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p a r  c h a p î t r e  d e v a n t  l a  g r a n d e  d i v e r s i t é  d e s  t h è m e s :  a s p e c t  
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d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  s u r f a c e ,  enzymes p a r a s i t a i r e s .  
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W a l t e r  Reed Army Trypanozoon  a n t i g e n i c  t y p e  



CHAPITRE 1 : GENERALITES 

1 )  INTRODUCTION 

La m a l a d i e  du  sommei l  s é v i t  à l ' é t a t  endémique  d a n s  d i v e r s e s  

r é g i o n s  d ' A f r i q u e  n o i r e .  On é v a l u e  à 4 5  m i l l i o n s  l e  nombre d e  

m a l a d e s .  

L e s  é t u d e s  é p i d é m i o l o g i q u e s  r é c e n t e s  m o n t r e n t  l ' a g g r a v a t i o n  d e  

c e t t e  s i t u a t i o n  : r e c r u d e s c e n c e  d e  f o y e r s  c o n s i d é r é s  comme 

é t e i n t s ,  a p p a r i t i o n  d e  n o u v e l l e s  z o n e s ,  t e n d a n c e  à l a  b a n a l i s a t i o n  

d ' u n e  s i t u a t i o n  q u i  marque  p r o f o n d é m e n t  l e  c o n t i n e n t  a f r i c a i n  t a n t  

a u  p l a n  s o c i a l  qu  ' é c o n o m i q u e .  

La  m o r b i d i t é  e t  l a  m o r t a l i t é  a n i m a l e s  p a r  p a r a s i t e s  c o n t r i b u e n t  

a u s s i  à c e t t e  t e n d a n c e .  L  ' i n s u f f i s a n c e  d e  p r o d u c t i o n  a n i m a l e  e s t  

sans conteste à r e l i e r  a u x  147  m i l l i o n s  d e  b o v i n s ,  a u x  104  

m i l l i o n s  d e  moutons ,  a u x  125  m i l l i o n s  d e  c h è v r e s ,  a u x  8 m i l l i o n s  

d e  p o r c s  e t  a u x  12  m i l l i o n s  d ' é q u i d é s  i n f e s t é s  p a r  t r y p a n o s o m e s  

(EUZEBY ( 1 9 8 6 ) ( 3 3 ) ) .  A u s s i ,  on e s t i m e  l e  d é f i c i t  à p r è s  d e  l a  

m o i t i é  d e  l ' é l e v a g e  p o t e n t i e l  c e  q u i  c o n t r i b u e  a u  m a i n t i e n  d ' u n e  

s i t u a t i o n  d e  d é f i c i t  a l i m e n t a i r e .  

11 ) C L A S S I F I C B T I O N E  DES TRTRYPANOSOW 

L e s  t r y p a n o s o m i a s e s  a f r i c a i n e s ,  d o n t  l ' a g e n t  r e s p o n s a b l e  

i d e n t i f i é  d è s  1901 par DUTTON es t  un p r o t o z o a i r e  f l a g e l l é  

s a n g u i c o l e ,  a f f e c t e  l'homme e t  l e  r è g n e  a n i m a l .  Tous  l e s  

c o n t i n e n t s  s o n t  t o u c h é s  p a r  c e  t y p e  d e  p a r a s i t o s e  d è s  q u e  l e  

m i c r o e n v i r o n n e m e n t  e s t  f a v o r a b l e  ( t e m p é r a t u r e ,  h u m i d i t é ,  v e c t e u r  

i n t e r m é d i a i r e ) .  

A) CLASSIFICATION 

L e s  t r y p a n o s o m e s  s o n t  d e s  p r o t o z o a i r e s  f l a g e l l é s  d e  l ' o r d r e  

K i n e t o p l a s t i d a .  I l s  a p p a r t i e n n e n t  au  s o u s - o r d r e  T r y p a n o s o m a t i n a  e t  

à l a  f a m i l l e  T r y p a n o s o m a t i d a e ,  f a m i l l e  q u i  se  d i v i s e  e n  3 g e n r e s  : 

B l a s t o c r i t h i d i a ,  L e i s h m a n i a  e t  Trypanosoma.  

Le g e n r e  Trypanosoma p e u t  ê t r e  s u b d i v i s é  e n  3 g r o u p e s  s e l o n  



l ' i n s e c t e  v e c t e u r  (EUZEBY 1 9 8 6 ) ( 3 3 ) .  

* Trypanosomes à g l o s s i n e s  

L a  m a l a d i e  d u  sommei l  d e  l 'homme, l a  " n a g a n a "  e t  l a  "souma" c h e z  

l ' a n i m a l  s o n t  d u e s  r e s p e c t i v e m e n t  à T ~ ~ ,  T . v i v a x  e t  

T . b r u c e i  d o n t  l a  g l o s s i n e  ou mouche t s é - t s é  e s t  l e  v e c t e u r  

i n t e r m é d i a i r e .  

* Trypanosomes à r é d u v i d é s  

C e  g r o u p e  comprend T . c r u z i  r e s p o n s a b l e  d e  l a  " m a l a d i e  d e  Chagas"  

e t  T . r a w e l j . ,  p a r a s i t e s  p r é s e n t s  e n  Amérique  d u  s u d .  

* Trypanosomes à t a b a n i d é s  e t  s t o m o x y n é s  

L e u r  r é p a r t i t i o n  g é o g r a p h i q u e  e s t  p l u s  é t e n d u e  : Amérique 

c e n t r a l e ,  Amérique d u  s u d ,  A f r i q u e  du  n o r d ,  A s i e  c e n t r a l e .  

3.- a i n s i  q u e  sa v a r i é t é  T . e a u i n u m  s o n t  l e s  a g e n t s  

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

d ' a f f e c t i o n s  : S a n a ,  Mal d e  C a d e r a ,  D e b a l ,  mal  d e  l a  z o u f s a n a ,  

Baacy-py.  

P o u r  d é s i g n e r  l e  p r o t o z o a i r e ,  l ' a g e n t  p a t h o g è n e ,  d e  nombreux 

a u t e u r s  u t i l i s e n t  l a  n o m e n c l a t u r e  d e  HOARE 1972 ( 5 5 )  ( t a b l e a u  1 ) ;  

à t i t r e  d ' e x e m p l e  : T . b . b r u c e i  r e s p o n s a b l e  d e  l a  " n a g a n a " ;  

b i e n s e  e t  T . b . r h o d e s i e n s e  a g e n t  d e  l a  m a l a d i e  d u  sommei l  

c h e z  l 'homme; T .  e v a n s i  r e s p o n s a b l e  d e  l a  " s u r r a "  e t  T .  e a u i ~ e r d u m  

d e  l a  " d o u r i n e " .  Nous a v o n s  r e t e n u  ce mode d e  p r é s e n t a t i o n  d e s  

p a r a s i t e s  e t  c e n t r é  n o t r e  i n t é r è t  s u r  T . b . g a m L e n s e  a g e n t  c h e z  

1 'homme d  ' u n e  t r y p a n o s o m i a s e  d  ' é v o l u t i o n  c h r o n i q u e  e n  C e n t r e  

A f r i q u e ,  e t  s u r  T . b . b r u c e i  modèle  e x p é r i m e n t a l  d o n t  l ' e x p r e s s i o n  

c l i n i q u e  b i o l o g i q u e ,  e s t  v o i s i n e  d e  c e l l e  d e s  p a r a s i t e s  p a t h o g è n e s  

p o u r  1 ' homme. 

L e s  t r y p a n o s o m e s  a f r i c a i n s  s o n t  d e s  p r o t o z o a i r e s  d e  

f o r m e  a l l o n g é e  f u s i f o r m e  d e  10 à 1 5  Pm d e  l o n g u e u r  s u r  2 à 3 Pm d e  

l a r g e u r .  L  ' e x i s t e n c e  d  'un f l a g e l l e  p l u s  ou moins  d é v e l o p p é  



FAMILLE TRY PANOSOMATI DAE de mammi f ére  
I 

GENRE 

SECTION 

I 
I 

BLASTOCRITHID IA  TRY PANOSOMA 

I 
1 

I 

I 
STERCORARI A S A L I V A R I A  

1 I 1 I I 1 1 
SOUS-GENRE MEGATRY PANUM HERPETOSOMA SCHI  ZOTRY PANUM DUTTONELLA NANNOMQNAS PYCNOMONAS TRY PANOZOON 

ESPECE t h e l e r i  ' 1 ewi s i  c ruz i  vivax congol ense suis 
I 

evansi brucei equiperdum 

T l 

SOUS-ESPECE 

bA 

brucei  - ambi ense 9' 
I 

rhodesiense 

Schema simpl i f  16 de l a  c l a s s i f i c a t i o n  des Tr.vpanosomatldae d'apres HOARE (1972) 

- : parasi tes  pour lesquels l e  phenornene de l a  v a r i a t i o n  antigenique a e t 6  demontre 

TABLEAU 1 



d é l i m i t e  a v e c  l e  p é r i p l a s m e  u n e  membrane o n d u l a n t e  q u i  p e r m e t  d e  

d i s t i n g u e r  p l u s i e u r s  s t a d e s  d e  d i f f é r e n t i a t i o n  d u  p a r a s i t e ,  t a n t  

c h e z  l ' i n s e c t e  v e c t e u r  q u e  c h e z  l ' h ô t e  d é f i n i t i f  . ( f i g u r e  1 

VICKERMAN e t  ~ 0 1 1 .  1969  ( 1 3 6 ) ) ;  c e s  s t a d e s  r e p r é s e n t e n t  l e  c y c l e  

é v o l u t i f .  

a )  Chez l ' h ô t e  d é f i n i t i f  

I n o c u l é s  p a r  p i q û r e  c h e z  l e  v e r t é b r é ,  l e s  p a r a s i t e s  se  

m u l t i p l i e n t  d ' a b o r d  l o c a l e m e n t  d a n s  l e  c o l l a g è n e  d e r m i q u e ,  e t  c e c i  

p e n d a n t  2 a 3 j o u r s .  Au p o i n t  d ' i n o c u l a t i o n ,  i l s  p r o v o q u e n t  l a  

f o r m a t i o n  d ' u n  " t r y p a n o m e " .  Les t r y p a n o s o m e s  p a s s e n t  e n s u i t e  d a n s  

l a  c i r c u l a t i o n  g é n é r a l e  p a r  v o i e  s a n g u i n e  ou l y m p h a t i q u e  a v e c  

s é j o u r  p l u s  ou moins  p r o l o n g é  d a n s  l e s  n o e u d s  l y m p h a t i q u e s  où i l s  

se  m u l t i p l i e n t .  

L e  L r y ~ a n a s a n ~ s  sangnic4:iles "trypamastigotes" se g t r & s e n t e n t  

s o u s  d i f f é r e n t s  a s p e c t s  m o r p h o l o g i q u e s  : 

- Une fo rme  a l l o n g é e  ( t y p e  " s l e n d e r " )  a v e c  p r é s e n c e  d ' u n  

f l a g e l l e  l i b r e  d é l i m i t a n t  a v e c  l e  p é r i p l a s m e  une  membrane 

o n d u l a n t e .  Ces f o r m e s  se m u l t i p l i e n t  a c t i v e m e n t ,  

p r o v o q u e n t  u n e  f o r t e  p a r a s i t é m i e  e t  s o n t  d ' u n e  g r a n d e  

p a t h o g é n i c i t é .  

- Une fo rme  c o u r t e  m a s s i v e  ( t y p e  " s t u m p y " )  c a r a c t é r i s é e  p a r  

un  t u b e  m i t o c h o n d r i a l  d é v e l o p p é  e t  t r ès  a c t i f :  ces f o r m e s  

m a s s i v e s  n e  s e  d i v i s e n t  p l u s  c h e z  l ' h ô t e  d é f i n i t i f  

e t  r e p r é s e n t e n t  un s t a d e  d e  " p r é a d a p t a t i o n "  à l ' h ô t e  

i n t e r m é d i a i r e .  E l l e s  s o n t  en  e f f e t  l e s  s e u l e s  à p o u v o i r  se  

d é v e l o p p e r  c h e z  l ' i n s e c t e  v e c t e u r  q u i  s e  c o n t a m i n e r a  l o r s  

d ' u n  r e p a s  s a n g u i n  p a r  p i q û r e  d ' u n  mammifère i n f e s t é .  

- Des f o r m e s  i n t e , r m é d i a i r e s  e n f i n  , r e p r é s e n t a t i v e s  d e  

l ' é v o l u t i o n  d e s  f o r m e s  é l a n c é e s  v e r s  l e s  f o r m e s  c o u r t e s .  

b )  Chez l ' i n s e c t e  v e c t e u r  

S e l o n  l ' e s p g c e  p a r a s i t a i r e  c o n s i d é r é e ,  l ' é v o l u t i o n  c h e z  

l ' i n s e c t e  v e c t e u r  p e u t  ê t r e  d i f f é r e n t e  mais e l l e  e s t  t o u j o u r s ,  



A Les  t r y p a n o s o m e s  a b s o r b é s  p a r  l a  g l o s s i n e  s é j o u r n e n t  

en p r e m i e r  l i e u  d a n s  l e  j a b o t  d e  l ' i n s e c t e  , l e s  

t r y p o m a s t i g o t e s  p r é c è d a n t  l e s  f o r m e s  p r o c y c l i q u e s  

p e n e t r e n t  l ' i n t e s t i n  moyen où i l s  s e  m u l t i p l i e n t  

a c t i v e m e n t  e t  d p  l a  d a n s  l e s  g l a n d e s  s a l i v a i r e s  

l e s  t r y p ~ m a s t ~ i g o t e s  s e  m u l t i p l i e n t  s o u s  f o r m e s  

é p i m a s  t i g o t e s  q u i  d a n s  l a  t r o m p e  d e v i e n d r o n t  d e s  

t r y p a n o s o m e s  m é t a c y c l i q u e s  . 

B La v a r i a t i o n  a n t i g é n i q u e  s ' accompagne  d  ' u n e  

m o d i f i c a t i o n  m o r p h o l o g i q u e  d e s  p a r a s i t e s .  l e s  f o r m e s  

a l l o n g é e s  e t  g r ê l e s  c o n s e r v e n t  l e u r s  g l y c o p r o t é i n e s  

d e  s u r f a c e  , t a n d i s  q u e  l e s  f o r m e s  c o u r t e s  e t  

t r a p u e s  c a p a b l e s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  p e r s i s t e n t  d a n s  

l ' o r g a n i s m e  e n  s e  m u l t i p l i a n t  l e n t e m e n t  e t  p o u r r o n t  

i n f e c t e r  l a  g l o s s i n e .  



CYCLE EVOLUTIF DES TRYPANOSOMES 
AFRICAINS 

CYCLE EVOLUTIF DE TRYPANOSONA BRUCE1 
(VICKERMAN (1969) 03s)) 



p o u r  T. b . b r u c e i . ,  i n i t i h e  p a r  d e s  f o r m e s  " p r o c y c l i q u e s "  . ( f i g u r e  1 ) .  

La m u l t i p l i c a t i o n  d e  ces  f o r m e s  s e  t r a d u i t  p a r  u n e  é v o l u t i o n  v e r s  

une  f o r m e  é p i m a s t i g o t e  d o n t  l a  m o r p h o l o g i e  se  c a r a c t é r i s e  d ' u n e  

p a r t  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' u n  k i n é t o p l a s t e  s i t u é  en  a v a n t  d u  noyau e t  

d i s t a n t  d e  l P e x t r 4 m i t é  p o s t 6 r i e u r e  d u  f l a g e l l e  e t  d ' a u t r e  p a r t  p a r  

un r é s e a u  e x t e n s i f  d e  t u b e s  m i t o c h o n d r i a u x .  L ' a b s e n c e  d u  m a n t e a u  

dexurface ( c o n s t i t u é  d ' u n e  monocouche d e  g l y c o p r o t é i n e s  

é t r o i t e m e n t  a s s o c i é e s ) ,  e s t  é g a l e m e n t  un é l é m e n t  c a r a c t é r i s t i q u e  

d e  c e  s t a d e .  

Les t r y p a n o s o m e s  t o u t  e n  é v o l u a n t  s u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u e ,  

c o n t i n u e n t  à s e  d i v i s e r  p o u r  a t t e i n d r e  p r o g r e s s i v e m e n t  l e  t u b e  

d i g e s t i f  a n t é r i e u r  d e  l ' i n s e c t e ,  p u i s  l e s  g l a n d e s  s a l i v a i r e s .  

L e s  p a r a s i t e s  s o n t  a l o r s  à l ' é t a t  m é t a c y c l i q u e ,  s t a d e  

c a r a c t é r i s é  p a r  un noyau  c e n t r a l ,  un k i n é t o p l a s t e  r é t r o n u c l é a i r e  

p r o c h e  d e  l ' e x t r é m i t é  p o s t é r i e u r e  du  f l a g e l l e  e t  e n f i n  un manteau  

d e  s u r f a c e  r e c o u v r a n t  l a  t o t a l i t é  d e  l a  meuibrane p l a s m i q u e .  

Les i n s e c t e s  d e m e u r e n t  i n f e c t a n t s  p e n d a n t  t o u t e  l e u r  v i e .  I l s  

a b r i t e n t  l e s  p a r a s i t e s  e t  a s s u r e n t  l e u r  m u l t i p l i c a t i o n .  

C e  schéma g é n é r a l  p e u t  ê t r e  c e p e n d a n t  t r è s  d i f f é r e n t .  Nous 

c i t e r o n s  l e  c a s  d e  : 

.* T .  e s u i ~ e r d u m ,  t r a n s m i s  d i r e c t e m e n t  p a r  c o n t a c t  s e x u e l  

* T . e v a m z i  t r a n s m i s  d e  f a ç o n  "mécan ique"  p a r  l e s  t a b a n i d é s  

e t  l e s  s t o m o x y n e s .  Dans c e  c a s ,  i l  n ' e x i s t e  p a s  

d ' é v o l u t i o n  c h e z  1' i n s e c t e  v e c t e u r ,  l a  s u r v i e  d e s  

t r y p a n o s o m e s  à l a  s u r f a c e  d e s  p i è c e s  b u c c a l e s  d e  

l ' i n s e c t e  é t a n t  t r è s  c o u r t e ,  s e u l s  l e s  i n s e c t e s  e f f e c t u a n t  

des repas f r 4 q u e n t s  s e r o n t  c a p a b l e s  d  ' a s s u r e r  l a  

t r a n s m i s s i o n  d e s  p a r a s i t e s .  

I I I  ) -UES DES T R Y F  

La t r y p a n o s o m i a s e  a f r i c a i n e  p e u t  r e v é t i r  d i f f é r e n t s  schémas  

é v o l u t i f s  : f o r m e  a i g ü e ,  f o r m e  d ' é v o l u t i o n  c h r o n i q u e  p a r f o i s  m ê m e  

f o r m e  t o l é r é e  ; p a t h o g é n i c i t é ,  v i r u l e n c e ,  é v o l u t i o n ,  m o r b i d i t é  

s o n t  v a r i a b l e s  s e l o n  l es  p r o t o z o a i r e s  e t  même a l ' i n t é r i e u r  d ' u n  

g r o u p e  n o s o l o g i q u e .  



POUVOIR PATHOGEJE . V I  RULENCE 

Deux n o t i o n s  s o n t  d e  p r e m i è r e  i m p o r t a n c e :  

* l a  p r e m i è r e  n o t i o n ,  e s s e n t i e l l e  e n  t e r m e  d ' é p i d é m i o l o g i e  

e s t  q u e  l e s  t r y p a n o s o m e s  p a t h o g è n e s  s o n t  p e u  s p é c i f i q u e s  d ' e s p è c e .  

Ce manque r e l a t i f  d e  s p é c i f i c i t é  a comme c o n s é q u e n c e  l e  f a i t  q u e  

c e r t a i n s  t r y p a n o s o m e s  d ' a n i m a u x  o n t  pu s ' a d a p t e r  c h e z  l 'homme 

( T . b . r h o d e s i e m ) ,  e t  q u e  d ' a u t r e s  i n f e c t a n t  n a t u r e l l e m e n t  

l 'homme, p o u r r a i e n t  c o n t a m i n e r  l ' a n i m a l  (-ense). C e t t e  

o b s e r v a t i o n  f o n d a m e n t a l e  mjne  a c t u e l l e m e n t  à c o n s i d é r e r  a v e c  

p r u d e n c e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  " r é s e r v o i r "  s t r i c t e m e n t  humain p o u r  l a  

t r y p a n o s o m i a s e  humaine  

* l a  s e c o n d e  s ' a t t a c h e  à l a  d é f i n i t i o n  c l i n i q u e  d e  l a  

t r y p a n o s o m i a s e  q u i  p e u t  é v o l u e r  s e l o n  d e u x  schémas  d i s t i n c t s  : 

- une  f o r m e  a i g ü e  au  c o u r s  d e  l a q u e l l e  l a  m u l t i p l i c a t i o n  

i n t e n s e  d e s  p a r a s i t e s  e n t r a i n e  l a  m o r t  r a p i d e  d e  l ' h ô t e .  

- u n e  f o r m e  c h r o n i q u e  c a r a c t é r i s é e  p a r  d e s  o n d e s  s u c c e s s i v e s  

d e  p r o l i f é r a t i o n  p a r a s i t a i r e  d a n s  l e  s a n g  d e  l ' h ô t e .  Le s y s t è m e  

i m m u n i t a i r e  é t a n t  s o l l i c i t é  p o u r  p r o d u i r e  d e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  

c o n t r e  un t y p e  a n t i g é n i q u e  d o m i n a n t ,  l a  p o p u l a t i o n  p a r a s i t a i r e  

m a j e u r e  s e  t r o u v e r a  é l i m i n é e .  Une n o u v e l l e  p o p u l a t i o n  p a r a s i t a i r e  

p r é s e n t a n t  u n e  a n t i g é n i c i t é  d e  s u r f a c e  d i f f é r e n t e ,  se  d é v e l o p p e  

a l o r s  , j u s q u ' à  c e  q u e  l e  s y s t è m e  i m m u n i t a i r e  p r o d u i s e  d e  nouveaux  

a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  c e s  a n t i g è n e s .  C e  schéma p o u r r a  s e  

r é p é t e r  p l u s i e u r s  f o i s  au  c o u r s  d ' u n e  é v o l u t i o n  c h r o n i q u e  ( f i g u r e  

2 ) .  

L e s  b a s e s  m o l é c u l a i r e s  e t  g é n é t i q u e s  p o u r  e x p l i q u e r  c e s  

d i f f é r e n c e s  d a n s  l ' e x p r e s s i o n  d e  l a  v i r u l e n c e  du p a r a s i t e  ( f o r m e  

a i g ü e ,  f o r m e  c h r o n i q u e ) ,  s o n t  e n c o r e  i n c o n n u e s .  T o u t e f o i s ,  d e  

r é c e n t s  t r a v a u x  d e  INVERSO e t  c o l l .  1988 ( 6 2 ) , o n t  m o n t r é  q u e  l a  

v i r u l e n c e  n  ' é t a i t  p a s  a s s o c i é e  a 1 ' e x p r e s s i o n  d  ' u n  t y p e  

a n t i g é n i q u e  p a r t i c u l i e r .  

L e s  p h a s e s  é v o l u t i v e s  d e  l a  m a l a d i e  du sommei l  o n t  é t é  

p r k c i s é e s  p a r  GALLAIS e t  B A D I E R  1952 ( 4 3 ) .  Deux p é r i o d e s  p e u v e n t  

ê t r e  d i s t i n g u é e s  : 



APPARITION DES DIFFERENTS VARIANTS AU COURS D'UNE 

INFESTATION CHRONIQUE. 

(DONELSON ET TURNER 1985 ( 3 0 ) )  

clone A clone 8 clone C c lone  O c lone E clone F 

2 3 4 5 
semaines après l'infection 

Les o n d e s  s u c c e s s i v e s  d e  p r o l i f é r a t i o n  p a r a s i t a i r e  r é s u l t e n t  

d e s  v a r i a t i o n s  a n t i g é n i q u e s .  

Une p o p u l a t i o n  p a r a s i t a i r e  p o r t a n t  u n  a n t i g è n e  p a r t i c u l i e r  

( VSG A ) p r o l i f è r e  d u r a n t  p l u s i e u r s  j o u r s  a v a n t  d ' ê t r e  é l i m i n é e  

p a r  l e s  a n t i c o r p s  p r o d u i t s  p a r  l ' h ô t e  . Q u e l q u e s  i n d i v i d u s  

s u r v i v e n t  e n  e x p r i m a n t  d e s  a n t i g è n e s  d i f f é r e n t s  ( VSG B ) .  Ce 

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

c h r o n i q u e  p a r  l e s  p a r a s i t e s  q u i  e x p r i m e n t  s a n s  c e s s e  d e  n o u v e a u x .  

A p a r t i r  d e  c h a q u e  p o p u l a t i o n  on  p e u t  i s o l e r  c e r t a i n s  

t r y p a n o s o m e s ,  l e s  c l o n e r ,  p o u r  o b t e n i r  d e s  i n d i v i d u s  e x p r i m a n t  

l e  m ê m e  VSG. 



- première période : phase de généralisation ou phase 

lymphatico-sanguine. (phase Pl) 

- deuxieme periûde: phase de polarisation cérébrale. (phase 

PZ 1 

Dans ce cadre, U.gambiense et T .  b. r h o r i e s i u  développent 

une symptomatologie différente. 

a) Phase lymphatico-sanguine 

La forme classique de la maladie débute généralement par une 

"phase d'invasion" qui se situe entre la piqûre infestante par la 

glossine et les premières manifestations cliniques. La piqûre 

par l'insecte laisse une zone prurigineuse de taille variable qui 

disparaitra assez rapidement. L'incubation sera généralement 

silencieuse durant 5 à 20 jours, puis le debut de la phase de 

g6n6ralisation se marquera. chez la plupart des malades par des 

céphalées irrégulières en durée et en intensité. Elles sont 

accompagnées de façon constante par des troubles de la 

thermorégulation: hyperthermie ou hypothermie. L'hyperthermie est 

résistante aux antipyrétiques et aux antibiotiques. Les signes 

physiques apparaissent alors progressivement avec en particulier 

les signes d'une réaction du système réticulo-endothélial tant au 

niveau des ganglions qu'au plan hépatique ou même splénique. 

- Les ganglions les plus fréquemment hypertrophiés siègent 

dans la région sus-claviculaire. Ces adénopathies sont 

d'importance et de taille variables. 

- La rate présente une inflammation précoce, elle est alors 

sensible à la palpation et sera rapidement résolutive sous 

thérapeutique, 

- enfin, l'hépatomégalie se caractérise par un foie mou qui 

demeure indolore et qui sera moins facilement résolutif que la 

rate sous traitement. 

Les troubles cutanés avec des réactions de type 

"hypersensibisation retardée " qui témoignent de la dissémination 

des trypanosomes dans l'ensemble de l'organisme,ainsi que des 

signes cardiovasculaires, souvent précoces, témoignent de 



l'infiltration lympho-plasmocytaire rapide de l'interstitium 

myocardique et péricardique (LABUSQUIERE et ~ 0 1 1 .  1971 (80)). 

Ignorée, souvent négligée, cette phase de généralisation s'ache- 

minera vers la phase de "polarisation cérébrale" où prédominent 

les signes d'encéphalite végétative. 

b) Phase de polarisation cérébrale 

Tout comme la première phase, le stade de polarisation 

cérébrale correspond à une adaptation parasitaire. Le protozoaire 

quitte totalement le sang où il ne sera plus possible de 

l'observer. 

Les troubles diencephalo-endocriniens déjà latents et même 

reconnus pendant la phase de généralisation, deviennent 

majeurs. Les symptômes d'une atteinte inflammatoire du tronc 

cérébral et du diencéphale, centre régulateur des grandes 

fonctions végétatives, sont marqués par l'apparition : 

- de troubles du sommeil (insomnie nocturne et somnolence 

diurne) 

- de troubles de l'appétit (boulimie mais le plus souvent 

anorexie) 

- de troubles du comportement: modification caractérielle 

(. 'successiun d ' 5 t â t s  d 5 p r e ç s i f s  e t  de phases  d'excitation) 

- troubles moteurs qui se manifestent par des mouvements 
anormaux, pseudo-parkinsoniens avec perte de mouvements 

associés 

- de troubles neuro-endocriniens enfin, qui montrent alors 

l'atteinte de l'axe diencéphalo-hypophysaire. Le syndrome se 

manifeste par l'association de troubles de la régulation 

thermique,de la soif, mais aussi par des stérilités. Une 

insuffisance thyroidienne d'origine hypophysaire est fréquente. 

Peu à peu la symptomatologie s'aggrave et cette phase difficile 

à traiter évolue vers la phase terminale où l'état général est 

alors compromis. Le malade s'achemine vers la mort dans un état de 

coma avec hypothermie sévère. L'évolution fatale se fera en quinze 

à vingt jours, elle sera plus rapide en cas de complications 

rénales, cardiaques, infectieuses qui ne viennent pas aggraver le 

tableau clinique. 



c )  E v o l u t i o n  s o u s  t r a i t e m e n t  

S e l o n  l e  moment o ù  l a  t h é r a p e u t i q u e  e s t  mise e n  p l a c e ,  

l r é v o l u t i o n  e s t  d i f f é r e n t e .  

a )  L o r s  d e  l a  p h a s e  d e  g é n é r a l i s a t i o n  

S i  l a  t h é r a p e u t i q u e  e s t  e n t r e p r i s e  d è s  l e  d é b u t  d e  l a  m a l a d i e ,  

l ' é v o l u t i o n  e s t  f a v o r a b l e  s a n s  s é q u e l l e .  

L ? s  t r o u b l e s  i n f l a m m a t o i r e s  s e r o n t  c o n s i d é r é s  a v e c  s o i n ,  i l s  

i m p ~ c e n t  s o u v e n t  un t r a i t e m e n t  q u i  l i m i t e r a  l ' a t t e i n t e  g e n é r a l e  

a m e n a n t  a l o r s  l e  p l u s  s o u v e n t  u n e  r é g r e s s i o n  c o m p l è t e  e n  15 j o u r s  

à 1 m o i s .  

8) L o r s  d e  l a  p h a s e  d e  p o l a r i s a t i o n  c é r é b r a l e  

L . é v o l u t i o n  e s t  f a v o r a b l e  a p r è s  un t r a i t e m e n t  b i e n  c o n d u i t .  

NSanmoins on p e u t  a s s i s t e r  à d e s  r e c h u t e s  c l i n i q u e s  q u i  p e u v e n t  

ê t r e  r é v e r s i b l e s  mais q u i ,  p a r f o i s ,  c o n d u i r o n t  à u n e  s y m p t o m a t o l o -  

g i e  g r a v e ,  r e t a r d é e  ou l i m i t é e  d a n s  s o n  e x p r e s s i o n  t h é r a p e u t i q u e .  

Dans  ces  c a s ,  l e  p r o n o s t i c  s e r a  r é s e r v é .  

La  p h a s e  i n i t i a l e  e s t  a n a l o g u e  à c e l l e  d e  l a  t r y p a n o s o m i a s e  

à- P p r é c é d e m m e n t  d é c r i t e :  l a  p h a s e  d e  g é n é r a l i s a t i o n  

t r è s  s é v è r e  s e  m a n i f e s t e  p a r  u n e  f i è v r e  i n t e n s e ,  u n e  a t t e i n t e  

v c s r - d i a q u e ,  d e s  c o m p l i c a t i o n s  p u l m o n a i r e s  e t  d e s  t r o u b l e s  

h é p a t i q u e s  a v e c  a l t é r a t i o n  r a p i d e  d e  l ' é t a t  g é n é r a l .  

L e  p l u s  s o u v e n t  c e t t e  é v o l u t i o n  g r a v e  n e  l a i s s e  p a s  l e  t e m p s  à 

u n e  p h a s e  d e  p o l a r i s a t i o n  c é r é b r a l e  d e  s ' i n s t a l l e r  e t  l e  m a l a d e  

e v o l u e r a  r a p i d e m e n t  v e r s  u n e  p h a s e  t e r m i n a l e  a s sez  s e m b l a b l e  à 

c e l l e  d é c r i t e  p l u s  h a u t  p o u r  T . ~ . P  hien-SE. A i n s i ,  s e u l e  d e s  

n o t i o n s  d e  r a p i d i t é  é v o l u t i v e  s é p a r e n t  l e s  d e u x  f o r m e s  c l i n i q u e s .  

L ' é v o l u t i o n  v e r s  l a  m o r t  i n t e r v i e n t  e n  t r o i s  a s i x  m o i s  e t  l e s  

t r o u b l e s  p s y c h i q u e s  n ' a u r o n t  g é n é r a l e m e n t  p a s  l e  t e m p s  d e  

s ' e x p r i m e r .  



L'essentiel physio-pathogénique dans les deux formes cliniques 

ici résumées,correspond selon EUZEBY 1986 (33), a un processus 

"Toxi-infectieux" dont l'origine serait la formation d'immun- 

complexes qui seraient responsables d'une inflammation de 

l'endothélium vasculaire et aussi de l'apparition de thrombus 

constitués de "caillots" formés de trypanosomes agglutinés 

spontanément sous l'effet d'anticorps. 

L'auteur suggère aussi l'importance de l'indole-éthanol et la 

responsabilité d'activités de neuraminidases et de 

phospholipases d'origine parasitaire dans l'apparition de 

catabolites toxiques responsables de l'état sommeilleux et de 

l'anémie des malades. La sécrétion d'une "toxine" hémolytique par 

le parasite est évoquée. Elle expliquerait toute une série 

d'observations expérimentales : 

- expérience de marquage d'hématies au 51Cr qui, injectées à des 

souris saines ou parasitées par T.b.briicei, disparaissent plus 

rapidement de la circulation sur souris infestées 

- expériences menées in vitro qui montrent qu'il est possible de 
déclancher une hémolyse lorsque des hématies sont incubées en 

présence d'un plasma de trypanosomé. (TIZARD et HOLMES 

1976 (132);HUAN et coll. 1976 (56)). 

Au total il reste 

- de la clinique 

- des premières expérimentations, 

- des premières hypothèses pathologiques, 

que l'on pressent l'importance du dialogue hôte-parasite dans 

l'expression de la parasitose. 

Nous avons personnellement centré notre intérêt sur un aspect de 

cette pathologie très complexe: le désordre endocrinien. Il nous 

paraît essentiel comme élément représentatif, comme modèle 

d'étude. Il offre aussi l'avantage d'une démarche expérimentale in 
vivo et in v i t r ~ .  



Des m a n i f e s t a t i o n s  e n d o c r i n i e n n e s  d ' o r d r e  t h y r o i d i e n  ou 

g o n a d o t r o p e  o n t  é t é  o b s e r v é e s  a u s s i  b i e n  c h e z  l ' a n i m a l  q u e  c h e z  

1 ' homme. 

A MANTEESTATIfiN ENDOCRINIENNE CHEZ J I ' A N I M A L  

a )  R e t e n t i s s e m e n t s  h i s t o p a t h o l o g i q u e s  

Au p l a n  t i s s u l a i r e ,  l e s  d é s o r d r e s  a t t e i g n a n t  l a  f o n c t i o n  

g o n a d i q u e  o n t  é t é  i n i t i a l e m e n t  d é c r i t s  au  c o u r s  d e  t r y p a n o s o m i a s e s  

e x p é r i m e n t a l e s  c h e z  l ' a n i m a l .  

Un d e s  t o u s  p r e m i e r s  t r a v a u x  s u r  an imaux  t r y p a n o s o m é s  a  é t é  

e f f e c t u é  p a r  I K E D E  e t  LOSOS 1972 ( 6 0 )  q u i  m o n t r e  l a  p r é s e n c e  à l a  

f o i s  d e  p a r a s i t e s  e t  d e  l é s i o n s  au n i v e a u  du  c e r v e a u  e t  d e  

l ' h y p o p h y s e  s u r  d e s  moutons  i n f e s t é s  p a r  un s t o c k  d e  T . b . b r u c e i .  

En 1979,IKEDE ( 5 7 )  é t u d i e  l e s  l é s i o n s  g é n i t a l e s  d e  b é l i e r s  

i n f e s t é s  p a r  T . b . b r u c e i .  L ' é t u d e  h i s t o l o g i q u e  m o n t r e  q u e  l e  c o r d o n  

s p e r m a t i q u e ,  1 ' é p i d i d y m e  e t  l a  t u n i c a  v a g i n a l i s  d e s  animaux 

p r é s e n t e n t  u n e  i n f l a m m a t i o n  g r a n u l o m a t e u s e  t r è s  i m p o r t a n t e ,  d a n s  

l a q u e l l e  s o n t  r e t r o u v é s  en  q u a n t i t é  a b o n d a n t e  d e s  t r y p a n o s o m e s ,  

l ' é v o l u t i o n  c o n d u i s a n t  à une  d é g é n é r e s c e n c e  t e s t i c u l a i r e .  C e s  

o b s e r v a t i o n s  é t a i e n t  a u s s i  c o n f i r m é e s  s u r  d ' a u t r e s  an imaux  p a r  

d i f f é r e n t s  p r o t o c o l e s  e t  d i f f é r e n t s  a u t e u r s  : s i n g e s ,  moutons  e t  

l a p i n s  (PERUZZI 1928 ( 1 1 1 ) ;  IKEDE 1979 ( 5 7 ) ;  IKEDE e t  AKPAVIE 

1982  ( 5 8 ) ) .  

ANOSA e t  KANEKO 1984 ( 3 ) ,  o n t  m o n t r é  p a r  m i c r o s c o p i e  

é l e c t r o n i q u e  q u e  l ' i n f e s t a t i o n  d e  s o u r i s  p a r  T . b . h r i i c e i  p r o d u i s a i t  

une  d é g é n é r e s c e n c e  t e s t i c u l a i r e  é g a l e m e n t  t r è s  i m p o r t a n t e  a v e c  u n e  

d i m i n u t i o n  d u  p o i d s  t e s t i c u l a i r e  e t  d u  d i a m è t r e  d e s  t u b e s  

s é m i n i f è r e s  ( T a b l e a u  I I ) .  



l2uwwLu 
MODIFICATIONS TESTICULAIRES DE SOURIS 

INFESTEES PAR TRYPANOSOUA BRUCEI. 

(ANOSA ET KANEKO 1984 ( 3 ) )  

s o u r i s  p o i d s  t e s t i c u l a i r e  diamètre d e s  tubes 

(g) sémin i fères  (un) 

c o n t r ô l e  

(n  = 11) 0.238 I 0 . 0 4 6  

i n f e s t é e s  

(n = 23) 0.092 f 0.016 

L e s  c e l l u l e s  d e  S e r t o l i  p r é s e n t a i e n t  u n e  v a c u o l i s a t i o n  i m p o r t a n t e  

a v e c  a c c u m u l a t i o n  d e  m a t é r i e l  p h a g o c y t i q u e ,  une  d i m i n u t i o n  d e  l a  

t a i l l e  d e  l e u r s  m i t o c h o n d r i e s  a i n s i  q u e  du  nombre d e  g r a i n s  d e  

s é c r é t i o n .  C e s  p a r a s i t e s  n ' é t a i e n t  p a s  r e t r o u v é s  d a n s  l a  l u m i è r e  

d e s  t u b e s  s é m i n i f è r e s  m a i s  d a n s  l ' e s p a c e  i n t e r t u b u l a i r e  s i è g e  

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

A i n s i  en  r è g l e  g é n é r a l e ,  l a  t r y p a n o s o m i a s e  p e u t  c o n d u i r e  à une  

a t r o p h i e  d e  l a  g l a n d e  t e s t i c u l a i r e  accompagnée  d ' u n e  a s p e r m i e  

(ANOSA e t  ISOUN 1980 ( 2 ) ;  KAAYA e t  ODUOR-OKELO 1980 ( 6 7 ) ;  MASAKE 

1980 ( 9 3 ) ;  ANOSA 1983  ( 1 ) ) .  

S i  d e  nombreux t r a v a u x  o n t  é t é  c o n s a c r é s  a u x  r e t e n t i s s e m e n t s  

h i s t o p a t h o l o g i q u e s ,  notamment s u r  l e s  t e s t i c u l e s ,  peu  s e  s o n t  

i n t é r e s s é s  à l ' a x e  hypo tha lamo-hypophyso-  g o n a d i q u e  e t  à s o n  mode 

d e  f o n c t i o n n e m e n t .  

b )  M o d i f i c a t i o n  d e  l ' é q u i l i b r e  e n d o c r i n i e n  

S u r  l e  p l a n  e x p é r i m e n t a l ,  LOSOS e t  IKEDE 1972  ( 8 9 ) ,  o n t  é m i s  

l ' h y p o t h è s e  q u e  l e s  l é s i o n s  d ' a t r o p h i e  t e s t i c u l a i r e  s e r a i e n t  

s e c o n d a i r e s  à u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  p r o d u c t i o n  d e  t e s t o s t é r o n e .  

W A I N D I  e t  U. 1986 (138), o n t  o b s e r v é  d e s  v a r i a t i o n s  d u  t a u x  

d e  l a  t e s t o s t é r o n e  p l a s m a t i q u e  c h e z  d e s  b é l i e r s  i n f e s t é s  p a r  

T.conéolense. 

L e s  r é s u l t a t s  o n t  m o n t r é  une  b a i s s e  d u  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  t a n t  



en  i n t e n s i t é  ( t a b l e a u  I I I )  q u ' e n  f r é q u e n c e ,  a v e c  d é g é n é r e s c e n c e  

t e s t i c u l a i r e  e t  l é s i o n s  s é v è r e s  au  n i v e a u  d e  l ' é p i d i d y m e .  

L e s  t r y p a n o s o m e s  a u r a i e n t ,  d ' a p r è s  l e s  a u t e u r s ,  un e f f e t  d i r e c t  

s u r  l e s  t e s t i c u l e s  e t  c e c i  p a r  d e s  f a c t e u r s  h é m o p o ï e t i q u e s  

p r o d u i t s  ou i n d u i t s  p a r  l e s  p a r a s i t e s ,  e n t r a i n a n t  a i n s i  une  

m a u v a i s e  r é p o n s e  d e  l ' a x e  hypothalamo-hypophyso-gonadique. 

a )  T r o u b l e s  du c y c l e  o v a r i e n  

Les  é t u d e s  menées  p a r  MUTAYOBA e t  a. 1988 ( 1 0 4 ) ,  s u r  d e s  

c h è v r e s  p l u s  ou moins  r é s i s t a n t e s  à l ' i n f e s t a t i o n  p a r  

T.b.con- , o n t  m o n t r é  q u e  t o u s  l e s  animaux p r é s e n t a i e n t  d e s  

c y c l e s  o v a r i e n s  i r r é g u l i e r s .  Une i n t e r r u p t i o n  c o m p l è t e  d è s  l e  

s e c o n d  c y c l e  e s t  o b s e r v é e  p o u r  l e s  c h è v r e s  l e s  p l u s  s e n s i b l e s  à 

l ' i n f e s t a t i o n  e t  au  q u a t r i è m e  c y c l e  p o u r  l e s  p l u s  r é s i s t a n t e s .  

Au p l a n  b i o l o g i q u e ,  l e s  t a u x  d e  p r o g e s t é r o n e  e t  d e  17B- 

o e s t r a d i o l  é t a i e n t  d i m i n u é s  d e  f a ç o n  s i g n i f i c a t i v e  e t  ce q u e l  q u e  

s o i t  l a  r é s i s t a n c e  d e  l ' a n i m a l  à l ' i n f e c t i o n  ( F i g u r e  3 ) .  

b )  T r o u b l e s  d e  l a  g e s t a t i o n  

Des a v o r t e m e n t s  o n t  s o u v e n t  é t é  o b s e r v é s  d a n s  l e s  

é v o l u t i o n s  c l i n i q u e s  d  ' an imaux  t r y p a n o s o m é s  (LEEFLANG 1975  ( 8 4 ) ) .  

La p r é s e n c e  d e  k y s t e s  o v a r i e n s  c o m p o r t a n t  d e  nombreux 

t r y p a n o s o m e s  c h e z  d e s  b r e b i s  e x p é r i m e n t a l e m e n t  i n f e s t é e s  p a r  

T . v i v a x ,  a  é t é  r a p p o r t é  p a r  ISOUN e t  ANOSA 1974 ( 6 3 ) .  

) d ' a p r è s  IKEDE e t  ç o l l .  1988  ( 5 9 ) ,  ces  a v o r t e m e n t s  

p r é m a t u r é s  r é s u l t e r a i e n t  d ' u n  d é s é q u i l i b r e  hormonal  p r o v e n a n t  d e  

l ' a t t e i n t e  h y p o p h y s a i r e  e t  d e s  t r o u b l e s  d e  l a  t h e r m o r é g u l a t i o n  s u r  

l a  c o n c e p t i o n .  

L e s  p a r a s i t e s  s o n t  r a r e m e n t  r e t r o u v é s  c h e z  l e  f o e t u s  ou l e  

nouveau  n é .  

* )  d e s  @ t u d e s  menees  par OGWU e t  c o l l .  1985 (107), s u r  d e s  

g é n i s s e s  i n f e s t é e s  p a r  T . v i v a x  o n t  m o n t r é  q u e  s i  l ' i n f e s t a t i o n  

s ' e f f e c t u a i t  d u r a n t  l e  p r e m i e r  t r imestre d e  l a  g e s t a t i o n ,  i l  en  

r é s u l t a i t  s u r  4  a n i m a u x ,  un a v o r t e m e n t  e t  3  d é l i v r a n c e s  n o r m a l e s .  



VARIATION DES TAUX DE TESTOSTERONE PLASHATIQUE DES 

BELIERS INFESTES PAR T T c o n r f o l e n s e .  

(UAINDI e t  C o 1 1 . ( 1 9 8 6 ) ( 1 3 8 )  

BELIERS P R I S E S  D'ESSAI TAUX DE TESTOSTERONE 
4 ECART TYPE 

n m o l e / l  

MOYENNE 4 .34  4 6 . 4 7  

HOYENNE 1 - 0 8  f 1.53 

La d i m i n u t i o n  d e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  a p r é s  i n f e s t a t i o n  e s t  

s i g n i f i c a t i v e  P<0.01 p a r  l a  m é t h o d e  de  STUDENT-FISCHER. 



TAUX MENSUELS DE PROGESTERONE ET 17B-OESTRADIOL CHEZ 

DES CHEVRES INFESTEES ET NORMALES 

(HUTAYOBA ET COLL 1988 (104 ) )  

mai juin juil aout sept oct nav 

infestaticsi 

(-1 progesterone 

Les taux d e  progesterone des chèvres infestées 

diminuent d e  façon significative a partir du mois 

d e  juillet soit 3 mois après 1'infestation.Ceci 

est également valable pour les taux de 17B-oestra- 

di01 significativement abaissés jusqu'au mois de 

novembre. 



Si l'infestation était menée lors du deuxième trimestre de la 
gestation, la mise bas s'effectuait normalement. Enfin sur 4 

génisses infestées durant le troisième trimestre de la gestation, 

trois animaux normaux et un veau mort rapidement après terme 

étaient observés. 

1) Observations c l w a u e s  
. . 

a) Chez l'homme 

Chez l'homme trypanosomé, les manifestations sont 

caractérisées par des orchites et des périorchites (APTED 

1970 (4)). L'impuissance, la stérilité sont des éléments 

cliniques fréquent au cours de la trypanosomiase africaine. 

b) Chez la femme 

Les désordres endocriniens chez la femme trypanosomée se 

manifestent par des cycles ovariens irréguliers, une stérilité ou 

une infertilité. L'infection durant la grossesse peut engendrer la 

mort du foetus, des avortements ou encore la mort du nouveau né à 

la naissance. 

MACFIE 1913 (9l),fut l'un des premiers a observer l'existence 

d'aménorrhées chez 24% des femmes trypsnasomGes. 

RIDET 1953 (117),a mis en évidence, par des études de frottis 

vaginaux, une dysrégulation hormonale ovarienne qui pourrait être 

secondaire à un dysfonctionnement hypophysaire. 

EDINGTON et GILLES 1969 (31), ont d'ailleurs suggéré 

l'intervention de la glande pituitaire pour expliquer un pan 

hypopituitarisme clinique observé souvent dans la dernière phase 

de la maladie. 

EMEH et NDUKA 1986 (32) se sont intéressés au taux de 

gonadotrophines dans le sang circulant chez des sujets humains 



a t t e i n t s  d e  l a  m a l a d i e  d u  sommei l  (T-ense). L e s  t ~ ~ & x  
d ' h o r m o n e  f o l l i c u l o - s t i m u l a n t e  (FSH) e t  d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

(LH) s e  s o n t  r é v é l é s  t r è s  d i m i n u é s  l o r s  d e  l ' i n f e c t i o n .  P a r  

c o n t r e ,  a p r è s  t r a i t e m e n t  p a r  a n t r y p o l  ( s u r a m i n e  B.P) e t  a r s o b a l  

(Me1 S ) ,  u n e  r e v e r s i b i l i t 6  d e s  t a u x  d ' h o r m o n e s  é t a i t  o b s e r v é e  

( t a b l e a u  I V ) .  - 
TAUX PLASHATIQUES DE FSH E ï  LH CHEZ DES SUJETS 

TEHOINS ET DE PATIENTS ATTEINTS DE LA HALADIE 

DU SOHUEIL OU EN VOIE DE GUERISON 

(EHEH ET NDUKA 1986 (32)) 

PSH plasmatique LH ~lasaatique 

(UI/l) (UI/l) 

témoins 3.94 f 1.78 14.91 i: 5.82 

patients avec trypanosomiase 2.16 f 0.75 7.53 2 3.13 

évoluée 

patients traités en voie 

de guérison 

L e s  f a i b l e s  t a u x  d e  g o n a d o t r o p h i n e s  p o u r r a i e n t  e x p l i q u e r :  

l ' i m p u i s s a n c e . .  l a  s t e r i l i t e  o b s e r v 6 e s  c h e z  l e s  m a l a d e s .  La 

r é v e r s i b i l i t é  d e s  p e r t u r b a t i o n s  t e s t i c u l a i r e s  s o u s  t r a i t e m e n t  

t é m o i g n e n t  d e  l ' a b s e n c e  d e  l e s i o n s  t i s s u l a i r e s  g r a v s s  e n  d e h o r s  d e  

l a  r é a c t i o n  i n f l a m m a t o i r e  l o c a l e .  



Chez l'homme, impuissance et stérilité dans la grande 

majorité des cas sont le résultat d 'une insuffisance gonadique 

associée à un dysfonctionnement de l'axe hypothalamo- 

antéhypophysaire. Les stimulines hypophysaires sont soit non 

reçues par le testicule, soit non fonctionnelles, soit 

insuffisamment synthétisées ou/et secrétées par l'antéhypophyse et 

ceci en relation avec une anomalie hypothalamique. 

Chez la femme, l'aménorrhée, l'anovulation sont aussi le reflet 

d'une anomalie de l'axe hypothalamo-antehypophysaire incapable de 

fournir une décharge suffisante des stimulines gonadotropes. 

Un bilan hormonal statique complété par des explorations 

dynamiques de stimulation pourrait affirmer le déficit hormonal et 

situer la responsabilité au niveau gonadique, hypophysaire ou 

hypothalamique. 

L'axe hypothalamo-hypophysaire doit être considéré comme une 

véritable entité interdépendante où l'hypothalamus et l'hypophyse 

sont anatomiquement et fonctionnellement associés à travers 

l'existence de terminaisons neuronales et surtout d'un système 

porte vasculaire où s ' accumulent les neurosécrétions 

hypothalamiques éléments à la base de la régulation hypophysaire 

(figure 4). Des voies rétrogrades des systèmes de rétrocontole 

permettent de moduler la réponse et d'harmoniser la fonction des 

deux étages gonadotropes. Les neurosécrétions issues de 

l'hypothalamus cheminent et stimulent l'hypophyse où sont 

synthétisées et sécrétées les stimulines. 

9 )  HORMONES G~NfwCYI"I'f-lPRS 

La luteinizing hormone-releasing hormone ou LH-RH est un 

décapept ide (pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2), 

isolé initialement de l'hypothalamus de porc, qui provoque la 



SCHEHA ANATOHIQUE ET VASCULARISATION DE 

L'HYPOPHYSE 

D I V 1  SIUN ANATOMIQUE DE L'HYTOPHYSE 

3"- ventricule - 
chiasma optique 
éminence médiane 

looe tuberal 
tige hypophysaire 

zone internidisire 

lobe nerveux 

lobe antsrieur 

V~SCULARISXTION DE L'HYPOPHYSE 

sr t S r ~  hypopnysaiue 
supSrisuue 

v o i r i e  p o r t e  
ndihulohy?o?nysaite 

H PAL ACTH 



d é c h a r g e  d e  l ' h o r m o n e  follicule-stimulante (FSH) e t  d e  l ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  (LH),  a p a r t i r  d e  l ' h y p o p h y s e .  I l  e s t  d ' a i l l e u r s  

m a i n t e n a n t  a d m i s  q u e  l e s  d e u x  hormones  s o n t  s é c r é t é e s  p a r  3 t y p e s  

c e l l u l a i r e  . 

CARMEL e t  ~ 0 1 1 .  1976  ( 1 7 )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  l e  mode d e  

s é c r é t i o n  d e  l a  LH-RH e n  m e s u r a n t  d i r e c t e m e n t  c e t t e  s é c r é t i o n  d a n s  

l a  c i r c u l a t i o n  p o r t a l e  hypothalamo-hypophysaire du  s i n g e .  L e s  

r é s u l t a t s  i n d i q u a i e n t  c l a i r e m e n t  q u e  l a  LH-RH é t a i t  s é c r é t é e  p a r  

l ' h y p o t h a l a m u s  s u r  un mode p u l s a t i l e .  Ces  r é s u l t a t s  o n t  é t é  

c o n f i r m é s  p a r  BELCHETZ e t  ~ 0 1 1 .  1978 ( 9 ) , p a r  d e s  e x p é r i e n c e s  

r é a l i s é e s  c h e z  l e  s i n g e  r h é s u s  f e m e l l e ,  s o i t  e n  s e c t i o n n a n t  l a  

t i g e  p i t u i t a i r e ,  s o i t  e n  d é t r u i s a n t  l e  noyau a r q u é .  I l  a  é t é  

d é m o n t r é  a i n s i  q u e  l a  l i b é r a t i o n  d e  LH e t  d e  FSH p o u v a i t  ê t r e  

r e s t a u r é e  c h e z  c e s  an imaux  p a r  une  p e r f u s i o n  d e  LH-RH, m a i s  

s e u l e m e n t  s i  c e l l e - c i  e s t  p u l s a t i l e  e t  non c o n t i n u e .  En e f f e t ,  u n e  

s t i m u l a t i o n  c o n t i n u e  p a r  l a  LH-RH p o u r r a i t  p a r a d o x a l e m e n t  i n d u i r e  

s o i t  u n e  " d é s e n s i b i l i s a t i o n " ,  s o i t  une  i n a c t i v a t i o n  du r é c e p t e u r  

h y p o p h y s a i r e ,  p r o d u i s a n t  d e  c e  f a i t  l ' a r r ê t  d e  l a  s é c r é t i o n  

d e s  gonadotropes(C0NN e t  coll 1986  ( 2 4 ) )  . 

Un d e s  a s p e c t s  f o n d a m e n t a u x  d e  l a  r é g u l a t i o n  d e  l a  s é c r é t i o n  

e n d o c r i n e  d e  l ' a n t é h y p o p h y s e  f a i t  i n t e r v e n i r  l ' e x i s t e n c e  d e  

b o u c l e s  d e  r é t r o c o n t r ô l e  hormona l  r e l i a n t  l a  l i b é r a t i o n  d e  chaque  

hormone a n t é h y p o p h y s a i r e  à l a  r é p o n s e  s é c r é t o i r e  d e  l ' o r g a n e  c i b l e  

c o r r e s p o n d a n t .  

Chez l 'homme, l e  r é t r o c o n t r ô l e  n é g a t i f  e s t  a s s u r é  p a r  l a  

t e s t o s t é r o n e  ( f i g u r e  S A ) .  P a r  c o n t r e ,  c h e z  l a  femme, c e  r ô l e  e s t  

t e n u  p a r  l a  p r o g e s t é r o n e  e t  l ' o e s t r a d i o l  q u i  e x e r c e n t  un  e f f e t  

n é g a t i f  au  n i v e a u  d e  l ' h y p o t h a l a m u s .  L ' a c t i o n  d e s  o e s t r o g è n e s  

s ' e f f e c t u e  p a r  d e u x  s y s t è m e s  d i f f é r e n t s  d e  r é t r o c o n t r ô l e  o v a r i o -  

h y p o p h y s a i r e  : u n e  b o u c l e  d e  r é t r o c o n t r ô l e  p o s i t i f  e t  u n e  a u t r e  d e  

r é t r o c o n t r ô l e  n é g a t i f  ( f i g u r e  5 B ) .  La b o u c l e  d u  r é t r o c o n t r ô l e  

n é g a t i f  d e  l ' o e s t r a d i o l  a é t é  m i s e  en  é v i d e n c e  p a r  FERIN e t  VAN DE 

WIELE 1982  ( 3 9 ) ;  p a r  d e s  e x p é r i e n c e s  menées  c h e z  d e s  femmes 

ménopausées  e t  c h e z  d e s  p a t i e n t e s  où l ' o e s t r a d i o l  é t a i t  a b s e n t  

s u i t e  à d e s  d é s o r d r e s  g é n é t i q u e s .  Chez c e s  p a t i e n t e s ,  l e  t a u x  

d ' o e s t r a d i o l  d i m i n u é  p r o v o q u a i t  u n e  é l é v a t i o n  d e  l a  s é c r é t i o n  d e  

LH e t  FSH a l o r s  q u e  l ' a d m i n i s t r a t i o n  d ' o e s t r a d i o l  à d e s  d o s e s  

p h y s i o l o g i q u e s  e n t r a i n a i t  u n e  d é c r o i s s a n c e  r a p i d e  d e s  d e u x  

g o n a d o t r o p h i n e s  j u s q u ' à  d e s  t a u x  é q u i v a l e n t s  à c e u x  o b s e r v é s  a u  

c o u r s  d u  c y c l e  m e n s t r u e l .  
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Le p i c  o v u l a t o i r e  d e  LH r é s u l t e  d ' u n  e f f e t  s t i m u l a n t  d i r e c t  d e s  

o e s t r o g è n e s  s u r  l ' a p t i t u d e  d e  l ' h y p o p h y s e  à r é p o n d r e  à l a  LH-RH 

h y p o t h a l a m i q u e ,  l e  s e u i l  d  ' i m p r é g n a t i o n  o e s t r o g é n i q u e  

immédia tement  p r é o v u l a t o h  é t a n t  d o n c  d é t e r m i n a n t  e t  i l l u s t r a n t  

c e t t e  n o t i o n  d e  r é t r o c o n t r ô l e  p o s i t i f .  

P a r a l l è l e m e n t  a u x  hormones s t é r o ï d e s  ( o e s t r o g è n e s ,  

p r o g e s t é r o n e ) ,  p l u s i e u r s  m é d i a t e u r s  du  s y s t è m e  n e r v e u x  c e n t r a l  

p e u v e n t  a f f e c t e r  l a  s é c r é t i o n  d e  l a  L H - R H  d a n s  l e  s y s t è m e  p o r t e  e t  

d è s  l o r s  i n t e r v e n i r  d a n s  l e  c o n t r ô l e  d e s  hormones  g o n a d o t r o p e s  

( L H , F S H ) . L ' i n t e r v e n t i o n  d e  l i p i d e s  ( a c i d e s  p h o s p h a t i d i q u e ,  

p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  ) s o n t  i m p l i q u é s  d a n s  l a  l i b é r a t i o n  d e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  à l a  s u i t e  d e  l a  r é c e p t i o n  d e  l a  LH-RH p a r  l e  

r é c e p t e u r  h y p o p h y s a i r e  (NAOR e t  ç;pU 1 9 8 1  ( 1 0 5 )  ,KIESEL e t  coll 
1984 ( 7 4 ) ) .  Les m é d i a t e u r s  a m i n e r g i q u e s  comme l e s  c a t é c h o l o m i n e s  

( d o p a m i n e  e t  n o r a d r é n a l i n e ) ,  ou l a  s é r o t o n i n e  ou d e s  p e p t i d e s  

n e u r o n a u x  comme l a  m e t - e n k é p h a l i n e  ou l a  P - e n d o r p h i n e  e x e r c e n t  

l e u r  a c t i o n  p r i n c i p a l e m e n t  à d e u x  n i v e a u x  a n a t o m i q u e s :  

- l ' é m i n e n c e  médiane  e l l e  même ( p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  

c o n n e x i o n  a x o n a l e  e t  d e  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  d e  c e r t a i n s  

m é d i a t e u r s  s i t u é s  s u r  l a  t e r m i n a i s o n  d e s  n e u r o n e s  à LH-RH), 

- ou d e s  s t r u c t u r e s  s i t u é e s  e n  amont ,  c ' e s t  à d i r e  l e  c o r p s  

c e l l u l a i r e  du  n e u r o n e  à LH-HH où d e  m u l t i p l e s  a f f é r e n c e s  m o d u l e n t  

i n d i r e c t e m e n t  s o n  a c t i v i t é .  

O u t r e  c e t t e  r é g u l a t i o n  , c e s  m é d i a t e u r s  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l e s  

mécan i smes  d e  c o n t r ô l e  d e  l a  s é c r é t i o n  d e  p r o l a c t i n e  (LEONG e t  

~ 0 1 1 .  1 9 8 3  ( 8 4 )  ) . C e t t e  hormone a n t é h y p o p h y s a i r e  p o s s è d e  

d i f f é r e n t e s  p r o p r i é t é s  d é c l e n c h a n t  l a  s é c r é t i o n  l a c t é e  e t  

i n t e r v e n a n t  é g a l e m e n t  d a n s  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e  l a  g l a n d e  mammaire. 

En p l u s ,  l e s  d o n n é e s  a c t u e l l e s  m o n t r e n t  q u ' e l l e  j o u e  un r ô l e  d e  

p r e m i e r  p l a n  d a n s  l a  p h y s i o l o g i e  d e  l a  r e p r o d u c t i o n .  En e f f e t ,  

q u e l l e  q u ' e n  s o i t  l a  c a u s e  ( h y p e r s é c r é t i o n  é p i s o d i q u e  d u e  à l a  

l a c t a t i o n  ou h y p e r s é c r é t i o n  c h r o n i q u e  p a t h o l o g i q u e ) ,  

l ' h y p e r p r o l a c t i n é m i e  i n h i b e  l a  s é c r é t i o n  g o n a d o t r o p e .  Chez l 'homme 

e t  c h e z  l a  femme h y p e r p r o l a c t i n é m i q u e s ,  l e s  t r o u b l e s  d e  l a  

f o n c t i o n  s e x u e l l e  s o n t  m a n i f e s t e s .  Dans l e s  d e u x  s e x e s ,  

l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  p r o l a c t i n e  c i r c u l a n t e  p r o v o q u e  l a  b a i s s e  ou 

l ' a b s e n c e  t o t a l e  d e  l a  l i b i d o  s ' a c c o m p a g n a n t  d e  f r i g i d i t é  c h e z  l a  

femme e t  d ' i m p u i s s a n c e  c h e z  l ' homme-Les  o b s e r v a t i o n s  a n c i e n n e s  d e  

PASTEELS 1 9 6 1  ( 1 1 0 )  e t  d e  MEITES e t  c o l l .  1 9 6 1  ( 9 8 )  a v a i e n t  d é j à  



m o n t r é  q u ' i l  e x i s t a i t  un r a p p o r t  i n v e r s e  e n t r e  l e s  t a u x  d e  

p r o l a c t i n e  e t  c e u x  d e  LH. 

Des e x p é r i e n c e s  d e  c a s t r a t i o n  o n t  m o n t r é  q u e  l a  s é c r é t i o n  d e  LH 

é t a i t  f o r t e m e n t  a u g m e n t é e  a l o r s  q u e  c e l l e  d e  l a  p r o l a c t i n e  

s ' a b a i s s a i t .  De p l u s ,  l ' h y p e r p r o l a c t i n é m i e  c h r o n i q u e  s u p p r i m e  l a  

c a p a c i t é  d e  l a  f e m e l l e  à l i b é r e r  d e s  q u a n t i t é s  s u f f i s a n t e s  d e  LH 

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

D ' a p r è s  KORDON e t  ~ 0 1 1 .  1982  ( 7 7 ) )  l ' i n h i b i t i o n  g o n a d o t r o p e  

s ' e x p l i q u e r a i t  p r i n c i p a l e m e n t  p a r  u n e  a c t i o n  d e  l a  p r o l a c t i n e  au  

n i v e a u  d e  n e u r o n e s  h y p o t h a l a m i q u e s  a s s u r a n t  l a  r é g u l a t i o n  

g o n a d o t r o p e ,  m a i s  l e s  mécanismes  i n t i m e s  n e  s o n t  p a s  e n c o r e  

e n t i è r e m e n t  é t a b l i s .  

L e s  g o n a d o t r o p h i n e s  h y p o p h y s a i r e s  ( l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  LH 

e t  l ' h o r m o n e  f o l l i c u l o - s t i m u l a n t e  FSH) s o n t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  

L e u r s  r ô l e s  b i o l o g i q u e s  s o n t  l a  s t i m u l a t i o n  d e s  f o n c t i o n s  

t e s t i c u l a i r e s  e t  o v a r i e n n e s  v i a  l a  r e g u l a t i o n  d e  l a  g a m é t o g é n è s e  

e t  l a  s y n t h è s e  d ' h o r m o n e s  s t é r o ï d e s  p a r  l e s  g o n a d e s .  

L e s  r e l a t i o n s  s t r u c t u r e - a c t i v i t é  d e s  g o n a d o t r o p h i n e s  s o n t  t r è s  

i m p o r t a n t e s  d a n s  l e  m a i n t i e n  d ' u n  é q u i l i b r e  e n d o c r i n i e n .  

a )  S t r u c t u r e  d e s  g o n a d o t r o p h i n e s  

T o u t e s  l e s  g o n a d o t r o p h i n e s ,  a i n s i  q u e  l e s  hormones g l y c o s y l é e s  

(TSH),  s o n t  c o n s t i t u é e s  d e  d e u x  s o u s  u n i t é s  p e p t i d i q u e s  

c i i f f e r e n t e s  (a e t  B ) ,  c h a c u n e  p o r t a n t  u n e  ou p l u s i e u r s  c h a î n e s  

g l y c a n n i q u e s .  La s t r u c t u r e  p e p t i d i q u e  d e  l a  s o u s  u n i t é  a e s t  

commune d a n s  une  même e s p è c e  à c e  g r o u p e  d ' h o r m o n e s  (LH, FSH, TSH, 

hCG) e t  l a  s é q u e n c e  a m i n o - a c i d e  e s t  h a u t e m e n t  c o n s e r v é e  d ' u n e  

e s p è c e  à l ' a u t r e .  L ' a c t i v i t é  hormona le  e s t  r e l i é e  à l a  n a t u r e  d e  

l a  s o u s - u n i t é  P ,  a s s o c i é e  à l a  p r e m i è r e  p o u r  c o n s t i t u e r  l ' e n t i t é  

h o r m o n a l e .  L i b r e s ,  l e s  s o u s  u n i t é s  s o n t  t o t a l e m e n t  d é p o u r v u e s  d e  

l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e s  hormones du  g r o u p e .  

L e s  p o i d s  m o l é c u l a i r e  s o n t  d e  28000 à 29000 d a l t o n s  p o u r  l a  LH e t  

l a  FSH e t  d e  37000  d a l t o n s  p o u r  l ' h C G . ( L I  ET STARMAN 

1964 ( 8 6 )  ,PIERCE 1988  ( 1 1 4 ) ) .  

- . . 
r u c t u r e  ~ d . y ~ e ~ t l d ; L a u e  

L e s  s é q u e n c e s  en  amino a c i d e  d e s  s o u s  u n i t é s  a e t  I3 d e s  



g l y c o p r o t é i n e s  h y p o p h y s a i r e s  d e  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  o n t  é t é  

d é c r i t e s  p a r  PIERCE 1 9 7 1  ( 1 1 3 )  1976  ( 1 1 4 )  , SAIRAM e t  c o l 1  

1978  ( 1 2 4 )  e t  STRICKLAND e t  ~ 0 1 1 -  1985  ( 1 2 8 ) .  

La s t r u c t u r e  p e p t i d i q u e  d e  l a  s o u s  u n i t é  commune a e s t  l e  p r o d u i t  

d ' u n  s e u l  g è n e  (BOOTHBY 1 9 8 1  ( 1 2 ) ) .  E l l e  s e  compose d e  8 9  à 96  

r é s i d u s  amino a c i d e s  s e l o n  l e s  e s p è c e s  ( f i g u r e  6 )  (SAIRAM e t  colle 
1972  ( 1 2 5 ) ;  KEUTMAN e t  mil. 1978 ( 7 1 ) ;  FIDDES e t  GOODMAN 1979 

( 4 0 ) ;  GODINE e t  c o l L  1982 ( 4 4 ) ;  NILSON e t  c01L. 1 9 8 3  ( 1 0 6 ) ) .  

E n t r e  l e s  s é q u e n c e s  d e s  s o u s - u n i t é s  a h u m a i n e s ,  b o v i n e s ,  o v i n e s  ou 

p o r c i n e s  u n e  homolog ie  g l o b a l e  d e  75% e s t  r e t r o u v é e  a v e c  p o u r  

s e u l e  h é t é r o g é n é i t é  u n e  v a r i a t i o n  s i t u é e  au  n i v e a u  N - t e r m i n a l .  

Au s e i n  d ' u n e  même e s p è c e ,  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  d e g r é  

d ' h é t é r o g é n é i t é  d e  l a  s o u s  u n i t é  a d a n s  l a  r é g i o n  N - t e r m i n a l e  a  

a u s s i  é t é  s u s p e c t é e  (SAIRAM 1972 ( 1 2 5 ) ;  KEUTMAN e t  c o l l .  1978 

( 7 1 ) ) .  Dans l a  LH humaine ,  l ' h é t é r o g é n é i t é  d e  s é q u e n c e  e s t  

m i n e u r e :  95% d e  l a  p r é p a r a t i o n  p r é s e n t a n t  une  s é q u e n c e  homogène d e  

8 9  r é s i d u s  d ' a m i n o  a c i d e s .  En r e v a n c h e ,  d a n s  l e s  p r é p a r a t i o n s  d e  a 

hFSH l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  e s t  p l u s  l o n g u e  e t  c o n t i e n t  p o u r  

p r è s  d e  60% u n e  s é q u e n c e  d e  92  r é s i d u s ,  30% d e  90  r é s i d u s  e t  10% 

d e  89 r é s i d u s  ( f i g u r e  7 ) .  

D ' a p r è s  SAIRAM 1 9 8 2 a  ( 1 2 2 ) ,  l e  f a i t  d e  l o c a l i s e r  l ' h é t é r o g é n é i t é  

du  p o l y p e p t i d e  à u n e  d e s  e x t r é m i t é s  d e  l a  c h a î n e  p o u r r a i t  s u g g é r e r  

q u e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  s o u s  u n i t é s  a d e  l a  LH e t  d e  l a  FSH 

p o u r r a i t  ê t r e  q u e l q u e  peu d i f f é r e n t e .  

L e  f a i t  q u e  c e s  s o u s -  u n i t é s  a s o i e n t  l i b r e m e n t  i n t e r c h a n g e a b l e s  

d a n s  l a  f o r m a t i o n  d e s  hormones d é f i n i t i v e s  m o n t r e r a i t  q u e  

1 ' h é t é r o g é n é i t é  N- te rmina le  n e  s e m b l e  p a s  i n t e r v e n i r  d a n s  

l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e .  

De p l u s ,  l e s  1 0  r é s i d u s  d e  c y s t e i n e  p r é s e n t s  d a n s  l e s  d e u x  

m o i t i é s  N e t  C t e r m i n a l e s  s o n t  i n v a r i a b l e s  d a n s  l e u r  

p o s i t i o n n e m e n t  e t  l a i s s e n t  e n v i s a g e r  l e u r  i m p o r t a n c e  d a n s  l a  

s t r u c t u r a t i o n  du  p e p t i d e .  S i  l ' a p p a r i e m e n t  d e  c e s  r é s i d u s  à p o n t s  

d i s u l f u r e  r e s t e  e n c o r e  c o n t r o v e r s é  (CHUNG e t  coll. 
1 9 7 3  ( 1 9 ) ,  CORNELL e t  PIERCE 1974 (25),COMBARNOUS e t  HENNEN 

1974 ( 2 3 ) )  p o u r  c e r t a i n s  a m i n o - a c i d e s  , s e u l  l ' a p p a r i e m e n t  d e s  

d e u x  demi c y s t e i n e s  e n  p o s i t i o n  11-35 e t  en  p o s i t i o n  14-36 semble  

ê t r e  admis  e t  c o n f i r m e  l e  r ô l e  d e s  c y s t e i n e s  d a n s  u n e  e x i g e n c e  

c o n f o r m a t i o n n e l l e  s t r i c t e  c o n s t i t u é e  d ' u n  noyau c e n t r a l  



SEQUENCE AMINOACIDE DE LA SOUS-UNITE a DES GLYCOPROTEINES 

HORMONALES (RYAN et coll. 1986 (120)) 

b o v i n e , o v i n e  I ? P D G ~ ! F T M Q ~ ~ C P E C ~ ~ L K E N ~ ~ Y F S K ~ ~  
human A - - V Q (  - - - -  T - Q - - P F - -  - - - - - - -  T ! j - - - - - -  R - - - -  Q - 
e q u  i n e  - F - L  
r a t  L - - - D L I I - - - - - - - - - - - - - - - -  L  

b o v i n e , o v i n e  D A P I'? Q  c M G'C c F s R ~ A  Y P T p4A R s K K~'? 
human G - - -  L - - - - - - - - - - - - - -  L - - - - -  
e q u i n e  G V - - - - - K - - - - - - - - - - - - - -  R - -  
ràt G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

b o v i n e , o v i n e  M L  V p 5 Z  N I T seE A T C C6Q A  K A F ~ ' ?  K A T v7H 
human - - - Q - - V - - - S - - - - - - S Y N R V - - -  
e q u i n e  - - - - - - - - - z Ç - - - - - - - - I R v - - -  
r a t  - - - - - - - - - - - - - - - - - Ç - - - - - - -  

b o v i n e , o v i n e  G N V Re? E N H T'E C H C sB? C Y Y H ~ K  S 
human - G F K - - - - - A - - - - - - . - - - - -  
e a u l n e  - - I K L z - - - z - Y - - - - -  H - - 1 

* : s i t e  d e  g l y c o s y l a t i o n  

- : r é s i d u  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e  l a  s é q u e n c e  b o v i n e  r é f é r e n c e  

( ) : d é l e c t i o n  d ' u n  r é s i d u  amino  a c i d e  

C : r é s i d u  d e  ?$ c y s t é i n e  



DEGRE D'HETEROGENEITE DES SOUS-UNITES a 

DES LH, FSH,hCG HUHAINES DANS LA REGION 

N-TERHINALE 

(KEUTHAN et co11.1978 (71),SAIRAH et ~011.1972 (124)) 

X séquence N-terminale 

. . . . . . . . . .  95 VAL-GLN-ASP- 

. . . . . .  5 Asp-Val-Gln-Asp- 

6 0  ALA-PRO-ASP-VAL-GLN-ASP- . . . .  
30 Asp-Val-Gln-Asp- . . . . . .  
10 Val-Gln-Asp- . . . . . .  



r e l a t i v e m e n t  c o m p a c t ,  peu  a c c e s s i b l e  a u x  enzymes p r o t S o l y t i q u e s  

(COMBARNOUS 1 9 8 8  ( 2 1 ) ) ,  q u i  s e r a i t  e n v i r o n n é  d e  t r o i s  b o u c l e s  

p e p t i d i q u e s  m a i n t e n u e s  p a r  p o n t s  d i s u l f u r e s .  C e s  s t r u c t u r e s  

p e p t i d i q u e s  b o u c l é e s  c o n t r a i r e m e n t  a u  noyau  c e n t r a l  s e r a i e n t  p l u s  

a c c e s s i b l e  à d e s  enzymes p r o t é o l y t i q u e s  d o n t  l ' i n t e r v e n t i o n  

p o u r r a i e n t  a l o r s  l i m i t e r  ou empécher  t o u t e  r e c o n n a i s s a n c e  a v e c  l a  

s o u s - u n i t é  8 .  

P o u r  l a  s o u s  u n i t é  8 ,  l e s  s t r u c t u r e s  p o l y p e p t i d i q u e s  s o n t  

d i f f é r e n t e s  s e l o n  l ' h o r m o n e  e t  l ' e s p è c e  é t u d i é e .  La s é q u e n c e  e s t  

c o n s t i t u é e  d e  1 1 8  à 1 2 7  r é s i d u s  a m i n o - a c i d e s  (PIERCE e t  coll. 
1 9 8 1  ( 1 1 5 ) )  ( f i g u r e  8 ) . L e s  p o s i t i o n s  d e s  12  r é s i d u s  d e  demi 

c y s t i n e  s o n t  i c i  e n c o r e  i d e n t i q u e s  q u e l q u e  s o i t  1 'hormone 

s u g g é r a n t  q u e  l ' a p p a r i e m e n t  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  p o u r r a i t  ê t r e  l u i  

a u s s i  i d e n t i q u e  (REEVE e t  GQLL 1 9 7 5  ( 1 1 6 ) ) .  Q u a t r e  r é s i d u s  d e  

c y s t é i n e  en  p o s i t i o n s  13-100 e t  26-110 o n t  pu ê t r e  a p p a r i é s  (RYAN 

e t  1-011 1987 ( 1 2 0 ) ) .  

65% d ' h o m o l o g i e  g l o b a l e  e s t  r e t r o u v é e  d a n s  l a  s é q u e n c e  

p o l y p e p t i d i q u e  d e  P LH d e  v e r t é b r é  ( p o r c i n e ,  o v i n e ,  h u m a i n e )  e t  

87% d ' h o m o l o g i e  g l o b a l e  e n t r e  l a  B FSH humaine  e t  B FSH o v i n e .  

L ' h é t é r o g é n é i t é  r é s i d e  p r i n c i p a l e m e n t  d a n s  l ' e x t r é m i t é  

C - t e r m i n a l e .  

L 'hormone follicule-stimulante e t  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

a p p a r t i e n n e n t  a u  g r o u p e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  E l l e s  s o n t  e n  e f f e t  N -  

g l y c o s y l é e s  a u  n i v e a u  d e  l e u r s  s o u s  u n i t é s  a e t  B .  La  c o p u l e  

g l u c i d i q u e  e s t  a s s e z  c l a s s i q u e ,  c o n s t i t u é e  d e  c h a î n e s  

o l i g o m a n n o s i d i q u e s ,  l a c t o s a m i n i q u e s  s i a l y l é e s  ou non s i a l y l é e s ,  

mais a u s s i  d e  s t r u c t u r e s  p l u s  o r i g i n a l e s  comme d e s  g l y c a n n e s  

t e r m i n é s  p a r  d e s  g a l a c t o s a m i n e s  s u l f a t é e s .  P r o g r e s s i v e m e n t ,  au  

c o u r s  d e  c e s  d e r n i è r e s  a n n é e s ,  a  é t é  m i s e  e n  é v i d e n c e  une  

m i c r o h é t é r o g é n é i t é  g l y c a n n i q u e  (GREEN e t  BAENZIGER 1988  ( 4 8 ) ) .  

L e s  s t r u c t u r e s  s i a l y l é e s  e t / o u  s u l f a t é e s  d e  g l y c o p r o t é i n e s  

h y p o p h y s a i r e s  LH/FSH d e  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  a n i m a l e s  ( o v i n e ,  

b o v i n e ,  humaine)  e t  l e u r  r é p a r t i t i o n  s o n t  i l l u s t r é e s  d a n s  l a  

f i g u r e  9 .  Ces  s t r u c t u r e s  o c c u p e n t  a u  n i v e a u  : 

- d e  l a  s o u s  u n i t é  a, l e s  p o s i t i o n s  56 e t  8 2  

- d e  l a  s o u s  u n i t é  B ,  l e s  p o s i t i o n s  1 3  e t  30  p o u r  l a  FSH 



SEQUENCE AMIN0 ACIDE DE LA SOUS UNITE B 
DES GLYCOPROTEINES HORMONALES 

(revue de RYAN et  coll. 1986 (120))  

o v i n e ,  b o v i n e  LH 
h u m a i n e  LH 
r a t  LH 
h u m a i n e  FSH 
humaine  TSH 
h u m a i n e  CG 

o v i n e , b o v i n e  LH C  1  T  F  SOT S  1  C  Z5G V  C  P  SOM K  R V  f5p V  1  L Po 
humaine  LH - - - v N*- T - - - - - - - T - M - - - Q A V - -  
.. -" - S .  

humaine  FSH 
humaine  TSH 

- L - I N * - T W  - - - - -  
- L - I N * - T  - - - - -  Y T R B L - Y K N P A R  

- M T R D I N G K L F - -  
h u m a i n e  CG - - - v N * - T - - - - - - - I - I - - -  Q G V - -  

o v i n e ,  b o v i n e  LH 
h u m a i n e  LH 
r a t  LH 
humaine  FSH 
humaine  TSH 
humaine  CG 

P K E Q ~ T - - F K - - V - E T -  
K Y  ALS QDV - - - K - P I Y K T -  
A L - - V - - N - R D V - - E - 1  

100 
o v i n e , b o v i n e  LH V D  P  M $OS F  P  V A 5 ~  s C H  EOGP C  RE5s S T D C  
humaine  LH - - - v - - - - - - - - - R - - - - - R - T s - -  
r a t  LH - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - -  S  - - 
humaine  FSH A - Ç L Y T Y - - - T Q - - - - K - - s D - - - -  
humaine  TSH - A - Y P - Y - - - - - - K - - K - D T D Y S - -  
humaine  CG - N - v - - Y A - - - -  - Q - A L - N R - T - - -  

o v i n e ,  b  
humaine  
r a t  LH 
humaine  
humaine  
humaine  

o v i n e  
LH 

FSH 
TSH 
CG 

105 110 115 120 125 
G P G R T Q P L A C D H P P L P D I L  
- G P K D H - - T - - - - Q - S G K - P I  - ~ p - - - -  M T - - L - H - - G L - L F  
T V R G L G - S Y - S F G E M K Q Y P T A L S Y  
I H E Q I K T N Y - T K - Q K S Y L V G P S V  
- G P I D H - -  T - - D - R I & - S S S S K A P P  

130 135 140 145 
h u m a i n e  CG P S * I P S P S * R L P G P S * D T P I L P Q  

* = s i t e  d e  g l y c o s y l a t i o n  

- : r é s i d u  i d e n t i q u e  à c e l u i  i d e n t i f i é  d a n s  l a  s é q u e n c e  b o v i n e  
r e f  e r e n c e  

C  : r é s i d u  d e  4 c y s t é i n e  



STRUCTURES ET REPARTITIONS DES NGLYCANNES 

SIALYLES OU SULFATES DES GLYCOPROTEINES HYPOPHYSAIRES 

BOVINES ( b )  OVINES ( O )  ET HUHAINES ( h )  

(GREEN ET BAENZIGER 1988 (46 ) )  

LHn F S H b  LH,  F S H ,  LHk F S H ,  

Resultats exprimes en pourcentage par rapport aux oligosaccharides 
totaux. 

A =  acide sialique 
O =  GlcNAc 
8 =  GalNAc 

O =  Ga1 
O= Han 

FIGURE 9 



l a  p o s i t i o n  13 p o u r  l a  LH o v i n e  e t  p o r c i n e  

l a  p o s i t i o n  30  p o u r  l 'homme 

S i g n a l o n s  q u e  l e s  s i t e s  d e  g l y c o s y l a t i o n  s o n t  p l u t ô t  d e  

l o c a l i s a t i o n  C - t e r m i n a l e  p o u r  l a  s o u s  u n i t é  a e t  N - t e r m i n a l e  p o u r  

l a  s o u s  u n i t é  B .  
P o u r  p r é c i s e r  l e  r ô l e  d e s  g l y c a n n e s  d a n s  l a  p h y s i o l o g i e  

h o r m o n a l e ,  d e s  é t u d e s  d e  d é g l y c o s y l a t i o n  p a r  t r a i t e m e n t  c h i m i q u e  

u t i l i s a n t  1 ' a c i d e  f l u o r h y d r i q u e  (HF)  (SAIRAM e t  SCHILLER 

1979  ( 1 2 6 ) ,  KEUTMAN e t  c o l 1  1 9 8 3 ( 7 3 ) ,  1 9 8 5 ( 7 2 )  , MANJUNATH e t  

c o l !  1982  ( 9 2 )  e t  LIU e t  coll. 1 9 8 4 ( 8 7 ) )  o n t  é t é  menées .  

E l l e s  o n t  p e r m i s  d e  d é g a g e r  l e s  p o i n t s  s u i v a n t s :  

1 )  l a  s t r u c t u r e  p e p t i d i q u e  d e  l ' h o r m o n e  p e u t  ê t r e  c o n s e r v é e  

s a n s  c l i v a g e  s i  l a  d é g l y c o s y l a t i o n  l a i s s e  en  p l a c e  un r é s i d u  d e  

N-acéty l g l u c o s a m i n e  s u r  1 ' a s p a r a g i n e  d e  l i a i s o n  

2 )  l ' a s s o c i a t i o n  d e s  d e u x  s o u s  u n i t é s  d é g l y c o s y l é e s  r e s t e  

t o u t  à f a i t  p o s s i b l e  a p r è s  n e u t r a l i s a t i o n  du m i l i e u  r é a c t i o n n e l ,  

3 )  l a  r e c o n n a i s s a n c e  s p é c i f i q u e  d e  l ' h o r m o n e  d é g l y c o s y l é e  

p a r  l e  r é c e p t e u r  t i s s u l a i r e  e s t  t o u j o u r s  f o n c t i o n n e l l e  m a i s  

l ' a c t i v a t i o n  du  s y s t è m e  a d é n y l c y c l a s e  e s t  p e r t u r b é e ,  l a  

s t é r o ï d o g é n è s e  é t a n t  f o r t e m e n t  d i m i n u é e  ou i n h i b é e .  

Des s t é r o ï d o g é n è s e s  p e r t u r b é e s  o n t  a u s s i  é t é  o b s e r v é e s  a p r è s  

t r a i t e m e n t  e n z y m a t i q u e  p a r  n e u r a m i n i d a s e s ,  où i n  v i v ~ ,  l e s  

hormones d é s i a l y l é e s  p o s s é d e n t  u n e  d e m i e - v i e  r é d u i t e  a i n s i  q u ' u n e  

a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d i m i n u é e  m a l g r é  u n e  r e c o n n a i s s a n c e  s p é c i f i q u e  

p a r  l e  r é c e p t e u r  t i s s u l a i r e  (GOVERNAM e t  ~ 0 1 1 .  1982  ( 4 5 ) ) .  

De c e s  r é s u l t a t s ,  i l  a p p a r a i t  c l a i r e m e n t  q u e  l a  p o r t i o n  

p e p t  i d i q u e  p a r t i c i p e  a c t i v e m e n t  d a n s  l e s  phénomènes  d e  

r e c o n n a i s s a n c e  d u  r é c e p t e u r  c i b l e ,  t a n d i s  q u e  l e s  g l y c a n n e s  

s e r a i e n t  q u a n t  à e u x  i m p l i q u é s  d a n s  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e  l a  

s t i m u l i n e  (SAIRAM ( 1 9 8 9 ) .  

- t é r a c t i o n  d e s  s o u s  u n i t e s  . . 

L e s  t r a v a u x  d e  RYAN e t  col!. 1 9 8 7  ( 1 2 0 ) ,  s ' a p p u y a n t  d ' u n e  

p a r t  s u r  l e s  r é s u l t a t s  d e  s é q u e n c e  amino a c i d e  d e s  s o u s  u n i t é s  a 

(LH, FSH, hCG) e t  d ' a u t r e  p a r t  s u r  l a  méthode p r é d i c t i o n n e l l e  d e  

c o n f o r m a t i o n  s e l o n  CHOU e t  FASSMAN 1978 ( 1 8 ) ,  o n t  p e r m i s  d ' é t a b l i r  

une  image t r i d i m e n s i o n n e l l e  d u  s q u e l e t t e  p e p t i d i q u e  d e  l a  s o u s  

u n i t é  a .  ( f i g u r e  1 0 ) .  



STRUCTURE TRIDIHENTIONNELLE DE LA SOUS-UNITE a 

DES GLYCOPROTEINES HORHONALES HUHAINES 

( RYAN et Coll. 1986 (120)) 

 m mi no acides participant à l'association des 2 sous-unités 

s i t e s  de N glycosylation 

La région C terminale en trait plein est impliquée dans le site 

de liaison avec le recepteur. 



De c e t t e  é t u d e ,  i l  a p p a r a î t  q u ' u n  f r a g m e n t  p o l y p e p t i d i q u e  

h a u t e m e n t  c o n s e r v é  d ' u n e  e s p è c e  à l ' a u t r e  ( S e r  38 - I l e  5 7 )  e s t  

c l a i r e m e n t  e x p o s é .  Deux r é s i d u s  ( T y r  4 1  e t  Lys  4 9 )  s o n t  l o c a l i s é s  

d a n s  l ' i n t e r f a c e  d e s  2 s o u s  u n i t é s .  D ' a p r è s  l e s  a u t e u r s ,  c e t t e  

r é g i o n  n e  s e r a i t  q u ' u n  s i t e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  d u  c o m p l e x e  a-P 

a l o r s  q u e  l e s  s é q u e n c e s  e n  a v a l  ou e n  amont  d e  ce f r a g m e n t  

j o u e r a i e n t  u n  r ô l e  e s s e n t i e l  d a n s  l e  m a i n t i e n  d e  l ' i n t é g r i t é  

s t r u c t u r a l e  m o l é c u l a i r e  d e  l ' h o r m o n e  e t  i n t e r a g i r a i e n t  a v e c  l e  

r é c e p t e u r  c i b l e .  

Au n i v e a u  d e  l a  s o u s - u n i t é  Q, l e s  s é q u e n c e s  h o m o l o g u e s  

s t r i c t e s  s o n t  p l u s  r é d u i t e s .  Deux r é g i o n s  h a u t e m e n t  c o n s e r v é e s  

p o u r r a i e n t  i n t e r v e n i r  d a n s  l ' i n t e r a c t i o n  a - B :  s é q u e n c e s  31-37 e t  

65 -72 .  I l  a é t é  m o n t r é  q u e  l e  c o u p l a g e  c o v a l e n t  d e s  s o u s  u n i t é s  d e  

l a  LH b o v i n e  p a r  l a  t e c h n i q u e  u t i l i s a n t  l a  c a r b o d i i m i d e  s o l u b l e  

d a n s  l ' e a u , s ' e f f e c t u a i t  e n t r e  l e s  c h a î n e s  l a t é r a l e s  d e s  r é s i d u s  d e  

Lys  4 9  d e  l a  s o u s  u n i t é s  a e t  1 ' A s p  111 d e  l a  s o u s  u n i t é  3 s a n s  

p e r t e  d e  s o n  a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  (WEARE e t  PEICHERT 1979 ( 1 3 9 ) ) .  

Cn p e u t  e n c o r e  s i g n a l e r  q u e  s i  l a  t y r o s i n e  4 1  d e  l a  s o u s - u n i t é  a 

l i b r e  e s t  s e n s i b l e  à l a  n i t r a t i o n  ou à l ' i o d a t i o n ,  e l l e  d e v i e n t  

i n s e n s i b l e  s i  l ' o n  t r a i t e  l e  c c m p l e x e  a -@; c e c i  a t t e s t a n t  d e  

l ' i m p l i c a t i o n  d e  c e  r é s i d u  d a n s  l a  r e c o n n a i s s a n c e  i n t e r  s o u s -  

u n i t é s .  

I l  a p p a r a î t  a u s s i  q u e  t o u s  l e s  p o i n t s  d e  c o n t a c t  i n t e r  aQ n e  

s o n t  p a s  h o m o l o g u e s  s e l o n  l e s  s o u s - u n i t é s  13, l e s  c o n d i t i o n s  d e  

s é p a r a t i o n  d e s  s o u s - u n i t é s  v a r i a n t  C o n s i d é r a b l e m e n t  d ' u n e  hormone 

à l ' a u t r e .  A i n s i ,  l e s  c h a n g e m e n t s  c o n f o r m a t i o n n e l s  d e  c h a c u n e  d e s  

d e u x  s o u s - u n i t é s  l o r s  d e  l ' a s s o c i a t i o n  p o u r r a i e n t  d é p e n d r e  

p r i n c i p a l e m e n t  d e  l a  s t r u c t u r e  B (STRICKLAND e t  PUETT 1 9 8 2  ( 1 2 9 ) ) .  

Les c i n é t i q u e s  d e  r e c o m b i n a i s o n  d e s  s o u s  u n i t é s  o n t  i n d i q u é  

q u  ' e l l e s  f o r m a i e n t  un  c o m p l e x e  i n t e r m é d i a i r e  q u i  s u b i s s a i t  d  ' a b o r d  

u n e  t r a n s  c o n f o r m a t i o n  p o u r  c o n s t r u i r e  l a  s t r u c t u r e  a c t i v e  d e  

l ' h o r m o n e  ( a  + 13) < - >  ( a B )  < - >  (Hormone)  ( I N G H A M  e t  c o l l .  

1976  ( S I ) ) .  

- l vmorwhi sme  

L ' h é t é r o g é n é i t é  g l y c a n n i q u e  e t  p e p t i d i q u e  d e s  d e u x  s o u s  u n i t é s  

a e t  B a s s o c i é e s  c o n f è r e n t  a l ' h o r m o n e  n a t i v e  u n  p o l y m o r p h i s m e  

s t r u c t u r a l  e n  r e l a t i o n  p e u t  e t r e  a v e c  l e u r s  p r o p r i é t é s  



f o n c t i o n n e l l e s  

La v a r i é t é  d e s  pHi d e s  hormones  h y p o p h y s a i r e s  a  é t é  r e c o n n u e  

d e p u i s  l o n g t e m p s  (JUTISZ e t  SQUIRE 1958  ( 6 6 ) ;  COURTE e t  c o l l .  

1 9 7 1  ( 2 6 ) ) . L ' i m p l i c a t i o n  d u  c o n t e n u  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l e  

po lymorph i sme  a é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  d e  nombreux a u t e u r s :  

WIDE 1982  ( 1 4 1 )  p o u r  l a  FSH humaine ;  MILLER e t  .a, 1983  ( 1 0 0 )  

p o u r  l a  FSH d e  h a m s t e r  ; BLUM e t  coll. 1985  ( 1 0 )  p o u r  l a  FSH d e  

r a t ;  HATTORI e t  ~011.  1985  ( 5 2 )  p o u r  l a  LH d e  r a t  e t  MATTERI e t  

PAPKOFF 1987  ( 9 5 )  p o u r  l a  LH é q u i n e .  La d é s i a l y l a t i o n  d e s  

hormones d i m i n u e  f o r t e m e n t  l e  nombre d e s  i s o f o r m e s  e t  augmente  

l e u r  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  Néanmoins ,  l e  po lymorph i sme  notamment 

p o u r  l a  LH humaine  n ' e s t  p a s  t o t a l e m e n t  e x p l i c a b l e  p a r  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  ; i l  f a u t  t e n i r  compte  a u s s i  du  c o n t e n u  e n  r é s i d u s  

N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  s u l f a t é s  d e s  hormones a i n s i  q u e  d e  

l ' h é t é r o g é n é i t é  d e  l o n g u e u r  d e  l e u r s  a x e s  p e p t i d i q u e s .  

Le nombre e t  l e s  p r o p r i é t é s  d e s  i so -hormones  v a r i e n t  a u s s i  en  

f o n c t i o n  d e  l ' é t a t  p h y s i o l o g i q u e  d e  l ' a n i m a l  (WIDE 

1985 ( 1 4 0 ) ,  ULLOA-AGUIRRE e t  c o l l .  1986 ( 1 3 4 ) ,  KEELS e t  ~ 0 1 1 .  

1987 ( 6 9 ) ) .  A t i t r e  d ' e x e m p l e ,  i l  e s t  n o t é  j.n v i v o  d u r a n t  l a  

p u b e r t é  u n e  p r o p o r t i o n  p l u s  i m p o r t a n t e  d e s  i s o f o r m e s  b a s i q u e s  

t a n d i s  q u ' e n  f o n c t i o n  d e  l ' a g e  ou a p r è s  c a s t r a t i o n ,  l e s  i s o f o r m e s  

p l u s  a c i d e s  d e v i e n n e n t  p r é p o n d é r a n t e s .  

I n  v i t r o ,  l e s  f o r m e s  p l u s  a c i d e s  s o n t  b i o l o g i q u e m e n t  moins  

a c t i v e s  e t  p o s s é d e n t  u n e  a f f i n i t é  p l u s  f a i b l e  v i s  à v i s  d e s  

r é c e p t e u r s  t i s s u l a i r e s  (KEELS e t  GROTJAN 1985 ( 6 8 ) ) .  

Le c o n t r ô l e  du  s y s t è m e  n e u r o e n d o c r i n i e n  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  

l a  g o n a d o l i b é r i n e  i n t e r v i e n d r a i t  d a n s  l a  s é c r é t i o n  d ' i s o f o r r n e s  

b a s i q u e s  r e s p o n s a b l e s  d i r e c t e m e n t  d e  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e s  

hormones .  

b )  R e l a t i o n  s t r u c t u r e  f o n c t i o n  d e s  g o n a d o t r o p h i n e s  

J I  e t  c o l l .  1985  ( 6 5 ) ,  o n t  m o n t r é  q u e  l e s  d e u x  s o u s  u n i t é s  a 

e t  P c o n t r i b u e n t  au s i t e  d e  l i a i s o n  d e  l ' h o r m o n e  a v e c  s o n  

r é c e p t e u r  p a r  u t i l i s a t i o n  d e  r é a c t i f s  b i f o n c t i o n n e l s .  I l  e s t  a i n s i  

c o n f i r m é  q u e  l a  f o n c t i o n  d e s  s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  e s t  l i é e  

f o n d a m e n t a l e m e n t  a l ' é t a t  i n t e r a c t i f  d e s  s o u s  u n i t é s  a e t  P .  

D ' a p r è s  COMBARNOUS 1988 ( 2 1 ) ,  COMBARNOUS e t  HENGE 1 9 8 1  ( 2 2 ) ,  



l e s  s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  p o s s è d e n t  u n e  s t r u c t u r e  

p o l y f o n c t i o n n e l l e  i n s t i t u é e  p a r  un s i t e  d e  f i x a t i o n  à h a u t e  

a f f i n i t é  commun à t o u t e s  l e s  ho rmones  e t  r e c o n n a i s s a n t  t o u s  l e s  

r é c e p t e u r s  d e s  h o r m o n e s  d u  g r o u p e ,  l a  s p é c i f i c i t é  d e  c h a c u n  é t a n t  

d u e  à l ' e x i s t e n c e  d e  s i t e s  i n h i b i t e u r s  s p é c i f i q u e s  e m p è c h a n t  l a  

l i a i s o n  d ' u n e  s t i m u l i n e  d o n n é e  a u x  r é c e p t e u r s  t o u r n é s  v e r s  

d  ' a u t r e s  h o r m o n e s .  

R a p p e l o n s  q u e  SAIRAM 1 9 8 2 b  ( 1 2 3 )  e t  MANJUNATH e t  . ç n l l L  

1 9 8 2  ( 9 2 )  o n t  é t u d i é  l ' e f f e t  d e  l a  d é g l y c o s y l a t i o n  d e  l a  LH s u r  

l a  f i x a t i o n  a u x  r é c e p t e u r s  e t  d é m o n t r e  l e  r ô l e  s e u l  d e  l a  p a r t i e  

p e p t i d i q u e  d a n s  c e t t e  r e c o n n a i s s a n c e .  T o u t e f o i s ,  l e s  e x p é r i e n c e s  

d e  d é g l y c o s y l a t i o n  o n t  i n d i q u é  q u e  l e s  g l y c a n n e s  e t  c e u x  no tamment  

d e  l a  s o u s  u n i t é  a j o u e r a i e n t  un r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s  l ' a c t i v i t é  

a d é n y l - c y c l a s i q u e  d e s  c e l l u l e s  c i b l e s  s o u s  l ' a c t i o n  d e  c e s  

h o r m o n e s  ( r e v u e  d e  GREEN e t  c o l l .  1 9 8 8  ( 4 8 ) ) .  COMBARNOUS 

1 9 8 8  (Zl), p r o p o s e  u n  m o d è l e  d e  l a  s t i m u l a t i o n  d e s  r é p o n s e s  

c e l l u l a i r e s  où l e s  c h a i n e s  p o l y s a c c h a r i d i q u e s  s e r a i e n t  

r e s p o n s a b l e s  d e  l a  m i c r o - a g g r é g a t i o n  d e s  r é c e p t e u r s  e n  p o n t a n t  

c e u x  c i  p a r  d e s  s i t e s  s e c o n d a i r e s  d e  t y p e  l e c t i n e  q u i  

p r o v o q u e r a i e n t  a i n s i  l a  s t i m u l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  d e  

l ' a d é n y l - c y c l a s e  ( f i g u r e  1 1 )  e t  p e r m e t t r a i e n t  l a  t r a d u c t i o n  d u  

m e s s a g e  h o r m o n a l  c o n d u i s a n t  à l a  s t é r o ï d o g é n è s e  t e s t i c u l a i r e  ou 

o v a r i e n n e .  



HODELE H Y P O T H E T I Q U E  DU R O L E  D E S  C H A I N E S  G L Y C A N N I Q U E S  

D E S  G O N A D O T R O P I N E S  D A N S  L A  T R A N S D U C T I O N  H E H B R A N A I R E  

DU S I G N A L  HORHONAL 

( COMBARNOUS 1988 ( 2 1 ) )  

La s t i m u l a t i o n  d e  l ' o r g a n e  c i b l e  p a r  l ' h o r m o n e  s ' e f f e c t u e  

e n  3 é t a p e s  : 

A : A p p r o c h e  d e  l ' h o r m o n e  ( H )  à s o n  r e c e p t e u r  ( R ) ;  

B : L i a i s o n  d e  l ' h o r m o n e  s u r  l e  s i t e  r e c e p t e u r  ( A ) ;  

C : M i c r o a g g r é g a t i o n  d e s  r é c e p t e u r s  p r o v o q u é e  p a r  c e r t a i n s  

r é s i d u s  s a c c h a r i d i q u e s  i n t e r n e s  s e  l i a n t  a u  s i t e  ( B ) .  

S t i m u l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  a d é n y l - c y c l a s e .  



CHAPITRE: - 
1) F T U D ~  NS DE SUJETS HUHAINS 

TS DE T W A N O S O M I A S E  

Une é t u d e  s u r  d e s  s é r u m s  r e c u e i l l i s  c h e z  d e s  s u j e t s  a f r i c a i n s  

t r y p a n o s o m é s  e t  n o n  t r y p a n o s o m é s  a é t é  p o s s i b l e  g r a c e  à u n e  

c o l l a b o r a t i o n  é t a b l i e  e n t r e  n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  l e  l a b o r a t o i r e  

d ' E n t o m o l o g i e  M é d i c a l e  d e  1'ORSTOM d e  B r a z z a v i l l e  e t  l e  S e r v i c e  

d e s  G r a n d e s  E n d é m i e s  d e  B r a z z a v i l l e  ( R é p u b l i q u e  P o p u l a i r e  d u  

C o n g o ) .  I l  e s t  e n  e f f e t  t r è s  c l a s s i q u e  e t  t r è s  f r é q u e n t  a u  p l a n  

c l i n i q u e  d e  c o n s t a t e r ,  c h e z  d e s  s u j e t s  t r y p a n o s o m é s  d i a g n o s t i q u é s  

s u r  l e  t e r r a i n  ou s u i v i s  e n  h o s p i t a l i s a t i o n ,  u n e  s y m p t o m a t o l o g i e  

e n d o c r i n i e n n e  a f f e c t a n t  l ' a x e  g o n a d o t r o p e  a u s s i  b i e n  c h e z  l 'homme 

q u e  c h e z  l a  femme. L ' o b j e c t i f  a u  p l a n  b i o l o g i q u e  é t a i t  a l o r s  l a  

m i s e  e n  é v i d e n c e  d e  m a r q u e u r s  d u  d y s f o n c t i o n n e m e n t  

n e u r o e n d o c r i n i e n .  

Un b i l a n  c o m p l e t  c o m p r e n a n t  u n e  é t u d e  g o n a d i q u e  mais a u s s i  

h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s a i r e  é t a i t  a l o r s  e n t r e p r i s e  c h e z  p l u s i e u r s  

d i z a i n e s  d e  m a l a d e s  a d e s  s t a d e s  é v o l u t i f s  d i f f é r e n t s  d e  l e u r  

t r y p a n o s o m i a s e .  

Les s é r u m s  d e  106 p a t i e n t s  hommes e t  femmes c o n f o n d u s  i n f e s t é s  

p a r  u n e  s o u c h e  c h r o n i q u e  d e  T . b . ~ a m h i e n s e  o n t  é t é  r e c u e i l l i s  e t  

a c h e m i n é s  c o n g e l é s  v e r s  l e  l a b o r a t o i r e .  Nous a v o n s  e x c l u ,  l e s  

s u j e t s  t r o p  j e u n e s  o u  a g é s  a i n s i  q u e  l e s  femmes s u s p e c t é e s  d e  s e  

t r o u v e r  e n  p h a s e  d e  p r é - m é n o p a u s e .  Nous a v o n s  r e t e n u  a i n s i  45  

s é r u m s  d e  femmes e t  34 s é r u m s  d 'hommes .  

Le  b i l a n  b i o l o g i q u e  g o n a d i q u e  e n d o c r i n i e n  d e  b a s e  a c o m p o r t é  

l e s  d o s a g e s  d ' h o r m o n e s  s e x u e l l e s  ( o e s t r a d i o l ,  t e s t o s t é r o n e )  e t  

c e u x  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o h y s a i r e s  s é r i q u e s :  l ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  ( L H )  e t  l ' h o r m o n e  f o l l i c u l o s t i m u l a n t e  (FSH) .  

L e s  t a u x  hormonaux s o n t  d é t e r m i n é s  p a r  d o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  

u t i l i s a n t  d i f f é r e n t e s  t r o u s s e s  c o m m e r c i a l e s  d o n t  l e  p r i n c i p e  

d ' u t i l i s a t i o n  e s t  d é t a i l l é  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e .  

32 s u j e t s  t é m o i n s  c o m p o r t a n t  1 0  femmes d ' a g e  moyen 27 a n s  e t  22 

hommes d ' a g e  moyen 32 a n s  o n t  é t é  p r i s  comme r é f é r e n c e  d e  

p o p u l a t i o n  c o n g o l a i s e .  



A )  &ESUJ*TATS DES RITaANS GflNAnIQUES DE PATIENTS ATTEINTS DE 

O S O M I A S E -  

L e s  r é s u l t a t s  d e  b i l a n s  e n d o c r i n i e n s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d ' u n e  

p u b l i c a t i o n :  " F o n c t i o n  e n d o c r i n e  e t  T r y p a n o s o m i a s e  a f r i c a i n e "  d a n s  

l e  b u l l e t i n  d e  l a  S o c i é t é  P a t h o l o g i e  E x o t i q u e  (HUBLART e t  c o l l .  

1988 ) .  L ' a r t i c l e  i n s é r é  d a n s  ce mémoi re  d o n n e  l e  d é t a i l  d e s  

b i l a n s  r é a l i s é s  c h e z  l a  femme ( t a b l e a u  1 e t  I I )  e t  c h e z  l 'homme 

( t a b l e a u  I I I  e t  I V ) .  

1) Bilan e n d o c r i n i e n  c h e z  l a  femme p a r a s i t e e  
. . . * 

a )  Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  t a u x  d ' o e s t r a d i o l  

P o u r  l ' o e s t r a d i o l ,  l e s  v a l e u r s  d e  r é f é r e n c e  p o u r  l ' o e s t r a d i o l  

é t a i e n t  : 

- p o u r  l a  p h a s e  f o l l i c u l a i r e  : 3 0  à 5 0  pg/ml  

- p o u r  l a  p h a s e  l u t é a l e  : 1 5 0  à 230 pg/ml 

T r o i s  g r o u p e s  p e u v e n t  ê t r e  d i s t i n g u é s  p a r m i  l e s  4 5  s u j e t s  

e x p l o r é s :  

- 3 c a s  p r é l e v é s  e n  p h a s e  p r o g e s t a t i v e  a y a n t  un o e s t r a d i o l  

i n f é r i e u r  à 1 5 0  p g / m l .  

- 1 9  s u j e t s  p o u r  l e s q u e l s  l a  p é r i o d e  d u  c y c l e  m e n s t r u e l  n ' é t a i t  

p a s  c o n n u e ,  p r é s e n t a n t  d e s  t a u x  d ' o e s t r a d i o l  i n f é r i e u r  à l a  v a l e u r  

l i m i t e  n o r m a l e  b a s s e  d e  30 p g / m l .  

- 23 p a t i e n t e s  a y a n t  un t a u x  d ' o e s t r a d i o l  c o m p r i s  e n t r e  30 e t  

230  pg /ml ,  où n o u s  n e  c o n n a i s s o n s  p a s  l a  p é r i o d e  d u  c y c l e  o v a r i e n  

au  moment d e s  p r é l è v e m e n t s  e t  p o u r  l e s q u e l l e s  l ' i n t e r p r é t a t i o n  

n ' é t a i t  p a s  p o s s i b l e .  

M a l g r é  c e l a  e t  d a n s  l e s  l i m i t e s  d ' i n t e r p r é t a t i o n s ,  i l  a p p a r a î t  
a . .  

q u ' a u  moins  5 0 %  d e s  su-ieLc; t r w a n o s o m é s  p rés entent un d e f i c i t  

c e r t a i n  e n  o e s t r a d i o l  a u e l a u e  s o i t  l a  p h a s e  e v o l u t i v e  d e  Lia 

ltE3..lm. 



b) Dosage radioimmunologique des gonadostimulines 

L'intervalle des valeurs de référence des gonadostimulines 

circulantes ont été évaluées, pour l'hormone lutéinisante de 1 à 3 

n g  et pour l'hormone foliculostimulante de 1,6 à 3,2 ng/ml 

pendant la phase folliculaire, et durant la phase lutéale de 0,5 à 

2,5 ng/ml pour la LH et 0,8 à 2,4 ng/ml pour la FSH. 

Les dosages des gonadostimulines ont été entrepris sur 

l'ensemble des patientes présentant une diminution d'oestradiol 

interprétable (soit 22 cas dont 3 cas en phase progestative). 

Les valeurs de LH retrouvées sont: 

- pour 12 cas, comprises dans l'intervalle normal de référence 

- pour 2 cas diminuées 

- pour 8 cas augmentées. 

Les valeurs de FSH sont : 

- pour 9 cas comprises dans l'intervalle normal 

- pour 2 cas diminuées 

- pour 4 cas augmentées 

- enfin, 7 cas ont à la fois les taux de FSH et LH supérieurs à 

la normale. 

De ces bilans gonadiques effectués chez des femmes 

trypanosomées, nous avons donc constaté une diminution du taux 

d'oestradiol pour près de 50% des malades sans qu'il ne semble 

exister de relation entre cette hypooestrogénie et les t u  

ts des éona&z&iudines Doilr lesauelles les valeurs se 
- . .  

situent ~ o u r  la tres grande u o r i t e  des cas (86%) d ~ r s  
. . ce 011 en legere aurfip~ntatlo~. 

a) Dosage radioimmunologique des hormones stéroïdiennes 

sexuelles 

Les valeurs normales de référence chez l'homme sont de 15 à 

45 pg/ml pour l'oestradiol et de 3 à lOng/ml pour la testostérone. 



34 s é r u m s  d'hommes t r y p a n o s o m é s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d ' u n  b i l a n  

gonad i q u e  . 

L e s  r é s u l t a t s  s o n t  : 

- p o u r  10 c a s  d e s  t a u x  normaux d e  t e s t o s t é r o n e  e t  d ' o e s t r a d i o l  

- p o u r  6 c a s  u n e  d i m i n u t i o n  d e s  d e u x  hormones  t e s t o s t é r o n e  e t  

o e s t r a d i o l  

- p o u r  10 c a s  u n e  d i m i n u t i o n  i s o l é e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e .  

A i n s i ,  u n e  a t t e i n t e  r e l a t i v e m e n t  s é l e c t i v e  d e  l a  f o n c t i u  
O - . . 

endQcrino-ee a o u r  ~r s rie 50X d e s  

s u . i e t s ,  a l o r s  q u e  l a  s é c r é t i o n  d ' o e s t r a d i o l ,  q u i  p e u t  ê t r e  

r a t t a c h é e  à l a  c e l l u l e  d e  S e r t o l i ,  e s t  peu  a l t é r é e  (17% d e s  c a s ) .  

b )  Dosage r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  

S u r  l ' e n s e m b l e  d e s  m a l a d e s  p r é s e n t a n t  un h y p o f o n c t i o n n e m e n t  

g o n a d i q u e  (16  c a s ) ,  l e s  t a u x  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  é v a l u é s  p a r  

d o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  o n t  pu ê t r e  r é a l i s é s  a v e c  d a n s  : 

- 3 c a s ,  u n e  a u g m e n t a t i o n  i s o l é e  d e  l a  LH 

- 4 cas ,  u n e  é l é v a t i o n  s i m u l t a n é e  d e s  2 g o n a d o s t i m u l i n e s  FSH e t  

LH 

- 6 c a s , u n e  a u g m e n t a t i o n  i s o l é e  d e  l a  FSH 

- 1 c a s ,  une  d i m i n u t i o n  i s o l é e  d e  l a  LH 

- 2 c a s ,  d e s  t a u x  normaux d e  FSH e t  L H .  

Le p e t i t  nombre d ' h y p e r s é c r é t i o n  d e  LH, l ' a b s e n c e  d e  d i m i n u t i o n  

d e  FSH e t  LH p o u r  53% d e s  m a l a d e s  l a i s s e n t  a l o r s  e n v i s a g e r  q u e  

l ' i n s u f f i s a n c e  g o n a d i q u e  t e s t i c u l a i r e  c o n s t a t é e  n e  s e m b l e  p a s  ê t r e  

l i é e  a u n e  h y p o s é c r é t i o n  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s .  

A i n s i ,  a u s s i  b i e n  c h e z  l 'homme q u e  c h e z  l a  femme, un 

hypogonadisme d é m o n t r é  p a r  u n e  c h u t e  s i g n i f i c a t i v e  du  t a u x  d e  

s t é r o ï d e s  c o r r e s p o n d a n t  n ' e s t  p a s  t r o u v é  a s s o c i é e  à un 

e f f o n d r e m e n t  du  t a u x  c i r c u l a n t  d e  s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s .  On 

c o n s t a t e  au  c o n t r a i r e  p l u s  d e  80% d e  r é p o n s e  h y p o p h y s a i r e  

apparemment  s a t i s f a i s a n t e  t o u t  en  n o t a n t  q u e  l ' a u g m e n t a t i o n  

a t t e n d u e  d e  l a  s t i m u l i n e  c i r c u l a n t e  n ' e s t  r e t r o u v é e  q u e  d a n s  40% 

d e s  c a s  c h e z  l a  femme e t  30% d e s  c a s  c h e z  l 'homme. 



C e s  o b s e r v a t i o n s  n o u s  i n c i t a i e n t  à e n t r e p r e n d r e  d e s  t e s t s  

d y n a m i q u e s  d e  s t i m u l a t i o n  h y p o p h y s a i r e .  

Le  n i v e a u  d e  l ' a t t e i n t e  d e  l ' a x e  h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s o -  

g o n a d i q u e  p e u t  ê t r e  a p p r é c i é  p a r  d e s  tests d e  s t i m u l a t i o n  

g o n a d i q u e  e t  h y p o p h y s a i r e .  

2 0  m a l a d e s  ( 1 0  hommes e t  1 0  femmes)  o n t  é t é  r e t e n u s  e t  s o u m i s  

à c e s  t e s t s  d e  s t i m u l a t i o n  ( t r a v a i l  p u b l i é  d a n s  l e s  A n n a l e s  d e  l a  

S o c i é t é  B e l g e  d e  M é d e c i n e  T r o p i c a l e  " G o n a d i c  a x i s  a n d  T r v ~ a n o s o m a  

b i e n s e  i n f e c t i o n " ,  a r t i c l e  i n s é r é  e n  f i n  d e  m é m o i r e ) .  

1) La s t i m u l a t i o n  é o n a b i s u e  

L a  s t i m u l a t i o n  g o n a d i q u e  e s t  o b t e n u e  p a r  i n j e c t i o n  i n t r a  

m u s c u l a i r e  d e  5 0 0 0  U I  d ' h o r m o n e  g o n a d o t r o p i n e  c h o r i a l e  humaine  

(hCG),  s u i v i  a p r è s  24 h e u r e s ,  d ' u n  d o s a g e  d ' o e s t r a d i o l  e t  a p r è s  72 , 
h e u r e s  d ' u n  d o s a g e  d e  t e s t o s t é r o n e .  

C h e z  l a  femme, c e  t e s t  v i s e  à e x p l o r e r  l e s  c a p a c i t é s  

p o t e n t i e l l e s  s é c r é t o i r e s  d e  l ' o v a i r e  d a n s  ses  t r o i s  c o m p a r t i m e n t s :  

t h è q u e  i n t e r n e  ( o e s t r o g è n e s ) ;  g r a n u l o s a  l u t e i n i s é e  ( p r o g e s t é r o n e ) ;  

s t r o m a  ( a n d r o g è n e s ) .  Chez  l 'homme,  l e s  v a r i a t i o n s  r a p i d e s  e t  t r è s  

m a r q u é e s  d e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  e t  d ' o e s t r o g è n e  d a n s  l e  s a n g  

s p r 3 s  ztimulatian zuffizent $ appreeier 1s f o n c t i o n  t e s t i c u l a i r e .  

P o u r  c e t t e  é t u d e ,  i l  é t a i t  i m p é r a t i f  d e  c o n n a î t r e  l a  p é r i o d e  

d u  c y c l e  o v a r i e n  a u  moment d e s  p r é l è v e m e n t s .  Nous a v o n s  d o n c  

s é l e c t i o n n é  1 0  m a l a d e s  ( d ' a g e  moyen 32  a n s )  d o n t  l ' e x a m e n  

e n d o c r i n i e n  r é v é l a i t :  p e r t e  d e  l a  l i b i d o ,  a m é n o r r h é e  e t  p a r f o i s  

a t r o p h i e  v u l v a i r e .  S u r  ces 10 c a s ,  8 é t a i e n t  e n  s i t u a t i o n  

d ' a m é n o r r h é e  e t  2 e n  p h a s e  f o l l i c u l a i r e .  

De l ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s ,  n o u s  p o u v o n s  d é d u i r e :  q u e  

l ' a m é n o r r h é e  a s s o c i é e  à l ' h y p o o e s t r o g é n i e  e s t  r e n c o n t r é e  s u r t o u t  

a u  c o u r s  d e  l a  s e c o n d e  p h a s e  d ' é v o l u t i o n  d e  l a  t r y p a n o s o m i a s e  

( P z ) .  La  d i m i n u t i o n  d u  t a u x  d ' o e s t r a d i o l  i s o l é e  o b s e r v é e  d è s  l a  

p r e m i è r e  p é r i o d e  ( P i ) ,  p o u r r a i t  d o n c  r e p r é s e n t e r  un m a r q u e u r  



p r é c o c e  d e  l a  t r y p a n o s o m i a s e ,  l ' a p p a r i t i o n  d e  l ' a m é n o r r h é e  é t a n t  

a n n o n c i a t r i c e  d u  p a s s a g e  P i / P 2 .  

P o u r  l ' e n s e m b l e  d e s  m a l a d e s ,  l e s  t a u x  d ' o e s t r a d i o l  r e s t e n t  

i n c h a n g é s  a p r è s  s t i m u l a t i o n  p a r  hCG. L ' i n t e r p r é t a t i o n  d e  c e  

r é s u l t a t  r e s t e  t r è s  d i f f i c i l e .  Nous n e  p o u v o n s  e n  e f f e t  c o n c l u r e  à 

un  h y p o g o n a d i s m e  p r i m a i r e  p a r  a l t é r a t i o n  d u  t i s s u  o v a r i e n  ou  à un 

h y p o g o n a d i s m e  s e c o n d a i r e  p a r  h y p o s t i m u l a t i o n  s a c h a n t  q u e  c h e z  l a  

femme, l e  c y c l e  o v a r i e n  e t  l a  r é p o n s e  o e s t r o g é n i q u e  d é p e n d e n t  d e  

nombreux  f a c t e u r s  e t  q u e  l a  c a p a c i t é  o e s t r o g é n i q u e  a p r è s  

s t i m u l a t i o n  à l ' hCG r e l è v e  p l u s  d u  d e g r é  d e  m a t u r a t i o n  d u  

f o l l i c u l e  o v a r i e n  q u e  d e  ses  c a p a c i t é s  d e  s t é r o ï d o g é n è s e .  

Le t e s t  d e  s t i m u l a t i o n  a é t é  e f f e c t u é  s u r  1 0  hommes t r y p a n o s o m é s  

d ' a g e  moyen 34 a n s  c o m p o r t a n t  5 m a l a d e s  d o n t  l e s  t a u x  d e  

t e s t o s t é r o n e  s o n t  i n f é r i e u r s  a u x  v a l e u r s  n o r m a l e s  d e  r é f é r e n c e  e t  

5 p a t i e n t s  où  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ' a n d r o g è n e s  c i r c u l a n t s  r e s t e n t  

s u p é r i e u r e s  à l a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  n o r m a l e .  

Nous a v o n s  o b s e r v é  p o u r  9 c a s  s u r  1 0 ,  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  t a u x  

d e  t e s t o s t é r o n e  e t  d ' o e s t r a d i o l  q u i  s o n t  d o u b l é s  ou p l u s  p a r  

r a p p o r t  a u x  v a l e u r s  d e  b a s e  a p r è s  r e s p e c t i v e m e n t  72 h e u r e s  e t  24 

h e u r e s  d '  i n j e c t i o n  d ' h o r m o n e  g o n a d o t r o p i n e  c h o r i a l e .  

. . . . e r e e  ~ o s l t l v e  d a n s  la  

~ ~ z ~ k x i d e s b l s  a u e  l ' h v ~ o g o n a d i s m e  c h e z  l ' homme 

t . r v ~ a n o s o m é  n e  s o i t .  waci ri o r l g l n e  t e s t a a i r e  t a n t  a u  p l a n  d e  la  , . .  
- 

. .. - .  
s t r i c t  d e  l a  s t e r o i d o @ e n e s s .  

Au t o t a l ,  s i  c h e z  l a  femme l a  r é p o n s e  à l a  s t i m u l a t i o n  p a r  hCG 

e s t  t o u j o u r s  d é l i c a t e  ( d i f f i c u l t é  d ' i n t e r p r é t a t i o n  l i é e  à l a  non 

c o n n a i s s a n c e  a u  moment d e s  t e s t s  d e  l a  r é a c t i v i t é  p o t e n t i e l l e  

f o l l i c u l a i r e ) ,  c h e z  l 'homme u n e  r e s p o n s a b i l i t é  g o n a d i q u e  p e u t  ê t r e  

é l i m i n é e .  

S e  p o s e  d o n c  à n o u v e a u  a u  p l a n  q u a n t i t a t i f  e t  a u s s i  q u a l i t a t i f  

l ' h y p o t h è s e  d ' u n e  r e s p o n s a b i l i t é  h y p o p h y s a i r e  q u i  n o u s  a c o n d u i t  à 

r é a l i s e r  d e s  t e s t s  d e  s t i m u l a t i o n  h y p o p h y s a i r e  e t  g o n a d i q u e  p a r  

i n j e c t i o n  d e  L H - R H .  



La s t i m u l a t i o n  h y p o p h y s a i r e  d e  l ' a x e  g o n a d o t r o p e  e s t  p r o v o q u é e  

p a r  i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  d e  1 0 0  bg d e  g o n a d o l i b é r i n e  (LHRH) 

s u i v i e  a p r è s  3 0  m i n u t e s  d ' u n  d o s a g e  d e  FSH e t  d e  LH. 

Ce t e s t  a p o u r  b u t  d ' é t u d i e r  l ' é l é v a t i o n  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  

h y p o p h y s a i r e s  s o u s  l ' e f f e t  d e  l ' i n j e c t i o n  d e  L H - R H  d e  s y n t h è s e .  

La  r é p o n s e  a u  n i v e a u  d e  l a  LH e t  d e  l a  FSH s ' e s t  a v é r é e  

p o s i t i v e  d a n s  1 0 0 %  d e s  c a s .  T o u t e s  l e s  v a l e u r s  d e  g o n a d o t r o p h i n e s  

a p r è s  s t i m u l a t i o n  o n t  é t é  r e t o u v é s  d o u b l é e s  ou p l u s .  

L ' h y p o p h y s e  e s t  d o n c  r é a c t i v e ,  e t  p e r m e t  d '  e x c l u r e  u n e  
-. . i n s u t f l s a n c e  d e  l a  f o n c t i o n  a d e n o h ~ ~ o ~ h v s n l r e  c h e z  n o s  m a l a d e s .  

* c h e x  l ' ho -  

Dans 9 0 %  d e s  c a s ,  l a  r é p o n s e  a p r è s  s t i m u l a t i o n  e s t  p o s i t i v e  a u  

n i v e a u  d e  l a  LH. En r e v a n c h e ,  p o u r  l a  FSH l a  r é p o n s e  e s t  mo ins  

s y s t é m a t i q u e  p u i s q u e  p o u r  3 c a s  s u r  1 0 ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  o b s e r v é  

d ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  FSH p a r  l e  t e s t  LH-RH. 

N o t o n s  q u e  c h e z  l e  s u j e t  n o r m a l ,  l ' a d m i n i s t r a t i o n  d u  f a c t e u r  

h y p o t h a l a m i q u e  d e  s y n t h è s e  p r o v o q u e  u n e  é l é v a t i o n  d e s  d e u x  

g o n a d o t r o p h i n e s  a v e c  c e p e n d a n t  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  LH b i e n  

s u p é r i e u r e  à c e l l e  d e  FSH, l a  r é p o n s e  FSH d e m e u r a n t  i n c o n s t a n t e  e t  

t o u j o u r s  m o d é r é e  a u x  d o s e s  q u e  n o u s  a v o n s  e m p l o y é e s .  

I l  s e m b l e  d o n c  q u e  c h e z  l 'homme t r y p a n o s o m é ,  l a  f o n c t i o n  
. . a n t e h v ~ - a i r e  n e  s o i t  was a l  t .eree. 

C ?  DOSAGE DE JaA PROLACTINE 

Une h y p o t h è s e  à c e  s t a d e  d e  l ' i n v e s t i g a t i o n  c l i n i q u e  e t  

b i o l o g i q u e  p o u v a i t  ê t r e  é m i s e  à s a v o i r  l ' i n t e r v e n t i o n  

a n t i g o n a d o t r o p e  d ' u n  p a r a m è t r e  h y p o p h y s a i r e  t e l  q u e  l a  p r o l a c t i n e .  

S i x  s é r u m s  d e  femmes o n t  pu f a i r e  l ' o b j e t  d ' u n  d o s a g e .  On n o t e  

q u e  d a n s  t o u s  l e s  c a s ,  l e s  v a l e u r s  d e  p r o l a c t i n é m i e  r e s t e n t  e n  

v a l e u r  l i m i t e  n o r m a l e  ( T a b l e a u  V ) .  



p a t i e n t e s  

* 

DOSAGE DE LA P R O L A C T I N E  D A N S  6 S E R U H S  I S S U S  

D E  F E H H E S  TRYPANOSOHEES 

âge phase  d e  aménorrhée 

l a  maladie  

p r o l a c t i n e  

ng/ml 

:& : numérotation des patientes utilisée dans l'article 

(F): phase folliculaire 

Taux normal d e  prolactine compris entre: 4.3 et 20.2 ng/ml 



Les mécanismes conduisant à l'hypofonctionnement gonadique mis 

en évidence chez le sujet infesté par Lb.Qambiense ont été 

étudiés par exploration statique et dynamique de l'axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadotrope de sujets malades et de sujets 

témoins résidants dans la même zone géographique. 

L'hypofonctionnement gonadique caractérisé par la diminution des 

taux d'oestradiol et de testostérone n'apparaît pas être d'origine 

primitivement gonadique ni lié d'ailleurs en première analyse à 

une insuffisance du fonctionnement anté-hypophysaire gonadotrope. 

Ceci est démontré aussi bien chez l'homme que chez la femme par 

les réponses enregistrées au cours des tests hCG ou LH-RH. De 

plus, l'hypothèse d'un environnement prolactinique antigonadotrope 

est semble-t-il à écarter. 

Aussi, à partir de ces résultats, on peut évoquer à l'origine 

des hypogonadismes un dysfonctionnement au niveau supra ou extra 

hypophysaire. 

Cette nouvelle étape réclamait pour son étude, la mise en 

place d'un modèle expérimental chez l'animal qui autorisait : 

- des études morphologiques 

- des dosages hormonaux sur tissus 

- une étude du dialogue hôte/parasite permettant d'identifier le 

ou les facteurs parasitaires responsables du désordre endocrinien. 



II ) E R  ENDOCRINIENS SUR MOD- 

R A T - T r _ ~ ~ r u i o s . n a i ~ h r m m  

L e  c h o i x  d u  m o d è l e  e x p é r i m e n t a l  r a t / T . b . b r u c e i  a é t é  r e t e n u  e n  

f o n c t i o n  d e  d i f f é r e n t s  c r i t è r e s  : 

1) l ' u t i l i s a t i o n  p o s s i b l e  au  l a b o r a t o i r e  d e  c l o n e s  d e  

T . b . b r u c e i  d é j à  a d a p t é s  a u  r a t  

2 )  l a  f a c i l i t é  d u  s u i v i  d e s  p a r a s i t e s  ( e s t i m a t i o n  d e  l a  

p a r a s i t é m i e ;  v é r i f i c a t i o n  d ' i d e n t i t é  d u  v a r i a n t )  

3 )  l e s  p o s s i b i l i t é s  a n a l y t i q u e s  s u r  s é r u m  d e  r a t  : 

o e s t r a d i o l ,  t e s t o s t é r o n e  e t  s u r t o u t  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  

p a r  d e s  immunsérums s p é c i f i q u e s  d e  l a  LH e t  d e  l a  FSH d e  r a t  

4 )  l a  p r a t i q u e  a u  l a b o r a t o i r e  d e s  d o s a g e s  d e s  s t i m u l i n e s  

h y p o p h y s a i r e s  à p a r t i r  d u  t i s s u  h y p o p h y s a i r e  

5 )  l a  p r a t i q u e  d e  l a  q u a n t i f i c a t i o n  du  c o n t e n u  

h y p o t h a l a m i q u e  e n  n e u r o p e p t i d e  g o n a d o t r o p e  LH-RH c h e z  l e  r a t  

6 )  e n f i n ,  l a  c o n n a i s s a n c e  a u  l a b o r a t o i r e  d e  l a  c o m p o s i t i o n  

e t  d e  l a  s t r u c t u r e  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  d e  T . b . b r u c e i  m u l t i p l i é  

s u r  r a t  e t  d o n c  l a  p o s s i b i l i t é  d ' u t i l i s e r  t o u t  ou u n e  p a r t i e  d e  c e  

m a t é r i e l  comme é l é m e n t  t e s t  d e  l ' a x e  g o n a d o t r o p e .  

L e s  t r a v a u x  d e  GRIFFIN e t  ALLONBY(50) a y a n t  d è s  1979  m i s  e n  

é v i d e n c e  13 p o s s i b i l i t é  d ' e x p é r i e n c e s  c l i n i q u e s  d i f f é r e n t e s  p o u r  

un même t r y p a n o s o m e  ( T . b . c o n ~ o 1 e n s e )  c h e z  d e s  a n i m a u x  appa remment  

v o i s i n s  ( c h è v r e  e t  m o u t o n ) ,  l e  c h o i x  d u  modè le  s i m p l e  

r a t / T . b . b r u c e i  s ' e s t  e n c o r e  i m p o s é .  En e f f e t ,  s i  3 f o r m e s  

d ' é v o l u t i o n s  d i f f é r e n t e s  p e u v e n t  ê t r e  o b s e r v é e s  e n  p a r a s i t o s e  

n a t u r e l l e ,  n o t r e  m o d è l e  n o u s  p e r m e t  e n  f o n c t i o n  d e  c l o n e s  c h o i s i s  

d e  s i m u l e r  c e s  s i t u a t i o n s  p a t h o l o g i q u e s  à e x p r e s s i o n s  v a r i é e s  s a n s  

c h a n g e r  l e  c h o i x  d e  l ' a n i m a l .  

Dans  l e  cas  d e  T . b . h r i l c e i ,  n o u s  d i s p o s o n s  e n  e f f e t  a u  

l a b o r a t o i r e  d e  d e u x  c l o n e s  d e  t r y p a n o s o m e s  : 

- T r ~ w a n o s o m a  b r u c e i .  b r u c e i  v a r i a n t  AnTat  1.1 A ( A n v e r s  

t r y p a n o z o o n  a n t i g e n i c  t y p e  1.1 A )  c a p a b l e  d e  p r o v o q u e r  c h e z  l e  r a t  

une  p a r a s i t é m i e  a i g ü e  

- T r v w a n ~ s o m a  b r u c e i .  b r u c e i  v a r i a n t  AnTat  1 . 1  E  ( A n v e r s  



t r y p a n o z o o n  a n t i g e n i c  t y p e  1 . 1  E )  c a p a b l e  a u  c o n t r a i r e  d e  

p r o v o q u e r  c h e z  l e  r a t  u n e  f o r m e  c h r o n i q u e  d e  p a r a s i t o s e .  

E n f i n  , l e s  t r a v a u x  d e  MAC NEILLAGE e t  HERBERT 1 9 6 8  ( 9 7 )  a y a n t  

m o n t r é  u n e  v i r u l e n c e  l i é e  a u  c l o n e  p o u r  un a n i m a l  h ô t e  c o n s i d é r é ,  

i l  n o u s  e s t  p o s s i b l e  d e  c o m p a r e r  é v e n t u e l l e m e n t  l ' e f f e t  

p a t h o l o g i q u e  d e  v a r i a n t s  d i f f é r e n t s  à e x p r e s s i o n  a i g ü e  p a r  e x e m p l e  

e n  u t i l i s a n t  l e s  c l o n e s  t e l s  q u e  AnTat  1 . 1 ,  AnTat  1 . 8  e t  AnTa t  

1 . 1 0 .  

P o u r  c o m p r e n d r e  l es  m é c a n i s m e s  b i o l o g i q u e s  l i é s  a l ' e x p r e s s i o n  

c h r o n i q u e  d e  l a  t r y p a n o s o m i a s e ,  i l  f a u t  a v o i r  e n  mémoi re  l e  f a i t  

q u e  l ' é v o l u t i o n  d e  l a  p a r a s i t é m i e  p e n d a n t  d e s  s e m a i n e s  e s t  l i é e  à 

l ' e x i s t e n c e  d ' u n  phénomène  b i o l o g i q u e  o r i g i n a l  : l a  " v a r i a t i o n  

a n t i g é n i q u e " ,  c a r a c t é r i s é e  p a r  l e  d é v e l o p p e m e n t  s u c c e s s i f  d e  

p o p u l a t i o n s  t r y p a n o s o m a l e s  " s é r o l o g i q u e m e n t  d i f f é r e n t e s "  p o u r  

l ' h ô t e  p a r a s i t é .  C h a q u e  p o p u l a t i o n  p a r a s i t a i r e  i n d u i t  

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

e x p r i m é  p a r  l a  m a j o r i t é  d e s  i n d i v i d u s  c o n s t i t u a n t  c e t t e  

p o p u l a t i o n .  L e u r  d e s t r u c t i o n  p a r  i m m u n o l y s e  s e  t r a d u i r a  p a r  u n e  

r é d u c t i o n  d e  l a  p a r a s i t é m i e  d e  l ' h ô t e  ( " c r i s e " ) ,  p u i s  e l l e  s e r a  

s u i v i e  d e  l a  m u l t i p l i c a t i o n  ( " p h a s e  d e  r é c u r r e n c e " )  d e  

t r y p a n o s o m e s  " r é s i s t a n t s "  p o s s é d a n t  un  s é r o t y p e  h é t é r o l o g u e .  

Le r a t  p r é s e n t e  là e n c o r e  un g r a n d  a v a n t a g e  c a r  i l  e s t  p o s s i b l e  

d e  r e p r o d u i r e  a i s é m e n t  l ' é v o l u t i o n  d e s  f o r m e s  c h r o n i q u e s  q u i  s e  

c a r a c t é r i s e n t  p a r  d e s  p i c s  p a r a s i t é m i q u e s  s u c c e s s i f s  a l o r s  q u e  l a  

f o r m e  a i g ü e  se  p r é s e n t e  q u a n t  à e l l e  e n  u n e  s e u l e  v a g u e  

p a r a s i t é m i q u e  r a p i d e m e n t  m o r t e l l e  e n  6 à 7 j o u r s .  

A) MISE EN EVIDENCE D ' U N  DESEQLLUnIBRE HORMONATS CHEZ JSE RAT 

APRES INFESTATION AIGUE PAR T . b . b r u c e i  V A W T  AnTat  1.1 4 

Nous n o u s  sommes p r i n c i p a l e m e n t  i n t é r e s s é s  à l a  s é c r é t i o n  

g o n a d i q u e  d u  r a t  e n  c o m p a r a n t  d e s  a n i m a u x  s a i n s  ou p a r a s i t é s .  Nous 

a v o n s  r e t e n u  l e  d o s a g e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  e t  d e  l ' o e s t r a d i o l  a i n s i  

q u e  l e  d o s a g e  d e s  f a c t e u r s  g o n a d o t r o p e s  h y p o p h y s a i r e s  d e  l a  

s y n t h è s e  s t é r o i d i e n n e  (FSH e t  LH).  

La  m é t h o d e  d ' e x p l o r a t i o n  d e  l ' a x e  h y p o p h y s o - g o n a d o t r o p e  a 

c o n s i s t é  a u s s i  e n  u n e  q u a n t i f i c a t i o n  d i r e c t e  d e s  s t i m u l i n e s  a u  

n i v e a u  h y p o p h y s a i r e  à p a r t i r  d u  t i s s u  p r é l e v é  e t  a u s s i  a u  n i v e a u  

d e  l ' h y p o t h a l a m u s  p o u r  l e  d o s a g e  d e  l a  n e u r o s é c r é t i o n  LH-RH. 



a )  S e x e s  e t  c o n d i t i o n s  d ' é l e v a g e  d e s  an imaux  

Le t r a v a i l  a  é t é  r é a l i s é  s u r  d e s  r a t s  S p r a g u e  Dawley m â l e s .  

L e s  an imaux  o n t  é t é  c o n s e r v é s  en  a n i m a l e r i e  a v e c  un ry thme  

d ' é c l a i r e m e n t  d e  1 2  h  p a r  1 2  h ,  à u n e  t e m p é r a t u r e  d e  18 à 20°C e t  

o n t  e u  l i b r e  a c c è s  à l a  n o u r r i t u r e  e t  à l a  b o i s s o n .  

b )  P r é l è v e m e n t  d e s  t i s s u s  

L e s  r a t s  s o n t  s a c r i f i é s  p a r  d é c a p i t a t i o n  l e  m a t i n  e n t r e  9 h  e t  

11 h .  Le s a n g  r e c u e u i l l i  e s t  l a i s s é  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  d u r a n t  

15 m i n u t e s  a f i n  d e  f a c i l i t e r  s a  c o a g u l a t i o n  a v a n t  u n e  

c e n t r i f u g a t i o n  à 1000  g p e n d a n t  30 m i n u t e s  à 4 ° C  d o n t  l e  b u t  e s t  

d e  s é p a r e r  l e  sérum q u i  e s t  c o n s e r v é  à - 2 0 ° C .  

L e s  t a u x  d ' h o r m o n e s  s t é r o ï d e s  ( t e s t o s t é r o n e  e t  o e s t r a d i o l ) ,  d e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  (LH, FSH) s o n t  d é t e r m i n é s  à p a r t i r  d e s  s é r u m s  p a r  

d o s a g e s  r a d i o i m r n u n o l o g i q u e s .  

L ' h y p o p h y s e  e s t  p r é l e v é e  d e  l a  b a s e  du  c r â n e  p a r  i n c i s i o n  du 

d i a p h r a g m e  s u s - c e l l a i r e ,  p u i s  c o n g e l é e  à - 2 0 ° C  e n  v u e  d e s  d o s a g e s  

d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s .  

Le c e r v e a u  e s t  d é g a g é  d e  l a  b o î t e  c r â n i e n n e ,  r e f r o i d i e  q u e l q u e s  

m i n u t e s  s u r  u n e  p l a q u e  r é f r i g é r a n t e  p o u r  f a c i l i t e r  l e  p r é l è v e m e n t  

d e  l ' h y p o t h a l a m u s .  Le m a t é r i e l  e s t  immédia tement  c o n g e l é  à -20°C 

d a n s  0 . 2  m l  d 'HC1 0 . 1  N j u s q u ' a u  moment d u  d o s a g e  

r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l a  g o n a d o l i b é r i n e  LH-RH. 

L e s  m é t h o d e s  d e  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  

e t  d e  l a  g o n a d o l i b é r i n e  s o n t  d é c r i t e s  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e .  

. . 
2 )  2 e s  l o r s  d ' u n e  

. .. 
e s t a t i o n  a i e u e  ~-~.b.bruceint AnTat 1.1 A c h e z  

l e  r a t  mâle R B e  
1, A 1 1 1  

a )  I n f e s t a t i o n  

L e s  s t a b i l a t s  u t i l i s é s  c o r r e s p o n d e n t  à d e s  p o p u l a t i o n s  

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



s é r o l o g i e  d e  l ' I n s t i t u t  d e  Médecine  T r o p i c a l e  d ' A n v e r s  

Nous a v o n s  s é l e c t i o n n é  l e  t y p e  a n t i g é n i q u e  AnTat 1.1 A d o n t  l e  

c l o n a g e  a  é t é  e f f e c t u é  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  r a p p e l é  f i g u r e  1 2 ,  q u i  

m o n t r e  l ' o r i g i n e  s a u v a g e  du  p a r a s i t e  ( p r é l è v e m e n t  i n i t i a l  s u r  

a n t i l o p e )  e t  l e  p r o c e s s u s  r e t e n u  p o u r  l ' a d a p t a t i o n  s u r  r o n g e u r s  

( s o u r i s ,  r a t ) .  

L e  s t a b i l a t  p a r a s i t a i r e ,  c o n s e r v é  a -80°C,  n é c e s s i t e  u n e  

r é a c t i v a t i o n  s u r  s o u r i s .  Le d é v e l o p p e m e n t  d e  l a  p a r a s i t é m i e  s u r  

s o u r i s  s ' e f f e c t u e  t r è s  r a p i d e m e n t .  Deux j o u r s  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n  

( f i g u r e  1 3 ) ,  l a  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  p a r a s i t e s  d e v i e n t  t r è s  

i m p o r t a n t e  d o n n a n t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  p r o t o z o a i r e s  d e  l ' o r d r e  

d e  500 à 600 .10B t r y p a n o s o m e s / m l  d e  s a n g ,  n u m é r a t i o n  f a i t e  s e l o n  

l a  méthode d'HERBERT e t  LUMDSEN 1976 ( 5 3 ) .  

L e s  s o u r i s  s o n t  s a c r i f i é e s  à 4 8  h e u r e s  d ' é v o l u t i o n  p o u r  é v i t e r  

t o u t  r i s q u e  d e  v a r i a t i o n  a n t i g é n i q u e  e t  d i s p o s e r  d ' u n e  p o p u l a t i o n  

s é r o l o g i q u e  homogène. Le s a n g  d e  s o u r i s  p r é l e v é  p a r  p o n c t i o n  

c a r d i a q u e  e s t  a l o r s  d i l u é  en  tampon p h o s p h a t e  g l u c o s é  (PSG) CNaCl 

44mM, NaH2P04 3mM, Na2HP04 57mM, g l u c o s e  0 . 1 % )  p o u r  o b t e n i r  une  

s u s p e n s i o n  é q u i v a l e n t  à 1 0 . 1 0 @  c e l l u l e s / m l .  

Dans l e  p r o t o c o l e  d e s  r a t s  : 

- 9 r a t s  m â l e s  d e  400  à 600  grammes a g é s  d e  10  m o i s  s o n t  

i n f e s t é s  p a r  5 0 . 1 0 6  t r y p a n o s o m e s  i n j e c t é s  P a r  v o i e  

i n t r a p é r i t o n é a l e  s o u s  un volume d e  5 m l  d e  s a n g  d e  s o u r i s  d i l u é s  

e n  tampon PSG 

- 8  r a t s  d e  même â g e  e t  même p o i d s  c o n s i d é r é s  comme an imaux  

t é m o i n s  o n t  r e ç u  5ml d ' u n  mélange  s a n g  d e  s o u r i s  sa ine /PSG ( 1 : 8  

V/V). C e t t e  s o l u t i o n  r e p r é s e n t e  un é q u i v a l e n t  d e  l a  q u a n t i t é  d e  

s a n g  d e  s o u r i s  i n t r o d u i t e  l o r s  d e  l ' i n f e s t a t i o n  e x p é r i m e n t a l e .  

L e s  animaux s o n t  s a c r i f i é s  3 j o u r s  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n .  Le 

m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  e s t  c o n s e r v é  c o n g e l é  j u s q u ' a u  moment d e s  

d o s a g e s .  

b )  E x p r e s s i o n  d e s  r é s u l t a t s  c o n c e r n a n t  l e s  v a r i a t i o n s  d e s  

t a u x  hormonaux t i s s u l a i r e s  e t  s é r i q u e s  

Dans l e s  t e x t e s  ou l e s  t a b l e a u x ,  l e s  v a l e u r s  s o n t  accompagnées  

d e  l ' e r r e u r  t y p e  à l a  moyenne. La d é t e r m i n a t i o n  du d e g r é  d e  
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CLONAGE DU VARIANT A n T a t  1.1 A DE T.b.brucei 

ANTILOPE 

Tragelaphus scriptus 

souris 

E A T R Ü  1125 

ITMAS 09 12 83 A 

: AnTat 1.1 : 

EATR0:East African Trypanosomiasis Research Organisation. 

1TMAS:Institute Tropical Medecine Antwerpenstock. 



P R O F I L  D ' U N E  P A R A S I T E H I E  A I G U E  D E V E L O P P E E  P A R  

T. b .  brucei, V A R I A N T  A n T a t  1.1 A H U L T I P L I E  S U R  

S O U R I S  

* 
1 p h a s e  de. latence 

I 
inoculation 

A 

500- 

400. 

300- 

200- 

100- 

50,. 

N u m é r a t i o n  e f f e c t u é e  s u r  3 s o u r i s  i n f e s t é e s  . 

L a  v a l e u r  r e t e n u e  é t a n t  l a  moyenne d e s  3 c o m p t a g e s .  

* 
10 2 O 3 O 40 

l 
heures 

+ b 

~ h a s o  d e  multiplication 



s i g n i f i c a t i o n  d e s  v a r i a t i o n s  c o n s t a t é e s  ( d ' a p r è s  l a  p r o b a b i l i t é  

e x i s t a n t e  p o u r  q u e  d e u x  m e s u r e s  s o i e n t  i d e n t i q u e s )  e s t  c a l c u l é e  

s u i v a n t  l a  méthode d u  t e s t - t  d e  STUDENT-FISCHER c o n c e r n a n t  l a  

c o m p a r a i s o n  d e  d e u x  s é r i e s  d e  m e s u r e s  (mé thode  d é c r i t e  à p r o p o s  d e  

l a  s e n s i b i l i t é  d e s  d o s a g e s  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e ) .  Une 

v a r i a t i o n  e s t  d i t e  s i g n i f i c a t i v e  s i  P < 0 . 0 5 .  

c )  R é s u l t a t s  

L e s  r é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e s  hormones 

s t é r o i d i e n n e s  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  s é r i q u e s  e t  h y p o p h y s a i r e s  d e s  

r a t s  a g é s  d e  p l u s  d e  10  m o i s  i n f e s t é s  e t  s a i n s  s o n t  r é s u m é s  d a n s  

l e  t a b l e a u  V I .  

a )  Dosages  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e s  hormones  s t é r o ï d i e n n e s  

s e x u e l l e s  

* O e s t r a d i o l  

L e s  v a l e u r s  n o r m a l e s  d ' o e s t r a d i o l  c o r r e s p o n d a n t  à l a  s é r i e  

t é m o i n  s ' i n s c r i v e n t  d a n s  l e s  l i m i t e s  d e  4 à 1 0  ng /ml .  Le t a u x  

moyen c a l c u l é  e s t  d e  7 . 5  t 0 . 8  ng /ml .  On p e u t  n o t e r  q u e  c e t t e  

v a l e u r  p a s s e  à 3 . 0 1  + 0 . 7 6  ng/ml a p r è s  3  j o u r s  d e  p a r a s i t é m i e .  

S u r  8 an imaux  i n f e s t é s  n o u s  o b s e r v o n s  : 

- 2 c a s  où l e s  v a l e u r s  d ' o e s t r a d i o l  n ' o n t  pu ê t r e  d é t e r m i n é e s  

c a r  en  d e s s o u s  du s e u i l  d e  d é t e c t i o n  d e  l a  méthode 

- 2 c a s  où l e s  c o n c e n t r a t i o n s  s o n t  i n f é r i e u r e s  à l a  v a l e u r  

n o r m a l e  l a  p l u s  b a s s e  

- 4 c a s  où l e s  t a u x s e  s i t u e n t  d a n s  l a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  

n o r m a l e .  La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  d e u x  s é r i e s  d e  m e s u r e  e s t  

h a u t e m e n t  s i g n i f i c a t i v e  ( P < 0 . 0 1 ) .  

L a  p a r a s i t é m i e  a i g ü e  p r o v o q u e  d o n c  c h e z  l e  r a t  m â l e  u n e  d i m i n u t i o n  

t r è s  i m p o r t a n t e  du  t a u x  d ' o e s t r a d i o l  c i r c u l a n t .  

* T e s t o s t é r o n e  

L e s  v a l e u r s  d e  t e s t o s t é r o n é m i e  t r o u v é e s  d a n s  l a  s é r i e  t émoin  

s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  0 . 2 4  e t  3 . 0 4  yg/ml a v e c  u n e  v a l e u r  moyenne d e  

1 . 2 4  + 0 . 3 2  pg/ml .  On n o t e  u n e  v a r i a t i o n  i n d i v i d u e l l e  i m p o r t a n t e  

d a n s  l a  s é r i e  d e s  animaux t é m o i n s .  



BILAN ENDOCRINIEN DE BASE DES RATS AGES DE 10 MOIS 

INFESTES OU NON PAR T - b - b r u c e i  A n T a t  1.1 A 

* - s te- d e  s o u r i s  ": 

r a t s  TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( ~ g / n l )  (ng /n l>  (ng/ml) ( w ! / ~ Y P o P ~ Y ~ ~ )  (ng/ml) 

(vg/h~l?ophyse)  

MOYENNE 1.24 7.5 355.4 36.5 + 0.32 f 0.8 + 19.8 + 4.3 

Rats i n f e s t é s :  

r a t s  TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( vg /n l )  <ng/ml) (vg/hypophyseb ( n g / n l )  

(vg /  y ~ o p h y s e )  ...................................................................... 
1 0.54 >O - 005 284 29.3 365.2 18 
2 0.42 5 304 41.8 200 3.12 
3 O. 99 4 308 74 479.4 35.71 
4 O. 61 266 37.9 136.8 6.49 

:-5 5 0.71 297 38.4 134.9 16.37 
6 O. 6 >O. 005 376 95.1 252.9 19.83 
7 0.36 5 312.5 35.31 679.3 14.21 
8 0.74 3.5 22.54 411.6 14.33 
9 25.7 460.25 

HOYENNE 0.62 
f 0.06 

PROBA- P>0.1 P<0.01 O.l<P<0.05 P>0-1 Pt0.01 P>O.l 
B I L I T E  non s i g n i f .  non non s i g n i f .  non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  



P o u r  l a  s é r i e  d ' a n i m a u x  p a r a s i t é s ,  t o u t e s  l e s  v a l e u r s  d e  

t e s t o s t é r o n e  se  s i t u e n t  e n  d e s s o u s  d e  1 p g / m l ,  l a  moyenne d e s  

v a l e u r s  s e  s i t u a n t  à 0 . 6 2  I 0 . 0 6  pg/ml e t  m e t t a n t  e n  é v i d e n c e  u n e  

d i m i n u t i o n  t r è s  s e n s i b l e  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  a u  c o u r s  d e  

l ' i n f e s t a t i o n  d u  r a t .  L e s  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  

o b s e r v é e s  d a n s  l a  s é r i e  t é m o i n  e x p l i q u e n t  l e  r é s u l t a t  n o n  

s i g n i f i c a t i f  d u  t e s t  s t a t i s t i q u e .  

T o u t e f o i s ,  n o u s  c o n s t a t o n s  q u e  l a  s é c r é t i o n  g o n a d i q u e  p e r ç u e  

t a n t  p o u r  l ' o e s t r a d i o l  c i r c u l a n t  q u e  p o u r  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  e s t  

r a p i d e m e n t  m o d i f i é e  a p r è s  i n j e c t i o n  d e  t r y p a n o s o m e s ,  l ' e n s e m b l e  

d e s  a n i m a u x  i n f e s t é s  p r é s e n t a n t  un  h y ~ o ~ o n u .  

C e s  h y p o f o n c t i o n n e m e n t s  g o n a d i q u e s  p e u v e n t  ê t r e ,  e n  h y p o t h è s e ,  

s o i t  d  ' o r i g i n e  h a u t e  p a r  d y s f o n c t i o n n e m e n t  d e  l a  commande 

h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s a i r e ,  s o i t  d ' o r i g i n e  b a s s e  p a r  a l t é r a t i o n  d e  

l a  f o n c t i o n  e n d o c r i n e  t e s t i c u l a i r e .  

P o u r  a f f i r m e r  ou i n f i r m e r  c e t t e  d e r n i è r e  h y p o t h è s e ,  n o u s  a v o n s  

e f f e c t u é  un examen h i s t o l o g i q u e  c o m p a r a t i f  d e  t e s t i c u l e s  p r o v e n a n t  

d e  r a t s  s a i n s  e t  d e  r a t s  p a r a s i t é s .  L e s  e x a m e n s  m i c r o s c o p i q u e s  s u r  

c o u p e s  d e  t e s t i c u l e s  ( p l a n c h e  1 ) ,  n ' o n t  p a s  r é v é l é  d ' a n o m a l i e s  

m o r p h o l o g i q u e s  m a j e u r e s :  l e s  c e l l u l e s  d e  L e y d i g  a i n s i  q u e  l e s  

c a n a u x  s é m i n i f è r e s  n e  p r é s e n t a n t  a u c u n e  l é s i o n  a p p a r e n t e .  

Nous a v o n s  d o n c  r e c h e r c h é  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d ' u n e  o r i g i n e  

h a u t e  p a r  d y s f o n c t i o n  h y p o t h a l a m i q u e  e t / o u  h y p o p h y s a i r e .  La  

p r e m i è r e  e x p l o r a t i o n  e n t r e p r i s e  a é t é  c e l l e  d u  d o s a g e  d e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  LH e t  FSH d a n s  l e  s é r u m  e t  l ' h y p o p h y s e  d e s  

a n i m a u x .  

P )  D o s a g e s  r a d i o i m m u n o l g i q u e s  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  seri-  

q u e s  

L e s  t a u x  moyens d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  o n t  é t é  e s t i m é s  

a : 

- 18 .9  i 3 . 9  ng/ml p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n  

- 1 6 . 0  i 3 . 4 5  ng/ml p o u r  l a  s é r i e  d ' a n i m a u x  i n f e s t é s .  

L a  d i f f é r e n c e  c o n s t a t é e  e n t r e  c e s  d e u x  s é r i e s  n ' e s t  p a s  



ASPECT HICROSCOPIQUE DU TESTICULE D'UN 

RAT SAIN ( a )  ET D'UN RAT INFESTE (b) 

GROSSISSEMENT X70 

L : cellules de LEYDIG 

T : tubes séminifères 

Ca comparaison d e s  deux microphotographies  n e  montre aucune 

d i f f é r e n c e  n o t a b l e  





s i g n i f i c a t i v e .  N o t o n s  c e p e n d a n t  q u e  d e s  v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  

t r è s  i m p o r t a n t e s  r e n d e n t  d i f f i c i l e  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s .  

A i n s i ,  à p a r t i r  d e s  8 é c h a n t i l l o n s  s a n g u i n s  i s s u s  d ' a n i m a u x  

p a r a s i t é s ,  n o u s  a v o n s  r e l e v é  d e u x  c a s  où  l e  t a u x  d e  LH s é r i q u e  e s t  

t r è s  d i f f é r e n t ,  c ' e s t  à d i r e  : 

- un t a u x  f o r t e m e n t  a b a i s s é  à 3 . 2  ng/ml 

- ou un  t a u x  à 3 5 . 7 1  ng/ml  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  v a l e u r  t r è s  

s u p é r i e u r e  a u  t a u x  n o r m a l  l e  p l u s  é l e v é  r e n c o n t r é  d a n s  l e  g r o u p e  

t é m o i n .  

C e s  r é s u l t a t s  p e u v e n t  ê t r e  c o n f i r m é  a u  r e g a r d  d e s  d o s a g e s  d e  l a  

t e s t o s t é r o n e  o ù ,  r e s p e c t i v e m e n t ,  n o u s  r e t r o u v o n s  l e s  v a l e u r s  d e  

0 . 4 2  pg/ml d a n s  l e  p r e m i e r  c a s  e t  d e  0 . 9 9  m l  d a n s  l e  

s e c o n d . M a i s  c e t t e  s i t u a t i o n  n e  p e u t  ê t r e  g é n é r a l i s é e ,  e n  e f f e t ,  

p o u r  u n e  v a l e u r  d e  LH n o r m a l e ,  d e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  r e t r o u v é s  

p e u v e n t  v a r i e r  d a n s  d e s  l i m i t e s  t r è s  l a r g e s .  

I l  s e m b l e  d o n c  q u e  l e  d o s a g e  d e  LH s é r i q u e ,  s ' i l  p e u t  d a n s  

c e r t a i n e s  s i t u a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s ,  r e n d r e  c o m p t e  d u  d é f i c i t  e n  

t e s t o s t é r o n e ,  i l  p e u t  ê t r e  e n  d é f a u t  e t  p o s e r  a l o r s  un p r o b l è m e  

d ' i n t e r p r é t a t i o n .  

P o u r  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s ,  l e s  t a u x  d e  FSH s é r i q u e  s e  s i t u e n t  

e n t r e  270 e t  4 2 3  ng/ml  a v e c  un  t a u x  moyen d e  3 5 5 . 4  i 1 9 . 8  ng /ml .  

P o u r  l e s  a n i m a u x  i n f e s t é s , c e t  i n t e r v a l l e  e s t  p l u s  r é d u i t  e t  v a u t  

266  à 3 7 6  ng/ml  c o r r e s p o n d a n t  à un t a u x  moyen d e  5 0 6 , ô  2 

1 3 . 0 n g / m l .  

Comme d a n s  l e  c a s  d e  l a .  LH, on  c o n s t a t e  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  

v a l e u r  moyenne d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e ,  mais c e t t e  v a r i a t i o n  

n ' a p p a r a î t  p a s  s i g n i f i c a t i v e  p a r  l e  c a l c u l  s t a t i s t i q u e .  

De c e s  r é s u l t a t s ,  i l  s e m b l e  d o n c  q u e  l a  d i m i n u t i o n  d e s  hormones  

s t é r o ï d e s  s e x u e l l e s  ( t e s t o s t é r o n e ,  o e s t r a d i o l )  c o n s t a t é e  d u r a n t  

l ' i n f e s t a t i o n  p a r  T . h . b r i i c e i  c h e z  l e  r a t  n e  s o i t  p a s  l i é e  

appa remment  à un d é f i c i t  e n  g o n a d o s t i m u l i n e s  s é r i q u e s  (LH, FSH) 

q u i  d e m e u r e n t  d a n s  l a  z o n e  d e  v a l e u r s  s e n s i b l e m e n t  n o r m a l e s .  

L e s  d o s a g e s  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  e t  d e  l a  

g o n a d o l i b é r i n e  h y p o t h a l a m i q u e  (LH-RH) d e s  mêmes a n i m a u x  o n t  été 

a l o r s  e f f e c t u é s .  



6) Dosages radioimmunologiques des gonadostimulines 

hypophysaires 

Réalisés à partir d'hypophyses de rats sains, les dosages 

radioimmunologiques de LH hypophysaire ont fixé les valeurs 

normales entre 129.5 et 255.8 pg de LH par hypophyse, le taux 

moyen étant estimé à 176.1 I 18.9 pg/hypophyse. 

Chez les animaux infestés, ces valeurs sont augmentées dans 5 

cas sur 9 et chez un animal l'augmentation de LH hypophysaire est 

corrélée avec un taux élevé de LH sérique. Pour le groupe 

d'animaux infestés, le taux moyen de LH hypophysaire de 346.7 I 

60.6 pg/hypophyse en démontre l'augmentation significative à 

P<U.  01. 

La variation de FSH hypophysaire est plus nuancée. Le taux 

moyen de 36.5 I 4.3 pg/hypophyse pour le groupe d'animaux témoins 

passe à 44.4 I 8.0 ~g/hypophyse durant la phase croissante de 

parasitémie. 

Ainsi,à partir des résultats de ces dosages 

radioimmunologiques des gonadostimulines hypophysaires, nous 

retiendrons une augmentation significative des taux de LH et 

une augmentation plus discrète pour la FSH. 

La synthèse des deux stimulines hypophysaires étant sous la 

dépendance de la gonadolibérine (LH-RH), nous avons effectué le 

dosage radioimmunologique de cette neurohormone dans le matériel 

hypothalamique prélevé. 

@ )  Dosage radioimmunolgique de la gonadolibérine 

Les taux de LH-RH exprimés en pg/hypothalamus figurent dans le 

tableau VII. Les valeurs moyennes de 3.1 I 0.2 pg/hypothalamus 

pour la série témoin et de 3.0 I 0.2 pg/hypothalamus chez les 

animaux infestés ne montrent pas de variation du contenu 

hypothalamique. 



DOSAGE RADIOIHHUNOLOGIQUE DE LA (LH-RH) 

DES ANIMAUX SAINS ET PARASITES 

rats  a g é s  de 10 mois 

sang de s o u r i s  

MOYENNE 

r a t s  a g é s  de 10 mois 

i n f e s t é s  

HOYENNE 

PROBABILITE 

LH-RH 

ng/hypothalanus 

LH-RH 

ng/hypothalamus 

1 . 5  

3 . 5  

2 . 5  

2.2 

3 . 5  

3 . 4  

4 . 0  

2 . 9  

3 . 0  

P>0 .1  
non s i g n i f .  



C e p e n d a n t ,  on  s a i t  q u e  l a  s é c r é t i o n  d e  LH-RH s ' e f f e c t u e  d e  f a ç o n  

p u l s a t i l e ,  s e l o n  un t r a n s p o r t  a x o n a l ,  l a  f o n c t i o n  d e  l a  

n e u r o s é c r é t i o n  d e p e n d a n t  d e  sa r é c e p t i o n  h y p o p h y s a i r e .  Dès  l o r s ,  

l e s  d o s a g e s  d e  l a  g o n a d o l i b é r i n e  n e  p e u v e n t  r e n d r e  c o m p t e  d e  

l ' e f f e t  r é e l  s u r  l ' h y p o p h y s e  d e  l a  n e u r o h o r m o n e  d o s é e .  Néanmoins ,  

n o u s  p o u v o n s  p a r  c e t t e  a p p r o c h e  t i s s u l a i r e ,  é l i m i n e r  u n e  a n o m a l i e  

d e  p r o d u c t i o n  h y p o t h a l a m i q u e  d e  l a  n e u r o s é c r é t i o n  g o n a d o t r o p e .  

d )  C o n c l u s i o n  

C e t t e  é t u d e  d e  l ' a x e  hypo tha lamo-hypophyso-gonad ique  d e  r a t  

t r y p a n o s o m e  met  e n  é v i d e n c e  c h e z  l e  r a t  m â l e  d e  400-600 g ,  un 
l l a t t e s t é g e n e s e  

. . , .. . . 

t e s t i c i l l a i r e  a c c o m ~ a a n é e  d ' u n e  s v n t h è s e r e  d e  J s H  a c c r l i e  . . n-n t r a d i l i t e  au  s e r l a u e .  

Aucun changemen t  d e s  t a u x  d e s  d e u x  s t i m u l i n e s  s é r i q u e s  LH e t  FSH 

n ' e s t  e n  e f f e t  n o t é  c e  q u i  amène à é v o q u e r  d i f f é r e n t e s  h y p o t h è -  

s e s  : 

1 )  Anomal i e  d e  " s é c r é t i o n  h y p o p h y s a i r e "  = La  LH e t  l a  FSH e n  

r é p o n s e  à l ' h y p o g o n a d i s m e  s e r a i e n t  s y n t h é t i s é e s  e n  q u a n t i t é  

i m p o r t a n t e  mais non t o t a l e m e n t  e x c r é t é e s  d a n s  l e  s é r u m  

2 )  Anomal i e  " m o l é c u l a i r e "  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  = l ' h y p o p h y s e  

e n  r é p o n s e  à l ' h y p o g o n a d i s m e  p r o d u i t  e n  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  u n e  LH 

e t  u n e  FSH d o n t  l a  s t r u c t u r e  e s t  m o d i f i é e  q u i  p r o v o q u e  u n e  

s i t u a t i o n  p a r  d é f a u t  d ' u n  p r i n c i p e  g o n a d o t r o p e  non  ou  m o i n s  

f o n c t i o n n e l .  

On n e  p e u t  é l i m i n e r  l ' é v e n t u a l i t é  d ' u n e  s y n t h è s e  h y p o p h y s a i r e  

a c c r u e  d e  LH/FSH q u i  s e r a i t  n o r m a l e m e n t  e x c r é t é e  mais d o n t  l e s  

f o r m e s  c i r c u l a n t e s  s e r a i e n t  r a p i d e m e n t  d é g r a d é e s  e t  s o u s - e s t i m é e s .  

P o u r  é l i m i n e r  l a  n o t i o n  d ' â g e  moyen d e s  r a t s  u t i l i s é s  d a n s  l e  

p r o t o c o l e  i n i t i a l  e t  l ' i n f l u e n c e  é v e n t u e l l e  c h e z  c e r t a i n s  s u j e t s  

d ' u n  é t a t  d e  p r é - a n d r o p a u s e ,  n o u s  a v o n s  c o m p l é t é  l ' é t u d e  p a r  l ' a p -  

p l i c a t i o n  du  même p r o t o c o l e  à d e s  r a t s  j e u n e s  d e  45 j o u r s  

i n f e s t é s  p a r  l e  même v a r i a n t  d e  T . b . b r u c e i  (AnTa t  1 . 1  A ) .  



3) E t u d e d e s o c r i n i e n n e s  sur rnts 
. . 

es ' 

A U  

a) Matériel biologique animal et mode d'infestation 

Huit rats agés de 45 jours de poids compris entre 280 et 300 g 

ont été infestés par 25.106 trypanosomes préalablement multipliés 

sur souris. 

Douze rats de même âge et de même taille ont servi de témoins et 

ont été répartis comme suit : 6 rats n'ayant reçu aucun traitement 

(rats sains), et 6 rats ayant reçu, 3 jours avant le sacrifice, la 

même quantité de sang de souris saine que les animaux infestés. 

Après 3 jours d'infestation, un contrôle de la parasitémie 

montre un taux de 200.10s trypanosomes par ml pour chaque animal 

parasité. 

Après sacrifice, le sang et l'hypophyse de chaque rat ont 5té 

prélevés en vue des dosages. 

b )  Résultats 

Les résultats des dosages radioimmunologiques sont résumés dans 

le tableau VIII. 

a) Dosages radioimmunologiques des hormones stéroï- 

diennes sexuelles 

* Dosage de l'oestradiol 

Les concentrations moyennes des deux séries "témoins" (rats 

sains et rats sang de souris) sont respectivement de 5 .83  5 

0.3ng/ml et de 7 . 0  I 0 .44  ng/ml. La différence constatée justifie 

les précautions supplémentaires prises dans ce protocole à savoir 

le stress dans l'interprétation des résultats. 

L'injection d'une quantité de sang de souris provoque en effet 

une légère augmentation mais non significative du taux 

d'oestradiol. 

Pour la majorité des animaux infestés (7 cas sur 8), les valeurs 

d'oestradiol sont demeurées inchangées. La moyenne des valeurs se 



BILAN ENDOCRINIEN DE BASE DES RATS DE 45 JOURS 

INFESTES OU NON PAR T . b . b r u c e i  v a r i a n t  A n T a t  1.1 A 

ts sains: 

R a t s  TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
(wg/ml) (ng /n l>  (ng/ml > ( ) i g / h ~ ~ o ~ h ~ s e b  !ng/ml) 

Y P O P ~ Y S ~  ...................................................................... 

MOYENNE 4.34 5.83 
f: 0.82 f: 0.3 

Jeunes r a t s  k ~ c u l é s  avec l e  sami de  s o u r i s  s a i n e s :  

rats TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
(wg/ml) (ng/ml) (ng/ml) ( W ~ / ~ Y P ~ P ~ Y S ~ )  (ng/ml) 

( w g / h ~ ~ o ~ h ~ s e  .................................................................. 

HOYENNE 4.84 + 1.7 

s a t s  i n f e s t é s :  

rats TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( w g / m l )  (ng/ml> (ng /n l>  (wg/hypophyse ( n g / n l )  

(wg/hypophyse) .................................................................. 

MOYENNE 3.92 6.25 975.2 113.2 
f: 0.56 f 0.59 + 150.8 + 16.5 

PROBA- P>0.1 P>O.l P>O. 1 P>O.l 
B I L I T E  non non non non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  

P>O.1 P<0.05 
non s i g n i f .  
s i g n i f .  



s i t u e  a 6 . 2 5  I 0 . 5 9  ng /ml ,  r é s u l t a t  non s i g n i f i c a t i f  e t  

i n t e r m é d i a i r e  e n t r e  l e s  2 s é r i e s  d e  r a t s  t é m o i n s .  

* D o s a g e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  

L ' e x p e r i m e n t a t i o n  menée s u r  j e u n e s  ra t s  m o n t r e  d e  g r a n d e s  

v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  d a n s  l e  d o s a g e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e .  Chez  l e  

r a t  d e  280-300  g , l a  t e s t o s t é r o n 6 m i e  v a r i e  e n  e f f e t  d e  2 . 4 5  pg/ml a 

7 . 2 6  pg /ml .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  e s t  r e t r o u v é e  p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n  

a y a n t  r e ç u  u n e  i n j e c t i o n  d e  s a n g  d e  s o u r i s  non  p a r a s i t é e  ( t a u x  

a l l a n t  d e  1 . 5 7  ug/ml  à 11.1 u g / m l ) .  

L e s  moyennes  d e s  d o s a g e s  d e s  d e u x  s s r i e s  s o n t  c e p e n d a n t  p r o c h e s :  

r e s p e c t i v e m e n t  d e  3 . 3 4  t 0 . 8 2  pg/ml  p o u r  l e s  a n i m a u x  s a i n s  e t  d e  

4 . 5 4  + 1.7 ~ g / m l  p o u r  l e s  r a t s  " s a n g  d e  s o u r i s "  e t  n e  s o n t  p a s  

s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e s .  

Chez  l e s  a n i m a u x  p a r a s i t é s  on c o n s t a t e  u n e  f s i b l e  d i m i n u t i o n  

é g a l e m e n t  non  s i g n i f i c a t i v e ,  a v e c  u n e  c o n c e n t r a t i o n  moyenne  d e  

t e s t o s t é r o n e  d e  3 . 9 2  I 0 . 5 6  p g / m l .  N o t o n s  t o u t e f o i s  q u e  ce s  t a u x  

s e  s i t u e n t  d a n s  d e s  v a l e u r s  n o r m a l e s  b a s s e s .  

Le b i l a n  e n d o c r i n i e n  à 3 j o u r s  e s t  d o n c  c h e z  l e s  r a t s  d e  c e t t e  

s é r i e  t r o p  p r é m a t u r é  p o u r  e n t r a i n e r  d e  p r o f o n d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  

l a  s é c r é t i o n  g o n a d i q u e ,  l e s  r i s q u e s  d e  m o r t  d e s  a n i m a u x  a u  d e l à  du  

t r o i s i è m e  j o u r ,  n o u s  o n t  c e p e n d a n t  o b l i g é  à r e t e n i r  ce d é l a i ,  

c e t t e  t r a n c h e  d ' e x p é r i e n c e  a u r a  c e p e n d a n t  l e  g r a n d  i n t é r ê t  d e  

m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l a  " r é a c t i v i t é "  d i f f é r e n t e  s e l o n  l ' â g e  d e s  

a n i m a u x  i n f e s t é s .  

P )  D o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  g o n a d o s t  i n u l i n e s  

s é r i q u e s  

* D o s a g e  d e  l a  LH s é r i q u e  

L e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

c i r u l a n t e  d o n n e n t  l e s  v a l e u r s  m o y e n n é e s  s u i v a n t e s  : 

- 4 0 . 8  f 0 . 5  ng /ml  p o u r  l e s  r a t s  s a i n s  

- 2 9 . 3  f 0 . 8  ng/ml  p o u r  l e s  r a t s  " s a n g  d e  s o u r i s " .  

Dans  c e  d e r n i e r  g r o u p e  d ' a n i m a u x ,  n o u s  a v o n s  r e l e v é  d e s  v a l e u r s  



t r è s  é l o i g n é e s  d e  9 . 9  à 6 9 . 7  ng /ml .  

La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  moyennes d e  LH d e s  2 

s é r i e s  d e  m e s u r e s  p e u t  p a r a î t r e  i m p o r t a n t e  m a i s  s ' a v è r e  non 

s i g n i f i c a t i v e  p a r  l a  méthode d u  t e s t - t  q u i  t i e n t  compte  d e  chacune  

d e s  v a l e u r s  e x p é r i m e n t a l e s .  

Chez l e s  animaux p a r a s i t é s ,  n o u s  a v o n s  o b s e r v é  une  d i m i n u t i o n  

n e t t e  d e s  t a u x  d 'hormone  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e .  A l ' e x c e p t i o n  d ' u n  

c a s  ( 3 5 . 8 7  n g / m l ) ,  p o u r  l ' e n s e m b l e  d e s  animaux l a  LH s é r i q u e  e s t  

t r è s  a b a i s s é e .  Ces  v a l e u r s  e x t r è m e s  c o n s t a t é e s  é t a n t  c o m p r i s e s  

e n t r e  1 . 1 9  e t  1 6 . 9  ng/ml .  Le t a u x  moyen c a l c u l é  p o u r  ce g r o u p e  

d ' a n i m a u x  s ' é l è v e  à 1 5 . 2  f 0 . 3 5  ng/ml .  

L e s  v a r i a t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  s é r i e s  d e  m e s u r e s  ( r a t s  

p a r a s i t é s / r a t s  s a i n s  e t  r a t s  p a r a s i t é s / r a t s  " s a n g  d e  s o u r i s " )  s o n t  

s i g n i f i c a t i v e s  a v e c  u n e  v a l e u r  d e  P < 0 . 0 1  e t  P c 0 . 0 5  r e s p e c t i v e m e n t .  

On c o n s t a t e  c e p e n d a n t  q u e  l e s  t a u x  f a i b l e s  d e  LH c i r c u l a n t e  n e  

s o n t  p a s  s y s t é m a t i q u e m e n t  a s s o c i é s  a d e  f a i b l e s  v a l e u r s  d e  

t e s t o s t é r o n e .  C e c i  p e u t  ê t r e  i l l u s t r é  p a r  une o b s e r v a t i o n  t y p e  où 

l a  LH e s t  q u a n t i f i é e  à 1 . 1 9  ng/ml t a n d i s  q u e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  s e  

s i t u e  d a n s  l e s  l imi t e s  n o r m a l e s  2 . 9 5  ~ g / m l .  

* Dosage d e  l a  FSH s é r i q u e  

L e s  v a l e u r s  d e  FSH c i r c u l a n t e  s o n t  é g a l e m e n t  t r è s  v a r i a b l e s  

d ' u n  a n i m a l  à l ' a u t r e .  Chez l e s  animaux s a i n s ,  l e s  t a u x  v a r i e n t  d e  

385 ng/ml à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  3 f o i s  p l u s  é l e v é e s  à 1253  ng/ml.  

La moyenne c a l c u l é e  p o u r  c e t t e  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e  e s t  d e  7 6 1 . 1  f 

1 3 5 . 6  ng /ml .  

Les v a r i a t i o n s  s o n t  t o u t e s  a u s s i  i m p o r t a n t e s  d a n s  l e s  deux  

a u t r e s  s é r i e s  e x p é r i m e n t a l e s .  Les  v a l e u r s  moyennées  é t a n t  : 

- 8 3 5 . 6  2 9 1 . 7  ng/ml c h e z  l e s  animaux " s a n g  d e  s o u r i s "  

- 9 7 5 . 2  i 1 5 0 . 8  ng/ml c h e z  l es  animaux p a r a s i t é s .  

Dans c e  d e r n i e r  g r o u p e  d ' a n i m a u x ,  s i g n a l o n s  deux  v a l e u r s  

f o r t e m e n t  a u g m e n t é e s  r e s p e c t i v e m e n t  1649 e t  1777 ng /ml .  

T o u t e f o i s ,  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  FSH s é r i q u e  n ' e s t  p a s  

s i g n i f i c a t i v e  ( P > 0 . 1 )  en  c o m p a r a i s o n  s t a t i s t i q u e  d e s  v a l e u r s  

moyennes .  



. . . . Au t o t a l ,  I i n f e s t a t i o n  w a x A x y p a n o s o m e  w r o v o a u e  s a n s  e a u v o a u  

n t e  d a n s  l a  m a j o r i t é  d e s  c a s  
. . 

( 6  r a t s  s u r  8 )  a l o r s  q u e  l e s e  FSH s e r i a u e  r e s t e n t  

stables. On w n i ~ r r a i t  r a w ~ o r t e r  l a  f a i b l e  i m i n u t  i o n  
. . 

. . . . 
. t s s L a z b é r o n e  a 1 a ~ w a r i t i o n  t r o ~  r i n s u f f i s a n c e  

a-. 

6 )  Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  hypo- 

p h y s a i r e s  

* Dosage  d e  l a  LH h y p o p h y s a i r e  

La  moyenne d e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l a  LH 

h y p o p h y s a i r e  d a n s  c h a c u n e  d e s  s é r i e s  e x p é r i m e n t a l e s ,  e x p r i m é e  p a r  

h y p o p h y s e  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

- 9 9 . 5  I 5 . 0  pg  p o u r  l e s  r a t s  s a i n s  

- 1 1 6 . 8  I 1 4 . 2  pg  p o u r  l e s  r a t s  " s a n g  d e  s o u r i s "  

- 1 0 1 . 5  I 1 1 . 5  pg  p o u r  l e s  r a t s  i n f e s t é s  

B i e n  q u e  l e s  v a l e u r s  moyennes  s o i e n t  s e n s i b l e m e n t  i d e n t i q u e s ,  on 

n o t e r a  d a n s  l a  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e  c o n c e r n a n t  l e s  r a t s  p a r a s i t é s ,  3 

a n i m a u x  d o n t  l e s  v a l e u r s  h y p o p h y s a i r e s  ( 6 9 . 1 9 ,  6 9 . 5  e t  

7 Z . ? p g / h y p o p h y s e )  s o n t  e n  d e ç à  d e  l a  v a l e u r  n o r m a l e  l a  p l u s  b a s s e  

r e l e v é e  c h e z  l e s  a n i m a u x  s a i n s .  Deux d e  c e s  v a l e u r s  ( 6 9 . 1 9  e t  

6 $ . 5 p g / h y p o p h y s e )  s o n t  é g a l e m e n t  i n f é r i e u r e s  a u  t a u x  l e  p l u s  f a i b l e  

n o t é  d a n s  l a  s é r i e  t é m o i n  " s a n g  d e  s o u r i s " .  

C e s  v a r i a t i o n s  n e  s o n t  c e p e n d a n t  p a s  s u f f i s a n t e s  p o u r  c o n c l u r e  à 

u n e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  s é r i e s  d e  

m e s u r e s .  

* Dosage  d e  l a  FSH h y p o p h y s a i r e  

L e s  v a r i a t i o n s  d a n s  l e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e  l a  FSH 

h y p o p h y s a i r e  s o n t  t o u t e s  a u s s i  i m p o r t a n t e s .  

Dans  l a  s é r i e  t é m o i n  r a t s  s a i n s  l e s  v a l e u r s  v a r i e n t  d e  6 2  à 

142 p g / h y p o p h y s e  e t  d e  9 6  à 1 7 4  pg /hypophyse  c h e z  l e s  r a t s  " s a n g  d e  

s o u r i s " .  

Nous a v o n s  r e l e v é  chez. l e s  r a t s  p a r a s i t é s ,  d e u x  c o n c e n t r a t i o n s  



i m - a r t s n t e z  [ &  1136 et 168  u g / h y p o p h y s e ) .  L e s  moyennes r e s p e c t i v e s  

d e s  d i f f é r e n t e s  s é r i e s  d ' a n i m a u x  é t a n t  d e  : 

- 1 0 7 . 6  1 1 1 . 6  pg /hypophyse  p o u r  l e s  r a t s  s a i n s  

- 1 2 8 . 6  2 1 5 . 7  ug /hypophyse  p o u r  l e s  r a t s  " s a n g  d e  s o u r i s "  

- 1 1 3 . 2  4 1 6 . 5  pg /hypophyse  p o u r  l e s  r a t s  p a r a s i t é s .  

L e s  t e s t s  s t a t i s t i q u e s  n ' o n t  p a s  m o n t r é  d e  d i f f é r e n c e  

s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  c h a q u e  s é r i e .  

c )  C o n c l u s i o n  

L e s  t r o u b l e s  e n d o c r i n i e n s  n o t é s  p a r  l ' i n f e s t a t i o n  d e  " j e u n e s "  
. . 

r a t s  a d u l t e s  s e  c a r a c t é r i s e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  yne  d i n u ~ 3 u t i o u  

t e .  a l o r s  ail ' a i icune  m o d i t i c ~ t i q n  
. -.. 

e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e s  ~ o n a d o s t i m u l i n e s  h v w o ~ h v s a i r e s  e t  d e  

l ' h o r m o n e  f o l l i c u b n t e  s e r l a u e e m é e .  J l n s  r e t e n t i s s e m e n t s  
. . 

. . .  au niveau d e  l a  s e c r e t i o n  g o n a d o t r o w e  s o n t   eu ~ e r c e ~ t l b l e s .  l e s  

u t i o n  d e  l a  
t e s t o s t é r o n e m i e  n ' e s t  was s i g n S i c a t i v e .  

. . . . 

On p e u t  a d m e t t r e  q u e  l e s  c o n d i t i o n s  d e  3 j o u r s  d e  p a r a s i t e m i e  

a i g ü e  n e  s o n t  p a s  s u f f i s a n t e s  p o u r  m e t t r e  en é v i d e n c e  

1 ' h y p o g i n a d i s m e  d a n s  u n e  def i n i t i u n  c o m p l e t e  ; m a i s  l n  c h u t e  d e  

LH accompagnée c h e z  c e r t a i n s  r a t s  d e  d i m i n u t i o n  d e  t e s t o s t é r o n e  

r a p p e l l e  l e  t a b l e a u  e n r e g i s t r e  s u r  r a t  p l u s  a g é  d e  450 à 6OOg. 

P o u r  l a  mise en  é v i d e n c e  d  ' hypogonadisme t r y p a n o s o m e  

d é p e n d a n t ,  d e u x  c l a s s e s  d ' a n i m a u x  o n t  é t é  u t i l i s é s  : r a t s  a g é s  d e  

p l u s  d e  10  mois  d e  400  à 800  g e t  r a t s  p l u s  j e u n e s  d ' e n v i r o n  4 5  

j o u r s  d e  250 à 300 g. 

Nous a v o n s  c o n s t a t é  q u e  l e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  d e s  r a t s  j e u n e s  

t é m o i n s  s o n t  q u a t r e  f o i s  p l u s  é l e v é s  q u e  l e s  t a u x  o b s e r v é s  c h e z  

l e s  r a t s  t é m o i n s  p l u s  a g é s  ( 4 . 8 4  1 1 . 7  pg/ml e t  1 . 2 4  f 0 . 3 2  kg/ml 

r e s p e c t i v e m e n t ) .  De même, l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  LH e t  FSH s é r i q u e s  

s o n t  2  f o i s  p l u s  i m p o r t a n t e s  d a n s  l e  g r o u p e  d e s  r a t s  d e  4 5  j o u r s  

( 8 3 5 . 6  1 9 1 . 7  ng/ml d e  FSH e t  2 9 . 3  1 0 . 8  ng/ml d e  LH c h e z  l e s  

j e u n e s  r a t s ,  comparés  au  3 5 5 . 4  1 1 9 . 8  ng/ml d e  FSH e t  1 8 . 9  1 

3 . 9 n g / m l  d e  LH d e s  r a t s  a g é s ) .  E n f i n ,  au  n i v e a u  d e  l ' h y p o p h y s e , l e s  



t a u x  d e  FSH s o n t  p l u s  é l e v é s  c h e z  l e s  j e u n e s  ra t s  d e  5 f o i s  

( 1 2 8 . 6  I 1 5 . 7  p g / h y p o p h y s e )  p a r  r a p p o r t  a u x  r a t s  p l u s  a g é s  ( 3 6 . 5  

I 4 . 3  v g / h y p o p h y s e ) .  La c o n c e n t r a t i o n  d e  LH h y p o p h y s a i r e  r e s t e  

s e n s i b l e m e n t  i d e n t i q u e  s u r  l e s  2 g r o u p e s  d ' a n i m a u x  ( 1 1 6 . 8  I 

1 4  . 2 p g / h y p o p h y s e  c h e z  l e s  p l u s  j e u n e s ;  1 7 6 . 1  4 1 8 . 9  ~ g / h y p o p h y s e  

c h e z  l e s  r a t s  a g é s ) .  

Q u a n t  à l ' e f f e t  d e  l a  p a r a s i t é m i e  a i g u e  a u  t r o i s i è m e  j o u r ,  i l  

e s t  d i f f é r e n t  s e l o n  l ' a n i m a l  é t u d i é .  Chez  l e s  r a t s  d e  1 0  m o i s ,  l e s  

d y s f o n c t i o n s  e n d o c r i n i e n n e s  se  m a n i f e s t e n t  p a r  u n e  d i m i n u t i o n  

i m p o r t a n t e  d e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  e t  d ' o e s t r a d i o l  a v e c  au  n i v e a u  

h y p o p h y s a i r e ,  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  r e l a t i v e s  d e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s .  La  même i n f e s t a t i o n  c h e z  l e  r a t  j e u n e  p r o v o q u e  

e s s e n t i e l l e m e n t  u n e  b a i s s e  d e  l a  v a l e u r  d e  LH s é r i q u e  p a r f o i s  

accompagnée  d ' u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e s t o s t é r o n e .  Dans l e s  d e u x  

s é r i e s ,  an imaux  j e u n e s  e t  a g é s ,  l a  même c o n c e n t r a t i o n  r e l a t i v e  d e  

LH c i r c u l a n t e  a é t é  r e t o u v é e  ( 1 5 . 2  I 0 . 3 5  ng/ml p o u r  l e s  r a t s  

j e u n e s  e t  1 6 . 0  f 3 . 4 5  c h e z  l e s  r a t s  d e  1 0  m o i s )  ( f i g u r e  1 4 ) .  

D e  c e s  é l é m e n t s  e x p é r i m e n t a u x ,  on p o u r r a  é v o q u e r  l e  f a i t  q u e  

c h e z  l e  r a t  d e  1 0  m o i s ,  e n  d é b u t  d ' a n d r o p a u s e ,  l ' e f f o n d r e m e n t  d e s  

t a u x  d  ' ho rmones  s e x u e l l e s  p é r i p h é r i q u e s  e s t  t r è s  r a p i d e  a v e c  l e  

d é v e l o p p e m e n t  d e  l a  p a r a s i t é m i e  e t  q u e  l ' o n  p e u t  n o t e r  u n e  

d i m i n u t i o n  t r è s  s e n s i b l e  d e s  s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  c i r c u l a n t e s  

e n  p a r t i c u l i e r  p o u r  l a  L H .  

Chez  l e  r a t  j e u n e ,  l a  b a i s s e  d e  LH e x i s t e  m a i s  n e  s ' e x p r i m e  p a s  

a u  n i v e a u  t e s t i c u l a i r e  d a n s  l a  m a j o r i t é  d e s  c a s .  

Dans  l e  b i l a n  d e  c e s  h y p o g o n a d i s m e s  d o n t  l e  mécan i sme  

d ' a p p a r i t i o n  met  e n  c a u s e  l a  LH, il e s t  n o r m a l  a u  p l a n  

i n t e r p r é t a t i f  d e  n e  p a s  t r o u v e r  a u  r e g a r d  d e  l a  c h u t e  d e  

t e s t o s t é r o n é m i e ,  d ' é l é v a t i o n  e n  r e t o u r  d e  l a  LH. I l  e s t  s u r p r e n a n t  

d e  n e  p a s  c o n s t a t e r  d ' e f f o n d r e m e n t  d e  l a  LH a l o r s  q u e  l a  s y n t h è s e  

h y p o p h y s a i r e  a é t é  v é r i f i é e  n o r m a l e .  

On e s t  d o n c  amené a é v o q u e r  l a  n o t i o n  d e  m i c r o - h é t é r o g é n é i t é  

s t r u c t u r a l e  e t  f o n c t i o n n e l l e  d e  l a  LH e t  e n  p a r t i c u l i e r  

l ' h é t é r o g é n é i t é  g l y c a n n i q u e  q u i  se  t r a d u i t  au  n i v e a u  d e s  

o l i g o s a c c h a r i d e s  p a r  d e s  d e g r é s  d e  s i a l y l a t i o n  e t / o u  d e  

s u l f a t a t i o n  d i f f é r e n t e  s e l o n  l e s  i s o f o r m e s  (WIDE 1 9 8 5  (140),ULLOA- 

A G U I R R E  e t  c o 1 1 . 1 9 8 6  ( 1 3 4 ) ) .  

C e s  i s o - h o r m o n e s  b i o l o g i q u e m e n t  i n é g a l e s  d a n s  l e u r  f o n c t i o n a l i t é  



VARIATION DES TAUX HORHONAUX CHEZ 

LE RAT INFESTE EN FONCTION DE L'AGE 

OESTRAD 1 OL 
ng/rnl  

LH HYPOPHISA 1 RE 
pophyse P ~ / ~ Y P ~ P  

FSH HYPOPHYSAIRE 
h y s e  

T 



s o n t  s é c r é t é e s  e n  q u a n t i t é  r e l a t i v e  e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e .  A i n s i  

d a n s  n o t r e  c a s ,  on p o u r r a  a d m e t t r e  d u  f a i t  d e  l ' é q u i l i b r e  

" f o n c t i o n n e l "  LH d u  r a t  a g é ,  q u e  t o u t e  d i m i n u t i o n  d u  t a u x  

c i r c u l a n t  a d e s  r é p e r c u s s i o n s  f o n c t i o n n e l l e s  i m m é d i a t e s  au  p l a n  

p é r i p h é r i q u e  t e s t i c u l a i r e .  

Chez  l e  r a t  d e  45 j o u r s ,  l a  LH s é c r é t é e  c o r r e s p o n d  d a n s  s a  

t o t a l i t é  à d e s  i s o f o r m e s  a c t i v e s ,  u n e  d i m i n u t i o n  même s e n s i b l e  d u  

t a u x  c i r c u l a n t  n e  p o u v a n t  d o n c  p a s  f o r c é m e n t  s e  t r a d u i r e  au  p l a n  

d e  l a  s t é r o ï d o g é n è s e  t e s t i c u l a i r e .  

On p o u r r a i t  d o n c  s u g g é r e r  q u e  l e  mécan i sme  a l ' o r i g i n e  d e  

l ' h y p o g o n a d i s m e  s o i t  l i é  non  p a s  à u n e  h y p o s é c r é t i o n  mais à u n e  

d é g r a d a t i o n  d a n s  l e  s a n g  p é r i p h é r i q u e .  On s a i t  d ' a i l l e u r s  d é j à  q u e  

l a  d e m i e  v i e  d e s  i s o - h o r m o n e s  e s t  i n é g a l e .  On p o u r r a  d o n c  r e t e n i r  

l e s  h y p o t h è s e s  : 

- d ' u n e  d é n a t u r a t i o n  p a r  d i s s o c i a t i o n  l i b é r a n t  l e s  s o u s  u n i t é s  

a e t  @ q u i  s o n t ,  s é p a r é m e n t ,  d é p o u r v u e s  d ' e f f e t  g o n a d o t r o p e  

- d ' u n e  a t t a q u e  p a r  p r o t é a s e s  d e s  s t i m u l i n e s  c i r c u l a n t e s ,  c e t t e  

d é g r a d a t i o n  é t a n t  p l u s  i m p o r t a n t e  s e l o n  l e s  i s o - h o r m o n e s  e t  a y a n t  

d o n c  un r e t e n t i s s e m e n t  f o n c t i o n n e l  p r o p o r t i o n e l .  

I l  n o u s  e s t  a p p a r u  i n t é r e s s a n t  d e  c o m p a r e r  l e s  r a t s  d e  45 j o u r s  

e t  c e u x  d e  1 0  m o i s  e n  p r o v o q u a n t  non  p l u s  u n e  p a r a s i t é m i e  a i g ü e  

mais u n e  p a r a s i t é m i e  c h r o n i q u e  d e  p l u s i e u r s  s e m a i n e s  d ' é v o l u t i o n  

q u i  s e  r a p p r o c h e  b e a u c o u p  p l u s  d e  l a  p a t h o l o g i e  h u m a i n e .  

B )  R T U D E D E S D I B R F S  ENDOCRINUNS SUR RAT INFESTE PAR 

UNE SOUCHE CHRONIQUE DE T . h . h r u c e i  VAEUANT AnTat  1.1 E  

1 )  C l o n a g e  d u  v a r i a n t  

Le l a b o r a t o i r e  d e  s é r o l o g i e  d ' A n v e r s  n o u s  a f o u r n i  un s t a b i l a t  

c o r r e s p o n d a n t  a u  c l o n e  AnTat  1 . 1 E .  L ' h i s t o r i q u e  d e  c e  v a r i a n t  e s t  

s c h é m a t i s é  ( f i g u r e  1 5 ) ;  l e  s t a b i l a t  v a r i a n t  AnTat  1.1 D e n  

c o n s t i t u e  l e  m a t é r i e l  d ' o r i g i n e ,  u n e  t r a n s m i s s i o n  c y c l i q u e  

r n o u c h e / s o u r i s ;  p u i s  u n e  s t a b i l i s a t i o n  p a r  p a s s a g e  s o u r i s - r a t  

menan t  a u  c l o n e  1.1 E .  



- 7 8  - 

CLONAGE DU VARIANT AnTat 1.1 E DE T-b-brucei. 

ANTILOPE 

Tragelaphus scriptus 

souris 

EATRO 1125 

: S ( 6 )  

~ransrnition cyclique 

(piqure de mouche sur souris) 

:S(5,4,4,3,7,3)/n/S(4,2)/_r/ç(4,4,3,2,2 

ITMAS 05'06 85 

: AnTat 1.1 E P5 : 

: AnTat 1.1 E P6 : 

Scx,y,z):infestation souris-souris après x,y et z jours 

R(x,y,z):infestation rat-rat après x,y et z jours 
K): rat irradié 

/i/:clonage 

in/ :neutralisation 



2 )  E v o l u t i o n  d e  l a  p a r a s i t é m i e  a p r è s  i n f e s t a t i o n  p a r  l e  

v a r i a n t  AnTat  1.1 E 

Le s t a b i l a t  p a r a s i t a i r e  AnTat 1 . 1 E  e s t  i n j e c t é  à d e s  r a t s  

m â l e s  S p r a g u e  Dawley  p a r  v o i e  i n t r a d e r m i q u e  ( 1 0 0  t r y p a n o s o m e s  

d i l u é s  e n  tampon p h o s p h a t e  g l u c o s é  ( P S G ) ) .  La  p a r a s i t é m i e  e s t  

s u i v i e  q u o t i d i e n n e m e n t  p a r  p r é l è v e m e n t  a u  n i v e a u  d e  l a  q u e u e  d e  

l ' a n i m a l .  Deux s é r i e s  d ' a n i m a u x  o n t  é t é  r e t e n u e s  : r a t s  1 0  m o i s  e t  

r a t s  4 5  j o u r s .  

* Rats 1 0  m o i s  

La  c o u r b e  moyenne d e  p a r a s i t é m i e  a é t é  é t a b l i e  à p a r t i r  d e  6  

r a t s  i n f e s t é s  e t  s u i v i s  2 1  j o u r s  ( f i g u r e  1 6 ) .  

4  j o u r s  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n ,  l e s  a n i m a u x  o n t  d é v e l o p p é  e n  

moyenne u n e  p a r a s i t é m i e  é v a l u é e  à 2 1  1 0 6  t r y p a n o s o m e s / m l  d e  s a n g .  

C e t t e  p o p u l a t i o n  s ' a m p l i f i e  a u  c i n q u i è m e  j o u r  p o u r  a t t e i n d r e  un 

nombre  moyen e s t i m é  à 3 7  1 0 8  c e l l u l e s / m l .  Le t y p e  a n t i g é n i q u e  

c o r r e s p o n d  a u  v a r i a n t  AnTat  1 . 1 E ,  i l  e s t  d é t r u i t  v e r s  l e  s e p t i è m e  

j o u r  p a r  immuno lyse ,  l e s  r a t s  a y a n t  p r o d u i t  d e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  

c o n t r e  c e  s é r o t y p e .  Aucun p a r a s i t e  n ' e s t  a l o r s  d é c e l a b l e  d a n s  l e s  

p r é l è v e m e n t s  s a n g u i n s  ( p h a s e  d e  r é m i s s i o n ) .  Un h é t é r o t y p e  a p p a r a i t  

v e r s  l e  neuv ième  j o u r  ( p h a s e  d e  r é c u r r e n c e ) .  Au d e l à  du  d o u z i è m e  

j o u r ,  l e  nombre d e  p a r a s i t e s  d e m e u r e  t r è s  é l e v é  a v e c  c e p e n d a n t  l a  

p o s s i b i l i t é  d e  c o n s t a t e r  d e s  v a g u e s  d e  p a r a s i t é m i e s  s u c e s s i v e s  

d o n t  l ' i m p o r t a n c e  e s t  l i é e  à l a  n o t i o n  d e  r é p o n s e  i n d i v i d u e l l e .  

* Rats 45 j o u r s  

Chez  l e s  r a t s  p l u s  j e u n e s ,  l a  p r e m i è r e  v a g u e  d e  p a r a s i t é m i e  

d é b u t e  p l u s  t a r d i v e m e n t ,  l ' a p p a r i t i o n  d e s  p a r a s i t e s  n ' é t a n t  m i s  e n  

é v i d e n c e  q u e  8  à 9 j o u r s  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n .  L ' é v o l u t i o n  d e  l a  

p a r a s i t é m i e  ( f i g u r e  1 6 )  p r é s e n t e  e n s u i t e  1 e s  mêmes 

c a r a c t é r i s t i q u e s  q u e  c e l l e s  p récédemment  o b s e r v é e s  p o u r  l e  r a t  10 

m o i s  à s a v o i r :  u n e  p r e m i è r e  v a g u e  d e  p a r a s i t é m i e  v e r s  l e  o n z i è m e  

j o u r  ( p l u s  ou m o i n s  2 j o u r s ) ,  s u i v i  d ' u n e  p h a s e  d e  r e m o n t é e  d e  l a  

p o p u l a t i o n  p a r a s i t a i r e  v e r s  l e  q u a t o r z i è m e  j o u r  ( p l u s  ou m o i n s  2 

j o u r s ) .  Le t a u x  d e  p a r a s i t e s  r e s t e  e n s u i t e  é l e v é  ( 7 8  à 8 4  1 0 6  

t r y p a n o s o m e s )  p e n d a n t  l e s  1 0  à 1 5  j o u r s  s u i v a n t s .  

C e r t a i n s  an imaux  s o n t  d e m e u r é s  v i v a n t s  e t  o n t  é t é  s u i v i s  p e n d a n t  

31 . j o u r s .  



EVOLUTION DE LA PARASITEHIE CHRONIQUE DEVELOPPEE 

PAR T. b-brucei VARIANT AnTat 1.1 E 

90 - - 
80 - 
70 - 

60 

50 - P) 
ln 
X 

46- 

. 
30- 

2 0  - 

10. 

* 
5 t t  1 O 1s  

20 jours 

1 pnase de rsmission 

l4 phase de recurrence 
L 

rat :O mais 1" pic de parasitamie 
1.1 5 

rat 45 jours 1 lèr pic da parasit2mie 
;. 1 E 

Evolution d e  la parasitémie chez le rat de 10 mois ..*..* Evolution d e  la parasitémie chez le rat de 45 jours 

Numération effectuée sur 8 rats . 
La valeur moyenne est accompagnée de l'écart type . 



A i n s i  l * & v o l u t i o n  d " u n  v a r i a n t  c h r o n i q u e  p r o c h e  dans scln 

é v o l u t i o n  d ' u n  p a r a s i t e  n a t u r e l  e s t  v a r i a b l e  s e l o n  l ' a g e  d e  

l ' a n i m a l  é t u d i é .  I l  s e m b l e  q u e  l e s  an imaux  p l u s  j e u n e s  p r é s e n t e n t  

u n e  p l u s  g r a n d e  r é s i s t a n c e  à l ' i n f e s t a t i o n  au  r e g a r d  d u  d é l a i  

s é p a r a n t  l ' i n o c u l a t i o n  d e  l ' a p p a r i t i o n  d e s  p r e m i e r s  p a r a s i t e s  d a n s  

l a  c i r c u l a t i o n  s a n g u i n e ,  m a i s  u n e  f o i s  l a  p a r a s i t é m i e  é t a b l i e ,  l e s  

c r i t è r e s  é v o l u t i f s  s o n t  i d e n t i q u e s  p o u r  l e s  d e u x  sé r ies  d e  r a t s .  

Le b i l a n  g o n a d i q u e  c o m p r e n a n t  l e  d o s a g e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e ,  

d e  l ' o e s t r a d i o l  e t  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  e t  

h y p o p h y s a i r e  a é t é  mené s u r  30 r a t s  agés d e  10  m o i s .  A 

l ' e x c e p t i o n  d e  6 r a t s  c o n s i d é r é s  comme animaux t é m o i n s  e t  a y a n t  

r e ç u  l ' i n j e c t i o n  d e  5 m l  d e  tampon PSG, t o u s  l e s  s u j e t s  

e x p é r i m e n t a u x  o n t  é t é  i n f e s t é s  p a r  100 t r y p a n o s o m e s  AnTat 1 . 1 E .  

S u r  24 r a t s  i n f e s t é s ,  d e s  g r o u p e s  d e  6 animaux s o n t  s a c r i f i é s  : 

- a p r è s  3 j o u r s  ( p h a s e  d ' i n c u b a t i o n  ou aucun p a r a s i t e  n ' e s t  

e n c o r e  d é c e l é  d a n s  l e  m i l i e u  s a n g u i n )  

- a p r è s  5 j o u r s  ( d é v e l o p e m e n t  d e  l a  p r e m i è r e  v a g u e  d e  

p a r a s i t é m i e  c o r r e s p o n d a n t  a u  t y p e  a n t i g é n i q u e  AnTat 1 . 1 E )  

- a p r è s  8 j o u r s  ( p h a s e  d e  r é m i s s i o n )  

- a p r è s  14 j o u r s  ( p h a s e  d e  r é c u r r e n c e  e t  d e  d é v e l o p p e m e n t  

d ' a u t r e s  t y p e s  a n t i g é n i q u e s ) .  

L e s  an imaux  t é m o i n s  s o n t ' s a c r i f i é s  14 j o u r s  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n  

du  tampon PSG.  

Le s a n g  e t  l ' h y p o p h y s e  p r é l e v é s  s u r  c h a q u e  a n i m a l  s o n t  c o n g e l é s  

à -20" C j u s q u ' a u  moment d e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s .  

a )  R é s u l t a t s  

a )  Dosage r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  hormones s e x u e l l e s  

L e s  b i l a n s  g o n a d i q u e s  d e  c h a q u e  a n i m a l  s o n t  r é s u m é s  d a n s  l e s  

t a b l e a u x  I X  e t  X .  



TABLEAU I X  

B I L A N  E N D O C R I C R I N I E N  DE  BASE DES RATS AGES D E  10 M O I S  

I N F E S T E S  OU NON PAR UNE SOUCHE CHRONIQUE D E  T.b.brucei 

V A R I A N T  AnTat 1.1E 

rats 

MOYENNE 

TESTOS- OESTRA- LH L H  
TERONE D I O L  H Y F U  FLCISMA 
(~tg/ml 1 (ng/ml) f pg/hypophyse) (ng/ml) __-----____--______----------------------- 

Ci .  6€3 5.9 L.-.- -9 38,5 7-(-) 

2 (1j.08 & 0.1 i 26.9 -1: 6.4 

rats TESTUS- QESTRfi-  LH LH 
infèstes TERONE D I O L  HYPO SER 1 QUE 

i pg/ml 1 (ng/ml)(k~q/hypaphyse) (ng/ml) ----__-___-______--------------------------------- 

F'ROBA- ~ > o .  1 p > (11 . 1 p>c't. 1 P>ct. 1 
B I L I T E  non non non non 

signif. signif. signif. signif. 

rats TESTOS- OESTRA- LH L H  
TEHONE D I O L  HYPO SERIQUE 
! pg/rnl1 (ng/ml)lpg/hypophyse) (ng/ml) _--_____---__-__--------------------------------- 

7 (3.43 5.5 124.8 20.4 
E! (3.49 7 213.4 29.6 
9 (1) . 59 6 93.9 20.6 
1 i:> O . 7 1 3.5 119.6 30.8 
11 (1) . 7 5 4.5 146.16 25.6 
12 . 4 1 8.5 134.16 24.4 

MOYENNE 0.55 6 . 00 138.67 25.23 + 0.06 2 fl1.73 i 16.55 i 1.75 

FHOBA- ~ > ( ' t .  1 P 3 0 . 1  p((11. 05 P'O. 1 
B I L I T E  non non signif. non 

signif. signif. signif. 



TABLEAU X 

BILAN ENDOCRICRINIEN DE BASE DES RATS AGES DE 10 MOIS 

INFESTES OU NON PAR UNE SOUCHE CHRONIQUE DE T.b.brucei  

VARIANT AnTat 1.1E 

( !.;; ! ,j 11: "1 .r;:: :i 

/Après 8 j ... .. ours de parasitémie/  

ra t s  TESTOS- OESTRA- LH LH 
TERONE PIOL HYPO :3EFtIOUE 
(b~giml ! (ng/ml) ikrg/hypophy-E!) Ing/ml! .................................. 

MOYENNE 0.44 5.92 141.91 25 + (1) . (1) 5 + 0.5.3 + 20 .3  2 1.9 

PROPA- F <: (1) . (1) 5 p ) (1) . 1 p .:: (3 . !II 5 p ::. (11 . 1 
BILITE s i g n i f .  non s i g n l f .  non 

s i g n i f .  s i g n i f .  

r a t s  TESTOS- OESTRA- LH LH 
TERONE DIOL HYPO SERIBUE 

MOYENNE 0 . 6 2  5.91 181.3 2 5 . 1  
2 0.18 - + 0.34 +- 1.5.4 2 2.4 

PROBA- p:>0.1 P30.1 P:>O. 1 p :; (1) . 1 
PILITE non non non non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  



L ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  r é f é r e n c e  é t a b l i  c h e z  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  

e s t  d e  : 

* 5 . 5  à 6 ng/ml  p o u r  l ' o e s t r a d i o l  s o i t  u n e  moyenne d e  5 . 9  

I 0 . 1  ng/ml 

* 0 . 4 6  à 0 . 9 5  ng/ml  p o u r  l a  t e s t o s t é r o n e  s o i t  u n e  moyenne 

d e  0 . 6 8  + 0 . 0 8  n g / m l .  

L e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e  l ' o e s t r a d i o l  c h e z  l e s  a n i m a u x  

i n f e s t é s  n ' o n t  p a s  m o n t r é  d e  v a r i a t i o n s  s i g n i f i c a t i v e s ,  l e s  t a u x  

é t a n t  c o m p r i s  d a n s  l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  r é f é r e n c e  ou a u  d e l à  

d u r a n t  l ' é v o l u t i o n  d e  l a  p a r a s i t é m i e .  L e s  v a l e u r s  moyennes  

r e t r o u v é e s  s o n t  d e  7 . 1 7  + 0 . 3 3  ng/ml  a p r è s  3 j o u r s  d ' i n f e s t a t i o n  , 
d e  6 . 0 0  I 0 . 7 3  ng/ml  a p r è s  5  j o u r s ,  d e  5 . 9 2  I 0 . 5 3  ng/ml  a p r è s  8  

j o u r s  e t  e n f i n  d e  5 . 9 1  I 0 . 3 4  ng/ml a p r è s  1 4  j o u r s .  

P o u r  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  d u r a n t  l a  p h a s e  d ' i n c u b a t i o n  d e  3  j o u r s ,  

l e s  t a u x  d ' a n d r o g è n e  s o n t  c o m p a r a b l e s  à c e u x  d e  l a  s é r i e  t é m o i n  

a v e c  u n e  v a l e u r  moyenne d e  0 . 6 7  I 0 . 0 3  pg /ml .  

P e n d a n t  l a  p r e m i è r e  v a g u e  d e  p a r a s i t é m i e  ( c i n q u i è m e  j o u r ) ,  u n e  

b a i s s e  s e n s i b l e  d e  l a  v a l e u r  moyenne d e  t e s t o s t é r o n e  e s t  n o t é e  

( 0 . 5 8  1 0 . 0 6  p g / m l )  où c h e z  6 a n i m a u x  i n f e s t é s  : 4 p o s s é d e n t  d e s  

c o n c e n t r a t i o n s  p r o c h e s  d e s  v a l e u r s  d e  l a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  n o r m a l e  

e t  2 d e s  t a u x  d ' a n d r o g è n e  e n  d e h o r s  d e  l ' i n t e r v a l l e  d e  r é f é r e n c e .  

C e t t e  v a r i a t i o n  n ' e s t  c e p e n d a n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e  ( P  > 0 . 1 ) .  

D u r a n t  l a  p h a s e  t r y p a n o l y t i q u e ,  h u i t i è m e  j o u r ,  l e  nombre  

d ' a n i m a u x  p r é s e n t a n t  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  e s t  p l u s  

i m p o r t a n t ,  p u i s q u e  s u r  6 a n i m a u x ,  4 o n t  d e s  v a l e u r s  i n f é r i e u r e s  à 

l a  v a l e u r  n o r m a l e  l a  p l u s  b a s s e .  L a  c o n c e n t r a t i o n  moyenne c a l c u l é e  

0 . 4 4  i 0 . 0 5  pg/ml m o n t r e  a l o r s  u n e  b a i s s e  s i g n i f i c a t i v e  d e  

l ' a n d r o g è n e  c i r c u l a n t  P <  0 . 0 5 .  

Au q u a t o r z i è m e  j o u r  c o r r e s p o n d a n t  à l a  p h a s e  d e  r é c u r r e n c e ,  l e s  

v a l e u r s  d e  t e s t o s t é r o n e  s o n t  : 

- p o u r  2 a n i m a u x ,  c o m p r i s e s  d a n s  l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  

r é f é r e n c e  ou a u  d e l à  

- p o u r  4 a n i m a u x ,  d i m i n u é e s .  

B i e n  q u e  l a  m a j o r i t é  d e s  s u j e t s  i n f e s t é s  p r é s e n t e  u n e  b a i s s e  

n o t a b l e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e ,  l a  v a r i a t i o n  n ' e s t  c e p e n d a n t  p l u s  



s i g n i f i c a t i v e  ( P > 0 . 1 ) .  L e s  r é p o n s e s  i n d i v i d u e l l e s  à l ' é v o l u t i o n  d e  

l a  p a r a s i t é m i e  p o u v a n t  e x p l i q u e r  ces r é s u l t a t s .  

Au t o t a l ,  l ' e f f e t  d e  l ' i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e  p a r  l e  v a r i a n t  

AnTat 1.1 E e n t r a î n e  c h e z  l a  m a j o r i t é  d e s  r a t s  d e  4 0 0  à 600 g ,  u n e  

h y p o s é c r é t i o n  d e  t e s t o s t é r o n e  h a u t e m e n t  s i g n i f i c a t i v e  p e n d a n t  l a  

p h a s e  d ' i m m u n o l y s e  d u  p r e m i e r  p i c  d e  p a r a s i t é m i e .  

Q) D o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

* La  LH s é r i q u e  

L e s  t a u x  d e  LH s é r i q u e  d o s é s  c h e z  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  s o n t  

c o m p r i s  e n t r e  20  e t  6 0 . 4  ng/ml a v e c  u n e  v a l e u r  moyenne d e  38.5 f 

6 . 4  n g / m l .  

En f o n c t i o n  d e  l ' a p p a r i t i o n  d u  p i c  d e  p a r a s i t é m i e ;  on n o t e  u n e  

d i m i n u t i o n  d u  t a u x  moyen d e  LH s é r i q u e  ( 2 5 . 2  i 1 . 7  n g / m l ) ,  a p r è s  5 

j o u r s  d  ' i n f e s t a t i o n .  C e t t e  v a r i a t i o n  n  ' e s t  c e p e n d a n t  p a s  

s i g n i f i c a t i v e  (P>O. l ) ,  l a  m a j o r i t é  d e s  t a u x  c i r c u l a n t s  d e  

l ' h o r m o n e  g o n a d o t r o p e  r e t o u v é s  se  s i t u e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d a n s  l a  

l i m i t e  i n f é r i e u r e  n o r m a l e .  

C e s  t a u x  r e s t e n t  i n c h a n g é s  d u r a n t  l a  p h a s e  t r y p a n o l y t i q u e  e t  l a  

p h a s e  d e  r é c u r r e n c e ,  où r e s p e c t i v e m e n t  n o u s  r e t r o u v o n s  d e s  v a l e u r s  

moyennes  d e  2 5 . 3  I 1 . 9  ng/ml e t  d e  2 5 . 1  f 2 . 4  n g / m l .  

A i n s i ,  p e n d a n t  t o u t e  l a  d u r é e  d e  l ' i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e ,  u n e  

d i m i n u t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  e s t  

n o t é e .  E l l e  a t t e i n t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  p r o c h e s  d e s  v a l e u r s  

n o r m a l e s  b a s s e s  s a n s  j a m a i s  s ' e f f o n d r e r .  C e t t e  d i m i n u t i o n  à e l l e  

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

h y p o s t i m u l a t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  s t é r o ï d i e n n e  t e s t i c u l a i r e .  

Nous a v o n s  v o u l u  v é r i f i e r  l a  f o n c t i o n  h y p o p h y s a i r e  e t  c o m p l é t e r  

c e t t e  é t u d e  p a r  l e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e  l ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  g o n a d o t r o p e  h y p o p h y s a i r e  i n t r a - g l a n d u l a i r e .  

* La  LH h y p o p h y s a i r e  

C o m p a r a t i v e m e n t  à l a  v a l e u r  moyenne d e  l a  g o n a d o t r o p h i n e  

h y p o p h y s a i r e  c h e z  les  a n i m a u x  t é m o i n s  ( 2 3 0 . 9  I 2 6 . 8  p g / h y p o p h y s e )  

a p r è s  3 j o u r s  d e  p a r a s i t é m i e ,  l a  v a l e u r  moyenne p o u r  l e  g r o u p e  



d ' a n i m a u x  i n f e s t é s  e s t  a b a i s s é e  à 1 6 2 . 2  I 2 1 . 8  y g / h y p o p h y s e  mais 

d e  f a ç o n  non s i g n i f i c a k i v a .  

A p a r t i r  d u  c i n q u i è m e  j o u r  j u s q u ' a u  h u i t i è m e  j o u r  

d ' i n f e s t a t i o n ,  t o u t e s  l e s  v a l e u r s  d e  LH h y p o p h y s a i r e  s o n t  

i n f é r i e u r e s  à l a  moyenne d e s  v a l e u r s  n o r m a l e s .  L e s  c o n c e n t r a t i o n s  

moyennes  c a l c u l é e s  p o u r  c h a c u n e  d e s  d e u x  s é r i e s  e x p é r i m e n t a l e s  

s o n t  a l o r s  r e s p e c t i v e m e n t  d e  1 3 8 . 6 7  + 1 6 . 5 5  y g / h y p o p h y s e  e t  d e  

1 4 1 . 9  i 2 0 . 3  p g / h y p o p h y s e .  Le c a l c u l  d u  t - t e s t  p e r m e t  d e  mettre e n  

é v i d e n c e  d a n s  l e s  d e u x  c a s  u n e  d i m i n u t i o n  p r o n o n c é e  e t  

s i g n i f i c a t i v e  ( P ~ 0 . 0 5 )  d e  l ' h o r m o n e  g o n a d o t r o p e  h y p o p h y s a i r e .  

D u r a n t  l a  p h a s e  d e  r é c u r r e n c e ,  on o b s e r v e  à n o u v e a u  d e s  v a l e u r s  

d e  LH h y p o p h y s a i r e  d a n s  l ' i n t e r v a l l e  d e s  v a l e u r s  n o r m a l e s .  La  

d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  d e u x  s é r i e s  e x p é r i m e n t a l e s  ( a n i m a u x  p a r a s i t é s  

- a n i m a u x  t é m o i n s )  n ' e s t  p l u s  s i g n i f i c a t i v e ,  l a  moyenne d e s  

v a l e u r s  é t a n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  181.3 i 1 6 . 4  y g / h y p o p h y s e  e t  

2 3 0 . 9  i 2 6 . 9  wg /hypophyse .  

b )  C o n c l u s i o n  

Nos c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  d e  p a r a s i t é m i e  c h r o n i q u e  

d é v e l o p p é e  p a r  T . b . b r u c e i  v a r i a n t  AnTat 1 . 1  E o n t  p e r m i s  d e  m e t t r e  

e n  é v i d e n c e  c h e z  l e  r a t  d e  1 0  m o i s ,  u n e  d i m i n u t i o n  s i g n i f i c a t i v e  

d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  d è s  l e  h u i t i è m e  j o u r  d  ' i n f e s t a t i o n ,  b i e n  q u e  

l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  LH s é r i q u e  a v o i s i n e  l e s  v a l e u r s  n o r m a l e s  l e s  

p l u s  b a s s e s .  C e p e n d a n t ,  au  n i v e a u  h y p o p h y s a i r e ,  on c o n s t a t e  q u e  

l e s  t a u x  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  s o n t  a b a i s s é s  d e  f a ç o n  

s i g n i f i c a t i v e  d è s  l e  c i n q u i è m e  j o u r  d e  p a r a s i t é m i e .  

S u r  un nombre  p l u s  r e s t r e i n t  d ' a n i m a u x  a y a n t  s u r v é c u  à p l u s  d e  

2 1  j o u r s  d ' i n f e s t a t i o n ,  n o u s  a v o n s  o b s e r v é  : 

- p o u r  2 a n i m a u x  : u n e  t e s t o s t é r o n é m i e  n o r m a l e  à 1 . 5 5  e t  

0 . 5 7  yg/ml a v e c  r e s p e c t i v e m e n t  d e s  v a l e u r s  f a i b l e s  d ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  1 7  e t  1 6  ng/ml  

- p o u r  un a n i m a l ,  u n e  v a l e u r  de testosterone a b û i s s g e  & 

0 . 3 9  wg/ml e t  u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  LH s é r i q u e  non  d o s a b l e  

- p o u r  un a n i m a l ,  l e s  v a l e u r s  d e  t e s t o s t é r o n e  e t  d e  LH s é r i q u e  

é t a i e n t  t r o p  f a i b l e s  p o u r  ê t r e  d é t e r m i n é e s .  

C e s  d e r n i e r s  r é s u l t a t s  t e n d r a i e n t  à c o n f i r m e r  l a  c h u t e  d e  



l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  a u  c o u r s  d e  l ' é v o l u t i o n  d e  l a  

p a r a s i t o s e ,  c e l l e  c i  é t a n t  p l u s  i m p o r t a n t e  q u e  l a  b a i s s e  d u  t a u x  

d e  t e s t o s t é r o n e ,  e t  d é m o n t r e  é g a l e m e n t  l a  b a i s s e  s e n s i b l e  d e  l a  LH 

h y p o p h y s a i r e  a t t e s t a n t  d ' u n  d é f i c i t  h a u t  d e  l ' a x e  g o n a d o t r o p e .  

. . 
aDres ~ n f e s t a t r o n  c h r o n i a u e  Dar  T .  h .  b r u c e 1  v a r i a n t  AnTat 
u 

Nous a v o n s  accompagné  c h a q u e  s é r i e  d ' a n i m a u x  i n f e s t é s  p a r  l e  

v a r i a n t  AnTat  1.1 E p a r  u n e  s é r i e  d ' a n i m a u x  t é m o i n s  n ' a y a n t  r e ç u  

q u e  5 m l  d e  tampon PSG. 

L e s  s a c r i f i c e s  s o n t  r é a l i s é s  e n  f o n c t i o n  d e  l ' é v o l u t i o n  d e  l a  

p a r a s i t é m i e  f i x é s  à 3 ,  9 e t  2 1  j o u r s ,  c h a q u e  s é r i e  c o m p r e n a n t  6 

an imaux  i n f e s t é s  e t  6 an imaux  t é m o i n s .  

Après a c c u m u l a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s ,  l e s  d o s a g e s  d e  l a  

t e s t o s t é r o n e ,  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  e t  h y p o p h y s a i r e  

o n t  é t é  e f f e c t u é s .  

a )  R é s u l t a t s  

Le b i l a n  g o n a d i q u e  d e  c h a q u e  a n i m a l  e s t  r é sumé  d a n s  l e s  t a b l e a u x  

X I  e t  X I I .  

a )  Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  

L e s  v a l e u r s  moyennes  d e  t e s t o s t é r o n e  d o s é e  c h e z  l e s  an imaux  

t é m o i n s  a u  c o u r s  d e s  2 1  j o u r s ,  n ' o n t  p a s  m o n t r é  d e  v a r i a t i o n .  S u r  

l ' e n s e m b l e  d e  c e s  a n i m a u x  ( 1 8  r a t s ) ,  l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  s e  s i t u e  

e n t r e  0 . 4 7  e t  6 . 8 9  ng/ml  a v e c  un  t a u x  moyen d e  2 . 1 1  i 0 . 3  ng /ml .  

C o m p a r a t i v e m e n t  à c e t t e  t e s t o s t é r o n é m i e ,  l ' i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e  

p r o v o q u e  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  a u  n e u v i è m e  j o u r  à 1 . 8 2  

1: 0 . 6 3  n g / m l ,  b a i s s e  q u i  s ' i n t e n s i f i e  a u  Slame j o u r  où  l a  v a l e u r  

moyenne r e t o u v é e  e s t  d e  1 . 6 3  i 0 . 3 8  pg /ml .  

L e s  v a r i a t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  s é r i e s  d e  m e s u r e s  ( t é m o i n s  

- i n f e s t é s )  n e  s o n t  c e p e n d a n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e s .  



TABLEAU X I  

B I L A N  E N D O C R I N I E N  D E  B f iSE  DES R A T S  DE  45 JOURS 

I N F E S T E S  OU NON F A R  UNE SOUCHE CHRONIQUE D E  T . b . b r u c e i  

V A R I A N T  A n T a t  1.1 E 

R a t ç  t b r n o i n s  R a t ç  in fes tés  

ra t s  TESTOS- L H  L H  r a t s  TESTOS- L H  L H  
TEHONE HYPO SER 1 DUE TERONE HYPO SER 1 RUE 
( g t q / m l )  f n g / m l )  ( p g / m l  ) I n g / m l )  

I ~ - [ g / h y p a p h y s e )  ___________________------------ ( k l g / h y p o p h y s e  1 __________________--_------------ 

MOYENNE 2.36 196.3 37 . (1) MOYENNE 2.41 
2 (3.95 5 2 1 . 5 7.1 kt>. 86 

PRCBA- P)[I). 1 P > f:) . 1 P :::. . 1 
Y I L I T E  non non non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  

, 9érne jour - 

R a t s  t é m o i n s  R a t ç  in festés 

rats TESTOS- LH LH r a t s  TESTOS- LH L H  
TE913NE HYPO SER 1 DUE TERONE HYPO SER 1 BUE 
: p g / m l  ) ( n g l r n l  1 ( ~ t g / m l  ( n q / m l )  

f b t g / h y p o p h y s e )  (pg./hypophyse) 
--___-______________-_--y--_---- ________-____-_____-_--_--_--_----- 

MOYENNE 2.44 148.2 15.33 MOYENNE 1.82 + 0.21 Ir 7.7 + 2.51 +(II . 63 

PHOBA- P>O . 1 p>t]. 1 P > (1) . 1 
B I L I T E  non non non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  



TABLEAU X I I  

BILAN ENDOCRINIEN DE BASE DES RATS DE 45 JOURS 

INFESTES UU NON FAR UNE SOUCHE CHRONIQUE DE T.b.brurei 

VARIANT AnTat 1.1 E 
< $:i 1 . 1  '[ - 1  1+: j 

R a t s  -&mains Rats infestés 

ra ts  TESTUS- LH LH r a f s  TESTOS- LH LH 
TERONE HYFO SERIQUE TERONE H'f PF) SER 1 DUE 
? p g 1 m l  f (ng'rnl) I g g f m l )  (ng/ml) 

l yg/hypaphyse) i pgf  hypophyse 1 ................................... 

MOYENNE 1.54 161.3.1; 33.5 MUYENNE 1.63 174.5 11.2 
+ - (3.3.5 2 27.43 f 6.85 kt) 38 f21.8 55.2 

PROBA- P>C). 1 p :::. 0 . 1 P <: $3 . (1) 5 
FILITE non non signif. 

si-nif. signif. 



8 )  Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

* LH s é r i q u e  

L e s  v a l e u r s  d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  

s u j e t s  t é m o i n s  s e  s i t u e n t  d a n s  un  i n t e r v a l l e  c o m p r i s  e n t r e  1 6  e t  

70  n g / m l .  La  moyenne s u r  c h a c u n e  d e s  s é r i e s  n e  m o n t r e  p a s  d e  

v a r i a t i o n  i m p o r t a n t e .  L e s  t a u x  s o n t  d e  37 f 7 . 1  ng/ml p o u r  l e  

s a c r i f i c e  à 3 j o u r s  e t  3 0 . 5  I 6 . 8  ng/ml  à 2 1  j o u r s .  

L ' a n a l y s e  d e s  d o s a g e s  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  s é r i q u e  d e s  an imaux  

i n f e s t é s  a m o n t r é  : 

- d u r a n t  l e s  t r o i s  p r e m i e r s  j o u r s  d e  l a  p a r a s i t é m i e ,  d e s  t a u x  

no rmaux :  3 5 . 5  I 8 . 8  ng/ml 

- a p r è s  9 j o u r s ,  d e s  v a l e u r s  s e  s i t u a n t  p o u r  l a  m a j o r i t é  d e s  c a s  

( 4  a n i m a u x  s u r  6 ) ,  v e r s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  l i m i t e s  n o r m a l e s  

b a s s e s .  L a  moyenne c a l u l é e  2 4 . 1  i 4 . 6  ng/ml n e  m o n t r e  p a s  d e  

v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  ( P > 0 . 1 )  

- e n  r e v a n c h e ,  a u  s a c r i f i c e  c o r r e s p o n d a n t  a u  2 l ame  j o u r ,  n o u s  

a v o n s  r e l e v é  c h e z  6 r a t s  : 

- 3 c a s  où l e  t a u x  d ' h o r m o n e  s S r i q u e  n ' a  pu e t r e  q u a n t i f i é  

( e n  d e ç à  d u  s e u i l  d e  d é t e c t i o n  e s t i m é  à 1 n g / m l )  

- 1 c a s  où  l a  v a l e u r  e s t  i n f é r i e u r e  à l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  

d e  r é f é r e n c e  

- 2  c a s  où l e s  t a u x  se  s i t u e n t  r e s p e c t i v e m e n t  à 22 e t  

30ng /ml .  

De l ' e n s e m b l e  d e  c e s  d e r n i è r e s  v a l e u r s ,  u n e  moyenne d e  1 1 . 2  * 
5 . 2  ng/ml e s t  r e t r 0 u v é . e  m e t t a n t  e n  & v i d e n ~ z e  u n e  d i m i n u t i ~ n  

s i g n i f i c a t i v e  ( P t 0 . 0 5 )  d e  l a  q u a n t i t é  d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

s é r i q u e .  

C e s  d e r n i e r s  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  u n e  d i m i n u t i o n  p r o g r e s s i v e  e t  

a c c e n t u é e  d e  1 'hormone l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  au  c o u r s  d e  

l ' é v o l u t i o n  d e  l a  p a r a s i t é m i e  c o n f i r m a n t  a i n s i  l e s  p r é c é d e n t s  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  c h e z  l e  r a t  p l u s  a g é .  

* LH h y p o p h y s a i r e  

L e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  c h e z  l e s  an imaux  

t é m o i n s  s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  99 e t  277 v g / h y p o p h y s e .  L e s  t a u x  



moyens c a l c u l e s  p o u r  c h a c u n e  d e s  3 s e r i e s  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  

196.3 + 21.0 wg/hypophyse  a u  t r o i s i è m e  j o u r ,  d e  148.2 1: 

7.7 v g / h y p o p h y s e  a u  n e u v i è m e  j o u r  e t  d e  161.3 f 27.4 p g / h y p o p h y s e  

au  v i n g t  e t  u n i è m e  j o u r .  

C e s  v a l e u r s  c o m p a r é e s  a u x  t a u x  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  

h y p o p h y s a i r e  d e s  a n i m a u x  i n f e s t é s  n ' o n t  p a s  m o n t r é  d e  v a r i a t i o n  

s i g n i f i c a t i v e .  L e s  v a l e u r s  moyennes  c o r r e s p o n d a n t  à c h a q u e  s t a d e  

d u  d é v e l o p p e m e n t  p a r a s i t a i r e  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  135.3 f 

26.9 b g / h y p o p h y s e ;  134.8 + 18.2 wg/hypophyse  e t  174.5 f 

21.8 wg/hypophyse .  

b )  C o n c l u s i o n  

Au t o t a l ,  l ' i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e  p a r  T . b  . h r ~ i c e i  c h e z  l e  j e u n e  

r a t  p r o v o q u e  p r i n c i p a l e m e n t  u n e  d i m i n u t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l a  

t e s t o s t é r o n é m i e  a i n s i  q u e  c e l l e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  

s a n s  v a r i a t i o n  n o t a b l e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  

a n t é h y p o p h y s a i r e  i n t r a - g l a n d u l a i r e  . 

5) C o n c l u s i o n s  d e s  b i l a n s  g o n a d i a u e s  s u r  modè le  r a t  ~ n r è q  

a n f e s t a t i o n  c h r o n l a u e  ~ i d r  T . b . b r u c e 1  v a r i a n t  AnTat  1.1 FL 

Le b i l a n  e n d o c r i n i e n  g o n a d i q u e  d e  b a s e  mené s u r  2 s é r i e s  

d ' a n i m a u x  ( r a t s  a g é s  d e  45 j o u r s  e t  r a t s  a g é s  d e  10 m o i s )  r é v è l e n t  

un d é s é q u i l i b r e  d e  l a  f o n c t i o n  g o n a d o t r o p e  d ' i n t e n s i t é  e t  d e  

q u a l i t é  d i f f é r e n t e s  s e l o n  l e  modè le  e x p é r i m e n t a l .  

En e f f e t ,  s i  l e  d é f i c i t  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  c i r c u l a n t e  

i n t e r v i e n t  d è s  l e  Slame j o u r  d a n s  l es  d e u x  cas;  on c o n s t a t e  q u e  

c h e z  l e  r a t  d e  10 m o i s ,  l ' h y p o g o n a d i s m e  s ' i n s t a l l e  a u  2lame j o u r  

d ' i n f e s t a t i o n ,  a l o r s  q u e  ce d é l a i  n ' e s t  p a s  s u f f i s a n t  p o u r  

o b s e r v e r  c h e z  l e  j e u n e  r a t  un h y p o f o n c t i o n n e m e n t  d e  l a  g l a n d e  

t e s t i c u l a i r e .  I l  e s t  p r o b a b l e  d a n s  ce c a s  q u e  l a  b a i s s e  d e  l a  

t e s t o t é r o n é m i e  s ' e f f e c t u e  m a i s  r e t a r d é e  d a n s  l e  t e m p s .  

L e s  m o d i f i c a t i o n s  p h y s i o p a t h o l o g i q u e s  r a p p o r t é e s  p a r  IKEDE e t  

LOSOS 1972 (60) e t  ISOUN e t  ANOSA 1974 (63), m e t t a n t  e n  é v i d e n c e  

u n e  d é g é n é r e s c e n c e  t e s t i c u l a i r e  c h e z  d e s  mou tons  e t  d e s  b o u c s  

i n f e s t e s  e s p ~ r i n ~ a n t a l e ~ r ~ e r l t  p a r  u n e  s o u c h e  c h r o n i q u e  B S ,  b .  b r u c f i ,  

p o u r r a i t  ê t r e  l e  r e f l e t  d e  l ' h y p o s t i m u l a t i o n  p r o l o n g é e  d e  l ' o r g a n e  

t e s t i c u l a i r e  r é s u l t a n t  d e  l a  b a i s s e  a c c e n t u é e  e t  p r o l o n g é e  d e  l a  



g o n a d o s t i m u l i n e  h y p o p h y s a i r e  c i r c u l a n t e ,  b a i s s e  q u e  n o u s  a v o n s  

c a r a c t é r i s é e .  

P o u r  t e n t e r  d ' e x p l i q u e r  l e s  m é c a n i s m e s  c o n d u i s a n t  à 

l ' h y p o f o n c t i o n n e m e n t  g o n a d i q u e ,  n o u s  a v o n s  r e g r o u p é  e t  r é sumé  

l ' e s s e n t i e l  d e s  r é s u l t a t s  c o n c e r n a n t  l e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e ,  d e  

LH s é r i q u e  e t  h y p o p h y s a i r e  o b t e n u s  a p r è s  i n f e s t a t i o n  a i g ü e  e t  

c h r o n i q u e  à T . b . b r u c e i d a n s  l e s  d e u x  g r o u p e s  d ' a n i m a u x  s o u s  f o r m e  

d ' h i s t o g r a m m e s  ( r e s p e c t i v e m e n t  d a n s  l e s  f i g u r e s  17 e t  1 8 ) .  

Chez  l e  r a t  a g é  d e  10 m o i s ,  l e  t a u x  moyen d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

s é r i q u e  r es te  c o n s t a n t  a l o r s  q u e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  d i m i n u e  d e  

f a ç o n  s e n s i b l e m e n t  i d e n t i q u e  e t  f r a n c h e  l o r s  d ' u n e  i n f e s t a t i o n  

a i g u e  ou d u r a n t  l a  p r e m i è r e  v a g u e  d ' u n e  i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e  . 

Une c o m p é t i t i o n  e n t r e  l a  LH e t  u n e  a u t r e  e n t i t é  m o l é c u l a i r e  

d ' o r i g i n e  p a r a s i t a i r e  au  n i v e a u  d e s  r é c e p t e u r s  t e s t i c u l a i r e s  d e  l a  

s t i m u l i n e  p o u r r a i t - e l l e  e x p l i q u e r  c e t t e  d i m i n u t i o n  d e  l a  

s t é r o ï d o g é n è s e  ? 

L ' i n t e n s i t é  d e  l a  c h u t e  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e ,  e f f o n d r é e  e n  cas  

d  ' é v o l u t i o n  a i g ü e ,  p l u s  n u a n c é e  e n  c a s  d ' é v o l u t i o n  c h r o n i q u e  

s e r a i t  a l o r s  e n  p r o p o r t i o n  d e  l a  p a r a s i t é m i e  c i r c u l a n t e .  

Dans  l e  c a s  d e  l ' i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e  a u  d e l à  d u  l e r  p i c  

d e  p a r a s i t é m i e ,  l ' a c c e n t u a t i o n  d e  l a  b a i s s e  d e  t e s t o s t é r o n e  e s t  à 

r a p p r o c h e r  d e  l a  d i m i n u t i o n  i m p o r t a n t e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

c i r c u l a n t e  ( Z l a m 9  j o u r ) ,  c e t  e f f o n d r e m e n t  d u  t a u x  d e  s t i m u l i n e  

é t a n t  s e m b l e - t - i l  r y t h m é  p a r  l e s  v a g u e s  s u c c e s s i v e s  d e  

t r y p a n o l y s e .  

Chez  l e  r a t  j e u n e ,  l e s  m ê m e s  h y p o t h è s e s  p e u v e n t  ê t r e  r e t e n u e s  

b i e n  q u e  l ' é v o l u t i o n  d e s  p a r a m è t r e s ,  e t  e n  p a r t i c u l i e r  l e  t a u x  d e  

t e s t o s t é r o n e ,  s o i t  m o i n s  s i g n i f i c a t i f  d a n s  c e s  v a r i a t i o n s .  On n o t e  

t o u t e f o i s  q u e  l ' e f f e t  m a j e u r  d e  l ' i n f e s t a t i o n  a i g ü e  ou c h r o n i q u e  

e n t r a î n e  un e f f o n d r e m e n t  s i g n i f i c a t i f  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

s é r i q u e  . 



COHPARAISON D'UNE SOUCHE AIGUE ET CHRONIQUE CHEZ 

LE RAT DE 10 noIs 
( EFFET SUR LA TESTOSTERONE , L A  LH SERIQUE ET HYPOPHYSAIRB ) 

3 3 5 8 14 2' jours 
\ v i) 

souche aigue souche chronique 

Résultats exprimés en pourcentage ( X )  par rapport aux valeurs 

témoins. 

* : Les variations significatives statistiquement sont soulignées 

d'une flèche 

0 : TESTOSTERONE 

a :  LH SERIQUE 

8: LH HYPOPHYSAIRE 
. . * *  Evolution d e  la parasitémie 



COHPARAISON D'UNE SOUCHE AIGUE ET CHRONIQUE CHEZ 

LE RAT DE 45 JOURS 

( EFFET SUR LA TESTOSTERONE ,LA LH SERIQUE ET HYPOPHYSAIRE ) 

- + jours 

souche aigue souche chronique 

Résultats exprimés en pourcentage ( A )  par rapport aux valeurs 

témoins. 

* : Les variations significatives statistiquement sont soulignées 

d'une flèche 

O : TESTOSTERONE 

a : L H  S E R I Q U E  

a : LH H Y P O P H Y S A I R E  . . . Evolution d e  la parasitémie 



De c e s  o b s e r v a t i o n s  e t  p o u r  r e c h e r c h e r  l a  r e s p o n s a b i l i t é  d e  

c o n s t i t u a n t s  p a r a s i t a i r e s  d a n s  l e  d é s é q u i l i b r e  e n d o c r i n i e n  d u  

r a t ,  n o u s  a v o n s  r e c h e r c h é  l e s  e f f e t s  g o n a d o t r o p e s  ou 

a n t i g o n a d o t r o p e s  d e  m a t é r i e l  p a r a s i t a i r e  i n j e c t é  d i r e c t e m e n t  s u r  

r a t s  d e  10 m o i s  " p l u s  s e n s i b l e s "  e t  " p l u s  c a r a c t é r i s t i q u e s "  d a n s  

l e u r  é v o l u t i o n  h y p o g o n a d i q u e .  

I I I )  E T U D E  LE RAT APBBS 
INJECTION DE ldATENEL PARBSILTBIBK 

La  r e l a t i o n  e n t r e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e ,  é l é m e n t  c o n s t i t u t i f  

p r i n c i p a l  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  d u  p a r a s i t e  e t  l e s  mécan i smes  d e  

d é f e n s e  d e  c e l u i - c i  au  r e g a r d  d e  s o n  h ô t e  a p r o v o q u é  d e  nombreux 

t r a v a u x  d o n t  l a  f i n a l i t e  é t a i t  e s s e n t i e l l e m e n t  d e  c o m p r e n d r e  l e  

phénomène d e  v a r i a t i o n  a n t i g é n i q u e ,  l e  c o n t r a r i e r  e t  a i n s i  r e n d r e  

p l u s  e f f i c a c e  l e s  r é p o n s e s  i m m u n i t a i r e s  d e  l ' h ô t e  i n f e s t é .  

L ' é t u d e  d u  man teau  , a u  n i v e a u  d e  s o n  o r g a n i s a t i o n ,  d e  l a  

c a r a c t é r i s a t i o n  d e  s e s  c o n s t i t u a n t s ,  au  d e l à  d e  l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e ,  e s t  t o u j o u r s  d ' u n  g r a n d  i n t é r è t  p u i s q u e  c e  man teau  

r e p r é s e n t e  l ' i n t e r f a c e  f o n c t i o n n e l  e n t r e  l e  p a r a s i t e  e t  s o n  h ô t e .  

Avan t  d ' u t i l i s e r  l e  m a n t e a u  e t  s e s  c o n s t i t u a n t s  d a n s  l e  b u t  d e  

d é c r i r e  l e u r  r e s p o n s a b i l i t é  é v e n t u e l l e  d a n s  l e s  d é s é q u i l i b r e s  

g o n a d i q u e s ,  n o u s  r a p p e l l e r o n s  l ' e s s e n t i e l  d e s  d o n n é e s  a c q u i s e s  e t  

n o t r e  c o n t r i b u t i o n  e n  c e  d o m a i n e .  

a )  I n t r o d u c t i o n  

Le m a n t e a u  d e  s u r f a c e  d ' u n e  é p a i s s e u r  d e  12 à 15 m i c r o n s  

r e c o u v r e  t o u t e  l a  s u r f a c e  d u  p a r a s i t e .  I l  e s t  c o n s t i t u é  p o u r  

l ' e s s e n t i e l  d ' u n  a s s e m b l a g e  d ' e n v i r o n  107 m o l é c u l e s ,  d e  n a t u r e  

g l y c o p r o t é i q u e ,  t o u t e s  i d e n t i q u e s  e t  c o r r e s p o n d a n t  à l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e  (CROSS 1975 ( 2 8 )  ; VICKERMAN 1984 (136)). 

E x p é r i m e n t a l e m e n t ,  i l  a é t 6  p o s s i b l e  d e  s t a b i l i s e r  d e s  

p o p u l a t i o n s  d e  f o r m e s  s a n g u i c o l e s  d e  T .  a n t i g é n i q u e m e n t  



homogènes  p a r  p a s s a g e  s u r  r a t s  e t  s o u r i s .  L  ' i n o c u l a t i o n  

e x p é r i m e n t a l e  d e  t e l s  c l o n e s  p e r m e t  d ' o b t e n i r  d e s  p a r a s i t é m i e s  d e  

l ' o r d r e  d e  109 c e l l u l e s  / m l  d e  s a n g  e t  d e  p r é p a r e r  d e s  q u a n t i t é s  

t e l l e s  d e  p a r a s i t e s  q u ' e l l e s  p u i s s e n t  a u t o r i s e r  d e s  é t u d e s  

b i o c h i m i q u e s  d e  l e u r s  c o n s t i t u a n t s  m e m b r a n a i r e s  d e  s u r f a c e .  

P l u s i e u r s  c o n d i t i o n s  d e  l i b é r a t i o n  d e s  a n t i g è n e s  v a r i a b l e s  o n t  

é t é  mises a u  p o i n t .  C e s  d i f f é r e n t s  p r o c é d é s  l i v r e n t  d e s  f o r m e s  

a n t i g é n i q u e s  d o n t  l e s  d i f f é r e n c e s  s ' e x p r i m e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d a n s  

l e u r  d é f i n i t i o n  d e  z o n e  d ' a n c r a g e  m e m b r a n a i r e .  Dès l o r s ,  e s t  

a p p a r u e  l a  n o t i o n  d e  f o r m e  d i t e  " s o l u b l e "  q u i  c o r r e s p o n d  à l a  

f o r m e  s p o n t a n é m e n t  l i b é r é e  p a r  l e  p a r a s i t e  d a n s  l e  s a n g  i n  v i v n  ou  

d e  f o r m e  d i t e  " m e m b r a n a i r e "  d ' a n t i g è n e  v a r i a b l e ,  p l u s  c o m p l è t e  

p o s s é d a n t  e n c o r e  s o n  s y s t è m e  d ' a n c r a g e  m e m b r a n a i r e .  

P a r m i  l e s  c o n d i t i o n s  m u l t i p l e s  d e  l i b é r a t i o n  d u  m a n t e a u  e t  d o n c  

d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e ,  n o u s  n e  c i t e r o n s  q u e  q u e l q u e s  u n e s  a y a n t  

f a i t  l ' o b j e t  d e  t r a v a u x  au  l a b o r a t o i r e  e t  a y a n t  s e r v i  à c e  t r a v a i l  

d e  t h è s e .  

b )  I s o l e m e n t  e t  p u r i f i c a t i o n  d e  l a  g l y c o p r o t é i n e  d e  

s u r f a c e  

a) I s o l e m e n t  d e s  p a r a s i t e s  

A p a r t i r  d u  s a n g  d e  r a t s  p a r a s i t é s ,  l ' i s o l e m e n t  d e s  

t r y p a n o s o m e s  s ' e f f e c t u e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  LANHAM e t  GODFREY 

1970 (83), p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' é c h a n g e  i o n i q u e . L a  d i f f é r e n c e  d e  

c h a r g e  e n  s u r f a c e  m e m b r a n a i r e  e n t r e  l e s  p a r a s i t e s ,  l e s  h é m a t i e s  e t  

l e s  é l é m e n t s  f i g u r é s  d u  s a n g ,  p e r m e t  l a  " p u r i f i c a t i o n "  d e s  

p a r a s i t e s  s u r  c o l o n n e  d e  D E A E - c e l l u l o s e  e n  tampon p h o s p h a t e  (PSG) 

pH 8 . 0 .  L ' é l u a t  c o n t e n a n t  l e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  e t  l e s  p a r a s i t e s  

e s t  a l o r s  c e n t r i f u g é  à f a i b l e  v i t e s s e  ( 1 6 3 0 g ,  2 0 m i n u t e s ) .  Le c u l o t  

p a r a s i t a i r e  e s t  s o u m i s  à p l u s i e u r s  l a v a g e s  e n  tampon PSG p o u r  

é l i m i n e r  l e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  d u  r a t .  

P )  L i b é r a t i o n  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  

L a  l i b é r a t i o n  d e  l a  f o r m e  s o l u b l e  (sVSG) d e  l ' a n t i g è n e  



v a r i a b l e  p e u t  s ' e f f e c t u e r  : 

- p a r  r u p t u r e  c e l l u l a i r e  (CROSS 1 9 7 5  ( 2 8 ) ;  ROVIS e t  c o l l .  

1 9 7 8  ( 1 1 9 ) ;  STRICKLER e t  -11. 1 9 7 8  ( 1 3 0 ) ;  ONODERA e t  çall. 

1 9 8 1  ( 1 0 8 ) ) .  P a r m i  l es  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  d e  l i b é r a t i o n  

p r o p o s é e s ,  n o u s  r e t i e n d r o n s  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l a  m é t h o d e  

p r é c o n i s é e  par CROSS 1 9 8 4  ( 2 7 ) ,  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  r u p t u r e  

c e l l u l a i r e  p a r  c h o c  o s m o t i q u e  e n  tampon p h o s p h a t e  s a l i n  (PBS) d e  

pH 8 . 0  e n r i c h i  e n  0 . 1  mM N . p . t o s y l c h l o r o m é t h y 1  c é t o n e  (TLCK) q u i  

é v i t e  l a  d é g r a d a t i o n  p r o t é o l y t i q u e  d u  ma té r i e l  l i b é r é  à 37°C 

- s a n s  r u p t u r e  c e l l u l a i r e  p a r  u t i l i s a t i o n  d e  tampon a c i d e  

i s o o s m o t i q u e  pH 5 . 5  (BALTZ e t  ç o l l .  1 9 7 6  ( 6 ) ) .  C e t t e  t e c h n i q u e  

c o n s i s t e  à mettre  l a  p o p u l a t i o n  t r y p a n o s o m a l e  e n  s u s p e n s i o n  e n  

t ampon  p h o s p h a t e  0 . 1 2 5  M pH 5 . 5  c o n t e n a n t  1% d e  g l u c o s e ,  e t  

e n r i c h i  e n  a n t i p r o t 6 a s e s  0.2 mM (TLCK, N - & t h y l m a l e i m i d e  (NEM), 

p h é n y l m é t h y l  s u l f o n y l f l u o r u r e  (PMSF) ) ,  u n e  n u i t  à 4 ° C .  La  

l i b é r a t i o n  d e  l ' a n t i g è n e  s o u s  f o r m e  s o l u b l e  s ' e f f e c t u e  

s p o n t a n é m e n t .  La p r é p a r a t i o n  a n t i g é n i q u e  e s t  o b t e n u e ,  a p r è s  

c e n t r i f u g a t i o n  à 3 0 0 0 g  d u r a n t  15 m i n u t e s , d a n s  l e  s u r n a g e a n t .  L e s  

p a r a s i t e s  s o n t  r e t r o u v é s  d a n s  l e  c u l o t .  L ' i n t é g r i t é  c e l l u l a i r e  d e s  

p a r a s i t e s  d é p o u r v u s  d e  l e u r  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  e s t  r e s p e c t é e .  

Dans  c e  m é m o i r e ,  n o u s  d é s i g n e r o n s  s o u s  l a  t e r m i n o l o g i e  d e  

" s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  " e t  " c u l o t  pH 5 . 5 " ,  l e  r é s u l t a t  d u  p r o t o c o l e  

i c i  d é c r i t .  

L e s  p r o t o c o l e s  d e  l i b é r a t i o n  d e  l a  f o r m e  m e m b r a n a i r e  p e u v e n t  

ê t r e  c lassés  e n  2 g r o u p e s  p r i n c i p a u x  s e l o n  l e u r  mode d ' a c t i o n  : 

- t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  p a r  d e s  d é t e r g e n t s  n o n  i o n i q u e s  ou 

i o n i q u e s  q u i  d e s t a b i l i s e n t  l a  membrane p l a s m i q u e  : T r i t o n  X l O O  

(CARDOSO DE ALMEIDA e t  ç o l l .  1 9 8 3  ( 1 6 ) ,  d e o x y c h o l a t e  d e  s o d i u m  

(FERGUSON e t  ~011 .  1 9 8 4  ( 3 4 )  ) , n - o c t y l g l u c o p y r a n o s i d e  (GURNETT e t  

c o l l .  1 9 8 6  ( 5 1 ) ) ,  z w i t t e r g e n t s  (GRAB e t  c o l l .  1 9 8 4  ( 4 6 ) ) .  

- t r a i t e m e n t  a c i d e  q u i  p r é c i p i t e  e n  u n e  s e u l e  é t a p e  l e s  

p r o t é i n e s  d e  s u r f a c e  : 

a c i d e  t r i c h l o r o a c é t i q u e  (JACKSON e t  c o l l .  1 9 8 5  ( 6 4 ) ) ,  a c i d e  

t r i f l u o r o a c é t i q u e  (CLARKE e t  ~ 0 1 1 ~  1 9 8 5  ( 2 0 ) ) .  

P a r m i  ces  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s ,  n o u s  a v o n s  r e t e n u  



l ' e x t r a c t i o n  p a r  d é t e r g e n t s  (SDS 2 % )  (CARDOSO DE ALMEIDA e t  ~ 0 1 1 ~  

1 9 8 3  ( 1 6 1 ,  FERGUSON e t  ~ 0 1 1 .  1984 ( 3 4 ) ) ,  e t  l ' e x t r a c t i o n  p a r  

l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e .  

S e l o n  l e  p r o t o c o l e  d e  l i b é r a t i o n  a d o p t é ,  l ' a n t i g è n e  s e r a  

o b t e n u  e n c o r e  muni  d e  s o n  a n c r a g e  m e m b r a n a i r e  c o m p l e t  (mf VSG) ou 

ampu té  ( s  VSG). Par  d e s  a p p r o c h e s  d i f f é r e n t e s ,  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  

d e s  é l é m e n t s  s t r u c t u r a u x  c o n s t i t u a n t  l a  m o l é c u l e  a n t i g é n i q u e  a é t é  

r é a l i s é e .  

L ' a n t i g è n e  s e  compose  d * u n e  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  d e  4 5 0  à 500  

s m i n o  a c i d e s  s e l o n  l e  v a r i a n t  é t u d i é  d é f i n i  e n  d e u x  d o m a i n e s  : 

- u n e  r é g i o n  N - t e r m i n a l e  d e  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  t r è s  v a r i a b l e  

d ' u n  v a r i a n t  à l ' a u t r e ,  c o n t e n a n t  4  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e  a s s o c i é s  

e n  2 p o n t s  d i s u l f u r e  i n t r a m o l é c u l a i r e s  

- u n e  r é g i o n  C - t e r m i n a l e ,  t r è s  p o l a i r e ,  t r è s  s t r u c t u r é e  

d ' h o m o l o g i e  d e  s e q u e n c e  h a u t e m e n t  c o n s e r v é e  e n t r e  a n t i g è n e  

v a r i a b l e  d e  s e r o d è m e  d i f f é r e n t  (MATTHYSSENS e t  GQU 1 9 8 1  ( 9 4 ) ) ,  

p o s s é d a n t  8 r é s i d u s  d e  c y s t e i n e  a s s o c i é s  e n  2  g r o u p e s  d e  d e u x  

p o n t s  d i s u l f u r e .  

L ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  d e  l a  p r o t é i n e  e s t  s u b t i t u é e  p a r  un 

e n s e m b l e  g l y c o l i p i d e  c o m p l e x e  d o n t  l e  r ô l e  e s s e n t i e l  e s t  l ' a n c r a g e  

d a n s  l a  b i c o u c h e  l i p i d i q u e  d e  l a  membrane p l a s m i q u e  p a r a s i t a i r e .  

L a  s t r u c t u r e  c o m p l è t e  d e  l a  f o r m e  m e m b r a n a i r e  d u  v a r i a n t  MITat 

1 . 4  a  é t é  p r o p o s é  p a r  FERGUSON 1 9 8 8  ( 3 8 )  ( f i g u r e  1 9 ) .  C e t t e  

s c h é m a t i s a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  C - t e r m i n a l e  d e  l a  f o r m e  c o m p l è t e  d e  

l ' a n t i g è n e  a pu ê t r e  g é n é r a l i s é e  à d ' a u t r e s  v a r i a n t s  (SCHMITZ e t  

& 1987  ( 1 2 7 ) ) ;  e n  f a i s a n t  a p p a r a î t r e  t o u t e f o i s  u n e  

m i c r o h é t é r o g é n é i t é  d a n s  l e s  b r a n c h e m e n t s  d e s  r é s i d u s  d e  mannose  

c o n s t i t u a n t  l e  g l y c a n n e  C - t e r m i n a l .  

La f o r m e  s o l u b l e  d e  l ' a n t i g è n e  e s t  l i b é r é e  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  

p a r  l ' i n t e r v e n t i o n  d ' u n e  enzyme e n d o g è n e  d e  t y p e  p h o s p h o l i p a s e  C 

q u i  c l i v e  l a  l i a i s o n  1 , S  d i a c y l g l y c é r o l - p h o s p h a t e .  

c )  O r g a n i s a t i o n  d e s  a n t i g è n e s  v a r i a b l e s  

Nous n o u s  sommes i n t e r e s s é s  à l ' o r g a n i s a t i o n  d e  l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e  d e  s u r f a c e  à p a r t i r  d e  d e u x  v a r i a n t s  AnTat 1 . 1  e t  AnTat  

1 . 8 .  Ce t r a v a i l  a f a i t  l ' o b j e t  d ' u n e  p u b l i c a t i o n  : " E v i d e n c e  o f  
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r n y r i s t y l a t e d  d i s u l f i d e - l i n k e d  d i m e r  o f  v a r i a n t  s u r f a c e  

T r v ~ a n o s o m a  b r u c e i .  b r u c e i  
I, g l y c o p r o t e i n  o f  p u b l i é e  d a n s  

C o m p a r a t i v e  B i o c h e m i s t r y  a n d  P h y s i o l o g y  1 9 8 8  q u e  n o u s  a v o n s  

i n s é r é  d a n s  l e  mémoi re .  

L e s  r é s u l t a t s  o n t  p e r m i s  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l ' e x i s t e n c e  rie 

f o r m e s  rna rnh rana i r e s  i d e n t i f i é e s  a p r è s  i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e  

m y r i s t i q u e  ( 9  , 1 0  3H), p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e t  r é v é l a t i o n  p a r  
. . 

f l u o r o g r a p h i e  e t  i m m u n o b l o t t i n g ,  s o u s  u n e  f o r m e  b e r e  s e n s i b l e  a i l  

B - m e s c a ~ t o é t h a n d .  L ' a g e n t  r é d u c t e u r  s c i n d e  e n  e f f e t  l a  m o l é c u l e  

a n t i g é n i q u e  n a t i v e  d e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  a p p a r e n t e  110000  d a l t o n s  

e t  l i v r e  l a  f o r m e  monomér ique  d e  60000  d a l t o n s .  

L a  p r é s e n c e  d e  t u n i c a m y c i n e ,  a n t i b i o t i q u e  b l o q u a n t  l a  s y n t h è s e  

e t  l ' a t t a c h e m e n t  d e s  N - g l y c a n n e s ,  a d d i t i o n n é e  a u  m i l i e u  d e  s u r v i e  

d e s  t r y p a n o s o m e s  n e  m o d i f i e  p a s  l e  t r a n s p o r t  d e  l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e  r a d i o a c t i f  à l a  s u r f a c e  d u  p a r a s i t e .  J h b s e n c e  d e  N - 
. . 

g l v c a n n e  e n t r a î n e  u n e  d u u u L i o n  s e n s i b l e  d e  18 taille m o l é c u l a i r e  
. . . - .  

de.-.L:antirsene me-e mais n  ' e m ~ è c h e  pas s a  d i m e r i s a t i o n .  

C e s  e x p é r i e n c e s  n o u s  o n t  p e r m i s  d e  c o n c l u r e  à un a g e n c e m e n t  

d i m é r i q u e  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  v r a i s s e m b l a b l e m e n t  un  p o n t  d i s u l f u r e  

p r é s e n t  d a n s  l e s  d e u x  f o r m e s  a n t i g é n i q u e s  ( f o r m e  s o l u b l e  e t  f o r m e  

m e m b r a n a i r e ) .  

A i n s i ,  i l  s e m b l e  q u e  s e l o n  l e s  v a r i a n t s  é t u d i é s ,  l e  p r o c e s s u s  d e  

d i m é r i s a t i o n ,  p a r  i n t e r a c t i o n  h y d r o p h o b e  (AUFFRET e t  TURNER 

1 9 8 1  ( 5 ) ,  GURNETT e t  c o l a .  1 9 8 6  ( 5 1 ) ,  STRICKLER e t  PATTON 

1 9 8 2  ( 1 3 1 ) ,  FREYMAN e t  c o l l .  1984 ( 4 1 ) )  ou l i a i s o n  c o v a l e n t e  p a r  

p o n t  d i s u l f u r e  i n t e r - a n t i g è n e ,  s o i t  un phénomène  b i o l o g i q u e  

i m p o r t a n t  p o u r  l e  t r y p a n o s o m e  d a n s  l ' o r g a n i s a t i o n  d e  s o n  man teau  

d e  s u r f a c e .  

On r e t i e n d r a  t o u t e f o i s ,  e t  c ' é t a i t  l e  b u t  d e  ce t r a v a i l ,  q u e  l e  

d i m è r e  d ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  e s t  t r è s  c e r t a i n e m e n t  u n e  r é a l i t é  e n  

s u r f a c e  p a r a s i t a i r e  e t  y  r e p r é s e n t e  l ' é l é m e n t  f o n c t i o n n e l  m a j e u r  

d u  m a n t e a u .  

C e p e n d a n t ,  l e  l i e u  où c e s  m é c a n i s m e s  p r e n n e n t  p l a c e  r e s t e  e n c o r e  

i n c o n n u .  

2 )  R i o s u n t h è s e t l é e n e s  
. . v a r i a b l e s  d e  s i i r f  a c e  

La  s y n t h è s e  d u  VSG d é b u t e  p a r  u n e  s é q u e n c e  a m i n o - t e r m i n a l e  

" s i g n a l "  q u i  d i r i g e  l e  p o l y p e p t i d e  n a i s s a n t  a l a  s u r f a c e  d u  

r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  (MAC CONNEL e t  ~ 0 1 1 .  1 9 8 1  ( 9 6 ) ;  BOOTHROYD 

e t  c o l l .  1 9 8 1  ( 1 3 ) ) .  



La p r o t é i n e  n é o s y n t h é t i s é e  r e s t e  p r o v i s o i r e m e n t  a n c r é e  à l a  

membrane d u  r é t i c u l u m  p a r  l a  s é q u e n c e  a m i n o a c i d e  C - t e r m i n a l e .  La  

s t r u c t u r e  p a r t i c u l i è r e  f o r m é e  p a r  l ' a s s o c i a t i o n  c o m p l e x e  

é t h a n o l a m i n e  g l y c o s y l  p h o s p h a t i d y l  i n o s i t o l  e s t  t r a n s f e r é e  " e n  

b l o c "  e n  m o i n s  d ' u n e  m i n u t e  a p r è s  l ' a c h è v e m e n t  d u  p o l y p e p t i d e .  

(BANGS e t  W. 1 9 8 5  ( 7 ) ;  FERGUSON e t  call. 1 9 8 8  ( 3 5 ) ) ( f i g u r e e 2 0 )  

L ' i n c o r p o r a t i o n  d e  d i f f é r e n t s  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  ( 3 2 P ,  

a c i d e  p a l m i t i q u e  3 H ,  a c i d e  o l é i q u e  3 H ,  a c i d e  m y r i s t i q u e  3H, 

g a l a c t o s e  3H) p e r m e t t a i t  u n e  a p p r o c h e  s t r u c t u r a l e  d e s  p r é c u r s e u r s  

m é t a b o l i q u e s  d e  l ' a n c r a g e  m e m b r a n a i r e .  C e t t e  é t u d e  a f a i t  l ' o b j e t  

d ' u n e  p u b l i c a t i o n  q u e  n o u s  i n s é r o n s  é g a l e m e n t  d a n s  c e  mémoire :  

" P r e s e n c e  o f  l i p o p h o s p h o g l y c a n  i n  two v a r i a n t  o f  t r v ~ a n o s o m a  

b r u c e i  b r u c e i " , B i o c h e m i c a l  B i o p h y s i c a l  R e s e a r c h  Communica t ion  

( 1 9 8 8 ) .  

Dans  n o t r e  é t u d e ,  n o u s  m o n t r o n s  un l i p o p h o s p h o g l y c a n n e  

s i m i l a i r e  a u  g l y c o l i p i d e  C  d é c r i t  p a r  KRAKOW e t  ~011 .  1 9 8 6  

(78),MENON e t  W. 1988 ( 9 9 )  p o s s è d a n t  d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

c h r o m a t o g r a p h i q u e s  e t  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  t r è s  s e m b l a b l e s  à c e l l e s  

d ' u n e  s t r u c t u r e  r écemment  d é c r i t e  p a r  TURC0 e t  c o l l .  1 9 8 7  ( 1 3 3 )  

s u r  l ' e s p è c e  LeishmaJi ia  d o n o v a n i .  En e f f e t ,  l e s  a u t e u r s  o n t  m i s  e n  

é v i d e n c e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  l i p o p h o s p h o g l y c a n n e  (LPG) e n  s i t u a t i o n  

m e m b r a n a i r e  l o c a l i s é e  a u  v o i s i n a g e  d ' u n e  p r o t é i n e  c o m p l e x e  d e  

d é f i n i t i o n  p r o c h e  d e  c e l l e  d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  t r y p a n o s o m e .  

Ce LPG e s t  a n c r é  d a n s  l a  membrane p l a s m i q u e  p a r a s i t a i r e  p a r  

1 ' i n t e r m é d i a i r e  d  ' u n  l y s o p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  s u b s t i t u é  

v r a i s e m b l a b l e m e n t  p a r  un  a c i d e  g r a s  s a t u r é  à l o n g u e  c h a i n e  ( C 2 4 -  

C ~ B ) ,  sa  p a r t i e  o s i d i q u e  e s t  c o n s t i t u é e  d ' u n i t é  d e  r é p é t i t i o n  

p h o s p h o r y l  g a l a c t o s y l  &3 mannose  : 

B 1 . 4  6  B 1 . 4  
( G a 1  - - - - - >  Man a 1 PO4 - - >  G a 1  ------ > Man-) 

e t  d ' u n  h e p t a s a c c h a r i d e  non  e n c o r e  p a r f a i t e m e n t  c a r a c t é r i s é  

Au t o t a l ,  n o s  r é s u l t a t s  e t  c e u x  d e  l a  l i t t é r a t u r e  s e r a i e n t  e n  

f a v e u r  d  ' u n e  m o l é c u l e  g l y c o p h o s p h o l i p i d i q u e  commune a u x  

T r y p a n o s o m a t i d a e ,  d o n t  l e  r ô l e  i n t e r v i e n d r a i t  d a n s  l ' o r g a n i s a t i o n  

d e s  p r o t é i n e s  a n t i g é n i q u e s  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  d e s  p a r a s i t e s .  

Nous n ' a v o n s  pu  o b t e n i r  s u f f i s a m m e n t  d e  c e  m a t é r i e l  o r i g i n a l  

p o u r  l e  t e s t e r  s u r  r a t  e t  e n  o b s e r v e r  l e s  e f f e t s  s u r  l a  

s t é r o ï d o g é n è s e  t e s t i c u l a i r e .  Ce p r o j e t  d e m e u r e  un o b j e c t i f  d u  

l a b o r a t o i r e .  On n e  p e u t  s a v o i r  e n  e f f e t ,  s i  c e  c o m p o s a n t  r e s t e  

l i b r e  e n  s u r f a c e  p a r a s i t a i r e  ou s ' i l  e s t  l i é  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e  

d a n s  l e  c a s  d e  T .  b .  h r u c e i .  



SCHEHATISATION DE LA BIOSYNTHESE ET DE 

LA MATURATION DU VSG 

( FERGUSON 1988 (36) ) 

Ribosome 

cytoplasme 

RER 
L 

l u m i t - r e  

Mécanismes d ' a c t i o n  h y p o t h é t i q u e s  d e  l a  "VSG-transférase"(comp1exe T) 

- complexe  p o s s é d a n t  à l a  f o i s  un s i t e  d ' a c t i o n  

p r o t é a s i q u e  e t  un s i t e  d ' a c t i v i t é  t r a n s f é r a s e  

ou - enzyme d e  t y p e  t r a n s p e p t i d a s e  



3 )  L i b é r a t i o n  d e s  a t i é e n e s  v a r i a b l e s  
. . e t  ~ r o t e a s m  

a s i t a i r e s  

A r r i v é  e n  s u r f a c e ,  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  p e u t  ê t r e  l i b é r é  d u  

m a n t e a u  d e  s u r f a c e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l a  p h o s p h o l i p a s e  C 

e n d o g è n e .  L e  c l i v a g e  d e  l ' a n c r a g e  m e m b r a n a i r e  s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  

p r o d u c t i o n  d e  d i a c y l g l y c é r o l  b i o l o g i q u e m e n t  a c t i f  d a n s  l a  membrane 

(FERGUSON 1 9 8 7  ( 3 7 ) .  Le d e v e n i r  d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  s u r f a c e  

l i b é r é  d a n s  l e  t o r r e n t  c i r c u l a t o i r e  d e  l ' h ô t e  r e s t e  e n c o r e  

i n c o n n u .  

L a  f o r m a t i o n  d ' immuncomplexe  a é t é  m i s e  e n  é v i d e n c e  p a r  LAMBERT 

e t  c o l l .  1 9 7 7  ( 8 2 1 ,  l o r s  d ' u n e  i n f e s t a t i o n  c h r o n i q u e  d è s  l e  

q u a t r i è m e  j o u r  d e  p a r a s i t é m i e ,  a v e c  un p i c  d e  c o n c e n t r a t i o n  

maximum e n t r e  l e  h u i t i è m e  e t  l e  d o u z i è m e  j o u r  d e  l ' i n f e c t i o n .  

E n s u i t e ,  l e s  a n t i g è n e s  p a r a s i t a i r e s  s o l u b l e s  s o n t  e n  q u a n t i t é  

c i r c u l a n t e  t e l l e  q u e  non  d é t e c t a b l e .  Récemment,  l ' i n t e r v e n t i o n  d e  

l a  g l y c o p r o t é i n e  d e  s u r f a c e  d a n s  l e s  mécan i smes  d e  r é g u l a t i o n  

c e l l u l a i r e  d e  l ' h ô t e  i n f e s t é  a é t é  e n v i s a g é e .  ROMERO e t  ç o 1 1 .  

1988  ( 1 1 8 )  e t  LOW 1 9 8 9  ( 9 0 )  s u g g è r e n t  q u e ,  p a r  r e c o n n a i s s a n c e  d e  

c e r t a i n s  r é c e p t e u r s  m e m b r a n a i r e s ,  l ' a n t i g e n e  s o l u b l e  p o u r r a i t  

j o u e r  l e  r ô l e  d ' a g e n t  e n d o c r i n e ,  p a r a c r i n e  ou e n c o r e  a u t o c r i n e  

m o d i f i a n t  a i n s i  l e s  f o n c t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  n a t i v e s  d e  n o m b r e u s e s  

c e l l u l e s .  

C e p e n d a n t ,  o u t r e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  s u r f a c e ,  d ' a u t r e s  

p r o t é i n e s  s o n t  s é c r é t é e s  p a r  l e  p a r a s i t e  d a n s  l e  f l u x  s a n g u i n .  

C e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  s o n t  r e c o n n u e s  p o u r  p o s s é d e r  d e s  a c t i v i t é s  

e n z y m a t i q u e s  e t  ê t r e  à l ' o r i g i n e  d e  r é p o n s e  d e  t y p e :  

i n f l a m m a t o i r e s  (BOREHAM 1 9 7 9  ( 1 4 ) ) ,  i m m u n i t a i r e s  (MORRISSON e t  

c o l l . ,  1 9 8 5  ( 1 0 2 ) )  e t  t i s s u l a i r e s  (BOID e t  c o l l .  1 9 8 0  ( 1 1 ) ) .  

Nous r a p p è l e r o n s  b r i è v e m e n t  c e r t a i n e s  d o n n é e s  b i b l i o g r a p h i q u e s .  

KNOWLES e t  ç r ç l l .  1 9 8 7  ( 7 6 )  1 9 8 9  ( 7 5 ) ,  o n t  i d e n t i f i é  d a n s  l e  

f l u x  d e  l ' a n i m a l  i n f e s t é  p a r  u n e  p o p u l a t i o n  p l é o m o r p h i q u e  d e  

T . b . h r u c e i  u n e  a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  p a r a s i t a i r e  c a r a c t é r i s é e  p a r  

une  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  d e  4 0 0 0 0  d a l t o n s  e t  s p é c i f i q u e  d e s  

s u b s t r a t s  d i p e p t i d i q u e s  ( L e u - A l a ,  Val -Leu ,  P r o - L e u )  e t  

t r i p e p t i d i q u e  ( T y r - T y r - T y r ,  L e u - G l y - G l y ) .  

L e s  p r é l è v e m e n t s  s a n g u i n s  i s s u s  d ' a n i m a u x  t r a i t é s  a p r è s  2 1  j o u r s  

d  ' i n f e s t a t i o n  p a r  un a g e n t  t r y p a n o c i d e ,  l e  b e r i n i l ,  q u i  e n t r a î n e  

l a  d i s p a r i t i o n  t o t a l e  d e  l a  p o p u l a t i o n  i n f e s t a n t e ,  c o n t e n a i t  



d u r a n t  p l u s i e u r s  j o u r s  e t  à un t a u x  t r è s  s i g n i f i c a t i f ,  l ' a c t i v i t é  

p e p t  i d a s i q u e  . 

LUNSDALE-ECCLES e t  c o l l .  1 9 8 6  ( 8 8 ) , o n t  i d e n t i f i é  u n e  enzyme d e  

t y p e  s é r i n e  a l c a l i n e  p r o t é a s e  d o n t  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  e s t  

i n s e n s i b l e  a u x  a n t i p r o t é a s e s  n a t u r e l l e s  d e  t y p e  t r y p s i n e  e t  

p a r t i e l l e m e n t  s e n s i b l e  à l 'a2 m a c r o g l o b u l i n e .  

C e s  r é s u l t a t s  t e n d r a i e n t  à c o n f i r m e r  l ' h y p o t h è s e  d ' u n e  

a c c u m u l a t i o n  d ' e n z y m e s  p a r a s i t a i r e s ,  l i b é r é s  d a n s  l e  s a n g  e t  d o n t  

l e s  t a u x  c i r c u l a n t s  p o u r r a i e n t  e x c è d e r  l e s  p o s s i b i l i t é s  d e s  

i n h i b i t e u r s  p r o t é o l y t i q u e s  n a t u r e l s  p r é s e n t s  c h e z  l ' h ô t e .  C e s  

enzymes  p o u r r a i e n t  d o n c  c o n t r i b u e r  a u x  m a n i f e s t a t i o n s  l i é e s  à l a  

p a r a s i t é m i e .  

A j o u t o n s  q u e  l e s  p r o t é a s e s  p a r a s i t a i r e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  p e u v e n t  

é g a l e m e n t  ê t r e  l i b é r é e s  no tamment  l o r s  d e s  c r i s e s  t r y p a n o l y t i q u e s  

en  r é p o n s e  à l a  r é a c t i o n  i m m u n i t a i r e  d e  l ' h ô t e  ou  e n c o r e  l o r s  d e  

t r a i t e m e n t s  p a r  d e s  a g e n t s  t r y p a n o c i d e s .  

Récemment ,  LONSDALE-ECCLES e t  r& 1986  ( 8 8 )  o n t  i d e n t i f i é  d a n s  

l e s  o r g a n i t e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  d e  t y p e  l y s o s o m i a u x  d e  T . h . b r u n e i  

v a r i a n t  MITat  1 . 2 ,  u n e  p r o t é a s e  d e  27000 d a l t o n s ,  d ' a c t i v i t é  

e n z y m a t i q u e  opt imum pH 5-6 e t  n é c e s s i t a n t  d e  f a i b l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  d ' a g e n t  r é d u c t e u r  t e l s  q u e  l e  B - m e r c a p t o é t h a n o l  ou 

l e  d i t h i o t r é i t o l  (DTT) p o u r  ê t r e  a c t i v é e .  

E x p é r i m e n t a l e m e n t ,  1 e s  é t u d e s  d ' i n h i b i t i o n  P a r  l e s  

aminoacidechlorométhanes, l ' i o d o a c é t a m i d e  e t  l e  p - c h l o r o m e r c u r i  

b e n z o a t e  o n t  p e r m i s  d e  d é f i n i r  u n e  a c t i v i t é  t h i o l  p r o t é a s i q u e  d o n t  

l e s  p r o p r i é t é s  c a t a l y t i q u e s  s o n t  p r o c h e s  d e  l a  c a t h e p s i n e  l y s o m a l e  

d e  t y p e  L  d e  mammifè re s .  

PAMER e t  Nl. 1 9 8 9  ( 1 0 9 )  c o n f i r m a n t  c e s  r é s u l t a t s ,  o n t  

r e t r o u v é  c e t t e  a c t i v i t é  t h i o l p r o t é a s i q u e  à c h a q u e  s t a d e  d u  c y c l e  

é v o l u t i f  d u  p a r a s i t e  ( f o r m e  s t u m p y ,  f o r m e  s l e n d e r  e t  f o r m e  

p r o c y c l i q u e ) .  P a r  d o s a g e  e n z y m a t i q u e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  p a r  

KEENE e t  c o l l .  1986  ( 7 0 ) ,  l ' a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  a é t é  d é t e c t é e  

d a n s  l e  s a n g  d e  s o u r i s  i n f e s t é e  p a r  un  s t o c k  p l é o m o r p h i q u e  G u t a t  

3 . 1  d è s  l e  t r o i s i è m e  j o u r  s u i v a n t  l ' i n o c u l a t i o n .  Un r é s u l t a t  

s i m i l a i r e  a é g a l e m e n t  é t é  c o n s t a t é  p o u r  u n e  a u t r e  s o u c h e  

p l é o m o r p h i q u e  WRAtat 1 . 1 .  

A i n s i ,  c e s  t r a v a u x ,  s ' i l s  commencent  à c e r n e r  l e s  f a c t e u r s  



e n z y m a t i q u e s  p a r a s i t a i r e s ,  n e  d o n n e n t  p a s  e n c o r e  d e  r é p o n s e s  

p r e c i s e s  s u r  l e s  r e t e n t i s s e m e n t s  p h y s i o p a t h o l o g i q u e s  é v e n t u e l s .  

I l  é t a i t  i n t é r e s s a n t  à c e  s t a d e ,  d ' e n t r e p r e n d r e  l ' é t u d e  d e s  

d G s é q u i l i b r e s  e n d o c r i n i e n s  p a r  i n j e c t i o n  i n  v i v o  d e  m a t é r i e l  

p a r a s i t a i r e .  

P a r m i  l e s  t e c h n i q u e s  d e  l i b é r a t i o n  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e ,  n o u s  

a v o n s  r e t e n u  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  p a r  BALTZ e t  ç o l l .  ( 1 9 7 6 ) ( 6 ) , q u i  

p e r m e t  d ' o b t e n i r  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  f a ç o n  s p o n t a n é e  c ' e s t  à 

d i r e  s o u s  " f o r m e  s o l u b l e "  t e l l e  q u ' e l l e  e s t  l i b é r é e  p a r  l e  

t r y p a n o s o m e  d a n s  l e  t o r r e n t  c i r c u l a t o i r e  d e  l ' h ô t e .  

En f o n c t i o n  d e  n o t r e  e x p é r i e n c e  e t  d u  c o n s t a t  d e  p r o t é o l y s e s  

p o s s i b l e s ,  n o u s  a v o n s  s y s t é m a t i q u e m e n t  a j o u t é  d e s  a n t i p r o t é a s e s  

a u x  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  n o t r e  p r o t o c o l e  d e  p r é p a r a t i o n .  Nous 

a v o n s  r e n o u v e l é  l e  meme p r é p a r a t i f  s a n s  a n t i p r o t é a s e s .  L e s  

d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  o n t  e n s u i t e  é t é  u t i l i s é e s  p o u r  l e s  t e s t s  à 

v i s é e  g o n a d o t r o p e .  

. . 
1) Etilrie d e s  d y s f o n c t i o n s  e n d o c r l n l e n n ~ s  wrovOauees  D F i r  

l ' -  m a t e r i e l  p-e o b t e n ' l  
, . e n  w r é s e n c e  

d ' a n t i w r o t é a s e s  

a )  P r é p a r a t i o n  d u  m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  

T o u t e  l a  p r é p a r a t i o n  d u  m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  a  é t é  e f f e c t u é e  e n  

p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r s  p r o t é a s i q u e s  à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  

0 . 2  mM d e p u i s  l ' i s o l e m e n t  d e s  p a r a s i t e s  d e s  é l é m e n t s  f i g u r é s  d u  

s a n g  i n f e s t é  ( c h r o m a t o g r a p h i e  d  ' é c h a n g e  i o n i q u e ) ,  j u s q u ' à  l a  

l i b é r a t i o n  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  p a r  c h o c  i s o o s r n o t i q u e  d e s  

p a r a s i t e s  e n  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5 .  

L ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  ( s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 )  e t  l e  c u l o t  

p a r a s i t a i r e  r é s i d u e l  ( c u l o t  pH 5 . 5 )  p r o v i e n n e n t  d e  l ' i n f e s t a t i o n  

d e  4 8  r a t s  m â l e s  a g 4 s  d e  p l u s  d e  10 m o i s .  

C e t t e  p r é p a r a t i o n  a é t é  i n j e c t é e  p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e  à d e s  



rats d e  m e m e  sge e t  d e  p~:~i t j s  i 

- s u r  u n e  p r e m i è r e  s é r i e  d ' a n i m a u x  ( n = 1 2 ) ,  n o u s  a v o n s  i n j e c t é  à 

c h a c u n ,  5ml d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  ( s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 ) .  Ce 

vo lume  c o r r e s p o n d  a l a  q u a n t i t é  d ' e x t r a i t  l i b é r é  d ' u n e  p r é p a r a t i o n  

p a r a s i t a i r e  p r o v e n a n t  d e  4 r a t s .  

6  a n i m a u x  o n t  é t é  s a c r i f i é s  u n e  h e u r e  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  e t  6 

r a t s  s a c r i f i é s  5  h e u r e s  p l u s  t a r d .  

- à u n e  s e c o n d e  s é r i e  d ' a n i m a u x  ( n = 1 2 ) ,  n o u s  a v o n s  i n j e c t é  à 

c h a c u n  5ml d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  r é s i d u e l  p r é a l a b l e m e n t  r e p r i s  p a r  

u n  tampon PRS pH 7 . 2 .  C e t t e  q u a n t i t g  c i ~ t r r e s p o n d  @ g a l e i t ~ e n t .  fi 4 f o i s  

l a  p a r a s i t é m i e  a i g ü e  d ' u n  r a t .  

Le s a c r i f i c e  d e s  a n i m a u x  s ' e s t  e f f e c t u é  s e l o n  l a  m ê m e  

r é p a r t i t i o n ,  c ' e s t  à d i r e  6  a n i m a u x  t u é s  u n e  h e u r e  a p r è s  

l ' i n j e c t i o n  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  e t  6 a n i m a u x  5  h e u r e s  p l u s  t a r d .  

L e s  s é r i e s  c o n t r o l e s  s o n t  c o n s t i t u é e s  d ' u n e  p a r t  d e  6 r a t s  a u x  

q u e l s  s o n t  i n j e c t é s  5ml  d ' u n  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5  e n r i c h i  e n  

a n t l p r o t é a s e s  e t  d e  6 r a t s  a u x q u e l s  s o n t  i n j e c t é s  5ml d e  tampon 

p h o s p h a t e  PBS pH 7 . 2 .  Le s a c r i f i c e  d e  ces  a n i m a u x  s ' e s t  e f f e c t u é  5  

h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  S u r  c h a c u n  d e s  a n i m a u x  n o u s  a v o n s  

d é t e r m i n é  p a r  d o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  l e s  t a u x  d ' o e s t r a d i o l ,  d e  

t e s t o s t é r o n e ,  d  ' ho rmone  l u t é i n i s a n t e  e t  d  ' ho rmone  

f o l l i c u l o s t i m u l a n t e  s é r i q u e s  e t  h y p o p h y s a i r e s .  

Dans  un p r e m i e r  t e m p s  n o u s  d i s c u t e r o n s  d e  l ' e f f e t  d u  c u l o t  

p a r a s i t a i r e  p u i s  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e .  

b) E f f e t  d ' u n  c u l o t  p a r a s i t a i r e  : c u l o t  pH 5 . 5  

Le  t a b l e a u  XII1 r e g r o u p e  l ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  

r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e s  d i f f é r e n t s  p a r a m è t r e s  s é r i q u e s  e t  

h y p o p h y s a i r e s .  L ' e f f e t  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  e s t  d i s c u t é  e n  

f o n c t i o n  d e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  c h e z  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  i n o c u l é s  

a v e c  l e  tampon PBS.  

a )  Dosage  d e s  ho rmones  s t é r o ï d e s  s e x u e l l e s  

L ' i n t e r v a l l e  d e  r é f é r e n c e  é t a b l i  à p a r t i r  d e s  a n i m a u x  t é m o i n s  

e s t  é v a l u é  : 

- p o u r  l ' o e s t r a d i o l  e n t r e  1 0 . 5  e t  1 6  ng/ml  a v e c  u n e  v a l e u r  

moyenne d e  13.33 i 0 . 9 2  ng/ml  



TAUX DES HORMONAUX DES RATS SAINS ET DES RATS INOCULES 

AVEC LE CULOT PARASITAIRE PREPARE EN PRESENCE 

D'ANTIPROTEASES 

r a t s  TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( vg/nl )  ( n g / n l )  ( n g / n l )  (vg/hypophyse) (ng/ml) 

( M / ~ Y P o P ~ Y ~ ~ )  __-_-__-___________--------------------------------------------------- 

HOYENNE 1.46 13.33 582.8 77.4 + 0.56 f 0.92 f 66.0  f 9 .8  

Rats i n o c u l é s  avec le  c u l o t    ara si taire s a d i e s  a ~ r è s  1 heure:  
. . . . *  

Rats TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( v g / ~ l )  ( n g / n l )  ( n g / n l )  (vg/hypoehyse) ( n g / n l )  

(vg/hypoehyse -_-________________--------------------_------------------------------ 

MOYENNE 1.11 
f 0.24 

% roba- P>0.6 
i l i t é  non 

s i g n i f .  

11-75  462.4 74.0 261.1 17.2 
f 0.44 f 87.6 f 14 .3  + 34.8 f 2.6 

P>O. 1 P>O. 2 P>O. 6 P>O.l P>0 .1  
non non non non non 
s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f  . s i g n i f  . 

. . a  

re sacrifies a ~ r  s 5 h e w :  

R a t s  TESTOS- OESTRA- FSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
(wg/nl) (ng/ml) (ng /n l )  (w/hypoph se) (ng /n l )  

r v g / h y ~ o ~ h y s e )  _____-_____---_____-------------_------------------------------------- 

HOYENNE 0.48 11 - 25 343-7 37.5 
f 0.10 + 0.48 f 33 .1  f 7 . 8  

PROBA- P>0 .1  0.1>P>0.05 Pt0 .05 P t0 .05  Pt0.05 P>O.l 
B I L I T E  non non s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  



- pour l a  t e s t o s t é r o n e  e n t r e  0 . 2 4  e t  4 . 1  pg/ml s o i t  u n e  v a l e u r  

moyenne d e  1 . 4 6  I 0 . 5 6  pg/ml .  

L ' e f f e t  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  i n  v i v o  n ' e n t r a î n e  p a s  d e  

p r o f o n d s  b o u l e v e r s e m e n t s  d e  l a  s é c r é t i o n  o e s t r o g é n i q u e .  L e s  t a u x  

s é r i q u e s  moyens  c a l c u l é s :  1 1 . 7 5  f 0 . 4 4  ng/ml  a p r è s  u n e  h e u r e  d e  

t e s t  e t  1 1 . 2 5  I 0 . 4 8  ng/ml  a p r è s  5 h e u r e s  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d e  

v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  c o m p a r é e  à l a  v a l e u r  moyenne d ' o e s t r a d i o l  

d e s  a n i m a u x  t é m o i n s  (P>0.1). 

P o u r  l a  t e s t o s t & r o n & m i e ,  l e s  t a u x  d i m i n u e n t  p a s s a n t  d e  1.11 I 

0 . 2 4  w g / m l  a p r è s  u n e  h e u r e  à 0 . 4 8  I 0 . 1 0  ~ g / m l  a p r è s  5 h e u r e s .  On 

r e m a r q u e r a  p o u r  c e t t e  d e r n i è r e  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e  d e s  

c o n c e n t r a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  t o u t e s  i n f e r i e u r e s  à 1 p g / m l .  P a r  l e  

c a l c u l  d u  t - t e s t  ce d e r n i e r  r é s u l t a t  n ' e s t  c e p e n d a n t  p a s  

s i g n i f i c a t i f  ( O . l > P z 0 . 0 5 ) ,  l e s  v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  d e s  

t e m o i n s  c o n d u i s a n t  a u n e  d i s p e r s i o n  d e s  r é s u l t a t s .  

11 s e m b l e  q u e  l ' a c t i o n  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  i n  v i v ~  d u r a n t  5 

h e u r e s  s o i t  i n s u f f i s a n t  p o u r  p r o v o q u e r  u n e  h y p o a n d r o g é n i e .  

13) D o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  

* d o s a g e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  s é r i q u e s  

L e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

c i r c u l a n t e  c h e z  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  m o n t r e n t  u n e  d i s p e r s i o n  

i m p o r t a n t e  d e s  r é s u l t a t s .  L e s  v a l e u r s  s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  8 . 9  e t  

64 n g / m l .  Le t a u x  moyen c a l c u l é  p o u r  ce g r o u p e  d ' a n i m a u x  s ' é l è v e  à 

2 5 . 7  f 9 . 7  n g / m l .  

La  d i s p e r s i o n  d e s  v a l e u r s  d e  LH s é r i q u e  e s t  t o u t  a u s s i  

i m p o r t a n t e  a p r è s  i n o c u l a t i o n  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  ( v a l e u r s  p a s s a n t  

d e  8 . 0  à 3 2 . 1  n g / m l ) .  On r e t r o u v e  u n e  v a l e u r  moyenne d e  1 7 . 2  I 

2 . 6  ng/ml a p r è s  u n e  h e u r e  d ' i n o c u l a t i o n .  Comparé à l a  s é r i e  

t é m o i n ,  ce  t a u x  ezt sensiblement d i m i n u G  rnsia d e  fsgan nun 

s i g n i f i c a t i v e  ( P > O . l ) ,  

A p r è s  5  h e u r e s ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  moyenne d e  LH c a l c u l é e  à 2 0 . 9  I 

3.6 ng/ml e s t  p r o c h e  d u  t a u x  moyen n o r m a l ,  i l  e s t  p o s s i b l e  q u ' u n  

n o u v e l  é q u i l i b r e  s e  s o i t  é t a b l i  e n t r e  l a  s é c r é t i o n  h y p o p h y s a i r e  e t  



u n e  d é g r a d a t i o n  s é r i q u e  d u r a n t  l e s  d e u x  h e u r e s  s é p a r a n t  ces  d e u x  

e x p é r i e n c e s .  

L e s  v a l e u r s  n o r m a l e s  d e  FSH d o s é e s  c h e z  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  

v a r i e n t  d e  3 7 4 . 2  n g  à 8 1 4 . 9  ng /ml  p o u r  un t a u x  moyen c a l c u l é  à 

5 8 2 . 8  I 66 n g / m l .  

Une h e u r e  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e ,  l e s  v a l e u r s  d e  

FSH s e  s i t u e n t  : 

- p o u r  3 c a s ,  d a n s  l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  r é f é r e n c e  

- p o u r  2 c a s ,  i n f é r i e u r e s  à l a  v a l e u r  n o r m a l e  l a  p l u s  b a s s e .  

L e  t a u x  moyen e s t  d e  4 6 2 . 4  i 8 7 . 6  n g / m l .  Comparée  a l a  moyenne 

d e s  a n i m a u x  t é m o i n ,  c e t t e  s e n s i b l e  d i m i n u t i o n  n ' e s t  t o u t e f o i s  p a s  

s i g n i f i c a t i v e  ( P > O .  1 ) .  

En ce q u i  c o n c e r n e  l a  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e  s a c r i f i é e  5 h e u r e s  

p l u s  t a r d ,  l e s  t a u x  d e  FSH s o n t  : 

- p o u r  3 c a s ,  d a n s  l a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  d e s  v a l e u r s  n o r m a l e s  

- p o u r  3 c a s ,  f o r t e m e n t  d i m i n u é s .  

P o u r  c e  g r o u p e  d ' a n i m a u x ,  l e  t a u x  moyen c a l c u l é  à 3 4 3 . 7  + 
3 3 . l n g / m l  f a i t  a p p a r a î t r e  u n e  d i m i n u t i o n  h a u t e m e n t  s i g n i f i c a t i v e .  

L ' e f f e t  e n  5 h e u r e s  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  s u r  l e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  c i r c u l a n t e s  p r o v o q u e  d o n c  u n e  d i m i n u t i o n  

a c c e n t u é e  d e s  t a u x  d e  FSH a l o r s  q u e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  LH s o n t  

s e m b l e - t - i l  m o i n s  a l t é r é e s .  

* D o s a g e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  

L e s  t a u x  moyens  no rmaux  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  

s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  2 3 0 . 4  + 2 3 . 4  v g / h y p o p h y s e  p o u r  l a  LH e t  d e  

7 7 . 4  I 9 . 8  p g / h y p o p h y s e  p o u r  l a  FSH. 

L ' a c t i o n  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  d u r a n t  u n e  h e u r e  n ' e n t r a î n e  p a s  d e  

p r o f o n d s  b o u l e v e r s e m e n t s  d e  l a  s y n t h è s e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s .  

T o u t e s  l e s  v a l e u r s  d e  LH h y p o p h y s a i r e  s o n t  c o m p r i s e s  d a n s  

l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  r é f é r e n c e .  P o u r  l a  FSH, à l ' e x c e p t i o n  d ' u n  

r a t  p r é s e n t a n t  u n e  c o n c e n t r a t i o n  f a i b l e  a 2 3 . 8  p g / h y p o p h y s e ,  



t o u t e s  l e s  v a l e u r s  r e t r o u v é e s  s o n t  n o r m a l e s  

De f a ç o n  non s i g n i f i c a t i v e ,  i l  s e m b l e  q u e  l e s  t a u x  d e  LH s o i e n t  

s e n s i b l e m e n t  a u g m e n t é s  (moyenne  = 2 6 1 . 1  I 3 4 . 8  p g / h y p o p h y s e )  

a l o r s  q u e  c e u x  d e  FSH s o n t  d i m i n u é s  ( moyenne = 7 4 . 0  k 

1 4 . 3  p g / h y p o p h y s e )  . 

P a r  c o n t r e ,  a p r è s  5  h e u r e s ,  l a  m o i t i é  d e  l a  p o p u l a t i o n  t e s t é e  ( 3  

c a s  s u r  6 )  p r é s e n t e  u n  e f f o n d r e m e n t  d e s  t a u x  d e  LH e t  d e  FSH, e n  

c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  3 a n i m a u x  r e s t a n t s ,  ces  v a l e u r s  se  s i t u e n t  

d a n s  l a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  d e  l a  n o r m a l e .  

L e s  t a u x  moyens d e  c h a q u e  g o n a d o s t i m u l i n e  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  

d e  1 3 6 . 4  + 1 3 . 8  u g / h y p o p h y s e  p o u r  l a  LH e t  d e  3 7 . 5  I 

7 . 8  p g / h y p o p h y s e  p o u r  l a  FSH. 

Dans  l e s  2 c a s ,  l a  d i m i n u t i o n  d e s  t a u x  d e s  2 g o n a d o s t i m u l i n e s  

e s t  s i g n i f i c a t i v e  ( P S 0 . 0 5 ) .  

Au t o t a l ,  l ' a c t i o n  du  c u l o t  p a r a s i t a i r e  p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s  p r o v o q u e  c h e z  l e  r a t  a g é  d e  1 0  m o i s  un  

d é s é q u i l i b r e  h o r m o n a l  q u i  s e  m a n i f e s t e  5  h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  

L e s  p r i n c i p a l e s  m o d i f i c a t i o n s  e n d o c r i n i e n n e s  s o n t  c a r a c t é r i s é e s  

p a r  u n e  d i m i n u t i o n  d e s  d e u x  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  (LH e t  

FSH) .  L e s  r e t e n t i s s e m e n t s  a u  n i v e a u  s é r i q u e  s o n t  v a r i a b l e s ;  e n  

e f f e t ,  on c o n s t a t e  q u e  l e s  t a u x  d e  LH s é r i q u e  r e s t e n t  i n c h a n g e s  e t  

c e u x  d e  FSH s o n t  f o r t e m e n t  d i m i n u é s .  C ' e s t  p r o b a b l e m e n t  d e  ce 

~ i é f  i c i t  e n  g o n a d o s t i m u l i n e s  a c t i v e s  q u e  1 ' a m o r c e  d e  

l ' h y p o s é c r é t i o n  d ' o e s t r a d i o l  e t  d e  t e s t o s t é r o n e  e s t  o b s e r v é e .  

c )  E f f e t  d ' u n  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  ( s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 )  

L e s  b i l a n s  g o n a d i q u e s  ( o e s t r a d i o l ,  t e s t o s t é r o n e ,  LH, FSH 

c i r c u l a n t e s ;  LH, FSH h y p o p h y s a i r e s ) d e  2 s é r i e s  d ' a n i m a u x  s a c r i f i é s  

u n e  h e u r e  e t  5 h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  

b r u t  ( s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 )  s o n t  c o m p a r é s  à c e u x  o b t e n u s  à p a r t i r  

d ' u n e  s é r i e  t é m o i n  c o n s t i t u é e  d e  6 a n i m a u x  a y a n t  r e ç u  u n e  

i n . j e c t i o n  d e  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5  e n r i c h i  e n  i n h i b i t e u r s  

p r o t é a s i q u e s  à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  0 . 2  mM.  

L e s  r é s u l t a t s  s o n t  r a p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X I V .  



TAUX HORHONAUX DES RATS SAINS ET RATS INOCULES 

AVEC LE SURNAGEANT PH 5.5 PREPARE EN PRESENCE D'ANTIPROTEASES 

Rats  t é n o i n s  i n o c u l é s  avec l e  tampon ~hosDhate DH 5.3: 

Rats TESTOS- OESTRA- FSH PSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( ~ r g / ~ l )  (ng/ml) (ng/ml) (~rg/hypophyse) ( n g / ~ l )  

( P ~ / ~ Y P O P ~ Y S ~  

MOYENNE 1.24 15.7 + 0.47 + 0.6 

Rats  TESTOS- OESTRA- PSH FSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
( ~ r g / m l >  ( w z / m l )  (ng/ml) ( ~ r g / h ~ p o e h ~ s e  (ng /n l )  

(Crg/hypoehyse ----_--__--______-_------------------_-------------------------------- 

HOYENNE 1.23 12 
f 0.18 f 0.4 

PROBA- P > 0 . 1  P ~ 0 . 0 5  P > 0 . 1  P > O . 1  
B I L I T E  non s i g n i f .  non non 

s i g n i f .  s i g n i f  . s i g n i f .  

P > O .  1 P > O . l  
non non 
s i g n i f .  s i g n i f  . 

. :Rats _inocuiés avec l e  a u n m ~ ~ ~ t  DH 5.5 s a c r i f i e s  a ~ r è s  5 heures: 

Rats  TESTOS- OESTRA- PSH PSH LH LH 
TERONE DIOL SERIQUE HYPO HYPO SERIQUE 
(~rg/ml)  (ng /n l )  (ng/ml) (~rg/hypophyse) (ng /n l )  

( P ~ / ~ Y P O P ~ Y S ~  _____________-___-_--------------------------------------------------- 

HOYENNE 1.45 11-1 + 0.41 + 0.8 

PROBA- P > 0 . 1  P < 0 . 0 5  P > O . l  P > O . l  P > O . 1  P > O . 1  
B I L I T E  non s i g n i f .  non non non non 

s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  s i g n i f .  



a )  Dosage  d e s  ho rmones  s t é r o i d i e n n e s  s e x u e l l e s  

L e s  i n t e r v a l l e s  d e  r é f é r e n c e  d e s  ho rmones  s e x u e l l e s  é t a b l i s  a 

p a r t i r  d e s  an imaux  t é m o i n s  s o n t  : 

- p o u r  l ' o e s t r a d i o l ,  c o m p r i s  e n t r e  13 e t  17.5 ng/ml  

(moyenne  : 15.7 + 0.6 n g / m l )  

- p o u r  l a  t e s t o s t é r o n e ,  c o m p r i s  e n t r e  0.26 e t  3.06 ng/ml  

(moyenne  = 1.24 I 0.47 p g / m l )  

C e s  v a l e u r s  moyennes  s o n t  l é g è r e m e n t  d i f f é r e n t e s  d e  c e l l e s  

o b t e n u e s  a v e c  l a  s é r i e  t é m o i n  p récédemment  u t i l i s é e  q u i  a v a i t  r e ç u  

u n e  i n j e c t i o n  d e  PBS.  C e s  d i f f é r e n c e s  t r è s  f a i b l e s  s o n t ,  s e m b l e - t -  

i l ,  b e a u c o u p  p l u s  l e  r é s u l t a t  d e  v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  q u ' u n  

e f f e t  p r o p r e  au  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5  i n j e c t e .  

L ' i n j e c t i o n  d u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  u n e  h e u r e  a v a n t  l e  s a c r i f i c e  

d e s  a n i m a u x  p r o v o q u e  u n e  d i m i n u t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e s  t a u x  

3 d ' o e s t r a d i o l  (12 I 0.4 n g / m l )  (PcU.O5), t a n d i s  q u e  l a  

t e s t o s t é r o n é m i e  e s t  i n c h a n g é e  (1.23 I 0.18 p g / m l ) .  

La b a i s s e  d ' o e s t r a d i o l  e s t  c o n f i r m é e  5 h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  

du  s u r n a g e a n t  pH 5.5. La m a j o r i t é  d e s  c a s  p r é s e n t e  d e s  t a u x  

d T o e s t r a d i o l  f o r t e m e n t  d i m i n u e s  ( i n f é r i e u r  à 13 n g / m l ) ,  l a  v a l e u r  

moyenne p a s s a n t  à 1 1 . 1  k 0.8 ng/ml (P<0.05). L a  t e s t o s t é r o n é m i e  

d e m e u r e  t o u j o u r s  i n c h a n g é e ,  l e  t a u x  moyen e s t  d e  1.45 I 0.41 p g / m l .  

I l  s e m b l e  q u e  l ' i n j e c t i o n  d u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r é  e n  

p r é s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s  p r o v o q u e  u n e  v a r i a t i o n  r e l a t i v e m e n t  

s é l e c t i v e  d e  l a  s é c r é t i o n  d ' o e s t r a d i o l  s a n s  t r o u b l e  d e  l a  

b i o s y n t h è s e  d e  t e s t o s t é r o n e .  

B )  Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  

Aucune m o d i f i c a t i o n  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  s é r i q u e s  d e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  n ' e s t  c o n s t a t é e  a p r è s  a c t i o n  d u  s u r n a g e a n t  pH 5.5 

T o u t e s  l e s  v a l e u r s  d e  LH s é r i q u e s  d o s é e s  s o n t  c o m p r i s e s  d a n s  

l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  r é f é r e n c e .  L e s  t a u x  moyens s e  s i t u e n t  a p r è s  



u n e  h e u r e  à 2 3 . 9  5 5 . 5  ng/ml  e t  a p r è s  5  h e u r e s  à 2 3 . 7  i 2 . 5  ng/ml  

c o n t r e  2 3 . 3  i 7 . 3  n g  / m l  p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n .  

Dans  c h a c u n  d e s  c a s ,  l e s  v a r i a t i o n s  d e  c o n c e n t r a t i o n  n e  s o n t  p a s  

s i g n i f i c a t i v e s  ( P > 0 . 1 ) .  

C e c i  e s t  é g a l e m e n t  l e  cas  p o u r  l a  FSH s é r i q u e  où l e s  t a u x  moyens  

o s c i l l e n t  e n t r e  4 4 0 . 8  I 4 4 . 1  ng/ml  a p r è s  u n e  h e u r e  e t  4 3 5 . 3  i 

3 1 . 4  ng/ml  a p r è s  5  h e u r e s .  C e s  v a l e u r s  c o m p a r é e s  a u  t a u x  moyen 

n o r m a l  ( 5 1 2 . 2  i 9 7 . 1  n g / m l )  s o n t  s e n s i b l e m e n t  d i m i n u é e s  mais d e  

f a ç o n  e n c o r e  non  s i g n i f i c a t i v e  ( P > 0 . 1 ) .  

De l a  m ê m e  f a c o n ,  n o u s  n e  n o t o n s  a u c u n e  v a r i a t i o n  i m p o r t a n t e  

d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  (LH, FSH) a p r è s  i n j e c t i o n  d e  

s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 .  

P o u r  l a  LH, à l ' e x c e p t i o n  d ' u n  s e u l  r a t  où l e  t a u x  h y p o p h y s a i r e  

e s t  s e n s i b l e m e n t  a u g m e n t é ,  t o u t e s  l e s  v a l e u r s  d o s é e s  u n e  h e u r e  

a p r è s  l ' i n j e c t i o n  t e s t ,  s o n t  c o m p r i s e s  d a n s  l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  

r é f é r e n c e .  La  c o n c e n t r a t i o n  moyenne e x p r i m é e  p a r  h y p o p h y s e  p o u r  c e  

g r o u p e  d ' a n i m a u x  s ' é l è v e  à 2 3 0 . 5  i 3 1 . 6  y g  c o n t r e  2 0 3 . 2 9  I 

1 9 . 7  y g  p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n .  C e t t e  l e g è r e  v a r i a t i o n  n ' e s t  p a s  

s i g n i f i c a t i v e  ( P > O . l ) .  

En 5  h e u r e s ,  l e s  t a u x  s o n t  p l u s  f a i b l e s  q u e  p r é c é d e m m e n t .  L e s  

v a l e u r s  m i n i m a l e s  s o n t  d e  l ' o r d r e  d e  130-133 p g / h y p o p h y s e  a l o r s  

q u ' e l l e s  d é p a s s a i e n t  156 y g / h y p o p h y s e  ap rè s  u n e  h e u r e  d ' a c t i o n  d u  

s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e .  C e p e n d a n t ,  t o u t e s  l e s  v a l e u r s  d e  LH 

h y p o p h y s a i r e  s o n t  c o m p r i s e s  d a n s  l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e s  a n i m a u x  

t é m o i n s  e t  l e  t a u x  moyen à 1 8 6 . 5  I 2 4 . 3  y g / h y p o p h y s e  p e u t  ê t r e  

c o n s i d é r é  comme n o r m a l  ( P > 0 . 1 ) .  

P o u r  l a  FSH h y p o p h y s a i r e ,  on o b s e r v e  e n  u n e  h e u r e  u n e  l é g è r e  

a u g m e n t a t i o n  d u  t a u x  moyen d e  6 0 . 7  I 1 1 . 7  y g / h y p o p h y s e  c o n t r e  

9 . 1  I 7 . 6  y g / h y p o p h y s e  p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n .  Dans  c e t t e  s é r i e  

e x p é r i m e n t a l e ,  s e u l s  d e u x  a n i m a u x  p o s s è d e n t  d e  f o r t e s  

c o n c e n t r a t i o n s  h y p o p h y s a i r e s  ( 9 9 . 5  ug - 7 1 . 8  y g ) .  En 5  h e u r e s ,  on 

c o n s t a t e  u n e  d i m i n u t i o n  s e n s i b l e  d u  t a u x  moyen à 4 4 . 4  f 

5 . 9  p g / h y p o p h y s e .  

Dans  l e s  d e u x  cas  ( 1  h e u r e  e t  5  h e u r e s ) ,  l e s  v a r i a t i o n s  d e  

c o n c e n t r a t i o n s  d e  FSH h y p o p h y s a i r e  n e  s o n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e s .  



Au t o t a l ,  l ' a n a l y s e  d e s  b i l a n s  g o n a d i q u e s  e f f e c t u é s  a p r è s  

l ' i n j e c t i o n  d ' u n  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s  n e  f a i t  p a s  a p p a r a i t r e  d e  m o d i f i c a t i o n  i m p o r t a n t e  

d e  l a  f o n c t i o n  g o n a d o t r o p e .  Aucune v a r i a t i o n  d e s  p a r a m è t r e s  

c i r c u l a n t s  ( t e s t o s t é r o n e ,  LH e t  FSH),  e t  h y p o p h y s a i r e s  (LH,FSH) 

n ' a  é t é  m i s e  e n  é v i d e n c e .  En ce q u i  c o n c e r n e  l a  d i m i n u t i o n  

d ' o e s t r a d i o l ,  c e l l e - c i  n ' e s t  p a s  t o t a l e m e n t  é t a b l i e  d a n s  l a  m e s u r e  

o ù  l a  m o d i f i c a t i o n  e n r e g i s t r é e  n ' e s t  p a s  s u f f i s a n t e  p o u r  ê t r e  

s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e  d u  t a u x  moyen n o r m a l .  

Dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  i l  s e m b l e  q u e  l e s  c o n s t i t u a n t s  

p a r a s i t a i r e s ,  l i b é r é s  d a n s  l e  tampon pH 5.5 e t  a y a n t  f r a n c h i  l a  

b a r r i è r e  h é r n o p é r i t o n é a l e  n ' o n t  p a s  d ' a c t i o n  d i r e c t e  ou  i n d i r e c t e  

s u r  l a  b i o s y n t h è s e  t e s t i c u l a i r e .  

A i n s i .  d e s  d e u x  tests  d e  s t i m u l a t i o n  p r a t i q u é s  : 

- l ' u n  p a r  i n j e c t i o n  d e  t r y p a n o s o m e s  a y a n t  s u b i  un t r a i t e m e n t  

v i s a n t  à l i b é r e r  l e u r s  c o m p o s a n t s  m e m b r a n a i r e s  d e  s u r f a c e  ( c u l o t  

pH 5 . 5 )  

- l ' a u t r e  p a r  i n j e c t i o n  du  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  l i b e r é  à pH 5 . 5 ,  

l e s  d e u x  p r é p a r a t i o n s  é t a n t  s t a b i l i s é e s  p a r  a n t i p r o t é a s e s ,  on 

r e t i e n d r a  q u e  l ' i n j e c t i o n  du  c u l o t  s e  t r a d u i t  e n  5 h e u r e s  p a r  une  

d i m i n u t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  (LH e t  

F S H ) ,  p a r  u n e  d i m i n u t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e  l a  FSH c i r c u l a n t e ,  l a  LH 

c i r c u l a n t e  n ' é t a n t  pas m o d i f i é e ;  e t  q u e  l ' i n j e c t i o n  d u  s u r n a g e a n t  

p a r a s i t a i r e  a un e f f e t  appa remmen t  c o m p a r a b l e  m a i s  p l u s  m o d e s t e  

d a n s  s o n  e x p r e s s i o n  c h i f f r é e  d a n s  l a  m e s u r e  où  l e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  LH/FSH h y p o p h y s a i r e s  e t  c i r c u l a n t e s  s e m b l e n t  

d i m i n u é e s .  

Nous a v o n s  a l o r s  c o m p l é t é  c e t t e  é t u d e  e n  s u p p r i m a n t  d u  p r o t o c o l e  

l ' a d d i t i o n  d e s  a n t i p r o t é a s e s .  On p e u t ,  a u  v u e  d e s  r é s u l t a t s ,  e n  

e f f e t  s ' i n t e r r o g e r  s u r  l a  r e s p o n s a b i l i t é  d i r e c t e  e t  m e m e  i n d i r e c t e  

d e s  p r o t é a s e s  p a r a s i t a i r e s  d a n s  l a  d i m i n u t i o n  d e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  

h y p o p h y s a i r e s  c o n t a t é e s .  



2 )  Et .ude  d e s  dvqfonctio- 
. . 

P P e s  W ~ O V O Q I I ~ ~ S  par 

lLinject- , . v'vo-de m n t e r l e l  t r v ~ a n o s o m a l  o b t e n u  s R n s  

a o t  i p r o t é a s e s  

a )  P r é p a r a t i o n  d u  m a t é r i e l  t r y p a n o s o m a l  

T o u t e  l a  p r é p a r a t i o n  d u  matér ie l  t r y p a n o s o m a l  s ' e s t  e f f e c t u é e  

s a n s  a n t i p r o t é a s e s  d e p u i s  l ' i s o l e m e n t  d e s  p a r a s i t e s  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  d ' é c h a n g e  i o n i q u e  j u s q u ' à  l a  l i b é r a t i o n  d u  m a n t e a u  

d e  s u r f a c e  e n  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5 .  

L ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  ( s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 )  p r o v e n a n t  d e  

l ' i n f e s t a t i o n  d e  24 r a t s  e s t  i n j e c t é  p a r  v o i e  i n t r a p e r i t o n é a l e  a 6 

r a t s  m a l e s  d e  10 m o i s  s o u s  un vo lume  d e  5m1. 

L e  c u l o t  p a r a s i t a i r e  ( c u l o t  pH 5 . 5 )  es t  i n o c u l é  à 6 a u t r e s  r a t s  

s o u s  un m ê m e  v o l u m e .  

A i n s i ,  c h a q u e  r a t  a u r a  r e ç u  u n e  p r é p a r a t i o n  é q u i v a l e n t e  à l a  

q u a n t i t é  p a r a s i t a i r e  i s s u  d e  4 r a t s .  

C h a c u n e  d e s  d e u x  s é r i e s  e x p e r i m e n t a l e s  e s t  a c c o m p a g n é e  d e  1 2  

a n i m a u x  c o n t r ô l e s  c o m p r e n a n t  : 

- 6 a n i m a u x  a u x q u e l s  s o n t  i n j e c t é s  5  m l  d e  tampon p h o s p h a t e  

pH 5 . 5  s a n s  a n t i p r o t e a s e s  

- 6 a n i m a u x  a u x q u e l s  s o n t  i n j e c t é s  5m1 d e  t ampon  p h o s p h a t e  PBS 

pH 7 . 2 .  

L e  s a c r i f i c e  d e  c e s  a n i m a u x  p a r  d é c a p i t a t i o n  es t  e f f e c t u é  5 

h e u r e s  a p r è s  1' i n o c u l a t i o n :  

Nous a v o n s  l i m i t é  l e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  à c e u x  d e  l a  

t e s t o s t é r o n e ,  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  e t  h y p o p h y s a i r e .  

b )  E f f e t  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  pH 5 . 5  

L e s  v a l e u r s  d e  l a  t e s t o s t é r o n e ,  d e  l a  LH s é r i q u e  e t  d e  l a  LH 

h y p o p h y s a i r e  a p r è s  i n j e c t i o n  du  c u l o t  pH 5 . 5  s o n t  a n a l y s é e s  e n  

f o n c t i o n  d e s  r é s u l t a t s  d e s  a n i m a u x  t é m o i n s  i n o c u l é s  p a r  tampon PES 

( t a b l e a u  X V )  . 



TAUX HORMONAUX DES RATS TEMOINS (PBS PH 7 . 2 5 )  ET 

DES RATS INOCULES AVEC LE CULOT PARASITAIRE PREPARE 

EN ABSENCE D'ANTIPROTEASES 

o c u l e s  avec l e  t u :  . 

R a t s  TESTOS- 
TERONE 
( w g / m l )  

LH LH 
HYPO SERIQUE 
( w g / h y p o p h y s e )  ( n g / m l )  

MOYENNE 2 . 1 0  
A 0.57 

:Bats i n o c u l é s  avec l ~ J o t  DH 5.5 s a n s  a n t b p r o t é a s e s :  

R a t s  TESTOS- 
TERONE 
( vg/ml) 

LH LH 
HYPO SERIQUE 
( w g / h ~ ~ o ~ h ~ s e )  ( n g / m l )  

MOYENNE O. 56 2 4 8 . 8 0  9.42 
k 0.21 k 48.8 4.2  

PROBA- P ~ 0 . 0 5  
BILITE  s i g n i f .  

P<O. 05 
s i g n i f .  

P < 0 . 0 5  
s i g n i f .  



a )  La  t e s t o s t é r o n e  

L ' e f f e t  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  c o n d u i t  à u n e  d i m i n u t i o n  n e t t e  d e  

l a  t e s t o s t é r o n é m i e .  La  v a l e u r  moyenne d e  2.10 5 0.57 pg/ml p o u r  

l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  p a s s e  à 0.56 i 0.21 w g / m l  p o u r  l e s  a n i m a u x  

t e s t s .  

La  b a i s s e  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  e s t  s i g n i f i c a t i v e  à Pc0.05. 

p )  Dosage  r s d i o i m m u n o l a g i q u e  de l ' h o r m a n e  l u t & i n i z s n t ~  

Les c o n c e n t r a t i o n s  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  r e l e v é e s  c h e z  l e s  

a n i m a u x  t é m o i n s  s e  s i t u e n t  e n t r e  11 e t  3 9  n g / m l ,  s o i t  u n e  v a l e u r  

moyenne c a l c u l é e  23 I 4 . 3  n g / m l .  

Par i r i i  l e s  t; ariilyiaui.: i t~c : i r : u l e s~  l e s  -3%-1:-: d e  LH s é r i q u e  s o n t  : 

- p o u r  2 c a s ,  e n  l i m i t e  n o r m a l e  

- p o u r  un c a s ,  d e  v a l e u r  b a s s e  

- p o u r  3 c a s ,  à l a  l i m i t e  d e  q u a n t i f i c a t i o n  m a l g r é  l a  

s e n s i b i l i t é  d e  l a  m é t h o d e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e .  

En d é p i t  d e s  2 o b s e r v a t i o n s  l i m i t e  n o r m a l e ,  l e s  r é s u l t a t s  moyens  

l a i s s e n t  a p p a r a i t r e  d e s  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  a n i m a u x  

t e s t é s  e t  a n i m a u x  t é m o i n s  ( r e s p e c t i v e m e n t  9 . 4  i 4.2 ng/ml  c o n t r e  

2 3  5 4 . 3  n g / m l )  (P<O.U5)., 

C e t t e  d i m i n u t i o n  d e  LH c i r c u l a n t e  e s t  à r a p p r o c h e r  d e  l a  c h u t e  

d e  t e s t o s t é r o n é m i e  é g a l e m e n t  s i g n i f i c a t i v e  s t a t i s t i q u e m e n t .  

T o u t e f o i s ,  à l ' e x a m e n  d e s  v a l e u r s  d e  c e s  d e u x  p a r a m è t r e s  p o u r  

c h a q u e  r a t  p r i s  i n d i v i d u e l l e m e n t ,  on s ' a p e r ç o i t  q u  ' i l  n  ' e x i s t e  p a s  

d e  r e l a t i o n  n e t t e  d e  p r o p o r t i o n a l i t é  e n t r e  l a  v a l e u r  d e  LH s é r i q u e  

e t  c e l l e  d e  l a  t e s t o s t g r o n e .  S i  l ' o n  a d o p t e  l e  c o n c e p t  q u e  l a  

b a i s s e  d e  t e s t o s t é r o n e  e s t  i n d u i t e  u n i q u e m e n t  p a r  l a  b a i s s e  d e  LH 

s é r i q u e ,  on p e u t  é v o q u e r  a l o r s  l ' h y p o t h è s e  q u e  l e  t a u x  d e  

s t i m u l i n e  o b t e n u e  p a r  d o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  n e  r e f l è t e  p a s  l a  

q u a n t i t é  d e  LH " b i o l o g i q u e m e n t  a c t i v e " .  On n e  p e u t  c e p e n d a n t  p a s  

e x c l u r e  non  p l u s  t o t a l e m e n t  u n e  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  d i r e c t e  d e s  



c o n s t i t u a n t s  p a r a s i t a i r e s  ( e n z y m a t i q u e s  ou  non e n z y m a t i q u e s ) ,  s u r  

l a  s é c r é t i o n  d e  t e s t o s t é r o n e .  

Chez  l e s  a n i m a u x  i n f e s t é s  t é m o i n s  l e  t a u x  moyen d e  LH 

h y p o p h y s a i r e  e s t  d e  1 4 9 . 3  I 1 9 . 7  v g / h y p o p h y s e . A p r è s  a c t i o n  d u  

c u l o t  p a r a s i t a i r e  pH 5 . 5 ,  c e t t e  v a l e u r  s ' é l è v e  à 248 .8  I 

4 8 . 8  p g / h y p o p h y s e ,  c e t t e  a u g m e n t a t i o n  e s t  s i g n i f i c a t i v e  ( P < 0 . 0 5 ) .  

A i n s i ,  a p r è s  5  h e u r e s  d e  s t i m u l a t i o n  p a r  l e  c u l o t  p a r a s i t a i r e  

p r é p a r é  s a n s  a n t i p r o t é a s e s ,  on c o n s t a t e  q u e  l a  f o n c t i o n  

g o n a d o t r o p e  p e u t  ê t r e  r a p i d e m e n t  a l t é r é e ,  p a r  u n e  d i m i n u t i o n  

s e n s i b l e  d e  d e u x  p a r a m è t r e s  s é r i q u e s  ( t e s t o s t é r o n e ,  LH) q u i  e s t  

a c c o m p a g n é e  d r u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  LH h y p o p h y s a i r e .  

L e  d é f i c i t  g o n a d o t r o p e  i c i  r a p p o r t é  e s t  d ' u n e  i n t e n s i t é  p l u s  

i m p o r t a n t e  c o m p a r é  a u x  o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  a p r è s  i n j e c t i o n  d u  

c u l o t  p a r a s i t a i r e  p r S p a r é  e n  p r é s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  l e  t a b l e a u  

d ' h y p o g o n a d i s m e  é t a n t  p l u s  c o m p l e t  d u  f a i t  d u  c o n s t a t  d e  r é a c t i o n  

h y p o p h y s a i r e .  

De c e t  e n s e m b l e  d e  r é s u l t a t s ,  i l  e s t  d o n c  p o s s i b l e  d ' a f f i r m e r  l e  

r ô l e  j o u é  p a r  l e s  p r o t é a s e s  p a r a s i t a i r e s  d a n s  ces  d y s r é g u l a t i o n s  

h o r m o n a l e s .  

L ' e f f e t  d ' u n  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  p r é p a r é  s a n s  

a n t i p r o t é a s e s  a  é g a l e m e n t  é t é  r e c h e r c h é  a d o p t a n t  un  p r o t o c o l e  

i d e n t i q u e .  

c )  E f f e t  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  

L ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n u l o g i q g e s  d e  l a  

t e s t o s t e r o n e ,  d e  l a  LH s é r i q u e  e t  h y p o p h y s a i r e  e s t  i l l u s t r é  p a r  l e  

t a b l e a u  X V I  

a )  Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  

L ' i n j e c t i o n  d ' u n  e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  b r u t  ( s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 )  

s a n s  a n t i p r o t é a s e s  n ' e n t r a î n e  p a s  d e  m o d i f i c a t i o n  d e  l a  

t e s t o s t é r o n é m i e .  Dans  l a  m a j o r i t é  d e s  c a s ,  l e s  v a l e u r s  s o n t  

n o r m a l e s ,  l e  t a u x  moyen s e  s i t u e  a 1 . 2 0  f 0 .36  vg/ml c o n t r e  0 . 7 4  

+ 0.13 pg/ml p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n .  



TAUX HORMONAUX DES RATS TEHOINS (TAMPON PH 5.5 ) 

ET DES RATS INOCULES AVEC L'EXTRAIT ANTIGENIQUE PH 5.5 

SANS ANTIPROTEASES. 

R a t s  TESTOS- LH LH 
TERONE HYPO SERIQUE 
( W/Ql ( ~ g / h ~ F ? o ~ h ~ s e  (ng /ml  ) _---------____--_-_------------------------------------------------ 

MOYENNE O .  74 + 0.13 

R a t s  TESTOS- 
TERONE 

LH 
HYPO 

( w / h y p o p h y s e  ) 

LH 
SERIQUE 
( n g / m l )  

MOYENNE (de s  6 r a t s )  ( d e s  4 r a t s )  ( d e s  6 r a t s )  (des  4 r a t s )  

PROBA- P>O. 1 P < 0 . 0 5  P<O . O 5  P > 0 . 1  P<O. 05 
BILITE  n o n  s i g n i f .  s i g n i f .  n o n  s i g n i f .  

s i g n i f .  s i g n i f .  



&3) Dosage  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

Le t a u x  moyen d e  LH c i r c u l a n t e  p a s s e  d e  2 1 . 8  i 2 . 3  ng/ml p o u r  

l a  s é r i e  t é m o i n  à 1 8 . 5  I 5 . 9  ng /ml  p o u r  l e  g r o u p e  d ' a n i m a u x  

e x p é r i m e n t a u x .  On n o t e  d e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s ,  s u r  

l e s  6 a n i m a u x  i n o c u l é s  a v e c  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  : 

- 2 r a t s  p o s s è d e n t  d e s  v a l e u r s  d e  LH s é r i q u e  é l e v é e s ,  c h a c u n e  à 

36 ng /ml  q u i  c o m p a r a t i v e m e n t  à l a  s é r i e  t é m o i n  s e  s i t u e n t  a u  d e l à  

d e  l a  l i m i t e  s u p é r i e u r e  n o r m a l e  d o s é e  à 2 8  ng/ml  

- 4 a n i m a u x  o n t  d e s  t a u x  b e a u c o u p  p l u s  f a i b l e s  p a s s a n t  d e  

17ng/ml  à u n e  v a l e u r  est imée à 0 . 5  ng /ml  c a r  e n  d e s s o u s  du  s e u i l  

d e  d é t e c t i o n  d e  l a  m é t h o d e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e .  

J i  l ' o n  c o m p a r e  l e  t a u x  moyen d e  LH s é r i q u e  d e s  a n i m a u x  t é m o i n s  

à c e l u i  d e s  4 a n i m a u x  t e s t é s ,  on c o n s t a t e  q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  

g o n a d o s t i m u l i n e  d i m i n u e  d e  f a ç o n  s i g n i f i c a t i v e  a 9 . 8  f 3 . 6  n g / m l .  

I l  e s t  p o s s i b l e  a l o r s  q u e  l e s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  n o t é e s  c h e z  

les  d e u x  r a t s  d e  l a  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e  s o i e n t  l e  r é s u l t a t  d ' u n e  

m a u v a i s e  i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e  d u  m a t é r i e l  à t e s t e r .  C e t t e  

h y p o t h è s e  s e m b l a i t  d é j à  v a l a b l e  a u  r e g a r d  d e s  r é s u l t a t s  d e  

t e s t o s t é r o n é m i e  r e l e v é s  c h e z  l ' u n  d e s  a n i m a u x .  

* Dosage  d e  l a  LH h y p o p h y s a i r e  

L e s  t a u x  d e  LH h y p o p h y s a i r e  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  d u  s u r n a g e a n t  

a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  o s c i l l e n t  e n t r e  131 e t  289  p g / h y p o p h y s e .  N o t o n s  

q u e  c e t t e  d e r n i è r e  v a l e u r  c o r r e s p o n d  à l ' u n  d e s  a n i m a u x  p o u r  

l e q u e l  l e s  t a u x  d e  LH s é r i q u e  e t  d e  t e s t o s t é r o n e  a v a i e n t  d é j à  é t é  

t r o u v é s  t r è s  é l e v é s ,  ce q u i  a v a i t  f a i t  d i s c u t e r  l a  q u a l i t é  d e  

l ' i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e ;  q u o i q u ' i l  e n  s o i t ,  l e  c a l c u l  

s t a t i s t i q u e  s u r  l e s  4 a n i m a u x  à LH s é r i q u e  s i g n i f i c a t i v e m e n t  

a b a i s s é e  s e m b l e  i n d i q u e r  u n e  r é a c t i o n  h y p o p h y s a i r e  p o s i t i v e  a v e c  

u n e  l é g è r e  a u g m e n t a t i o n  à 2 1 0 . 5  i 2 8 . 7  p g / h y p o p h y s e  p a r  r a p p o r t  à 

1 8 9 . 8  I 2 0 . 1  y g / h y p o p h y s e  p o u r  l a  s é r i e  t é m o i n .  

Au t o t a l ,  e n  5  h e u r e s ,  l ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  

p r e p a r é  s a n s  a n t i p r o t é a s e s  p r o v o q u e  u n e  d i m i n u t i o n  m a r q u é e  d e  l a  

L H  c i r c u l a n t e  s a n s  r e t e n t i s s e m e n t  a u  n i v e a u  t e s t i c u l a i r e .  C e s  



o b s v r v a . t i o n u  d e j a  f a i t e s  a v e c  l e  c u l o t  pH 5 . 5  m o n t r e n t  q u ' i l  

n ' e x i s t e  p a s  d e  c o r r é l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  l a  v a l e u r  d e  LH s é r i q u e  

d o s é e  e t  l e  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e .  

En c o n c l u s i o n ,  l ' i n j e c t i o n  d ' e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s  i n d u i t  c h e z  

l ' h ô t e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  e n d o c r i n i e n n e s  d ' i n t e n s i t é  d i f f é r e n t e  

s e l o n  q u e  l e  ma té r i e l  t r y p a n o s o m a l  i n o c u l é  e s t  p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  

ou e n  a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s .  

Nous a v o n s  r e g r o u p é  s o u s  f o r m e s  d ' h i s t o g r a m m e s ,  l e s  v a r i a t i o n s  

d e s  d i f f é r e n t s  p a r a m è t r e s  s é r i q u e s  ( t e s t o s t é r o n e ,  LH) e t  

h y p o p h y s a i r e  (LH) q u e  n o u s  a v o n s  s u i v i s  d a n s  c h a c u n e  d e s  

s i t u a t i o n s  r a p p o r t é e s  ( f i g u r e  2 1 ) .  

L ' e s s e n t i e l  s e  r é s u m e  a u  f a i t  q u e  l e  c u l o t  p a r a s i t a i r e  e n t r a i n e  

r a p i d e m e n t  u n e  a l t é r a t i o n  d e  l a  f o n c t i o n  g o n a d i q u e  a l o r s  q u e  

l ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  e s t  p l u s  n u a n ç é .  

L ' a d d i t i o n  d ' a n t i p r o t é a s e s  a u  p r o t o c o l e  p r o v o q u e  u n e  d i m i n u t i o n  

i m p o r t a n t e  d e s  e f f e t s  d e s  t e s t s ,  q u e  l ' o n  u t i l i s e  l e  c u l o t  ou  l e  

s u r n a g e a n t  pH 5 . 5 .  I l  s e m b l e r a i t  d o n c  q u e  l e s  p r o t é a s e s  

p a r a s i t a i r e s  j o u e n t  un  r ô l e  c e r t a i n .  T o u t e f o i s ,  l ' a n a l y s e  d e s  

r k s u l t a t s  l a i s s e  a u s s i  e n t e n d r e  q u e  d ' a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  d u  

m a n t e a u  d e  s u r f a c e  d u  t r y p a n o s o m e s  p o u r r a i e n t  a u s s i  a v o i r  un  e f f e t  

s u r  l a  f o n c t i o n  g o n a d o t r o p e .  

Nous a v o n s  r e c h e r c h é  s i  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  s u r f a c e ,  é l é m e n t  

c o n s t i t u t i f  m a j e u r  d u  m a n t e a u  p o u r r a i t  j o u e r  ce r ô l e .  

A c t u e l l e m e n t , l a  f o n c t i o n  e s s e n t i e l l e  d u  m a n t e a u  d e  s u r f a c e  d é c r i t e  

d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  c o n s i s t e  e n  u n e  b a r r i è r e  p r o t e c t r i c e  d u  

t r y p a n o s o m e  v i s  à v i s  d e s  immuno g l o b u l i n e s  e t  d ' a u t r e s  s y s t è m e s  

d e  d é f e n s e  d e  l T h ô t e ,  mais p e u  d e  c h o s e s  s o n t  a v a n c é e s  c o n c e r n a n t  

l e  d e v e n i r  e t  l ' é v e n t u e l l e  r e s p o n s a b i l i t é  b i o l o g i q u e  d e  l ' a n t i g è n e  

d e  s u r f a c e  u n e  f o i s  l i b é r é  d a n s  l e  t o r r e n t  c i r c u l a t o i r e .  

3) E t u d e  d e  l a  f o n c t i o n  a o m d i a l i e  a ~ r è s  r n . l e c t i o n  d e  
. . 

f i a c t i o n s  a n t a 9 e n i a u e s  D u r  
. . .  if.i.k&s 

a )  P r é p a r a t i o n  d u  m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  

L e s  t e c h n i q u e s  d e  p u r i f i c a t i o n  d e  l a  f o r m e  s o l u b l e  d e  



VARIATION DES TAUX DE TESTOSTERONE,DE LH SERIQUE 

ET HYPOPHYSAIRE APRES 5 HEURES D'ACTION D'UN 

HATERIEL TRYPANOSOMAL PH 5.5 PREPARE: 

AVEC OU SANS ANTIPROTEASES 

. , a * &  
TESTOSTERONE 1 

1 I ' T  I . T l  T I '  
C u i o c .  S u r n a ( e i n c  C u l o c  . S u r n r ( r a n c  

1 PIIS.S r n 5 . s  r n 2 . s  ' p n 5 . s  
-\A 

AVEC A N T I r R O T E A f E S  SANS A I I T l ~ R O T i A S Z S  . 

i.,l.I 
. LH, SER 1 QUE, 

; LH HYPOPYSAIRE * 
. . 0 h V . . . h # . *  t . 

A- 

1 

I 

i u i o C  . à u r n a ( . a n c  C u l J C  S u r n a ( e r n c  
? r I S . l  r s s . 1  ?HS.S ' ?nz.s  

--/ 

AVC.: à N Z : f 3 O T Z A i E 3  àA:JS AlI7:??.2T=A$IS 

Les variations significatives statitiquement sont 

soulignées d'une étoile . 



l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  s u r f a c e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  

c o l o n n e  d e  C o n c a n a v a l i n e  A s é p h a r o s e  p e r m e t t e n t  d e  p r é p a r e r  d e s  

q u a n t i t é s  i m p o r t a n t e s  d e  g l y c o p r o t é i n e s  d e  s u r f a c e  . 

a )  P u r i f i c a t i o n  d e  l a  " f o r m e  s o l u b l e "  d e  l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e  d e  T . b  . b r i ~ c e i ,  AnTat  1 . 1  

A p a r t i r  d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  b r u t  pH 5 . 5 ,  l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e  e s t  p u r i f i é  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  c o l o n n e  d e  

C o n c a n a v a l i n e  A s é p h a r o s e .  

L ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  a d d i t i o n n é  d ' a n t i p r o t é a s e s  e s t  s o u m i s  à 

u n e  d i a l y s e  c o n t r e  l e  tampon d ' é q u i l i b r e  d e  l a  c o l o n n e  d ' a f f i n i t é  

( t a m p o n  p h o s p h a t e  0 . 0 1  M ,  NaCl 0 . 5  M ,  MgClz 1 mM e t  C a C l z  1 mM d e  

pH 8 . 0 )  p u i s  d é p o s é  s u r  c o l o n n e  (BALTZ e t  c o l 1  1 3 7 8  ( 6 ) ) .  

L e s  c o n d i t i o n s  d ' é l u t i o n  o n t  é t é  l e g è r e m e n t  m o d i f i é e s  p a r  

r a p p o r t  à l a  d e s c r i p t i o n  o r i g i n a l e  . E l l e s  p r o c é d e n t  e n  p l u s i e u r s  

é t a p e s  s e l o n  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  q u i  v e r r a  u t i l i s é  

s u c c e s s i v e m e n t  : 

- l e  tampon d ' é q u i l i b r e  q u i  p e r m e t  d ' o b t e n i r  u n e  f r a c t i o n  non 

r e t e n u e  s u r  l a  c o l o n n e  d ' a f f i n i t é :  f r a c t i o n  F r  r e p r é s e n t a n t  

e s s e n t i e l l e m e n t  l e s  a n t i g è n e s  communs non  g l y c o p r o t é i q u e s  

- l e  meme tampon e n r i c h i  e n  m é t h y l  a - i l -mannos ide  à l u x  q u i  g l u e  

l a  f r a c t i o n  P s  

- e n  t r o i s i è m e  é t a p e ,  l ' a d d i t i o n  d e  13 m e r c a p t o é t h a n o l  à 1% au  

tampon p r é c é d e n t  l i v r e  l a  f r a c t i o n  FJ 

- e n f i n  l ' é l u t i o n  p a r  c e  même tampon e n r i c h i  e n  SDS à 0 . 1 %  é l u e  

l a  f r a c t i o n  F4. 

L e s  d i f f é r e n t s  é l u a t s  s o n t  d i a l y s é s  u n e  s e m a i n e  à 4°C c o n t r e  d e  

l ' e a u  d é s i o n i s é e  p u i s  l y o p h y l i s é s .  

B )  c o m p o r t e m e n t  d e s  f r a c t i o n s  c h r o m a t o g r a p h i é e s  e n  

é l e c t r o p h o r è s e  d e  p o l y a c r y l a m i d e  

L ' é t u d e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  p r é s e n c e  

d e  SDS m o n t r e  e n  l ' a b s e n c e  d e  t r a i t e m e n t  p r é a l a b l e  d e s  

é c h a n t i l l o n s  p a r  l e  Q m e r c a p t o é t h a n o l  : 

- p o u r  l a  f r a c t i o n  F i ,  u n e  g r a n d e  d i v e r s i t é  d e  b a n d e s  a f f i n e s  



p o u r  l e  b l e u  C o o m a s i e  d o n t  l e s  t a i l l e s  m o l 4 c u l a i r e s  s ' é t e n d e n t  

p o u r  l ' e s s e n t i e l  d e  67000 à 14400 d a l t o n s  

- p o u r  l a  f r a c t i o n  F2, u n e  b a n d e  d e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  a p p a r e n t e  

v o i s i n e  d e  llOOOO d a l t o n s  

- p o u r  l e s  f r a c t i o n s  F 3  e t  F 4 ,  u n e  b a n d e  m a j e u r e  à 110000 a v e c  

u n e  b a n d e  m i n e u r e  à 60000 d a l t o n s  ( f i g u r e  22). 

L o r s q u e  c e s  f r a c t i o n s  s u b i s s e n t  p r é a l a b l e m e n t  à l a  m i g r a t i o n  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  u n  t r a i t e m e n t  p a r  0 m e r c a p t o é t h a n o l ,  e l l e s  s e  

p r é s e n t e n t :  

- p o u r  l a  f r a c t i o n  F i ,  s o u s  l ' a s p e c t  d e  p l u s i e u r s  b a n d p s  

p o l y c i i s p e r s é e s  d e  t a i l l e s  m o l 4 c u l a i r e s  a p p a r e n t e s  tou . j  o u r s  

c o m p r i s e s  e n t r e  2UDOO e t  Fi7000 d a l t - o n s  m a i s  m o i n s  n o m b r e u s e s  e t  

m i e u x  i n d i v i d u a l i s é e s  

- p o u r  l e s  f r a c t i o n s  F2, F 3  e t  F 4 ,  S O U S  f o r m e  d ' u n e  b a n d e  

d e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  a p p r e n t e  v o i s i n e  d e  60000 c o n t a m i n é e  p a r  

d e s  é l é m e n t s  m i n e u r s  a u  p l a n  q u a n t i t a t i f  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  

i n f é r i e u r s .  

6 )  C a r a c t e r i s a t i o n  imrnuno log ique  

L ' i m m u n o b l o t t i n g  d e s  f r a c t i o n s  FS e t  F 4  v i s  à v i s  d ' u n  

immunsérum p r é p a r é  à p a r t i r  d e  l a  f r a c t i o n  F2 a  r é v é l é  u n e  r é p o n s e  

p o s i t i v e  T o n f i r m a n t  l a  p r é s e n c e  d ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d a n s  c e s  

f r a c t i o n s  ( f i g u r e  23). 

Les f r a c t i o n s  F 2 ,  F 3 ,  F4  i d e n t i f i é e s  à l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  s e  

p r é s e n t e n t  d o n c  e s s e n t i e l l e m e n t  s o u s  f o r m e  d i m è r e  ( à  120000 

d a l t o n s )  s e n s i b l e  à un a g e n t  r é d u c t e u r  q u i  l i v r e  a l o r s  u n e  f o r m e  

monomère à 60000 d a l t o n s .  

L e s  r e n d e m e n t s  e n  a n t i g è n e  v a r i a b l e  p a r  c e t t e  t e c h n i q u e  d e  

p u r i f i c a t i o n  s o n t  à p a r t i r  d ' u n  r a t  i n f e s t e  p o u r  l e  v a r i a n t  AnTat  

1.1 A d e  : 

- 1.3 m g  d e  f r a c t i o n  Fs 

- 1.0 mg d e  f r a c t i o n  F 3  

- 3 . 0  mg d e  f r a c t i o n  F4  



PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS ANTIGENIQUES 

PURIFIEES SUR COLONNE DE CONCANAVALINE A-SEPHAROSE 

GEL DE POLYACRYLAMIDE 5-30 % RESPECTIVEMENT EN L'ABSENCE ( A ) 

ET EN PRESENCE ( B ) DE 8-MERCAPTOETHANOL 

Fraction éluées par le tampon d'équilibre ( 1 ) puis par le 

même tampon enrichi en : 

- ( 2 ) -  méthyl-a-D-mannoside à 10 % 

-(3)- méthyl-a-D-mannoside à 10 % + 8-mercaptoéthanol à 1 % 

- ( 4 ) -  méthyl-a-D-mannoside a 10 % + l3-mercaptoéthanol à 1 % + SDS à 0.1 % 

Tampon de dissolution des échantillons : 

A : Tris-HC1 0.0625  M, SDS 2 %, glycérol 10 %, pH 6 . 8 .  

B : Tris-HC1 0.0625 M ,  SDS 2 %, P-mercaptoéthanol 5 % ,  glycérol 10 %, 

pH 6.8. 



REVELATION IHHUNOLOGIQUE D E S  F R A C T I O N S  A N T I G E N I Q U E S  

P U R I F I E E S  F a ,  F 4  V I S  A V I S  D ' U N  IHHUNSERUH D R E S S E  

A P A R T I R  DE LA F R A C T I O N  Pz ( V A R I A N T  A n T a t  1.1 A ) 

IMMUNOTRANSFERT D'UN GEL DE POLYACRYLAMIDE 
(GRADIENT 5 - 30 % EN PRESENCE DE SDS ) 

1 - FRACTION F3 
ELUEES DE CONCANAVALINE A-SEPHAROSE 

2 - FRACTION F4 



b )  P r o t o c o l e  r e t e n u  p o u r  l e  t e s t  g o n a d i q u e  a n t i g è n e  

v a r i a b l e  

S i x  r a t s  m â l e s  â g é s  d e  1 0  m o i s  o n t  é t é  i n o c u l é s  p a r  un m é l a n g e  

d e s  3 f r a c t i o n s  ( F z ,  F a ,  F4), e n  r e s p e c t a n t  l e  m i e u x  p o s s i b l e  l e s  

p r o p o r t i o n s  d e  c h a q u e  f r a c t i o n .  

A i n s i  u n e  s o l u t i o n  d e :  

r e p r i s  d a n s  30 m l  d e  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5  e n r i c h i  e n  

s n t i p r o t é a s e s  ( T L C K ,  PMSF, N E M )  à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  ( 0 . 2  mM) 

e s t  i n j e c t é  p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e  à r a i s o n  d e  5  m l  p a r  r a t ,  c e  

q u i  r e p r é s e n t e  p a r  r a t  4 f o i s  l a  q u a n t i t é  d ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  

i s o l é e  p a r  r a t  i n f e s t é .  

C i n q  a n i m a u x  t é m o i n s ,  d e  m e m e  a g e  e t  d e  m ê m e  p o i d s  o n t  

accompagné  c e t t e  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e .  Ces an imaux  o n t  é t é  i n o c u l é s  

a v e c  5 m l  d e  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5  e n r i c h i  e n  i n h i b i t e u r s  

p r o t é a s i q u e s  à 0 . 2  m M .  

L e s  a n i m a u x  s o n t  s a c r i f i é s  d a n s  l e s  5 hec i r e s  s u i v a n t  1 ' i n j e c t i o n  

i n t r a p é r i t o n é a l e .  Le s a n g  e s t  p r é l e v é  en  v u e  d e s  d o s a g e s  

r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  e t  d e  l a  LH c i r c u l a n t e  

a i n s i  q u e  l ' h y p o p h y s e  p o u r  l e  d o s a g e  d e  l a  LH h y p o p h y s a i r e .  

C )  R é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  

L e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e ,  d e  LH s é r i q u e  e t  d e  LH h y p o p h y s a i r e  

d e s  a n i m a u x  s a i n s  e t  i n f e s t é s  s o n t  d o n n é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X V I I .  

a )  D o s a g e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  

L ' i n o c u l a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i q u e s  p u r i f i é e s ,  

p r o v o q u e  c h e z  l e  r a t  un e f f o n d r e m e n t  d e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e ,  l e s  

v a l e u r s  s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  0 . 0 7  e t  0 . 6 5  m l  a l o r s  q u e  

l ' i n t e r v a l l e  n o r m a l  d e  t e s t o s t é r o n e  r e l e v é  d a n s  l a  s é r i e  d ' a n i m a u x  

t é m o i n s  s e  s i t u e  e n t r e  1 . 0 2  e t  2 . 3 5  p g / m l .  

L a  v a l e u r  moyenne c h u t e  d e  1 . 5 2  t 0 . 2 4  ~ g / m l  p o u r  l e s  

a n i m a u x  t é m o i n s  à 0 . 3 1  I 0 . 0 8  w g / m l  p o u r  l e s  a n i m a u x  i n f e s t e s .  



TAUX HORHONAUX DES RATS TEHOINS ( TAMPON PH 5 . 5  ) 

ET DES RATS INOCULES AVEC LES FRACTIONS ANTIGENIQUES 

PURIFIEES 

R a t s  TESTOS- 
TERONE 
(wg/ml> 

LH 
HYPO 
(Pg/hypophyse) 

LH 
SERIQUE 
( n g / n l )  

HOYENNE 1 . 5 2  
f 0 .24  

Rats i n o c u l é s  avec F 2 . F 3 . F 4 . :  

R a t s  TESTOS- 
TERONE 
(wg/ml) 

LH 
HYPO 

(vg/hypophyse 

LH 
SERIQUE 
(ng/ml) 

MOYENNE 0 . 3 1  
I 0 .08  

PROBA- P < O . O l  
B I L I T E  s i g n i f .  

P c O . 0 5  
s i g n i f .  

P > 0 . 0 5  
non 
s i g n i f .  



C e t t e  d i m i n u t i o n  i m p o r t a n t e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e m i e  e s t  h a u t e m e n t  

s i g n i f i c a t i v e  e t  p e r m e t  d e  d é m o n t r e r  u n e  p r i v a t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  

s t é r o ï d i e n n e  t e s t i c u l a i r e  q u a s i  c o m p l è t e  d a n s  l e s  5 h e u r e s  s u i v a n t  

l ' i n j e c t i o n  d ' a n t i g è n e  v a r i a b l e .  

B )  D o s a g e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  

* Dosage  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  s é r i q u e  

L e s  t a u x  d e  LH s e r i q u e  d e  r é f é r e n c e  d o s é s  c h e z  l e s  a n i m a u x  

t é m o i n s  s o n t  d e  l ' o r d r e  d e  20 à 30 ng /ml  (moyenne  = 2 5 . 8  t 

l . d n g / m l  . A p r è s  i n j e c t i o n  d e s  f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  d ' a n t i g é n e  

v a r i a b l e ,  u n e  d i m i n u t i o n  ( s i g n i f i c a t i v e ,  P t 0 . 0 1 ,  p o u r  3 a n i m a u x  d e  

l a  s é r i e  e x p é r i m e n t a l e )  d e  LH s é r i q u e  à 1 0 . 4  + 1 . 9  m l  e s t  

c ~ n s t a t é e  a l o r s  q u e  d e u x  a n i m a u x  d e  c e t t e  meme s é r i e  p r é s e n t e n t  un 

t a u x  d e  L H  ( 3 2 . 4  - 3 3 . 2  n g / m l )  s u p é r i e u r  à l a  v a l e u r  n o r m a l e  l a  

p l u s  é l e v é e .  On r e m a r q u e r a  p o u r  c e s  d e u x  d e r n i e r s  c a s  q u e  l e s  t a u x  

d e  t e s t o s t é r o n e  c o r r e s p o n d e n t  a u x  v a l e u r s  l e s  p l u s  f a i b l e s  d o s é e s  

p o u r  c e t t e  s e r i e  e x p é r i m e n t a l e .  

I l  n e  s e m b l e  p a s  e x i s t e r ,  n o u s  l e  c o n s t a t o n s  c e t t e  f o i s  e n c o r e ,  

d e  r e l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  l e  t a u x  d e  LH s é r i q u e  d o s e  p a r  m é t h o d e  

r a d i o i m m u n o l o g i q u e  e t  l e s  v a l e u r s  d e  t e s t o s t é r o n e  c o r r e s p o n d a n t e s .  

C e s  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  q u e  l ' i n j e c t i o n  d e  f r a c t i o n s  a n t i g é n i q u e s  

p u r i f i é e s  i n h i b e n t  l a  s é c r é t i o n  d e  t e s t o s t é r o n e .  

L ' h y p o s é c r é t i o n  t e s t i c u l a i r e  d e  t e s t o s t é r o n e  p o u r r a i t  d o n c  ê t r e  

e n  r a p p o r t  a v e c  : 

- s o i t  u n e  r e c o n n a i s s a n c e  d i r e c t e  d e  l ' a n t i g è n e  d e  s u r f a c e  d u  

t r y p a n o s o m e  p o u r  l e s  r é c e p t e u r s  t e s t i c u l a i r e s  d e  g o n a d o s t i m u l i n e s  

c i r c u l a n t e s  

- s o i t  p a r  u n e  r e c o n n a i s s a n c e  d i r e c t e  d e  ces  m6mes 

g l y c o p r o t é i n e s  p a r  d ' a u t r e s  r é c e p t e u r s  à l ' o r i g i n e  d ' u n  s y s t è m e  d e  

c o n t r ô l e  n é g a t i f  t e s t i c u l a i r e .  

* Dosage  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  h y p o p h y s a i r e  

L e s  v a l e u r s  d ' , h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  h y p o p h y s a i r e  d e s  a n i m a u x  

t é m o i n s  v a r i e n t  d e  1 6 3 . 4  à 2 9 9 . 8  v g / h y p o p h y s e .  Chez  l e s  a n i m a u x  



i n f e s t é s ,  à l ' e x c e p t i o n  d ' u n  r a t ,  t o u t e s  l e s  v a l e u r s  d ' h o r m o n e  

h y p o p h y s a i r e  s o n t  i n f é r i e u r e s  à l a  v a l e u r  n o r m a l e  l a  p l u s  b a s s e .  

L e s  t a u x  moyens  e x p r i m é s  p a r  h y p o p h y s e  p a s s e n t  d e  2 2 4 . 3  + 2 4 . 2 p g  

c h e z  l e s  a n i m a u x  t é m o i n s  à 1 4 8 . 3  + 9.5 y g  c h e z  l e s  a n i m a u x  

i n f e s t é s .  L e t  e f f o n d r e m e n t  d u  t a u x  d e  LH h y p o p h y s a i r e  a p r è s  

i n j e c t i o n  d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  p u r i f i e  e s t  l u i  a u s s i  

s i g n i f i c a t i f  à P<O.OS. 

A i n s i ,  d e  ces  r é s u l t a t s ,  n o u s  c o n s t a t o n s  q u e  l ' i n j e c t i o n  d e  l a  

f o r m e  s o l u b l e  d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  p u r i f i é  s u r  c o l o n n e  d e  

C o n c a n a v a l i n e  A - s é p h a r o s e  e n  q u a n t i t é  c o r r e s p o n d a n t e  à 4  f o i s  l a  

p a r a s i t é m i e  d ' u n  r a t  p r o v o q u e  un  d é f i c i t  h o r m o n a l  q u i  s e  t r a d u i t  

p r i n c i p a l e m e n t  p a r  u n e  b a i s s e  a c c e n t u é e  d e s  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  

s g r i q u e  e t  d e  LH h y p o p h y s a i r e  a v e c  u n e  LH c i r c u l a n t e  appa remmen t  

c o n s e r v é e .  

I l  e s t  s u r p r e n a n t  e t  d ' u n  g r a n d  i n t é r è t  d e  c o n s t a t e r  q u e  

l ' i n j e c t i o n  d ' a n t i g è n e  g l y c o p r o t é i q u e  d e  t a i l l e  110000 p u i s s e  

i n t e r f é r e r  a u  n i v e a u  h y p o p h y s a i r e  p o u r  f o r t e m e n t  f r e i n e r  l a  

s y n t h è s e  d e  g o n a d o s t i m u l i n e .  E s t - c e  u n  e f f e t  d i r ~ r t  I E s t - c e  un 

e f f e t  d e  l a  m o l é c u l e  n a t i v e  ou d é g r a d é e ?  L e s  é l é m e n t s  d o i v e n t  e t r e  

v é r i f i é s .  

En c o n c l u s i o n ,  l ' i n j e c t i o n  i n  v i v o  d e  c o n s t i t u a n t s  p a r a s i t a i r e s  
i - (-, 1 6 C a  s,,,, a permis de itiettre e n  é v i d e n c e  2 m é c a n i s m e s  d ' a c t i o n  s u r  l a  

f o n c t i o n  g o n a d o t r o p e  : 

- u n e  a c t i o n  d i r e c t e  d e  f r a c t i o n s  g l y c o p r o t k i q u e s  p a r a s i t a i r e s  

p u r i f i é e s  ( a n t i g è n e  v a r i a b l e )  s u r  l a  s e c r é t i o n  t e s t i c u l a i r e  e t  s u r  

l a  f o n c t i o n  a n t é h y p o p h y s a i r e  d e  LH, s a n s  m o d i f i c a t i o n  s e n s i b l e  d e s  

t a u x  d e  LH s é r i q u e ,  

- u n e  a c t i o n  d i r e c t e  d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  b r u t  ( s u r n a g e a n t  

pH 5 . 5 )  e t  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  ( c u l o t  pH 5 . 5 )  s u r  l ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  c i r c u l a n t e  l o r s q u e  ces  é c h a n t i l l o n s  s o n t  p r é p a r é s  e n  

l ' a b s e n c e  d ' i n h i b i t e u r s  d e  p r o t é a s e s ,  m e t t a n t  e n  é v i d e n c e  

l ' i n t e r v e n t i o n  d e  p r o t é a s e s  p a r a s i t a i r e s .  

C e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  p a r a s i t a i r e s  s o n t  a c t u e l l e m e n t  à 

l ' é t u d e ,  e l l e s  o n t  %té l o c a l i s é e s  dsns l e  s u r n a g e a n t  p H  5 . 5 *  d s n z  

l e  c u l o t  pH 5 . 5  e t  a u s s i  p o u r  c e r t a i n e s  c o é l u é e s  a v e c  l ' a n t i g è n e  

v a r i a b l e  l o r s  d e  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  C o n c a n a v a l i n e  A 

s é p h a r o s e .  



I l  a p p a r a i s s a i t  a l o r s  i n t é r e s s a n t  d ' e n v i s a g e r  u n e  a p p r o c h e  

e x p é r i m e n t a l e  i n  v i t r a  p o u r  l a  mise e n  é v i d e n c e  d e  l ' e f f e t  d i r e c t  

p o s s i b l e  d e  ces  enzymes  s u r  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  r e s p o n s a b l e  d u  

c o n t r o l e  t e s t i c u l a i r e  à s a v o i r  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  q u i  a 

t o u . j o u r s  é t é  d o s é e  d a n s  l e s  d i f f é r e n t s  p r o t o c o l e s  e x p é r i m e n t a u x  

menés  hn v i v o .  

L ' é t u d e  i n  v i t r o  d e  l ' e f f e t  d u  m a t é r i e l  t r y p a n o s o m a l  s u r  u n e  

p r é p a r a t i o n  d ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  d e  r a t  p u r i f i é e  a  é t é  e n v i s a g é e  

a p r è s  r a d i o i o d i n a t i o n  d e  l a  g l y c o p r o t é i n e .  

Le m a r q u a g e  d e  l a  s t i m u l i n e  h y p o p h y s a i r e  ( N I D D K  - LHI7)  à l ' i o d e  

125 1 ( IMS-30 Amersham) a  é t é  e f f e c t u é  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d é c r i t e  

p a r  GKEENWOOD e t  c o l l .  1 9 6 3  ( 4 9 ) , p r o t o c o l e  q u e  n o u s  a v o n s  d é t a i l l é  

d a n s  1 ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e .  

L ' h o r m o n e  m a r q u é e  e s t  m i s e  e n  c o n t a c t  a v e c  l e  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  

ou a v e c  l e  c u l o t  pH 5 . 5  o b t e n u s  l o r s  d u  p r o t o c o l e  d e  l i b é r a t i o n  d u  

VSG p a r  c h o c  i s o o s m o t i q u e  d e s  t r y p a n o s o m e s  à pH 5 . 5 .  La  c i n é t i q u e  

d ' i n c u b a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  à 37' C .  Des p r é l è v e m e n t s  s o n t  r é a l i s é s  

a p r è s  3 0  m i n u t e s ,  2 h e u r e s  e t  6 h e u r e s .  Le  c o m p o r t e m e n t  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e  l a  LH 1 2 5  1 e s t  s u i v i  e n  SDS PAGE p u i s  

r é v é l é  p a r  a u t o r a d i o g r a p h i e .  

1 )  E t u d e  é l e c t r o ~ h o r e t i s u e  d e  l ' h o r m o n e  l u t e i n m t e  d e  r a t  * .  S .  . 

m a r a u é e  à 125  

La  p u r e t é  d e  l a  p r é p a r a t i o n  h o r m o n a l e  a é t é  v é r i f i é e  par 

é l e c t r o p h o r è s e  e n  p r é s e n c e  d e  SDS. 

Le c o m p o r t e m e n t  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e  l ' h o r m o n e  m a r q u é e  d é p o s é e  

e n  tampon T r i s  H C l  pH 6 . 8  g l y c é r o l  1 0 %  (LAEMMLI 1970  (81)), 

m o n t r e  a p r è s  a u t o r a d i o g r a p h i e  d u  g e l ,  2 b a n d e s  r a d i o a c t i v e s :  

- u n e  b a n d e  r e p r é s e n t a t i v e  d e  l a  LH n a t i v e  d e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  

a p p a r e n t e  ( M r )  3üü0ü d a l t o n s  



- u n e  b a n d e  d e  p l u s  f a i b l e  t a i l l e  p r o c h e  d e  1 8 0 0 0  d a l t o n s  

c o r r e s p o n d a n t  à l a  s o u s  u n i t é  a l i b r e  d e  l ' h o r m o n e .  

La r é p a r t i t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a p p r é c i é e  p a r  u n  d e n s i t o m è t r e  

t y p e  c l i n i s c a n  2 H e l e n a ,  es t ime à 77% l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l a  

f o r m e  n a t i v e  d e  L H  e t  à 23% l a  r a d i o a c t i v i t é  a u  n i v e a u  d e  l a  s o u s  

u n i t é  a ( f i g u r e  2 4 ) .  

R a p p e l o n s  q u e  l a  LH e s t  u n e  a s s o c i a t i o n  d e  s o u s - u n i t é s  

é l é m e n t a i r e s  a e t  B p a r  i n t é r a c t i o n s  non c o v a l e n t e s .  

Le t r a i t e m e n t  d e  l ' h o r m o n e :  5 m i n u t e s  a 1 0 0 "  C e n  m i l i e u  

r é d u c t e u r  e t  e n  c o n d i t i o n s  d i s s o c i a n t e s  s e l o n  K R U M M E N  e t  BALDWIN 

1988 ( 7 9 )  ( t a m p o n  T r i s  HC1 0 . 0 6 2 5  M pH 6 . 8 ,  SDS 6 % ,  

E r n e r c a p t o é t h a n o l  1 0 % )  l a  s é p a r e  e n  e f f e t  e n  s e s  d e u x  s o u s - u n i t é s  a 

e t  B d e  t a i l l e s  m o l é c u l s i r e s  a p p a r e n t e s  r e s p e c t i v e s  d ' e n v i r o n  

18U00 e t  13000 d a l t o n s  . 

L ' i n t é g r a t i o n  d e n s i t o m é t r i q u e  d u  p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e  

l ' h o r m o n e  t o t a l e m e n t  d i s s o c i é e  f a i t  a p p a r a i t r e  un marquage  

n e t t e m e n t  p r é d o m i n a n t  au  n i v e a u  d e  l a  s o u s - u n i t é  a 73% c o n t r e  22% 

a u  n i v e a u  d e  l a  s o u s - u n i t é s  B .  

On comprend  d o n c  q u e  l a  p r é p a r a t i o n  d e  LH q u e  n o u s  a v o n s  pu 

u t i l i s e r  é t a i t  e n  p a r t i e  d i s s o c i é e  e t  q u e  l e  r a p p o r t  r e l a t i f  

d ' i o d e  1251 a u  n i v e a u  d e s  s o u s - u n i t s s  a e t  W n e  p e r m e t  p a s  l a  

c a r a c t e r i s a t i o n  d e  l a  s o u s - u n i t é  B s u r  u n e  é t u d e  d i r e c t e  

( f i g u r e  24 )  

A i n s i  c a r a c t é r i s é e ,  l a  p r é p a r a t i o n  d e  L H  125  1 a e t 6  mise e n  

c o n t a c t  a v e c  l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  t r y p a n o s o m a l e s ,  i n c u b é e  

p u i s  a n a l y s é e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e .  

C e t t e  é t u d e   JI v i t r o  a  p o r t é  s u r  l ' e f f e t  d e s  p r é p a r a t i o n s  

t r y p a n o s o m a l e s  p r é p a r é e s  e n  l ' a b s e n c e  ou p r é s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s .  

I l  s ' a g i s s a i t  d ' u n e  p a r t  d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  b r u t  ( s u r n a g e a n t  

pH 5 . 5 )  e t  d ' a u t r e  p a r t  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  ( c u l o t  p H  5 . 5 )  

p r o v e n a n t  d ' u n e  p r é p a r a t i o n  d ' e n v i r o n  80 à 1 3 0  1 0 s  c e l l u l e s  

s o u m i s e s  a u  c h o c  i s o o s m o t i q u e  ( t a m p o n  p h o s p h a t e  pH 5 . 5 ) .  

"Nous  r e m e r c i o n s  l e  g r o u p e  d e  Mr l e  r o f e s s e u r  J U T I S Z  U n i t é  
CNRS:  l a b o r a t o i r e  d e s  H o r m o n e s . p o J  p e p e i d i  u e s ,  9 1 1 9 8  G i s  s u r  
Y v e t t e ,  F r a n c e )  q u i  n o u s  a f o u r n i  1 Kormone S u t é i n i s a n t e  d e  r a t  en  
p r o v e n a n c e  d u  N ~ H  q u i  a  é t é  r e t e n u  p o u r  l e  m a r q u a g e . §  



ETUDE ELECTROPHORETIQUE DE LA LH 1251 ET ENREGISTREMENT 

DENSITOHETRIQUE DE LA REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE 

AUTORADIOGRAPHIE D U  GEL DE POLYACKYLAMIDE 5-30 % EN PRESENCE DE SDS 

Tampon d e  d i s s o l u t i o n  des é c h a n t i l l o n s  : 

1 : Tr i s -HCl  0 . 0 6 2 5  M ,  g l y c é r o l  10 % ,  pH 6 . 8 .  

2 : Tris-HC1 0 . 0 6 2 5  M ,  SDS 6 % ,  13-mercaptokthanol  10 % ,  g l y c é r o l  10 % ,  

pH 6 . 8 .  

uw 



La  c i n é t i q u e  é t a i t  r é a l i s é e  à 37" C s u r  un  é c h a n t i l l o n  d e  LH 

1251 c o r r e s p o n d a n t  à 4 4 0 0 0 0  cpm. L e s  p r é l è v e m e n t s  o n t  é t é  

e f f e c t u é s  a p r è s  3 0  m i n u t e s ,  2 h e u r e s  e t  6 h e u r e s .  S u r  c h a q u e  

a l i q u o t ,  20000  cpm o n t  é t é  p r é l e v é s  e t  a n a l y s é s  e n  SDS-PAGE. 

2 )  E t u d e a u e  d e  l ' h o r m o n e  mara i l ee  inc i i  
* .  - .  b6e en 

& s e n s z ~ A d u e  urearasitairearé avec 011 sans 

m t l ~ r o t e a s e s  ( c u l o t  R H  5 . 5 2  

Le  t é m o i n  e s t  o b t e n u  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l a  LH m a r q u é e  d a n s  l e  

tampon p h o s p h a t e  ( P B S )  pH 7 . 2  a y a n t  s e r v i  à l a  r e p r i s e  du  c u l o t  

p a r a s i t a i r e  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d e  l a  p r é p a r a t i o n  d e  t r y p a n o s o m e s  

a y a n t  s u b i  l e  c h o c  i s o o s m o t i q u e  à pH 5 . 5  e n  p r é s e n c e  ou en  a b s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s .  Aucune m o d i f i c a t i o n  d e  l a  r é p a r t i t i o n  d e  

r a d i o a c t i v i t é  ( f o r m e  n a t i v e ,  s o u s - u n i t é  a )  n ' e s t  o b s e r v é e  a u  c o u r s  

d e  l a  c i n é t i q u e ,  3 0  m i n u t e s ,  2 h e u r e s  e t  6 h e u r e s  ( f i g u r e  2 5 ) .  

a )  E f f e t  d ' u n  c u l o t  p a r a s i t a i r e  pH 5 . 5  p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s  

Dès 30  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n ,  on o b s e r v e  ( f i g u r e  2 5 ) ,  u n e  

d i m i n u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e  l ' h o r m o n e  n a t i v e  ( 1 2 % )  au  p r o f i t  

d e s  d e u x  s o u s - u n i t é s  l i b r e s  a et $ q u i  t o t a l i s - n t  pr&s  d e  35% <le 

l a  r a d i o a c t i v i t é  d u  m a t é r i e l  d é p o s é .  A p r è s  2 h e u r e s  d e  c i n é t i q u e ,  

l a  f o r m e  d i m è r e  d e  l a  LH t e n d  a d i s p a r a i t r e  ( 7 % )  a l o r s  q u e  

s ' i n t e n s i f i e  l e  m a r q u a g e  d e  l a  s o u s - u n i t é  a ( 6 2 % )  e t  d e  l a  s o u s -  

u n i t é  @ ( 3 1 % ) .  A p r è s  6 h e u r e s ,  s e u l e s  l e s  d e u x  s o u s - u n i t é s  l i b r e s  

s o n t  r é v é l é e s  a v e c  c e p e n d a n t  u n e  d i m i n u t i o n  d ' i n t e n s i t é  d e  

m a r q u a g e  d e  l a  b a n d e  r e p r é s e n t a t i v e  d e  l a  s o u s  u n i t é  a ( 4 8 % )  a l o r s  

q u e  l a  b a n d e  r a d i o a c t i v e  c o r r e s p o n d a n t  a l a  s o u s - u n i t é  8 r e s t e  

s t a b l e  ( 4 2 % ) .  

L ' e f f e t  " d i s s o c i a n t "  d u  c u l o t  pH 5 . 5  a p p a r a i t  d o n c  t r è s  m a r q u é .  

On n o t e  u n e  d i m i n u t i o n  d ' i n t e n s i t é  d e  m a r q u a g e  d e  l a  s o u s - u n i t é  a 

q u i  met  e n  é v i d e n c e  un  p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  a l o r s  q u e  l a  s o u s -  

u n i t é  @ n ' e s t  p r a t i q u e m e n t  p a s  a f f e c t G e .  

b )  E f f e t  d ' u n  c u l o t  p a r a s i t a i r e  pH 5 . 5  p r é p a r é  s a n s  a n t i  

p r o t é a s e s  

La  p r o t é o l y s e  d u  ma té r i e l  h o r m o n a l  r a d i o a c t i f  i l l u s t r é  p a r  l a  



REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE ET PROFIL ELECTROPHORETIQUE 

DE LA LH 125 1 AU COURS DE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN 

PHESENCE D'UN CULOT PH 5.5 AVEC OU SANS 

ANTIPROTEASES (f AP) 

AUTORADIOGRAPHIE DU GEL DE POLYACRYLAMIDE 5-30% EN PRESENCE DE SDS. 

TITION DE LA RADIOACTIVITE 

m 0 -  LH n a t i v e  
9 

0 0 O s o u s - u n i t é  a 

30mn 2h 6h 30mn 2h 6h 30mn 2h 6h 

culot culot téno in 

pH 5.5 pH 5.5 PBS 

+ AP - AP 

Tampon de reprise des 6chantillons:Tris HC1 0.0625H 

glycérol 10% 

pH6.8 



f i g u r e  2 5  e s t  t r è s  r a p i d e  . A p r è s  30 m i n u t e s ,  l ' h o r m o n e  n a t i v e  

a i n s i  q u e  l a  s o u s - u n i t é  a s o n t  a p e i n e  v i s i b l e s  e n  é l e c t r o p h o r è s e .  

Avec d e s  i n c u b a t i o n s  p r o l o n g é e s  ( 2  h e u r e s  p u i s  6 h e u r e s ) ,  t o u t  l e  

m a t é r i e l  h o r m o n a l  r a d i o a c t i f  e s t  d é g r a d é .  

Le c u l o t  pH 5 . 5  p r é p a r é  s a n s  a n t i p r o t é a s e s  p o s s è d e  d o n c  u n e  

a c t i o n  p r o t é o l y t i q u e  i n t e n s e  q u i  s ' e x p r i m e  s u r  l a  m o l é c u l e  n a t i v e  

e t  l e s  s o u s - u n i t é s  a e t  B .  

A i n s i ,  c e s  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  q u e  l ' a d d i t i o n  d ' i n h i b i t e u r s  

p r o t é a s i q u e s  a u  p r o t o c o l e  d e  l i b é r a t i o n  d u  VSG r é d u i t  l ' e f f e t  

p r o t é o l y t i q u e  d u  c u l o t  c e l l u l a i r e ,  n é a n m o i n s  on c o n s t a t e  q u e  

c e l u i - c i  c o n s e r v e  u n e  a c t i v i t é  d i s s o c i a n t e  a v e c  u n e  d é g r a d a t i o n  

e s s e n t i e l l e m e n t  menée v e r s  l e s  s o u s - u n i t é s  a. S a n s  p r é j u g e r  du  

r ô l e  d e s  i n h i b i t e u r s  n a t u r e l s  p r é s e n t s  d a n s  l e  s a n g  d ' u n  r a t  

p 3 r 9 5 i t é  on p e u t  d o n c  e n v i s a g e r  l a  p o s s i b i l i t é  l o r s  d ' u n e  

immunolyse  p a r a s i t a i r e  d e  l ' e f f e t  d ' e n z y m e s  s u r  l ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  c i r c u l a n t e .  

3 )  E tu r i e  e l e c t r o ~ h o r e t i s u e  d e  l ' h s r m o n e  m a r q u é e  i n c u b é e  

e n  w r é s e n c e  d e  l ' e x t r a i t  rintigFSlniciiie ( s u r n a a ~ ~ ~ t ,  D H  S .  5 2  

= & p a r é  a v e c  ou sans a n t i r ~ r o t é a s e s  

L e s  t é m o i n s  r e t e n u s  s o n t  l e  p r o d u i t  d e  l ' i n c u b a t i o n  d e  l a  LH 

rnarquee  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e  pH 5 . 5  a y a n t  s e r v i  9 l a  

p r é p a r a t i o n  d e s  e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s  ( s u r n a g e a n t  pH S . S ) . A u c u n e  

n o - i f  i c a t i o n  n  ' e s t  n n t é e  au  n i v e a u  d u  p r o f  i l  é l e c t r o p h o r e t i q u e  d e  

l ' h o r m o n e  ( f i g u r e  2 6 ) .  

a )  E f f e t  d ' u n  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r e  a v e c  a n t i p r o t é a s e s  

S i  l ' a n a l y s e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d u  maté r ie l  r a d i o a c t i f  m o n t r e  

un p r o f i l  a n a l o g u e  à c e l u i  d e  l ' é c h a n t i l l o n  t é m o i n  c o r r e s p o n d a n t ,  

e n  r e v a n c h e ,  l e s  e n r e g i s t r e m e n t s  d e n s i t o m é t r i q u e s  d e s  d i f f é r e n t s  

t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  ( 3 0  m i n u t e s ,  2  h e u r e s ,  6 h e u r e s ) ,  r é v è l e n t  

l ' e f f e t  du  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  s u r  l a  LH, a v e c  u n e  b a i s s e  d e  

r a d i o a c t i v i t e  d e  l ' h o r m o n e  n a t i v e  p a s s a n t  d e  72% à 30 m i n u t e s  à 

65% à 2  h e u r e s  e t  52% à 6 h e u r e s ,  a u  p r o f i t  d e  l a  s o u s - u n i t é  ~ ( 2 8 %  

à 30 m i n u t e s  e t  48% à 6 h e u r e s ) .  

L e  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  a v e c  a n t i p r o t é a s e s  p r o v o q u e  d o n c  u n e  

d i s s o c i a t i o n  d e  l ' h o r m o n e  m a r q u é e .  



REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE ET PROFIL ELECTROPHORETIQUE 

DE LA LH 125 1 AU COURS DE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN 
PRESENCE D'UN EXTRAIT ANTIGENIBUE PH 5.5 AVEC OU SANS 

ANTIPROTEASES ( I A P )  

A[JTOP.ADIO(;RAPHIE D U  G E L  DE E'OLYACRYLAMIDE 5-30% EN PRESENCE DE SDS. 

LH n a t i v e  

(Ii - * - e s o u s - u n i t é  a 

Surnageant surnageant  témoin 

pH 5.5 pH 5-5 pH 5.5 

+ Ai? - AP 

Tampon d e  r e p r i s e  d e s  é c h a n t i l 1 o n s : T r i s  HC1 0.0625 il 

g l y c é r o l  10 X 

pH 6 .8  



b )  E f f e t  d ' u n  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r é  s a n s  a n t i p r o t é a s e s  

L ' a u t o r a d i o g r a p h i e  d e  l ' é l e c t r o p h o r è s e  d e  l ' h o r m o n e  m a r q u é e  

i n c u b é e  d a n s  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  b r u t  p r é p a r e  s a n s  i n h i b i t e u r s  

p r o t k a s i q u e s  m o n t r e  d è s  30 m i n u t e s  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  d e  l a  LH n a t i v e  a i n s i  q u e  d e  l a  s o u s - u n i t é  a .  A p r è s  

2 e t  6 h e u r e s  d e  r é a c t i o n ,  l e  m a r q u a g e  r a d i o a c t i f  e s t  t o t a l e m e n t  

a h s e n t  du  p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  L a  s o u s - u n i t é  P e s t  a u s s i  t r è s  

r a p i d e m e n t  d é t r u i t e .  ( f i g u r e  2 6 )  

Au t o t a l ,  on i n s i s t e r a  s u r  l e  f a i t  q u e  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  e t  

c u l o t  pH 5 . 5  p r é p a r é s  e n  p r é s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s  o n t  un  e f f e t  

, d ' i n t e n s i t e  e t  d e  q u a l i t é  d i f f é r e n t e s  s u r  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e .  

On c o n s t a t e  q u e  l e  c u l o t  c o n t r i b u e  a c t i v e m e n t  à l a  d i s s o c i a t i o n  d e  

l ' i i o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  e n  s e s  d e u x  s o u s - u n i t é s  a e t  0 l i b r e s ,  
if i-- a 5 0 c i a t i o n  q u i  ç ' a c c o m p a g n e  d  ' u n e  d é g r a d a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d e  

l a  s o u s - u n i t 6  ,a. L ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  e s t  l u i ,  p l u s  

f a i b l e m e n t  d i s s o c i a n t  a v e c  un e f f e t  p r o t é o l y t i q u e  p l u s  m a r q u é  v e r s  

l a  s o u s - u n i t é  8 .  

, . A f i n  d e  r a p p r o c h e r  c e s  r j s u l t a t s  d e s  e x p r r l i n i r ç  menées i n  v i v o ,  

i l  no i l s  a s e m b l é  i n t é r e s s a n t  d e  c o m p l S t e r  c e t t e  é t u d e  e n  S t u d i - i n t  

l ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  p H  5 . 5  z u r  l ' h ~ r m c n e  m a r q u j e  d a n s  ces 

c o n d  i t i o n s  d e  pH p h y s i o l o g i q u e .  

c )  E f f e t  d u  pH s u r  l ' a c t i v i t k  p r o t é o l y t i q u e  d ' u n  

s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  ou a b s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s  

L e s  t é m o i n s  a i n s i  q u e  l e s  e x t r a i t s  a n t i g é n i q u e s  p r é p a r é s  a v e c  

ou s a n s  a n t i p r o t é a s e s  à pH 5 . 5  s o n t  r a m e n é s  e t  s t a b i l i s é s  à pH 7 . 0  

p a r  a d d i t i o n  d e  s o u d e  IN. L e s  mêmes c o n c e n t r a t i o n s  d ' h o r m o n e  

m a r q u é e ,  l e s  m ê m e s  c o n d i t i o n s  d e  t e m p s  e t  d e  t e m p é r a t u r e  

d ' i n c u b a t i o n  o n t  é t é  c o n s e r v é e s  d e  m ê m e  q u e  l e  p r o t o c o l e  

a n a l y t i q u e  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  

Les  t é m o i n s  c o r r e s p o n d a n t s  à l a  c i n é t i q u e  d e  r é a c t i o n  d e  l a  LH 

1251 d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e  pH 7 . 0  n e  f o n t  p a s  a p p a r a î t r e  d e  

d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  t a n t  a u  p l a n  d e  l a  m i g r a t i o n  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  q u ' à  l a  r é p a r t i t i o n  d e  r a d i o a c t i v i t é  e n t r e  

l ' h o r m o n e  n a t i v e  e t  s a  s o u s - u n i t é  a l i b r e  e n  p r é s e n c e  ou e n  

l ' a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s  ( f i g u r e  2 7 ) .  



REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE ET PROFIL ELBCTROPHOHETIQUE 

DE LA LH 1 AU COURS DE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN 

PRESENCE D'UN EXTRAIT ANTIGENIQUE PH 7.0 AVEC OU SANS 

ANTIPROTEASES (f AP) 

AUTORADIOGRAPHIE DU GEL DE POLYACRYLAMIDE 5-30% EN PRESENCE DE SDS. 

TITION DE 1 , A  RADIOACTIVITE 

LH n a t i v e  m m 0 ~ @ @ a  
s o u s - u n i t é  I )  1 ï . - I , ( ,  0 - m  

a 

30nn 2h 6 h  30mn 2h 6 h  30mn 2h 6h 30nn 2h 6 h  

surnageant témoin surnageant témoin 

pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 pH 7.0 

+ AP + AP - AP -AP 

Tampon de reprise des échantil1ons:Tris HC1 0.0625 H 

glycérol 10 X 

pH 6 . 8  



L e s  p r o f i l s  é l e c t r o p h o r S t i q u e s  d e  l ' h o r m o n e  m a r q u é e  e n  p r é s e n c e  

d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  r é v S l e n t  l e s  p o i n t s  s u i v a n t s  : 

- e n  p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r s  p r o t é a s i q u e s ,  u n e  f a i b l e  v a r i a t i o n  

d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  r a d i o a c t i v i t é  e n t r e  l a  f o r m e  c o m p l è t e  d e  l a  

LH e t  l a  s o u s - u n i t é  a s e u l e  e s t  o b s e r v é e ;  p u i s q u e  p a s s a n t  

r e s p e c t i v e m e n t  d e  82%/18% à 30 m i n u t e s  c o n t r e  7 2 % / 2 8 X  6  h e u r e s  

p l u s  t a r d .  L ' a c t i v i t é  d i s s o c i a n t e  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  e s t  

r e l a t i v e m e n t  m o d é r é e .  

- e n  l ' a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  l e  p o u r c e n t a g e  r e l a t i f  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  r e p r é s e n t a t i v e  d e  l ' h o r m o n e  n a t i v e  p a s s e  d e  78% à 30 

m i n u t e s  à 69% a p r è s  6 h e ! ~ r e i ;  :qij.-.1-it $. 13. s ~ t l s - g n i t é  a !  c e l l e  c i  

d i s p a r a i t  p r o g r e s s i v e m e n t  a u  c o u r s  d e  l a  c i n g t i q u e  d ' i n c u b a t i o n .  

L ' a c t i o n  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  à pH 7 . 0  e n t r a î n e  u n e  

p r o t é o l y s e  p a r t i c u l i è r e ~ n e n t  m a r q u é e  d e  l a  s o u s - u n i t é  u c e  q u i  

p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  1 ' e x i s t e n c e  d e  s i t e s  d e  c l i v a g e s  

p r o t e o l y t i q u e s  masques  d a n s  l a  c s n f i g u r a t i o n  d e  l ' h o r m o n e  n a t i v e .  

A i n s i ,  l ' a c t i o n  du  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  n e u t r a l i s é  à pH 

'7 .0  p o s s è d e  un  e f f e t  p e u  d i s s o c i a n t  s u r  l a  LH e n  p r é s e n c e  

d ' i n h i b i t e u r s  p r o t é a s i q u e s  e t  c o n t r i b u e  d e  f a ç o n  p l u s  n u a n c é e  à l a  

d é ~ r a d a t i o n  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  e n  a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s .  

P a r  r a p p o r t  a u x  e f f e t s  c o n s t a t e s  p a r  l ' a c t i o n  du  s u r n a g e a n t  

a n t i g k n i q u e  pH 5 . 5 ,  o n  r e m a r q u e  q u e  l a  n e u t r a l i s a t i o n  à pH 7 . 0  d e  

e s  s u r n a g e a n t  amène l e s  d i f f é r e n c e s  s u i v a n t e s :  

- u n e  d i m i n u t i o n  d e  l ' a c t i o n  d i s s o c i a n t e ,  

- u n e  d i m i n u t i o n  d e  l ' i n t e n s i t é  d e  p r o t é o l y s e .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  

m o n t r e  u n e  a c t i o n  p r i v i l é g i é e  d ' e n z y m e s  d o n t  l e  pH opt imum se  

s i t u e  e n  z o n e  a c i d e .  C e c i  e s t  l e  c a s  p a r  e x e m p l e  d e s  enzymes  

! y s o s o m i a u x  d o n t  on s a i t  q u e  l e  pH opt imum e s t  d e  5 . 8  (LONSDALE - 

ECCLES 1 9 8 6  ( 8 8 ) ) .  

4) A c t i o n  d ' u n  a g e n t  r é d i l c t e u r  siir l ' e f f e t  d i s s o c i a n t  e t  

p r o t é ~ l v t i a u e  d ' u n w W e l t r v p a n o s o n i a 1  s u r  l a  T,H 1251 

L ' e f f e t  d i s s o c i a n t  d ' u n  a g e n t  r é d u c t e u r  a é t é  i l l u s t r é  d a n s  l e  

m é m o i r e .  L ' a d d i t i o n  d u  OTT a u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r é  e n  

p r t 5 s e n c e  ou e n  a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  p o u r r a i t  d o n c  a v o i r  un 

e f f e t  c u m u l a t i f  d a n s  l a  m e s u r e  o ù  d e s  t h i o l s  p r o t é a s e s  o n t  é t é  



c a r a c t é r i s é e s  d a n s  d u  ma té r i e l  p a r a s i t a i r e .  {LONSDALE - ECCLES e t  

MFIHBALA 1986 ( Y S ) ,  PAMER e t  c& 1989 ( 1 0 3 ) ) .  

Dans  c h a c u n e  d e s  p r é p a r a t i o n s  p r é c é d e m m e n t  é t u d i é e s ,  c u l o t s  

c e l . l u l a i r e s ,  s u r n a g e a n t s  a n t i g é n i q u e s  pH 5 . 5  ou pH 7 . 0  p r é p a r é s  e n  

l a  p r é s e n c e  ou l ' a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  d u  

d i t h i o t h r é i t o l  (DTT) a é t é  f i x é e  à 1 mM. L e s  c o n d i t i o n s  

o p é r a t o i r e s  d e  c o n c e n t r a t i o n s  h o r m o n a l e s ,  d e  t e m p s  e t  d e  

t e m p é r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  r e s t e n t  i n c h a n g é e s .  

a )  A d d i t i o n  d e  DTT a u  m a t é r i e l  t r y p a n o s o m a l  p r é p a r é  s a n s  

a n t i p r o t é a s e s  

A pH 5 . 5 ,  l e s  p r é p a r a t i o n s  d ' h o r m o n e  m a r q u é e  r é s u l t a n t  d e  

l ' i n c u b a t i o n  e n  p r é s e n c e  d ' u n e  p a r t  d e s  e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s  

( s u r n a g e a n t  e t  c u l o t ) ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  e n  tampon p h o s p h a t e  

e n r i c h i e s  e n  DTT, p r é s e n t e n t  l e s  p r o f i l s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  

s u i v a n t s  ( f i g u r e  2 8 ) .  

P o u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  t é m o i n s ,  n o u s  n e  c o n s t a t o n s  a u c u n e  

m o d i f i c a t i o n  d u  c o m p o r t e m e n t  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e  l ' h o r m o n e  

m a r q u é e  e t  d e  l a  s o u s - u n i t é  a l i b r e ;  l e  p o u r c e n t a . g e  r e l a t i f  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  d e s  d e u x  b a n d e s  m a r q u é e s  r e s t e  i n c h a n g é  a v e c  ou s a n s  

DST, à 81%/1Y% (30  m i n u t e s )  c o n t r e  79%/21% ( 6  h e u r e s ) .  

Dans  l e s  p r é p a r a t i o n s  t r y p a n o s o m a l e s ,  d è s  30 m i n u t e s  d e  c o n t a c t ,  

l e  m a t é r i e l  r a d i o a c t i f  a t o t a l e m e n t  d i s p a r u  d u  p r o f i l  

é l e c t r o p h o r é t i q u e .  L ' e f f e t  p r o t é o l y t i q u e  d u  c u l o t  comme d u  

s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  e s t  i m m é d i a t .  

L a  p r é s e n c e  d e  DTT a m p l i f i e  l ' e f f e t  p r o t é o l y t i q u e  d e s  d i f f é r e n t s  

e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s ,  c e c i  e s t  e n  f a v e u r  d ' u n e  p a r t i c i p a t i o n  

a c t i v e  d e s  t h i o l s  p r o t é a s e s  d a n s  l e  p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l a  

L H  p u r i f i é e .  

A pH 7 . 0 ,  l e s  p r o f i l s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  d e  l a  g o n a d o s t i m u l i n e  

m a r q u é e  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  29 m o n t r e n t  l e s  r é s u l t a t s  

s u i v a n t s :  

- d a n s  l ' é c h a n t i l l o n  t é m o i n  c o n t e n a n t  l ' h o r m o n e  m a r q u é e  e n  

tampon p h o s p h a t e  pH 7 . 0  s a n s  a n t i p r o t é a s e s ,  n o u s  o b s e r v o n s  

l ' a p p a r i t i o n  d e s  2 s o u s - u n i t é s  l i b r e s  a e t  P a u  c o u r s  d e  l a  

c i n e t i q u e .  I l  y  a d o n c  à ce pH u n e  a c t i o n  p r o p r e  d u  DTT q u i ,  



ELECTROAUTOHADIOGRA~~E DE LH 1251 EN PRESENCE 
D'UN HATERIEL TRYPANOSOHAL PH 5.5 SANS 

ANTIPROTEASES ENRICHI EN DTT 1mH 

AllTr3RADIOGRAPHIE DIJ GEL DE POLYACRYLAMIDE 5-311% EN PRESENCE DE SDS. 

TITION DE J.4 RADIOACTIVITE 

0 0 0 LH native 

s o u s - u n i t é  a 
0 - 

30mn 2h 6h 3 0 m  2h 6h 30nn 2h 6h 

surnageant culot t émo in 

pH 5.5 - AP pH 5.5 - AP pH 5.5 

+DTT +DTT +DTT 

Tanpon de reprise des échantil1ons:Tris HC1 0.0625 H 

glycérol 10 X 

pH 6.8  



HEPARTITION DE LA RADIOACTIVITE ET PROFIL ELECTHOPHORETIQUE 

DE LA LH 125 1 AU COURS DE LA CINETIQUE D*INCUBATION EN 

PRESENCE D'UN EXTRAIT ANTIGENIQUE PH 7 . 0  - AP ENRICHI 
EN DTT InH 

AUTORADIOGRAPHIE DU GEL DE POLYACRYLAMIDE 5-30% EN PRESENCE DE SDS. 

a 0 0 LH n a t i v e  

sous u n i t 6  a 

sous u n i t é  B 

30mn 2h 6h 30mn 2h 6h 

surnageant témoin 

pH7.0 - AP pH7.0 - AP 
+DTT +DTT 

Tampon de reprise des 6chantillons:Tris HC1 0.0625 H 

glycérol 10 X 

pH 6.8 



vraisemblablement,provoque l e  c l i v a g e  d e  c e r t a i n s  p o n t s  d i s u l f u r e .  

O r ,  comme l ' a s s o c i a t i o n  d e  l a  LH n a t i v e  e s t  d é c r i t e  d e  n a t u r e  non 

c o v a l e n t e ,  on p e u t  p e n s e r  q u e  l a  r u p t u r e  d e s  p o n t s  

i n ~ r a m o l é c u l a i r e  d é s t a b i l i s e  l e s  i n t é r a c t  i o n s  m a i n t e n a n t  l a  f o r m e  

titimère d e  l a  LH p r o v o q u a n t  l a  d i s s o c i a t i o n  e t  l a  l i b é r a t i o n  d e s  

d e u x  s o u s - u n i t é s  a e t  B. 

L ' é t u d e  c o m p a r a t i v e  à 30 m i n u t e s ,  2 h e u r e s  e t  6 h e u r e s  d ' u n  

s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  a d d i t i o n n é  d e  DTT p a r  r a p p o r t  à u n  tampon pH 7 . 0  

e n r i c h i  e n  DTT d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  m e t  e n  é v i d e n c e  s a n s  

a u c u n  d o u t e  p o s s i b l e  l ' e x i s t e n c e  d ' e n z y m e s  DTT s e n s i b l e s  p a r m i  l e s  

e n z y m e s  d e  s u r f a c e  d u  t r y p a n o s o m e  ( f i g u r e  2 9 ) .  

L ' a u t o r a d i o g r a m m e  c o r r e s p o n d a n t  à l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  pH 7 . 0  

m o n t r e  u n e  d i m i n u t i o n  p r o g r e s s i v e  d u  m a t é r i e l  r a d i o a c t i f  q u i  

d i s p a r a î t  t o t a l e m e n t  d è s  2 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n .  

A i n s i ,  e n  l ' a b s e n c e  d ' a n t i p r o t S a s e s ,  l ' a d d i t i o n  d e  

d i t h i o t h r é i t o l  a u x  p r é p a r a t i o n s  t r y p a n o s o m a l e s  a u g m e n t e  l e u r  e f f e t  

p r o t é o l y t i q u e  s u r  l a  LH, i l  f a u t  t o u t e f o i s  n o t e r  q u e  l ' e f f e t  à pH 

7 . 0  e s t  m o i n s  c o m p l e t  q u e  c e l u i  o b s e r v é  a pH 5 . 5 .  

b )  A d d i t i o n  d e  DTT a u  m a t é r i e l  t r y p a n o s o m a l  p r é p a r é  a v e c  

a n t  i p r o t é a s e s  

L e s  é l e c t r o a u t o r a d i o g r a m m e s  d e  1 - h o r m o n e  marquée  a p r è s  a c t i o n  

d u  m a t e r i e l  t r y p a n o s o m a l  ( c u l o t  e t  s u r n a g e a n t )  p r é p a r é  à pH 5 . 5  

a v e c  a n t i p r o t é a s e s  s o n t  i l l u s t r é e s  d a n s  l a  f i g u r e  3 0 .  

En p r é s e n c e  d ' u n  c u l o t  c e l l u l a i r e  pH 5 . 5 ,  d è s  30 m i n u t e s  

d ' i n c u b a t i o n ,  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  e s t  r a p i d e m e n t  d i s s o c i é e  e n  

s e s  d e u x  s o u s - u n i t é s  l i b r e s .  L e s  p o u r c e n t a g e s  r e l a t i f s  d e  

r a d i o a c t i v i t é  m o n t r e n t  q u e  90% d u  m a r q u a g e  s e  s i t u e  d a n s  l a  z o n e  

d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  c o r r e s p o n d a n t  a u x  s o u s - u n i t é s  a e t  8 l i b r e s ,  

a l o r s  q u e  l ' h o r m o n e  n a t i v e  n e  r e p r é s e n t e  p l u s  q u e  10%.  

En p l u s  d e s  b a n d e s  r a d i o a c t i v e s  a e t  8 ,  u n e  b a n d e  d e  f a i b l e  

t a i l l e  m o l é c u l a i r e  . Son i n t e n s i t é  r e s t e  c o n s t a n t e  a u  c o u r s  d e  l a  

c i n é t i q u e  d ' i n c u b a t i o n  ( 2  h e u r e s  p u i s  6 h e u r e s )  a l o r s  q u e  l ' o n  

o b s e r v e  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  b a n d e s  

c o r r e s p o n d a n t e s  à l a  s o u s - u n i t é  a e t  à l a  s o u s - u n i t é  B .  

L ' o r i g i n e  d e  c e t t e  e n t i t é  n ' e s t  p a s  é t a b l i e .  



REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE ET PROEIL ELECTROPHORETIQUE 

DE LA LH 125 1 AU COURS DE LA CINETIeUE D'INCUBATION EN 

PHESENCE D'UN HATERIEL TRYPANOSOHAL pH 5 . 5  AVEC 

ANTIPROTEASES (+ AP)  ENRICHI EN DTT 1mH 

TITION DE TfA RADJOACTIVITE 

m @ a  * LH native 

.) 
sous-unité a 

3 0 m  2h 6 h  30mn Sh 6h 30mn 2h 6h 

surnageant culot témoin 

pH 5.5 + AP pH 5.5 + AP pH 5 . 5  

+DTT +DTT +DTT 

Tampon de reprise des échantil1ons:Tris HC1 0.0625li 

glycérol 10 % 

pH 6.8 



L ' a d d i t i o n  d ' a g e n t  r é d u c t e u r  à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  1 mM 

a u g m e n t e  l ' a c t i o n  d i s s o c i a n t e  d u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p u i s q u ' a p r è s  6 

h e u r e s ,  l a  b a n d e  r a d i o a c t i v e  r e p r é s e n t a t i v e  d e  l a  BLH e s t  r é v é l é e  

a v e c  un p o u r c e n t a g e  r e l a t i f  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  à 4% malgré, on l e  

s a i t ,  l a  d i f f i c u l t é  d e  l a  mise e n  é v i d e n c e .  C e t t e  p r é s e n c e  a t t e s t e  

d e  s a  non d é g r a d a t i o n .  

L ' i n f l u e n c e  é v e n t u e l l e  d e  l ' a g e n t  r é d u c t e u r  a é t é  é t u d i é e  

( t a b l e a u  X V I I I ) .  L e s  r é s u l t a t s  s e m b l e n t  m o n t r e r  d ' u n e  p a r t  q u e  l e  

DTT à l u i  s e u l  n ' a  q u a s i m e n t  p a s  d ' e f f e t  d i s s o c i a n t  e t  d ' a u t r e  

p a r t  q u e  l ' a d d i t i o n  d e  DTT au  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  n ' a u g m e n t e  p a s  

l ' e f f e t  d e  l a  d i s s o c i a t i o n .  

A pH 7 . 0 ,  l ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  e n r i c h i  e n  DTT I m M  

s u r  l ' h o r m o n e  m a r q u k e  e s t  m o n t r é  s u r  l ' é l e c t r o a u t o r a d i o g r a m m e  

i l l u s t e  f i g u r e  31. 

L ' é c h a n t i l l o n  t é m o i n  c o r r e s p o n d a n t  à l ' i n c u b a t i o n  d e  l a  LH 1251 

en  tampon p h o s p h a t e  e n r i c h i  e n  a n t i p r o t e a s e s  e t  e n  DTT p o s s è d e  un 

c o m p o r t e m e n t  é l e c t r o p h o r é t i q ü e  i d e n t i q u e  a u  t é m o i n  p r é c é d a n t  

( t a m p o n  p h o s p h a t e  pH 7 . 0  p l u s  DTT s a n s  a n t i p r o t é a s e s )  à s a v o i r  

S ' a p p a r i t i o n  d e s  d e u x  s o u s - u n i t é s  a e t  B l i b r e s  a u  c o u r s  d e  l a  

c i n e t i q u e .  

C o m p a r a t i v e m e n t  ii ce r é s u l t a t ,  on c o n s t a t e  q u e  l ' e f f e t  

t - l i s s o c i a n t  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  pH 7 . 0  s v e c  a n t i p r o t é a s e s  e s t  

pli-1s i n t e n s e .  La r a d i o a c t i v i t é  de  l ' h o r m o n e  n a t i v e  d i m i n u e  d e  

f a ç o n  a c c e n t u é e  a u  c o u r s  d e  l a  c i n é t i q u e  p a s s a n t  d e  5 7 %  à 3 0  

m i n u t e s  à 1 0 %  a p r è s  6 h e u r e s  a l o r s  q u e  l e  m a r q u a g e  d e  s o u s - u n i t é  a 

e t  B s ' i n t e n s i f i e ,  t o t a l i s a n t  p r è s  d e  43% à 3 0  m i n u t e s  e t  89% 

a p r è s  6 h e u r e s .  

De l a  m ê m e  f a ç o n  n o u s  p o u v o n s  c o m p a r e r  l e s  p o u r c e n t a g e s  r e l a t i f s  

d e  r a d i o a c t i v i t é  d e  l ' h o r m o n e  n a t i v e  p a r  r a p p o r t  à c e u x  o b t e n u s  

d a n s  l ' e x p é r i e n c e  e f f e c t u é e  s a n s  d i t h i o t h r é i t o l  ( t a b l e a u  XIX) .  

C o m p a r a t i v e m e n t  a u  pH 5 . 5 ,  l e  DTT p r o v o q u e  un  e f f e t  d i s s o c i a n t  

non n e g l i g e a b l e  s u r  l a  LH à pH 7 . 0  e t  f i n a l e m e n t  l ' a d d i t i o n  a u  

s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  à pH 7 . 0  n e  s e  t r a d u i t  p a s  p a r  u n e  

m a j o r a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e  l a  d i s s o c i a t i o n  e n g e n d r é e  p a r  l e  DTT. 

Au t o t a l ,  l ' e f f e t  d i s s o c i a n t  q u e  l ' o n  o b s e r v e  d a n s  un s u r n a g e a n t  

a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  b r u t  d i s p a r a î t  l o r s q u ' o n  amène ce même 

s u r n a g e a n t  a pH 7 . 0 . L ' o r i g i n e  d e  l a  d i s s o c i a t i o n  n e  s e  r a p p r o c h e  

p a s  d  ' u n  a g e n t  t h i o l  r é d u c t e u r .  



EFFET DU SURNAGEANT ANTIGÉNIQUE pH 5.5 AVEC 

ANTIPROTEASES SUR LA LH 1251 EN PRESENCE OU 

NON D 'AGENT REDUCTEUR (DTT ) 

X r e l a t i f  d é c e l é  au n iveau 

de l a  LH au temps 

témoin : tampon pH 5.5 

+AP 

surnageant  ant igén ique  

pH 5.5 + AP 

témoin : tampon pH 5 . 5  

+AP 

surnageant  ant igén ique  

pH 5.5 + AP 

30 min. 6 heures  

8 1% 77% 



REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE ET PROFIL ELECTROPHORETIQUB 

DE LA LH 125 1 AU COURS DE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN 

PRESENCE D'UN EXTRAIT ANTIGENIQUE PH 7.0 + aP ENRICHI 

EN DTT imn 

AUTORADIOGRAPHIE DU GEL DE POLYACRYLAMIDE 5-30% EN PRESENCE DE SDS. 

REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE 

O 9 a -  e LH native 

*.e* (. sous-unité a 

30nn 2h 6h 30mn 2h 6h 

surnageant témoin 

pH 7.0 pH 7.0 

+ AP + DTT + AP + DTT 

Tampon de reprise des échantil1ons:Tris HC1 0.0625 H 
glycérol 10 % 

pH 6.8 



EFFET DU SURNAGEANT ANTIGÉNIQUE pH 7 . 0  AVEC 

ANTIPROTEASES SUR LA LH 1251 EN PRESENCE OU 

NON D'AGENT REDUCTEUR (DTT) 

X relat i f  d é c e l é  au niveau 

d e  l a  LH au temps 

témoin : tampon pH 7 . 0  

+ AP 

surnageant ant igén ique  

pH 7 . 0  + AP 

témoin : tampon pH 7 . 0  

+AP 

surnageant ant igén ique  

pH 7 . 0  + AP 

30 min. 6 heures 



1.2n , : a n s t . a t ~  que 13 d i f f  + r i n c e  d a  p o u r c e n t a g e  r e l a t i f  d e  

r a d i o a c t i v i t é  d e  l ' é c h a n t i l l o n  t é m o i n  e t  d u  s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  

a v e c  a n t i p r o t é a s e s  à pH 7 . 0  e s t  l a  même e n  p r é s e n c e  ou e n  a b s e n c e  

de  d i t h i o t h g i t o l .  C e  r é s u l t a t  m o n t r e  q u e  l ' e f f e t  d i s s o c i a n t  d u  

s u r n a g e a n t  a n t i g é n i q u e  a v e c  a n  t i p r o t é a s e s  e s t  i n d é p e n d a n t  d e  l a  

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

B )  DISCUSSION 

T o u t e s  c e s  é t u d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  m e t t e n t  e n  é v i d e n c e  un 

p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l a  LH 1251 S O U S  l ' a c t i o n  d e s  

d i f f s r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  t r y p a n o s o m a l e s .  L ' i n t e n s i t é  d e  r é a c t i o n  

e s t  d i f f é r e n t e  s e l o n  l e s  e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s .  Deux a c t i v i t f t s  o n t  

pi] ê t r e  d k c e l 6 e s  : 

- u n  e f f e t  d i s s o c i a n t  p r o v o q u a n t  l a  l i b e r a t i o n  d e s  d e u x  s o u s -  

u n i t é s  l i b r e s  a e t  13 

- iin e f f e t  p r o t e o l y t i q u e  d e  q u a l i t s  e t  d ' i n t e n s i t é  v a r i a b l e  

Nous a v o n s  r e g r o u p é  e t  r é s u m é  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s u r  e x t r a i t  

pH 5 . 5  e t  s u r  c u l o t  pH 5 . 5  d a n s  l e  t a b l e a u  X X .  

L ' e f f e t  d i s s o c i a n t  d e  l a  LH e s t  n o t e  p r i n c i p a l e m e n t  a p r è s  

a c t i o n  d e  d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s  p r é p a r é s  e n  p r é s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s .  L ' a c t i o n  d u  c u l o t  pH 5 . 5  c o n t r i b u e  p l u s  

a c t i v e m e n t  a l a  d e s t a b i l i s a t i o n  d e  l ' é d i f i c e  m o l é c u l a i r e  d e  l a  

f o r m e  d i m è r e  d e  l a  LH a l o r s  q u e  l ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  e s t  

p l u s  m o d é r é .  C e  d e r n i e r  p o s s è d e  d e  p l u s ,  u n e  a c t i o n  d i s s o c i a n t e  d e  

q u a l i t é  d i f f é r e n t e  s e l o n  l e  pH; a i n s i ,  n o u s  a v o n s  pu m o n t r e r  l a  

p a r t i c i p a t i o n  p l u s  a c c e n t u é e  d e  c o n s t i t u a n t s  e n z y m a t i q u e s ,  non  

i n h i b é s  p a r  l e s  i n h i b i t e u r s  p r o t é a s i q u e s ,  d ' a c t i v i t é  opt imum à pH 

a c i d e .  

Dans  c h a c u n e  d e s  s i t u a t i o n s  ( c u l o t  c e l l u l a i r e ,  s u r n a g e a n t  

a n t i g é n i q u e  pH 5 . 5  e t  pH 7 . 0 ) ,  l ' a d d i t i o n  d ' a g e n t  r é d u c t e u r  

a u g m e n t e  l a  d i s s o c i a t i o n  d e  l a  LH n a t i v e .  

O r ,  d a n s  c e t t e  e x p é r i e n c e ,  n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  l ' a c t i o n  d u  

d i t h i o t h r é i t o l  p o s s è d e  à l u i  s e u l  un e f f e t  d i s s o c i a n t  s u r  l a  L H ,  

no tamment  à pH 7 . 0 .  Dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  l ' a c t i o n  d i s s o c i a n t e  d e s  

e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s  a m p l i f i é e  n ' e s t  p a s  l e  r é s u l t a t  d ' u n  e f f e t  

a c t i v a t e u r  d u  s y s t è m e  e n z y m a t i q u e  p a r  l e  DST. 



EFFET DES PREPARATIONS TRYPANOSOMALES 

SUR LA LH 1251 

TEMOINS TEHOINS CULOT SURNAGEANT SURNAGEANT 

pH 5.5 pH 7.0 ph  5 . 5  pH 5 . 5  pH 5 . 5  amené à 

ph 7 . 0  

-AP LH d imère  LH d imère  LH LH LH d i s s o c i é e  

+ s s  u n i t é  + s s  u n i t é  dég radée  d é g r a d é e  p u i s  d é g r a d é e  

a a ss u n i t é  ss u n i t é s  

a e t  B a e t  B 
d é g r a d é e s  d é g r a d é e s  

+ AP LH d imère  LH d imère  LH LH d imère  LH d imère  + 
+ss u n i t é  + s s  u n i t é  d i s s o c i é e  + augment. augmentat ion 

a a ss u n i t é  ss u n i t é  f a i b l e  d e  

a dégradée  a ss u n i t é  a 

-AP LH d imère  LH d imère  LH LH LH dégradée  
+DDT 

+ s s  u n i t é  + s s  u n i t é s  dég radée  d é g r a d é e  progess ivement  

a a e t  B 

LH d imère  LH d imère  LH LH LH d i s s o c i é e  

+ s s  u n i t é  + s s  u n i t é s  d i s s o c i é e  d i s s o c i é e  a + B 
a a e t  B d é g r a d a t i o n  p r o g r e s s .  

p r o g r e s s i v e  a + B 
d e  a e t  B 
p r é s e n c e  d e  

p r o d u i t  d e  

d é g r a d a t i o n  



E n f i n ,  l ' e f f e t  p r o t é o l y t i q u e  d e  matér ie l s  p a r a s i t a i r e s  p r é p a r é s  

e n  l ' a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s  s u r  l a  LH n a t i v e  a i n s i  q u e  d e s  d e u x  

s o u s - u n i t é s  q u i  l a  c o m p o s e n t ,  a é t é  r e t o u v é  . I c i  e n c o r e ,  l e  d e g r é  

d e  p r o t é o l y s e  v a r i e  s e l o n  l e s  e x t r a i t s  é t u d i é s .  C ' e s t  d a n s  l e  

c u l o t  c e l l u l a i r e  pH 5 . 5  q u e  l ' a c t i v i t é  e s t  l a  p l u s  i n t e n s e  e t  

p r o v o q u e  l a  d e s t r u c t i o n  c o m p l è t e  d e  l ' h o r m o n e .  S e l o n  l e  pH 

d ' i n c u b a t i o n ,  l ' e f f e t  d u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  e s t  m o d i f i é ,  on 

c o n s t a t e  q u ' à  pH 7 . 0 ,  l ' e f f i c a c i t é  d e  l a  p r o t é o l y s e  e s t  m o i n d r e  

q u ' à  pH 5 . 5  m e t t a n t  e n  é v i d e n c e  l à  e n c o r e ,  l ' i n t e r v e n t i o n  d e  

f a c t e u r s  e n z y m a t i q u e s  d ' a c t i v i t é  opt imum à pH a c i d e .  L ' a d d i t i o n  d e  

d i t h i o t h r é i t o l  p e r m e t  c e p e n d a n t , d ' a u g m e n t e r  l ' e f f e t  p r o t é o l y t i q u e  

d e  l a  p r é p a r a t i o n  a n t i g é n i q u e  q u i  r e s t e  d e  m o i n d r e  e f f i c a c i t é  q u e  

l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e  à pH 5 . 5  e n r i c h i  d e  ce même a g e n t  r é d u c t e u r .  

A u s s i ,  l ' i n t e r v e n t i o n  d e  c o n s t i t u a n t s  e n z y m a t i q u e s ,  a c t i f s  s u r  

l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e  d e  r a t ,  r e n d  p o s s i b l e  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e  

p l u s i e u r s  h y p o t h è s e s  i n  v i v o ,  no tamment  a u  c o u r s  d e  l ' i n j e c t i o n  

d ' e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s .  

Au c o u r s  d e  l ' i n j e c t i o n  d e  m a t é r i e l  t r y p a n o s o m a l  p r é p a r é  en 
, . . . . . 

p r é s e n c e  d  i n h i b i t e u r s  p r o t e a s i a u e s ,  n o u s  a v o n s  o b s e r v é  e n  ce q u i  
. . 

c o n c e r n e  l ' a c t i o n  d u  c c ? ,  q u ' i l  p r o v o q u e  in 
v i v o  u n e  l é g è r e  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e  a i n s i  q u e  d e s  

d e u x  s t i m u l i n e s  s é r i q u e s  (LH, FSH) a l o r s  q u e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  

g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  s o n t  f o r t e m e n t  d i m i n u é e s .  I n  v i t r o ,  

n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  s o n  e f f e t  p r i n c i p a l  s u r  l a  LH p u r i f i é e  é t a i t  

f o r t e m e n t  d i s s o c i a n t .  De r é c e n t s  t r a v a u x  ( DIGHE e t  r011. 
1 9 7 9  ( 2 9 ) ,  MOUGDAL e t  L I  1 9 8 2  ( 1 0 3 ) ,  e t  GRASS0 e t  ,GQLL 1 9 8 5  

( 4 7 ) ) ,  o n t  m o n t r é  q u '  in v i t r o  l a  s o u s - u n i t é  B l i b r e  e s t  c a p a b l e  

d ' i n h i b e r  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e  l ' hCG e t  d e  l a  LH. On p e u t  

s u p p o s e r  q u e  l ' a c t i v i t é  d e  l a  LH e s t  a l t é r é e  p a r  l ' e f f e t  

d i s s o c i a n t  d u  c u l o t  pH 5 . 5 .  

Jle s u r n a e e a b i t a n t i 8 e n i a u e ~ u 2 s n e t a u e  D H  7 . 0  
a . .  . . .  

e n  D r e s e n c e  ri 8 n t i ~ r o t e a s e . s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  in v i t r o  p o s s è d e n t  

u n e  f a i b l e  a c t i o n  d i s s o c i a n t e  s u r  l a  LH, l e s  f a c t e u r s  

p r o t é o l y t i q u e s  é t a n t  p a r t i e l l e m e n t  i n h i b é s ,  i l  n ' e s t  d o n c  p a s  

s u r p r e n a n t  d e  n e  c o n s t a t e r  a u c u n e  m o d i f i c a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  in 
v i v o  d e s  p a r a m è t r e s  s é r i q u e s  ( t e s t o s t é r o n e ,  LH e t  FSH),  e t  

h y p o p h y s a i r e s  ( L H  e t  FSH) ,  a p r è s  i n j e c t i o n  t e s t  c h e z  l e  r a t  d e  

c e s  e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  f a i b l e s  t a u x  



d ' o e s t r a d i o l  o b s e r v é s ,  i l  f a u t  s i g n a l e r  q u e  ces c o n c e n t r a t i o n s  

c r i t i q u e s  d o i v e n t  ê t r e  m a i n t e n u e s  p e n d a n t  u n e  p é r i o d e  m i n i m a l e  

d ' a u  moins  30 h e u r e s  p o u r  i n d u i r e  d e s  p i c s  d e  FSH e t  LH (FERIN e t  

V A N  DE WIELLE 1982 ( 3 9 ) ) .  L ' e x p é r i m e n t a t i o n  i c i  menée s ' e f f e c t u a n t  

d u r a n t  un d é l a i  r e l a t i v e m e n t  b r e f  ( 5  h e u r e s ) ,  l e s  c o n d i t i o n s  

i n h é r a n t e s  a u  r é t r o c o n t r ô l e  p o s i t i f  d e  l ' o e s t r a d i o l  n e  s o n t  p a s  

r é u n i e s  p o u r  i n d u i r e  e x p é r i m e n t a l e m e n t  u n e  s é c r é t i o n  d e  

g o n a d o t r o p h i n e s .  De p l u s ,  i l  a é t é  m o n t r é  q u ' u n  p i c  d e  LH p e u t  

ê t r e  i n d u i t  p a r  l a  d i m i n u t i o n  d e  l ' o e s t r a d i o l  c h e z  l 'homme a d u l t e  

à c o n d i t i o n  q u ' i l  s o i t  c a s t r é ,  car  l a  s e n s i b i l i t é  a u  r é t r o c o n t r ô l e  

p o s i t i f  d e  l ' o e s t r a d i o l  e s t  a t t é n u é  p a r  l a  t e s t o s t é r o n e  (BARBARINO 

e t  c o l l .  1980 ( 8 ) ) .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  c h e z  l e s  r a t s  t e s t é s  a v e c  l e s  e x t r a i t s  

p a r a s i t a i r e s  p r é p a r é s  e n  l ' a b s e n c e  d ' 3 n t i ~ r o t 6 n s e s  s o n t  c o n f o r m e s ,  

p o u r  L e c u l o t  pH 5 . 5 ,  a u x  m a n i p u l a t i o n s  .in v i t r ~  où i l  e n t r a î n e  u n e  

d é g r a d a t i o n  r a p i d e  d e  l a  LH. I n  v i v o ,  e n  e f f e t  n o u s  a v o n s  c o n f i r m é  

c e  r é s u l t a t ,  l e s  f a i b l e s  t a u x  d e  LH c i r c u l a n t e  c o n d u i s e n t  a u n e  

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

d i m i n u t i o n  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e .  L e s  c o n c e n t r a t i o n s  é l e v é e s  d e  LH 

h y p o p h y s a i r e  s o n t  a l o r s  r é g i e s  p a r  u n e  b o u c l e  d e  c o n t r ô l e  p o s i t i f  

p a r  l a q u e l l e  l a  t e s t o s t é r o n e  e s t  s t i m u l a t e u r  d e  l a  s y n t h è s e  d e  l a  

g o n a d o t r o p i n e .  

Q u a n t  a u  s u r n a g e a n t  pH 5 . 5  p r é p a r é  e n  l ' a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  

i l  p o s s è d e  v i t r ~  u n e  a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  i n t e n s e  p l u s  n e t t e  

à pH a c i d e  q u ' à  pH p h y s i o l o g i q u e ,  mais c o n d u i s a n t  à u n e  l y s e  d e  l a  

m a j e u r e  p a r t i e  d e  l ' h o r m o n e  l u t é i n i s a n t e .  Ln v i v ~ ,  c e  r é s u l t a t  e s t  

à r a p p r o c h e r  d u  d o s a g e  d e  l a  LH c i r c u l a n t e  où e s t  c o n f i r m é e  l a  

d i m i n u t i o n  d e  LH. 

F i n a l e m e n t ,  on p e u t  r e t e n i r  d e  l ' e n s e m b l e  d e  c e s  r é s u l t a t s  

q u ' a u  c o u r s  d e  l ' i n j e c t i o n  e x p é r i m e n t a l e  a u x  r a t s  p a r  d u  m a t é r i e l  

t r y p a n o s o m a l ,  un  d é s é q u i l i b r e  e n d o c r i n i e n  g o n a d i q u e  e s t  o b s e r v é  e n  

q u e l q u e s  h e u r e s .  I l  e s t  t o u t  a f a i t  c o n c e v a b l e  d e  r e t e n i r  l a  

r e s p o n s a b i l i t é  d ' e n z y m e s  d ' o r i g i n e  p a r a s i t a i r e  d a n s  l ' a p p a r i t i o n  

d e  l ' h y p o g o n a d i s m e ,  l e s  é t u d e s  in v i t r ~  a y a n t  p e r m i s  d e  m e t t r e  e n  

é v i d e n c e  u n e  a c t i o n  d i r e c t e  d ' e n z y m e ( s )  s u r  l a  LH d e  r a t  . 

C e p e n d a n t ,  i l  c o n v i e n t  d e  r e s t e r  p r u d e n t  s u r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  

d é f i n i t i v e  d e  c e s  r é s u l t a t s .  En e f f e t ,  l a  p r é s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s  

s é r i q u e s  p o u r r a i t  t r è s  l a r g e m e n t  l i m i t e r  l e u r  e f f e t  s a u f  s i  l a  



q u a n t i t é  d ' e n z y m e s  ou l a  q u a l i t é  d e  c e s  enzymes  o u t r e p a s s a i e n t  les  

m é c a n i s m e s  d ' i n h i b i t i o n  n a t u r e l l e .  



- 1 5 5  - 

CONCLUSION 

L e s  a n o m a l i e s  d ' o r d r e  g o n a d i q u e  c h e z  l e s  mammifè re s  a t t e i n t s  

d e  t r y p a n o s o m i a s e  o n t  é t é ,  d e p u i s  l o n g t e m p s , o b s e r v é e s  e t  d é c r i t e s  

au  p l a n  c l i n i q u e  a l o r s  q u e  l e s  m é c a n i s m e s  q u i  p r é s i d e n t  à l e u r  

a p p a r i t i o n  s o n t  e n c o r e  m a l  c o n n u s .  

P o u r  m i e u x  c o m p r e n d r e  l ' o r i g i n e  e t  l e s  m o d a l i t é s  d ' a p p a r i t i o n  

d e  c e s  d é s o r d r e s  e n d o c r i n i e n s  , n o u s  a v o n s  d a n s  un p r e m i e r  t e m p s  

d é f i n i  l e s  é t a t s  d ' h y p o g o n a d i s m e s  c h e z  l e  t r y p a n o s o r n é  à t r a v e r s  

l ' é t u d e  d e  79 s é r u m s  d e  s u j e t s  c o n g o l a i s  ( 4 5  femmes ,34  

hommes) t r y p a n o s o m é s  s u i v i s  p a r  l e  S e r v i c e  d ' E p i d é m i o l o g i e  e t  d e s  

G r a n d e s  Endémies  d e  B r a z z a v i l e  e t  3 2  s é r u m s  d e  s u j e t s  c o n t r ô l e s  

indemmes d e  p a r a s i t o s e .  

Un h y p o f o n c t i o n n e m e n t  g o n a d i q u e  a  pu a i n s i  ê t r e  c o n f i r m é  c h e z  

5 0 %  d e s  s u j e t s  t r y p a n o s o m é s , l ' a n o m a l i e  au  p l a n  b i o l o g i q u e  é t a n t  
. . > .. . 

c a r a c t é r i s é e  p a r  u n e  d i m i n i l t i r i n  r ies  t a u x  d ' h o r m o n e s  s t e r o i d i e n n e s  

e s  ( t e s t o s t é r o n e  , o e s t r a d i o l )  s a !  
. . 

s 1 - m  

-&lies d e s  ~ o n a r i o s t i m i i l i n e s  (LH, FSH) . 
L ' e x p l o r a t i o n  d y n a m i q u e  c l a s s i q u e  d e  l ' a x e  h y p o t h a l a m o -  

h y p o p h y s o - g o n a d i q u e  a m o n t r é  q u e  l e s  m a n i f e s t a t i o n s  

e n d o c r i n i e n n e s  n e  s e r a i e n t  n i  d ' o r i g i n e  p r i m i t i v e  - l a  r é p o n s e  

g o n a d i q u e  e s t  n o r m a l e - ,  n i  l i é e s  à u n e  i n s u f f i s a n c e  d e  s é c r é t i o n  

h y p o p h y s a i r e  g o n a d o t r o p e  - l a  r é p o n s e  LH e s t  s i g n i f i c a t i v e  s o u s  

LH-RH-. 

D i s p o s a n t  d ' u n  modè le  e x p é r i m e n t a l  d e  t r y p a n o s o m i a s e  c h e z  l e  

r a t ,  n o u s  a v o n s  e x p l o r é  c h e z  c e t  a n i m a l  l e s  d é s é q u i l i b r e s  

g o n a d i q u e s  a u  c o u r s  d ' i n f e s t a t i o n s  p a r  d e s  s o u c h e s  à é v o l u t i o n  

" a i g ü e "  ou " c h r o n i q u e "  d e  l k y p a n o s n m a  b r i i c e i  b r i l c e i .  L e s  

r k s u l t a t s ,  b i e n  q u e  r e n d u s  d i f f i c i l e s  d a n s  l e u r  i n t e r p r é t a t i o n  p a r  

d e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  i n d i v i d u e l l e s  e n  r a p p o r t  a v e c  l e  s t r e s s  

d e s  a n i m a u x ,  m e t t e n t  c e p e n d a n t  e n  é v i d e n c e  q u e :  

- l a  t r y p a n o s o m i a s e  " a i g ü e "  ( d é v e l o p p é e  p a r  l e  v a r i a n t  AnTat 

1.1 A )  c h e z  l e  r a t  d e  1 0  m o i s  p r o v o q u e  u n e  b a i s s e  s e n s i b l e  d e  l a  

s t é r o ï d o g é n è s e  e t  u n e  a c c u m u l a t i o n  i n t r a g l a n d u l a i r e  d e s  

g o n a d o s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s . C h e z  l e  r a t  d e  4 5  j o u r s  s e u l e  l a  LH 



s é r i q u e  s e r a i t  a f f e c t é e  e t  d i m i n u é e  s a n s  r e t e n t i s s e m e n t  s u r  l a  
v a l e u r  d e  l a  t e s t o s t é r o n é m i e .  

- l a  t r y p a n o s o m i a s e  " c h r o n i q u e "  ( d é v e l o p p é e  p a r  l e  v a r i a n t  

AnTat  1.1 E ) c h e z  l e  r a t  d e  10 m o i s  p r o v o q u e  u n e  b a i s s e  d e  

l a  t e s t o s t é r o n e  c i r c u l a n t e  e t  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  d e  LH 

p a r  l ' h y p o p h y s e , a l o r s  q u e  l e  t a u x  c i r c u l a n t  d e  LH d e m e u r e  d a n s  l e s  

v s l e u r s  l i m i t e s  b a s s e s  n o r m a l e s .  

A i n s i  , I l  a p p a r a î t  q u e ,  s o u s  i n f e s t a t i o n ,  l e  d é s é q u i l i b r e  

e n d o c r i n i e n  p u i s s e  v a r i e r  d a n s  s o n  i n t e n s i t é  mais a u s s i  d a n s  s o n  

e x p r e s s i o n  e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e  d e  l ' a n i m a l  i n f e s t é  e t  d e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  b i o l o l o g i q u e s  d e  l a  s o u c h e  p a r a s i t a i r e  

u t i l i s é e .  

Ayan t  p u ,  à p a r t i r  d e  t r y p a n o s o m e s  m u l t i p l i é s  s u r  r a t s ,  

p r é p a r e r  d e s  f r a c t i o n s  r e p r é s e n t a t i v e s  d e  l ' e n s e m b l e  d u  m a t é r i e l  

d e  s u r f a c e  d u  p a r a s i t e  o u ,  au  c o n t r a i r e ,  d u  c u l o t  c e l l u l a i r e ,  n o u s  

a v o n s ,  p a r  i n j e c t i o n  c h e z  l e  r a t ,  c h e r c h é  à é t a b l i r  l e  r ô l e  

é v e n t u e l  d ' e n t i t é s  m o l é c u l a i r e s  p a r a s i t a i r e s  d a n s  l ' a p p a r i t i o n  d u  

t a b l e a u  d ' h y p o g o n a d i s m e  e x p é r i m e n t a l .  L e s  r é p o n s e s  s e  s o n t  a v é r é e s  

d i f f é r e n t e s  l o r s q u e  l e s  t e s t s  e n d o c r i n i e n s  é t a i e n t  r é a l i s é s  p a r  

i n j e c t i o n  d e  l ' u n e  ou  l ' a u t r e  d e s  f r a c t i o n s  e t  s i  c e s  d e r n i è r e s  

é t a i e n t  i s o l é e s  e n  p r é s e n c e  ou  e n  a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s .  

Dans  l e s  t e s t s  u t i l i s a n t  l e  m a t é r i e l  d e  s u r f a c e  i s o l é  e n  

p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r s  d e  p r o t é a s e s ,  on  o b s e r v e  p e u  ou p a s  d e  

m o d i f i c a t i o n s  d e  l a  f o n c t i o n  d e  s t é r o ï d o g é n è s e  g o n a d i q u e .  I l  e n  v a  

d i f f é r e m m e n t  e n  a b s e n c e  d e  c e s  a n t i p r o t é a s e s .  Dans  c e  c a s , o n  n o t e ,  

e n  e f f e t ,  u n e  a u g m e n t a t i o n  d u  c o n t e n u  d e  l a  LH h y p o p h y s a i r e  s a n s  

p o u r  c e l a  o b s e r v e r  d e  r e t e n t i s s e m e n t  s i g n i f i c a t i f  a u  n i v e a u  d e  l a  

t e s t o s t é r o n e  c i r c u l a n t e .  

L ' i n j e c t i o n  d u  c u l o t  p a r a s i t a i r e  e s t  e l l e  b e a u c o u p  p l u s  r i c h e  d e  

c o n s é q u e n c e s  . L ' e f f e t  e s t  n e t  s u r  l e s  t a u x  d e s  p a r a m è t r e s  

s é r i q u e s  ( t e s t o s t é r o n e ,  LH ) q u i  s ' e f f o n d r e n t . L e  même r é s u l t a t  

a v e c  u n e  i n t e n s i t é  p l u s  f a i b l e  e s t  e n r e g i s t r é  e n  p r é s e n c e  

d ' a n t i p r o t é a s e s .  I l  a p p a r a î t  d o n c  p o s s i b l e ,  d e  r e t e n i r  e n  

h y p o t h è s e ,  q u e  l e  c u l o t  p a r a s i t a i r e  s e r a i t  r i c h e  e n  enzymes  

s u s c e p t i b l e s  d e  d é g r a d e r  l e s  s t i m u l i n e s  h y p o p h y s a i r e s  c i r c u l a n t e s .  

P o u r  t e n t e r  d e  r é p o n d r e  à c e t t e  q u e s t i o n ,  u n e  é t u d e  in vitro 

d e  l ' e f f e t  d e s  e x t r a i t s  p a r a s i t a i r e s  p r é p a r é s  e n  p r é s e n c e  ou  e n  



a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s  a é t é  menée  s u r  u n e  p r é p a r a t i o n  d ' h o r m o n e  

l u t é i n i s a n t e  r a d i o m a r q u é e .  B i e n  q u e  n o u s  s o y o n s  c o n s c i e n t s  d u  f a i t  

q u e  l e  m a r q u a g e  à l ' i o d e  1251 s o i t  un  é l é m e n t  d e  d é n a t u r a t i o n  

r e l a t i v e  d e  l a  LH u t i l i s é e ,  l e s  é t u d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  t é m o i n s  

o n t  p e r m i s  d e  v é r i f i e r  l ' a b s e n c e  d e  r e m a n i e m e n t  i m p o r t a n t  d e  l a  

LH. Dans  t o u s  l e s  t e s t s  d e  mise e n  p r é s e n c e  d e  l a  LH a v e c  l e s  

f r a c t i o n s  p a r a s i t a i r e s ,  un même p o u r c e n t a g e  i n i t i a l  d e  f o r m e  

d i m è r e  a é t é  r e t r o u v é  r e p r é s e n t a n t  80% d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  

e n r e g i s t r é e  s u r  l e  g e l .  On r e t i e n d r a  q u e  l e s  f r a c t i o n s  ( s u r f a c e  d u  

p a r a s i t e  ou  c u l o t  c e l l u l a i r e )  o n t ,  e n  p r é s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  un 

e f f e t  l i m i t é  à u n e  d i s s o c i a t i o n  d e  l a  LH e n  ses d e u x  s o u s - u n i t é s  

a e t  ! 3 ; a l o r s  q u ' e n  a b s e n c e  d ' a n t i p r o t é a s e s ,  l a  LH e s t  

p r o f o n d é m e n t  m o d i f i é e  a v e c  d i s p a r i t i o n  d e  l a  f o r m e  d i m è r e  e t  d e s  

s o u s - u n i t é s .  

E n f i n  , l ' i n j e c t i o n  d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  p u r i f i é  s o u s  s a  f o r m e  

d i r n é r i q u e  s o l u b l e  c h e z  d e s  r a t s  d e  10 m o i s  p r o v o q u e  un 

e f f o n d r e m e n t  d u  t a u x  d e  t e s t o s t é r o n e  c i r c u l a n t e  e t  a u s s i  u n e  

d i m i n u t i o n  t r è s  s i g n i f i c a t i v e  d u  c o n t e n u  h y p o p h y s a i r e  e n  LH. 

Au t o t a l ,  l ' e n s e m b l e  d e  n o s  r é s u l t a t s  n o u s  amène a e n v i s a g e r  

p l u s i e u r s  h y p o t h è s e s  q u a n t  a u  m é c a n i s m e s  d ' a p p a r i t i o n  d e s  

d y s r é g u l a t i o n s  h o r m o n a l e s  : 

1") u n e  a c t i o n  d e s  p r o t é a s e s  d ' o r i g i n e  p a r a s i t a i r e ,  non 

i n h i b é e  p a r  l e s  a n t i p r o t é a s e s  c i r c u l a n t e s  d u  r a t ,  e t  c a p a b l e  d e  

p r o v o q u e r  l a  d e s t r u c t i o n  d e  n o m b r e u s e s  ho rmones  g l y c o p r o t é i q u e s  

e t  no tamment  l e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  c i r c u l a n t e s ,  

2 " )  un e f f e t  d e  " l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e "  d u  t r y p a n o s o m e  q u i  

p o u r r a i t  ê t r e  u n e  i n t e r v e n t i o n  d e  l a  g l y c o p r o t é i n e  d e  s u r f a c e  au  

n i v e a u  d ' é l é m e n t s  c e l l u l a i r e s  d i v e r s  i m p l i q u é s  p a r  e x e m p l e ,  d a n s  

l e  c o n t r ô l e  i m m u n i t a i r e  ou l a  r é g u l a t i o n  e n d o c r i n i e n n e . C e  r ô l e  

p o u r r a i t  ê t r e  l e  f a i t  d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  " n a t i f "  ou d ' é l é m e n t s  

s t r u c t u r a u x  d e  p l u s  f a i b l e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  l i b é r é s  p a r  

l ' i n t e r v e n t i o n  d e  p r o t é a s e s  p a r m i s  l e s q u e l l e s ,  l e s  enzymes  

p a r a s i t a i r e s  t i e n d r a i e n t  u n e  p l a c e  p r i v i l é g i é e .  

C e  mémoire  n ' a  d o n c  p a s  p e r m i s  d e  p r é c i s e r  un mécanisme 

b i o l o g i q u e  a l ' o r i g i n e  d e  l ' h y p o g o n a d i s m e  a c c o m p a g n a n t  l a  



t r y p a n o s o m i a s e  a f r i c a i n e  , i l  a c e p e n d a n t  amené d e s  h y p o t h è s e s  q u i  

n o u s  c o n d u i s e n t  à u n e  é t u d e  a p p r o f o n d i e  d e s  enzymes  d u  

t r y p a n o s o m e ,  à l e u r  c l a s s e m e n t ,  à l e u r  p u r i f i c a t i o n  e n  v u e  in v i v o  

d ' o b s e r v e r  d e  l e u r s  e f f e t s  e t  l e u r s  p a r t i c i p a t i o n s  à l ' a p p a r i t i o n  

d e  1 ' h y p o g o n a d i s m e .  

De même, i l  a p p a r a î t  t r è s  i n t é r e s s a n t  d e  d é f i n i r  l e  ou l e s  

d o m a i n e s  b i o l o g i q u e m e n t  a c t i f s  d e  l ' a n t i g è n e  v a r i a b l e  d e  s u r f a c e  

d o n t  o n  s a i t  l e  r ô l e  d é t e r m i n a n t  d a n s  l e  d i a l o g u e  h o t e - p a r a s i t e  e t  

d a n s  1 ' é v o l u t i o n  c l i n i q u e  d e  l a  t r y p a n o s o m i a s e .  
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APPENDICE TECHNIQUE 

1 )  W O D E  D'ETUDX PHYS1COCHIHIQU.E 

L ' é l e c t r o p h o r è s e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  masse m o l é c u l a i r e  c o n s i s t e  à 

d o n n e r  u n e  d e n s i t é  d e  c h a r g e  i d e n t i q u e  p o u r  t o u t e s  l e s  m o l é c u l e s  

é t u d i é e s .  C e c i  e s t  o b t e n u  e n  c o m p l e x a n t  l e s  p r o t é i n e s  a v e c  l e  

d o d é c y l  s u l f a t e  d e  s o d i u m  (SDS)  q u i  se f i x e  d a n s  c e r t a i n e s  

c o n d i t i o n s  s u r  l ' e n c h a î n e m e n t  p e p t i d i q u e  l u i  c o n f é r a n t  a i n s i  d e s  

c h a r g e s  n é g a t i v e s  e t  r amène  l a  s é p a r a t i o n  d e s  m o l é c u l e s  à u n e  

m i g r a t i o n  f o n c t i o n  d e  l e u r  masse. 

Le g r a d i e n t  d ' a c y l a m i d e  p e r m e t  d e  p l u s ,  d ' é t a b l i r  u n e  r e l a t i o n  

l i n é a i r e  e n t r e  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e t  l e  l o g a r i t h m e  d e  

l a  m a s s e  m o l é c u l a i r e .  

S u r  l e  p l a n  e x p é r i m e n t a l ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  r é a l i s é e  s u i v a n t  

l a  m é t h o d e  d e  LAEMMLI ( 1 9 7 0 ) ( 8 1 ) .  L e  g e l  d e  s é p a r a t i o n  5-30% 

c h o i s i  e s t  c o u l é  e n t r e  2 p l a q u e s  d e  v e r r e  s u r  u n e  é p a i s s e u r  d e  1 . 5  

m m .  L e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  d é p o s e s  d a n s  l e  g e l  à l ' a i d e  d e  

c o m p a r t i m e n t s  r é a l i s é  g r â c e  à un p e i g n e  d é p o s é  d a n s  l e  g e l  

s u p é r i e u r  à 5 % .  

La  m i g r a t i o n  v e r t i c a l e  s ' e f f e c t u e  d a n s  u n e  c u v e  LKB 2 0 0 1 , s o u s  u n e  

i n t e n s i t é  c o n s t a n t e  r é g u l é e  d e  30 m i l l i a m p è r e s .  Le t e m p s  

d ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  a p p r é c i é  à l ' a i d e  d ' u n  t é m o i n  c o l o r é  ( b l e u  d e  

b r o m o p h é n o l )  . 

A p r è s  m i g r a t i o n ,  l e  g e l  e s t  d é m o u l é  p u i s  immergé 2 h e u r e s  d a n s  un  

b a i n  c o l o r a n t  d e  b l e u  C o o m a s s i e  R ,  p u i s  d é c o l o r é  d a n s  p l u s i e u r s  

b a i n s  s u c c e s s i f s  d e  s o l u t i o n  d é c o l o r a n t e .  

a )  S o l u t i o n  d ' a c r y l a m i d e  

S o l u t i o n  mère d ' a c r y l a m i d e  : A 

- a c r y l a m i d e  48 ~3 

- N . N ' . m é t h y l è n e  b i s a c r y l a m i d e  1 . 2 8  g  



- e a u  q .s  . p  1 0 0  m l  

S o l u t i o n  tampon g e l  à g r a d i e n t  : B 

- T r i s  HC1 3 M pH 8 . 8  

S o l u t i o n  tampon g e l  s u p é r i e u r  : C 

- T r i s H C l  1 M p H 6 . 8  

b )  C o m p o s i t i o n  d e s  g e l s  

- c o m p o s i t i o n  d u  g e l  à g r a d i e n t  5-30% 

s o l u t i o n  à 5 %  s o l u t i o n  3 0 %  

A 1 . 4  m l  8 . 4  m l  

B 1 . 7 5  m l  1 . 7 5  m l  

SDS 2% 0 . 7  m l  0 . 7  m l  

e a u  d i s t i l l é e  1 0  m l  3 m l  

s a c c h a r o s e  - 2 . 8  g 

r i b o f  l a v i n e  4m1/100ml 0 . 2  m l  0 . 2  m l  

TEMED 15 cl1 1 0  p l  

p e r s u l f a t e  d'ammonium 1 0 %  2 5  p l  1 0  p l  

- c o m p o s i t i o n  d u  g e l  s u p é r i e u r  à 5% 

A 1 m l  

C 1 . 2 5  m l  

SDS 2% 0 . 5  m l  

e a u  d i s t i l l é e  7 . 1  m l  

r i b o f  l a v i n e  0 . 2  m l  

TEMED 4 0  p l  

p e r s u l f a t e  d'ammonium 6 0  p l  

TEMED : N,N,N ' ,N '  t é t r a m é t h y l è n e d i a m i n e  

A v a n t  d é p o t ,  l e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  d é n a t u r é s  p a r  é b u l l i t i o n  

d u r a n t  3 m i n u t e s ,  a p r è s  d i s s o l u t i o n  d a n s  l e  tampon d e  pH 6 . 8  

c o n t e n a n t  ou non  un a g e n t  r é d u c t e u r ,  l e  B-mercap to  é t h a n o l .  

Tampon d ' é l e c t r o p h o r è s e  

- T r i s  0 . 0 2 5  M 

- g l y c o c o l l e  0 . 1 9 2  M 

- SDS 0 . 1  % 

C o l o r a n t  

- b l e u  c o o m a s s i e  R250 1 . 2 5  g 

- é t h a n o l  1 1 2  m l  

- a c i d e  a c é t i q u e  2 5  m l  

- e a u  d i s t i l l é e  1 1 2  m l  



D é c o l o r a n t  

- m é t h a n o l  3 5 0  m l  

- a c i d e  a c é t i q u e  7 0  m l  

- esu d i z t i l l P a  500 m l  

Un é c h a n t i l l o n  d e  t é m o i n  d e  m a s s e  m o l i 5 c u l a i r e  c o n n ~ . ~  ( k i t  de  

c a l i b r a t i o n  d e  b a s  p o i d s  m o l é c u l a i r e  P h a r m a c i a )  e s t  d é p o s é  s u r  l e  

g e l  d a n s  l e s  m ê m e s  c o n d i t i o n s  q u e  l e s  é c h a n t i l l o n s  e t  n o u s  s e r t  

d ' é l é m e n t  d e  r é f é r e n c e .  

La  v a l e u r  d e  l a  m a s s e  m o l é c u l a i r e  a p p a r e n t e  e s t  f o n c t i o n  d u  Rf 

q u i  e s t  u n e  r e l a t i o n  d e  l a  d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  

r a p p o r t é e  à l a  d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  d u  f r o n t .  L e s  v a l e u r s  

e n r e g i s t r é e s  s o n t  c o m p o s é e s  à l a  c o u r b e  é t a l o n  f ( R f )  = Log (MM) 

Un r a y o n n e m e n t  a ou 63 t r a v e r s e  un m i l i e u  d ' é m u l s i o n  e t  p r o v o q u e  

l a  p r é c i p i t a t i o n  d e s  g r a i n s  d ' a r g e n t  c o n s t i t u a n t  l e  f i l m  

p h o t o g r a p h i q u e .  

P r é a l a b l e m e n t  à l a  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  1 e s  

é c h a n t i l l o n s  r a d i o a c t i f s  s o n t  c o m p t é s  : 

- e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  (LS 3 8 0 1  Beckman) (aH,  3 2 P )  

- s u r  c o m p t e u r  gamma (LKB 1 2 6 0  Mul t igamma I I )  ( 1 2 5 1 )  

A p r è s  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  é c h a n t i l l o n s  m a r q u é s  au  

t r i t i u m ,  l e  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e s t  d é p o s é  d a n s  un b a i n  

d ' a m p l i f l y  (Amersham) q u i  p e r m e t  d ' a c c r o î t r e  l ' i n t e n s i t é  e t  l a  

r a p i d i t é  d u  phénomène  d ' i m p r e s s i o n  d e s  f i l m s  s e n s i b l e s .  

En c a s  d e  m a t é r i e l  m a r q u é  32P O U  1251,  l e  g e l  e s t  d i r e c t e m e n t  

s é c h é  s o u s  v i d e  ( S é c h e u r  g e l  Bismad 1125B)  s u r  s u p p o r t  p a p i e r  

(Wathman 3 )  p u i s  m i s  d i r e c t e m e n t  e n  c o n t a c t  d ' u n  f i l m  KODAK XOMatS 

L e s  é l e c t r o p h o r è s e s  s é c h é e s  s o n t  s t o c k é e s  à -80°C e n  c a s s e t t e  

PHILLIPS mun ie  d ' é c r a n  d u r a n t  

- 4 h e u r e s  p o u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  m a r q u é s  1 2 5 1 ;  32P 

- 2  j o u r s  p o u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  m a r q u é s  3 H  

La  r é v é l a t i o n  d e s  f i l m s  e s t  r é a l i s é  p a r  p a s s a g e s  s u c c e s s i f s :  

- 2 à 5  m i n u t e s  d a n s  un  b a i n  d e  r é v é l a t i o n  KODAK LX 24  



- 2 m i n u t e s  d a n s  u n  b a i n  d ' e a u  d é s i o n i s é e  

- 2  à 5  m i n u t e s  d a n s  un b a i n  d e  f i x a t e u r  KODAK AL 4  

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

Les zones  d ' i m p r e s s i o n  de l a  p l a q u e  p h c ~ t o g r a p h i q u e  t r a d u i s e n t  l a  

d i s t r i b u t i o n  d u  m a t é r i e l  r a d i o a c t i f .  

A p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  p r é s e n c e  d e  

SDS, l e s  p r o t é i n e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  s u r  membrane d e  n i t r o -  

c e l l u l o s e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  VAENSSEN e t  ~ 0 1 1 .  1 9 8 1  ( 1 3 5 ) .  

L a  membrane e s t  m i s e  e n  c o n t a c t  a v e c  un  immunsérum ant i -VSG ou 

a n t i  C R D  f a b r i q u é  c h e z  l e  l a p i n .  L e  c o m p l e x e  a n t i g è n e - a n t i c o r p s  

e s t  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  u t i l i s a t i o n  a n t i c o r p s  a n t i  IgG d e  l a p i n  

marqué  à l a  p é r o x y d a s e  ( I n s t i t u t  P a s t e u r )  e t  r é v é l é  p a r  l e  4-  

c h l o r o  1 - n a p h t o l .  

A p r è s  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  l e  SDS e n  e x c è s  e s t  é l i m i n é  

du  g e l  p a r  un  b a i n  e n  tampon T r i s  0 . 0 2 5  M - g l y c o c o l l e  0 . 1 9 2  M .  

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

e n  tampon T r i s - g l y c o c o l l e  e n r i c h i  e n  m é t h a n o l  à 20% s o u s  un 

a m p é r a g e  d e  5 0  m A .  

La membrane d e  n i t r o c e l l u l o s e  e s t  e n s u i t e  r i n c é e  e n  tampon T r i s  

1 0  mM d e  pH 7 . 4  N a C l  0 . 9 %  p e n d a n t  1 5  m i n u t e s  p u i s  i n c u b é e  p e n d a n t  

u n e  h e u r e  à 45OC d a n s  c e  m ê m e  tampon e n r i c h i  e n  s é r u m  a l b u m i n e  

b o v i n e  à 3% ( f r a c t i o n  V pH 5 . 2 ,  IBF)  a f i n  d e  s a t u r e r  l e s  s i t e s  

a s p é c i f i q u e s  e t  d ' i n h i b e r  l e s  p é r o x y d a s e s  d e  l a  p r é p a r a t i o n .  

L ' immunserum s p é c i f i q u e  d i l u é  a u  1 / 5 0 0  ème e n  tampon T r i s  1 0  mM pH 

7 . 4  - NaCl 0 . 9 %  - s é r u m a l b u m i n e  3% - s é r u m  d e  v e a u  1 0 %  e s t  m i s  e n  

c o n t a c t  d e  l a  membrane .  L ' i m m u n o t r a i t e m e n t  s ' e f f e c t u e  u n e  n u i t  à 

2 0 ° C .  P l u s i e u r s  l a v a g e s  s o n t  e n s u i t e  r é a l i s é s  e n  tampon T r i s  1 0  mM 

pH 7 . 4  NaCl 0 . 9 % ,  p u i s  d a n s  l e  même tampon e n r i c h i  e n  Tween 0 . 1 % .  

Le t r a i t e m e n t  à l a  p é r o x y d a s e  s ' e f f e c t u e  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l a  

membrane d e  n i t r o c e l l u l o s e  2 h e u r e s  à 37°C e n  tampon T r i s  1 0  mM pH 

7 . 4  - NaCl 0 . 9 %  - BSA 3% c o n t e n a n t  l ' a n t i c o r p s  a n t i  IgG marqué  à 

l a  p é r o x y d a s e  e n  d i l u t i o n  f i n a l e  1 / 5 0 0  ème. 

Une n o u v e l l e  s é r i e  d e  r i n ç a g e s  e s t  e f f e c t u é e  a v a n t  i n c u b a t i o n  



d e  l a  membrane d a n s  l a  s o l u t i o n  s u i v a n t e  : 

- T r i s  5 0  rnM pH 7 . 6  200 m l  

- 4 - c h l o r o  1 n a p h t o l  1 0 0  mg ( s i g m a  N o  C-8890)  

- Hz02 5 0  c i l  



I I )  DOSAGE -OLQGIQUE 

A )  D O S A G E E S  DESTEROIDES 

J?TaT,ES ET DES G O N A n O S T w I N E S  SERIQURS HUMAINES 

L e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s  d e s  h o r m o n e s  s t é r o ï d e s  

s e x u e l l e s  i s s u e s  d ' é c h a n t i l l o n  s a n g u i n  humain ou d e  r a t  a i n s i  q u e  

l e s  g o n a d o s t i m u l i n e s  c i r c u l a n t e s  h u m a i n e s  s o n t  e f f e c t u é s  d e  f a ç o n  

i d e n t i q u e  p a r  u t i l i s a t i o n  d ' u n e  t r o u s s e  c o m m e r c i a l e .  

Le d o s a g e  r a d i o i m m u n o l o g i q u e  d i r e c t  d e s  ho rmones  g o n a d o t r o p e s  

d a n s  l e  s é r u m  r e p o s e  s u r  l a  c o m p é t i t i o n  e n t r e  l ' h o r m o n e  m a r q u é e  à 

l ' i o d e  1251 e t  l ' h o r m o n e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  à d o s e r  v i s  à v i s  d ' u n  

nombre  l i m i t é  d e  s i t e s  a n t i c o r p s  c o r r e s p o n d a n t  à l ' h o r m o n e .  

L a  q u a n t i t é  d ' h o r m o n e  m a r q u é e  l i é e  à l ' a n t i c o r p s  e s t  i n v e r s e m e n t  

p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t é  d ' h o r m o n e  non  m a r q u é e  p r é s e n t e  d a n s  

l ' é c h a n t i l l o n .  

2 )  M a e t i f s  

a )  T e s t o s t é r o n e  

Nous a v o n s  u t i l i s é  l a  t r o u s s e  c o m m e r c i a l e  SB T e s t o ,  ORIS - G i f  

s u r  Y v e t t e ,  q u i  c o n t i e n t  : 

* T e s t o s t é r o n e  1251 ( 0 . 8  u L i  = 30 KBq) 

* T e s t o s t é r o n e  s t a n d a r d s  : r é a c t i f s  p r ê t s  à l ' e m p l o i  c o n t e n a n t  

d e s  s é r u m s  h u m a i n s  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  s u i v a n t e s ;  O - 0 . 2 5  - 0 . 5  - 

1 - 2 . 5  - 5  e t  10 n g / m l .  

* T e s t o s t é r o n e  a n t i s é r u m  f a b r i q u é  c h e z  l e  l a p i n  

* R é a c t i f  i m m u n o p r é c i p i t a n t  

* s é r u m  c o n t r ô l e  humain  

b )  O e s t r a d i o l  

Nous a v o n s  u t i l i s é  l a  t r o u s s e  c o m m e r c i a l e  ER 1 5 5  (BAXTER S .A ,  

A l l e m a g n e )  q u i  c o n t i e n t :  

* o e s t r a d i o l  1251 ( 2 ~  C i  = 74  KBq) 

* o e s t r a d i o l  s t a d a r d s :  r é a c t i f s  p r ê t s  à l ' e m p l o i ,  c o n t e n a n t  

d e s  s é r u m s  h u m a i n s  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  s u i v a n t e s :  10,  4 0 ,  100,  400, 

1000,  2000 p g / m l )  

* o e s t r a d i o l  a n t i s é r u m  f a b r i q u é  c h e z  l e  l a p i n  

* r é a c t i f  i m r n u n o p r é c i p i t a n t  

* s é r u m  c o n t r ô l e  h u m a i n .  



C )  LH s é r i q u e  

U t i l i s a t i o n  d e  l a  t r o u s s e  c o m m e r c i a l e  (LH-RIA 100 IRE, 

B e l g i q u e )  q u i  c o n t i e n t :  

:* LH 1251 ( 2 p  C i  = 74 KBq) 

* LH s t a n d a r d s :  0-0.5-1-2-5-10-20-50 ng/ml 

* LH a n t i s é r u m  f a b r i q u é  c h e z  l e  l a p i n  

* r é a c t i f  i m m u n o a b s o r b a n t  

* s é r u m  d e  c o n t r ô l e  humain .  

d )  FSH s é r i q u e  

U t i l i s a t i o n  d e  l a  t r o u s s e  c o m m e r c i a l e  ( F S H .  RIA-100 IRE, 

E e l g i q u e )  q u i  c o n t i e n t :  

;* FSH 1 2 5 1  ( 2 p  C i  = 74 KBq) 

* FSH s t a n d a r d s :  0-0.5-1-2-5-10-20-50 ng/ml 

* FSH a n t i s é r u m  f a b r i q u é  c h e z  l e  l a p i n  

* r é a c t i f  i m m u n o a b s o r b a n t  

* s é r u m  d e  c o n t r ô l e  humain 

3 )  Mode o ~ é r a t o i r e  

a) R é p a r t i t i o n  d e s  r é a c t i f s  e t  i n c u b a t i o n  

* testostérone e t  oestradiol  

g ï r ~ u p ?  s t a n d a r d s  : & c h a n t i l l o n s :  hormone 1251 : A n t i s é r u m  

d e  t u b e s  : ( T e s  ES ) : (  T e s  E 2  ) -__________________----------------------------------------------  
T - - : 200 100 : - - 

s t a n d a r d s  50 - : 200 100 : 200 100 

6 c h a n t i l l o n s  - 50 : 200 100 : 200 100  

à d o s e r  ___________________-----_-----------------------------------  ----- 

'Tes= TESTOSTERONE 

E2 = OESTRADIOL 

Les  v o l u m e s  s o n t  e x p r i m e s  e n  p l  

L e s  t u b e s  s o n t  a g i t é s  m a n u e l l e m e n t  d u r a n t  20 s e c o n d e s  p u i s  

i n c u b é s  2 h e u r e s  30 m i n u t e s  à 24 h e u r e s  à 3 7 ° C .  

T o u s  l e s  t u b e s  s a u f  c e u x  d u  g r o u p e  T r é s e r v é s  à l a  d é t e r m i n a t i o n  

d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  s o n t  a d d i t i o n n k s  d e  r é a c t i f  p r é c i p i t a n t  

( 1  m l  p o u r  d o s a g e  d e  l a  t e s t o s t é r o n e  - 500 p l  p o u r  d o s a g e  d e  

l ' o e s t r a d i o l )  p u i s  i n c u b é s  1 5  m i n u t e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  



* LH et FSH sériques 
g r a u p e  s t a n d a r d s  : échantillons:gonadostimulines: A n t i s é r u m  

1251 d e  t u b e s  

: (LH ou  FSH) : __-_---______-_____---------------------------------------------- 
T - - 1 0 0  - 

s t a n d a r d s  1 0  0  - 1 0 0  : 1 0 0  

é c t ~ a n t i l l o n s  - 1 0 0  1 0 0  : 1 0 0  
à d o s e r  .................................................................. 

L e s  t u b e s  s o n t  a g i t é s  m a n u e l l e m e n t  p u i s  i n c u b é s  1 8  à 24 h e u r e s  

à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

T o u s  l e s  t u b e s  s a u f  c e u x  d u  g r o u p e  T s o n t  a d d i t i o n n é s  d e  1 0 0  w 1  

d e  r é a c t i f  i m m u n o a b s o r b a n t  p u i s  a g i t é s  e t  i n c u b é s  20  m i n u t e s  à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

3ml d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 5  M pH 7 . 5  e n r i c h i  e n  Tween 0 . 6 %  s o n t  

a d d i t i o n n é s  à c h a q u e  t u b e  à l ' e x c e p t i o n  d e s  t u b e s  a p p a r t e n a n t  a u x  

g r o u p e  T .  

b )  C e n t r i f u g a t i o n  - E l i m i n a t a t i o n  d e  s u r n a g e a n t  - Comptage  

A p r è s  i n c u b a t i o n ,  l e s  t u b e s  s o n t  c e n t r i f u g é s  à 1 5 0 0  g p e n d a n t  

1 5  m i n u t e s .  Le s u r n a g e a n t  e s t  é l i m i n é .  La m e s u r e  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  l e  c u l o t  e s t  c o m p t é e  s u r  60 s e c o n d e s  à 

l ' a i d e  d ' u n  c o m p t e u r  gamma ( L K B  Rack Gamma). 

C )  S e n s i b i l i t é  d u  d o s a g e  

L a  s e n s i b i l i t é  d e  l a  m é t h o d e  a é t é  é v a l u é e  p a r  l e  f o u r n i s s e u r  à 

.* 80 t 9 pg/ml  p o u r  l a  t e s t o s t é r o n e  

* 5 . 2  pg /ml  p o u r  l ' o e s t r a d i o l  

* 0 . 2 6  I 0 . 0 3  ng/ml  p o u r  FSH 

* 0 . 2 5  I 0 .O7 ng/ml  p o u r  LH 

9 )  DOSAGRS RlliXQUMUNOLOGIQURS DES GONADOTROPHINRS DE RAT 

Le p r i n c i p e  d u  d o s a g e  r a d i o - i m m u n o l o g i q u e  e s t  f o n d é  s u r  l a  

c o m p é t i t i o n  d ' u n e  hormone  m a r q u é e  e t  d ' u n e  hormone  " f r o i d e "  p o u r  

s e  f i x e r  à un a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e .  Une q u a n t i t é  c o n s t a n t e  

d ' h o r m o n e  m a r q u é e  é t a n t  i n t r o d u i t e ,  l e  p o u r c e n t a g e  d e  l a  

r s d i a s r t i v i t é  f i x é e  p e r m e t  d e  c o n n a î t r e  l a  q u a n t i t é  d ' h o r m o n e  

" f r o i d e "  c o n t e n u e  d a n s  l ' é c h a n t i l l o n  à d o s e r .  

1) P r é p a r a t i o n s  h o r m o n a l e s  u t i l i s e e s  . a -  

a )  P o u r  l e  m a r q u a g e  

C e s  p r é p a r a t i o n s  p r o v i e n n e n t  d u  NIDDK ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  



D i a b e t e s  and  D i g e s t i v e  a n d  K i d n e y  D i s e a s e s j  M a r y l a n d ,  U .S .A .  

I l  s ' a g i t  d e :  

* l a  N I D D K  r a t :  FSH 1s p o s s é d a n t  u n e  a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e  

1 0 0  x NIH.FSH.S l .  La  c o n t a m i n a t i o n  e n  p r o l a c t i n e  ( P r l )  e t  r G H  

e s t  i n f é r i e u r e  à 0 . 1 %  

* l a  N I D D K  r a t  LH 1s d o n t  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  e s t  d e  0 . 9  x 

N I H  LH S i .  

La c o n t a m i n a t i o n  e n  rFSH,  rTSH, r G H  e t  r P r l  e s t  i n f é r i e u r e  à 0 . 1 % .  

b )  P o u r  l e s  c o u r b e s  d e  r é f é r e n c e  e t  l e s  c o n t r ô l e s  d e  

s p é c i f i c i t é  

* l a  N I D D K  r a t  FSH RPi ( a c t i v i t é  b i o l o g i q u e :  2 . 1  x N I D D K  r a t  

FSH S i ) .  C o n t a m i n a t i o n  e n  LH 0 . 0 2  x N I D D K  LH S i  

* l a  N I D D K  r a t  FSH RP2 ( a c t i v i t é  b i o l o g i q u e :  4 5  x N I D D K  r a t  

FSH R P i )  

* l a  N I D D K  r a t  LH RP2 ( a c t i v i t é  b i o l o g i q u e :  6 1  x N I D D K  r a t  LH 

H P i ) .  

2 )  Ant l ser i i rn  u t i l i s e s  
. .. . a ,  

* Le N I D D K  a n t i  r a t  FSH s é r u m  11, p r é p a r é  c h e z  l e  l a p i n ,  

u t i l i s é  d a n s  n o s  d o s a g e s  à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  d e  1 /125000  d a n s  l e  

tampon P h o s p h a t e  0 . 0 1  M - EDTA 

* Le N I D D K  a n t i  r a t  LH s é r u m  1 0 , p r é p a r é  c h e z  l e  l a p i n ,  u t i l i s é  

à l a  d i l u t i o n  f i n a l e  d e  1 / 1 8 0 0 0 0 .  

2 . 5  pg d e  N I D D K  r a t  FSH 1s s o n t  m a r q u é s  au  1251 Na (IMS 3 0  

Amersham) s e l o n  u n e  a d a p t a t i o n  d e l a  m é t h o d e  à l a  c h l o r a m i n e  T  d e  

GREENWOOD e t  saU, 1 9 6 5  ( 4 9 ) ,  d o n t  l e s  m o d a l i t é s  s o n t  l e s  

s u i v a n t e s :  

- a 25  p l  d ' 1 2 5 I  N a d ' a c t i v i t é  0 . 5  m C i  ( 1 8 5 0 0  KBq) s o n t  

a j o u t é s :  

- 2 . 5  pg  d e  l ' h o r m o n e  à m a r q u e r  d i l u é e  d a n s  2 5  p l  d ' e a u  

- 2 5  p l  d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 5  m% tampon d e  SORENSEN d e  pH 7 . 5  

e t  d e  c o m p o s i t i o n  : 

KH2P04 3 . 7 5  g 

Naz HP04 3 8 . 9 5  g 

Hz0 500 m l  q s p  



- 2 5  p l  d ' u n e  s o l u t i o n  p h o s p h a t e  0 . 0 5  M ( d i l u t i o n  au  l / lOame 

d u  tampon SORENSEN) c o n t e n a n t  1 0  pg  d e  c h l o r a m i n e  T .  

L ' a d d i t i o n  d e  c h l o r a m i n e  T  à u n e  s o l u t i o n  a l c a l i n e  d e  p r o t é i n e  

e t  d ' i o d u r e  v a  o x y d e r  l ' i o d e  e t  p e r m e t t r e  a i n s i  s o n  i n c o r p o r a t i o n  

s u r  l e s  n o y a u x  t y r o s y l e s  d e  l a  p r o t é i n e .  La  r e a c t i o n  s ' e f f e c t u e  a 
pH 7 . 5  d u r a n t  3 0  s e c o n d e s  s o u s  a g i t a t i o n .  

La  r é a c t i o n  e s t  s t o p p é e  p a r  a d d i t i o n  d e  1 0 0  p l  d e  s o l u t i o n  

r é d u c t r i c e  d e  m é t a b i s u l f i t e  d e  s o d i u m  ( 0 . 3  mg NazS2Os/ml d e  tampon 

p h o s p h a t e  0 . 0 5  M). 

Le p r o d u i t  d e  l a  r é a c t i o n  e s t  e n s u i t e  d i l u é  p a r  a d d i t i o n  d e  

200  ~1 d ' u n e  s o l u t i o n  d e  i o d u r e  d e  p o t a s s i u m  ( 1 0  m g  K I / m l  d e  

tampon p h o s p h a t e  0 . 0 5  M ) .  

L ' h o r m o n e  marquée  e s t  s é p a r é e  d e s  s e l s  r a d i o a c t i f s  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  S é p h a d e x  G50 é q u i l i b r é e  e n  

tampon b a r b i t a l  s o d i q u e  0 . 0 7  M d e  pH 8 . 6  o b t e n u  p a r  d i l u t i o n  d a n s  

Hz0 ( 7 : 3  V/V) d u  tampon b a r b i t a l  s o d i q u e  0 . 1  M: 

CsHi iNzNa03 : 2 0 . 6  g 

Hz0 : 1000  m l  q s p  

La  c o l o n n e  e s t  s a t u r é e  p a r  2 0  mg d ' a l b u m i n e  b o v i n e  e n  s o l u t i o n  

d a n s  1 m l  d e  tampon b a r b i t a l  p u i s  r i n c é e  p a r  3 v o l u m e s  d e  c o l o n n e  

d e  tampon a f i n  d ' é l i m i n e r  l ' a l b u m i n e  e n  e x c è s .  

L e s  f r a c t i o n s  s o n t  r é c o l t é e s  m l  p a r  m l  d a n s  d e s  t u b e s  c o n t e n a n t  

c h a c u n  1 m l  d e  BSA à 5% d a n s  l e  tampon b a r b i t a l .  

L 'ho rmone  e s t  é l u é e  e n  d é b u t  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  

* hypophyses 
A p r è s  d é c o n g é l a t i o n ,  l e s  h y p o p h y s e s  s o n t  h o m o g é n é i s é e s  

i n d i v i d u e l l e m e n t  a u  POTTER-ELVEHJEM d a n s  5 0 0  p l  d e  tampon 

p h o s p h a t e  d e  s o d i u m  0 . 0 1  M pH 7 . 5  : 

- p h o s p h a t e  d e  s o d i u m  0 . 0 1  M 

- NaCl 0 . 1 5  M 

- b a c i t r a c i n e  0 . 0 2  mM 

- a z i d e  d e  Na 0 . 1  % 

- EDTA 0 . 0 1  M 

Le potksr ezt rince p a r  500  p l  de ce même t ampon .  L ' e x t r a i t  



h y p o p h y s a i r e  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  1 0  m i n u t e s  à 2500  g .  1 0  p l  d e  

s u r n a g e a n t  s o n t  p r é l e v é s  e t  c o m p l é t é s  à 2m1 p a r  a d d i t i o n  d u  t ampon  

p h o s p h a t e  0 . 0 1  M s a n s  EDTA, c e t t e  s o l u t i o n  e s t  f r a c t i o n n é e  e n  20-  

50 -100  p l .  Chaque  p r é p a r a t i o n  e s t  e n s u i t e  amenée  à un v o l u m e  f i n a l  

d e  1 0 0  p l  p a r  a d d i t i o n  d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 1  M s a n s  EDTA pH 

7 . 5 .  Chaque  t u b e  r e ç o i t  e n s u i t e  2 0 0  p l  d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 1  M 

pH 7 . 5  e n r i c h i  d ' a l b u m i n e  b o v i n e  à r a i s o n  d e  5 g / l .  

* sérums 
L e s  s é r u m s  s o n t  d é c o n g e l é s  p u i s  r é p a r t i s  e n  d e u x  é c h a n t i l l o n s  

d e  100-200  p l  q u i  s o n t  e n s u i t e  d i l u é s  e n  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 1  M 

pH 7 . 5  s o u s  un  vo lume  f i n a l  d e  3 0 0  p l .  

5 )  T e c h n i q u e  d e  d o s a g s :  

A 0 . 1  m l d ' h o r m o n e s  d e  r é f é r e n c e s  ou d ' e x t r a i t s  h y p o p h y s a i r e s  ou  

d ' é c h a n t i l l o n s  s a n g u i n s  à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s s o n t  a j o u t é s  

0 . 1  m l  d ' a n t i s é r u m  d i l u é  . L ' i n c u b a t i o n  s ' e f f e c t u e  d u r a n t  4 

h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  p u i s  s o n t  a j o u t é s :  0 . 1  m l  d ' h o r m o n e  

m a r q u é e  d i l u é e  ( e n v i r o n  1 0  0 0 0  cpm) ( t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  d e  24  

h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  ou 48  h e u r e s  à 4 ° C )  p u i s ,  5 0  ~1 d e  

s é r u m  d e  l a p i n  n o r m a l  d i l u é e  a u  1 / 5 0  & m e  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e  

0.01 M EDTA, e t  50 ~1 d ~ a r i t i g û m m a g l o b u l i n e  d e  l a p i n  d i l u é e  a u  

1/5eme é g a l e m e n t  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 1  M - L ' i n c u b a t i o n  

s ' e f f e c t u e  d u r a n t  24  h e u r e s  à t e m p é r a t u e  a m b i a n t e  ou  4 8  h e u r e s  

a 4 ° C ) .  Le p r é c i p i t é  d e  c h a q u e  t u b e  e s t  l a v é  p a r  3 m l  d e  

tampon p h o s p h a t e  0.01M . L e s  t u b e s  s o n t  e n s u i t e  c e n t r i g u g é s  1 5  

m i n u t e s  à 2500  g .  Le  s u r n a g e a n t  e s t  e n l e v é  p a r  a s p i r a t i o n , l a  

r a d i o a c t i v i t é  d u  p r é c i p i t é  e s t  c o m p t é e .  

1) M a r a i ~ a g e  di1 LH - RH 

Le m a r q u a g e  d e  l a  g o n a d o l i b é r i n e  c o m m e r c i a l e  (SERVA) s ' e f f e c t u e  



s e l o n  l e  p r o t o c o l e  s u i v a n t :  

- 2 5  ~1 d ' l 2 5  INa ( 0 . 5  mCi) 

- 5 ~g d e  LH-RH d a n s  1 0  p l  d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 5  M 

- 2 5  p l  d e  tampon p h o s p h a t e  SORENSEN pH 7 . 5  0 . 5  M 

- 3 0  pg  d e  c h l o r a m i n e  T d a n s  2 5  p l  d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 5  M .  

t e m p s  d e  r é a c t i o n  s o u s  a g i t a t i o n :  2 0  s e c o n d e s  

- a r r ê t  d e  l a  r é a c t i o n  p a r  8 0  p g  d e  m é t a b i s u l f i t e  d e  s o d i u m  

d a n s  25  ~1 d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 5  M 

- d i l u t i o n  p u i s  r i n ç a g e s  d e  l a  f i o l e  d e  r é a c t i o n  p a r  u n e  

s o l u t i o n  d ' i o d u r e  d e  p o t a s s i u m  ( 1 0  m g  K I / m l  d e  tampon 

p h o s p h a t e  0 . 0 5  M); 3 f o i s  5 0  ~ 1 .  

La  p r é p a r a t i o n  e s t  d é p o s é e  s u r  u n e  c o l o n n e  d e  QAE-séphadex  A25 

( 1 6 c m x l c m ; 3 g  d e  g e l )  é q u i l i b r é e  d a n s  l e  tampon b o r a t e  0 . 1  M(pH9.2)  

- H3B03 0 . 2  M 4 m l  

- NazB407, 1 0  H 2 O  0 . 0 5  M 1 8  m l  

- g é l a t i n e  1 p o u r  m i l l e  

La c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  r é s i n e  d ' é c h a n g e u s e s  d ' a n i o n s  p e r m e t  d e  

s e p a r e r  l e s  3 p r o d u i t s  d e  l a  r é a c t i o n :  

- LH-RH non m a r q u é ,  é l u é  r a p i d e m e n t  d e  l a  c o l o n n e  

- LH-RH monoiodé  

- LH-RH d i i o d é  , d ' a v a n t a g e  r e t e n u  s u r  l a  c o l o n n e  

L e s  d i f f é r e n c e s  d e  m i g r a t i o n  s o n t  s u f f i s a n t e s  p o u r  i s o l e r  

q u e l q u e s  f r a c t i o n s  d e  LH-RH monoiodé  p e u  c o n t a m i n é e s .  

2 )  B n t l s e r l u a  
. . 

L e s  immunsérums a n t i  LH-RH s o n t  p r é p a r é s  a u  l a b o r a t o i r e  INSERM 

U 1 5 6  p a r  i m m u n i s a t i o n  d e  l a p i n s  c o n t r e  l a  m o l é c u l e  d e  L H - R H  

c o u p l é e  à l a  s é r u m  a l b u m i n e  humain ( H S A ) .  

3 )  E x t r a i t s  h v ~ o t h a l d a i i e s  

Les  h y p o t h a l a m u s  s o n t  c o n g e l é s  à -20°C d a n s  200 p l  HC1 0 . 1  N 



A p r è s  d é c o n g é l a t i o n .  300  ~1 d 'HC1  0 . 1  N s o n t  a j o u t é s .  Le t i s s u  

h y p o t h a l a m i q u e  e s t  b r o y é  à 4OC a u  POTTER-ELVEHJEM.La p r é p a r a t i o n  

e s t  n e u t r a l i s é e  p a r  a d d i t i o n  d e  N a O H  IN. L ' e n s e m b l e  e s t  e n s u i t e  

c e n t r i f u g é  1 0  m i n u t e s  à 2500 g .  Le s u r n a g e a n t  e s t  r é p a r t i  e n  2  

f r a c t i o n s  d e  1 0 0  e t  200  p l  p o u r  l e s  d o s a g e s  r a d i o i m m u n o l o g i q u e s .  

4 )  Dosaae 

L e s  e x t r a i t s  t i s s u l a i r e s  s o n t  c o m p l é t é s  à 200 p l  a v e c  d u  tampon 

d e  d o s a g e  pH 7 . 5  d e  c o m p o s i t i o n :  

- p h o s p h a t e  0 . 0 1  M - EDTA 0 . 0 1  M 

- N a C l  r i . 1 5  M - Bac i t r ac lne  2,1Q-" M 

- NaN3 0 . 1 %  - HSA 0 . 1  % 

- O. lm1  d ' a n t i s é r u m  a n t i  L H - R H  d i l u é  au  p r é a l a b l e  à 1/16000**e 

d a n s  un tampon p h o s p h a t e  0.01M s o n t  a j o u t é s ,  s u i v i  d ' u n e  a g i t a t i o n  

brève  e t  d ' u n e  p r é i n c u b a t i o n  d e  4 h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  

- 0.1 m l  d e  LH-RH marqu6 (8000-10000  cpm) s o n t  a d d i t i o n n é s ,  

a g i t a t i o n  b r è v e  p u i s  i n c u b a t i o n  d e  24 h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e  ou 48 h e u r e s  à 4"  C 

- 5 0  ~1 d e  s é r u m  d e  l a p i n  n o r m a l  d i l u é  au  1/50ame e t  50 p l  

d ' a n t i g a m m a g l o b u l i n e  d e  l a p i n  d i l u é e s  au  1/5Ame s o n t  e n s u i t e  

a j o u t é s  a v a n t  i n c u b a t i o n  d e  24 h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  ou 48 

h e u r e s  à 4 ° C .  

Chaque  t u b e  e s t  a d d i t i o n n é  d e  3 m 1  d e  tampon p h o s p h a t e  0 . 0 1  M pH 

7 . 5  s a n s  HSA e t  c e n t r i f u g é  1 0  m i n u t e s  à 2500 g .  Le  s u r n a g e a n t  e s t  

a s p i r é  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  d u  p r é c i p i t é  e s t  c o m p t é e .  

a )  E x p r e s s i o n  d e s  r é s u l t a t s  

La c o n c e n t r a t i o n  d e  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  c a l c u l é e  p a r  c o m p a r a i s o n  

à l a  c o u r b e  s t a n d a r d .  L e s  m o d i f i c a t i o n s  d u  p o u r c e n t a g e  d ' h o r m o n e  

marquée  f i x é e  a u x  a n t i c o r p s  e n  p r é s e n c e  d ' h o r m o n e  f r o i d e  s o n t  

e x p r i m é e s  p a r  l e  r a p p o r t :  (B / 30) x 100  



- Bo r e p r é s e n t e  l a ' r a d i o a c t i v i t é  l i é e  a u x  a n t i c o r p s  e n  

l ' a b s e n c e  d e  t o u t e  hormone " f r o i d e "  

- B r e p r é s e n t e  l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  a u x  a n t i c o r p s  e n  

p r é s e n c e  d e  x  n g  d ' h o r m o n e  " f r o i d e "  

La  c o u r b e  d ' é t a l o n n a g e  e s t  o b t e n u e  e n  p o r t a n t  B/Bo e n  f o n c t i o n  

d e s  c o n c e n t r a t i o n s  s t a n d a r d s .  

b )  S e n s i b i l i t é  d e s  d o s a g e s  

Méthode  d e  c a l c u l  d u  c o e f f i c i e n t  d e  v a r i a t i o n :  
- 

- La moyenne X = somme d e s  v a l e u r s  d e  x  d i v i s é e  p a r  l e  nombre  n  
- 

d ' @ c h a n t i l l o n s  : X = 2 x/n 

- é c a r t  d ' u n e  v a l e u r  à l a  moyenne : X - X 
- l a  v a r i a n c e  S2 ( e s t i m a t i o n  d e  l a  v a r i a n c e  a2 t h é o r i q u e )  

S2 = L x ~ /  n - 1  (nombre  d e  d e g r é s  d e  l i b e r t é )  
- 

- l ' é c a r t  t y p e  ou d é v i a t i o n  s t a n d a r d  S  ( e s t i m a t i o n  a): S  = V S 
- 

- e r r e u r  s t a n d a r d  à l a  moyenne Sm= S / V n  

On p e u t  a l o r s  d é f i n i r  l ' i n t e r v a l l e  d e  c o n f i a n c e  à 5% d e  r i s q u e  

d e u x  s é r i e s  d e  m e s u r e s  A e t  B : 

s2= ( n ~ - l ) S 2 ~  + ( n e - 1 ) S Z ~  §/ nn+na-2  
( n o m b r e  d e  d e g r é s  d e  l i b e r t é )  

nA= nombre d ' é c h a n t i l l o n s  ( s é r i e  A )  S ~ A =  v a r i a n c e  d e  l a  s é r i e  A 

n e =  nombre  d ' é c h a n t i l l o n s  ( s é r i e  B) S ~ B =  v a r i a n c e  d e  l a  s é r i e  B 

t= (XA-XB) V ( n ~ n B ) / ~ s ~ ( n A + n ~  )§  
- - 
XA e t  XB r e p r é s e n t e n t  l a  moyenne d e  c h a c u n e  d e s  2 s é r i e s .  

S o i t  l a  v a l e u r  t = 0 . 0 5  p o u r  ( n - 1 )  d e g r é s  d e  l i b e r t é  ( l u e  s u r  l a  

t a b l e  d e  FISHER e t  YATES) ( t a b l e a u  X X I )  on a s s i g n e  à l a  moyenne 

i n c o n n u e  LI l ' i n t e r v a l l e  d e  c o n f i a n c e  à 5% : X + t x  Sm 

L a  d i m i n u t i o n  e s t  d i t e  " s i g n i f i c a t i v e "  s i  l a  p r o b a b i l i t é  p o u r  q u e  

B s o i t  i d e n t i q u e  à A n ' e s t  p a s  s u p é r i e u r e  à 5% ( P S 0 . 0 5 ) .  
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1 I I  ) I N C O R P O W I O N  DE P R E C U W R S  R-TIFS I N  V I T R O  

A )  B i l i e u x  d e  s u r v i e  

En f o n c t i o n  d e s  t r a v a u x  d e  HIRUMI e t  c o l l .  1977 ( 5 4 )  e t  B R U N  

e t  c o l l .  1979 (15)  p l u s i e u r s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  " i n  v i t r o "  d e s  

t r y p a n o s o m e s  o n t  é t é  é l a b o r é e s  s e l o n  l a  n a t u r e  d e s  p r é c u r s e u r s  

r a d i o a c t i f s .  

Le m i l i e u  d e  s u r v i e ,  a d o p t é  au  l a b o r a t o i r e ,  e s t  f o n d é  s u r  l a  

c o m p o s i t i o n  du  m i l i e u  RPMI 1640 c o m m e r c i a l  (MOORE 1970 ( 9 9 ) ) .  La 

c o m p o s i t i o n  d é t a i l l é e  d u  m i l i e u  f i g u r e  d a n s  l e  t a b l e a u  X X I I .  
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TABLEAU X X I I  

COMPOSITIONS 
EN SELS 

MgS04 7H20 

NaC 1 

NaHC03 

NaH2P04 

VITAMINES 
DE MILIEU DE 
BASE EAGLE 

B i o t i n e  

c h l o r u r e  d e  c h o l i n e  1 

a c i d e  f o l i q u e  1 

i n o s i t o l  

n  i c o t  i n a n i d e  

AHINO ACIDE m g  d e  
DE MILIEU m 1  l e u  

EAGLE 
-i 

AUTRES 
COMPOSANTS 

g l u c o s e  20 g / l  

rouge d e  phénol  50 n g / l  

D-Ca-pantothénale 1 : s t r ep tomyc ine  500.103 U I / 1  

P y r i d o x a l  Hcl 1 : p e n i c i l l i n e  500 mg/l 

Ribof l a v i n e  0 . 1  : g lu tamine  0 . 3  g / l  

t h i amine  Hcl  1 



S u i v a n t  l e  r a d i o i s o t o p e  i n c o r p o r é ,  c e  m i l i e u  e s t  s e n s i b l e m e n t  

m o d i f i é  t o u t  e n  r e s p e c t a n t  u n e  v a l e u r  d e  pH c o m p r i s e  e n t r e  7 . 2  e t  

7 . 4  ( t a b l e a u  X X I I I ) .  

TABLEAU X X I I I  

H O D I F I C A T I O N  D E  L A  C O H P O S I T I O N  DU H I L I E U  DE 

S U R V I E  EN F O N C T I O N  D E S  R A D I O I S O T O P E S  

INCORPORATION INCORPORATION INCORPORATION 
DE il r H a / P a l m i t a t e H 3  de  G a 1  H3 de P 3 2  

/6iéate ~3 

sels + 

v i t a m i n e s  + 

- - 

s u b s t i t u é  
80 og/l ~ a g ? ~  

a r n i n o  ac ides  + + + 

autres + 
c o m p o s a n t s  

s é r u m  a l b u m i n e  
bov$ne d é l i -  
p i d e e  

1 g/ l  

g lucose  à 0 . 2  g/l + 

s é r u m  a l b u m i n e  - - 

s é r u m  d e  veau - 
foe ta l  

C e  m i l i e u  s u f f i t  à une  s u r v i e  d e  7 5 . 1 0 6  t r y p a n o s o m e s  p a r  m l .  

L ' i n c o r p o r a t i o n  " i n  v i t r o "  s ' e f f e c t u e  en  f l a c o n  d e  c u l t u r e  d e  251111 

à 30°C s o u s  a g i t a t i o n  d o u c e .  Après  i n c o r p o r a t i o n  du  r a d i o i s o t o p e  

s é l e c t i o n n é ,  l a  s u s p e n s i o n  p a r a s i t a i r e  e s t  m a i n t e n u e  à 4OC a f i n  d e  

s t o p p e r  l e  m é t a b o l i s m e  c e l l u l a i r e .  

Une c e n t r i f u g a t i o n  à 1500 g d u r a n t  5  m i n u t e s  l i v r e  l e  c u l o t  

p a r a s i t a i r e . D e u x  l a v a g e s  p a r  un tampon i s o t o n i q u e  (TDB) d e  pH 7 . 4  

s o n t  e n s u i t e  e f f e c t u é s  

- K C 1  5  mM 

- NaCl 80 mM 

- MgS04,7Hz0 1 mM 

- Na2HP04 20 mM 

- NaH2P04 2 mM 

- g l u c o s e  1 0  mM 



1) I a a  f i x a t i o n  

L e s  t e s t i c u l e s  s o n t  f i x é s  3 à 4  j o u r s  d a n s  u n  m é l a n g e  d e  B O U I N  

a q u e u x  o r d i n a i r e  s a n s  a c i d e  a c é t i q u e :  

- 7 5  m l  d e  s o l u t i o n  a q u e u s e  s a t u r é e  d ' a c i d e  p i c r i q u e  

- 2 5  m l  d e  f o r m a l d é h y d e  37% 

A p r è s  r i n ç a g e  à l ' e a u  c o u r a n t e  l e s  p i è c e s  s o n t  d é s h y d r a t é e s  p a r  

l ' a l c o o l  é t h y l i q u e , i m p r é g n é e s  p a r  d u  t o l u è n e  p u i s  p l a c a e s  d a n s  d e  

l a  p a r a f f i n e  à 6 0 ° C  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  h i s t o l o g i q u e s  c l a s s i q u e  

L e  b l o c  d e  p a r a f f i n e  r e f r o i d i  e s t  c o u p 6  a u  m i c r o t o m e  e n  c o u p e s  

d e  3 à 6 pm d ' é p a i s s e u r .  L e s  c o u p e s  s o n t  é t a l é e s  e t  c o l l é e s  s u r  

l ame  p a r  d e  l a  c o l l e  a l b u m i n e u s e .  

4 )  B é ~ a r a f f  i n a a e  

Le d e p a r a f f i n a g e  s ' e f f e c t u e  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e :  

- t o l u è n e  : 3 b a i n s  d e  1 5  m i n u t e s  

- a l c o o l  95" : 3 b a i n s  d e  5 m i n u t e s  

- a l c o o l  70"  : 5  m i n u t e s  

- r i n ç a g e  à l ' e a u  c o u r a n t e  j u s q u ' a u  b l a n c h i s s e m e n t  d e s  c o u p e s  

- r i n ç a g e  à l ' e a u  d i s t i l l é e  

L e s  lames s o n t  c o l o r é e s  à l ' h é m a t é i n e  d e  Masson p e n d a n t  5 m i n .  

s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  GABE e t  c o l l .  ( 1 9 6 8 ) ( 4 2 ) . A p r é s  r i n c a g e  à 

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  l e s  c o u p e s  s o n t  e n s u i t e  p l a c é e s  d a n s  d e  

l ' é r y t h r o s i n e  e n  s o l u t i o n  à 1% a v e c  u n  c o n t a c t  d e  1 0  m i n . L a  l ame  

e s t  à n o u v e a u  r i n c é e  à l ' e a u  d i s t i l l é e  p u i s  c o l o r é e  p a r  u n e  

s o l u t i o n  d e  v e r t  FCF à 0 . 1  % .  Les lames s o n t  e n s u i t e  d e s h y d r a t é e s  

e t  m o n t é e s  à ~ ' E U K I T T  (PROLABO)  
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I iyl)oço~~~(li .srrr trtctl tr!jp~~~zosorti ict l  irt[~'ciio,i is ( L ~ . S C I I S S ~ ( ~  i tr  1lti.s l.r~l)ort. 

( ' )  L i i i i i i :  ISSiilt.\[ l i a  16, ~ ~ l i i c c  clc \'ci.tliiil, .','JO')> 1,illc t;ctlc.s. 
( " j  Ul{S'I'O.\[, U1' 1S1, Ili~:izz;ivillc, Coiigo. 
( * O )  Syui11usiiiiii iii1crii;i~ioii;il siir Ics ~rylmiiosui,ii;iscs ofric:iiiics, I,iiiii)gcs, 30 ~ c ~ ~ l c i i i l ~ ~ ~ c -  

3 octobre 1334. 



Ida ti.>.l);iiioso~ii:~s(: nfricriiiie s'accoiii1)rigiic nti cours (le soli Cvoliitioii de 
1-ctciitisscrncnts cliiiirliicc: (lui 1)oiir certains tl'ciitrc cils ~)i:uveiit Ctrc ih;i l  t:icliés 
ii i l11  dCsCc1iiilibrc ciidocriiiicii. l'nrnii cciis-ci les troiii~Ics dc  ln lorictioi~ golia- 
dicltic soiit 1)rir.iiii lcs pliis iiiil)ortaiits : iiiil)iliçsriiic~, diii i i i i i i l i~ii  eIe 1:1 IiLido 
clicz l ' l i o i i ~ i ~ ~ e ,  ni~iCiiorrliCc, teildaiicc ii 1:i frigidilé clicz la ~ C I I L I I ~ C .  CI!S (I(~riiikrcs 
niiiiccs pcii d e  trri\.riiis (1) oiit 6th coiisacri .~ a u x  1110cliJi~:itioiis 1ior i t ioi i ; l l~~ 
iiiil)liilt16es iiotaiiiiiiciit dniis In foiictioii goriadiquc. Ori pcut  toiitcfois i+alii)dcr 
c~u'wi  1953, 1Xiuc.r ( 2 )  piO~lic ulic C t~ idc  i.éalis6c clicz la fciiiiiic tryli:iiiosoiii&c, 
b 1,;irtir de  frottis \ragiri:iiis c t 6socliic la iiotioii dc inocliiicn tioii des fiictc!iirs 
o\.ai.iciis e t  liypopliysaircs. 

Il,:l)t~is 2 ails ciiviroii, iiiie collal~oratioli  avec  l'écluipc cl'ciitolnologic iiiCcliciilc 
clc l'Ol3STO>I ii l3rnzzavillc iioiis a cciiirluit ü étudier les v:iriatioiis clcs 1,riiici- 
pailx 1>araliiètres ciidocriiiieiis clicz (les sujets  attcirits clc trypaiiosoiirinsc Ii 

~ ' ~ . I J ~ ( L I ~ o . ~ o I ) z ~  Grc~cei gn~~tLic.rtse. 
52 Iioinnics c t  j 4  feiiiincs oiit éti: étiidiks. Le bilan ciidocrinieri goiiadiclue 

clc Ijasc coiii l~rciiait  les dosages d'oestradiol, testostéroric, FSII e t  LII. Daris 
irric séric dc  10 Iioiiiiiics c t  10 fcinilies, cc bilai1 a é té  coinplété p a r  des épreuves 
d>~i~niii iclues sic stiiiiulatiori : goiiadiclrie pa r  IICG, liypopliysaire p a r  LIE-111-1. 

.Il)rEs avoir éliiiiiriC de  l'étiide les sirjets impubères, Ics grossesses, lcs siijcts 
âgCs e t  iiiéiiopai~sés, iious r a p i ~ o r t o n s  les résultats de 45 sCruins d e  fciiiiiics c t  
34 sérulns cl'lionlnics. 

Lc taIlleau 1 iiiorltre les résiiltats pour  les femmes. S u r  ce t ab l eau  ligure l a  
~ é r i o c l c  (le la  maladie  (P), lcs résul tats  d u  dosage d'œstracliol (E,) dorit lcs valeurs 
soiit classées depuis les plus basses ( I O  pg/ml)  jusque 30 pglrnl (l imite iiiîéricure 
des valeurs iioriiiales pour  la  pliase folliculaire). Dans 'le bas  d u  t ab l eau  figurent 
3 cas d o n t  011 sava i t  c~u ' au  molnent  d u  prélèvemerit les feiiimes se  situaieiit e n  
l~ l i a sc  progestative e t  pour  qiii les valeiirs d 'cs t rad io l  sont  iiilérieurcs à l a  ~ a l c u r  
~ l o r ~ n a l c  la plus 1)asse cle cct tc  pliase (150 pglml).  O n  peu t  effectuer les coriirnen- 
taires sui\.ants : 

- Ics valcurs basses cl'œstradiol n e  sont  pas  cii rappor t  avec  une  diiiiiiiutioii 
d c  l'SI-1 c t  LI1 dorit o n  peu t  voir  q u e  Ics \.aletirs se s i tucnt  cssc~iticIIcinciit (laris 
l'ilitcrvalle i iormal d e  référcncc ou  stipéricur i~ cet intervalle ; 
- il lie seinL1c pas  exister d e  rclatioii ciitrc l'iiilportaiicc d c  la  diiiiirittt.ioii 

clc l'ccstradiol c t  la pliase Cvolutivc d c  la inaladic. Lcs sujcts  cil 2e  période ii'oiit 
pas  toiijours les valciirs lcs plus I~asscs  d'astrncliol. Ucniicotip clc s~iji:ls cil 
3 e  péi*iodc S C  si tuciit  d a n s  Ics \-rileurs les iiioiiis basses. 

Lc tnblcaii I I  r appor t c  les cas o ù  les \-alciirs d 'cs t rad io l  se  situciit  à 13iiitC- 
r.iciir oii :iti-~Icla d e  la fo i i r~ l i c t t e  iiorinnlc d c  la phase foIlic~ilairc. g t n i i t  cloiiiié 
ll:il)sciici: r1'iiitfic;iticiri siir 1;i I,Cric,dc dii cycle ovriricil o i ~  oiit  41; 1-CalisCs les 
l~rCli:\~ciiicrits oii iic pciit  juger dii  carrictbrc iioriiial oii ilori d c  ces rCsiiltats. 

Ide tal11c:iii I I I  iiioiitrc Ics r6sul tats  clicz Ics lioiniiics daiis Ics cas où le t a u s  
tlc tcstostc~roiic est  iiifbricur ii 3 iigliiil ( l i i i i i~c i~i lér ieurc clcs vnlciirs iiorriinlcs). 
Lcs rCsultnts oiit CtG 6galcriieiil; clnssEs pa r  orclrc croissniit dcs va1cui.s d e  tcstostb- 
rone. En cc q u i  coriccrne Ics var iat ions d e  PSI-1 c t  dc LI-I on p c u t  cflcctuer les 
11iCiiics rcniarclucs q u c  pour  la fcmmc.  



FSH 

P : p é r i o d e  de l a  ma l ad i e  ; E2 : o e s t r a d i o l  

Lc tableau IV rapporte lcs ol~scrvations dolit les t a u s  de tcstostéroiie se 
situent daiis l'iiiter\~allc iiorinal de référence 

On peut résiliner l'eiisciiillc de ces r6siil~at.s du la Iaçoii suiraille : sur 45 cos 
rapl~ostEs çlicz les Icinines, 19 cas o i i ~  iin aestrûdiul iiiI&ricur b 30 pg/inl, 3 cas 
(sériiiiis 11r6lc~és cii pllase lvogcstativc) on t  uii rrstradiul inférieiir B 150 pg/iiil 
e t  23 cas oiit uii mstrûdiol supGricur h 30 pgliiil. Sur 34 cas raliport&s cliez les 
lioiniiics, I G  oiit ui1c tcstost&roiie iiif6rieurc i 3 iiglinl et  I S  sont iioriiiaux. 
Globalciiieiit, prbs dc 50 % (les siijcts ont  doiic ii i i  liypolonetioii~iciiiciit gona- 
dique inais qui cst dc  degr6 rarial i lc  Clicz les leiniiics, cii l'al>sence du ruiisei- 
giiement sur la période du  cycle, il cst possible que plus de 50 % des cas préseiitciit 
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TAULEAU I I  

IZcJ'srtltnls d u  Lilnrr gorrndiqrlc dc Lasa clraz les ferrtrrzcs. 

Ccs Iiypogoiiadismcs ii'apparaissent pas d'origilic Iiypopliysairc Iiypiigoiiado- 
trope. L'étude colnparativc dcs variations dc l'liormonfmic périplioriqiic e t  
des stiiiiulines liypoplil-snircs FSI-1 e t  LH inoiitrc les résultats suivaiits. Clicz 
la Iciiiinc, 2 cas oilt uiic dimiilutioii isoléc dc LH mais 19 cas (prCs dc  50 % des 
01)scrvations) on t  des valeurs norinalcs alors qiic 4 cas oiit uiic aiigiiiciitation 
iso1Bc clc FSI-I c t  4 cas ont  iiiic auprnciitatioii tlc FSI-1 c t  dc TIFI (ccci cst iinc 
répoiisc nttciidiic vis-5-ris dc la diniiiiutioii do l'œstradiol). Cliez l'lioininc, 
1 cas a iine diiniiiutioii isoléc de LM, 2 cas ont  liiic FSI-I c t  IdII iiorii~aI~:s alors 
([UC 3 cas c t  6 cas oiit iiiic niigiiiciitatioii isoléc rcspcctivcinciit dc  LI1 t.1 dc 
FSI-I ; ciifiii, 4 cas o ~ i t  iinc 918vntioii siinu1t.aiii.e dcs 2 stiiniilincs. 

Coinrnc oii viciit dc Ic voir, le 1n9caiiisiiic de la siirvcnue de l'liypogoiiatfisinc 
~ i ' c s t  pas pour prCs dc 95 % dçs cas lié à uiie liyposécrétion des goiia<losliiiiii- 



'I',\ULEAU II1 
116i<11(a~s du bilnii goii(~<liquc da bnsc clic= les hoiriiiier. 

FSH L H Testostérone €2 P Age 

TABLEAU IV 
R é s i i l ~ a ~ s  d u  bilair gonadique de base chez les liomnies. 

. . - - - 
FSH LH P Age Testostérone E2 

-- 



1iiic:s Iiypopliysnircs FS11 c t  LII .  rlliii tlc iiiiciis npproclicr le ou les ii~Ecnnisulcs 
tlc ccs 1iyl)ngoiiaclisilics I I O I I S  nvoris 1111 csplorcr iinc sCric de  30 siijcts t rypa-  
iiasomés (10 Iioi~iiiics c t  10 fciiiiiics) pnr tlcs tcs ts  tlc stimiiltitioii gonadiqiic c t  
I i y I ~ ~ ~ ~ ~ 1 i ~ ~ i i i ~ c .  La stiinirlntiori goiiatliqiic est obtciiiic p a r  i~ijcctioil  iiitra-muscli- 
lairc de  5 000 U I  d'IICG siiivi après 3-5 liciircs cl'iin tlosngc cl'ccstradiol c t  après 
72 1iciirc:s ( 1 ' i i i i  clnsagc (le tcstostÊronc. La stimtilation n~itCliypopliysaire de 
FSi-1 i:t  LI-1 cist o1)tciiiic pa r  iinc injcctioii iiitra\rciiiciisc dc  i 0 0  pg dc  LI-1-RI-I 
siiivic aprks 30 iiiiliiitcs rl'rin c losag~ tic FST-1 e t  clc LII. 

J.c tn1,lcnii V illirstrc, Ics ~Esi i l tnts  clicz les Iioiiii~ics trypanosomés (9 cas 
soiit i.np110i.tCs). Dniis près d c  90 % des cas ln stimulation gonadique p a r  1-ICG 
cst 1)ositivc: : les valciirs tl'oestracliol c t  tlc testostéroiie sont  doiiblécs, triplées 
oii 1)liis. :11)1'ks iiijcctioii dc LI<-RI-1, la réponse liypopliysaire cn ce qui  concerne 
la L l l  cst  l~osi t ive dans  près d c  90 % cles cas alors qu 'au  niveau clc la FSIl seuls 
2 cas sorit positifs. 

Epreuoes tle s~i>izirlntion gonndiqi~e et hypophysaire 
ches les hommes trypnno.co~ne's : 9 cas. 

HCG ** LH.RH 

: Age E2 Test E2 Test FSH L H FSH LH 

Les valeurs soulignées correspondent ?i une réponse positive sous 
stimulation. 
+ valeurs de l'oestradiol (E2) et de la testostérone (Test) aprés 

stimulation par 1 'hormone gonadotrophique chorionique (HCG) . 
++ valeurs de la FSH et de la LH aprés stirnulation.par LH.RH ou 

gonadolibérine. 

C1ic.z Ics I(:iiiiiics (~nl) icni i  VI) ,  7 cas soiit rril)l~oi.tCs aprks Ctiidc clyiiainiciiic. 
1,ii s~iiiiii1;itioii go~iutli([ric cst  iiEgativc tlaiis Loiis lcs cas. 11 faut  rappclcr q ~ i c  
slicz ln i'ciiiiiic, la rClioiisc ocstrogSiiir[iic: nprks IICG cst fonction dii (lepré dc 
iii;itiii*niioii tlii lolliciilc O\-arien ( l u i  cst tlCpcntlniitc tlc ln s icr i t ion dc FSI-1. 
lilYc~:tivc:iiu:iit, aprks LII-RI-1, ln ri1)orisc Iiyl>oliliysnirc cst positive dans  100 % 
i1i:s cos ~ > O I I I .  ln L11, poiii. la PSI1 sciils 3 cas siir 7 ripoiidciit h In stirnii- 
]:II ioii. 



&pr.cut.es cic sri,,rrtl;rtio,t goiiutliquw~ I~ypo~)l~ysnirc 
clic; les [crttrttcs ~rypnrlosor~r Ees : 7 cc8.s. 

€ 2  €2 FSH LH FSti  LI4 

: 20 aménorrhbe 8 0 6 2 2.5 0.8 3 .1  - 6.4 
: 47 I I  12 17.5  2 . 9  0 . 5  8.3 7.5 - 
: 52 1 1  10 .5  12 14.1 4.1 19.5 9.3 

: 30 I I  1 3  2 3 2 . 5  2.2 4 .4  - 10.1 

: 21 1 1  4 5 38 3.4 0 .9  5.1 3.9 - 
: 22 cycle 1 48 5 O 3.4 0 . 8  3 .7  - 2.5 

aménorrhée 4 1 3 5 2 . 6  0 .9  - 4.7 7 .8  : 28 - 

Les valeurs soulignées correspondent à une réponse positive sous 
stimulation. 
* valeurs de 1 'oestradiol (E2)  après stimulation par l'hormone 

gonadotropique chorionique (HCG) . 
** valeurs de la FSH et de la LH après stimulation par LH.RH ou 

gonadolibérine. 

Quant  aux xiiécaiiisines des llypogonaclislncs coiista.tés, 1'enseiiil)le clc ccs 
explorations permet les remarques sui\railtes : 

- dans la  majorité des cas, lcs t a u s  circulalits des liorinoiics 1iypopliysaii.cis 
gonadotropes nc sont pas diminués ; 
- la réactivité liypophysairc 5 la diininution de la testostéroiie e t  cic l'ccstra- 

di01 s'avère très variable : absencc de réactivité, rCactivité clissociéc au ni\-caii 
de la FSH e t  de la LI-1 ou réactivité des 2 stiniulilics. La rCl>artitioii (le ccs ditré- 
rents types  de réactivité est, ori l'a vu,  \-ririable clicz les Iioiiiiiics c t  clicz Ics 
femmes ; 
- cliez l'homme tout  au nioiiis, l'liyl~ogoiiadisiiic ii'np1)arait 1):is Ctrc rl'ori- 

giiie l>riiiiiti\*eineiit testiciilairt: piiisr~ile l'iiireuvc dc stiiriiilatioii il I'IICG z'cst 
1 1i1ontri.e positive dniis près clc 9O % tlcs cas ; 
- In stiiiirrlatiori Iiypopliysnire tlc l 'asc goiiado~ropc ])tir LII-IiII s'i-st. 

ovEréc positive tlans 00 L 100 O/, dcs cas cri cc qiii coiit:criic la i.c:l)oiisi: : I I I  iiivi-;ici 

dc LI-1. 

Toiitcs ccs doiiiiCcs 1)ciivciit Cairc C\-otliicr il11 clCsCtliii1il~i.c a i i r i  iii\-c:uii su~) r ; \ -  
oit c x t r a - l i y p o i ~ l i ~ i r c  salis toiite!îois clric 1'011 l)uissi: Cliriiiric~r loriLi* i~c*sl~oii- 
snLi1itC Iiypol)liysni~.~! au ni\-caii tlc la 1?31I. 

LY:isc goiiritlotropc n'ri ])as CL& lc sciil csl,lorC. Soiis rnl)l)oi.toiis 11:s ~ . i~s i i l~; i l s  - - 
sur Ic tablcnii VI1 clc l'csl)lorr\t.ioii tic: l ' n u  tliyi.60trol)c. (-)il  iioti:i.;i <~ssc~iiiic~lli:- 

niciit la diiiiiriiitioii Oniis la ii i ;~j i>i . i t . r :  tl~ts c;is dc la l', 111 tlc :  sii Irriclioii lil)i.i* (I:'I',) 
alo1.s rjric In rcstc iiusiiiiilc. C I : ~  i.c!siilt;ils f u i i l  CL-otliicr 1)oiii .  (:lis s ~ i j t ~ t s  i i i i  

ta l~lcnii  clc I>assc 'T, (lui cst cl6ci.it iiotriiiiiiiciit nit coilss c f c  1'C\-ol~itioii dl: iii;il:itlios 
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Bilan ~ l ~ y r o ï i l i c ~ ~  ile sujeis ~r.yp<ttloso~~rc's. 

Sexe T 4 T 3 FT3 f T4 R T 3  TUS 

Les v a l e u r s  s o u l i g n é e s  son t  i n f é r i e u r e s  aux v a l e u r s  normales. 
Valeurs  normales : T3 0.8 à 1.8 ng/ml 

T4 45 à 115 ng/rnl 
FT3 4.8 à 9.8 pmole/l 
F T 4  IO. 5 à 21.5 pmole/l 
TUS 0.15 à 3 uUl/ml 
R T 3  0.09 à 0.35 ng/ml 

la T, inverse est 1ial)ituellciiici~t &le\-éc cc giii ii 'apparaît pas dans iios ol~ser-  
\-ntioiis uù ln liT, restc ~ioririalc daiis toiis les cas. Ceci nous ainène ü disçutcr 
(lu cnrncLèic sl>Ccili<\iic des aiioninlics eiidocri~iiciiiies coiistntées. 011 Y I  de 
le \-oir, les aiioiiinlics de l'axe tliyréutrupc iic câdreiit pas parlnitciiiciit avec i r i r  

tnl>lcnii (te I~lisse T3 ilon sliéciliiliic. I l  est Cgolcineiit décrit  des aiioinalies goiia- 
diqucsxioii sl~éeificlucs ail coiirs dcs iiinlndies graves. On iie peut  pas co~iiplhtç- 
iiiciit 6lirililicr cct tc  évciitiialiti: dniis lcs tablcaiis i.rili110rti.s. Ccpcildalit cc:rtniiics . , 
l);wt,iciilni*itCs L ; L i ( :  S I .  T.'liyl~ogoii:i~lis~lie ii'i>st 1)ns I Y ! L ~ O ( I V ~  

çliez toiis les siijcts irylin1iosoiii6s. X'o~is l'nvolis signale, l ' i i~ipor~niiçc iIc l'liylio- 
griiindisiiic I I 'CSL ,)ils ~ . e l i i ~ i o i i  :\\.cc l ï  (1cg1.E d'Uvo111li~ii C I C  1â tiiali~(lit!. \ . I ~ I I s  
les Ii).l~ogoiintlisiiics iioii slidcili(liiiis o i i  iiutc iiiic ilil~iiiiiitio~i ilc In l)rolL:ii~i~ Lrnt~s- 

Iiul-iiiulies sczi~cllcs ('jlll'). i\ioiis ii'aroiis 1):is i.etruur6 cclt<* vilria- 
tioii nii iii\.c:iii clcs 20 cas oii iiuiis nt-oiis rCalis6 cc dosage. Aii coiitrr~irc, ln  SBP 
s ' c s ~  ti.oli\-Cc n s s c z  soit\-cii~ ai1giiiciit.6~. Eiiliii, la iiiajoriti. tlcs 1iypopotiarlisi1ic:s 



ra11l)orti.s iic slaccoiiil)agiie pas d'iiiic diiiiiiiiitioii des goiiridos-tiiiiiiliiics 1iyl)u- 
pliysaircs rilors cluc dalis lcs liypogoiiadisiries iioii spCcilicliics ccttc cliii~iiiiitioii 
cst l ia l~ i  tucllcniciit rcncoiitr4c. 

La vr\rinl~ilii;é iiidividiicllc dcs siijcts trypaiiosoiiiés 1)oiir llal>l)arilioii tl'iiii 
Iiy1)ogo1iadisiiic oriciitc plutôt \.ers iinc ri.l>oiisc spécilicliic tlc l'liôtc vis-ii-vis 
dii parasi.tc, rkponsc qui  est ~iiodillCc par la  sc~isi l~i l i té  ~ a r i a b l c  dc  l'orgaiiisiiic 
ù I'ilifcstatioii par  lc  trypaiiosoiiic. 

.1. E.\ii:ir (J. IL) cSr Nuuic.~ (E. E.). - Circulatirig scruin lcvcls of goiiodotropiiis i ~ i  
gûrnbiaii ~lccpiilg siclcness. I l ic~ A,ledicnl Science, 1993, 11, 44. 

2 .  1 ~ 1 1 ) i ~ . r  (J.). - Iitii(1c dcs troubles ctu cycle inciistriicl clicz la fcmnic ti.ypniiusonii.c 
i l'aide (Ic frottis vagiriaus. 11.lsdccine tropicale, 1.953, 13, 514-510. 
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Sumrnar] - A gonad endocrine survey on 46 Congolese patients (15 women and 31 men) 
with parasitologica!ly confirmed trypanosomiasis found amenorrhoea in 60% of the women and 
impotence i l i  70% of the men. The basic gonad endocrine examination shol~ed a decrease in 
oestradiol levels in about 65% of the women. 60th amenorrhoea and low oestrogen levels were 
observed in the second phase (P2) of the disease, but low oestrogen levels were sometimes noted 
in the first phase of the disease (Pl ) .  In the men, about 50% of the cases (P2) showed a decrease 
in testosterone. However, as in the women, the variation of testosterone was also observed in 
the first phase (Pl).  A static and dynamic examination of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis 
was undertaken in order to investigate the origin of these hypogonadisms. A supra - or 
extra-hypophyseôl origin is discussed. ... 

Keywords : African Trypanosomiasis; Trypanosoma brucei gambiense; Gonadotropic Axis. 

Introduction 

Gonâd anomalies during experimental Trypanosoma vivax, T. congolense 
and T. brucei infection have been reported by various authors (1, 4, 5, 7). 
In humans, African trypanosorniasis induces genital dysfunction such as 
menstrual disorders, sterility, abortion in women, and impotence in men (2). 
The mechanism of these clinical disorders has been interpreted in various 
ways. Initially, the transmission of trypanosomes from mother to foetus was 
incriminated in abortions and was also thought to account for the death of 
premature babies. Subsequentiy, the fact that genital function was affected 
in both sexes suggested that this infection may result in disorders in the 
endocrine balance. Indeed, Ridet, by studying vaginal smears of women with 
trypanosomiasis, suggested as early as 1953 that modifications in ovarian 
and pituitary hormone factors may be related to the development of the 
parasite (6). Since then, little research has been undertaken on gonad 
function in trypanosorniasis, despite the high frequency of hypogonadism (3). 

In this work, we attempt to describe these endocrine dysfunctions and to 
determine whether they originate in the hypothalamus, the pituitary gland or 
the gonads. 



Materials and methods 

Population studied 

74 subjects were examined just before adequate treatment. After lifting 
the clinical anonymity, 46 Congolese patients with parasitologically confirmed 
trypanosomiasis presenting variable degrees of modification in the cerebros- 
pinal fluid (C.S.F.) were included in the study. This population comprised: 

31 men aged between 17 and 52 years (average age: 34 years), ten were 
in the first phase and 21 in the second phase of the disease. 

15 women aged between 18 and 52 years (average age: 32 years), five 
were in the first phase, and 10 in the second phase of the disease. 

These phases were defined according to the C.S.F. cell counting: 

First phase (Pl)  : less than 5 cells eer mm3. 
Second phase (P2): 5 or more cells per mm3. 
The 28 subjects excluded from the study comprised: 

- 12 impubertal subjects; 
- 8 premenopausal or menopausal subjects; 
- 3 subjects with post-gravid amenorrhoea; 
- 5 subjects aged over 52 years. 

A population control of 32 subjects from the same locality serologically 
ar;d parasitologically negative was taken as reference and comprised: 

- 22 men aged between 20 and 52 years (average age: 32 years) 
- 10 women aged between 18 and 38 years (average age : 27 years). 

They were found clinically asymptomatic. 

Clinical examination 

AI1 the fifteen women were questioned in order to determine the stage 
of the ovarian cycle at the tirne of the endocrine examination. 

Among 31 men, 10 patients were clinically examined, especially to search 
for sexual impotence. 

Gonad endocrine examination 

Basal hormone assays 

The basic examination including oestradiol, testosterone, pituitary gonado- 
tropins (F.S.H. and L.H.) was carried out in al1 patients and controls. The 
assays were perforrned by radio-immunological techniques: 

- Oestradiol: direct R.1 oestradiol kit (R.I.S. Wurenlingen, Switzerland), 
normal values (pglml): men 15-45; women in follicular phase 30-50, luteal 
phase 1 50-230; 



- Testosterone: SB-testo kit (ORIS, Gif-sur-Yvette, France) normal values 
(nglml) men 3-10; 

- F.S.H. : F.S.H.-RIA-1 00 kit (IRE, Fleurus, Belgium), normal values (ngllm) : 
men 1.3-2.3; women in follicular phase 1.6-3.2; luteal phase 0.8-2.4; 

- L.H. : L.H.-RIA-100 kit (IRE, Fleurus, Belgium) normal values (nglml): 
men : 0.8-2.2; women in follicular phase 1.3, luteal phase 0.5-2.5. 

The normal values are those usually given for each kit. 

Dynamic stimulation tests 

Among 15 women and 31 men suffering of trypanosomiasis, for 10 women 
as well as 10 men, additional dynamic stimulation tests for responses to 
gonadal and pituitary biological activities were performed. The results of these 
tests were expressed by comparison with the initial basal values obtained 
in each examined patient. The procedures followed were: 

- gonad stimulation by I.M. injection of 5000 IU of chorionic gonadotrophin 
h.C.G. (Chorionic gonadotrophin (< Endo ,,, Organon) followed by the 
oestradiol assay after 24 hours, and testosterone assay after 72 hours; 

- pituitary stimulation by IV injection of 100 p g  of L.H.R.H. (stimu-L.H., 
Roussel), followed by F.S.H. and L.H. assays after 30 minutes. 

Results 

The clinical investigations concerning amenorrhoea in woman and impo- 
tence in man are reported in Table 1. The results of basal endocrine gonadal 
leveis (oestradiol, testosterone, F.S.H. and L.H.) are shown in Table 2 for 
women and in Tables 3 and 4 for men. 

TABLE 1 
Clinical anomalies in 15 women and 10 men with 

trypanosomiasis in the first (P,) or second (P,) 
phase of the disease 

Women Men 
Phase 

p, PZ Pl PZ 

Number of cases 5 10 2 8 

Amenorrhoea 1 8 - - 
Impotence - - 1 6 

For women, the oestradiol ratios were diminished until 30 pglml for 6 
cases (Patients 5 to 1 O), and 4 cases (Patients 1 to 4) in the luteal phase 
gave ratios lower than 150j~gIml (normal lower limit of oestradiol level for 
luteal phase). Fig. 1 illustrates the values of oestradiol for women suffering 
from trypanosomiasis in the different clinical phases (Pl and P2 phases) 



compared to the control population from the same area. Thus, oestradiol 
levels were found insufficient for 10 women among the 15 and it has been 
noted that for 4 cases, the patients were in Pl  phase. 

TABLE 2 
Gonadal endocrine results i n  the women 

Patients 1 to 5 wi th only the basal endocrine examination 
Patients 6 to  15 with both basal endocrine examination and dynamic stimulation tests 

E2 FSH LH HCG LHRH 
Patients Age EvO'utive Phase Amenorrhoea pglml nglml nglml E2 FSH LH 

pglml nglml nglml 
- - 

1 18 1 - ('-1 42 0.3 ND ND ND ND 
2 2 1 1 - (L) 62 2.7 3.9 ND ND ND 
3 20 2 - (L) 67 2 1.6 ND ND ND 
4 52 2 - (L) 26 2.1 1 ND ND ND 
5 21 2 + 26 3 1.7 ND ND ND 
6 4 7 2 i 12 2.9 0.5 17.5 8.3 7.3 
7 30 2 + 13 2.5 2.2 23 4.4 10.1 
8 50 1 + 16 2.7 3 18 5.3 22 
9 37 1 - (F) 27 1.5 2.2 48 2.4 10.6 

10 24 2 + 16 3.4 3.3 14 5 4.3 
11 17 2 i 40 1.4 1.7 57 3.1 5.9 
12 20 2 + 80 2.5 0.8 62 3.1 6.4 
13 2 1 2 + 45 3.4 0.9 38 5.1 3.9 
14 22 1 - (F) 48 3.4 0.8 50 3.7 2.5 
15 28 2 + 41 2.6 0.9 35 4.7 7.8 

F: Follicular phase L: Luteal phase E, : oestradiol ND: not determined 

TABLE 3 
Gonadal endocrine results in  the men (21 patients) 
undergoing only the basal endocrine examination 

Test. Patients FSH LH 
Age Phase ngtm~ ng/ml nglrnl 

Test = Testostérone 
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Figure 1. 
Results of oestradiol assays in control women (10 cases). 
t amenorrheal women 
X non-amenorrheal women examined in the follicular phase 

non-amenorrheal women examined in luteal phase 
- - - - - - lowest limit of normal values in follicular phase (30 pglml) 

lowest limit of normal values in luteal phase (150 pglml). 

For men. 14 cases (Patients 1 to 9 and 22 to 26) indicated that the 
testosterone level was lower or equal (1 Patient) at 3nglml. In Fig. 2 the values 
obtained for men suffering from trypanosomiasis (in the two phases, Pl  and 
P2) are presented in cornparison with the values obtained for the control 
population (al1 the values were higher than 3nglml). Thus, among 31 men 
14 patients presented a decrease of the plasma testosterone ratio and we 
noted that 4 cases were in P l  phase. 
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Figure 2. 
Results of testosterone assays 

in 22 male controls and 31 male patients with trypanosomiasis. 

- - - - - - - - lowest limit of normal values (3 nglml). 

Table 5 shows the results of the pituitary gonadotropin (F.S.H. and L.H.) 
assays for the cases in which gonad insufficiency (decrease in oestradiol or 
testosterone) was observed. The results show that there was no decrease 
in pituitary gonadotropins in men and a decrease was observed in only one 
woman for F.S.H. (Patient 1) and for L.H. (Patient 6). 

In order to determine the origin of the anomaly, resulting in the hypogon- 
adisms, we explored the hypothalamic-pituitary gonad axis by dynamic 
stimulation tests. Gonad stimulation was carried out by human chorionic 
gonadotrophin (h.C.G.) and the adenohypophyseal stimulation by gonadolibe- 



rin (L.H.-R.H.). The results for women are shown in Table 2 and for men in 
Table 4. 

TABLE 4 
Gonadal endocrine results in the men (10 patients) 

undergoing basal endocrine examination and dynamic stimulation tests 

Evolutive HCG LHRH 

Patients Age Test FSH LH Test FSH LH 
impotence ng im~ ng im~  ng/m~ ngimi ngimi ngimi 

Test = Testostérone. 

TABLE 5 
Variations i n  the gonadotropins (FSH and LH) 

in the cases i n  which decreased levels of 
oestradiol and testosterone were observed i n  

women and men respectively 

FSH LH 
Wornen Men Women Men 

Decreased 1 O 1 O 
Normal 9 6 7 8 
lncreased O 8 2 6 

With regard to gonad stimulation, it was noted that: 

- the response in men was clearly positive in al1 cases in which testosterone 
rcitios were aecreâsed (Patients 22 to 26); 

- in women the results were more difficult to interpret, since the capacity 
of the oestrogen response after h.C.G. depends on the degree of 
maturation of the ovarian follicle at the time of the test. 

With regard to hypophyseal stimulation : 

- the response was clearly positive for L.H.; 
- the response was less systematic for F.S.H., especially in men. 

Discussion 

This endocrine survey realized on 46 Congolese subjects (15 women and 
31 men) with parasitologically confirmed trypanosomiasis revealed a high 
frequency of gonad hypofunction. Indeed, 60% of the women presented 
amenorrhoea and 70% of the men were impotent. The basal gonad exami- 
nation revealed a decrease in oestradiol in approximatively 65% of the 



women, half of whom presented amenorrhoea. Amenorrhoea and reduced 
oestrogen levels occurred mainly during the second progressive phase (P2) 
of trypanosomiasis. However the assay of oestradiol sometimes decreases 
prior to the occureilce of amenorrhoea in the first phase. In men, a decrease 
in testosterone was observed in nearly 50 % of the patients (period 2). Four 
of the ten subjects presenting a similar state were in phase P l .  

The static and dynamic exploration of the hypothalamic-pituitary-gonad 
axis was an essential point in understanding the mechanism causing gonad 
hypofunction. The hypofunction did not appear to be of gonad origin since 
in most cases, particularly in men, the response is positive. Neither do the 
assay results of the pituitary gonadotropins F.S.H. and L.H. in the basal state 
and after stimulation by L.H-R.H indicate insufficiency in the gonadotropic 
adenohypophyseal function. Indeed, in nearly 90 O/o of the women, and 100 O/o 

of the men, a decrease in circulating pituitary gonadotropins was not 
observed. In addition, the response of the adenohypophysis to stimulation 
by L.H-R.H was found to be positive in most cases. These findings suggest 
that trypanosomiasis due to T.b. gambiense causes hypogonadism which may 
be due to supra or extra hypophyseal origin but the mechanism remains to 
be determined. At the present time no formal proof of the parasitic origin of 
this type of hypogonadism has been found. Hypogonadism has been describ- 
ed essentially in the course of serious illness involving impairment of the 
general condition. Contrary to the observations reported here, these hypogon- 
adisms occur with an insufficient secretion of pituitary gonadotropins and 
hyporeactivity of the L.H.-R.H. stimulation test (8, 9). 

AI1 these data demonstrate the variability of the individual response to 
trypanosome infection and suggest that the mechanism causing gonad 
hypofunction may be more specifically linked to host-parasite relationships. 

It is therefore essential to develop and study experimental models in order 
to understand these endocrine dysfunctions in African trypanosomiasis. 

Finally, it seems that the gonad anomalies may invoive the central nervous 
system at supra or extrapituitary Ievel and the findings of the decrease of 
the oestradiol or the testosterone rate in some cases as early as the Pl 
phase, suggest that these parameters should be effectively considered for 
an early screening of the central nervous system attack and for a more 
adequate therapeutic indication. 
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Axe gonadotropique et infection par Trypanosorna brucei gambiense. 

Une enquête endocrinologique gonadique chez 46 patients (15 femmes et 31 
s d'une trypanosomiase parasitologiquement confirmée retrouve une aménorrhée 
femmes et une impuissance chez 70% des hommes. Le bilan endocrinien 

gonadique de base montre une diminution des taux d'oestradiol chez à peu pres 65% des 
femmes. Aménorrhée et valeurs basses d'oestradiol sont retrouvées au cours de la seconde phase 
(P2) de la maladie, mais des taux bas d'oestradiol peuvent ètre parfois notes au cours de la 
premiere phase (Pl). Chez l'homme, pres de 500/'0 des cas (P2) montrent une diminution des 
taux de testostérone. Cependant, comme chez la femme, la variation de la testostérone était aussi 
observée au cours de la première phase (Pl). Une exploration statique et dynamique de l'axe 
hypothalamo-hypophyso-gonadique a été réalisée afin de situer l'origine de ces hypogonadismes. 
L'origine supra- ou extra-hypophysaire est discutée. 



Gonadotrope as en  Tryparlosoma brucei ganlbiense infectie. 

Samenvatting - Een endocrinologisch onderzoek van de geslachtsklieren bij 46 Congolese 
patiënten (15 vrouwen en 31 rnannen) met parasitologisch bevestigde trypanosomiasis, stelde bij 
604/0 van de vrouwen amenorree vast en bij 70% van de mannen impotentie. Het endocrien 
basisonderzoek toonde bij 65% van de vrouwen een daling van de hoeveelheid oestradiol aan. 
Zowel amenorree als lage oestrogeenspiegels werden in de tweede fase (P2) van de ziekte 
gevonden. maar in de eerste fase van de ziekte (Pl)  werden ook soms lage oestrogeenspiegels 
genoteerd. Bij de mannen werd een daling van testosterone vastgesteld in ongeveer 50% van 
de gevallen (PZ). Nochtans werd er, net zoals bij de vrouwen, ook variatie in testosterone gehalte 
waargenomen gedurende de eerste fase (Pl). Een statisch en dynamisch onderzoek van de as 
hypothalamus-hypofyse-geslachtsklieren werd uitgevoerd om de oorsprong van deze hypogonadis- 
men te situeren. Een supra- of extra-hypofysaire oorsprong wordt besproken. 
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Abstract-1. Variant surface glycoprotcin (VSGs) of Trypnitosonia brircei-hrucei may cxist as a disulfide- 
liiikcd dimcr in both forms: myristylatcd (nifVSG) and non-myrislylatcd (sVSG). as judge by fluorography 
and immunoblotting of SDS-PAGE undcr non-rcducing conditions. 

7. The dizeric VSG lorm is labcled with ['14]-myristic acid in Our incorporation conditions. 
3. XnTat 1.1 :rypsnosomcs prcincubatcd wiih tunicamycin and incubaicd with [ll-l]-niyristic acid 

synthesiz-d a labclcd moiccule ihat hlis an apptircnt rnoleculrir weight slightly smaller than the native form, 
and that ais0 corresponds to a disulfidc-linked dirncr. 

INTRODUCTION 1985). The structure of the carbohydrate of the 

The sequential expression of different variant surface 
glycoprotrins (VSGs) enables the parasitic protozoan 
7'r)~panosoma brucei to evade the immune response of 
its rnamrnalian hosts (Vickerman, 1975; Cross, 1973). 
The VSGs can be isolated frorn the parasite in a 
soluble form (sVSG) after mechanical or osmotic 
disruption of the trypanosomes (Cross, 1975); or in 
an  arnuhiphilic membrane form (mfVSG) after solu- . * 

bilization of trypanosomes in detergent at  100°C or  
in the presence of 10 m M  Zn2+ (Cardoso de Almeida 
and Turner, 1983). The purification of membrane 
form VSGs was also descnbed tlirough the use of 
T F A  (Clarke e t  al., 1985) or  pCMPSA (Turner e t  al., 
1985). The mfVSG has a lower apparent molecular 
weight on SDS-PAGE and a lower aEnity for anti- 
CRD antibody as compared to sVSG (Cardoso dc 
Almeida and Turner, 1953). There are two different 
types of oligosaccharide in the VSG of T. brucei 
(Holder. 1983); one is asparagine-linkcd and the 

c \ 
othcr is a glycolipid which becornes linkcd to the 
acarboxyl  group of the C-terminai arnino acid 
residue (Holdcr, 1953). The lipid moicty consists 
in dimyristyl-phosphatidylinositol (Ferçuson et al., 

*On lcave from the Univcrsidlidc Fcdcral do  Rio dc Janeiro 
and CNP,. Brazil. 

tAu[hor to whom corrcspondcnce should bc addrcsscd. 
Abbrc~tiutiot~s u.red-~\nT;ii. Anvcrs trypanozoon anligcnic 

type: BSA. bovine scrum albumin; CRD. cross rcacting 
dctcrminant; ESB, clcctrophorcsis sarnplc buiTcr: 
rnlVSG. mcmbrnnc forni ~rliriniit-spccifie glycoprotcin; 
XIITat. Xloltcno Iiistiiutc Tryp;iiiozoon ;intigcnic t'pc: 
NEX1. N-cihylinalcimidc; PAGE. poly;icryl;iinide-gcl 
clcctropnorcsis; PDGS. phosphatc s;iliiic glucusc biiffcr. 
p t i  5 . 5 ;  PBS. phosph;iic saline huircr. pH 7 . 2 ;  PSG plios- 
phiite sniinc çlucosc bulTcr. p f l  S.0; P.\lSF. plicnjl- 
mcthylsulfonyl~uori<ie; SDS. sodiui~i <!odcc).l sulEiic: 
sVSG, solublc form v:iri;int-spccilic glycoprotein: 
TLCK, N-2-tosyl-L-lysine chloronicthyl kctonc: TF/\, 
trifluoroacctic acid; TU.  tunic;imycin. 

glycolipid from variant MItat 1.4 is studied by 
Ferguson e t  al. (1957), and [rom the variant MITat 
1.6 by Schmitz e t  al. (1987). 

In this paper we descnbe studies on rnfVSG and 
sVSG of T. britcei AnTat I .  1 and AnTat 1.8 which 
show the selective incorporation of rnyristic acid into 
a dimeric forrn of mfVSG. 

Preparaiioit of Trypanosonies 

Cells of the T. brucei clones AnTal 1.1 and AnTat 1.8 
were purificd from inlected rat blood as described by 
Lanhôm (1968). 

Biosyrirlieric labeiirig of mf I:SG ,vir/i [9,10-'Hl-niyristic acid 
Purificd trypanosomes were washed twice (1500g for 

15 min nt 4'C) with phosphate saline glucose buffer (PSG). 
containing 38 mhi  Na:HPO,, 29 mbl NaCl and 83 rnM 
glucose pl-1 8.0 and incubated for 30 min at  30'C at a 
concentration of 7.5 x 10' ceils/ml in culture medium RPMI 
16-10, slighily modified without glutaihione and sup- 
p!cmcnicd with 0.1 prolinc. 0.0 15% threonine, and 
[9.10-'fi]-rnyristic acid (22.4 Ci/rnmol. uscd at  50 pCi/mi) 
complcxcd IO dcfaitcd bovine serum albumin. 

E.t:rir;iciir~ii proce;lurcs of rrypnnosoiires bio.cynrlteiically 
I<ihclcd i i i r l r  (9.10-'II J i~tyrirtic acid 

( i )  Trypanosomcs were cxtrnctcd thrce iimes by 0.1% 
TF,\ ptf 1. I (Clarkc et ul.. 1985); (ii) trypanosomes were 
suspcndcd in PBGS contairiing 125 rnbt phosphate buiTcr 
pl4 5.5 I :; glucosc supplcmcntcd with 0.2 rnh4 anti- 
proteases plienylmcihylsiilronylfluoridc (PhISF). N-a-tosyl- 
L-lysiiic clilororncthyl kctonc (TLCK), N-cthylmalcirnide 
(NEh1) (Ualtz ci al.. 1976). a i  J-C for 30 niin or  ovcrnight; 
(iii) tryp:inosonics wcrc suspcndcd in 0.01 Xf PBS pH 7.2 
coni:iiiiii;ç I mXI of c;ich antiprotc:isc nt 37°C for 5 min. 
Following ccntrifugrition in a niicrofuge for 30 scc a l  20°C 
ihc supcrnritants ;inJ the rcspcctivc pcllcts (TFA, PBGS and 
PBS) wcre analyscd by SDS-PAGE. An aliquot of trypano- 
somes was dircctly solubilizcd in clcctrophoresis sarnplc 



SulTcr (ESD). corit;iiiiirig 0.675 h1 Tris-HCI. pl-1 6.8. 2% - 
SDS. 109'0 giyccrol :irid :ils» :iri:ilyscJ by SDS-PAGE. (3) , a  ti b 4 

. .  S D S - ~ ' ~ I I ~ ~ ~ L ~ ~ ~ ~ I L I ~ ~ ~ ~ L ! ~ ~  gt7/.x LI/~L/ ll'c*.v~~~r~t /)IIJII~II,~ '  1 
S;iiiiplcs \scrc an:ilysci! by SIIS-PAGE. ;iccordiiig IO [lie . - : $ 1  

1. .. 
nictliod of Laciiiriili (1970) ori 5-309'0 :icryl:iiiiidc gels. Tlic 1 1 0- 
niigratioiis wcre pcrfornicd \sith unrcduccd and rcduced - 9 4  
sanip!cs hy 5'1'0 2-1i:crcap10et113t1ol in tlic ESB ai I0O"C for 
3 iiiiii. Gels wcrc si:iiiicd witli Cooiii;issic BIuc R-250, and .- 6 7 
radiol;ibclcd coiiipoiicnis wcrc locatcd by iniprcgnaiion 
of the gels with r\XIPLIFY (t\incrsh;irii), folloued by 4 3  
nuorograpliy at -80'C. AIso sVSG and mlVSG wcre 
dctcctecl on irnmunoblots following clcctrophorctic trarisfcr 30 
to rii~roccllulosc of proicins scp;ir:iicd by SDS-PAGE and 
incub:ricd wiili antihody (Gomcs 1.1 01.. 1986). Inimunoblots 
ucrc :ils0 :inalyscd by fluorogr:iphy as describcd abovc. 

2 0 
" 

,liiiis~~ru 4 & - 1 4  

Aniiscrum ngriinst tlic vari;iblc surlacc antigcn of AnTat 
1.1 tv;is prepcircd by Dr T.  Vervoort (Institut for Tropical 
hlcdicinc AnI;vcrpcn, Dclgiuni). Antiscrum against the 
CRD. rriised against sVSG hlltat 1.2. was a gencrous gift 
of  Dr hl.  Fcrçuson of tlic Department of Biochcmistry, 

1 2 3  4 5 6  7 
University or Oxford. Ençiand. K D  

&/]>ci oj- ~ioiicut~r~~citi oti VSG rirulecir/ur fort?? (b) , . gr .' 
Trypanosome suspcnsioiis were prcincubated for 30 min ' . 

in the prcscnce or absence of 40 ng of antibiotic tunicamycin 
(TU) prior to addition of [9,10-'Hl-myristic acid, under the 00- 
samc 1;ibcIing conditioris as dcscribed berore. 

69- 

RESULTS 

The  initial approach in this study was to analyse 
the inolecular soluble and  membrane fornis of the 
VSGs o f  T. b. 61.1rcei AnTat  1.1 a n d  1.8. Those 
antigenic forms were studied through the use of  
scveral extraction procedures. T h e  trypanosomes 
were labelcd with [9,10-'Hl myristic acid for  30 min 
a t  30'C. T h e  parasites were collected by centrifu- 
gation in four  pellets. O n e  pellet has  been directly .. , 

solubilized in the electrophoresis sample buffer (ESB) . , 

whilc the others have been treated bv one of  the three . .  
extraction procedurcs dcscribed in Materials a n d  
hlethods. F o r  anrilysis by SOS-PAGE, the super- 
natants  were s ü p p i c m e ~ t c d  with glycerol (final con- 
ccntraiion 10?0) aiid the resiaual pellets were 
soiubiiizcd in the ESB. LVith the protocols using 
PBGS p H  5.5 ;ind PBS pH 7.2, tliat release a sVSG, 
tlic supcrnatants reveriled n o  trace of Iabcled VSG. 
as  cxpcctcd. Howcver, by the T F A  procedure which 
is dcscribed to cxtrrict tlic mfVSG (Clarkc, 1985). 
Iribcicd VSG wris dctcctcd in the pcllct and  in the 
s1ipcrn:itant. 

,.lir(i!i.sis o J  rlrc lo~hcicll b'SG iii rlrc rr!.pcrtiosot?tc pellets 

Tlic rcsults obtaincd for r\nTat 1 . 1  in Coomassie 
Uluc staiiicd SOS-PAGE, iindcr unreducing con- 
ditioiis. a rc  s l io~vn in Fis. I(a). T h e  direct solubiliz- 
ririori oi' lrypariosoriics i i i  tlic ESB çavc csscntially 
two inrijor bands (I:iric 2 ) .  Tlic pcllct of trypanosomes 
nitcr TF:\ cxtrrictiori (TF.\-pcllct) was chriractcrizcd 
by ilic s;inic t\vo bands (lanc 3). O n  ihc otlicr liand, 
iIic trclitnicnt o f  ilic trypaiiosoriics by thc PBGS 
(30 ii:in) (I'iiGS-pcllct) o r  PUS (PfjS-pcllct) (Ilines 4 
iirid 5) lcd to ;i sligiiily dircrciit  priitcrn, thc Iiighcr 
.If, ulind (100.000) w;is vcry Liiiit and  rcplaccd by a n  
intciiscly staincd band o i  Ii~glicr .1/, ( 1  10.000), that  
coriiigratcd with sVSG control (Innc 1). Tlie same 

Fig. 1. (a) SDS-PAGE (5-30%) or AnTai 1.1 and 1.8 
wmples in the ESB undcr non-reducing conditions. stained 
with Coornassie blue. Lancs 1-5 arc thc variant AnTat 1.1: 
Iane 1 ,  sVSG control; Iane 2 .  whole trypanosomes: lane 3. 
TFA-pellet: lane 4. PBGS-pellet. 30 min; !anc 5, PBS-pellet; 
Iane 6. TFA-pellet (variant t\nTrit 1.8); lane 7. PBGS-pellet. 
30 min (variant AnTai i .S). (b )  Fluorograph showing incor- 
poration or ('Hl-myristic acid into VSGs of AnTat 1.1 and 
1.8 varianis. This fluorogrliph corresponds Io the SDS- 
PAGE in (a). L;incs 2-5 ;ire tlie varinni AnTat 1.1: lane t. 
("Cj-methylatcd bovinc scruin alburnin standard: lane 2. 
whole irypanosonies: Ianc 3. TF,.\-pellet: I:ine 4, PBGS- 
pellet. 30 min: Iane 5. PBS-pdlct: Iane 6.  TF/\-pcilci (variant 
AnTat 1.5); Ianc 7. PBGS-pellet. 30 niin (variant AnTa1 1.8). 

conclusions could bc obtnincd uitli AiiTat 1.8. The 
TFA-pcllct. and  PBGS-pellet (30 rilin) froni AnTat  
1.8 arc  illusiratcd (Iancs 6 and 7. rcspcctivcly). 

Fluorograpliy of  tlic -cl sliowcd tliat thc major 
band nt .il, 100.000 \vas labclcd for :il1 ,\riTat 1.1 a n d  
1.8 saniplcs (F i s .  Ib).  By SDS-P:\GE i r i  the prescnce 
of 2-nicrcaptociliand. tlic Iiibclcd biind was round 
approximatcly at  ,If, 60.0i)U. Tlic rcsults indicated 
the incorporiition of  [9.10-'l-il-triyristic acid into a 
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disulfidc-linkcd dinicric VSG Torrn of T. h. Dritcci 
t'inTat 1.1 and 1.8. 

Clr<~r(lcrcri:urio,i. by Il'esrcrri blors. i f  rlic .-ItiT(ir 1. I 
VSG fortris irt !lie rrj.pciriosorrie pc1lcr.s 

Iriiniunological dctcçtioii of VSG on iiitroccllu- 
losc traiisfcrs from SDS-PAGE (with or without 
rcducing conditions) was pcrformcd using homolo- 
gous anti-VSG scra or  anii-CRD scrum (variant 
b11T;1t 1.7). 

In non-rcducing conditions. binding of thc hom- 
ologous antiserurn \vas visualized with AnTat 1.1 
variant by a major band at  Jf, 100.000 in trypano- 
somcs dircctly suspendcd in ESB or  in the TFA- 
pcllct (Fig. 2A. lnncs 9 and 7, rcspcctivcly), in two 
bands (100,000 and 110,000 daltons) in thc PBGS- 
pellct, 30 min or  ovcrnight (Fig. ZA, lanes 3 and 5).  
and in thrce bands in the PBS-pcllct (Fig. ?A, lane 1). 
Thc additional lowcr band in this preparation prob- 
ably rcprcscnts a degradation product since the 
proccdurc was runninç under 37'C. When the 
immunoblottinj wris submitted to fluorography, 
tlic band at  11.f. 100,000 was revcalcd for al1 the 
pcllets, showing ihat a myristylated dimcric forrn was 
specifically recoçnized by homologous antiserum 
(Fig. 2B). 

Anti-CRD serum was able to bind the 110,000 
band but not the 100,000 band (Fig. 3A). For the 
PBS-pellet, a lower band is also observed (Fig. 3A. 
lane 2) that probably corresponds to the additional 
band observed by irnrnunoblotting with anti-VSG 
serum (Fig. 2A, lane 1). Also. with anti-CRD serum 
no band was detected in TFA-pellet or  TFA-super- 
natant (Fig. 3A, lanes 8 and 9). 

Aficr fluorogr:ipliy of ttiis iiriiiiiinoblot a band at 
,\/, l00,(100 \vas ;ipplircnt at tlic s;iri:c Icvcl for ail 
pcllcts (Fig. 3D) .  

In ordcr to arialysc tlic riaturc of tlic rclcascd VSG, 
:il1 supcrnrilants of tlic difli.rcni extractions were 
subtniitcd to SDS-PAGE follow.cd by immuno- . 
blottinç. Tliis cxpcrirncnt was carricd out with 
variiint AnTat 1.1. In Fig. ZA Inncs: 2 (PBS- 
supcrnataiit). 4 (PBGS-supcrnatant, 30 min) and 6 
(PUGS-supcrnritnnt. ovcrniglit), thc immunoblot 
uith homologous scruin rcvcalcd two bands a l  
,if, 1 10,000 and 100.000; ilic 1 10,000 band appearcd 
in lowcr amount Tor thc 30 min PBGS-supernatant 
comparcd to tlic othcr supcrnainiiis, wticrcas in lane 
8, that corrcsponds to thc TFA-supcrnatant. only the 
100,000 band was appnrcnt. Wlicn anti-CRD serum 
was used only tlic TFA-sitpcrnatant was ncgative 
(Fig. 3.A. lane 9). and in tlic otlicr supcrnatants a 
band at ILI, 110,000 wns dctcctcd (Fig. 3A, lancs 3, 5 
and 7 ) .  

..lrtul~sis of rlre rnolecular fortlis obrairred in [lie 
presettce of runicamycirt 

Trypanosomes (AnTat 1.1) werc preincubated Tor 
30 min in the presence or absence of tunicamycin 
(TU) and were labeled with [9,10-'Hl-myristic acid. 
After 30 min in label, the celis ivere isolated from the 
medium, trerited with different extraction procedures 
and the pellets were analysed by fluorography. In the 
presence of T U  the myristic acid-labeled VSG, with- 
out reducing conditions, showed an apparent M, 

Std 

Fiç. 2. (A) Westcrn blot analyses of the trypanosomc-pcilets in rhc ES5 (laiics 1 .  3, 5. 7. 9) or of the 
supernatants (Irincs 2, 4 .  6 ,  8). from T. hrucri :\nT.ii 1.1 acre riin uii 5-!0"/0 SDS-PAGE undcr 
non-rcducinç conditions. The blot wns incubaicd with iinti-hoinolu~ous seriim. Lmcs I :ind 2. PBS; lancs 
3 and 4; PBGS, 30 min: Iancs 5 and 6 .  PDGS. ovcrnignt: I:ines 7 and P. TF:\: I;ine Y. whole trypanosomes. 
( B )  Fluoroçraph or the Westcrn blot (A )  showing incorporation of (' 1 il-rnyristic cicid into T. /)rrrc~*i pcllcts 
of variant :\11Tat 1.1. Std, ["Cl-mcihylatcd proisiii ~iioiccular wciglii st:iiid;irds consisiinç of phos- 
phorylnsc b (.if, 97.000); bovinc scrun~ albumin (.\1,69.0001: cnrbonic iinliyclrcisc ( . i l ,  30,000). and 
cytochromc c (.if, 12.000). Lane 1 .  PBS-pellet; lane 2. PBGS-pellet. 30 min: laiic 3. PBGS-pellet. ovcrnight; 

lane 4, TFA-pcllel. 



Std 1 
Fig. 3. (A) Wcstcrn blot analyses of the trypanosome-pellets in tlie ESB (lanes 2 .  4, 6. 8) or of tlie 
supernatants (lanes 3. 5,  7. 9) [rom T. brricei AnTa1 1.1. wcrc run on 5-3096 SDS-PAGE under 
non-reducing conditions. The bloi was incubated with anti-CRD serum. Lsne 1 .  sVSG control: lanes 2 
and 3. PBS; lanes 4 and 5, PBGS 30min: lanes 6 and 7. PBGS overnight: lanes 8 and 9, TFA. 
(0)  Fluorograph of the Westcrn blot (A) showing incorporation of ['Hl-myristic acid into T. brrrcei pellets 
of variant AnTat 1.1. Std. as described in Fig. 2B; lane 1, PBS-peilet: lane 2, PBGS-pellet, 30 min: iane 3, 

PBGS-pellet, overnight; lane 4. TFA-pellet. 

slightly lower t h a n  100,000 (Fig. 4, lanes 3 a n d  5) that  
is consistent: (i) with the absence of N-linked glycans 
(Holder  a n d  Cross, 1981); (ii) with the existence of  
mfVSG-dimer. Figure 4, lanes 6-9, illustrates the 
SDS-PAGE under reducing conditions that  showed 
in the presence of  TU (Fig. 4, lanes 7 a n d  9) a lower 
M ,  band than 60,000. 

Fig. 4. Fluorograpli showing iiicorporation of [ ' I  il-niyristic 
acid into VSGs (variant hnTlit 1.1) on SDS-PAGE gels 
(5-30%) undcr non-rcducing conditions (1:ines 2-51 or 
rcducing conditions (1;incs 6-9). A iryp;itiosomr suspension 
was prcincub;iicd for 30 niin si 30-C ii i  tlic prcsencc (lanes 
3, 5. 7 ,  9) or nbscnce (2, 4, 6. 3)  of tunic:iniycin (JO ng,ml). 
Lanc 1 ["CI-nicthylatcd proicin niolccular wcight standards. 
as dcscribcd in Fig. 2B: I:incs 2, 3, 6 and 7. wholc iryplino- 

somes: lancs 4, 5, 8 and 9. PBGS-pcllet, 30 min. 

DISCUSSION 

O u r  experirnents have shown the existence o f  a 
dirneric ti.ifVSG forrn in two variants of T. b.  brucei, 
AnTat  1.1 and  1.8, o n  SDS-PAGE under non- 
reducing conditions. T h e  identity of mfVSG could be 
established using several criteria: (i) the labeling with 
(9. IO-' Hl-rnyristic acid (Fig. I b), (ii) using Western 
blot, the transfer bands were positive with honl- 
ologous antibodies but  not with C R D  antibody 
(Figs 24 ) .  (iii) this molecule displayed a slightly 
increased rnobility on  SDS-PAGE a s  compared with 
sVSG control (Fig. la) .  T h e  results are  in ôgreemenl 
with previous observations that indicated a dimeriz- 
ation through a disulfide linkage in the purified 
soluble VSGs of  T. b. brucei AnTat  1.1, 1.8 a n d  1.10 
(Huet-Duviliicr et al.. 1988). Following 30 min incor- 
porotion of [!Hl-rnyristic acid. a labclcd VSG forrn 
could only be dctectcd a t  the lcvcl of At, 100.000 
o n  SDS-PAGE undcr  non-rcducing conditions. 
Addition of 7-mercaptoethanol to  the sarnple prior to  
SDS-PAGE gave ri rndiolabclcd band at , i f ,  60.000. 

Lrsing Jiffcrcnt extraction proccdurcs the supcr- 
natants and the pcllcts of two varirints of T. b. brircei 
XnTat  1 .  1 and  1 .S havc bccn analyscd for thc tnolecu- 
lar soluble and incrnbrane rorms. Both the releascd 
VSG ar?d tlic VSG rcrnaining in tlic trypanosome 
pcllets \vcrc exnniincd. For  AnTnt 1 .  I immunoblot- 
tinç witti Iioniologoiis nritiscruni siiowcd that the 
spccilic antigcn csscntially ~ippcarcd as  a dimcr VSG 
in citlicr tlic solublc o r  nicmbranc forrns. Tlic anti- 
gcnic Iorrns ttiat \r.crc visurilizcd in thc trypanosome 
pcllcts or in the supcrnatrints nlways nppcarcd essen- 
tially ns ;i dinicr VSG iiidcpcndcnily ol' tlic cxtraction 
proccdurc. Following trcatnicnt o r  thc labcled para- 
sites \vit11 PBS iit 37°C for 5 min wc havc obscrved a n  
additioiial band o n  irniiiunoblot witli an t i -CRD o r  
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hornologoiis scrurn. in cor;:p:irisoii to tlic otlicr pro- 
ccdurcs. Tiiis band,  likcly, rcsults froin ari crizyriiatio 
proccss. 

F o r  thc variant AnTat  1.3, the riiyrisiic acid I;ibclcd 
VSG wris Sound also oiily :is ;i diriicr foriii. I.Iowcvcr, 
thc aniigcn isolatcd by PBGS proccdurc ilriri purificd 
by Coiic;inavalin A-scpii:irosc rippc.:ircd a s  a rnixiurc 
o f  J inicr  a n d  nionomcr VSG (liiict-Duvillicr er (11.. 
1983). 

Strickler a n d  Pat ton (1982ri), also rcportcd tlic 
cxistcncc o f  a dirncr-forni on  SDS-PAGE undcr 
unrcducinç conditions for  thc strriin 427 and  for YT3t 
1 . 1  variant. By ihc use of gel fi1tr;ition chroniaiog- 
rapliy i i i  tlic abscncc of  d c t c r g c n ~  and by the use of 
bi-funciional cross-linkinç rcaçcnts, Auffrct and 
Turner  (1931) haI.9 dcscribcd [lie cxistcncc of the 
VSGs, in solution, i s  a dirncr linkcd tlirough hydto- 
phobic interactions. &fore rcccntly Gurne t t  er al. 
(1986) Iiave found rnany similnr propcrtics bctwecn 
rnîVSG and  sVSG in cross-linking expcrimcnts by 
dirncthy1submerimid;lte in the prcscncc of scvernl 
ionic and  non-ionic de!crgents. 

Also. using cross-linking reagcnts, Stricklcr and 
Patton (1982b) reportcd tliat the VSG syntliesized in 
the prcsence of  tunicamycin was unable to forrn a 
dirner. So. we analysed the effect of tlie presence of 
tunicamycin in the formation of disuilide-linked 
dirncr. O u r  results, with AnTrit 1.1 variant, have 
sliowii: ( i )  that  the VSG apparent i \ f ,  was slightly 
decreased when synthesized in the presence of  
TU (Fig. 4) thereîore, assigning the inhibition of 
N-glycosylation, and (ii) that the absence of N-linked 
oligosaccharides did not prevent the VSG from 
dirncrization by a disulfide-bridge (Fig. 4, ianes 3 and 
5). T h e  apparent  !Il, of the VSGs in the absence 
of 2-mercaptoethanol is approximately tivice the 
niolecular weight observed on  SDS-PAGE under 
reducing conditions (Fig. 4, lanes 6-9). 

T h e  finding of  a disulfide-linked rnfVSG in T. 
brucei variants shows that  the intermolecular bond is 
a property of the parasite surface coat. T h e  same 
charactcristic was reported for  acetylcholinesterase 
forrns, whicn are, simiiar to VSGs, glycolipid- 
anchorcd nicmbrane proteins (Fukcrmari et ni., 1985; 
Roberts e l  al.. 1985; Haas  et al., 1986; G n a j e r  er al.. 
1957). 
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For t h e  f a m i l y  of Trypanosomatidae ( T r  anosoma and Leishmania) t h e  7;Le- o r g a n i z a t i o n  of t h e  g lycop ro t e in s  on t h e  c e  s u r f a c e  i s  a  well documented 
s t r u c t u r a l  f e a t u r e ,  because t h e i r  plasma membrg;lies a r e  potent ia13 t a r g e t  f o r  
c h e m o t h ~ a p y .  By using metabol ic  l a b e l  i ng  ( [  P ]  phosphate ,  [ H I - m y r i s t i c  
a c i d ,  [ H I - g a l a c t o s e )  and by a p p r o p r i a t e  f r a c t i o n a t e d  e x t r a c t i o n ,  we have 
found a  t r y p a ~ o s o m a l  inolecule which bas e l e c t r o p h o r e t i c  and chrornatographic 
p r o p e r t i e s  c o n s i s t e n t  wi th  t h e  l ipophosphoglycan of Leishmania donovani 
de f ined  by Turco e t  a l  (1987) Biochemistry 26, 6233-6238 ( 1 ) .  In addit- 
trypanosomal l ipophosphoglycan,  appears  t o  hsve chrornatographic behaviour  
s i m i l a r  t o  t h e  g l y c o l i p i d  C of Tr  panosoma bruce i  b ruce i  de sc r ibed  by Krakow 
e t  a l  (1986) J .  B io l .  Chem. 261, & 3 ' ~ 0 u ~ u l t s  sugges t  t h a t  t h e  
r o l e  of t h e  trypanosomal l ipophosphoglycan may t a k e  p l ace  i n  t h e  o r i e n t a t i o n  
of t h e  g l y c o p r o t e i n s  i n  t h e  s u r f a c e  c û a t  and/or  cor responds  t o  t h e  g l y c o l i p i d  
p r ecu r so r  f o r  t h e  anchor of v a r i a n t  s u r f a c e  g lycop ro t e in .  o lqes Academic Press, lnc .  

Many s t u d i e s  have been d i r e c t e d  toward unders tanding  how p a r a s i t e s  d i f f e r  

biochernical ly  frorn t h e i r  h o s t s  and o t h e r  f r e e  l i v i n g  organisms. I t  has  becorne 

i n c r e a s i n g l y  e v i d e n t  t h a t  t h e  s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  of  t h e  s u r f a c e  glyco-  

p r o t e i n s  and a n t i g e n s  of  p a r a s i t e s  i s  of  g r e a t  importance i n  rnany i n t e r a c t i o n s  

between t h e  invading  organisms and t h e i r  h o s t s  ( 3 ) .  Belong t o  t h e  fami ly  

Trypanosomatidae k i n e t o p l a s t i d a e ,  Trypanosoma b r u c e i ,  t h e  c a u s a t i v e  a g e n t  f o r  

human s l e e p i n g  s i c k n e s s  and nagana i n  c a t t l  e ,  and Lei shmania donovani ,  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  ka la -azar ,  a  common f e a t u r e  i s  now emerging : t h e i r  major 

s u r f a c e  membrane g lycop ro t e in s  [ v a r i a n t  s u r f a c e  g lycop ro t e in  (VSG) of 

* 
To whom cor respondence  should be. addressed .  

Abbrev i a t i ons  : VSG, v a r i a n t  s u r f a c e  g lycop ro t e in  ; AnTat , Antwerpen 
Trypanozoon-ant igenic-  type ; t- and 9-LPG, trypanosomal and 1 e i  shmania 
1 ipophosphoglycan ; HPLC high performance 1 i qu id  chromatography ; TLC, t h i n  
l a y e r  chrornatography. 
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Trypanosorna b ruce i  and 63 000 d a l t o n  g lycop ro t e in  (p63)  of ~ e i s h m a n i a ]  have 

s i m i l a r  molecular  arrangement .  Extensive simi l a r i  t i e s  have been a l s o  found 

between t h e  membrane anchor ing  mechanism of t h e  trypanosomal VSG and t h o s e  of 

t h e  p63 of Leishmania : both a r e  cova l en t l y  l i nked  t o  p t~ospha t idy l  i n o s i t o l  

i n  t h e i r  membranes ( 4 , 5 ) .  

Furthermore,  a l  1  s u r f a c e  s t u d i e s  of t h e s e  p a r a s i  t e s  have r evea l ed  t h e  

e x i s t e n c e  o f  rcolecules r i c h  i n  carbohydra tes  ( 6 , 7 )  which may p lay  a  major  r o l e  

i n  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  p a r a s i t e s  i n  t h e i r  h o s t i l e  environments .  The most 

s t r i c k i n g  f e a t u r e  d e s c r i b e d  f o r  t h e  promas t igo te  s t a g e  of L.donovani i s  an 

unusual g lycocon juga t e  (Mr 10,000-20,000) ,  an heteropeneous l i p i d - c o n t a i n i n g  

s p e c i e  w i th  r e p e a t i n g  u n i t s  of phosphorylgalactosyl-P-mannose [a l ipophos-  

phoglycan (LPG)] ( 1 .  L i t t l e  i s  k~own about  t h e  b i o l o g i c a l  r o l e  of t h e  

le ishniania  LPG : i t  i s  p r e s e n t  a s  an i n t e o r a l  molecule i n  t he  membrane (8 )  and 

i t  i n h i b i t s  t h e  a c t i v i t y  of  p r o t e i n  k inase  C in  v i t r o  ( 9 ) .  Never the less  

a l t hcugh  l a c k i n g  t h e  L P G ,  t h e  R 2 D 2  L .  donovani c lone  i s  a b l e  t o  i n f e c t  t h e  

macrophages ( 1 0 ) .  

Our a t t e m p t  has beer! t o  determine whether  T. bruce i  b r u c e i ,  a s  well a s  

t h e  o t h e r  k i n e t o p l a s t i d a e  a l  s o  syn thes i ze  t h e  p a r t i c u l  a r  s t r u c t u r e  than  t h e  

L P G  expressed  by L.donovani.  I n  t h i s  view, we have s t r i c t l y  fo l lowed t h e  same 

c o n d i t i o n s  o f  t h e  L P G  i s o l a t i o r i  descr ibed  by Orlandi  and Turco ( 1 1 ) .  The 

ev idence  p r e sen t ed  i n  t h i s  paper  i s  t h a t  us ing  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  we a r e  a b l e  

t o  i s o l a t e  a  trypanoscmal molecule  (t-LPG) which i s  feund t o  have chrornatogra- 

ph i c  and e l e c t r o p h o r e t i c  behaviour  s i m i l a r  t o  t h e  le ishmania L P G  ( 2-LPG). 

MATERIPLS AMD METHOCS 

C e l l s  and me tabo l i c  l a b e l i n  
Bloodstream forms of twe v:riants of T .  b ruce i  b ruce i  (AnTat 1 . 1 A  and 

T i -  

AnTat 1.8) were r a i s e d  i n  Swiss n i c e  and Tnen In ~ ~ r a ~ u e - ~ a w l e ~  r a t s  from 
s t a b i l a t e s  s t o r e d  a t  - 80°C. The p a r a s i t e s  were ha rves t ed  a f t e r  t h r e e  days by 
c a r d i a c  punc ture  and pfepared a s  prev i  ous ly  d e s c r i  bed (12 )  . The washed 
trypanosomes (7.5 x 10 ce1 1  s/ml ) were t r a n s f e r r e d  t o  s l  i  g h t l y  modif ied 
RPMI 1640 medium devoid of  g l u t a t h i o n e ,  supplemented wi th  p r o l i n e  E0.1 % 
(w/v) ] ,  t h r e o n i n e  [0.015 2 (w /v ) ] ,  3nd 2  mM glutamine.  

For me tabo l i c  l a b e l i n g ,  [9 ,10 - H ]  m y r i s t i c  a c id  [ ~ e w  England Nuclear  ; 
22.4 mCi/mmole ; 50 ~ C i / m l )  was f i r s t  complexed t o  d e f a t t e d  bovine serum 
albumin ( 8 o e h r i n g e r  ; 1 rng/ml) i n  a  volume of 0.75 ml and agded t o  t h e  medium 
desc r ibed  above d y i n g  30 min a t  30°C. A mix ture  of 0 - [ l -  H l g a l a c t o s e  (11.5 
Ci/mmol) and 0-[6- H l -ga l ac to se  (29.2 Ci/mmole), both a t  100 K i ,  was used f o r  
l a b e l i n g  t h e  p a r a s i t e s  dur ing  2  h  a t  30°C i n  t h e  same cu>$ure medium excep t  
t h a t  t h e  c o n t ~ n t  of g lucose  was decreased a t  0 .2 g / l .  [ P l  o r thophosphate  
l a b e l  inq (Amersham ; 0.2 mCi/ml) was made i n  t h e  same c u l t u r e  rcedium where t h e  
NaH,PO, was r ep l aced  by NaC1 t o  obt.ain t he  e x a c t  f i n a l  o s ~ o l a r i  t y .  

L  gri if i c a t i o n  of t h e  1  ipophosphoalvcan 
Subsequegt e x t r a c t i o n s  were performed a t  O°C us ing  t h e  washed i n t a c t  

c e l l s  ( 2  x 10 trypanosomes)  i n  t he  c o n d i t i o n s  de sc r ibed  by Or l and i  and Turco 
( 1 1 )  a s  fo l l ows  : ( i )  3 - fo ld  wi th  chloroform/methanol/water (3 :2 :1 )  ( o r g a n i c  
phase 1) ;  ( i i )  4 - fo ld  w i th  aqueous 4 KM MgC12 ; ( i i i )  3 - fo ld  w i th  chloroform/-  
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ne thano l /wa te r  ( 10 :  10 :3 )  ( o r g a n i c  phase I I ) .  The del  i p i d a t e d  r e s i d u e  was 
f i n a l  l y  e x t r a c t e d  4 - f o l d  wi t h  t he  s o l v e n t  E c o n t a i n i n g  wa te r l abso lu t ed  
ethanol/ether/pyridine/concentrated armcnia (15:15:5:1:0.017) .  The supe rna t an t  
was d r i e d  under  n i t r o g e n  s t ream and f i n a l l y  l yoph i l i z ed  ( s o l v e n t  E - e x t r a c t ) .  

The l y o p h i l i z e d  s o l v e n t  E -ex t r ac t  was d i s so lved  i n  0 .5  ml of 0.04 M 
NH40H, 0,CGl M EDTA s o l u t i o n ,  app l i ed  t o  a  sephadex G ,O c o l u r n  ( 1  x 60 cm) 
c q u i l i b r a t e d  and e l u t e d  by t he  sanle s o l u t i o n .  The e lu8 ïon  was performed a t  a  
f low r a t e  o f  9.6 ml /h ,  f r a c t i o n s  of 0.5 ml were c o l l e c t e d  riieasured f o r  
r a d i c a c t i v i t y  [ i n  3 rr,l s c i n t i l l a n t  Aqualy te  (J.T. Raker Chemicals)  us ing  LS 
3801 1 i q u i d  s c i n t i l  l a t i o n  system (Beckman) ] and f o r  c a rbohydra t e  by phenol- 
su1 f u r i c  a c i d  r e a c t i o n  ( 1 3 ) .  The cor responding  peàks were pool ed and lyophi-  
l i z e d .  

The c e l l s  of T.b. b ruce i  AnTat 1 4  were a l s o  e x t r a c t e d  accord ing  t o  
Krakow e t  a l  ( 1 )  a s  t o l l o w s  : 1.5 x  10  c e l l s  were resuspended i n  5  ml o f  
chloroform/rriethanol/water (10:  10:3) and ,  a f t e r  vigorous shak ing ,  t h e  sample 
was kept  a t  room t empera tu re  f o r  1  h  b e f o r e  c e n t r i f u g i n g  5  CO0 x g ,  15 min. 
The c r g a n i c  phàse was driec! under n i t r o g e n  s t ream srid, t o  removc r e s i d u s l  
c o n t a n i n a n t s ,  t h e  r e s i d u e  was d i s so lved  i n  0.5 ml of w a t e r - s a t u r a t e d  n-butanol 
and then  e x t r a c t e d  t h r e e  f o l d  with 0.2 ml of water .  The butanol  pliase was 
Oried and s t o r e d  a t  -20°C. 

Sodium dodecvl su1 f a t e  polyacryl  amide oel e l  e c t ropho re s i  S .  (SDS-PAGE) 
SOS-PAGE was co rduc t ed  under reduc inq  c c n d i t i o n s  a c c o r d i n o  t o  Lafmmli 

( 1 4 ) .  The s e p a r a t i n g  ge l  was E: 5 t o  30% ac-ryiamide g r a d i e n t  and - t h e  s tacki i ig  
gel was 3 .6% ac ry l amice .  E l e c t r o p h o r e s i s  was c a r r i e d  cu-t f o r  4 .5 - 5 k ù t  
20 FA. Fol 1  owi ng e 1 e c t r a l ; h r ~ r e s i  s ,  car-bohydrate  nas  detecteci by pe r iodü t e  ac id-  
Schi f f  s t a i n i r g  (PAS),  p r o t e i n  by Coomâssie Blue and r a d i o a c t i v i  t y  by i l u o r o -  
araohv.  
d L . #  

Thin 1  a y e r  chromatoyraphy. (TLC) 
Thin l z y e r  ch ro r~a tog raphy  was perforinecl on s i l i c a  S i -60  p l a t e s  (20  x 

20 cm) (Merck) and cn s i l i c a - 6 0  HPTLC p l a t e s  (10 x 10 cm) (Merck) .  The p:ates 
were developed e i  t h e r  \vi t h  s o l v e n t  A : ( (1-propanr;! /pyridine/water  ( l : ? . : I  ) or 
solvent.  R : [(ch1oroform/methanol/KC1 0.25-n water  v )  (55:45:10\] .  
Adjacent  l anec  were s p o t t e d  wi th  s t a o d a r d  l i p i d s  : m y r i s t i c  e c i d  ( M A )  ; 
d imyr i s ty l  a l y c e r o l  ( D M G )  ; phospha t id i c  ac id  d imyr i s ty l  p l y c e r o l  ( D M P A )  ; 
lysophosphat idy l  ch01 i n e  ( 2 P C ) .  Detec t ion  was ob ta ined  by s p r a y i n g  t h e  p l a t e s  
wi t h  rhodsniine [O.Ol%in  wa te r  ( t i / v ) ] ,  by o r c ino l  su1 fcir4c a c i d  r e a c t i o n  (15)  
o r  s i  l v e r  n i t r a t e  s t a i n i n g  ( 1 6 ) .  The p o s i t i o n s  of 1 -ad ioac t i \ / e  ccmponents were 
a l  so i d e n t i f i e d  by s p r ~ p i n g  t h e  p l a t e s  w i th  Arrpl5fy (Anersham) and by f l uo ro -  
c r a ~ h v  on Kodak X-Cnat 5 f i l m .  ., 0 . 

Hiah performance l i a u i d  ch ro ra t cg raphy .  ( H P L C )  
HPLî metnod was aeveloped using ' Iar iar ;  CC00 systeni. R Lich roso rb  Si  60 

( 5  Vm) (25  cn  x 4 ~ m )  colitmn (Merck) eau ipped  wi t h  a  precolurnn ( 1 0  P m )  ( 4  cm X 
4 CE) was used. The samples were i n j e c i e d  i n t o  t h e  column, e l u t e d  a t  a  flow 
r a t e  of 2 rnl/rnin wi t h  s o l v e n t  ( A )  : a c e t o n i  trile ; water  ; H PO 1 N  (750 : 250 
: 2 ml) and wi th  s o l v e n t  ( f i )  : a c e t o n i t r i l e  ; wate r ;  H,PO 18(9B0 : 10 : 2ml). 
The g r a d i e n t  rystem was a s  fo l lows  : 901-(B) ,  3 min 5 ~ O I - ( B I  o v e r  9 min ; 
20%-€3 o v e r  4 min ; 55-B ove r  2.5 min. E lua tes  were d e t e c t e d  w'th an UV 
absorbance d e t e c t o r  L K B  2228 (Ivicord S I I  and measurernents were made a t  206 nm 
i n  t h e  s e n s i t i v i t y  of  0 .1  abso rp t i on  u n i t  f u l l  s c a l e .  Measurements cf 
r ad i aac t i v i t !  wr.e a l s o  performed i~  3 cl of  s c i n t i l l a n t  OCS ( P . ~ c r s h a m ) .  

The e f f i c i e n c y  of  t h e  d i f f e r e n t  p u r i f i c a t i o n  s t e p s  o f  trypanosomal 

1  ipophosphaglycan ( t -L fG)  was a s se s sed  by SOS-PAGE ( F i g .  1 ) .  The t o t a l  

[ 'HI-myr is t ic  a c i d  l a b e l e d  trypancsomes (AlrYet 1 . l A )  were f i r s t  ana ly l ed  by 

f  l \!orography. The p a t t e r n  i  nd ica ted  t ha  t our  c u l t u r e  mediuni c o n d i t i o n s  a l  lowed 
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Fig. 1 : Analyses by SOS-PAGE of t h e  d i f f e r e n t  p u r i f i c a t i o n  s t e p s  of 
trypanosomal 1 ipophosphoglycan (t-LPG) 

A - Fluorography of t h e  to t a l  [ Hl-myrist ic ac id  l abe led  trypanosomes 
(AnTat 1.1 1 ) .  mfVSG corresponds t o  t h e  migration of rnemorane-bound 
form VSG. 

B - Coomassie Blue s t a in ing  : lane  1 : V S G  pur i f i ed  by Concanavalin A 
chromatography as  in (12)  ; l ane  2 : organic phase 1 ; lane  3 : MgC12 
e x t r a c t  ; l ane  4 : organic phase I I  ; l ane  5 : solven: E e x t r a c t .  

C - PAS s t a i n i n g  : lane  1  : VSG p u r i f i e d  a s  in (12)  ; l ane  2  : organic 
phase I ; l ane  3 : MgCl e x t r a c t  ; lane  4 : organic  phase I I  ; l ane  5 
: s o l v e n t  E-extract  ; lgne 6'7 and 8 re spec t ive ly  peak A , B  and C of 
GIs0 chromatography. 

t h e  c e l l s  t o  i n c o r p o r a t e  m y r i s t i c  a c i d  i n t o  t h e  components wi th  appa ren t  

Mr 58 K (mfVSG) ( Fig . 1A). 

The ch1 oroform/methanol/water  ( 3  :2: 1 )  e x t r a c t i o n  of t h e  whole [ 3 ~ ~  

m y r i s t i c  a c i d  l a b e l e d  c e l l s  gave an o rgan i c  phase ( o r g a n i c  phase 1) devoid of 

p r o t e i n s  a s  judging  by Coomassie Blue SDS-PAGE ( F i g  l B ,  l a n e  2 )  whereos by PAS 

s t a i n i n g  a  s l i g h t  band was de t ec t ed  a t  t h e  bottom o f  t h e  ge l  (F ig .  l C ,  l a n e  

2 )  

The trypanosome p e l l e t  was f u r t h e r  p u r i f i e d  by a  4 mM MgCl* e x t r a c t i o n .  

The e x t r a c t e d  compounds were analyzed by SOS-PAGE : ( i !  t h e  Coomassie Blue 

s t a i n i n g  showed f o r  t h i s  sample m u l t i p l e  bands ( F i g .  l B ,  l a n e  3 )  ; ( i i )  PAS 

s t a i n i n g  evidenced a l s o  t h e  1 i b e r a t i o n  of  a g lycocon juga t e  t h a t  migra ted  a s  a 
d i f f u s e  band wi t h  appa ren t  /.Ir 10.000-20.000 ( F i g  IC, l a n e  3 ) .  

F i n a l l y ,  t h e  trypanosomal r e s i d u e  was t r e a t e d  wi th  p o l a r  s o l v e n t  E s  
o r i g i n a l l y  used f o r  t he  s e l e c t i v e  e x t r a c t i o n  of  complex g lycol  i p i d s .  By 

SOS-PAGE, t h e  s o l v e n t  E -ex t r ac t  conta ined  : ( i )  a  d i f f u s e  band 

(Mr 10,000-20,000)  which r eac t ed  poor ly  wi th  t h e  Comassie Blue ( F i g  l B ,  l a n e  

5)  whereas PAS s t a i n i n g  gave  an i n t e n s e  r e a c t i o n  ( F i g .  lC, l a n e  5 )  ; (ii) 
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Fig. 2 : Eiution profi le  of solvent E-ertract on GiS0  c o l u m ~  the dotted 
l i n e r  represent the prof i le  obtained a f t e r  phenol su l fur ic  acid 
rgaction and abrorbance a t  490 nrn. The sol id  l iner  represent the 
[ HI-myristic acid radioact ivi ty  in each fract ion (0.5.1 ) . 

contaminating glycoconjugates were only detected by overloading the  acrylamide 

gel (Fig .  l C ,  l a n e  5 ) .  

To achieve t h e  pur i f i ca t ion  and remove t h e  higher mol . w t .  glycocon- 

jugates , a gel  f i l t r a t i o n  chromatography , on sephadex GlS0 col umn, was 

performed and t h e  e lu t ion  p r o f i l e  revealed two resolved peaks (pesk A and C) 

and a shoulder (peak B )  detected by phenol-sulfuric ac id  reac t ion  (Fig .  2 ) .  

The a n a l y s i s  by SDS-PAGE indicated l h a t  peak C was s t i l l  heterogeneous 

but the  band of Mr 10,000 - 20,000 appeared 3 i n  h igher  amount (Fig l C ,  l ane  8 ) .  

By using the  so lven t  E-extract  from [ Hl-myrist ic acid labeled c e l l s ,  the  

r a d i o a c t i v i t y  was espec ia l ly  found in  peak C (F ig .  2 ) .  

To d e f i n e  t h e  chromatographie p roper t i e s  of the  d i f f e r e n t  ex t rac ted  

compounds, analyses  by t h i n  l aye r  chromatography 3 (TLC) were perfomed a f t e r  
32 

several  s e p a r a t e  label ing experiments : ( [  Hl-myrist ic ac id  ; [ P ]  phosphate; 
3 [ HI-ga la tose ) .  Using the  condit ions described by Orlandi and Turco (11) the  

peak C ,  obta ined by solvent  E ex t rac t ion  and GlS0 gel f i l t r a t i o n  

chromatography, contained essen t i a l  3 l y  a pure glycol ip id  (posi  t i v i  t y  by 

o r c i n o l - s u l f u r i c  acid react ion and [ HI-myr i s t i c  ac id  labeled.  This g lyco l ip id  

migrated by TLC ( so lven t  A) a t  Rf = 0.62 (Fig .  3A. lane  4 ) .  The same 
3 [ Hl-myrist ic a c i d  cornpound was i s o l a t e d  from the  T .  brucei brucei v a r i a n t  

AnTat 1.8 ( ~ i g  38,  lane 4 ) .  In add i t ion ,  the  o t h e r  l abe l ing  experiments led us 
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AnTat 1.1. A. AnTat 1.8. 
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F i g .  3 : Thin layer3chromatography analyses of ex t rac t  from 
A - AnTat 1.1 A [ HI-myristic acid labeled trypanosomes, lane 1 : organic 

phase 1 ; lane 2 : MgCl* ex t rac t  ; lane 3 : organic phase I I  ; lane 4 
: solvent E3extract. 

B - AnTat 1.8 [ HI-myristic acid labeled trypanosomes, lane 1 : organic 
phase 1 ; lane 2 : MgCl* ex t rac t  ; lane 3 : organic phase I I  ; lane 4 
: solvent E-extract 

The TLC plates  were developed in solvent A.  (MA)  = myristic acid ; (DMG) 
= dimyristylglycerol ; O = origin ; F = front .  

t o  show t h a t  t h e  com~ound a t  R f  = U.62 was phosphory la ted  ( F i g .  4 )  bu t ,  
3 whatever  under  tl ie c o n d i t i o n s  used,  no [ I l ] -calactose was i nco rpo ra t ed .  

32 Usirig t h e  [ P ]  phcsphate  l a b e l e d  T. brucei  b ruce i  (AnTat 1 .1 )  and ucder  

more a p c l a r  TLC c o n d i t i o n s  ( s o l v e n t  El), i t  has been noted t h a t  t h e  d i f f e r e n t  

s t e p s  of  d e l i p i c ' s t i o n  ( o r g a n i c  phases J ~ n d  I I )  ( F i g  5 ,  l a n e  1 and 3 
r e s p e c t i v e l y )  and t h e  MgC12 e x t r a c t i o n  ( F i g ,  5 ,  l a v e  2 )  r e l e a s e d  d i f f e r e n t  

amounts of phophol ip id ,  whereas s o l v e n t  E -ex t r ac t  on ly  con t a ined  a  s p o t  a t  Rf 

= 0.14 ( F i g ;  5 ,  l a n e  4 ) .  

In  o r d e r  t o  c o r r e l a t e  o u r  r e s u l t s  t c  those  ob t a ined  by Krakow --  e t  a l .  ( î ) ,  

we a l s o  used t h e i r  e x t r a c t i o n  c o n d i t i o n s .  The a n a l y s i s  by TLC ( s o l v e c t  B )  o f  
3 2 [ P l  phosphate  e x t r a c t  from AnTat 1.1 r e v e a l ~ d  f i v e  l a b e l e d  s p o t s  a t  

r e s p e c t i v e  Rf G.14 ; 0.52 ; 0.61 ; 0.65 and 0.81 r e f e r r e d ,  by Krakow -- e t  a l .  

( 2 )  a s  l i p i d s  C ,  1, J ,  K and m y r i s t i c  a c i d  (NA! r e s p e c t i v e l y  (F ig .  5 ,  l a n e  5 ) .  
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Fig.  4 : T3jn l a y e r  chromatography of so lven t  E-extract  from AnTat 1.1 
[ P l  phosphate labeled  trypanosomes. The p l a t e s  was developed i n  
solvent  A .  (MA) = myr i s t i c  ac id  ; ( D M G )  = dimyris ty l  glycerol  ; 

( P P C )  = lysophosphatidyl chol ine  ; O = o r i g i n  ; F = f r o n t  

Fig. 5 : Thin l a y e r  chromatography analyses of  e x t r a c t s  from L3'pl 
phosphate labeied  trypanosomes. 

Lane 1 : organic phase 1 ; lane  2 : MgCl e x t r a c t  ; lane 3 : organic 
phase I I  ; l ane  4 : solvent-E e x t r a c t  ; 'lane 5 : phospholipids ex t rac ted  
according to  t h e  Krakow e t  a l .  ( 2 )  procedure. 
The p l a t e  was developed 5 s o l v e n t  B ; ( M A )  = myr i s t i c  ac id  ; (DMG) = 
dimyris ty lg lycerol  ; pos i t ions  of t h e  d i f f e r e n t  l i p i d s  a s  r e fe r red  by 
Krakow e t  a l .  ( 2 )  according t o  t h e i r  r e spec t ive  R f .  

A l s o  we found  t h a t  s p o t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  Rf 0.14 anCl 0.65 ( r e l a t e d  t o  

1 i p i d s  C and K.) were  g l y c o s y l a t e d  [ p s i  t i v i  t y  bg s i  l v e r - n i t r a t e  and o r c i n o l  

s u l f u r i c  a c i d  s t a i n i n g s  ( d a t a  n o t  shown)].  T h e s e  r e s u l t s  s u g a e s t e d  t h a t  t h e  

1 i p o p h c s p h o g l y c a n  ( R f  = 0.14),  s e l  e c t i  v e l y  e x t r a c t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  

p r o c e d u r e  o f  O r l a n d i  and Turco  (11) had t h e  same TLC b e h a v i o u r  ( s o l v e n t  8 )  

t h a n  t h e  g l y c o l i p i d  C d e s c r i b e d  by Krakow e t  a l .  ( 2 )  ( F i g .  5 ,  l a n e  4 and  5). 
3 

The HPLC f r a c t i o n a t i o n  o f  s o l v e n t  E - e x t r a c t  o f  [ H I - m y r i s t i c  a c i d  l a b e l e d  

t t .ypanosomes was used  f o r  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  t-LPG ( F i n .  6 ) .  Only  t h e  

peak 4 ( a t  time t = 15 .9  min) c o n t a i n e d  t h e  t-LPG a s  d e t e c t e d  by TLC a n a l y s i s  

( s o l \ l e n t  A ,  Rf = 0 . 6 2 )  o f  t h e  d i f f e r e n t  HPLC f r a c t i o n s  ( d a t a  n o t  shown).  

DISCUSSION 

The r e l a t i o n s h i p  between t h e  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  VSG i n  s o l u t i o n  and t h e  

VSG i n  t h e  t rypanosome s u r f a c e  c o a t  t o  t h e  way i n  which t rypanosonies  evade  t h e  
immune s y s t e m ,  has  become t h e  f o c u s  of i m p o r t a n t  r e s e a r c h e s  and h a s  s t i l l  t o  
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Fig. 6 : P r o f i l e  of [ ' ~ ] - r n ~ r i s t i c  acid solvent E-extract from AnTat 1.1 A 
on Si-60 HPLC column. Ootted l i n e s  reprgsent the UV absorbance p r o f i l e  a t  
206nm. Sol id 1 ines  represent the  [ Hl-myrisi t i c  acid rad ioac t iv i ty  
measured in each f r a c t i o n s  ( l m l ) .  

( P I ,  P E ,  PC ,  SP correspond t o  the e lu t ion  time f o r  standard l i p i d s  
phosphatidyl i n o s i t o l ,  phosphatidyl ethanolamine, phosphatidyl choline 
and sphingomyelin respec t ive ly ) .  

be elucidated (17). Several reports have been suggested that many factors, 

such as N-linked oligosaccharides and/or lipid-containing species are directly 

involved the trypa~osome surface coat assembly and, therefore a structural 

heterogenei ty is found in the different VSG preparations (12). 

In this paper, we report the presence of trypanosomal lipophosphoglycan 

(t-LPG) having electrophoretic and chromatographic properties similar to the 

lipophosphoglycan described for Leishmania donovani Q-LPG. The Q-LPG i s  

becoming the well documented structure (1) and the possibility arises that the 

Q -LPG is involved in important biological functions playing a major role in 
host-parasite interaction : it is proposed that the 2-LPG prevents the 

enzymatic digestions of the parasites by lysosomes of phagocytic cells and it 

i s  also able to stimulate the immune system from patients (9). However, it has 

been recently demonstrated that the 9-LPG is not directly involved in the 

macrophage infection process in vitro (mutant R2D2 of L.donovani lacking its 

LPG) (10). Thus, it is thought that the function of the Q-LPG would be 

rather to occur in the organization of the plasma membrane. 
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Usi ng the  same extract ion and pur i f icat ion procedures than those 

described by Orlandi aiid Turco (11)  f o r  Leishmania ( so lven t  E ex t r ac t i on ) ,  Our 

attempt i s  t o  iden t i fy  a such important molecule f o r  another trypanosomatid 

(T. brucei b ruce i ) .  Although a trypanosomal LPG i s  found t o  rnigrate a t  the R f  

= 0.62 by TLC in 1-propanol/pyridine/water system (so lven t  A ) ,  and, t o  have a 
c h a r a c t e r i s t i c  hehaviour by SDS-PAGE ( M R  10,000 t o  20,000 as  a d i f fu se  band), 

the t - L P G  d i f f e r s  from the 2 -LPG : ( i )  no p rec ip i ta t ion  could be obtained i n  
50% rnethanol preventing the f ina l  pur i f icat ion s t ep  of the  t - L P G  ; ( i i )  the 
t - L P G  i s  a myris ta te  l ip id-containing specie instead of a palmitate ones f o r  

the Q - L P G  (11). 

Furthermore, the TLC analysi s Linder more apol a r  condi t ions  (sol  vent B )  

ind ica tes  t h a t  solvent E-extract (t-LPG) presents a l  so simil i r a r i  t y  t o  

trypanosomal glycol ipid  C described by Krakow --  e t  a l .  ( 2 ) .  This glycolipid C 

compound hss been described t o  have some properties which suggest whether i t  

i s  the immediate VSG anchor precursor o r  whether i t  i s  an intermediate in  the  

pa thway t o  the  f i na l  precursor. However, no fu r ther  i nvest iqat ions  have been 

performed t o  character ize  the s t r uc tu r e  of the  g lyco l ip id  C component. 

Pecently,  a candidate glycolipid precursor has been defined by TLC using 

another kind of rnetabolically labeled trypanosome ex t rac t ion  (18). I t  has been 
3 

assumed t h a t  l1P3 glycolipid" i s  s imi la r  or ident ical  t o  the [ H] myris t i c  

ac id - l ip id  C described by Krakow -- e t  a l .  ( 2 )  and in  agreement with our r e s u l t s ,  

i t  contains myris t ic  acid ,  phosphate b u t  no galactose (18). In any case ,  i t  

rernains of g r ea t  i n t e r e s t  to  determine the  exact nature and function of such 

component. 

On the  other  hand, some preliminary repor ts  show t h a t  immunogenic 

glycol ipids  a r e  a l s c  present in epimastigotes of Trypanosoma cruzi ai?d t h a t  

ant ibodies  aga ins t  spec i f i c  glycol ip ids  in the Trypanosomatidae parasi t e s  

appears t o  be essen t ia l  a n d  a dynarnic pool which wil l  be involved in the 
rnodul a t i o n ,  regul atior; and membrane-association of prote i  ns ,  as well as f o r  

the  "amphitropic proteins" described by B u r n  (20)  as  nerr c lass  of membrane 

pro t e i  ns . 
1 n f u r t h e r  invest igat ions  , we intend t o  undertake the  complete 

pu r i f i c a t i on  by HLPC and extensive s t ruc tura l  analyses of solvent E ex t r ac t  

t - L P G  in order  t o  assess  the existence of a common l ipid-containing s t r uc tu r e  

f o r  a l  1 trypanosomatids. Moreover, i t  must be emphasized on the exact ro ie  of 

glycol ipids  f o r  the protein organization in the trypanosome surface coat. 
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