,
"signal” 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

différentes especes trypanosomales [ OLAFSON et coll. (1984)(135) , figure 10 ]

En fait la synthése des AVS [ Mc CONNEL et coll. (1981)120) et BOOTHROYDet
coll.(1981X16) (1982) 17) est assimilable a celle de bon nombre de protéines membra-
naires , synthése qui passe par un précurseur muni d'une extension N-terminale et qui
dans le cas de T.b.brucei est longue de 25 résidus amino-acides.

* - Axe peptidique général des antigénes variables

De nombreuses séquences nucléotidiques ont été décrites pour différents variants :
AVS117[BOOTHROYDetcoll . (1982)(17), ALLEN et coll. (1982)(3)] AnTat 1.1 et1.8
[ MATTHYSSENS et coll , (1981) 126) , MICHIELS et coll . (1983)(129), PAYS et coll .

(1983)141)], AnTat1.10 [PAYS etcoll. (1983) (142)] ILTat1.l1 [ RICE-FICHT etcoll.
(1981X150), (1982)151) ], ITat 1.2, 1.3 [ RICE-FICHT et coll (1981 X150)].

u_qGe snce

)

La structure primaire de 'AVS 117 a été déterminée complétement par séquence
amino-acide [ALLEN et coll. (1982)3) ] . Les caractéristiques générales de cette molécule
[ALLEN et GURNETT (1983)(4) ] peuvent é&tre résumées en quelques points :
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Séquences amino acidesdes AVS 117, IITat1.2et 1.3

(D'apres Rice Ficht et coll. (1981)
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Comparaison des régions C-terminales des AVS IITat 1.1 et [ITat 1.4
[D'apres Rice Ficht et coll. (1981))
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FIGURE 9
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Comparaison des régions N-terminales d'AVS issus de différentes especes de trypanosomes

[D'aprés Olafson et coll . (1984)]
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- La présence d'un segment N-terminal contenant de 8 410 résidus basiques et aucun
résidu dicarboxylique.

- La nature tres hydrophile des 112 résidus C-terminaux avec une richesse
particuliere 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 1a molécule en position 244.

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

b) _Structure secondaire
o) Etudes prédictionnelles
LALOR et coll, (1984)(107) ont utilisé les résultats de séquence de différents AVS et

ont comparé les prédictions de structure secondaire obtenues selon les méthodes de
GARNIER et coll . (1978)(61) et ROBSON et coll . (1974)(158) .

Pour tous les variants étudiés (I1Tat1.1,1.2,1.3,1.4, AnTat1.1,1.8 et TxTat 5.28),
existe une probabilité élevée pour une structure en hélice o, au niveau de la région N-
terminale de I'AVS,. D'autre part, pour la région C-terminale, il peut &tre avancé que les
variants possédant une grande homologie de séquence répondent & un méme type de
structuration secondaire qui apparait ainsi conservatrice dans sa définition générale.

Par contre, dans la région centrale des AVS, la répartition de structure hélicoidale
s'avere trés différente selon I'AVS considéré et cette observation laisse entendre une
"variabilité conformationnelle"” a I'origine d'une structuration tertiaire différente.
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D'autres études prédictionnelles réalisées par COHEN et coll .
(1984)(33) sur les variants 117, AnTat 1.1 , ITat 1.1 et IITat 1.4 ont révélé la notion de
séquences répétitives au sein de la région amino-terminale , séquences appelées par les
auteurs "heptades” [figure 12 ]. Ces zones sont constituées de 7 acides aminés ayant la
caractéristique pourle ler et le 4& résidu d'étre apolaires, ce qui permet, selon PARRY et
coll. (1979) 139), ( 1982)(140) de favoriser l'entrecroisement d'hélices «. Cette
configuration méne a une hélice superenroulée comme 1'a décrite CRICK.

BLEtudes expérimentales

FREYMANN _et coll, (1984)(59) ont cristallisé, pour le variant MiTat 1.2 , un
fragment correspondant au dimére de la région amino-terminale de 1'AVS. L'analyse
cristallographique & une résolution de 6 A a révélé que ce fragment se présente sous une
conformation en faisceau d'’hélices o ; chagque monomeére contenant 2 hélices o réunies
entre elles et d'une longueur de 80 A . Cette structure sur environ 120 résidus amino-acides
soit le 1/4 de 'AVS n'est interrompue que par une seule crevasse, dans le variant
étudié.

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

Pour le variant DiTat 1.3 , la méme étude révéle une morphologie sensiblement
différente; en effet, la molécule est formée par une région globulaire (=60 A de diamatre),
attachée 2 un domaine de 100 A de longueur et 30 A d'épaisseur, elle-méme reliée a une
région globulaire plus petite (= 40 A de diamétre).

Récemment , METCALF et coll . (1987)(128) ont réussi a cristalliser un autre AVS
(Il1Tat 1.24), le cristal était d'une structure semblable a celle décrite pour MiTat 1.2.

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

Les compositions glucidiques réalisées sur divers AVS de T.b.brucei ont montré de
grandes variations d'un point de vue quantitatif (7 a 17%, p/p), avec au contraire une
constance remarquable dansla définition qualitative des glycannes. Sont en effet toujours
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Représentation des "heptades” dans les AVS 117 et AnTat 1.1
{D'apres Cohen et coll. (1984)]

Résidu

AVS 117 (MITat 1.4)

7 heptades

2 1/2 heptades

3 1/2 heptades

AnTat 1.1

6 heptades

2 heptades

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

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

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

Li)

* un glycopeptide "C-termin qui dailleurs serait & l'origine de réactions
immunologiques croisées entre les différents AVS (CRD).

Cet oligosaccharide original dans sa structure est branché sur l'acide aminé C-
terminal de I'AVS. Si ce dernier est une sérine, on observe une double glycosylation, un
second site oligosaccharidique subterminal étant situé au niveau d'un résidud'asparagine
distant de seulement 3 résidus acides aminés par rapport a l'acide aminé marquant
I'extrémité de 1'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 |'asparagine de liaison de l'extrémité de l'axe peptidique.

Le giycanne branché sur 'amino-acide C-terminal est constitué de mannose, de
galactose, de glucosamine, la présence d'un résidu de glucosamine non acétylée ayant été
démontré par STRANG et coll. (1986X167).

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

ROVIS et DUBE (1981 ) 160) ont étudié l'effet de la tunicamycine au niveau de la
biosynthése des AVS. Leurs résultats ont confirmé ceuxde HOLDER et CROSS (1981 )(88),
a savoir la distinction de deux types de chaines oligosaccharidiques :

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

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

Afin de déterminer un rdle 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 (succinimidyl propionate) (DSP) ] capable de former des
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liaisons intermoléculaires en réagissant avec les fonctions aminées des protéines sans
altérer la fonctionnalité des molécules. Les parasites sont incubés dans un milieu enrichi
en sérine radiomarquée [ 14G-gérine] 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 électrophorése SDS. En présence de tunicamycine, le
dimére ne se constitue pas , contrairement & 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 a étudier l'effet des monosaccharides sur cette
interaction. Apres une incubation des AVS en présence d'un monosaccharide en
concentration variant de 0,1 M a 0,5 M, un traitement par 'agent bifonctionnel DSP puis
une analyse électrophorétique ont été réalisés. Les résultats ont révélé que nile galactose,
ni le mannose, ni le glucose n'étaient capable d'empécher
la dimérisation.

D-C crisation logi

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

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

Plusieurs équipes se sont interessées a la définition de ces épitopes par utilisation
d'anticorps monoclonaux. Certains de ces anticorps réagissent avec I'antigéne de surface
en solution et ne réagissent pas avec le parasite vivant; cette observation souléve le
probléme 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 I'hdte. Deux équipes ont étudié, par utilisation d'anticorps monoclonaux, les épitopes
exposés ou non a la surface des trypanosomes vivants :
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* HALL et ESSER (1984)(78) ont utilisé 30 anticorps monoclonaux obtenus a 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 a 'acétone, ils ont pu établir tout d'abord qu'il
n'existait aucune corrélation entre la capacité neutralisante in vivo des monoclonaux et
leur classe. En effet, parmi les anticorps étudiés, on remarque parmi les sous classes IgM,
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 et IgA une méme répartition entre anticorps protectifs ou non
protectifs. ‘

Del'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 4 la
surface des trypanosomes vivants en test d'immunofluorescence. En revanche, les 30
anticorps monoclonaux produisent une immunofluorescence similaire a la surface du
trypanosome fixé a I'acétone.

Les anticorps monoclonaux ont été répartis en deux classes : les anticorps
trypanolytiques (17) responsables d'une neutralisation des parasites in vivg 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 a la surface du parasite

- 7 anticorps qui se fixent au niveau de la poche flagellaire 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 WRATat1,la technique de fixation compétitive des anticorps monoclonaux
a été utilisée sur I'AVS purifié : chaque anticorps a été successivement utilisé comme
anticorps fluorescent et anticorps bloquant (par fixation sur l'antigéne 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 13].

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

*MILLER gt coll.(1984) (131 )ont également obtenu des anticorps monoclonaux (9) a partir
de I'antigéne de surface du clone MiTat 1.6 de T.b.brucei. Parmi ces anticorps , se fixant
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Localisation des épitopes de 'antigéne variable de surface du variant
WRATat 1 de T.b.rhodesiense | selon HALL etESSER (1984) (77) ]

15.2H35.1

/8

2.108.1
16.185.3
321851

27
TN
18314

7

A :famille composée de 11 épitopes
B : famille composée de 3 épitopes

C.D : familles composées d'un seul épitope

Chaque cercle représente un épitope distinct caractérisé par

(S) - une accessibilité 3 la surface du trypanosome vivant

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

(B) - une inaccessibilité 4 la surface du trypanosome vivant

¥ Anticorps trypanolytiques.

Figure 13
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tous sur les parasites fixés a 'acétone, seuls deux se sont révélés trypanolytiques.

Afin d'établir une carte topologique des épitopes présents au niveau de 'AVS MiTat

1.6, un test compétitif radioimmunologique a été réalisé entre ces différents anticorpseta

“permis de caractériser 5§ régions immunogéniques distinctes ; parmi celles-ci, une seule
région antigénique est exposée en surface parasitaire [ Figure 14].

Parallélement, les 9 anticorps monoclonaux ont été testés en immunoblotting vis &
vis de I'AVS purifié. Les anticorps caractéristiques de 1'épitope exposé ne reconnaissent
pas l'antigéne purifié (en test RIA) alors que les 7 autres anticorps réagissent avec la
glycoprotéine en immunoblotting. Ces résultats permettent de définir pour 1'épitope de
surface une labilité conformationnelle.

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

Des études ultérieures [MILLER_et coll, (1984) (132)] ont permis de localiser ces
régions antigéniques au sein du domaine N-terminal de I'antigéne de surface.

Les études sur des variants différents (WRATat1 de_T,b.rhodesiense et MiTat1.6de
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 (& partir de trypanosomes dans le premier cas et a partir de la
glycoprotéine de surface isolée dans le 2éme cas).

Dans le but d'établir également une carte topologique des épitopes protectifs,
PINDER etcoll. (1987)(146) ont préparé des anticorps monoclonaux & partir de parasites
du clone DiTat 1.3 de T.brucei. Ce variant est en effet un modéle interessant puisque ,
comme nous l'avons précédemment décrit dans le paragraphe sur la structure secondaire,
cette molécule est formée par une région globulaire attachée 4 un domaine allongé alors
que I'AVS MiTat 1.6 [ étudié par MILLER et coll , (1984)(131)] posséde une configuration
légeérement 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 surles parasites
fixés a 1'éthanol.
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Représentation schématique des régions immunodominantes de
I'AVS MiTat 1.6 de T.brucei.selon MILLER et coll. (1984)(129)],

membrane

I -2-4:épitopes de surface créés lors de modifications conformationnelles
3 - : épitope non exposé en surface 4
5 - : épitope de surface conformationnellement labile.

igu 4
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L'analyse de leur pouvoir trypanolytique (vis a vis des trypanosomes vivants) révele
qu'un seul de ces anticorps est trypanolytique avec aussi l'existence d'un autre anticorps
partiellement neutralisant.

Ces mémes anticorps ont été testés vis a vis de I'antigéne purifié par compétition
immunoenzymatique en phase solide (RIA) selon la technique proposée par MILLER.
Tous les anticorps étudiés réagissent avec I'AVS & l'exception de 4 qui d'autre part ne se
fixent pas & la glycoprotéine en solution. Les auteurs conclurent que ces anticorps étaient
dirigés contre des sites conformationnels présents au niveau de l'antigéne 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 épitopes associés a
I'ancrage membranaire. La premiére hypothése peut étre confortée par 'observation de
WESTHOFetcoll. (1984)(181)selon laquelle les anticorps monoclonaux fabriqués a partir
d'une protéine sont souvent tres spécifiques de la conformation de la protéine utilisée et
que de nombreux facteurs sont capables d'induire des modifications conformationnelles
ultérieures.

En conclusion de cette étude, PINDER gt coll, (1987)(146) ont montré qu'il existait
peu de sites antigéniques exposés a 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
et coll. (1984)(131) malgré une structure secondaire différente entre les deux variants
étudiés.

Il est intéressant de souligner que malgré une hypervariabilité des acides aminés
présents dans la séquence peptidique de I'AVS (environ 400 sur 500) , le phénoméne
d'échappement & 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- hélicoidale de'AVS montre en effet qu'un
degré de variation peut &tre induit par de trés légéres différences au niveau de la séquence
amino-acide, impliquant de profonds changements conformationnels [COHEN et coll
(1984)(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
I'immunogénicité de peptides naturels ou synthétiques et encore par étude de la structure
tridimensionnelle doit étre réalisée afin d'appréhender de fagon plus exacte la ou les
régions impliquées dans la réponse immune de 1'héte.
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- Anal lvcolipi -terminal

Nous avons précedemment décrit 3 types de modifications post-traductionnelles au
niveau de I'AVS, a savoir :

* clivage du peptide signal N-terminal
* clivage de l'extension hydrophobe C-terminale

*addition de chaines oligosaccharidiquesinternes de type
N-asparaginylglucosaminidique.

La succession de ces modifications ainsi que leur rdle dans la fonctionnalité de la
molécule ont fait 1'objet de nombreuses études. Une quatriéeme modification est encore a
I'étude, il s'agit de I'addition d'un glycolipide C-terminal.

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

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

HOLDER et coll (1981 X(88) ont mis en évidence une substitution de I'acide aminé en
position C-terminale de la glycoprotéine. En effet, un résidu d'éthanolamine estlié par une
liaison amide a la fonction carboxylique de l'acide aspartique ou de la sérine C-
terminale.

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

CARDOSO DE ALMEIDA et TURNER (1983)24) ont montré que la différence 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) a partir des formes membranaires du variant
MiTat 1.4 ont montré la présence d'un acide gras caractéristique de cette forme
moléculaire de'AVS : 'acide myristique, dont la labilité en présence de soude 0.05 M dans
I'éthanol & 23°C indiquait sa participation a la structure phosphoglycérolipidique par
I'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 a
105° C par un mélange d'acide acétique anhydre et d'anhydride acétique (3/2) du peptide
myristilé alibéré un composant de comportement chromatographique identique & celui du
1,2-dimyristyl-3-acétylglycérol. témoin.

Cette structure était sensible aux phospholipases :

La phospholipase A g libére 50% d'acide myristique et la phospholipase C libére 100%
de1,2-dimyristyl diglycéride, ce qui témoigne de la présence d'une liaison phosphodiester,
et d'autre part de l'existence de 1'énantiomeére sn 1,2-dimyristyl glycérol. La lipase
pancréatique et la phospholipase D se révélent inactives.

e 1o : e _lo e _Ine gire, I'enzyme endogéne
permettant la hbératlon de I antlgéne soluble présente une act1v1té de type phospholipase
C libérant le 1,2-dimyristyl glycérol a partir de la structure native compléte.

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

conversion [HORTON et PHILIPS (1 973)(90)] 1mphque aussi, si le rés1du de glucosamme
est intégré dans une structure ohgosacchand1que, un clivage au niveau de cette osamine
[HORTON et PHILIPS (1973X90) ; WILLIAMS (1979)(182) ] et 1a libération du mono- ou
du polysaccharide voisin. Aucune libéi'ation,n'ayant pu étre mise en évidence, la seule
possibilité était de situer 'osamine a l'extrémité réductrice du glycanne.

* Pour préciser gi le 1 Tési ine étai
&wmmnmnmmmﬂmm 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 C1 de la glucosamine était engagé dans une liaison
impliquant vraisemblablement, directement ou indirectement, le dimyristyl glycérol.

l_a_smm;:g_g_tgmnm les auteursont apphqué la désammatwn parl amde nitreuxa la
forme membranaire marquée avecde I'acide [ 9,10- 3H] myristique. Le traitement a libéré
un composant dont le comportement chromatographique sur couche mince étaitidentique
a celui du phosphatidylinositol. En conséquence, le 1,2-dimvristvl glveérol fait partie d'un
phosphatidvlinositol substituant la glucosamine. Une derniére 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
libére du dimyristyl glycérol, il était possible de prévoir la présence d'un inositol
monophosphate dans la forme soluble de l'antigéne. Aprés 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 & celui du
triméthylsilyl myo-inositol. Pour établir 1'état de phosphorylation du myo-inositol, le
glycopeptide a été soumis & une hydrolyse par la phosphatase alcaline dans des conditions
ou des standards de myo-inositol 1- 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 & une désamination par
I'acide nitreux puis a4 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 & la phosphatase alcaline suggérait aussi que le
groupement phosphate était présent & I'origine sous une forme autre que monoester. Les
auteurs ont alors proposé l'hypothése d'un myo-inositol 1,2-monophosphate cyclique.
L'hypothése semblait étre confirmée par la sensibilité du groupement phosphate a la
phosphatase alcaline aprés une courte hydrolyse acide favorisant la formation de myo-
inositol monophosphate & partir de la forme phosphate 1,2 cyclique.

Les études de biosynthese avec des précurseurs radioactifs suggéraient que cette
structure particuliere formée par l'association complexe éthanolamine glycosyl-
dimyristyl phosphatidylinositol serait transférée "en bloc" en moins d'une minute apreés
I'achévement du polypeptide [ FERGUSON et ¢0l1.(1986)(53)].

Une schématisation de la structure C-terminale de la forme membranaire de
I'antigéne a été proposée par LOW ¢t coll, (1986)(119) [Figure 151].

Récemment , FERGUSON (1987)(54) a proposé une structure du glycane reliant
I'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 'éthanolamine a la fonction alcoolique en position 6 d'un résidu de mannose
[figure 16]. .

La structure de l'oligosaccharide C-terminal a également été déterminée par
SCHMITZ et coll. (1987)(161) pour un autre variant (MiTat 1.6). Les résultats obtenus
sont légérement différents. Pour ce variant, 'oligosaccharide C-terminal a été isolé par
traitement acide (hydrolyse parl'acide fluorhydrique & 60% dont la spécificité est de cliver
les liaisons phosphodiesters), ou par digestion pronasique de 'AVS.
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Schématisation de la structure C-terminale de I'AVS MiTat 1.4(117)
~ D'aprésLow et coll (1986)]

PRO TEINE

<= PROTEASES

C-TERMINAL
AMINO ACID
ETHANOLAMINE GLYCAN GLUCOSAMINE
, INOSITOL
l NITREUX )
ACIDE P po PI-PLC
MEMBRANE

1,2-DIACYLGLYCEROL

Figure 15




-78 -

Structure de l'oligosaccharide C-terminal proposée par FERGUSON (1987)

PROTEINE

al?2
GAL— GAL 4
N\

. ald
MAN — GLcNH

i GAL 13
GAL /al,z 216
MAN
f al2
MAN
6
ETHANOLAMINE]

Figure 16

2\0 14
INOS'oITOL

®

DIGLYCERIDE




-79.

Apres isolement et purification par électrophorése et chromatographie d'affinité sur
concanavaline A, le glycane a été analysé en spectrométrie de masse et en résonance
paramagnétique nucléaire 1 H-RMN.

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 fagon glycosidique au résidu de glucosamine par la fonction
alcoolique en position 4.

- Toutes les liaisons sont en position o.

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 radiocimmunoenzymatique. Sous cette forme, 1'oligosaccharide
posséde une forte activité de réaction croisée alors que le traitement par I'hydrolyse
fluorhydrique 2 60% inhibe totalement cette activité. Ces résultats ont permis aux auteurs
de suggérer une implication essentielle des résidus de phosphore (un seul oules deux)dans
le maintien de la structure responsable de l'activité de réaction croisée.

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

En conclusion, cette structure oligosaccharidique C-terminale, bien que globalement
définie, demeure cependant tres discutée quant au nombre et a I'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 1'entité sont aussi des éléments importants qui restent & préciser.

L'existence de lipides liés de fagon covalente est de plus en plus décrite au niveau de
protéines ou de glycoprotéines. Différents exemples sont ici rapportés.
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F - Autres tvpes d'acylation

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

* Protéines membranaires humaines.

Ainsi, TSE_et coll, (1985)170) a observé que la glycoprotéine Thy-1 de neurones et de
thymocytes de rats posséde dans sa forme mature un résidu de cystéine en position C-
terminale sur lequel est branchée une structure glycophospholipidique. 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_Torpedo marmorata par STIEGER _et coll.(1986) (166). Les auteurs ont montré
que la forme amphiphile soluble dans les détergents pouvait étre 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 & cette phospholipase.
Selon les auteurs, cette différence serait diie & une spécificité sélective de la lipase vis a vis
de la longueur des acides gras impliqués dans le glycolipide.

Par désamination nitreuse , LOW_et coll. (1987X120) ont souligné , pour
l'acétylcholinestérase de Torpedo ainsi que pour la phosphatase alcaline isolée de
lI'intestin de boeuf ou du placenta humain, l'existence d'une structure glycolipidique
d'ancrage membranaire identique & celle observée par FERGUSON et coll (1986) 53) pour
T.brucei. De méme, JEMMERSON et coll, (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 :

I'acide myristique ainsi que I'acide palmitique sontincorporés au niveau de la phosphatase
alcaline; un traitement par 'hydroxylamine & pH neutre n'entraine aucune diminution de
la quantité de radioactivité incorporée au niveau de l'extrémité C-terminale, ceci confirme
donc que les acides gras ne sont pas liés par une liaison thiol-ester & la phosphatase
alcaline comme cela a souvent été décrit pour des protéines acylées parl'acide palmitique

[ MAGEE et coll . (1982) (123) 1.




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

Phosphatase Acétyl 5'- AVS Thy-1
alcaline cholinesterase nucléotidase

Taille moléculaire apparente (Kda) 70 65 70 57 18
Libération des membranes par la phospholipase C de + + + - +
S. aureus spécifique du phosphatidylinositol

Libération des membranes par une phospholipase C endo-+ 7 7 + ?
géne spécifique du phosphatidylinositol

Domaine hydrophobe C-terminal responsable de + + ? + +

I'attachement membranaire

-~

~
[N)
4
3

Séquence amino acide C-terminale hydrophobe déduite
de la séquence cDNA
Composition du domaine hydrophobe C-terminal

(a) absence d'amino-acides hydrophobes ? + \ 7 + +
(b} éthanolamine ' 7 + ? +
(c) glucosamine ? + 7 +
(d) autres sucres 7 ? ? + +
(e) phosphatidylinositol/inositol ? + ? 4 +
(f) acides gras ? + : ? +

TABLEAU

-ZS-
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MEDOF gt.coll . (1986)127) ont montré pour le facteur DAF, qui est uninhibiteur des
enzymes amplificateurs des compléments C3 et C5, une structure d'ancrage similaire &
celle duglycolipide de T brucei . En effet, par des techniques immunologiques , DAVITZ et
coll (1987)(38) ont mis en évidence une réactivité croisée entre la forme soluble de ce
facteur DAF etl'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 I, la protéine activatrice des cellules T et la 5'-
nucléotidase.

* Protéines membranaires parasitaires

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

HANDMAN et coll (1984)(180) ont décrit un antigéne membranaire amphiphile & la
surface des formes promastigotes de _Leishmania major 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
électrophorése - SDS, cet antigéne présente un profil polydispersé entre les tailles
moléculaires 20 000 et 67 000 daltons. Par des études ultérieures [ (1985)(81)], les auteurs
ont montré que la nature amphiphile de ce glycoconjugué était diie 4 la présence de lipides
liés de fagon covalente, permettant ainsi I'ancrage de l'antigéne dans la membrane
plasmique parasitaire. |

Ce glycoconjugué représenterait le récepteur parasitaire vis 4 vis des macrophages.

BOUVIER et coll (1985)(19) ont isolé une protéine amphiphile de surface des formes
promastigotes de leishmanies . Cette protéine membranaire est obtenue par extraction en
présence du détergent Triton X-114 et présente une taille moléculaire de 63 000 daltonsen
électrophorése en présence de SDS. Par incorporation d'acide myristique [ 3 H ] ils ont
confirmé I'analogie structurale étroite qui était suspectée entre cette forme amphiphile et
la forme membranaire décrite pour 'AVS de_T.brucei, ‘

ChezPlasmodium falciparum [HALDAR etcoll .(1986)(77)],1a protéine de surface
du mérozoite 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
I'intermédiaire n'est pas encore définie.
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CHAPITRE I I
TRAVAUX PRERSONNELS
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Chapitre II - Travaux personnels

I-E » I. ! Il.]]’.] .
1-Cl j iants et pré tion d bil

Le matériel biologique expérimental provient, & l'origine, d'un prélévement sanguin
réalisé sur antilope (Tragelaphus scriptus) naturellement infestée par une population

"sauvage” de Trypanosoma brucei brucei. [Figure 18].

Apres adaptation sur souris (13 passages successifs), la population obtenue a été
dénommée EATRO 1125 (East African Trypanosomiasis Research Organization). 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 (aprés 10 passages sur souris) et multiplication en nombre important
a nouveau chez la souris (7 passages successifs).

Ce stock est représenté a 99% par le type antigénique AnTat1.1; cependant , il existe
également 1% de parasites appartenant a des populations minoritaires. Aprés
neutralisation de l'infection par des immunsérums spécifiques de clones (NIT), les
populations minoritaires peuvent alors étre clonées et amplifiées par plusieurs passages
sur souris afin de donner naissance & de nouvelles populations stablhsées telles que AnTat
1.10et1.8.

Ces clones peuvent étre conservés sous forme de stabilat : 3 volumes de sang parasité
de souris sont additionnés & 1 volume de tampon phosphate glucosé (NaCl 44 mM,
NaoHPO4 57 mM, NaHoPO4 3mM, glucose 0,1%)PSG) & 50% (V/V) dans du glycérol.
Maintenus a - 70°C, les stocks parasitaires se conservent quelques années, peuvent étre
réactivés par passage sur souris et fournir 4 nouveau en nombre important des
trypanosomes de méme définition immunologique.




- 86 -

Cl_onage de différents variants de T.b brucei

ANTILOPE
Tragelaphus scriptus
(sang)

souris _
P13 (16.5,6,6,6,6.6,3.3,3.3,3,3)
EATRO 1125

P10 (3-4)

P7

ITMAS 150372R

AnTat 1.1
; NIT (anti1 -> 4) NIT (anti 1)

NIT (anti 2,356,7.11)

S Ps 9' Py
ITMAS 1810734 ITMAS 130374A
AnTat 1.8 AnTat 1.10

Figure 18
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L'obtention des différentes préparations antigéniques purifiées nécessite plusieurs
étapes :

- isolement des trypanosomes
- libération du manteau de surface des parasites
- purification de I'antigéne variable

2 -_Isolement des trypanosomes

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 controle microscopique, atteint environ 250-10
trypanosomes, le sang de souris prélevé par ponction cardiaque est dilué par 1 volume de
tampon phosphate salin (Nacl 0.123M, NagHPO4 12 mM, KHoPO4 3mM) de pH 7.25
(PBS) afin d'obtenir une suspension équivalente a 50 - 70.1 06 trypanosomes.

* la suspension ainsi obtenue est injectée par voie intrapéritonéale a des rats ( Sprague
Dawley) de poids compris entre 250 et 400 g. Aprés 3 jours, les animaux ont développé une
parasitémie satisfaisante et recoivent une administration dhéparine avant leur
sacrifice.

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

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

a-_Chromatographie sur DEAE-cellulose

La chromatographie sur DEAE-cellulose a été la premiére méthode décrite dans la
littérature pour l'isolement des parasites [LANHAM et GODFREY (1970)(109)]. Les
trypanosomes sont séparés des éléments sanguins par chromatographie d'échange ionique
sur une colonne de DEAE-cellulose équilibrée en tampon PSG. L'élution s'effectue selon un
débit maximum de 100 ml parheure a + 25°C . L'éluat obtenu est centrigué 21500 g pendant
15 minutes et livre un culot parasitaire qui est ultérieurement soumis & 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.
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b-C 5 .

La centrifugation a aussi été utilisée pour la séparation sang-parasite car elle
présente d'une partl'avantage d'étre plus rapide que la précédente et d'autre part limite le
cotit de la technique d'isolement des trypanosomes. Elle a particuliérement été décrite pour
la préparation de la forme membranaire de I'antigéne variable.

Le sang de rat parasité obtenu par ponction cardiaque est recueilli & 4°C dans un
mélange constitué de PSG, d’héparine et des seules antiprotéases TLCK et PMSF (1mM).
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 'antigéne variable. Apreés
centrifugation a basse vitesse (300 g pendant 10 minutes & 4°C), on obtient dans le tube
trois zones :

- la zone inférieure qui est constituée par les globules rouges
- la zone intermédiaire qui correspond & la suspension parasitaire trés concentrée

- l1a zone supérieure qui est représentée par le sérum.

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

Nous avons testé et utilisé cette technique de séparation des parasites i 1'occasion de
la préparation de I'antigéne variable sous sa forme membranaire.

L'une ou l'autre des deux techniques rapportées, chromatographie sur DEAE-
cellulose ou centrifugation, livre une population parasitaire satisfaisante pouvant servir a
I'isolement de l'antigéne variable. La premiére nous semble plus indiquée dans le cas de
préparatifs importants, la seconde posséde l'avantage de la rapidité. En fait, le choix
définitif dépend de I'objectif de recherche : préparation en quantité d'antigéne variable;
préparation de parasites & maintenir en culture; préparation avec respect maximum de
I'intégrité du manteau de surface.

3 - Libération d i ;
La libération de I'antigéne variable est obtenue selon deux protocoles différents, en
fonction de la forme recherchée : forme soluble ou forme "membranaire”.
a - forme soluble
Parmi les nombreux protocoles décrits, nous avons retenu un protocole de libération
de I'antigeéne variable évitant la rupture cellulaire [BALTZ et coll. (1976)9) 1.

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

La suspension est laissée une nuit &4 4°C sur agitateur de KLINE . Au cours de ce trai-
tement, I'antigéne de surface est libéré sous sa forme soluble et les parasites encore intacts
sont sédimentés par une centrifugation 4 3000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est
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soumis a une ultracentrifugation (165 000 g 1 h 4°C) Ce deuxiéme surnageant correspond
alors & l'extrait antigénique brut, contenant I'antigéne variable mais aussi les antigénes
communs. Il est soumis & une dialyse contre le tampon ultérieurement utilisé lors de la
purification sur colonne d'affinité (tampon phosphate 0,01M enrichi en NaC10,5M , MgCl 9
1mM et CaClg 1mM, de pH 8,0). A ce stade, la préparation antigénique peut &tre conservée
congelée avant l'étape finale de purification.

b - forme membranaire
- Pour l'obtention de la forme membranaire, nous avons fait appel a la lyse des

parasites selon des protocoles décrits par KRAKOW gt coll. (1986)(105) et CARDOSO DE
ALMEIDA et coll, (1983)24).

Le culot parasitaire est traité par lyse hypotonique:

. soit en tampon phosphate 0,01M de pH 7,20 (PBS) enrichi d'une part en acide p-
mercuriphénylsulfonique (pCMPSA), inhibiteur de l'activité lipasique, a la concentration
de 5mM et d'autre part en inhibiteurs protéasiques PMSF et TLCK (1mM).

. s0it en tampon phosphate 0,01M de pH 7,20 (PBS) enrichi en inhibiteurs PMSF et
TLCK (1mM) et aussi en chlorure de zinc (5mM) qui inhibe la libération spontanée de
I'antigéne variable selon un mécanisme d'ailleurs encore mal défini.

L'étape lytique s'effectue par agitation de la suspension pendant 30 minutes & 4°C.
Une centrifugation & 600 g (4°C, 10 minutes) livre un culot qui est soumis & deux étapes de
lavage. Le culot membranaire est recueilli aprés ultracentrifugation (165 000 g , 20
minutes, & 4°C) et mis en suspension en tampon PBS, pPCMPSA ou ZnCly 5mM, PMSF 1
mM et TLCK 1 mM enrichi en n-octyl-B-D-glucopyrannoside (nOG) a 1% (p/v) dont le role
est d' "extraire" la glycoprotéine de surface a partir de la membrane plasmique.

Lalibération de la forme membranaire s'effectue par agitation 4 4°C pendant 10 mi-
nutes.

Une centrifugation & 165 000 g pendant 20 minutes & 4°C permet d'obtenir un
surnageant essentiellement constitué par I'antigéne sous forme membranaire purifiée, le
degré de pureté étant estimé & 95% de la présence protéique et/ou glycoprotéique dans la
littérature.

4 - Purification de l'antigéne variabl

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

La forme membranaire obtenue par action du détergent n-octylglucoside sur la
membrane plasmique parasitaire se réveéle, nous 'avons vu, déja pure a 95%. D'autre part,
une étape ultérieure de purification pose probléme 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 & des purifications par
chromatographie d'affinité .
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La forme soluble est purifiée selon un protocole décrit par BALTZ et coll. (1976)9) a
savoir essentiellement une chromatographie d'affinité sur colonne de Concanavaline A-
Sépharose équilibrée en tampon phosphate 0,01M NaCl 0,5M, MgCl get CaCl 9g1mM de pH
8,0. \

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

Le tampon d'équilibre permet d'obtenir une fraction non retenue sur la colonne
d'affinité (F1) représentant essentiellement les antigénes communs. Le gel de sépharose
est ensuite successivement soumis (Protocole 1) :

- &4 une élution par ce méme tampon enrichi en méthyl-o-D-mannoside & 10% : fraction
o ,

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

- & une élution par ce tampon enrichi en méthyl-o-D-mannoside 810% , -mercaptoéthanol
4 1% et en SDS 4 0,1% : fraction F4.

Enfin, le gel de Concanavaline A-Sépharose est laissé en agitation dans le dernier
tampon pendant 24 h &4 37°C, ce qui nous permet d'obtenir une fraction F5.

Les différents éluats sont dialysés 1 semaine & 4°C et lyophilisés.

L'étude électrophorétique en présence de SDS et de B-mercaptoéthanol [figure 19]
montre alors que les fractions F2, F3 et F4 sont caractérisées par une mémebande de taille
moléculaire apparente voisine de 60 000. En revanche, la fraction F5 comprend plusieurs
bandes de taille moléculaire supérieure ou trés inférieure.

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

Pourla fraction F5, seule une bande de taille moléculaire 60 000 est révélée. Aucune
des bandes de taille moléculaire inférieure ne réagit avec I'immunsérum anti-AVS AnTat
1.1; il semble donc que lors de la derniére étape de notre protocole la libération de matériel
protéique corresponde a une libération de lectine et & une dégradation de celle-ci en ses
sous-unités. On peut donc considérer cette fraction F5 comme un résiduel d'élution sans
signification particuliére et dont le rendement en antigéne s'avere négligeable.
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Profils électrophoreétiques comparatifs des fractions antigéniques puri-
fiées par chromatographie d'affinité.

Electrophorese en gel de polyacrylamide a gradient 530% en présence de SDS; tampon de dis-

solution des échantillons : Tris-HCl 0,0625M, SDS 2%, glycérol 10%, f-mercaptoéthanol 5%, pH
6.8.

123 4 5

Fractions éluées par le tampon d'équilibre (1) puis par le méme tampon enrichien :
(2)- méthyl-a-D-mannoside 2 10%

(3) méthYl—a—D-mannoside 4 10% + ,p~mercaptoéthanola 1%

(4) méthyl-a-D-mannoside 3 10% + ,B-mercaptoéthano! 2 1% + SDS 20,1%
{5) agitation du gel 24 h 4 37°C dans le tampon 4

Figure 19
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Reévélation immunologique des fractions antigéniques purifiées F3  F4 et Fs

visa vis d'un immunsérum dressé 4 partir de la fraction F2 (variant AnTat 1.1)

Immuno-transfert d'un gel de polyacrylamide (gradient5.30% en présence de SDS)

1 2 3
1 -Fraction F3 }
2 - Fraction F4 ) éluéesde concanavaline A-Sépharose
3 - Fraction F5 }

Figure 20
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Cette technique de purification, I'addition d'un réducteur et d'un détergent, nous a
permis aussi d'améliorer considérablement les rendements en antigéne variable.

Apartir d'unrat, il nous a été possible en effet d'obtenir pourles variants AnTat1.1 et
1.8:

- 1,3 mg de fraction F2
- 1,0 mg de fraction F3
- 3,0 mg de fraction F4

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

Ces rendements ne sont pas aussi importants pour le variant AnTat 1.10. Plusieurs
facteurs sont a l'origine de cette différence :

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

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

- le variant antigénique semble &tre particuliérement fragile vis & vis de l'action des
protéases, aussi bien au moment de l'isolement des parasites que lors de la purification de
I'antigéne variable.

Ainsi, le méme protocole d'un variant 4 l'autre demande & étre adapté tant surle plan
de la multiplication des trypanosomes qu'a celui du processus de libération du manteau de
surface et méme des conditions chromatographiques de purification.

Afin d'apprécier de fagon plus précise la spécificité d'élution des différentes fractions
chromatographiques d'AVS, en particulier de connaitre le réle du B-mercaptoéthanol 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 déja utilisés dans
le protocole 1 :

- Protocole 2 : (figure 21 B)
. tampon 1 : tampon d'équilibre
. tampon 2 : tampon d'équilibre enrichi en o-méthyl-D-mannoside 2 10%

. tampon 3 : tampon d'équilibre enrichi en a-méthyl-D-mannoside 4 10% et SDS 4 0,1%

. tampon 4: tampon d'équilibre enrichi en a-méthyl-D-mannoside 4810%,SDS 2 0,1% et B-
mercaptoéthanol 4 1%

Ce programme d'élution, appliqué 2 AnTat1.1 permetl'obtention d'antigéne dansles
trois fractions F2,F3 et F'4 avec des rendements globaux trés voisins (pourl rat, F2 =1 mg,
F3 = 3 mg, F4 =1,6 mg).




-94 -

Profils électrophorétiques comparatifs des fractions
antigéniques purifiées par chromatographie d'affinité

- - -
67000—~w» o
EE -
- =
12345

tampon de dissoiution des échantillons : Tris-HC! 0,0625M, SDS 2%, glycérof 10%, p- mercaptoé-
thanol5% pH 6.8 '

Fractions éluées par le tampon d'¢quilibre (1) puis par le tampon d'équilibre enrichi en

A):
Protocole |

B):
Protocole 2

)

Protocole 3

- 2- méthyl-e-D-mannoside 2 10% (Fg)

- 3- méthyl-e-D-mannoside 4 10% « f-mercaptoéthanola 1% (Fg)

- 4~ méthyl-a-D-mannoside 2 10% + f-mercaptoéthanola 1% + SDS 2 0,1% (Fyg)
-5 - agitation du gel 24 h 4 37°C dans le tampon (4)

- 2- méthyl-a-D-mannoside 4 10%
- 3 - méthyl-o-D-mannoside 2 10% + SDS20,1%
- 4 - méthyl-o-D-mannoside 4 10% + SDS 2 0,1%+ p-mercaptoéthanol a 1%

-2- SDSa0,1%

-3-SD520,1% + p-mercaptoéthanol d 1%

-4- SDSa0,1%+ f-mercaptoéthanol 3 1% + méthyl-e-D-mannoside 4 10%
Figure 21
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D'autre part, l'antigéne en F4 apparait contaminé par des fractions pouvant
correspondre a une dégradation de la Concanavaline A. Ce profil est & rapprocher de la
fraction F5 du premier protocole.

Toutefois, cet essai confirme l'action complémentaire du détergent et de l'agent
réducteur dans leur capacité de favoriser 1'élution de I'antigéne variable.

-Protocole 3 : (figure 21 C) dans cette séquence deux solutions éluantes, le SDS puisle SDS
associé al'agent réducteur ont été utilisés préalablement au méthyl-o-D-mannoside. Nile
SDS, ni 'association SDS-B-mercaptoéthanol n'ont 4 eux seuls permis I'élution d'antigéne
variable.

Cet essai montre donc que le complexe antigéne-lectine reste stable en présence de
détergent etquelesfractions d'antigene, obtenues dansles fractions F3 et F4 lors des essais
précédents, repose sur une variation conformationnelle de I'antigéne.

Au total la technique de purification retenue dans ce travail permet 1'élution en trois
étapes discontinues de l'antigéne de surface du trypanosome. Ce protocole s'est avéré
reproductible au cours des différents préparatifs du point de vue gualitatif mais aussi
quantitatif, ce qui accréditaitl'existence d'une réelle hétérogénéité au niveaude 'antigéne
sous forme "soluble"”.

Cette hypothése d'une hétérogénéité moléculaire nous a amené & rechercher
d'éventuelles formes moléculaires de 'antigéne variable en faisant appel & des criteres
analytiques mais aussi & des parametres tels que hydrophobie/hydrophilie ou degré de
polymérisation.

II -

a - Forme soluble

Nous avons établi que sur colonne d'affinité de Concanavaline A-Sépharose, seul 40%
de l'antigéne variable pouvait étre élué par le méthyl-o-D-mannoside utilisé seul .
L'addition de B-mercapthoéthanol et de SDS permet une élution supplémentaire qui double
le rendement préparatif.

Afin d'établir la raison de cette élution trés progressive, nous avons réalisé une étude
‘comparative de la composition glucidique de chaque fraction antigénique. Les résultats
présentés dans le tableau 6 ne révelent pas pour F2 et F3 de différences réellement
significatives pouvant expliquer un degré d'affinité sur lectine supérieure pour F3 par
rapport a F2.
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Composition glucidique des fractions d'antigéne

purifié sur colonne de Concanavaline A-Sépharose (forme “"sofuble” du
variant AnTat 1.1, T.b brucei)

F2 F3 F4
Mannose 10.3 104 137
Galactose 38 43 29
Glucose 0.7 0.9 1.3
Glucosamine 4 7.8 5.8 4.8

* Résultats exprimés en nombre de résidus par mole de glycoprotéine

A dosage realisé apres hydrolyse HCl 5,6N, 110°C pendant 24 h sur autoanalyseur d'acides ami-
nés. Cette valeur n'est pas corrigée.
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En effet , les fractions F2 et F'3 se caractérisent par 10 résidus de mannose, 4 résidus
de galactose, 1 résidu de glucose et 6 4 8 résidus de glucosamine. Peut étre peut-on souligné
une moindre quantité de glucosamine en F3. Par contre, la fraction F4 est différente des
précédentes puisque I'on peut noter une sensible augmentation en résidus de mannose (13
a 14) et parallelement 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'affinité. Mais d'autres hypothéses
peuvent aussi étre soulevées : variabilité de la présentation du ou des glycannes en surface
moléculaire , notion de polymérisation de I'antigéne variable, biosynthése incomplate...

b - Forme membranaire
La préparation antigénique membranaire (protocole ZnCl o) a été étudiée quant a son
comportement sur la colonne d'affinité selon le protocole .

Aucune élution d'antigéne n'a pu étre obtenue de la colonne , ce qu1 souligne la
possibilité dans le cas des formes membranaires d'une adsorption non spéficique sans
rapport avec la copule glycannique de I'AVS.

La taille moléculaire des antigénes a été étudiée par électrophordse et par
chromatographie de gel filtration. Des conditions dénaturantes ou non dénaturantes (
présence ou absence de détergent) ont été retenues.

a ) Comportement moléculajre en présence de SDS
* Electrophordse
Les électrophoreses ont été réalisées en gel de polyacrylamide selon la méthode de
LAEMLI (1970)(106), respectivement en I'absence et en présence d'un agent réducteur.

o) Forme soluble

L'analyse électrophorétique des fractions purifiées de la forme soluble est illustrée
sur la figure 22,

Enl'absence de traitement préalable des échantillons par le B-mercaptoéthanol, la fraction
F1, non retenue sur la colonne d'affinité, présente une grande diversité de bandes affines
pourlebleu Coomassie et dont la taille moléculaire s'étend de 67 000 214 400 daltons. Cette

fraction représente les antigénes communs.
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Profil électrophorétique des fractions antigéniques purifiées

sur colonne de Concanavaline A-Sépharose,

gel de polyacrylamide 5-30% respectivement en I'absence (A)
et en présence (B) de f-mercaptoéthanol

A B
/-*—\ /-—*-—\
67000 -
43000 | - 9| |- -
30000 | o -
20100} & | -
14400 | 4 - —
b
123 4 5 12345

Fractions ¢luées par le tampon d'équilibre (1) puis par le méme tampon enrichien :
(2} méthyl-e-D-mannoside & 10%

(3} méthyl-e-D-mannoside 2 10% + ,p-mercaptoéthanol a 1%

-(4y méthyl-a-D-mannoside 2 10% + ,f-mercaptoéthanola 1% « SDS20,1%

-0) agitation du gel 24 h 4 37°C dans le tampon 4

A - Tampon de dissolution des échantillons : Tris-HCI 0,0625M, SDS 2%, glycérol 10%, pH 6 .8

B - Tampon de dissolution des échantillons : Tris-HC! 0,0625 M, SDS 2%, glycérol 10%,
B-mercaptoéthanol 5%, pH 6.8.

Figure 22






























































































































































































































































































































































































































