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La trypanosomiase africaine sévit & ['état endémique en Afrique sub-
équatoriale sous deux formes évolutives : la trypanosomiase ouest-africaine due

a Trypanosoma brucei gambiense, d'évolution chronique et la trypanosomiase

by

est-africaine due a Trypanosoma brucei rhodesiense, d'évolution plus aiglie. En

fait, les différences entre les deux formes ne sont pas toujours aussi
caricaturales. Au deld des "modéles", en effet une situation est souvent décrite,
proche d'un systéme symbiotique, correspondant a une forme "tolérée" jusqu'au
moment d'une expression chronique, sub-aigle ou aiglie aprés plusieurs années
d'incubation silencieuse. La "sensibilité" du sujet, son environnement, jouent

trés certainement dans ce domaine un réle déterminant,
Nous décrirons les phases évolutives classiques de la maladie parasitaire
qui évolue en deux périodes (Labusquiére et coll. 1971 ; Gentilini et Duflot,

1973) : la phase lymphatico-sanguine et la phase de polarisation cérébrale,

1. Phase lymphatico-sanguine

La phase lymphatico-sanguine correspond a la période de dissémination des
parasites dans l'organisme, dissémination qui s'accompagne de I'apparition
d'éléments sémeiologiques et aussi d'un tableau biologique utilisable & des fins
de diagnostic.

a. Symptomatologie clinique

Il est classique de décrire :

- une fiévre, quasi constante, mais modérée (38 - 38,5°C) associée & une
altération d'ailleurs variable de |'état général ;

- des adénopathies localisées, surtout au niveau des territoires cervicaux
et sous-claviculaires ;

- une hépatosplénomégalie modérée ;

- enfin des signes inconstants cutanés a titre de trypanides (10%).

b. Eléments biologiques

L'hématogramme révéle une anémie avec parfois auto-agglutination des
hématies, une hyperieucocytose avec monocytose et plasmocytose. Certains
plasmocytes se tranforment en cellule de Mott, identifiables par le nombre et la
taille des vacuoles qui les caractérisent.



Le protidogramme révéle une augmentation des globulines, particuliére-
ment des IgM, qui atteignent rapidement quatre fois le taux normal chez 95% des
sujets trypanosomés.

Ajoutons la vitesse de sédimentation qui en régle est trés augmentée (100 &
150 mm a la premiére heure).

Si le début de la phase lymphatico-sanguine est comparable pour les formes
aiglies ou chroniques de la trypanosomiase, la période dite de généralisation se
caractérise dans le cas de T.b.rhodesiense par un tableau infectieux beaucoup

plus sévére ou fiévre, trypanides, troubles myocardiques et hépatiques
occupent le premier plan, L'évolution sera sub-aiglie, inexorable, le décés du
sujet intervenant en trois a six mois, sans permettre |'apparition de la seconde
phase, dite phase de polarisation cérébrale qui caractérise I'évolution des formes

chroniques a T.b. gambiense.

2. Phase de polarisation cérébrale ou phase méningo-encéphalitique

Elle se caractérise par une encéphalite mésenchymateuse périvasculaire et
démyélinisante. Seule parmi les éléments de la premiére phase, la fiévre

persiste, et s'ajoutent progressivement des signes neurologiques.

a. Symptomatologie clinique

On décrit selon les sujets :

- des troubles sensitifs précoces avec hyperesthesies profondes ainsi que
des paresthesies : crampes musculaires, névralgies, douleurs radiculaires ;

- des troubles psychiques ;

- des troubles du sommeil d'apparition plus tardive. A leur début, le
rythme nycthéméral est souvent inversé. Plus tard, le trypanosomé entrera dans
un état d'hébétude permanent, d'ou le nom de Maladie du sommeil donné a Ia

trypanosomiase humaine africaine :

-~ des troubles moteurs (tremblements, crises consulsives) :

- des troubles endocriniens traduisant I'atteinte de I'axe diencéphalo-
hypophysaire : troubles de la régulation thermique et de Ila soif ;
perte de la libido, aménorrhée ; stérilité ; insuffisance thyroidienne.



b. Eléments biologiques

- Le sang peut a ce stade étre dépourvu de trypanosomes circulants, La
plasmocytose signalée en premiére période est atténuée, le taux d'IgM reste
toutefois élevé,

- Le liquide céphalorachidien (LCR) est anormal, on y trouve des
lymphocytes en nombre et parfois des cellules de Mott. On note la présence
d'IgM, caractéristique de la maladie lorsque son taux atteint 10% de |la
protéinorachie. La présence de trypanosomes dans le LCR a été signalée mais la

mise en évidence des parasites est délicate.

En absence de traitement,vle malade atteint par T.b. gambiense s'achemine

vers une cachexie sommeilleuse progressive et bientét terminale ; le sujet
devient inexpressif, indifférent, décharné, grabataire, et sombre dans un coma
au cours duquel il décédera emporté le plus souvent par une infection

intercurrente.

La figure 1 shématise le tableau clinique et biologique de Ia
trypanosomiase. Notre présentation en introduction de ce mémoire ne fait que
brosser a8 grands traits des éléments séméiologiques de la maladie qui sont
'expression du dialogue, du conflit entre le sujet infesté et le parasite.

Deux cadres ont retenu notre attention :

- celui du dysfonctionnement endocrinien

- celui du déficit immunitaire
lls concernent tous les sujets et nous avons recherché si leur apparition, leur
expression, et leur intensité ne pouvaient étre rapprochées de la microbiologie
de surface du parasite, véritable élément du dialogue entre le trypanosome et le

sujet infesté,



SYMPTOMATOLOGIE DE LA TRYPANOSOMIASE
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A. PHYLOGENIE (Hoare, 1972)

Dans la vaste branche des protozoaires flagellés, les trypanosomes africains
appartiennent au genre Trypanosoma, dont la caractéristique principale est de

présenter au moins une fois au cours du cycle parasitaire des formes
trypomastigotes, la forme trypomastigote se définissant par ['existence d'une
membrane ondulante formée d'une expansion cytoplasmique limitée par le flagelle
(Fig. 2) (Lumdsen, 1974),

Les trypanosomes africains (section salivaria) se distinguent de Ileur
homologues américains (section stercoraria) par I'hte intermédiaire et le mode
de transmission faisant intervenir un diptére du genre Glossina (mouche
Tsé-Tsé). La classification originelle de Hoare divisait les T. africains du
sous-genre Trypanozoon en fonction de nombreux critéres (morphologiques,

géographiques, hoétes), chaque espéce se rapportant & une maladie
T. brucei brucei (nagana chez I'antilope), T. brucei evansi (surra chez le

chameau), T. brucei equiperdum (dourine chez le cheval), T. brucei gambiense

et T. brucei rhodesiense {maladie du sommeil chez ['Thomme). Les deux derniéres

sous espéces se distinguent par leur aire géographique, leur spécificité d'héte
et nous l'avons vu la symptomologie qu'elles déterminent chez ['homme. La
classification d'Hoare a été en partie simplifiée et I'on parle a I'heure actuelle
par exemple de T. evansi et T. equiperdum.

La sous espéce T.b.brucei étant trés proche des espéces pathogénes chez
'homme, et présentant une grande facilité d'adaptation sur rongeurs, constitue

I'outil idéal d'approche biologique de la maladie.

B. CYCLE EVOLUTIF (Vickerman 1985) (Fig. 3)

Le cycle débute par I'inoculation lors du repas sanguin de la mouche
Tsé-Tsé de formes métacycliques des trypanosomes présents dans les glandes
salivaires. Ce cycle évolutif pour les parasites africains se déroule entiérement
dans le sang et la lymphe ce qui n'exclut pas I'invasion d'autres tissus
(ganglions, rate, testicule, liquide céphalorachidien). Les parasites sont
extracellulaires et se multiplient par division binaire. L'évolution sanguicole se
caractérise morphologiquement par une évolution progressive de formes longues
et fines & forte capacité de division (slender) vers des formes trapues ne se
divisant pas mais étant seules infestantes pour la mouche (stumpy). Les
parasites sont ingérés par celle-ci et y subissent de nombreuses transformations



DIFFERENTES MORPHOLOGIES DEVELOPPEES PAR LES TRYPANOSOMATIDES (LUMDSEN 1974)

(a) amastigote, (b) choanomastigote, (c) promastigote,(d) ophistomastigote,
(e) épimastigote, (f) trypomastigote, (g) (h) (i) sphaeromastigotes.

Figure 2
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en traversant différentes régions, de l'intestin moven aux glandes salivaires ou
ils adoptent la forme métacyclique infestante pour le mammifére, Aprés
I'ingestion des parasites, la mouche ne devient infestante que 15 jours & 3
semaines plus tard. Seule la forme métacyclique posséde en surface le
"manteau", support de la variation antigénique, manteau qui est présent sur

toutes les formes sanguicoles.

C. LA VARIATION ANTIGENIQUE

Introduction

La variation antigénique constitue dans le mode parasitaire, la meilleure
stratégie d'échappement au systéme immunitaire de I'héte. Le principe d'une
variation biologique au cours de la trypanosomiase a été compris dés le début
du siécle, mais c'est beaucoup plus tard que l'on a localisé en surface
parasitaire |'élément variable, constitué d'un manteau de 15 nm d'épaisseur
recouvrant la totalité du trypanosome (Vickerman, 1969). Ce manteau de surface
résulte de ['assemblage d'une glycoprotéine appelée par la suite Antigéne
Variable de Surface (AVS) qui sera initialement purifiée et caractérisée par
Cross (1975).

a. PrinciEe

L'injection d'une population parasitaire exprimant le méme AVS1 (clone 1) a
un animal immunocompétent provoque un premier pic de parasitémie ot tous les
trypanosomes expriment I'AVSI. Le systéme immunitaire de I'animal tue Ila
plupart des parasites, mais il suffit qu'un seul exprime un autre AVS (AVSZ)
de définition antigénique différente, pour que la parasitémie augmente a
nouveau formant alors la seconde vague infestante (Fig. 4).

b. Mécanisme

Les génes de I'AVS représentent 10% du potentiel génomique du parasite
(Van der Ploeg et coll. 1982) et sont aussi susceptibles de s'exprimer sous la
forme d'hybrides de génes différents (Pays et coll. 1983a) ce qui augmente
encore considérablement le répertoire antigénique possible en surface

parasitaire. Pour qu'ils soient transcrits les génes doivent se situer & proximité
d'un télomére, et leur expression nécessite alors certains réarrangements : la



VARIATION ANTIGENIQUE LORS D'INFECTIONS A T.b.rhodesiense
(d'aprés DONELSON 1988)
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plupart des génes sont localisés a I'intérieur des chromosomes et sont tout
d'abord dupliqués en un géne ELC (expression linked copy) qui est ensuite
transposé dans un site télomérique d'expression. Les autres génes télomériques
peuvent aussi subir la duplication/transposition, ou un échange de segments
avec une autre région télomérique (Fig. 5). Notons que la présence d'autres
génes, les ESAG (expression site associated genes) codant pour des protéines
de réle indéterminé, semble nécessaire a I'expression des génes ELC (Pays,
1988).

Deux mécanismes sont a ['origine de la variation antigénique : le premier a
pour but ['élimination fonctionnelle du géne "ancien" par conversion,
recombinaison ou mutation ponctuelle ; le second est ['activation in situ du géne
"nouveau". Indépendamment de la maniére avec laquelle la transcription a été
activée, il y a une expression préférentielle d'antigénes donnés. En effet,
l'activation des ELC n'est pas due au hasard, et il a été montré que la
succession des types antigéniques était plus ou moins constante pour une
souche donnée (Capbern et coll. 1977). Les facteurs conduisant a ['expression
sont multiples :

- la nature de I'antigéne présent en surface : le changement ne doit pas
perturber la cohésion du manteau, ce qui nécessite des structures proches
entre les deux antigénes ;

- le degré de multiplication des trypanosomes : il dépend du type
antigénique d'ol une sélection possible ;

- la nature des anticorps circulants ;

- essentiellement l'environnement du géne, sa localisation, son orientation :
les antigénes tardifs sont codés par les génes internes ; la précocité relative
d'expression des génes internes dépend du degré d'homologie avec le site
d'expression (Pays, 1988).

Au total, la variation antigénique n'est probablement pas le résultat d'un
seul "déclic" mais le jeu de nombreux facteurs interactifs qui favorisent une
expression séquencée des génes (Boothroyd, 1985).

La possibilité d'adaptation d'un parasite sera fonction de la relation avec
I'héte infesté, cette relation aura

- pour l'infesté un objectif : limiter le développement du parasite

- pour le parasite : utiliser les réponses de I'hdte & son profit.

Le premier domaine concerné est le systéme immunitaire de I'hote qui sera
désactivé et rendu pratiquement inopérant, le second grand systéme de
régulation profondément affecté étant le systéme endocrinien.
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MECANISME DE LA VARIATION ANTIGENIQUE (d'aprés DONELSON 1988)
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A. INTRODUCTION

La "trypanotolérance" est un concept qui fait intervenir dans le relationnel
hote-parasite différents aspects. L'efficacité d'adaptation d'un parasite donné
chez un héte donné dépendra en effet de critéres de spécificité entre les
espéces ou au sein méme des espéces. La réponse immune et par voie de
conséquence l'immunosuppression s'inscrivent dans ce concept de spécificité.
Avant de décrire ['état actuel des connaissances sur le phénoméne et ses

mécanismes, nous le resituerons dans le contexte de la trypanotolérance.

1. Spécificité inter-espéces : la résistance non immune

La spécificité entre les espéces intervient au niveau du parasite, de I'héte
intermédiaire et de I'héte définitif (Hoare, 1972) (Baker 1974)., Par exemple
Trypanosoma brucei gambiense, est transmis préférentiellement par Glossina

palpalis, et se développe essentiellement chez I'homme.
Clest surtout par des mécanismes non immuns qu'est controlée cette
spécificité. Chez l'insecte ot récemment Maudlin et Walburn (1988) ont montré

que les mouches résistantes aux espéces T. congolense et T.b. brucei se

débarassent du parasite par agglutination lectinique dans l'intestin, alors que ce
processus est aboli chez la mouche sensible en raison de I'existence de
glucosamine libre reconnue par la lectine parasitaire ; chez I'héte définitif, la

trypanolyse de l'espéce T.b. brucei par le sang humain a fait l'objet de

nombreuses études. Rifkin en 1978 attribue la résistance & un facteur
trypanocide associé aux lipoproteines de haute densité (HDL). Le résultat est
étayé par le fait que le sang de patients atteints de la maladie de Tangier,
caractérisée par un déficit en HDL, ne contient pas l'activité trypanocide. Le
méme auteur (1983, 1984) précise l'action du facteur trypanocide en montrant
que la fluidité membranaire du manteau de surface est un élément déterminant
dans l'interaction des HDL avec la membrane plasmique, cette interaction
provoquant des perturbations dans la perméabilité cellulaire qui aboutissent a la
lyse osmotique des parasites. Cependant, Rifkin n'a pu démontrer directement
I'existence de processus d'interaction. Ces processus ont été décrits par Gillett
et Owen (1987) qui postulent que les HDL se fixent sur les parasites de maniére
saturable par ['intermédiaire de I'apolipoproteine A, ou insaturable par
l'lintermédiaire de ['apolipoprotéine E. Des études biochimiques récentes du
facteur trypanocide ont donné des résultats contradictoires : Hadjduck et coll.
(1989) montrent que le facteur appartient 3 une sous population HDL de masse
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moléculaire 490kd, contenant les apolipoprotéines Al All Cl Cll et ClV, ainsi
que d'autres protéines essentielles dont I'activité est inhibée par les agents
réducteurs. De plus, ils suggérent que la lyse par ces protéines se produit par
un mécanisme d'endocytose. Barth (1989) utilise d'autres techniques de
purification et localise ['activité trypanolytique dans un complexe protéique de
haut poids moléculaire (> 1000kd) ne contenant pas de HDL.

2. Spécificités au sein des espéces : la résistance immune

Des souches de parasites différent par leur virulence pour un méme héte,
c'est le cas par exemple de différentes souches de T, b.brucei pour la souris.
Mais méme chez la souris, un clone parasitaire s'exprime différemment en
fonction de la lignée animale choisie (Black et coll. 1983a ; Black et coll. 1983b
; Roetlans et Pinder, 1987, Degee et coll. 1988 ; Seed et Sechelski, 1989).
Dans le cas de sensibilité élevée, I'h6te ne peut juguler l'infection et meurt
rapidement. A l'inverse, ['h6te peut résister a l'aide de son systéme
immunitaire, et le parasite utilise ses mécanismes "d'échappement" que sont la

variation antigénique et l'immunosuppression.

Avant d'envisager I'exposé des connaissances actuelles des mécanismes
"anti immunitaires" des parasites, nous résumerons dans le chapitre suivant les

éléments indispensables a leur compréhension.

B. LE SYSTEME IMMUNITAIRE

1. organisation de la réponse immunitaire

Un élément étranger pénétrant dans un organisme provoque cet organisme et
sollicite son systéme immunitaire, systéme dont ['efficacité sera ['acquisition
d'une immunité facilitant I'élimination, le rejet de l'agent d'agression.

Différentes étapes cellulaires et humorales sont nécessaires. Selon un
schéma classique, le macrophage sera le premier a intervenir pour capter et

transformer ['élément antigénique dont il présente en surface des fragments
immunogénes, aux lymphocytes Tu helper (LTh). Le LTh, par le biais
d'interactions  cellule/cellule et/ou par [l'intermédiaire de médiateurs

(interleukines), pourra alors “aider" les lymphocytes (LB) qui reconnajtront
I'antigéne par leurs anticorps de surface. Les LB pourront alors se transformer
en plasmocytes producteurs d'anticorps spécifiques et aussi en cellules
mémoires. Le LTh pourra également stimuler les lymphocytes T8 cytotoxiques
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(LTc) qui sont également capables de reconnaitre ['antigéne par exemple 3 la
surface de cellules. La destruction de la cellule, du microorganisme, du parasite
pourra alors se faire par divers mécanismes faisant intervenir les macrophages,
les lymphocytes cytotoxiques, les anticorps, les opsonites et le complément,
directement ou associés (Wakelin 1984),

L'organisation de ce systéme repose sur les processus interactifs que sont
la présentation de I'antigéne aux lymphocytes T et les activations par les
lymphokines et les monokines. (Fig. 6)

2. Présentation des antigénes aux lymphocytes T

a. Principe

La reconnaissance de l'antigéne par les lymphocytes T est une étape
essentielle dans le déclenchement du systéme immunitaire. Elle nécessite
I'intervention de cellules présentatives d'antigéne (CPA) qui sont dans le cas
des LTh, essentiellement les macrophages, les LB et les cellules dendritiques,
alors que toutes les cellules nuclées peuvent remplir cette fonction pour les
LTc. Cette différence tient au fait que la plupart des LTh reconnaissent les
antigénes associés au complexe majeur d'histocompatibilité de type 11 (CMHII)
alors que la plupart des LTc reconnaissent les antigénes associés au CMHI. En
général, les antigénes exogénes sont associés au CMHI| et les antigénes associés
au CMHI sont des protéines synthétisées par des cellules cibles. Une fois dans
la cellule présentatrice, [I'antigéne est généralement protéolysé par des
lysosomes.

La reconnaissance repose sur trois principes :

- les LT reconnaissent les antigénes peptidiques, et pas les antigénes
glycanniques ;

- c'est [l'association antigéne/CMH qui contréle génétiquement la réponse,
les génes de la réponse immune déterminant la spécificité ;

- l'immunodominance induit un choix préférentiel de la réponse pour un
antigéne donné ou a3 quelques-uns des nombreux sites antigéniques potentiels
d'une molécule.



- 15 -

ORGANISATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE (DEGOS 1989)

Information

fiitre et transmission a
4 4 g
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- A. Réponse immunitaire spécifique de 1'antigéne faisant intervenir une
reconnaissance cellulaire entre les macrophages, les lymphocytes T4, 1ymphocytes
T8 et lymphocytes B.

- B. Amplification non spécifique de la réponse immunitaire faisant
jntervenir les interleukines : interleukine 1 (IL-1), interleukine 2 (IL-2)
interleukine 4 ou facteur de croissance des lymphocytes B (BCGF), facteur de
différenciation des lymphocytes B (BCDF), facteur de stimulation des lymphocytes
8 (BSF), facteur d'activation des macrophages (MAF) ou inteferon gamma (Iﬂizl

- C. Présentation de 1'antigdne par les molécules du complexe majeur

d'histocompatibilité. Classe I, présentation de la cellule cible au lymphocyte
T8. Classe II, présentation du macrophage au lymphocyte T4.

Figure 6
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b. Mécanismes de reconnaissance (Bensussan 1988)

Le récepteur situé en surface des LT humains comprend deux
glycoprotéines essentielles o{ et  associées & un complexe moléculaire (CD3).
Les deux glycoprotéines sont reliées par un pont disulfure et ont des
structures proches de celles des immunoglobulines. La spécificité est liée a
'existence de chaines variables. A ce systéme de reconnaissance, s'ajoutent des

molécules d'adhésion non spécifique ; LFA1, CDq et CD Ces deux derniéres

8.
définissant les deux sous populations de lymphocytes T (Fig. 7).

Suite a cette reconnaissance, la transduction des LT est déclenchée, elle
fait intervenir a l'origine une phospholipase C et en fin de chaine une protéine-

kinase C qui active toute une série de mécanismes par phosphorylation. (Fig. 8).

3. Lymphokines et monokines

a. Fonctionnement (Fig. 6B)

Ces médiateurs chimiques comprennent des interleukines et certains types
d'interférons. Les macrophages sécrétent l'interleukine 1 (IL-1) qui agit sur les
lymphocytes T helper en stimulant entre autres, la production d'interleukine 2
(IL-2) et l'expression des récepteurs de I'IL-2. L'interleukine-2 agit sur les
cellules T pour faire proliférer les cellules préalablement activées par le
signal antigéne/ CMH. L'IL-2 active aussi les lymphocytes B. Les cellules T
produisent également des Iymphokines actives sur les cellules B (B cell
stimulating factor (BSF), IL-&% ou B cell growth factor (BCGF), B cell
différentiating factor (BCDF}), ou sur les macrophages (!nterferon ¥) (IFN¥)
ou Macrophage activating factor (MAF). Les deux principaux médiateurs IL-1 et
IL-2 ont été trés étudiés et décrits au plan structural.

b. IL-1 (revue de Strober et James, 1988)

L'IL-1 est un peptide de masse moléculaire 15 kd qui existe sous forme de
deux molécules (IL-1Xet IL-19), entités moléculaires qui pour IM"ML-1d est
ancrée dans la membrane alors que I'IL-1p3 est une forme secrétée. L'IL-1, en
dehors des macrophages, est sécrétée par de nombreux types cellulaires
(kératinocytes, astrocytes, cellules gliales), elle agit par des récepteurs de
haute et faible affinité qui font intervenir une activité protéine-kinase C. Les
multiples effets de I'lL-1 peuvent é&tre directs ou indirects par libération de
médiateurs secondaires comme, par exemple, la protaglandine 2 (PGEZ). En
dehors de son réle déja évoqué dans le systéme immunitaire, I'IL-1 est un
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RECONNAISSANCE DE L'ANTIGENE PAR LES LYMPHOCYTES T SUR LES CELLULES
EXPRIMANT LE COMPLEXE MAJEUR D'HISTOCOMPATIBILITE DE TYPE I (CMHI)
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TRANSDUCTION DE LA RECONNAISSANCE DES
LYMPHOCYTES T (BENSUSSAN 1988)
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- A : reconnaissance par le récepteur T ( TRa, TRB, CD3) de 1'antigéne et
du complexe majeur d'histocompatibilité (Ag, CMH).

- B : transduction du signal : activation de la phospholipase C (PLC) ;
c1iVage du phosphatidylinositol triphosphate (PIP3) en inositol-triphosphate
(I1P3) et diacylglycerol (DG).

- C : activation de 1a protéine kinase C (PKC) par 1'ensemble protéine G,
PLC, DG, phospholipides (PL) en présence de calcium (Ca2+).Pi : phosphore
inorganique, et ses cibles présomptives.

Figure 8



- 19 -

médiateur important de l'inflammation et on lui trouve aussi une responsabilité
dans les coordinations : réponse immunitaire et hormono-régulation

hypophysaire.

c. IL-2 (Smith, 1988)
C'est une glycoprotéine de masse moléculaire 15,5 kd dont la structure

tertiaire se caractérise par I'existence d'un pont disulfure entre les résidus
aminoacides en position 58 et 105 (Fig. 9), pont intrachaine essentiel au plan de
l'activité biologique de la molécule. Le récepteur de I'IL-2 est constitué d'une
molécule de 75 kd d'affinité intermédiaire et d'une molécule de 55 kd de faible
affinité. Cependant la premiére molécule est essentielle car elle seule, peut
stimuler la prolifération lymphocytaire (Fig. 9).

Les lymphocytes quiescents ne produisent pas d'IL-2 et surtout sont
insensibles @ I'lL-2 exogéne. Un signal émanant de Ila stimulation antigénique
provoque la stimulation des génes codant pour I'IL-2 et le récepteur de I'IL-2.
Si l'antigéne est éliminé, la transcription des deux génes s'arréte.

Cette description succinte du systéme immunitaire montre son extréme
complexité et la quantité des phénoménes interactifs qui assurent son efficacité.
Les mécanismes précis d'intervention du trypanosome au niveau du systéme
immunitaire sont encore peu connus. Toutefois I'immunosuppression est de regle
et représente une des causes du développement parasitaire chez le sujet infesté.

C. REPONSE IMMUNITAIRE ET TRYPANOSOMIASE

1. La réponse immunitaire lors de l'infection

La diversité du stock antigénique des trypanosomes -~ plusieurs centaines
de variants distincts par leurs antigénes de surface - ne permet pas a [|'héte
infesté d'acquérir une immunité capable d'assurer ['élimination du parasite et
d'empécher le développement des vagues parasitaires successives qui

caractérisent la trypanosomiase chronique ou sub-aigie a T.b. gambiense chez

I'homme ou T.b. brucei chez l'animal.

a. Production d'immunoglobulines

L'infestation provoque une production accrue d'immunogliobulines dont la
plupart ne sont pas spécifiques des antigénes de surface du trypanosome et
sont donc inefficaces pour limiter l'infection (Goodwin, 1974). Une faible part
des IgM consiste en des anticorps agglutinants, neutralisants et lytiques des
antigénes de surface (De Raadt, 1974). L'AVS est lui-méme immunogéne et peut
apporter une protection spécifique vis-a-vis du clone (Cross, 1975). On trouve



STRUCTURE TERTIAIRE DE L'INTERLEUKINE-2

ET ORGANISATION DU RECEPTEUR DE L'IL-2
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aussi des 1gG formant des complexes immuns avec des antigénes "communs" (De
Raadt, 1974) ainsi que des auto-anticorps (Goodwin, 1974) responsables en
partie de la pathologie de l'infection (Jenkins et Facer, 1985).

La production d'anticorps est probablement liée a la différenciation des
parasites. En effet, partant de I'observation que les souches monomorphes
(constituées de formes slender a forte capacité de division) provoquent une
infection aiglie sans production d'anticorps, Sendashonga et Black (1982)
montrent que ['élimination de la premiére vague d'une population pléomorphe
(slender + stumpy a faible capacité de division) est due & la présence
d'anticorps dirigés contre I'AVS en situation membranaire, accompagnés
d'anticorps non spécifiques. Les réponses seraient induites par des fragments
de formes stumpy dégénérescentes. Le fait que la distribution pléomorphe/
monomorphe soit aussi dépendante du type d'héte, conduit Morisson et coll.
(1985) a expliquer les résistances génétiques relatives par la capacité de I'héte

a stimuler la différenciation des formes slender en formes stumpy.

b. Réle des immunoglobulines

Le rble essentiel des immunoglobulines reste I'élimination des parasites. En

comparant I'effet de plusieurs souches de Trypanosoma brucei de virulence

différente, Sacks et coll. (1980) ont clairement démontré que ce sont les IgM
qui contrdlent [l'infection. La trypanolyse immune orchestrée par les Ig se fait
par :

1) le complément (Nielsen, 1985 ; Roetlans et Pinder, 1987)

2) la stimulation de la phagocytose par les macrophages (Nielsen,
1985 ; Morrisson et coll. 1985, Ruragirwa et coll. 1986 ; Mulla et Rickman,
1988)

3) effet direct (Mulla et Rickman, 1988).

Cependant, étudiant la proportion relative des formes slender et stumpy au
cours de I'infectibn, Seed et Sechelski (1987) postulent que les anticorps, en
diminuant le nombre de parasites, permettent a I'hote de rétablir les conditions
favorables au retour des formes slender, transposables en formes stumpy, en
quantité alors suffisante pour permettre la transmission du parasite. De plus,
en éliminant les parasites, les anticorps augmentent le temps de survie de
I'hdte, et donc la transmissibilité potentielle de la population parasitaire. Ainsi,
les anticorps développés par ['h6te seraient utiles & la pérennisation des
trypanosomes.



- 22 -

2, L'immunosuppression

Introduction

L'immunosuppression est un des moyens essentiels dont dispose le
trypanosome pour assurer sa survie chez ['héte infesté. Le phénoméne a été
observé dés 1972 (Coodwin et coll.), mais c'est Sacks et coll. en 1980, qui
mettent clairement en évidence le concept. Les auteurs étudient I'immuno-
suppression par un suivi de la production d'immunoglobuline, chez des souris
infestées par 4 souches de T.b., brucei de virulence croissante. Leurs

résultats indiquent que, si la production d'lgG a une stimulation antigénique
hétérologue est systématiquement déprimée, la dépression de la production d'IgM
a la méme stimulation est d'autant plus importante que la souche est virulente
(Fig. 10).

a. Principe

Les sujets infestés par les trypanosomes africains perdent trés rapidement
leur capacité a répondre a une sollicitation antigénique qu'elle soit hétérologue
ou homologue. En effet, Goodwin et coll. en 1972, injectent des hématies de
mouton a des souris et des lapins infestés par T. brucei et observent que,
comparés aux contrdles, les animaux parasités produisent des taux beaucoup
plus faibles d'immunoglobulines. Par une technique semblable, Hudson et coll.
(1978) montrent que l'effondrement concernant IgG et IgM, se produit dés le
troisiéme jour d'infestation, et fait suite a une légére augmentation de la
production d'lg (Fig. 11}, Chez I'homme, les premiers résultats directs montrant
'immunosuppression datent aussi des années 70 ou Greenwood et coll. (1973)
observent une baisse de réponse immunitaire de patients atteints de

trypanosomiase & T. gambiense, sollicités par sensibilisation dermique et

immunisation a l'aide d'antigénes bactériens.

La réponse des animaux a une sollicitation antigénique homologue a été
étudiée par Gasbarre et coll. (1981) qui pratiquent une injection sous-cutanée
de T.b. brucei a des souris et analyse l'effet des mémes trypanosomes en

culture par la prolifération de lymphocytes ganglionnaires des animaux
immunisés. lls démontrent que ces lymphocytes récupérés trois semaines aprés
I'immunisation ne sont plus capables de proliférer en présence de parasites.
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EFFET DE L'INFESTATION PAR T.b.brucei SUR LA REPONSE
IgG IgM DE SOURIS IMMUNISEES PAR DES HEMATIES DE MOUTON
(HUDSON ET COLL 1978)

a Jb
10%]
ST
. t
Anticorps 10°7 * t }
par rate &\
L]
10 \
10°]
10*]Controle 1Contrdle
101234567 -101234567

jour d'immunisation par rapport
au jour d'infestation

a IgM
b IgG

Figure 11



- 25 -

b. Mécanisme
De nombreux mécanismes impliqués dans I|'immunosuppression ont été

proposés.

* Stimulation des lymphocytes B

Hudson et coll. (1976) constatent que les lymphocytes B de- souris
infestées produisent une grande quantité d'igM quel que soit le type d'antigéne
utilisé pour le test. Cette absence de spécificité conduit les auteurs a suggérer
que l'infection par les trypanosomes induit une activation polyclonale des
lymphocytes B, qui provoque I'épuisement du systéme et donc ['immuno-
suppression, Corsini et coll. (1977) arrivent aux mémes conclusions mais
ajoutent la probable intervention de cellules suppressives.

* Existence de cellules suppressives

Corsini et coll. (1977) réalisent des cuitures de cellules spléniques de
souris infestées par T.b. brucei. Par des techniques de déplétion sélective des
macrophages et des lymphocytes T, et en ajoutant des macrophages d'animaux
infestés 38 des cultures de cellules d'animaux sains, ils démontrent |'existence
de lymphocytes T et de macrophages suppressifs.

Wellhausen et Mansfield (1979, 1980) travaillent sur des souris infestées
par T. rhodesiense et montrent, également par techniques de mise en présence

de cellules d'origine différente, la responsabilité des macrophages suppresseurs
au niveau de la rate, siége initial de !'immunosuppression, mais n'intervenant

pas au niveau des ganglions.

* Dysfonctionnement des lymphocytes T

Par des études d'immunisation de souris infestées, immunisation réalisées
avec des antigénes faisant intervenir ou non les lymphocytes T (respectivement
les hématies de mouton et le polysaccharide Sll de pneumocoque), Freeman et
coll. (1973) montrent que la suppression touche la réponse anticorps
thymodépendante alors que la réponse anticorps thymoindépendante et la
réponse cellulaire thymodépendante sont peu affectées. Les auteurs suggérent
alors que le systéme cellulaire n'est pas altéré individuellement, mais que ce
sont des processus interactifs intercellulaires qui sont touchés.

Ce type d'étude sera repris plus en détail par Mansfield et Bagasra (1978)
qui suivent ['évolution des deux types de réponses au cours d'une infestation
chronique par T.b. rhodesiense. lls constatent que la réponse aux antigénes

thymoindépendants est en réalité exarcerbée pour s'effondrer en fin
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d'infestation. Ils suggérent alors que la suppression touche essentiellement les
cellules T helper et les cellules T suppresseur.

Le fonctionnement des lymphocytes T a été par ailleurs étudié sur le plan
des lymphokines et des monokines. Askonas et Bancroft (1984) stimulent des
macrophages périphériques de souris infestées par une souche trés virulente de
T.b. brucei, et analysent la production d'IL-1. lls constatent une augmentation
importante de la production de monokines par les macrophages d'animaux
infestés. Des résultats inverses sont proposés par Mitchell et coll. (1986) qui
utilisent la méme approche technologique et dosent I'IL-1 produite par les
macrophages péritonéaux,v spléniques et alvéolaires de souris infestées par
Trypanosoma congolense. lIs dosent sur les mémes animaux I'lL-2 produite par

les splénocytes stimulés par la Concanavaline-A et constatent également une
baisse importante de la production de Ila Ilymphokine. La diminution de
production d'lL-2 par les lymphocytes T de ganglions de souris infestés par
T.b. brucei AnTat 1.1E a fait l'objet de nombreuses publications par Sileghem
et coll. en 1986, 1987 et 1989. Ces auteurs montrent tout d'abord que la baisse
de production est provoquée par des cellules suppressives co-purifiées avec une
population enrichie en macrophages, mais qu'il est possible de restaurer la
production par addition d'lIL-2 exogéne. De plus, l'expression du récepteur
d'IL-2 est aussi déprimée., La notion de cellules suppressives de type
macrophage, a aussi été évoquée. En utilisant I'indométhacine, agent bloquant la
synthése des prostaglandines, il est en effet démontré que la diminution de
production d'IL-2 est provoquée en partie par un mécanisme protaglandine
dépendant, processus qui n'intervient pas au niveau de ['expression du

récepteur.

c. Recherche de constituants parasitaires actifs

Les effets multiples de [I'infection sur ['h6te soulévent la question
concernant la nature des constituants parasitaires actifs ainsi que leur mode
d'action : agissent-ils directement ou par l'intermédiaire de cellules
spécifiques ?

Certains auteurs n'ont pas observé d'effet du matériel parasitaire sur des
cellules immunitaires normales, que ce soient les extraits antigéniques bruts
(Mansfield, 1978) ou les constituants de surface, en particulier I'AVS (Corsini
et coll. 1977 ; Askonas et Bancroft, 1984). D'autres auteurs ont montré que
certains constituants parasitaires pouvaient provoquer I'immunosuppression
(Clayton et coll. 1979) et surtout pouvaient avoir un effet stimulateur. Cet effet
pouvant d'ailleurs constituer, d'aprés Hudson et coll. (1976) et Corsini et coll.



(1977), une des facettes du mécanisme immunosuppressif.

Clayton et coll. {1979) montrent que l'injection de fractions membranaires de
parasites mime [|'immunosuppression provoquée par les mémes parasites vivants
ou morts, mais intacts.,

L'effet immunostimulateur a été démontré la premiére fois par Esuruoso en
1976, qui utilise des extraits bruts de T. brucei en culture de cellules
spléniques normales et constate que I'extrait stimule de maniére significative la
prolifération lymphocytaire. Une étude in vivo est menée par Gasbarre et coll.
(1980), qui réalisent sur souris un "conditionnement" par injection sous-cutanée
de trypanosomes et, aprés mise en culture des lymphocytes ganglionnaires en
présence de parasites vivants, observent I'augmentation de prolifération. Ce
type d'étude est repris par Charoenvit et coll. (1981) et Campbell et coll. (1982)
qui utilisent des extraits parasitaires de T.b, rhodesiense (respectivement par

lyse osmotique et par lyophylisation). Les lymphocytes spléniques des souris
immunisées présentent aussi une forte capacité proliférative en présence des
extraits initiaux. Cependant, les auteurs n'observent pas de comportement
analogue avec les cellules d'animaux infestés. Enfin, Diffley, en 1983, injecte
I'AVS purifié de T.b. rhodesiense et T.b. brucei (purification par

chromatographie d'échange d'ion et lectinique) & des souris, et décrit une
splénomégalie provoquée par la prolifération des cellules nulles, lymphocytes B
et T et de macrophages. lls montrent aussi que l'immunisation ne modifie pas la
réponse des lymphocytes a la Con-A et au LPS.

CONCLUSION

L'immunosuppression observée au cours des trypanosomiases africaines
expérimentales est le fait de plusieurs mécanismes qui font intervenir toutes les
populations cellulaires du systéme immunitaire ainsi que leurs médiateurs. Les
macrophages jouent probablement un réle essentiel dans ces mécanismes,
intervenant notamment au plan de la production d'lIL-2 et de l'expression de son
récepteur. Un des éléments importants est aussi la stimulation "anarchique" des
lymphocytes B. Le réle des constituants parasitaires a8 ce niveau et plus
généralement sur ['immunodysfonctionnement n'est pas clairement déterminé. Il
semble néanmoins qu'il puisse co-exister chez le parasite des constituants
initialement lymphostimulateurs dont I'AVS, et des constituants inhibiteurs.

L'immunosuppression liée a la trypanosomiase n'est pas une exclusivité des
trypanosomes africains, et la responsabilité des lymphokines a été démontrée
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chez d'autres expéces : Leishmania major (Cillari et coll. 1986), Leishmania

donovani (Reiner et coll, 1983) et surtout Trypanosoma cruzi (Harel-Bellan et
coll. 1983 ; Tartelton et Kuhn, 1984 ; Rottenberg et coll. 1989).
Un autre élément tout-a-fait essentiel aujourd'hui est le lien au plan

biologique entre les deux systémes, immunitaire et endocrinien chez un sujet.
Le fait est reconnu et appuyé par de nombreuses études expérimentales publiées
cette derniére décennie (revue de Weigent et Blalock, 1989). Ces études font
apparaitre qu'il existe entre les deux systémes une communication
bidirectionnelle (Fig. 12)

- les cellules du systéme immunitaire sont capables de synthétiser,
spontanément ou plus souvent suite a8 un stimulus bactérien, viral, lectinique ou
hypothalamique, des hormones peptidiques biologiquement actives
(corticotropines, endotropines, thyrotopines, gonadotropines, hormone de
croissance, prolactine, hormone lutéinisante) ;

- la synthése et la régulation de ces hormones sont comparables @ celles
observées dans les cellules endocriniennes avec des retrocontrédles positifs et
négatifs ;

- les cellules du systéme immunitaire possédent aussi des récepteurs pour
la plupart de ces peptides, récepteurs bien caractérisés sur le plan moléculaire,
et analogues a ceux décrits dans le tissu endocrinien ;

- les hormones endocriniennes peuvent moduler la fonction immune au
niveau des macrophages, lymphocytes T et B et cellules nulles (mitogénicité,
synthése d'anticorps, production d'interféron, phagocytose, cytotoxycité) ;

- enfin, les lymphokines (interféron, interleukines 1 et 2, thymosines)
peuvent agir sur le tissus endocrinien, notamment au plan de la synthése
d'ACTH et des endorphines, ainsi que la libération d'hormone lutéinisante.

Ainsi les hormones peptidiques produites par les cellules du systéme
immunitaire jouent-elles au moins sur deux fronts, en régulant le systéme
immunitaire lui-méme et en assurant une communication avec le systéme
endocrinien. La communication apportant a ce systéme de nouveaux stimuli
possible (antigéniques) jusqu'alors spécifiques des cellules immunitaires.
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Au cours de ['évolution de la maladie du sommeil, les anomalies d'ordre
endocrinien, bien que "classiques" ont été peu ou pas exploitées en terme
d'élément diagnostique ou de suivi thérapeutique bien que représentant toutefois
une forme d'expression du conflit héte-parasite, une preuve d'adaptation du
parasite qui modifie progressivement son environnement a son avantage. Si les
désordres rapportés s'adressent en priorité a l'axe gonadotrope et au
fonctionnement thyroidien, [I'influence sur les autres grands chapitres de
I'endocrinologie n'est pas a rejeter.

Notre travail s'intéresse essentiellement a ['étude des mécanismes
physio-pathologiques des hypogonadismes et a la mise en évidence du réle des
constituants de surface du trypanosome dans leur apparition.

Apreés un rappel biologique et physiologique de l'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique normal, nous présenterons les éléments principaux du tableau
pathologique en systématisant les anomalies au niveau des différents étages

impliqués : gonade/hypophyse/hypothalamus.

A. LES HORMONES HYPOTHALAMO-ANTEHYPOPHYSAIRES

1. Axe hypothalamo-antéhypophysaire

L'axe hypothalamo-hypophysaire doit étre considéré comme une véritable
entité interdépendante ou I'hypothalamus et I'hypophyse sont anatomiquement et
fonctionnellement associés a travers I'existence de terminaisons neuronales et
surtout d'un systéme porte vasculaire ou s'accumulent les neurosécrétions
hypothalamiques éléments a la base de la régulation hypophysaire (Fig. 13). Des
voies rétrogrades, des systémes de rétrocontréle permettent de moduler Ila
réponse et d'harmoniser la fonction des deux étages gonadotropes. Les
neurosécrétions issues de I|'hypothalamus stimulent ['hypophyse ou sont

synthétisées et sécrétées les stimulines.

2. Hormones gonadotropes

a. Hormone hypothalamique (LH-RH)

La lutéolibérine ou gonadolibérine ou LH-RH est un décapeptide qui,
sécrété par I'hypothalamus sur un mode pulsatile, provoque la décharge de
I'hormone folliculo-stimulante (FSH) et de I'hormone lutéinisante (LH), a partir
de I'hypophyse (Carmel et coll. 1976).

Un des aspects fondamentaux de la régulation de la sécrétion endocrine de
I'antéhypophyse fait intervenir l'existence de boucles de rétrocontrdle hormonal
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SCHEMA ANATOMIQUE ET VASCULARISATION
DE L'HYPOPHYSE
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reliant la libération de chaque hormone antéhypophysaire 3 la réponse sécrétoire
de l'organe cible correspondant.

Chez I'homme, le rétrocontréle négatif est assuré par la testostérone. Par
contre, chez la femme, ce réle est tenu par la progestérone qui exerce un effet
négatif au niveau de I'hypothalamus. L'action des oestrogénes s'effectue par
deux systémes différents de rétrocontréle ovario-hypophysaire : une boucle de
rétrocontrdle positif et une autre de rétrocontr6le négatif. La boucle du
rétrocontréle négatif de l'oestradiol a été mise en évidence par Ferin et Van de
Wiele (1982) par des expériences menées chez des femmes ménopausées et chez
des patientes ou l'oestradiol était absent suite & des désordres génétiques. Chez
ces patientes, le taux d'oestradiol diminué provoquait une élévation de Ia
sécrétion de LH et FSH alors que !'administration d'oestradiol & des doses
physiologiques entrainait une décroissance rapide des deux gonadotrophines
jusqu'a des taux équivalents & ceux observés au cours du cycle menstruel.

Paralléelement aux hormones stéroides (oestrogénes, progestérone),
plusieurs médiateurs du systéme nerveux central peuvent affecter aussi la
sécrétion de la LH-RH dans le systéme porte et dés lors intervenir dans le
contréle des hormones gonadotropes (LH, FSH). Ces médiateurs appartiennent a
des classes chimiques différentes : médiateurs aminergiques comme Iles
catécholamines (dopamine et noradrénaline), ou la sérotonine ou des peptides
neuronaux comme la met-enképhaline ou Ia ﬁ-endorphine. Leurs actions
s'exercent principalement & deux niveaux anatomiques :

- I'éminence médiane elle-méme par l'intermédiaire de connexion axonale et
de récepteurs spécifiques de certains médiateurs situés sur la terminaison des
neurones @ LH-RH,

- ou des structures situées en amont, c'est-a-dire le corps cellulaire du

neurone & LH-RH ou de multiples afférences modulent indirectement son activité.

Outre cette régulation, ces médiateurs interviennent dans les mécanismes
de contréle de la sécrétion de prolactine. Cette hormone antéhypophysaire
posséde différentes propriétés déclenchant la sécrétion lactée et intervenant
également dans le développement de la glande mammaire. En plus, les données
actuelles montrent qu'elle joue un réle de premier plan dans la physiologie de la
reproduction. En effet, quelle qu'en soit la cause (hypersécrétion épisodique
due a la lactation ou hypersécrétion chronique pathologique), I'hyperprolacti-
némie inhibe la sécrétion gonadotrope. Chez I'homme et chez la femme hyperpro-
lactinémiques, les troubles de la fonction sexuelle sont manifestes. Dans les
deux sexes, l['augmentation de la prolactine circulante provoque la baisse ou
l'absence totale de la libido s'accompagnant de frigidité chez la femme et
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d'impuissance chez I'homme. Les observations anciennes de Pasteels (1961) et de
Maites et coll. {1961) avaient déja montré qu'il existait un rapport inverse entre
les taux de prolactine et ceux de LH.

b. Hormone gonadotrope

Les hormones gonadotropes hypophysaires (I'hormone lutéinisante LH et
I'hormone folliculo-stimulante FSH) sont des glycoprotéines. Leurs réles
biologiques sont la stimulation des fonctions testiculaires et ovariennes via la
régulation de la gamétogénése et la synthése d'hormones stéroides par les
gonades.

Les relations structure-activité des gonadotrophines sont trés importantes
dans le maintien de I'équilibre endocrinien.

* Structure des gonadotrophines

Les gonadotrophines, ainsi que I|'hormone thyroidostimulante (TSH) ou
I'hormone gonadotrope choriale (hCG) sont des glycoprotéines constituées de
deux sous-unités peptidiques différentes (ol etfb), chacune portant une ou
plusieurs chaines glycanniques. La structure peptidique de la sous-unité X est
commune a ce groupe d'hormones (LH, FSH, TSH, hCG) et la séquence amino-
acide est hautement conservée d'une espéce a l'autre. L'activité hormonale est
reliée a la nature de la sous-unité P, associée a la premiére pour constituer
'entité hormonale. Libres, les sous~unités sont totalement dépourvues de
'activité biologique des hormones du groupe.

Les poids moléculaires des gonadotrophines ont été estimés pour la LH a

28 kd (Li et Starman, 1964) et & 34 kd pour la FSH (Liu et Ward, 1976).

* Relation structure fonction des gonadotrophines

Ji et coll. (1985} ont montré que les deux sous-unitésﬁl et ‘5 contribuent
au site de liaison de I'hormone avec son récepteur par utilisation de réactifs
bifonctionnels. Il est ainsi confirmé que la fonction des stimulines hypophysaires
est liée fondamentalement a I'état interactif des sous—unités°{ et ‘5

D'aprés Combarnous (1988), les stimulines hypophysaires possédent une
structure polyfonctionnelle constituée par un site de fixation a haute affinité
commun 3 toutes les hormones et reconnaissant tous les récepteurs des hormones
du groupe, la spécificité de chacune étant due a I'existence de sites inhibiteurs
spécifiques empéchant la liaison d'une stimuline donnée aux récepteurs tournés
vers d'autres hormones (Fig. 14).

Ainsi, au niveau testiculaire ou ovarien, la stéroidogénése sera liée au
fonctionnement des étages hypothalamo-hypophysaires, a la sécrétion dans le
torrent circulatoire des structures gonadotropes, a leur intégrité et a leur
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MODELE HYPOTHETIQUE DU ROLE DES CHAINES
GLYCANNIQUES DES GONADOTROPINES DANS LA
TRANSDUCTION MEMBRANAIRE DU SIGNAL HORMONAL.
(d'aprés COMBARNOUS 1988)
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A : approche de 1'hormone (H) & son récepteur (R).
B : liaison de 1'hormone sur le site récepteur (A)
C :'microaggrégation des récepteurs provoqués par certains résidus
saccharidiques internes se liant au site (B).
Stimulation de 1'activité adényl-cyclase.

Figure 14
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réception au niveau des gonades. A chaque niveau la synthése et I'expression
en surface des récepteurs est aussi un impératif pour un axe gonadotrope
fonctionnel.

Ces éléments sont modifiés au cours de la trypanosomiase. lis ont été
étudiés chez I'homme et chez I'animal.

B. TROUBLES ENDOCRINIENS RENCONTRES AU COURS DE LA
TRYPANOSOMIASE AFRICAINE

Des manifestations endocriniennes d'ordre thyroidien ou gonadotrope ont
été observées au cours de la maladie du sommeil chez I'homme mais aussi chez
I'animal sur modéle expérimental.

1. Manifestations endocriniennes chez 'homme

a. Observations cliniques

Les désordres endocriniens chez la femme se manifestent par des cycles
ovariens irréguliers, une stérilité ou une infertilité. L'infection durant la
grossesse peut engendrer des avortements, la mort du foetus ou encore la mort
du nouveau né 3 la naissance (Macfie, 1913 ; Ridet, 1953).

Edington et Gilles (1969) ont suggéré l'intervention de la glande pituitaire
pour expliquer un pan-hypopituitarisme clinique observé souvent dans la
derniére phase de la maladie.

Chez I'homme trypanosomé, les manifestations sont caractérisées par des
orchites et des périorchites (Apted, 1970). L'impuissance, la stérilité sont des
éléments cliniques fréquents.

b. Modification de I'équilibre endocrinien

* Gonadotrophines

Emeh et Nduka (1986) se sont intéressés au taux de gonadotrophines dans
le sang circulant chez des sujets atteints de la maladie du sommeil (T.b.
gambiense). Les taux d'hormone folliculo-stimulante (FSH) et d'hormone
lutéinisante {LH) se sont révélés trés diminués lors de l'infection. Par contre,
aprés traitement par antrypol (suramine BP) et arsobal (Mel B), une
réversibilité des taux d'hormones était observée (Tableau 1),
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TAUX PLASMATIQUES DE FSH ET LH CHEZ DES SUJETS TEMOINS ET
DES PATIENTS ATTEINTS DE LA MALADIE DU SOMMEIL OU
EN VOIE DE GUERISON (EMEH ET NDUKA, 1986)

FSH plasmatique LH plasmatique

(Ut/1) (ur/i)
témoins 3,94 ¥ 1,78 14,91 £ 5,82
patients avec trypanosomiase évoluée 2,16 : 6,75 7,53 z 3,13
patients traités, en voie de guérison 3,75 A 1,73 15,1 : 4,98
TABLEAU 1
Les faibles taux de gonadotrophines pourraient expliquer : l'impuissance,

la stérilité observées chez les malades. La réversibilité des perturbations
testiculaires sous traitement témoignent de I'absence de lésions tissulaires
graves en dehors de la réation inflammatoire locale.

* Bilans gonadiques

Plus récemment, une série de bilans gonadiques menée au laboratoire sur

106 patients atteints de trypanosomiase chronique a T.b. gambiense (Hublart et
coll. 1988) a révélé :

- chez les femmes, une diminution du taux d'oestradiol pour prés

de 50% des malades sans qu'il ne semble exister de relation entre cette
hypo-oestrogénie et les taux circulants des godadostimulines pour lesquelles les
valeurs se situent pour la trés grande majorité des cas (86%) dans l'intervalle
normal de référence ou en légére augmentation.

- chez les hommes, une atteinte relativement sélective de Ila
fonction endocrino-leydigienne pour prés de 50% des sujets, alors que la
sécrétion d'oestradiol, qui peut étre rattachée a la cellule de Sertoli, est peu
altérée (17% des cas), l'insuffisance gonadique testiculaire constatée ne semblant
pas étre liée 3 une hyposécrétion des gonadostimulines hypophysaires.

Ainsi, aussi bien chez I'homme que chez la femme, un hypogonadisme
démontré par une chute significative du taux de stéroides n'est pas toujours
trouvé associée a un effondrement du taux circulant de stimulines hypophysaires

correspondantes.
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De plus, par une exploration statique et dynamique de l'axe hypothalamo-
hypophyso-gonadotrope de sujets malades et de sujets témoins résidants dans la
méme zone géographique, les auteurs ont montré que [|'hypofonctionnement
gonadique n'apparait pas étre d'origine primitivement gonadique ni lié d'ailleurs
en premiére analyse a une insuffisance du fonctionnement anté-hypophysaire
gonadotrope. Ceci est démontré aussi bien chez I'homme que chez la femme par
les réponses enregistrées au cours des tests de stimulation gonadique (hCG) ou
hypophysaire (LH-RH). De plus, I'hypothése d'un environnement prolactinique
antigonadotrope est aussi écarté.

2. Manifestations endocriniennes chez I'animal

Différents auteurs ont tenté de développer des modéles animaux permettant
de suivre I'évolution biologique et d'explorer au plan histologique les troubles
endocriniens liés a la parasitémie.

a. Chez la femelle

a.1-Troubles du cycle ovarien

Mutayoba et coll. (1988) ont montré sur des chévres infestées par T.
congolense que tous les animaux présentaient des cycles ovariens irréguliers
avec une échéance d'interruption du cycle lié directement & la sensibilité a
I'infestation. Au plan biologique, les taux de progestérone et de 17\3 oestradiol
diminuent de facon significative et ce, quelle que soit la résistance de I'animal a
l'infection.

a.2-Troubles de la gestation

Des avortements ont souvent été observés dans les évolutions cliniques
d'animaux trypanosomés (Leeflang, 1975). La présence de kystes ovariens
comportant de nombreux trypanosomes chez des brebis expérimentalement
infestées par T. vivax, a été rapportée par Isoun et Anosa (1974).

b. Chez le méle
b.1-Retentissements histopathologiques

Ilkede et Losos (1972) ont montré la présence de lésions du cerveau et de
I'hypophyse sur des moutons infestés par un stock de T.b. brucei.

De nombreuses études décrivent des lésions génitales d'animaux infestés
par la méme espéce de trypanosome (Peruzzi, 1928 ; lkede, 1979 ; lkede et
Akpavie, 1982 ; Anosa et Kaneko, 1984),
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En régle générale, la trypanosomiase peut conduire a une atrophie de la
glande testiculaire accompagnée d'une aspermie (Anosa et Isoun, 1980 ; Kaaya
et Oduor-Okelo, 1980 ; Masake, 1980 ; Anosa, 1983).

Si de nombreux travaux ont été consacrés aux retentissements
histopathologiques, notamment sur les testicules, peu se sont intéressés a {'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique et & son mode de fonctionnement.

b.2-Modification de I'équilibre endocrinien

Sur le plan expérimental, Losos et lkede (1972) ont émis ['hypothése que
les lésions d'atrophie testiculaire seraient secondaires a une diminution de la
production de testostérone.

Waindi et coll. (1986) ont observé des variations du taux de la testostérone
plasmatique chez des béliers infestés par T.b. congolense.

Les résultats ont montré une baisse significative du taux de testostérone
tant en intensité qu'en fréquence, avec dégénérescence testiculaire et lésions
sévéres au niveau de l'épididyme.

Les trypanosomes auraient, d'aprés les auteurs, un effet direct sur les
testicules et ceci par des facteurs hémopoiétiques produits ou induits par les
parasites, entrafnant ainsi une mauvaise réponse de l'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique.

Les troubles de I'équilibre endocrinien percus chez I'animal, et les
résultats des bilans gonadiques effectués chez I'homme indiquant un
dysfonctionnement ne mettant en cause probablement ni I'étace gonadique, ni
I'étage anté-hypophysaire, des études portant sur les niveaux supra et/ou extra
hypophysaires ont été réalisées récemment au laboratoire sur des animaux
infestés par T.b. brucei (Hublart, thése 1989). L'étude a été menée selon deux
critéres de comparaison : des rats jeunes de 45 jours ont été comparés a des
rats 8gés de 10 mois ; des rats infestés par une souche aiglie (clone AnTat
1.1A) ont été comparés a des rats infestés par une souche chronique (clone
AnTat 1,1E).

Concernant ['infestation aiglie, les dosages ont été réalisés trois jours
aprés l'inoculation. Dans le cas de l'infestation chronique, des différences selon
I'dge des rats étant apparues dans |'évolution de la parasitémie, les dosages ont
été pratiqués a des moments différents mais caractéristiques de I'évolution. En
effet, le premier pic de parasitémie est apparu au cinquiéme jour chez les rats
de 10 mois, au onziéme jour chez les rats de 45 jours, la phase de latence
s'avére donc trés différente. Une phase de rémission caractérisée par l'absence
de parasites dans le sang fait suite au premier pic, cette phase présente la
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méme durée dans les deux séries de rats (4 jours). Enfin, apparait une seconde
vague dite récurrente marquée par une parasitémie élevée. Les bilans
hormonaux ont donc été réalisés pendant la phase de latence, au moment du
premier pic de parasitémie et pendant la phase de récurrence. Chez les rats de
10 mois, un dosage supplémentaire a été effectué, pendant la phase de
rémission. Ont donc été dosés radioimmunologiquement la testostérone,
l'oestradiol, la LH hypophysaire et sérique, la FSH hypophysaire et sérique.

Nous avons simplifié la représentation des résultats de M. Hublart en
indiquant par des fléches la valeur moyenne des dosages chez les rats parasités
relativement a la valeur moyenne des dosages chez les rats témoins.

Les fléches en trait plein indiquant des différences statistiquement
significatives (test de Student) et les pointillés indiquant des différences non
significatives, qui ont été toutefois partiellement prises en considération en
raison d'une grande disparité dans les réponses individuelles (Tableaux 2 et 3).

* |nfestation aigué :

Le tableau 2 présente les résultats obtenus en utilisant des souches
provoquant une infestation aiglie. Chez les rats de 10 mois, le bilan se traduit
par une diminution du taux d'oestradiol. Une diminution du taux de testostérone
est aussi enregistrée sur la base des dosages individuels. Elle n'est pas
significative en terme statistique sur i'ensemble des rats étudiés. La diminution
de la testostérone n'apparaitrait alors que sur un pourcentage restreint de la
population expérimentale. Le dosage des gonadostimulines sériques (FSH et LH)
donne des valeurs difficilement exploitables en raison également de variations
individuelles importantes dont Ies moyennes se résolvent en des valeurs
sensiblement normales. Ces gonadostimulines hypophysaires sont par contre plus
élevées significativement pour la LH et plus discrétement pour la FSH. Ces
premiers résultats montraient donc que, chez un rat de 10 mois, infesté par une

souche aiglie, apparait un hypogonadisme accompagné d'une synthése

hypophysaire de LH accrue, non traduite au plan sérique.

Chez les rats de 45 jours, les taux d'oestradiol ne sont pas modifiés par
I'infestation. 1l en est de mé&me pour les taux de testostérone maigré une grande
dispersion des valeurs tant chez les rats infestés que chez les rats témoins.
Cette dispersion était a8 mettre au compte de ['état pubére relatif de la
population animale expérimentale. Le taux de LH sérique est trés diminué alors
que le taux de FSH sérique ne semble pas altéré, Les dosages de la FSH et de
la LH hypophysaire donnent des valeurs statistiquement identiques a celles des
témoins.

L'élément prépondérant chez les rats de 45 jours trypanosomés est donc

une diminution importante du taux de LH circulante alors que la stéroidogénése

testiculaire n'est pas affectée.
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BILANS ENDOCRINIENS RELATIFS DE RATS
INFESTES PAR UNE SOUCHE AIGUE DE
T.b.brucei (AnTat 1.1A) (d'aprés M.HUBLART THESE 1989)

testos- Oestradiol FSH sérique FSH hypophy- LH sérique
térone saire

\‘ \ \\ ,‘ \ \
\ \ ! \
\ ) / |

N N N N \\\

——»  résultat statistiquement significatif

—— résultat statistiquement non significatif

/\

N  taux normaux

taux supérieurs aux témoins
taux inférieurs aux témoins

Tableau 2

LH hypo -
physaire
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BILANS ENDOCRINIENS RELATIFS DE RATS
INFESTES PAR UNE SOUCHE CHRONIQUE DE

LH hypophysaire

résultat statistiquement significatif

résultat statistiquement non significatif

Testostérone Oestradiol
RATS DE
10 MOIS
phase de /4
latence N //
premier pic de \
parasitémie \\ N
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sion N
phase de ré-
currence N N
. \
21 éme Jour \ ND
|
RATS DE
45 JOURS
Phase de latence N ND
premier pic de \
ek \
parasitémie \ ND
A
\
phase récurrente \ ND
|
——
-————
N taux normaux
__—» taux supérieurs aux témoins
. taux inférieurs aux témoins
ND  non dosé

Tableau 3

LH

sérique



En résumé, le dysfonctionnement endocrinien chez le rat &gé se traduit
donc par une diminution de testostérone et d'oestradiol avec au niveau
hypophysaire une augmentation des gonodostimulines, alors que chez le rat de
45 jours, la LH sérique diminue sans retentissement périphérique.

Au plan interprétatif nous soulignerons que la non traduction stéroidienne
au regard du taux de stimulines circulantes peut-&tre rapproché

1) au plan physiologique de I'd8ge choisi pour les rats utilisés : possibilité
a U5 jours de rats non pubéres ou partiellement immatures, possibilité a 10 mois
d'une andropose débutante

2) au plan biochimique de la non fonctionnalité de la stimuline circulante.
Cette notion peut étre rapprochée

- de la notion d'isoformes de stimulines actives ou partiellement actives ou
méme inactives (le rat jeune possédant des formes actives dominante, le rat
pré-androposique se caractérisant par l'apparition de formes non fonctionnelles)

- de I'hypothése d'une déqgradation possible des stimulines qui bien que
dosées par la méthode radioimmunologiques pourraient étre dissociées dans leur
sous-unités ou méme partiellement dégradées en fonction de I'intervention
d'enzymes protéolytiques.

* Infestation chronique :

Le tableau 3 résume les résultats obtenus sur les rats infestés par Ia
souche chronique.

Chez les rats de 10 mois, le dosage de I'oestradiol n'a pas donné de
différence significative quelle que soit la période étudiée. Pour la testostérone,
on constate une baisse généralisée hautement significative pendant la phase de
rémission du premier pic de parasitémie. La quantité de LH sérique diminue de
maniére non significative pendant toute la durée de l'infestation, et de toute
maniére insuffisamment pour provoquer la chute constatée de testostérone. Au
21éme jour, le dosage réalisé sur un nombre plus restreint d'animaux confirme
cette tendance. La LH hypophysaire quant a elle, est diminuée trés sensiblement
dés le premier pic de parasitémie et aussi pendant la phase de rémission. Ces
résultats montrent donc que, chez le rat de 10 mois, l'infestation chronique

quand elle arrive 3 un stade évolutif améne une diminution significative de la

testostérone s'accompagnant d'une concentration de LH sérique sensiblement

normale.

Chez les rats de 45 jours, le dosage de testostérone en phase de latence
donne des valeurs normales, alors qu'au premier pic de parasitémie et en phase
récurrente une baisse est observée bien que statistiquement non significative.

Le dosage de la LH sérique se traduit par une baisse s'intensifiant au
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cours de [I'évolution de la parasitémie. Par contre, concernant la LH
hypophysaire, il n'est pas apparu de modification significative du taux

d'hormone. Les résultats indiquent que l'infestation chronique chez le rat de 45

jours provoque une diminution progressive de la testostérone non significative

au plan statistique alors que I'hormone lutéinisante circulante diminue atteignant

des pourcentages de variation hautement significatifs.

Au total, en situation d'infestation aiglie ou chronique, la différence entre
rats de 45 jours et de 10 mois est moins perceptible lorsque la parasitémie est
élevée moment olu la baisse de LH sérique est la plus marquée s'associant ou non
a une perturbation significative de la stéroidogénése.

Les figures 15 et 16 illustrent ce constat, indiquant les variations des
paramétres hormonaux au regard de ['évolution de la parasitémie aigue ou

chronique.

Ainsi, il apparait en conclusion de cette synthése bibliographique que
I'hypofonctionnement lié & la trypanosomiase est le résultat d'une dysrégulation
originale, I'analyse statique et dynamique des niveaux gonadotropes classiques
hybothalamus et hypophyse ne permettant pas de trouver une explication simple
physio-pathologique. 1l était donc indispensable de replacer les troubles
endocriniens dans les conséquences du dialogue biologique entre le parasite et
I'"héte.

Notre intérét s'est porté sur les constituants de surface du trypsanosome
dont on sait qu'ils peuvent étre sécrétés ou libérés dans le torrent circulatoire
de ['héte.
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LE RAT AGE DE 45 JOURS
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COMPARAISON D'UNE SQUCHE AIGUE ET CHRONIQUE CHEZ
LE RAT AGE DE 10 MOIS
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(HUBLART THESE 1989)

%A
22
Oy .'.
%04
R
100, - -~ u» om == - == ——.A-—--———
hd . ° oe
L J * L
1 l- I ® ) 0 ® *et 1
: -
oo 3
i oo o e
504 % :~: :
N - 9 . :
] [ R
= . 7
3 5 8 . 4 21 Jours
e —— " e
souche aigue sguche chronique
résultats exprimés en pourcentage (%) par rapport aux valeurs témoins
* Les variations significatives statistiquement sont soulignées d'une
fléche.
(O : TESTOSTERONE

B LH SERIQUE
B3 : LH HYPOPHYSAIRE

évolution de la parasitémie

------

Figure 16



0000

CHAPITRE 1V

BIOCHIMIE ET ROLES DES CONSTITUANTS DE SURFACE DU TRYPANOSOME

0000



- 46 -

A L'ANTIGENE VARIABLE DE SURFACE

1. Préparation et purification

La libération et la purification de l'antigene variable de surface (AVS) ont
fait I'objet de nombreux travaux. On distinguera les protocoles qui respectent
en partie l'intégrité cellulaire de ceux qui détruisent les parasites.

Les protocoles ne conduisant pas a la lyse des parasites sont proposés
(i) par Cross (1975) qui réalise une protéolyse ménagée sur les cellules
conduisant @ ['obtention d'AVS dégradé ; (ii) par Baltz et coll. (1976) qui
incubent les parasites dans un tampon phosphate 0,125 M contenant du glucose
a 1% (p/v), une nuit a8 4°C sous agitation. Cette seconde technique, dont on
ignore encore le mécanisme intime, et qui donne un bon rendement quantitatif et
qualitatif sans contamination intracellulaire, constituera le protocole de référence

de nos préparations antigéniques.

Les protocoles qui provoquent la cytolyse sont plus nombreux : homogéné-
isation en présence de billes de verre (Cross, 1975), lyse osmotique (Cross,
1984), congélation-décongélation (Rovis et coll, 1978), filtration d'une
préparation décongelée sur microseringue (Onodera et coll. 1981), sonication
(Strickler et coll. 1978), lyse par le dioxane (Reinwald et coll. 1981),
traitement par les détergents (Cardoso de Almeida et Turner, 1983 ; Ferguson
et Cross, 1984 ; Grab et coll. 1984 ; Gurnet et coll, 1986), et traitement acide
(Jackson et coll. 1985 ; Clarke et coll. 1985).

Certains de ces protocoles (traitement par les détergents et traitement
acide) ont pour résultat I'obtention de I'AVS dans son intégrité (forme
membranaire). Les autres protocoles livrent I'AVS dépourvu de son pied
d'ancrage (forme soluble).

Partant de ces préparations, ont été décrits plusieurs protocoles de
purification par chromatographie :

- d'échange ionique (Cross, 1975)

- d'affinité lectinique (Baltz et coll., 1976 ; Reinwald et coll., 1981 ;
Diffley et Jayawandena, 1982 ; Ferguson et Cross, 1984)

- d'immunoaffinité (Diffley et Jayawardena, 1982)

~ de chromatographie liquide haute performance (Clarke et coll. 1984,
1985)

L'AVS purifié a fait ['objet d'études structurales et fonctionnelles

dont nous résumons ici les principaux résultats.
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2. Structure

L'AVS est une glycoprotéine de masse moléculaire environ 60 kd dont la
description structurale est ici résumée.

* Structure primaire

L'axe peptidique comprend 450 a 500 résidus d'acides aminés. Il est divisé
en un domaine 2/3 N-terminal et un domaine 1/3 C-terminal par une région
charniére sensible aux protéases (Johnson et Cross, 1979 ; Gomes et coll. 1986)
(Fig. 17A). Les études comparatives par séquencage cDNA (Rice-Fish, 1981 ;
Pays et coll. 1983a, 1983b ; Boothroyd et coll. 1982) montrent que le domaine
N-terminal, support de la variation antigénique, présente une grande hétéro-
généité au sein de la méme espéce (T. brucei). A l'inverse, des homologies du
domaine C-terminal permettent de distinguer deux groupes d'AVS : tous les
AVS du groupe | sont caractérisés par la présence d'un résidu acide aspartique
ou d'une asparagine en acide aminé C-terminal, alors que pour les AVS du
groupe 1l il s'agit d'un résidu sérine.

Gomeés et coll. en 1986, ont comparé la distribution relative des régions
hydrophiles et hydrophobes de I'AVS & partir de la séquence cDNA de plusieurs
variants de T.b. brucei et ont montré que la région C-terminale est trés

hydrophile alors qu'est retrouvée une distribution alternative de !'hydrophobie/
hydrophilie dans la région N-terminale (Fig. 17A).

Concernant les substitutions, I'axe peptidique comprend deux types de
glycannes. Les études génétiques déja citées, indiquant I'existence d'au moins
un site potentiel de N-glycosylation (Asn-X-Thr) situé a 50 résidus de l'acide
aminé C-terminal des AVS de type I, ou @ 5 & 6 résidus pour les AVS de type
Il. Dans les deux groupes, sont localisés d'autres sites potentiels le long de
'laxe peptidique. D'un point de vue structural, tous les AVS sont substitués
par au moins un glycanne de type N-oligomannosidique de structure comparable
a celle décrite chez les eukaryotes (Strickler et Patton, 1980 ; Holder et Cross,
1981 ; Mc Connel, 1983 ; Egge et coll. 1986 ; Frommel et Balber, 1987 ; Bangs
et coll. 1988). Bangs et coll. ont de plus montré que d'autres glycannes du
méme type étaient issus d'un processus différent de glycosylation.

Un second glycanne constitue la région polaire d'un complexe glycolipidique
qui substitue l'acide aminé C-terminal par une liaison peptidique avec le
groupement amine d'une éthanolamine phosphate (Ferguson et coll. 1985b). La
structure de l'ensemble glycolipidique a été récemment entiérement déterminée
(Ferguson et coll. 1988) indiquant la substitution de ['éthanolamine phosphate
par un glycanne de structure originale, trimannosique substitué par un nombre
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ZONES D'HYDROPHOBIE ET D'HYDROPHILIE
RELATIVES DU VARIANT AnTat 1-1 A (GOMES ET COLL 1986) (A)
ET LOCALISATION DES PONTS DISULFURES ET DU GROUPEMENT
THIOL DANS L'AVS 117 OU MITat 1-4 (ALLEN ET GURNET 1983) (B)
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variable de résidus galactose. La glycosamine non acétylée (Strang et coll.
1986) située en bout de chaine est substituée par une structure dimyristyl
phosphatidylinositol dont le réle a été défini comme l'ancrage membranaire de la
molécule (Ferguson et coll. 1985a) (Fig. 18).

* Structure secondaire

L'utilisation des méthodes classiques de détermination de structure
secondaire montre avec Lalor et coll.. (1983) une grande diversité dans la
fréquence prédictionnelle de distribution end hélices, 3 -turn et >-sheet. La
détermination par calcul, & partir d'analyses spectrales de I'AVS de T.
equiperdum révéle la aussi une variation des structures secondaires : 28 a 69%
ded hélice ; 25 & 49% de P-sheet ; 17 a 3% de structures désordonnées
(Duvillier et coll. 1983). Ces études sont complétées par la cristallographie aux
rayons X (Freymann et coll. 1984 ; Metcalf et coll. 1987). Cependant, pour des
raisons inexpliquées, les auteurs ne parviennent a obtenir de cristal que du
domaine 2/3 N-terminal de I'AVS soluble. Partant du variant MiTat 1-2, des 360
acides aminés du domaine, 270 ont été identifiés. La partie non identifiée
correspond a la région supérieure de la molécule, probablement épitopique.

Les 270 acides aminés comprennent plusieurs régions en A hélice dont une
grande de 90 ?\ formant une boucle, et une petite de 30 7\, paralléle & la
premiére (Fig. 19). Metcalf et coll.. (1987) ont comparé MiTat 1-2 & un autre
variat 1iTat 1-24, d'origine et de structure trés éloignées, et ont pu obtenir
une homologie importante de structure hélicoidale. lls suggérent alors que tous

les AVS ont une structure secondaire commune.

* Structure tertiaire (Fig. 19)

L'association des résultats de cristallographie et la détermination des ponts
disulfures interchaines ont permi d'approcher la structure tertiaire de I'AVS,
Les ponts disulfures ont été localisés uniquement sur un AVS du groupe |,
MiTat 1-4 (Allan et Gurnet, 1983). [l comprend 4 ponts dans la région
C-terminale et 2 ponts dans la région N-terminale (Fig. 17B). La comparaison
de séquences indique une conservation importante des 8 résidus de cystéine
dans la région C-terminale essentiellement pour les AVS du groupe I. Le réle de
ces ponts disulfures est de maintenir une structure rigide C-terminzle (Allan et
Gurnett, 1985). Mais aussi, comme cela a été observé sur un variant de
T. congolense, les liaisons joueraient une part importante dans les épitopes

cryptiques de la molécule (Fish et coll. 1989). A I'opposé, on observe des
différences entre les variants dans le domaine N-terminal avec notamment
I'existence d'une 13éme thiol (cystéine position 244) pour le variant AnTat 1-1
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STRUCTURE DU COMPLEXE GLYCOLIPIDIQUE
C-TERMINAL DE 1'AVS MEMBRANAIRE
MITat 1-4 (FERGUSON ET COLL.1988)
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ESTIMATION DE LA STUCTURE SECONDAIRE HELICOIDALE DE
1'AVS MITat 1.2 (TURNER 1988)
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les cylindres caractérisent les structures hélicoidales, seules représentées

Figure 19
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(Pays et coll. 1983a). Néanmoins, Olafson et coll. (1984) remarquent qu'une
cystéine située autour du quinziéme acide aminé est assez bien conservée. Sur
le variant MiTat 1-2, cette cystéine forme une extrémité de la boucle de 131
acides aminés observée par cristallographie. Cette structure, étudiée chez un
variant trés différent, semble aussi trés conservée (Metcalf et coll. 1987).

* Structure quaternaire

Le manteau de surface est constitué de ['association étroite de 107
AVS. Y-a-t-il des éléments associatifs entre les AVS ? En solution, la molécule
peut étre dimérique et parfois polymérique (Auffret et Turner, 1981 ; Strickler
et Patton, 1982 ; Gurnet et coll. 1986 ; Huet-Duvillier et coll. 1988) pour _T__b__
brucei mais aussi pour d'autres espéces : T. b. gambiense (Vervoort et coll.

1981} ; et T. evansi (Cross, 1977 ; Vervoort et coll. 1981). Quels sont les
phénoménes associatifs, et les régions concernées ? Auffret et Turner (1981) et
Metcalf et coll. (1987) invoquent l'intervention de liaisons non covalentes,
hydrophobes ou de Van der Walls. Strickler et Patton (1982) par l'utilisation de
marqueur bifonctionnels, et Huet-Duvillier et coll. (1988) par marquage
spécifique des thiols, proposent l'intervention de pont disulfure interchaine
pour d'autres variants. Les deux domaines sont probablement impliqués puisque
Auffret et Turner (1981) obtiennent du dimere C-terminal, et la cristallisation
qui sélectionne le domaine N-terminal, donne toujours du dimére. De plus,
Homans et coll.. en 1989 ont décrit pour le variant MiTat 1-4, une structure
d'ancrage formant des diméres en solution.

Ainsi cette revue sur la biochimie de I'AVS permet de montrer que si la
structure primaire est différente au sein méme d'une sous-espéce, l'architecture
de la molécule ainsi que son organisation ont tendance @ s'homogénéiser, faisant
intervenir des principes physicochimiques différents, pour aboutir & un objectif
primordial : assurer la cohésion protectrice du manteau de surface des
parasites. Cependant, le manteau joue d'autres réles notamment dans la
"nutrition" des parasites. |l existe alors en surface d'autres constituants
appelés antigénes communs dont les réles ne sont pas tous définis et dont
certains se caractérisent par une activité enzymatique pour d'autres par une
absence totale d‘'identification.

B. LES ENZYMES MEMBRANAIRES

Les études de la membrane plasmique des trypanosomes ont révélé
'existence de nombreuses activités enzymatiques. Certaines de ces activités
étant plus ou moins liées a I'AVS.
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1. Enzymes membranaires relatifs & I'AVS

Compte-tenu de la structure d'ancrage a phosphatidyl inositol de I'AVS, et
sachant que les techniques préparatives de la molécule aboutissent selon les
' conditions a I'AVS membranaire ou I'AVS soluble dépourvu du pied d'ancrage, le
réle d'un facteur enzymatique endogéne dans la libération de la glycoprotéine a
été trés vite suspecté, initialement par Ferguson et coll.. (1985a) qui suggérent
que la conversion AVS membranaire --> AVS soluble est le résultat de I'action
d'une phospholipase C endogéne (PLC), I'activation ou I'inhibition de cette
enzyme favorisant la libération de I'une ou I'autre forme d'AVS,

Par la suite, Bulow et Overath (1985) proposent la responsabilité de cette
PLC dans la perte du manteau de surface qui se produit lors du passage de
parasites de I'h6te vertébré a la mouche Tsé-Tsé, Plusieurs équipes purifient
I'enzyme en 1986 (Fox et coll., ; Bulow et coll. ; Hereld et coll.). Cette
protéine ayant une masse moléculaire d'environ 39 kd, agit lorsqu'elle est située
sur la méme couche bilipidique que [I'AVS, est trés spécifique, et enfin est
activée par les agents réducteurs. Grab et coll. (1987) localisent la PLC au
niveau de la poche flagellaire du parasite, région essentielle dans le dialogue
nutritionnel, et proposent un réle de l'enzyme dans le recyclage du manteau de
surface par un mécanisme d'endocytose. Plus récemment, Bulow et coll. en 1989
confirment ce mécanisme de dégradation du manteau tout en soulignant le réle
de la PLC dans la différenciation. Enfin, les études génétiques de l'enzyme ont
révélé que son géne n'était pas associé 3 celui de I'AVS (Carrington et coll.
1989).

Une autre enzyme membranaire a été suspectée comme impliquée dans la
libération de I'AVS. Martin et coll. (1978) localisent sur la face cytoplasmique
une adénylate cyclase qui est par la suite analysée in situ par perméabilisation
membranaire (Voorheis et Martin, 1980). Les auteurs montrent que I'enzyme est
dépendant du calcium. De plus, les anestésiques locaux comme le benzyl alcool
sont aussi activateurs de I'adénylate cyclase et potentialisateurs de I'activation
par le calcium (Voorheis et Martin, 1982). L'implication de I'enzyme dans la
libération de I'AVS repose sur I'observation faite par ces auteurs que les
effecteurs de l'adénylate cyclase activent aussi la libération du manteau. De
méme, le zinc agit comme inhibiteur des deux systémes.

2, Autres enzymes décrits

Plusieurs activités enzymatiques trés différentes mais de rdle mal défini
ont été décrites notamment lors d'études de marqueurs membranaires. Mc
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Laughlin en 1981 décéle chez T.b. rhodesiense une ATP-ase trés affine pour le

calcium. De méme, GCbenle et coll. (1986) montrent chez T. brucei I'existence
d'une activité 3' nucléotidase probablement portée par la méme molécule. Une
glucosidase a été localisée en situation membranaire (Steiger et coll. 1980) ainsi
qu'une ATPase Na, k dépendante (Voorheis et coll. 1979 ; Provis et coll. 1980)
et une glycosyl transférase par Brett et coli. (1980) qui montrent l'existence
d'une N-acetylglucosamine transférase au niveau interne de la membrane.
D'aprés ces auteurs, I'enzyme n'agit pas au niveau de I'AVS, car ils n'ont pu
observer de protéines cibles de taille correspondante. Cependant, ils n'excluent
pas que l'activité concerne les précurseurs de la glycoprotéine.

Enfin, une enzyme du métabolisme lipidique, la dihydrolipoamide
déshydrogénase a été localisée au niveau membranaire (Danson et coll. 1987). La
présence de cette enzyme est d'autant plus surprenante que les autres enzymes
du complexe fonctionnel auquel elle appartient sont en partie absentes. Les
auteurs suggeérent alors que l'enzyme joue un autre réle par exemple dans le
transport de métabolites comme le glucose.

De nombreuses enzymes de situation autre que membranaire ont été
répertoriées et caractérisées chez les trypanosomes, compte-tenu de nos travaux
personnels, nous limiterons notre revue bibliographique aux enzymes de Ia
protéolyse et du métabolisme oxydatif.

3. Les enzymes protéolytiques et les enzymes du métabolisme oxydatif

Ces deux familles enzymatiques ont fait I'objet d'études poussées
principalement en raison de la recherche de leur éventuelle responsabilité dans
la relation hdte parasite (protéases) et aussi de leur place dans un métabolisme
original ouvrant des perspectives thérapeutiques intéressantes (métabolisme
oxydatif).

a. Les protéases

Lorsqu'il décrit en 1975 son protocole de purification de I'AVS, Cross
montre clairement l'existence d'activités protéolytiques alcalines de type sérine
protéases libérées par rupture cellulaire. Steiger et coll. (1980), dans une étude
par fractionnement cellulaire, Ilocalisent une protéinase acide au niveau
d'organites de type lysosome. Une étude plus systématique de ces enzymes est
réalisée par Lech et Gibson (1981) qui, partant de lysat de T. brucei,
démontrent six activités peptidasiques similaires aux peptidases d'hématie.
Cependant, les auteurs constatent un certain polymorphisme au sein de cette
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espéce. North et coll. (1983) élargissant l'investigation en analysant par dosage
et gel de polyacrylamide contenant un substrat, le contenu protéasique de T. bruce
T. equiperdum, T. evansi, T. vivax, Leishmania Tarentolae et Chrithidia

fasciculata. Pour les quatre espéces de trypanosome, ils identifient une activité
de type cystéine protéase, peu exprimée par les formes procycliques (phase
invertébrée), et une activité sérine protéase élevée chez ces mémes formes. Il
apparait cependant que les cystéine-protéases se divisent au moins en deux
groupes distincts, dont un ne présente pas les caractéristiques classiques des
cystéine-protéases. En effet, a pH 6,0, le dithiotreitol théoriquement activateur,
a un effet inverse. Faisant appel a8 des techniques identiques, Lonsdale-Eccles
et coll. (1986) comparent plusieurs espéces de trypanosomes africains (T.

congolense, T. evansi, T. b, brucei, T. b. gambiense). Des protéases de

masse moléculaire variée caractérisent ces espéces mais les auteurs notent
I'existence commune a T. evansi et T. brucei d'une protéase de masse
moléculaire environ 28 kd. Les essais d'effecteurs, en particulier le E-64 (trans
Epoxy Succinyl-leucyl amido (4-guanido) butane) sur cette molécule, indiquent
qu'il s'agit d'enzymes de type cathepsine B et L actives entre pH 5,0 et pH
6,0. Les auteurs confirment le faible taux de cystéine-protéases chez les formes
procycliques et ajoutent qu'en revanche le taux est normal chez les formes
infestantes du mammifére (formes métacycliques).

De plus, se basant sur des comparaisons de temps de protocole de
préparation, les auteurs suggérent que l'activité a 28 kd est le produit final de
la protéolyse de molécules de plus haut poids moléculaire qui ont été aussi
observées. Enfin, ils soulignent I'importance de ces protéases en montrant que
certaines drogues trypanocides (Berenil et pentamicidine) ont un effet inhibiteur
sur leur activité. Les mémes auteurs en 1987, élargissent leur approche par
I'utilisation de substrats peptidiques fluorescents et en purifiant les lysosomes.
Ils y localisent une activité cystéine-protéase optimale 8 pH 6,0 de type
cathepsine L et de masse moléculaire 27 kd. De plus, l'addition de sérum sain a
la préparation lysosomiale fait apparaitre des tranches d'activités de poids
moléculaire élevé (de 35 3 110 kd selon l'origine des sérums). Plusieurs éléments
semblent en faveur de "transporteurs” d'activité plutét que d'une activation de
protéases plasmatiques par des protéases parasitaires. D'autre part, une enzyme
alcaline cytoplasmique de type sérine-protéase, inhibée partiellement par 1'X 2
macroglobuline (non active sur la cystéine-protéase), et susceptible d'étre

libérée dans le milieu extracellulaire est identifiée.

La libération extracellulaire d'enzymes protéolytiques parasitaires est
étudiée indirectement par Knowles et coll. sur T, brucei (1987) et T, congolense

(1989) qui montrent par gels d'amidon I'existence d'activités peptidasiques
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respectivement de 40 kd et 60 kd dans les sérums d'animaux infestés. Les
activités étant retrouvées dans les lysats parasitaires, et tout particuliérement
dans les formes stumpy. Plus directement, Nwagwu et coll. (1988), en incubant
des parasites (T. brucei) dans un tampon phosphate salin glucosé (PSG pH 8,0)
ou dans du sérum de rat sain, constatent la libération de deux sérine-
protéases (pH 5,4 et pH 8,0) dans le premier et une seule dans le second (pH
8,0). Cette derniére activité est retrouvée dans le sérum de rats infectés.
Knowles en 1987 avaient observé une activité peptidasique abolie en présence de
sérum sain, [d encore il apparait que Il'activité 3 pH 5,4 est modifiée par le

sérum.

Certaines des études de protéases parasitaires ont porté sur les
formes évolutives du trypanosome. Récemment, Pamer et coll.. (1989) ont
quantifié une cystéine-protéase de 27 kd supposée identique a celle décrite par
Lonsdale-Eccles (1987), au cours du cycle cellulaire et constatent que l'enzyme
est plus abondante chez les formes stumpy que chez les formes slender. Cette
activité est au contraire peu exprimée chez les formes procycliques comme cela
avait été déja démontré (North et coll. 1983 ; Lonsdale-Eccles, 1986).

b. Les enzymes du métabolisme oxydatif

Arrick et coll. (1981) montrent que T.b., brucei présente une sensibilité
élevée a l'absence de glutathion réduit (GSH). Le réle du GSH comme protecteur
intracellulaire représentant en effet un grand intérét en chimiothérapie puisque
les trypanosomes africains et américains semblent dépourvus de systéme efficace
de défense contre I'eau oxygénée et ses radicaux libres (Meshnick et coll. 1978
; Boveris et coll. 1980).

Le glutathion oxydé issu de Il'utilisation du GSH doit nécessairement
étre réduit rapidement. Dans les cellules de mammiféres, la glutathion réductase
a4 NADPH est I'enzyme responsable de cette réduction, mais chez Iles
trypanosomes, certaines observations semblent indiquer que le mécanisme est
différent (Fairlamb et coll. 1985a). En effet, les auteurs mettent en évidence
l'lexistence d'un co-facteur spécifique, indispensable au fonctionnement de
I'enzyme. Ce co-facteur a été caractérisé la méme année par Fairlamb et coll.
(1985b), il est constitué de deux molécules de glutathion liées covalentiellement
par leur groupement COOH a une molécule de spermidine, les auteurs lui
donnent le nom de trypanothione (Fig. 20A). lls retrouvent cette molécule chez

T. cruzi, Leishmania, et Crithidae fasciculata. La trypanothione réductase qui

régénére le co-facteur réduit a d'ailleurs été isolée chez C. fasciculata (Shames




- 57 -

LA TRYPANOTHIONE
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et coll. 1986) et T. cruzi (Krauth-Siegel et coll. 1987) et son géne est isolé a
partir de T. congolense (Shames et coll. 1988). Cette enzyme présente

l'originalité d'avoir un site de reconnaissance a la spermidine (Henderson et
coll. 1987a).

Si, en 1985, Fairlamb propose le schéma a double ligne pour la réduction
du glutathion (Fig. 20B) la responsabilité de ce dernier dans ['élimination de
H202 n'est pas démontrée. Il faut attendre Penketh et coll. en 1986 et 1987 qui
proposent un mécanisme enzymatique a NADPH2 faisant jouer la trypanothione
comme réducteur. Cependant, ces auteurs ne peuvent déceler la présence de
peroxydase, enzyme nécessaire a la dégradation. Henderson et coll, (1987)
parviennent a I'isoler chez C. fasciculata et T. brucei et démontrent que

I'élimination de H202 est réalisée par une trypanothione peroxydase selon un
schéma bien établi (Fig. 20C) ou comparativement aux systémes décrits chez les
mammiféres, la trypanothione remplace le glutathion.

En dehors du potentiel thérapeutique apporté par I'originalité du
co-facteur, la trypanothione représente un intérét dans le sens ou elle peut

agir directement ou indirectement a d'autres niveaux tant chez I'h6te que chez

le ‘parasite.

CONCLUSION

Parmi les constituants de surface du trypanosome qui sont identifiés dans
le "manteau” qui recouvre le parasite et assure une microbiologie de surface,

deux groupes de composés sont décrits :

- l'antigéne variable de surface,

- les antigénes communs.

Si I'AVS est maintenant parfaitement décrit quant a sa structure, on ignore
encore beaucoup de son réle biologique.

Parmi les antigénes communs, nombre d'activités ont été décrites. Nous
limiterons notre intérét aux activités enzymatiques et plus particuliérement aux
activités protéolytiques.

Dans notre recherche de mécanismes expliquant I'immuno dépression et les
dysrégulations endocriniennes au cours de la trypanosomiase, notre travail fera
largement appel & ces deux types de constituants dont on sait qu'ils peuvent
étre libérés depuis la membrane plasmique du parasite vers le torrent
circulatoire par lequel ils peuvent s'exprimer au niveau moléculaire et aussi

au niveau cellulaire et tissulaire.



0000

DEUXIEME PARTIE :

RESULTATS

0000



0000

CHAPITRE |

PREPARATION ET ETUDE BIOCHIMIQUE DU

MATERIEL DE SURFACE PARASITAIRE

0000



- 59 -

INTRODUCTION

Les études enzymatiques, immunologiques, endocriniennes présentées dans
le mémoire ont nécessité la préparation et la purification de matériel parasitaire
de surface.

Dans ce chapitre sont décrits les différents protocoles utilisés ainsi qu'une
caractérisation biochimique des molécules préparées.

A. OBTENTION DES PARASITES

Les trypanosomes, clonés par !'Institut de Médecine Tropicale de Anvers
(Fig. 21) sont conservés & -80°C dans une solution a8 base de glycérol 1. Un
passage de ce stabilat par injection intrapéritonéale 2 (i.p.) a des souris Swiss
males est nécessaire pour réactiver la population. Lorsque la parasitémie,
contr6lée par observation microscopique, est maximale (2 jours), le sang de
souris est injecté 2 i.p. @ des rats Sprague-Dawley sous un volume de 5 ml
contenant 50 & 100 x 106 trypanosomes. Trois jours aprés l'infestation, les rats
sont sacrifiés aprés anesthésie par injection i.p. de 1,1 ml d'une solution de
pentobarbital contenant de I'héparine 2. le sang de rat parasité est, dés son
obtention, repris en solution 4 contenant PSG 3, héparine, et, selon les
protocoles, antiprotéases 5. Le mélange est déposé sur une colonne de
DEAE-cellulose 6 qui retient les éléments sanguins alors que les trypanosomes
sont recueillis quantitativement. Une étape de centrifugation (1 500 g,
15 minutes, 4°C) permet alors le "lavage" des parasites et leur obtention sous

forme de culot parasitaire.

B. TRAITEMENT DES CULOTS PARASITAIRES

Les culots parasitaires sont soumis a des traitements qui ont pour but la
libération du manteau en vue de la préparation de I'antigéne de surface (AVS).
En réalité les protocoles actuellement utilisés, qu'ils ménent vers I'antigéne sous
“"forme soluble" ou sous "forme membranaire" libérent aussi toute une série de
constituants de surface identifiés ou encore inconnus et a activités biologiques
trés diversifiées. Il faut souligner néanmoins que sur le plan quantitatif,
I'antigéne variable est de trés loin [I'élément constitutif principal du manteau

parasitaire.
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CLONAGE DU VARIANT AnTat 1.1 de Trypanosoma brucei brucei
(D'APRES MAGNUS ET COLL 1983)

A. Constitution d'un répertoire

T.B.BRUCET
TRAGELAPHUS SCRIPTUS
(antilope)

souris

P13 (16,5,6,6,6,6,6,3,3,3,3,3)

EATRO 1125
ANTAR 1
B. Clonage
EATRO 1125

P7

ITMAS 150372B
AnTat 1/1

A Un prélévement sanguin est réalisé sur une antilope naturellement infestée.
Aprés 13 passages adaptatifs sur souris, la population obtenue, EATRO 1125
constitue le répertoire d'antigénes variables AnTAR 1.

B Le clone AnTat 1.1 est obtenu par sélection arbitraire d'un parasite
é1émentaire, puis multiplication sur souris.

Figure 21
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1. Préparation et purification de l'antigéne de surface sous "forme soluble"

Pour la libération du manteau, nous avons retenu un protocole décrit par
Baltz et coll. dés 1976, protocole auquel nous avons apporté plusieurs
modifications, qui ont eu pour but, soit d'améliorer le rendement, soit d'assurer
le plus possible une conservation de l'intégrité des entités moléculaires libérés
depuis la surface parasitaire. Le culot de trypanosomes, dés son obtention, est
repris dans un tampon phosphate glucosé 7 de pH 5,5 ou de pH 7,0, enrichi ou
non en antiprotéases 5. Aprés 20 heures d'incubation sous agitation douce a
4°C, une centrifugation 8 permet d'obtenir les surnageants pH 5,5 ou pH 7,0
qui contiennent les éléments de surface des parasites. Ces surnageants sont
conservés directement & -20°C ou aprés dialyse et lyophilisation.

a. Surnageants pH 5,5 et pH 7,0

Les préparations des surnageants pH 5,5 et pH 7,0 ont fait ['objet d'une
étude électrophorétique en gel de polyacrylamide SDS 9. Le diagramme protéique
démontre la grande hétérogénéité du matériel de surface parasitaire. Sa
définition apparait toutefois différente selon la valeur de pH retenue pour le
traitement parasitaire initial (Fig. 22).

Dans les deux protocoles, pH 5,5 et pH 7,0, ['étude électrophorétique
caractérise des éléments de masse moléculaire allant de 14 & 120 Kd, avec
cependant deux bandes dominantes, intensément révélées par le bleu Coomassie
et se situant 3 des valeurs de 60 et 120 Kd. L'influence de la valeur du pH de
libération du manteau se situe au niveau de ces deux zones : a pH 5,5, la
majorité du matériel se trouve dans la région 120 Kd alors qu'a pH 7,0, c'est la
région 60 Kd qui est la plus dense. Nous analyserons dans ce chapitre l'identité
de ces fractions et le pourquoi de ces différences. Un autre facteur trés
important que nous avons fait varier est l'addition ou non avant incubation des
parasites, d'antiprotéases. Le protocole sans antiprotéases aura pour traduction
en gel, au niveau du surnageant pH 5,5 ou pH 7,0 une plus grande dispersion
du matériel protéique dans les régions 60 Kd et surtout 120 Kd (Fig. 23).
Comparativement aux surnageants préparés en présence d'antiprotéases, il
apparait en effet que les bandes multiples supplémentaires observées
correspondent & des fragments de protéolyse des bandes majeures précédemment
décrites.

Ainsi l'antigéne variable, élément quantitatif majeur du manteau de surface

LY

doit-il étre purifié 3 partir de surnageants pH 5,5 ou pH 7,0, préparés en
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES SURNAGEANTS DE LIBERATION

DU MANTEAU DE SURFACE PREPARES EN PRESENCE D'ANTIPROTEASES
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Coloration bleu Coomassie

échantillons déposés directement en présence de glycérol 10% (v/v)
S : standard de poids moléculaire

1 : surnageant pH 5,5

2 : surnageant PH 7,0

Figure 22
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES SURNAGEANTS DE LIBERATION

DU MANTEAU DE SURFACE PREPARES EN ABSENCE D'ANTIPROTEASES
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Coloration bleu Coomassie
échantillons déposés directement en présence de glycerol 10% (v/v)
S: standard de poids moléculaire
1 : surnageant pH 5,5
2 : surnageant pH 7,0 :
fléches : position de 1'AVS d 1'état dimérique ; D
& 1'état monomérique : M

Figure 23
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présence d'antiprotéases, protocole qui assure une intégrité moléculaire
satisfaisante au regard de notre contréle électrophorétique.

Différentes approches chromatographiques ont été testées en vue de la
purification de I'AVS. Nous avons retenu la chromatographie d'affinité sur
colonne de Concanavaline-A Sépharose en raison de la nature glycoprotéique de
'antigéne de surface.

b. Purification sur Concanavaline-A Sépharose

Protocole chromatographique et analyse des fractions

Nous avons repris et adapté le protocole proposé par Baltz et coll. (1976),
protocole fondé sur ['affinité de I'AVS pour une lectine, la Concanavaline-A
(Con-A). Le surnageant pH 5,5 ou pH 7,0 est déposé sur une colonne de
Con-A Sépharose équilibrée en tampon phosphate pH 8,0 10. La fraction non
retenue (F1 Con-A) est éluée par le passage du tampon d'équilibre. L'AVS sera
obtenu par étapes d'élution a l'aide d'un tampon dont le pouvoir éluant est
progressivement amplifié par I'addition a d' & méthyl mannoside et d'agents
dissociants. Trois fractions sont ainsi obtenues en gradient discontinu :

- la fraction F2 éluée par le tampon d'équilibre enrichi en & méthyl
mannoside 10% p:v (O,5M)

- la fraction F3 éluée par le tampon précédent enrichi en KS mercaptoéthanol
1% v:v (143,3 mM)

- la  fraction Fu éluée par le tampon o méthyl mannoside,fb
mercaptoéthanol, enrichi en SDS 0,1% p:v (3,46 mM).

Les fractions F1, F F3 et Fu sont soumises d& une dialyse contre de l'eau

désionisée, et Iyophiliséezs.

Au regard des protocoles initialements décrits qui s'arrétent a I'élution par
I'Améthyl mannoside, le rendement est ici considérablement augmenté. A partir
de chromatographies de surnageants parasitaires obtenus a pH 5,5 en présence
d'antiprotéases, nous avons calculé les pourcentages relatifs de matériel dans
les trois fractions F2' F3 et Fu qui respectivement correspondent 3 31%, 26% et
43% de la quantité totale d'antigéne variable obtenu. Ainsi, le rendement est-il
augmenté d'un fracteur 3 avec la mise en évidence de fractions d'AVS trés
affines pour la Concanavaline. Sur le plan qualitatif les trois fractions ont un
comportement électrophorétique en gel de polyacrylamide SDS comparable, aprés
révélation par le bleu Coomassie (Fig. 28A) ou par immunotransfert 9 en

by

révélation 3 I'aide d'anticorps polyclonaux dirigés contre la fraction F2
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PROFILS ELECTROPHORETIQUES DES FRACTIONS ANTIGENIQUES
PURIFIEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE CONCANAVALINE-A SEPHAROSE
(PARTANT D'UN SURNAGEANT pH 5,5 EN PRESENCE D'ANTIPROTEASES)
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B révélation par immunotransfert @ 1'aide d'un immunsérum dirigé contre
la fraction F2 ,
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s : standard de poids moléculaire

1 fraction F2

2 : fraction F3

3 : fraction F4

Figure 24
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(Fig. 24B). Dans ces conditions, en effet, F3 et F, sont révélées par
l'immunsérum anti-Fz. Au plan de la taille moléculaire, lorsque le gel de
polyacrylamide est réalisé en milieu réducteur, pour les trois fractions FZ' F3 et
Fl;’
fraction F2 correspond essentiellement a I'antigéne de surface d'une masse

une bande de masse 60 Kd est observée. En absence d'agent réducteur, la

moléculaire de 120 Kd avec présence d'une trace de matériel & 60 Kd. Pour F3
et F4 qui ont été élués en présence du réducteur, si la fraction 120 Kd est
toujours dominante, la fraction 60 Kd est plus nettement caractérisée (Fig.
28A). La sensibilité aux réducteurs de ['antigéne variable traduit la structure
organisée de I'AVS constitué en dimére d'une entité de base de 60 Kd, par pont
disulfure. Concernant le surnageant pH 7,0, le résultat est comparable en gel 3
celui obtenu avec le surnageant pH 5,5,

Au dela de I'analyse comparative par électrophorése, a été menée une étude
biochimique des trois fractions : composition en amino-acides, en sucres et en
phosphore.

* Composition en amino-acides
Les échantillons ont été hydrolysés et analysés sur autoanalyseur Beckman
de Type 119 CL ”. Les compositions amino-acides des fractions antigéniques
purifiées sur Con-A sont présentées Tableau 4. Les résultats sont exprimés en
nombre de résidus pour 100 résidus dosés et ne révélent aucune différence
significative dans la répartition des acides aminés majeurs : acide aspartique
et/ou asparagine, thréonine, acide glutamique et/ou glutamine, alanine et

lysine.

* Composition en sucres

La composition en oses neutres et en osamines est déterminée, aprés
méthanolyse, par chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de
Kamerling (1975) modifiée par Montreuil et coll. (1986)12. Le tableau 5A montre
que les trois fractions présentent qualitativement Ila méme distribution
glucidique : mannose, galactose, glucose et glucosamine. Qualitativement, la
fraction Fu s'individualise par une augmentation des résidus mannose et une
diminution relative de la teneur en galactose et en glucosamine.

* Composition en phosphore
La composition en phosphore a été réalisée par une technique
colorométrique (itaya et Michio, 1966) sur des échantillons ayant subi une série
de précipitations acides suivies d'une étape de chauffage du précipité en milieu



- 67 -

COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES FORMES SOLUBLES (F2, F3 ET F4 de Con-A-

SEPHAROSE) DE L'ANTIGENE VARIABLE

F2 F3 F4
ASX 10,5 10,6 11,1
THR 8,9 9,0 8,7
SER 6,3 6,9 6,4
GLY 12,5 12,4 12,0
PRO 3,6 3,7 3,8
GLY 8,1 8,4 8,1
ALA 15,4 14,7 14,4
VAL 2,7 2,8 3,2
1/2 CYS 2,4 1,9 1,7
MET 0,6 0,7 0,9
ILE 3,4 3,4 3,8
LEU 8,5 8,4 8,8
TYR 2,3 2,2 2,3
PHE 1,5 1,5 1,9
LYS 9,3 9,3 8,5
HIS 1,9 1,9 1,9
TRP ND ND ND
ARG 2,2 2,2 2,5

* résyltats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus dosés.

ND = non dosé

Tableau 4
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COMPOSITION GLUCIDIQUE ET TENEUR EN PHOSPHORE DES FORMES SOLUBLES
(FRACTIONS F2, F3 ET F4 de Con-A Sepharose) DE L'ANTIGENE VARIABLE

F2 F3 F4

Mannose 10,3 10,4 13,7

G§1actose 3,8 4.3 2,9

Glucose 0,7 0,9 1,3
*

Glucosamine 7,8 5,8 4.8

Résultats exprimés en nombre de résidus par mole de glycoprotéine.
dosage réalisé aprés hydrolyse HC1 5,6 N ; 24 h a 100°C sur autoanalyseur
d'acides aminés.

*

Prétraitement de 1'échantillon F2 F3 F4
Précipitation par 1'acide

trichloroacétique et 1,2 1,2 1,1
chauffage du précipité a

80°C pendant 20 minutes

Précipitation par 1'acide
trichloroacétique 2,0 1,8 2,0

* présultats exprimés en nombre de mole de phosphore/mole d'AVS.

Tableau 5
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acide 13 (Baltz et coll. 1982). Les résultats, présentés sur le tableau 5B sont
comparables pour les trois fractions : un ou deux résidus de phophore sont
dosés en fonction des conditions opératoires retenues. L'étape de chauffage en
milieu acide semble déterminante. En effet, un résidu est dosé aprés chauffage
en milieu acide alors que l'on en dose deux en l'absence de cette étape, ce qui
indiquerait une fragilité différente des liaisons phosphates dans la molécule.

Dans le cas ou le méme protocole Concanavaline-A Sépharose est appliqué a
des surnageants pH 5,5 ou pH 7,0 obtenus sans addition d'antiprotéases, les
fractions éluées correspondent a des fragments de protéolyse de I'AVS encore
affines pour la lectine, ceci confirmant les observations initiales faites sur gel
avec les surnageants non purifiés (Fig. 25).

La fraction exclue, F1 Con-A, représente 40% en moyenne du matériel de
départ "surnageant pH 5,5" (p/p). Cette fraction est trés hétérogéne et
comprend en gel de polyacrylamide plusieurs dizaines de protéines de poids
moléculaire trés variable allant de 14 Kd & plus de 100 Kd (Fig. 26).

Sous-fractionnement des fractions F1et F2Con-A

Dans notre travail qui a eu pour but de mettre en évidence d'éventuelles
propriétés biologiques aux constituants de surface du trypanosome, nous avons
principalement utilisé les fractions de Concanavaline A Sépharose F1 et Fz.
Toutefois, ces études ont nécessité le plus souvent de nouvelles étapes de

purification.

- Fraction FI Con-A Sépharose

Deux sous-fractionnement ont été réalisés en vue de l'utilisation de cette
fraction pour la définition des propriétés biologiques :

- la chromatographie sur colonne de biogel P60

- la chromatographie sur colonne d' £ méthyl mannoside agarose.

La fraction F1, polydispersée en électrophorése correspondant & un
mélange d'éléments protéiques, a fait I'objet d'un sous-fractionnement par
chromatographie d'exclusion sur colonne de biogel P60 équilibrée en tampon

acide acétique 0,1 M 14

. En réalité, la reprise du matériel lyophilisé F1 Con-A
n'‘est pas totale. L'insoluble correspond a une proportion non sélective du
matériel, excepté pour les masses moléculaires supérieures @ 70 Kd qui sont

retrouvées en totalité dans [I'insoluble (Fig. 26). Quant au profil
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS ANTIGENIQUES
PURIFIEES PAR CHROMATOGRAPHIE DE CONCANAVALINE-A SEPHAROSE
(PARTANT D'UN SURNAGEANT pH 5,5 PREPARE EN ABSENCE D'ANTIPROTEASES)

+ BME

KD

94
67

30
201
144

Coloration bleu Coomassie

+8ME : tampon de reprise d'échantillons

-BME : tampon de reprise d'&chantillons
S : standard de poids moléculaires

: fraction F1

: fraction F2

: fraction F3

: fractions F4

$a2 W0 N

Figure 25
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES SOUS-FRACTIONS DE BIOGEL P60

DE LA F1 DE CONCANAVALINE-A SEPHAROSE

(F1 DE Con-A PARTANT D'UN SURNAGEANT pH 5,5 PREPARE EN PRESENCE O'ANTIPROTEASES
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Coloration bleu Coomassie

- BME : tampon de reprise d'échantillons
: standard de poids moléculaire

: F1 de Con-A

: partie insoluble

: F1 a de P60

: F1 b de P60

: F1 c de P60

: F1 d de P60
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Figure 26
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chromatographique (Fig. 27), il comprend une fraction exclue (F1a), une
trainée découpée arbitrairement en deux fractions (F1b, F1c) suivies d'un pic
terminal (Fld)‘ L'analyse en gel de polyacrylamide-SDS permet de définir les
plages de taille moléculaire correspondant aux fractions : F1a (30 a 70 Kd) ;
F1b (18 a8 50 Kd) ; Flc (14 & 30 Kd) (Fig. 26). La fraction Fld n'étant pas
révélée par le bleu de Coomassie ou étant quantitativement insuffisante.
L'insolubilité partielle de Ila fraction F1 Con-A avant chromatographie,
l'insolubilité également aprés chromatographie des sous-fractions, géneront
l'utilisation biologique du matériel, bien que le choix du biogel elt été correct
en fonction du but recherché, a savoir une sélection par taille moléculaire des
principales fractions. L'insolubilité pourrait étre la dénaturation introduite par
l'utilisation de I'acide acétique 0,1 M choisi pour obtenir un minimum
d'interaction gel-fraction.

De méme en vue de I'utilisation de la fraction F1 Con-A-Sépharose dans
des protocoles & visée immunologique, la présence de traces de Concanavaline A
contaminante peut géner considérablement l'interprétation des résultats. Aussi
nous avons repurifié la fraction F1 Con-A sur un gel d'{~ méthyl mannoside
agarose 15, gel dont la propriété est de retenir la Con-A avec une capacité de
10 3 15 mg de lectine par millilitre de gel. La faction exclue (F'l Con-A),
analysée en gel de polyacrylamide SDS présente un profil identique a celui du
produit de départ F1 Con-A, ce qui atteste de la faible contamination du
matériel initial par la lectine,

- Fraction F2 Con-A Sépharose

La fraction F2 Con-A Sépharose correspond a l'antigéne variable de surface
du trypanosome. Cette préparation a été soumise a :

- un sous fractionnement sur colonne HPLC G#4000.

Dans le but d'obtenir sélectivement la forme dimérique de I'AVS, forme
majoritaire dans F2 Con-A, nous avons fait appel a la chromatographie de gel
perméation en HPLC G4000 16
tampon phosphate 0,1 M pH 7,0 additionné de SDS 0,1 % (p/v). Le profil
chromatographique (Fig. 28) laisse apparaitre plusieurs pics dont les temps de

. Cette colonne trés sélective, est équilibrée en

rétention rapportés 3 un témoin de masses moléculaires, correspondent pour le
pic majeur a la forme dimérique de ['AVS, et pour les autres & plusieurs
polyméres de taille compatible avec la notion de tetramére, d'octamére et
d'homologues supérieurs. Le pic majeur, dimérique, a été conservé aprés dialyse
et lyophilisation.

- un passage sur colonne d'A méthyl mannoside agarose pour éliminer toute
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PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE DU
FRACTIONNEMENT SUR BIOGEL P60 DE LA FRACTION F1 DE
CONCANAVALINE-A SEPHAROSE

D.0.210 nm
Loy
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{—la f b f c f d
1 T 1 | !
0 100 200 - 300
fractions {ml) ‘

Figure 27
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CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE DE GEL
PERMEATION DE LA FRACTION F, DE CONCANAVALINE-A SEPHAROSE.
(PARTANT D'UN SURNAGEANT pH 5,5 PREPARE EN PRESENCE D'ANTIPROTEASES)

DO 220

0.7 ml/min *'_d’120 K

0.05 -
b: 480k
a>700k
{ | .

o 10 20 30 min

Colonne Beckman TSK SW G4000
Profil d'élution en tampon phosphate de sodium 0,1M de pH 7,0

Figure 28
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trace de Con-A éventuellement contaminante ;

Un autre impératif, la mise en évidence d'activités biologiques pour
I'antigéne variable, au niveau de ['h6te et donc sa responsabilité dans le
dialogue héte-parasite a provoqué la nécessité de localiser dans la molécule
d'antigéne variable la "zone", le "domaine" moléculaire responsable. Ainsi, nous
avons été amenés a tenter la séparation de fragments glycosylés et non
glycosylés de I'AVS, la séparation du domaine N-terminal ou C-terminal. Cette
préparation des domaines a été réalisée en utilisant un protocole développé au
laboratoire par Gomés et coll., (1986), qui fait appel @ une hydrolyse trypsique

17 de I'AVS, qui clive la molécule au niveau d'une "zone charniére" libérant

alors les extrémités N- et C- terminales. Les deux fragments correspondant 3
ces domaines sont ensuite séparés a partir de I'hydrolysat par chromatographie
d'exclusion sur colonne de biogel P-30 équilibrée en tampon bicarbonate
d'ammonium 0,1 M, Les fractions analysées en gel de polyacrylamide et colorées
par le bleu Coomassie (Fig. 29.A) et par le PAS 9 (Fig. 29.B) correspondent
au segment 2/3 N-terminal non glycosyié de I'AVS pour la fraction exclue (F1),
et au 1/3 C-terminal glycosylé pour la fraction retardée (Fz). Ces résultats ont
été confirmés, par les études de composition amino-acides et glucidiques des
fragments, comparés a I'AVS natif (Tableau 6) et a la séquence cDNA de I'AVS
AnTat 1.1 déterminée par Pays et coll. (1983) (Fig. 30). La composition des
deux fractions montre une plus grande richesse relative en cystéine, lysine,
asparagine ou/et acide aspartique et thréonine, pour la fraction F2 P30. Ces
acides aminés sont en effet plus représentés dans la région C-~terminale (Fig.
30). La composition glucidique a révélé I'absence de sucres dans la fraction F1
P30 et une composition pour la F2 P30 comparable a ['AVS native, confirmant
que cette région est la seule glycosylée. Le 1/3 C-terminal contient donc les
glycannes de type N (Johnson et Cross, 1977) ainsi que la structure
phosphoglycanique C-terminale déterminée par Ferguson et coll. en 1988,
substituant I'acide aminé C-terminal de I'AVS. Pour confirmer, et compléter cet
analytique, nous avons fait appel a la RMN du phosphore 18. Le spectre RMN
du 1/3 Ct est caractérisé par deux pics de résonnance a 0,52 et 15,73 ppm par
rapport au standard interne d'acide phosphorique (Fig. 31). Le premier pic a
0,52 ppm se trouve dans la région des phosphodiesters (Brauer et coll. 1984) et
correspond au phosphore de la liaison ethanolamine phosphate-mannose décrite
par Ferguson et coll. (1985a). Le second pic & 15,73 ppm se trouve dans une
région ol résonnent les phosphores impliqués dans les liaisons phosphonates
(Clonek et coll. 1970), et les phosphates cycliques (Cerdan et coll. 1986). Ce
pic correspond a l'inositol phosphate cyclique résultat du clivage enzymatique
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PROFILS ELECTROPHO&ETIQUES DES SOUS-FRACTIONS DE BIOGEL P30 DE LA F2 DE
CONCANAVALINE-A SEPHAROSE APRES HYDROLYSE TRYPSIQUE (PARTANT D'UN
SURNAGEANT pH 5,5 PREPARE EN PRESENCE D'ANTIPROTEASES).

A B

94000
67 000

43000
30000

20100
14400

A - Coloration bleu Coomassie

B - Coloration P.A.S.

+BME : tampon de reprise d'échantillons
S : standard de poids moléculaire
1: Fz de ConA
2 : F1 de P30
3: F2 de P30

Figure 29
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TABLEAU COMPARATIF DES COMPOSITIONS AMINO-ACIDES ET OSIDIQUES
DE L'ANTIGENE VARIABLE DE SURFACE (F2 DE Con-A)
NATIF ET DE SES FRACTIONS TRYPSIQUES.

Antigéne Fractions trypsiques

natif F1P30 F2P30
amino-acides
ASX 11.18 9.87 13.75
THR 8.52 8.51 11.39
SER 5.42 5.36 6.97
GLX 13.40 13.31 12,91
PRO 3.63 3.66 3.03
GLY 7.33 8.23 6.42
ALA 14,00 16.64 11.01
VAL 4.57 2.62 2.00
CYS/2 1.93 0.71 6.05
MET 0.34 0.26 0.42
ILE 3.52 4,07 2.07
LEU 8.39 10.78 3.58
TYR 2.33 2.13 1.75
PHE 1.56 1.27 1.48
LYS 9.71 8.34 13.63
HIS 1.88 2.00 1.55
ARG 2.30 2.13 0.73

Résultats exprimés en résidus pour 100 résidus.

oses/osamines

MAN 10.3 11.3
GAL 3.8 6.0
GLC 0.7 1
GLCNH2 7.8 6.3

Résultats exprimés en nbmbre de résidus par mole de glycoprotéine

Tableau 6
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SPECTRE RMN 31p DECOUPLE DE LA FRACTION

TRYPSIQUE F2P30 DE L'AVS

0.52

15.73

- balayage de champ 10000 scans
- glissements chimiques en partie par million (ppm) déterminés par rapport
au standard externe (acide orthophosphorique 85%)

Figure 31
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du phosphatidyl inositol (Dawson et coll. 1971). Ces résultats sont totalement en
accord avec la structure proposée par Ferguson et coll. (1985b, 1988) (Fig. 32)
et ils ont été aussi vérifiés par les passages en RMN d'un témoin inositol
phosphate cyclique qui a donné comme glissement chimique la valeur de 15,97
ppm.

Ainsi nous avons a notre disposition pour I'étude des propriétés
biologiques de I'AVS :

- la molécule native a I'état dimérique débarassée de toute trace de lectine
contaminante ;

- des fragments caractéristiques de sa structure, & savoir son domaine
N- et C-terminal., Le fragment C-terminal présente un axe peptidique riche en
ponts disulfures contenant des substituants N-glycosidiques et un substituant
C-terminal complexe, hétérogéne, comprenant éthanolamine, phosphore, sucres
et glycerol, terminé dans la forme soluble de I'AVS par une structure inositol
phosphate cyclique caractéristique. Si la forme soluble représente a priori la
"forme circulante" de I'AVS spontanément libérée par le parasite dans le sang
de I'héte infesté, il n'est pas interdit non plus que lors de la lyse parasitaire,
des formes "membranaires" représentatives de l'état natif de I'AVS soient aussi
libérées. De ce fait la préparation d'AVS sous forme membranaire était-elle
indispensable pour juger si possible de !activité biologique de cet état
moléculaire natif.

2. Préparation de I'antigéne de surface "sous forme membanaire" (Clarke et coll.
1985)

A

La préparation d'AVS sous forme membranaire a été réalisée a partir de
trypanosomes ayant incorporé en condition de survie de Il'acide myristique
radiomarqué 19. Aprés incorporation du marqueur pendant 30 minutes, les
trypanosomes sont centrifugés et le culot remis en suspension dans de l'acide
trifluoroacétique 0,1% glacé, puis centrifugé.

L'analyse en gel de polyacrylamide SDS du surnageant permet plusieurs
observations (Fig. 33) : en bleu Coomassie, le surnageant se caractérise par
une bande majeure de poids moléculaire inférieur & 120 Kd si on compare avec le
comportement de I'AVS soluble (Fig. 33.A) ; en autoradiographie, on retrouve
la bande majeure inférieure a 120 Kd qui sous I'effet d'agent réducteur se
retrouve & une masse moléculaire inférieure a3 60 Kd. Un immunotransfert sur
ces bandes radioactives, réalisé avec un anticorps polyclonal dirigé contre I'AVS
soluble confirme l'identité du matériel obtenu.
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EXTREMITE GLYCANNIQUE C-TERMINALE
DE L'ANTIGENE VARIABLE DE SURFACE
MITat 1-4 SOUS FORME SOLUBLE

-
3GalaiY.

Figure 32
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DE L'AVS SOUS FORME MEMBRANAIRE

A coloration bleu Coomassie
B autoradiographie
pour 1,2,3 : tampon de reprise d'échantillons -BME
4 : tampon de reprise d'échantillons +QME
1 : témoin AVS soluble
2, 3,4 : AVS membranaire marqué & 1'acide myristique

Figure 33
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Conclusion

Les étapes préparatives et les différents protocoles de purification ont
permis de mettre a8 notre disposition un matériel répondant a des définitions
précises de situation moléculaire :

- forme soluble, forme membranaire de I'AVS,

- forme native, forme dégradée de I'AVS par les enzymes de surface du
trypanosome, (préparation en présence ou en absence d'antiprotéases)

- forme dimérisée, forme monomére de I'AVS

- fragments N-terminal non glycosylé, C-terminal glycosylé de I'AVS

Le niveau de dégradation de I'AVS étant lié a la libération depuis le
manteau de surface du parasite d'enzymes, nous avons tenté de définir les
activités enzymatiques principales contenues dans les surnageants pH 5,5 et pH
7,0 préparés sans addition d'antiprotéases.

C. ACTIVITES ENZYMATIQUES

1. Activité AVS réductrice

Dés le début de ce travail, lorsque nous avons comparé différentes
conditions de libération du manteau de surface du trypanosome, est apparue la
notion de dégradation par enzymes des éléments constitutifs du manteau.

Deux hypothéses pouvaient étre avancées selon que le protocole préparatif
comportait ou non l'addition d'antiprotéases

- celle de l'action d'enzymes protéolytiques trés intense

- celle d'enzyme de "dédimérisation" de I'antigéne variable.

Cette derniére hypothése relevait essentiellement de la différence de
comportement électrophorétique d'un surnageant pH 5,5 par rapport a un
surnageant pH 7,0. Pour le premier, dominance de la fraction 120 Kd, pour le
second, dominance de la fraction 60 Kd (Fig. 34).

Nous avons systématiquement recherché sur ce phénoméne de passage
dimére-monomére, P'influence de différents facteurs et tenté de caractériser une

activité enzymatique responsable.
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES SURNAGEANTS DE
LIBERATION DE pH 5,5 ET pH 7,0 EN PRESENCE OU EN ABSENCE DE NEM

94
67
43
30

20,1
14,4

Coloration bleu Coomassie

&chantillons déposés directement en présence de glycérol 10 %
S : standard de poids moléculaire

1 : surnageant pH 5,5 sans NEM

2 : surnageant pH 5,5 avec NEM

3 : surnageant pH 7,0 sans NEM

4 : surnageant pH 7,0 avec NEM

Figure 34
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a. Réle des antiprotéases dans la définition des surnageants pH 5,5 et pH

7,0. Mise en évidence a3 pH 7,0 de libération de tubuline. Rapport

dimére/monomére

Parmi les antiprotéases ajoutées au tampon de libération de I'AVS, figurent
un inhibiteur de sérine protéase (PMSF), un inhibiteur de la trypsine et des
endoproteinase a lysine (TLCK) et un inhibiteur de cystéine protéases (NEM).
Ce dernier, le N éthyl maleimid‘e, inhibe par blocage du groupement thiol le site
actif de l'enzyme. Nous avons donc comparé les matériels obtenus par libération
a pH 5,5 ou 7,0 du manteau en présence ou non de NEM,

Pour le surnageant pH 5,5, le profil n'est pas influencé (Fig. 34). En
revanche, 3 pH 7,0, la quantité relative de matériel "60 Kd" se trouve
renforcée en absence de NEM (Fig. 34).

Se dégage de ces premiéres observations le fait que deux facteurs
influencant d'éventuelles activités enzymatiques (pH, inhibiteur) peuvent aussi
modifier la qualité du matériel obtenu par notre protocole de libération du
manteau de surface parasitaire. Si les fractions 120 Kd correspondent a I'AVS,
I'enzyme dont nous suspectons la présence, sensible au NEM, serait capable de
réduire a |'état monomérique le dimére de I'antigéne variable. Toutefois, la
définition électrophorétique dans la zone 50/70 Kd dans les conditions
expérimentales retenues est délicate d'interprétation et on ne peut éliminer au
vu des électrophoréses la présence possible d'une autre entité moléculaire. Pour
résoudre cette ambiguité, des é&tudes complémentaires & Ila simple étude
électrophorétique décrite ont été entreprises, elles ont consisté en

- la comparaison en électrophorése avant et aprés traitement des fractions
soumise 3 précipitation par la Concanavaline-A ;

- J'utilisation de I'immunotransfert avec révélation a l'aide d'anticorps anti
AVS,

* Précipitation par la Con-A

Nous avons étudié les profils électrophorétiques de surnageants pH 5,5 ou
7,0 aprés addition de concentrations élevées de Con-A (1 mg/ml) et contact de
1h30 3 4°C sous agitation. Les rapports lectine/surnageant étaient en volume de
1 et 0,6. Dans ces conditions, pour le surnageant pH 5,5, la totalité des
bandes 120 Kd et 60 Kd disparaissent de l'électrophorégramme aprés révélation
en bleu Coomassie. Pour le surnageant 7,0 au contraire, si la faible bande de
120 Kd disparait, il persiste une bande dans la zone 60 Kd qui correspond donc
a une entité différente de I'AVS (Fig. 35).
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DES SURNAGEANTS pH 5,5 ET pH 7,0
PRE-INCUBES AVEC LA CONCANAVALINE-A 1mg/ml

S4 000
67 000

43000
30000

20100
14400

Coloration bleu Coomassie - :
échantillons déposés directement en présence de glycéral 10 % (v/v)
S : standard de poids moléculaire

1 : témoin Con-A 20 M1

2 : surnageant pH 5,5

3 : surnageant pH 5,5 + Con-A (1 : 0,6 v/v)

4 : surnageant pH 5,5 + Con-A (1 : 1 v/v)

5 : surnageant pH 7,0

6 : surnageant pH 7,0 + Con-A (1 : 0,6 v/v)

7 : surnageant pH 7,0 + Con-A (1 : 1 v/v)

Figure 35
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* Immunotransfert

De méme, la comparaison d'immunotransferts réalisés avec un immunsérum
dirigé contre I'AVS (F2 Con-A) sur les surnageants pH 5,5 et pH 7,0 confirme
les résultats précédents, a savoir que le surnageant pH 7,0, et en particulier la
bande 60 Kd est hétérogéne, le rapport 120 Kd/60 Kd en bleu Coomassie étant
trés différent du méme rapport_aprés immunotransfert (Fig. 36).

Ainsi de ces deux approches expérimentales, se trouve confirmée pour le
surnageant pH 7,0, ['hétérogénéité de la bande 60 kd ou le bleu Coomassie
révéle d'une part de l'antigéne variable et, d'autre part, une protéine que nous
avons cherché a identifier

- en inhibant la libération de I'antigéne variable par le pCMPSA ;

- en sous-fractionnant sur Con-A Sépharose le produit obtenu.

* Effet du pCMPSA
Le pCMPSA, inhibiteur de la libération spontanée de I'AVS, est ajouté a

concentration 5 mM dans le tampon de libération du manteau de surface
parasitaire. Que ce soit & pH 7,0 ou 5,5, le résultat se caractérise par un
matériel majoritairement exprimé a 60 Kd (Fig. 37). Nous avons vérifié que ce
matériel n'était pas affine pour la Con-A en réalisant une incubation avec de Ia
Con-A comme précédemment décrit. Les rapports lectine/surnageant étaient en
volume de 1, 0,6 et 0,3. La figure 38 du gel de polyacrylamide montre l'absence
d'effet de la lectine sur le matériel 60 Kd.

* |solement du contaminant par chromatographie sur Concanavaline-A

Séeha rose

Le dépot du surnageant pH 7,0 obtenu en présence de pCMSA sur colonne

de Con-A Sépharose confirme I'absence de libération d'antigéne par les
trypanosomes et permet I'isolement et la caractérisation de la bande contaminante
dans le tampon d'équilibre de la colonne.

Devant ['importance quantitative de ce matériel pH 7,0 58 Kd, notre
attention s'est portée sur la tubuline, En effet, la membrane du trypanosome est
recouverte sur sa face interne d'une couche de microtubules, dont la tubuline
est I'élément essentiel. Partant de la fraction exclue de Con-A Sépharose, un
immunotransfert avec un anticorps monoclonal antitubuline réalisé par I'équipe
du Pr Schrevel (U.A. CNRS N° 290, Ilaboratoire de biologie cellulaire,
Université de Poitiers 96022 Poitiers cedex) a permis de confirmer notre
hypothése (Fig. 39). !l semble donc que la bande 60 Kd obtenue 3 pH 7,0 soit
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DETERMINATION IMMUNOLOGIQUE DE LA
PRESENCE D'AVS AnTat 1.1 DANS LES SURNAGEANTS
"DE LIBERATION pH 5,5 et pH 7,0
APRES MIGRATION ELECTROPHORETIQUE

KD E

94
67
43

30

201
144 @

A - Coloration bleu Coomassie

B - révélation par immunotransfert 3 1'aide d'un immunsérum dirigé contre 1'AVS
purifié (F2 de Con-A)

: tampon de reprise d'échantillons - BME

: &chantillons déposés directement en présence de glycérol 10% (v/v)

: standard de poids moléculaire

: témoin AVS

: surnageant pH 7,0 n

: surnageant pH 5,5

W N = W W

Figure 36
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DU SURNAGEANT DE
LIBERATION A pH 7,0 EN PRESENCE DE pCMPSA 5mM

‘KD | K

94
67

coloration bleu Coomassie
S : standard de poids moléculaire
1 : témoin AVS (F2 Con-A sépharose) repris dans le tampon -8SME

2 : surnageant pH 7,0 pCMPSA 5 mM, déposé directement en présence de glycérol
10 %.

Figure 37
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DU SURNAGEANT DE
LIBERATION A pH 7,0 EN PRESENCE DE pCMPSA 5mM
PRE-INCUBES AVEC LA CONCANAVALINE A 1mg/ml

94000
67 000

43000
30000

20100
14400

coloration bleu Coomassie

&chantillons déposés directement en présence de glycérol 10 % (v/v)
: standard de poids moléculaire

: témoin Con-A 20 M1

: surnageant pH 7,0 pCMPSA 5 mM

: surnageant pH 7,0 pCMPSA 5 mM, + Con-A {1 : 0,3 v/v)

: surnageant pH 7,0 pCMPSA 5 mM, + Con-A (1 : 0,6 v/v)

: surnageant pH 7,0 pCMPSA 5 mM, + Con-A (1 : 1 v/v)

g W N W

Figure 38
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REVELATION IMMUNQLOGIQUE PAR DES ANTICORPS
ANTITUBULINE DE LA FRACTION EXCLUE SUR CONCANAVALINE-A
SEPHAROSE DU SURNAGEANT OE LIBERATION pH 7,0 EN PRESENCE DE pCMPSA 5 mM

KD

94

67
: «— Tubuline

43

30

A coloration bleu Coomassie .
B révélation par immunotransfert 3 1'aide d'anticorps monoclonaux G-11 B-1

dirigés contre la forme acetylée de 1'a tubuline
+ BME : tampon de reprise d'&chantillons
S : standard de poids moléculaire
1 : fraction exclue de Concanavaline-A Sépharose
2 : lysat parasitaire par congélation décongélation

Figure 39



largement contaminée par de la tubuline. Il est confirmé aussi qu'a pH 5,5 la
tubuline n'est pas percue en bleu Coomassie sur {'électrophorégramme.
Au total, il apparait : que, lorsque les trypanosomes sont traités en

tampon phosphate glucosé a8 pH 7,0 sans addition de NEM, mais en présence

d'antiprotéases telles que TLCK, PMSF, la quantité relative d'AVS monomére est

plus importante que lorsque la libération du manteau a lieu 8 pH 5,5 ;

que I'état monomére d'AVS obtenu 3 pH 7,0 est instable puisque I'on

peut montrer le retour progressif & une forme dimére. En effet, nous avons
constaté qu' aprés chromatographie sur Concanavaline-A Sépharose du
surnaéeant pH 7,0, I'AVS était obtenu majoritairement sous forme de dimére ;

qu'a pH 7,0 les mécanismes membranaires permettent en quantité
importante la libération de tubuline.

b. Mise en évidence d'un systéme enzymatique de conversion dimére/
monomére d'AVS

Parmi les approches expérimentales retenues, la premiére a consisté a faire
varier le pH et la température d'incubation des surnageants de libération pH 5,5
et pH 7,0,

* Influence du pH et de la température sur le rapport dimére/

monomére dans les surnageants pH 5,5 et pH 7,0

a

Des surnageants pH 5,5 ou pH 7,0 ont été modifiés quant a leur valeur de
pH : les surnageants pH 5,5 sont portés 3@ pH 7,0 & l'aide d'une solution de
soude normale ; les surnageants pH 7,0 sont portés a8 pH 5,5 a l'aide d'une
solution d'acide orthophosphorique 4% (v/v). Les deux surnageants initiaux sont
mis en incubation ainsi que les surnageants a pH modifié, soit a 4°C, soit a
température ambiante, soit a8 37°C, 1 heure, 3 heures, 6 heures 30 et 24
heures, puis analysés en gel de polyacrylamide :

~ surnageant pH 5,5 natif (Fig. 40.A). Le profil n'est pas modifié quelles

que soient les conditions d'incubation.
- surnageant pH 7,0 natif (Fig. 40.B). Il apparait une augmentation de la

bande 120 Kd en fonction du temps d'incubation a température ambiante, et en
fonction de la température pendant trois heures.
- surnageant pH 5,5 porté a8 pH 7,0 (Fig. 40.C). A température ambiante,

les profils sont différents selon le temps : 3 1 heure, les deux bandes 60 Kd et
120 Kd sont d'intensité égale ; & 3 heures et 6 heures 30, la bande 60 Kd est
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PROFILS ELECTROPHORETIQUES DES SURNAGEANTS DE LIBERATION
pH 5,5 ET pH 7,0 INCUBES A DES TEMPS, pH ET TEMPERATURES DIFFERENTS

A B

94 000
67 000

43 000
30 000

20 100°
" 14 400

1 23456 789 1 23456 789

1 23456 789 1 23456 789

p

surnageant pH 5,5

surnageant pH 7,0

surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0

surnageant pH 7,0 modifié & pH 5,5

échantillons déposés directement en présence de glycérol 10%

1 : standard de poids moléculaire

incubation des surnageants 3 température ambiante : t 0 (2), t 1H (3),

t 3 H (4), t 6H30 (5, t28H(s6).

incubation des surnageants durant trois heures : 4°C(7), 20°C (8), 37°C {9)
Figure 40

o O w
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dominante ; 3 24 heures, les deux bandes sont équivalentes. Aprés 3 heures
d'incubation a 4°C, la bande 60 Kd est plus intense que la bande 120 Kd, 3a
37°C cette différence est accentuée pour étre totale a température ambiante.

- surnageant pH 7,0 porté & 5,5 (Fig. 40.D). On ne note pas de

différence significative des surnageants dans les conditions utilisées, excepté
aprés 24 heures a température ambiante ol il semble qu'il y ait aussi une
évolution vers les formes diméres.

Ainsi, il apparait dans le surnageant pH 5,5 un mécanisme de
transformation de I'AVS dimére en AVS monomére, révélé et ne s'exprimant
qu'aprés passage a pH 7,0 en incubation prolongée a8 température ambiante, et
aboutissant & une transformation compléte aprés trois heures d'incubation.

Au dela, a 24 heures d'incubation, du dimére en quantité non négligeabfe
est & nouveau caractérisé et impose la notion de redimérisation spontanée de
I'AVS. En effet, I'augmentation de la température provoque le rapprochement
moléculaire (agitation thermique) et favorise l'association des monoméres de
I'AVS par rapprochement des thiols libres.

A partir de ces résultats, nous avons étudié plus précisément : les
caractéristiques du systéme de conversion, des effecteurs et des substrats
potentiels.

2. Température, pH optimum, mécanisme d'intervention enzymatique.

* temEératu re

L'existence de forme dimére aprés trois heures d'incubation a 37°C
(Fig. 38.C) pouvant é&tre attribuée a une transformation plus lente qu'a
température ambiante ou au contraire beaucoup plus rapide, suivie d'une
redimérisation, nous avons réalisé en paralléle une cinétique aux deux
températures et nous avons observé par intégration du gel de polyacrylamide
bleu Coomassie, que la conversion est plus rapide a 20°C (Fig. 41).

* pH

Pour déterminer la zone de pH optimum, nous avons suivi l'efficacité de la
transformation durant 3 heures & pH 6,0, pH 6,5, pH 7,1, pH 7,6, pH 7,7,
pH 8, pH 8,5 et pH 9,0. Le résultat de cette expérience se traduit par une
zone de pH optimum large de 7 & 8 pour l'expression de la conversion (Fig.
42). La détermination du pourcentage relatif du matériel par calcul des surfaces
obtenues aprés intégration du gel, permet de préciser ces résultats avec, a pH
8,0, le maximum de présence relative de monomére.
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EFFET DE LA TEMPERATURE SUR
L'EFFICACITE DE LA CONVERSION.
INTEGRATION DES BANDES PROTEIQUES
APRES MIGRATION ELECTROPHORETIQUE

D : AVS dimére
M : AVS monomére

Le surnageant pH 5,5 modifié 2 pH 7,0 est incubé & température ambiante (A) ou &
37°C (B) durant 30 minutes, 2 heures et 5 heures.

Figure 41
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PROFILS ELECTROPHORETIQUES DU SURNAGEANT DE LIBERATION pH §,5
INCUBE 3 HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE A DIFFERENTS pH

KD
A 534 ‘!!
67 .
43 »
30
201
14 .4
12 3 45 6 7 8
8
pourcentage de 67 47 40 26 25 24 45 57
matériel & 120 kd . '
pourcentage de 33 53 60 74 75 76 55 43
matériel 3 60 kd ,
A coloration bleu Coomassie
8 pourcentage de matériel 120 kd et 60 kd estimé par intégration des
bandes

schantillons déposés directement en présence de glycérol 10% (v/v)
S : standard de poids moléculaire
1 : surnageant modifié & pH 6,0
2 : " " 6,5
3: o " " 7,1
4z " " 7,8
5: " " 7,7
6: " ' " 8,0
70" " " 8,5
8: " " 9,0

Figure 42
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* mécanisme d'action

Compte tenu de la structure de I'AVS dimére, et partant de notre
hypothése a savoir une ouverture d'un pont disulfure interchaine, nous avons
effectué un marquage par ['acide iodoacétique radioactif 20 sur le surnageant pH
5,5 porté a pH 7,5, en début et en fin d'incubation. L'autoradiographie du gel
(Fig. 43) montre une bande radioactive & 60 Kd beaucoup plus intense dans le
surnageant modifié€é a pH 7,5 aprés quatre heures d'incubation 3 température
ambiante. Ce résultat indique sans ambiguité que le monomérisation de I'AVS
s'accompagne de l'expression de thiols libres, par rupture de ponts disulfures

essentiels a l'organisation dimérique de I'antigéne variable.

3. ldentification d'effecteurs

La mise en évidence de thiols dans le mécanisme d'action du systéme de
conversion nous a amené 3d étudier la conversion de I'AVS en présence de
composés affines pour les groupements thiols : NEM, Cd+, E-64 (L-trans Epoxy
succinyl-leucyl amido(4-guanido) butane) a la concentration finale de 0,1 mM.
L'analyse des résultats en gel montre que seul le E-64 n'inhibe pas la
conversion (Fig. 44).

L'influence d'un cofacteur enzymatique, le glutathion sous forme réduite et
oxydée, en concentration finale 1 mM a été aussi analysée en comparaison avec
la cystéine et la cystine a la méme concentration (Fig. 45). De cette expérience

ressortent trois indications : seul le glutathion réduit a une action positive sur

la conversion, en l'accélérant ; ce méme composé inhibe la redimérisation

observée a 24 heures ; le glutathion oxydé, la cystéine et la cystine inhibent la
conversion.

De plus le glutathion réduit fait apparaftre a8 24 heures une nouvelle bande
de masse moléculaire supérieure a 60 Kd. Cette bande pourrait correspondre a
I'AVS réduit par le glutathion selon un mécanisme non enzymatique. En effet,
nous avons vérifié qu'en présence d'agents réducteurs I'AVS monomére présente
une masse moléculaire supérieure 3 celle de I'AVS monomére "naturel", ceci
probablement en raison d'une désorganisation de la structure tertiaire de la
molécule. Cette observation atteste encore I'hypothése d'un systéme enzymatique
intervenant dans le processus de monomérisation.

Ces résultats indiquant la probable intervention d'un systéme enzymatique
de type thiol-reductase, pH et thermo-dependant, nous avons soumis des
substrats potentiels a ce systéme.
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DU SURNAGEANT DE
LIBERATION pH 5,5 MODIFIE A pH 7,5 ET MARQUE
PAR L'ACIDE 1000 ACETIQUE ¢

A coloration bleu Coomassie

B autoradiographie

échantillons déposés directement en présence de glycérol 10 % (v:v)

1 surnageant modifié & pH 7,5 au t o d'incubation & température ambiante

2 surnageant modifié d pH 7,5 au t 4 H d'incubation & température ambiante

Figure 43
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DE L'EFFET DU NEM, E-64 ET
cd’ 0,1 mM SUR LA CONVERSION DIMERE/MONOMERE

KD

I

coloration bleu Coomassie

échantillons déposés directement en présence de glycérol 10%
(v/v)

1 : standard de poids moléculaire .

2 : surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0 t o

: surnageant pH 5,5 modifié a pH 7,0 t 3 h

: " en présence de NEM 0,1 mM

: " en présence de cdt 0,1 mM

3
4
5
6 " en présence de E-64 0,1 mM

Figure 44
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PROFILS ELECTROPHORETIQUES DU SURNAGEANT pH 5,5 MODIFIE
A pH 7,0 INCUBE EN PRESENCE DE DIFFERENTS COFACTEURS lmM

- 1

12345

Coloration bleu Coomassie
Echantillons déposés directement en présence de glycérol 10% v/v '
jncubation 3 température ambiante : t o (a), t 30 mn (b)

e

(X3

"

n HWw Nt

2345

12345 12345

1h(c)t3h(d) t6h(e)t24h (f)
surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0

Figure 45
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additionné de cystine
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4, Substrats potentiels

a) Immunoglobulines

Nous avons choisi ce type de substrat en raison de sa structure trés riche
en ponts disulfures interchaines et aussi dans le mesure ol un effet des
constituants du manteau sur les immunoglobulines pourrait constituer un élément
intéressant dans le dialogue héte-parasite, au plan de l'immunosuppression. Une
préparation d'IgG1 humaines fournies par le laboratoire du Pr Rousseaux
(Institut de Recherches sur le Cancer de Lille et URA %09 CNRS, BP 311 59020
Lille) a été ajoutée au surnageant pH 5,5 modifié pH 7,0, et une incubation a
été réalisée en paralléle avec un tampon pH 5,5 modifié pH 7,0,

La méme expérience a été réalisée avec une préparation d'IgM humaines de
la méme origine. Nous avons représenté sur la figure 46 pour les IgG, et la
figure 47 pour les IgM les résultats de ces incubations par l'intégration des gels
de polyacrylamide colorés au bleu Coomassie, intégrations qui permettent une
meilleure comparaison de la conversion dans les différentes conditions. Ces
résultats montrent que :

* le systéme de conversion est sans effet direct apparent sur les immuno-
globulines, qu'il s'agisse d'IgG ou d'IgM ;

* le rendement de la conversion du dimére de I'AVS est plus faible lorsque
I'incubation est réalisée en présence de ces substrats., La conversion est
ralentie,

b) Insuline, LH

Deux substrats de faible taille moléculaire ont été également proposés au
systeme : l'insuline qui présente au plan structural un intérét du fait de son
organisation en deux axes peptidiques réunis par deux ponts disulfures ; la LH
qui est formée de l'association de deux sous unités glycoprotéiques ol et ﬁ,
association qui dépend de l'intégrité de ponts disulfures a lI'origine de leur
structure tridimentionnelle.

Le résultat de l'incubation en présence d'insuline (Fig. 48) se caractérise
essentiellement par un effet inhibiteur sur la conversion. En ce qui concerne la
LH, nous avons travaillé avec la molécule marquée fournie par le laboratoire du
professeur JUTISZ (Unité CNRS : Laboratoire des hormones polypeptidiques,
91198 Gif-sur-Yvette). L'incubation se traduit : en bleu Coomassie par une
inhibition de la conversion de I'AVS (Fig. 49A) ; en radioactivité, par une
absence de modification du profil d'électrophorétique (intégration de l‘autoradio-
graphie : Fig. 49.B).
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EFFET DU SYSTEME DE CONVERSION SUR

LES IgG1 HUMAINES. INTEGRATION DES BANDES
PROTEIQUES APRES MIGRATION ELECTROPHORETIQUE

5 AJ\,\E,\«JI

1

: AVS DIMERE
: AVS MONOMERE

Contrdle : surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0, incub@ & température ambiante
30 minutes (1), 1 heure (2), 4 heures (3).

surnageant pH 5,5 modifié a pH 7,0, incubé & température ambiante 30 minutes
(1), 1 heure (2), 4 heures (3), en présence d'IgG1

témoin IgG1 incubées dans le tampon pH 5,5 modifié & pH 7,0, 4 heures &
température ambiante.

Figure 46
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EFFET DU SYSTEME DE CONVERSION
SUR LES IgM HUMAINES. INTEGRATION
DES BANDES PROTEIQUES APRES MIGRATION
ELECTROPHORETIQUE.

Tah

Tan+1gM

IgM 4n

: AVS dimére
: AVS monomére

Contrdle : surnageant pH 5,5 modifié @ pH 7,0 incubé & température ambiante
en début d’'incubation (t o) et aprés quatre heures (t 4h)

surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0 incubé & température ambiante 4 heures en
présence d'IgM

témoin IgM incubées dans le tampon pH 5,5 modifié & pH 7,0, 4 heures &

température ambiante.

Figure 47
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EFFET DU SYSTEME DE CONVERSION

SUR L'INSULINE. INTEGRATION DES
BANDES PROTEIQUES APRES MIGRATION
ELECTROPHORETIQUE

M

D : AVS dimére
M : AVS monomére
INS : insuline libre
A surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0 incubé 4 heures & température ambiante.
B surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0 incubé 4 heures 3 température ambiante en
présence d'insuline.
C surnageant pH 5,5 modifié d pH 7,0 au t 0 d'incubation

f«77

Figure 48
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EFFET DU SYSTEME DE CONVERSION
SUR LA LH RADIOMARQUEE

: coloration bleu Coomassie du gel de polyacrylamide

: intégration de 1'autoradiographie

: surnageant pH 5,5 modifié @ pH 7,0 t O

: surnageant pH 5,5 modifié @ pH 7,0 t 4 H & température ambiante

: surnageant pH 5,5 modifié @ pH 7,0 t 4 H & température ambiante en

présence de LH radiomarquée

: tampon pH 5,5 modifié & pH 7,0 t4H 2 température ambiante en présence de LH

radiomarquée

LH native
LH sous-unité o
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c) AVS membranaire

Nous avons testé l'effet de la conversion sur la forme membranaire de
I'AVS homologue, radiomarquée a l'acide myristique ¢ et préparée par
traitement acide. La comparaison de !'incubation de cette préparation dans le
surnageant modifié et dans le tampon modifié effectuée par intégration des
autoradiographies montre clairement que I'AVS membranaire est bien sensible au
systéme de conversion (Fig. 50).

d) Trypanosoma evansi AnTat 3-5

Enfin, nous avons recherché chez une espéce voisine de T. brucei
'existence du systéme, et le cas échéant, si I'AVS de type evansi pouvait étre
substrat du systéme de T. brucei.

Dans un premier temps, par une étude comparative avec T. brucei, nous
avons montré que I'AVS de T. evansi AnTat 3.5 se comportait aussi sous forme
d'un dimére de masse moléculaire supérieure 3 120 Kd, qui, en présence de
réducteur, apparaissait aussi sous forme monomérique (Fig. 51.A). Un marquage
a l'acide iodoacétique de ces fractions indique une structure monomérique a thiol
comme pour T. brucei.

La seconde approche a consisté & modifier le surnageant pH 5,5 de
T. evansi & pH 7,0 et d'observer son comportement 3 température ambiante. Il
n'est apparu aucune modification claire de I'AVS (Fig. 51.B). Enfin, nous avons
mélangé 0,25 volume de surnageant pH 5,5 modifi¢ & pH 7,0 de T. brucei a 0,75
volume de surnageant pH 5,5 modifice & pH 7,0 de T. evansi et comparé
lMincubation de ce mélange 3 celle de 1 volume de surnageant modifié de
T.evansi (Fig. 51). Nous n'avons pu observer non plus dans ce cas de
conversion de I'AVS de T. evansi alors que la conversion de I'AVS de T. brucei
a été ralentie (Fig. 51).

Tous ces essais de substrat, la spécificité des conditions d'observation de
la conversion, confirment tout d'abord I'existence d'un systéme enzymatique
propre au parasite., De plus, un ensemble de fractions de poids moléculaire
variable mais riches en ponts disulfures parait empécher en partie la conversion
du dimére AVS, jouant alors le réle d'inhibiteurs compétitifs.

Conclusion

Nous avons démontré par cette étude l'existence dans le manteau de
surface de Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.1 d'un systéme enzymatique

particulier & savoir une AVS-disulfure réductase qui s'exprime de maniére
optimale & pH basique et & température ambiante. Son action se situe au niveau
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EFFET DU SYSTEME DE CONVERSION
SUR L'AVS MEMBRANAIRE MARQUE A 1'ACIDE
MYRISITIQUE14C. INTEGRATION DES BANDES RADIGACTIVES
APRES MIGRATION ELECTROPHORETIQUE ET AUTORADIOGRAPHIE.

AYS Dimere

AVS Monomére

: Acide myristique libre

AVS membranaire marqué, incubé 4 heures & température ambiante dans le
tampon pH 5,5 modifié & pH 7,0.

AVS membranaire marqué, incubé 4 heures & température ambiante dans le
surnageant pH 5,5 modifié & pH 7,0

Figure 50
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ETUDE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE DU SYSTEME
DE CONVERSION AVS DIMERE - AVS MONOMERE CHEZ
TRYPANOSOMA EVANSI AnTat 3.5

AN

S 1 2 3 4 5 6 7 8810

Coloration bleu Coomassie
1,2 : tampon de reprise d'échantillons + BME
3,4 : tampon de reprise d'échantillons - BME
5-10 : &chantillons déposés directement en présence de glycérol 10 % (v/v)
S : standard de poids moléculaire
: AVS de T.b.brucei AnTat 1.1 purifié sur Con-A Sépharose
: AVS de T.evansi AnTat 3.5 purifié sur Con-A Sépharose
: T.evansi surnageant pH 5,5
: T.evansi surnageant pH 5,5 modifié pH 7,0 t O
: T.evansi surnageant pH 5,5 modifié pH 7,0 t 4H
: T.b.brucei surnageant pH 5,5 modifié pH 7,0 t 4H
: T.b.brucei surnageant pH 5,5 modifié pH 7,0 + T.evansi surnageant pH 5,5
modifiad (1/3, v/v) t 4H |
: T.evansi surnageant pH 5,5 modifié pH 7,0 t 4H

[aC I
- “
2

O 08 ~N O O

[
o

Figure 51
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de I'AVS dimére avec une spécificité étroite, conduisant a sa réduction en forme
monomére. Si l'action de ce systéme est bien uniquement ciblée sur I'AVS, cela
nous améne a plusieurs remarques. On montre en effet que I'AVS de AnTat 1.1
a une structure quaternaire non figée, qui n'est pas représentative de tous les
trypanosomes et doit donc appartenir @ une "panoplie" dont dispose le genre
Trypanosoma pour parfaire la cohésion du manteau et déjouer les défenses de

I'héte, voire favoriser des échanges nutritifs avec celui-ci. Cependant il faut
souligner que l'activité s'exprime plus nettement 3 une température proche de
celle de la mouche, et qu'elle ne s'exprime pas chez T. evansi, espéce non
transmise cycliquement par le diptére. Ceci est une possible voie dans la
compréhension de la finalité du sytéme. L'AVS monomére consituerait-il la
premiére étape dans la déplétion du manteau chez la forme procyclique ?

D'autre part nous avons testé I'effet du systéme sur des substrats
intéressants dans la relation hoéte-parasite, et, si ces substrats ne sont pas
apparemment structuralement modifiés, ils sont en partie utilisés par le systéme.
De plus, leur réle d'inhibiteur compétitif influence probablement le métabolisme
du parasite.

Enfin, il existe d'autres molécules qui représentent un intérét dans notre
modéle et qui seraient susceptibles d'étre modifiées : I'lL-2 dont un pont
disulfure est essentiel pour son activité (Smith, 1988) ; le récepteur des
lymphocytes T avec ses sous-unités ol et ﬂreliées par un pont disulfure
(Bensoussan, 1988) ; et des protéines réducteur-sensibles impliquées dans la
trypanolyse non immune (Hadjuck et coll, 1988).

D. ACTIVITES PROTEOLYTIQUES

Introduction

L'intégrité du matériel de surface des trypanosomes, obtenu apreés
libération en tampon phosphate glucosé, étant dépendante du pH et de la
présence d'inhibiteurs protéasiques, notre intérét s'est porté vers la recherche
d'enzymes protéolytiques et leur caractérisation dans les surnageants de
libération du manteau parasitaire et aussi dans les fractions antigéniques
purifiées sur Concanavaline-A Sépharose.
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1. Surnageants de libération pH 5,5 et pH 7,0

Cette étude a été menée 3 partir de surnageants pH 5,5 et pH 7,0
préparés sans antiprotéases, congelés en petits volumes directement aprés
I'étape de centrifugation qui termine la libération du manteau de surface
parasitaire. Les surnageants ont tout d'abord été examinés en gel de
polyacrylamide SDS enrichi en gélatine pour révéler d'éventuelles activités
protéasiques. Les activités ont ensuite été estimées par dosage fluorométrique
soit sur préparations brutes, soit sur 'éluat de fractionnement des surnageants
parasitaires en HPLC gel perméation sur colonne TSK SW G4000 (LKB).

a. Gels d'activité®

La gélatine contenue dans la structure du gel de polyacrylamide constitue
le substrat potentiel des activités protéolytiques. Aprés migration, le gel est
lavé, incubé 4 heures a 37°C dans des tampons de pH 6,0 ou pH 8,3 contenant
ou non du DTT (dithiotreitol), puis il est coloré par le bleu Coomassie. Les
bandes non colorées correspondent alors a des zones d'activités protéolytiques
dans la mesure ou la gélatine y a été dégradée par les enzymes,

En absence de DTT, l'incubation des gels aux deux pH se traduit par
l'existence dans les deux surnageants d'une bande décolorée de masse
moléculaire apparente 29 Kd accompagnée seulement dans le surnageant pH 5,5
d'une bande de 39 Kd (Fig. 52.A et C). En présence de DTT la bande de
masse 29 Kd est beaucoup plus intense, particuliérement lors de Il'incubation a
pH 6,0 (Fig. 52.B et D).

Par cette premiére approche, nous confirmons I'hypothése de la présence
dans les surnageants pH 5,5 ou pH 7,0 d'une activité protéolytique, qui peut
étre amplifiée par le DTT, et qui se répartit en au moins deux zones de taille
moléculaire. Pour préciser ce résultat, nous avons entrepris une étude
qualitative plus spécifique par les dosages fluorométriques d'activités
protéolytiques sur substrat de synthése.

b. Dosage fluor'ométr'ique21

La technique consiste en [I'incubation de ['échantillon en présence de
substrats peptidiques fluorogénes : Z-PHE-ARG-NMec et Z-ARG-ARG-NMec & pH
6,0 ou pH 8,3 en présence de DTT. L'activité peptidasique est caractérisée par
la fluorescence émise par le substrat hydrolysé, elle est quantifiée par rapport
4 une gamme de calibration de N-méthylcoumarine. Les essais sont aussi réalisés
en présence de l'inhibiteur de thiol-protéase, le E-64 a 2uM ou en absence de
DTT.
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PROFILS ELECTRNOPHCRETIQUES D'ACTIVITES ENZYMATICUES

DES SURNAGEANTS pH 5,5 ET pH 7,0 PREPARES EM ARSENCE
D'ANTIPROTEASES

A B

kDa
94
67

43

30
20,1
144

94
67

43
30
20,1

14,4

1 2 3

Coloration bley Coomassie

géchantillons déposés directement en présence de qlycéral 10 % {v/v)

A,C : incubation sans dithiotreitol
R,D : incubation avec dithiotreitol
A,B : incubation & pH 6,0
£,D : incubation & pH 8,3
1 : standard de poids moléculaire
2 : surnageant pH 5,5
3 : surnageant pH 7,0

Figure 52
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* Surnageants bruts

Nous avons analysé les deux surnageants, pH 5,5 et pH 7,0, en plusieurs
essais de volumes différents (50 et 100 pl), ainsi qu'a plusieurs reprises (de 3
a 9 essais), les résultats représentant les moyennes des essais.

Les activités peptidasiques a3 pH 6,0 dans les deux surnageants sont trés
élevées (Tableau 7.A) avec pour le substrat Z-PHE-ARG-NMec une activité deux
fois plus élevée dans le surnageant pH 7,0 que dans le surnageant pH 5,5,
alors que [l'activité est équivalente et plus faible avec le substrat
Z-ARG-ARG-NMec. Nous avons représenté l'effet du DTT en facteur d'activation
et l'effet du E-64 en pourcentage d'inhibition (tableau 7.B). L'effet du DTT est
équivalent pour les deux surnageants : l'activation est de l'ordre d'un facteur 2
pour le substrat Z-PHE-ARG-NMec alors qu'elle est plus faible pour le substrat
2-ARG~ARG-NMec (Facteurs 1,1 et 1,3). A l'inverse, l'effet du E-64 différencie
les deux surnageants, surtout avec le substrat Z-PHE-ARG-NMec ou !'inhibition
est de 55,5% dans le surnageant pH 5,5 contre 78,2% dans le surnageant pH
7,0. Avec le substrat Z-ARG-ARG-NMec le pourcentage d'inhibition par le E-64
est proche de zéro pour les deux surnageants.

Les activités peptidasiques a8 pH 8,3 sont plus élevées qu'a pH 6,0
(Tableau 8.A) et sont sensiblement identiques dans les deux surnageants pour
les deux substrats. De plus, l'effet du DTT, identique pour les deux
surnageants, est plus important que dans le dosage & pH 6,0, particuliérement
avec le substrat Z-ARG-ARG-NMec. Concernant l'effet du E-64, on retrouve une
sensibilité supérieure, avec le substrat Z-PHE-ARG-NMec, dans le surnageant
pH 7,0 et une faible inhibition pour les deux surnageants avec le substrat
Z-ARG-ARG-NMec (Tableau 8.B).

De ces résultats nous retiendrons :

- qu'il existe dans les surnageants des activités peptidasiques élevées, de
type thiol-protéases (E-64 sensibles) et non thiol-protéases (E-64 résistantes) ;

- que certaines activités sont davantage exprimées a pH 8,3 ou Il'activation
par le DTT est plus forte alors que l'inhibition par le E-64 y est plus faible, ce
qui implique qu'il existe des activités non thiol-protéases activées par le DTT ;

- que les deux surnageants analysés se différencient essentiellement par
leur sensibilité au E-64.

Partant de ces observations, nous avons voulu définir la ou les masses
moléculaires des enzymes se rapportant a ces activités.
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ACTIVITES PEPTIDASIQUES A pH 6,0
DES SURNAGEANTS pH 5,5 ET pH 7,0

A activité en présence de DTT

Z PHE-ARG-NMec ™
surnageant pH 5,5 407 + 30
surnageant pH 7,0 766 + 69

résultats exprimés en U/L

B Effet du DTT et du E-64

*
Z-PHE-ARG-NMec

facteur
d'activation
par le DTT

surnageant
pH 5,5 1,8 + 0,40

surnageant
pH 7,0 2,1 + 0,82

pourcentage
d'inhibition
par le E-64

55,5 + 7,49

78,2 + 5,17

Z ARG-ARG-NMec 9
328 + 11
312 + 50

7-ARG-ARG-NMec’

facteur pourcentage
d'activation d'inhibition
par le DTT par le E-64
1,1 + 0,05 0,8 +1,32
1,3 + 0,02 4,0 + 2,57

moyenne et écart-type sur 7 essais (*) ou 3 essais (0)

Tableau 7
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ACTIVITES PEPTIDASIQUES A pH 8,3
DES SURNAGEANTS pH 5,5 ET pH 7,0

A activité en présence de DTT

Z PHE ARG-NMec* Z ARG-ARG-NMec®
surnageant pH 5,5 675 + 93 642 + 16.
surnageant pH 7,0 681 + 70 560 + 19,

(résultats exprimés en U/L)

B Effet du DTT et du E-64

Z-PHE-ARG-NMec* Z-ARG-ARG-NMec °
facteur pourcentage facteur pourcentage
d'activation d'inhibition d'activation d'inhibition
par le DTT par le E-64 par le DTT par le E-64
surnageant

pH 5,5 2,3 +0,38 22,4 + 10,95 2,8 + 0,04, 2,7 + 1,46

surnageant ,
pH 7,0 2,4 + 0,35 43,5 + 14,08 3,5 +0,13. 3,2 +2,32

moyenne et écart-type sur 7 essais ( * ) ou 3 essais (0)

Tableau 8
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* Fractionnement par chromatographie HPLC

Une colonne HPLC gel perméationm munie d'une pré-colonne, est équilibrée
en tampon phosphate pH 7,0 sans SDS. Plusieurs injections de 0,2 ml de
surnageant ont été nécessaires pour avoir avec une collection de 0,7 ml! par
fraction, suffisamment de matériel pour les différents tests, avec une prise
d'essai de 0,2 ml d'éluat par dosage. Les résultats apparaissent sous forme de
chromatogrammes  d'activité, activité qui est représentée & ['échelle
logarithmique.

Nous avons tout d'abord comparé dans les fractions des deux surnageants,
les activités E-64 sensibles et E-64 résistantes, aux deux pH.

A pH 6,0 (Fig. 53)
~ Vis-a-vis du substrat Z-PHE-ARG-NMec, le surnageant pH 5,5 présente

un massif large d'activité dont le maximum se situe au temps de rétention 29
minutes qui correspond d'aprés la calibration, a8 une masse moléculaire d'environ
70 Kd. En présence de E-64 ce pic est préservé, et l'activité E-64 sensible se
résoud en deux pics de faible activité dont le plus élevé a un temps de
rétention de 32 minutes (MM 30 kd environ) (Fig., 53A). On retrouve ['activité
E-64 résistante & 29 minutes dans le surnageant pH 7,0 mais l'activité E-64
sensible est plus importante avec un pic a8 32 minutes suivi d'une trainée. De
plus, en début de chromatogramme, apparait un pic d'activité E-64 sensible
correspondant & du matériel de trés haut poids moléculaire (Fig 53.B).

- Vis-3-vis du substrat Z-ARG-ARG-NMec, apparait 3 nouveau un pic,
relativement étroit, d'activité E-64 résistante, a8 29 minutes (Fig. 53.C,D).

A PH 8,3, les résultats sont différents (Fig. 54)
- L'activité E-64 résistante correspondant a la masse moléculaire 70 Kd

atteint des valeurs beaucoup plus élevées dans les deux surnageants : pour le
substrat Z-PHE-ARG-NMec (facteur 3,2 dans le surnageant pH 5,5, facteur 5,8
dans le surnageant pH 7,0) ; et surtout pour le substrat Z-ARG-ARG-NMec
(facteur 5,1 pour le surnageant pH 5,5, facteur 8,5 pour le surnageant pH
7,0).

- L'activité E-64 sensible vis & vis du substrat Z-PHE-ARG-NMec se
traduit dans le surnageant pH 5,5 par un pic plus élevé au temps 31 minutes
(Fig 54.A). Dans le surnageant pH 7,0, cette activité est distribuée en trois
pics : un pic de trés haut poids moléculaire, un pic a 28 minutes et un
troisiéme a 33 minutes (Fig. 54.B). Vis 3 vis du substrat Z-ARG-ARG-NMec, on
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PROFILS D'ACTIVITES PEPTIDASIQUES A pH 6,0 DES SURNAGEANTS
pH 5,5 ET pH 7,0 FRACTIONNES SUR HPLC G4000

surnageant pH 5,5 Z-PHE-ARG~NMec Z-ARG-ARG-NMec
100000 3 100000 3
| | C
S 100001 10000
2 ]
= i
@ 10001
S 1007
ot _ - R RSR.I0 SV S
10 20 30 40 S0 10 20 30 40 50
temps de retention (min) temps da retention {min)
surnageant pH 7,0
!000003 100003
: B I
Z 100001 1000 3
2 b 3
£ 1
@ - 10001 100
E : %
] 100 3 10 1
10 . . ; - 17 - - .
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
temps de retention (min) temps de retention (min)
activité

----- activité en présence de E-64

—0— activité sensible au E-64

Figure 53
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PROFILS D'ACTIVITES PEPTIDASIQUES A pH 8,3 DES
SURNAGEANTS pH 5,5 ET pH 7,0 FRACTIONNES SUR HPLC G4000

surnageant pH 5,5 Z-PHE-ARG-NMec Z-ARG-ARG-NMec
160000 3 160000 3
3 3 C
> 16000+ 10000 +
z E
2 ] ]
E 1000+ 1000 1
2 1,
S 1001 100 4
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surnageant pH 7,0
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Figure 54
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retrouve une activité E-64 sensible & 29 minutes dans le surnageant pH 5,5
(Fig. 54.C) et & 28 minutes dans le surnageant pH 7,0 (Fig. 54.D).

Ce fractionnement en HPLC permet de distinguer les activités E-64 sensible
et E-64 resistante.

L'activité E-64 résistante correspond a une masse moléculaire 70 Kd, elle
est accompagnée d'une activité E-64 sensible en faible taux relatif.

L'activité E-64 sensible correspond a plusieurs entités dont une de masse
moléculaire 30 Kd.

Notons enfin que les substrats permettent de différencier les activités :
Z-ARG-ARG-NMec montre principalement [I'activité E-64 résistante ;

Z-PHE-ARG-NMec montre l'activité E-64 sensible et |'activité E-64 résistante.

Pour compléter cette étude nous avons analysé les constituants des
surnageants de libération aprés purification sur Concanavaline-A Sépharose.

2. Fractions purifiées sur Concanavaline A Sépharose (Fractions Con-A)

La préparation de ces fractions a été réalisée exactement selon le protocole
décrit chapitre B partant de surnageants sans antiprotéases. Les fractions
Con-A ont été analysées en gel d'activité puis en dosage avant et aprés
fractionnement par HPLC.

a. Gels d'activité (Fig. 55)

Les fractions ont été déposées en présence ou non de réducteur (p
mercaptoethanol) et I'incubation a été réalisée en présence de DTT & PH 6,0.
Cette révélation montre de nombreuses bandes d'activités caractéristiques des
différentes fractions. On observe dans la fraction F1 du surnageant pH 5,5 une
bande & environ 60 kd de masse moléculaire, insensible au réducteur, alors que
dans la F1 du surnageant pH 7,0 une bande apparait a environ 120 Kd et n'est
pas observée en présence de réducteur. Les fractions retenues (Fz, F3, Fu)
ont en commun deux bandes 3 30 Kd et 40 Kd, insensibles au réducteur, et
d'intensité relative variable selon la fraction. La bande a 40 Kd est plus intense

dans la F2 et la F_, moins intense dans la Fu. Enfin, apparaissent dans les F2

3'
des bandes de plus haut poids moléculaire 3 60 Kd et plus de 120 Kd.
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Ce résultat permet de distinguer les fractions retenues sur Con-A, et de
les différencier plus nettement encore de la fraction exclue. Le dosage
fluorométrique va confirmer en partie ces observations.

b. Dosage fluorométrique (Tableau 9)

Ces dosages ont été réalisés a pH 6,0 dans les trois conditions
précédemment décrites. Le tableau des activités relatives montre que avec le
substrat Z-PHE-ARG-NMec, pour les deux préparations, la fraction Fu est plus
riche en activité, mais les autres fractions n'en sont pas dépourvues, notamment
la fraction F2 du surnageant pH 7,0. De plus, l'inhibition par le E-64 est
presque totale dans les fractions retenues, a l'inverse des fractions F1. Avec le
substrat Z-ARG-ARG-NMec, au contraire, c'est la fraction F1 qui est dominante,
et les autres fractions sont peu actives. L'inhibition par le E-64 est faible pour
la fraction Fl’ inefficace pour les autres fractions. On retrouve donc la
différence qualitative observée en gel d'activité entre la fraction F1 et les
autres fractions, et une différence quantitative entre ces fractions en
particulier avec le substrat Z-PHE-ARG-NMec.

Nous avons analysé, sur la base de ces différences la fraction F1 et la
fraction F2 aprés fractionnement en HPLC GU000 avec respectivement les
substrats Z-ARG-ARG-NMec et Z-PHE-ARG-NMec a pH 6,0 (Fig. 56). Le
comportement E-64 confirme les dosages précédents avec les fractions F1 peu
sensibles au E-64 et les fractions F2 trés sensibles. De plus, les fractions F1 se
caractérisent par un pic & 30 minutes suivi d'un épaulement a 32 minutes.
L'activité résiduelle E-64 sensible correspondrait plutét au pic 30 minutes
(surtout a pH 5,5). Pour les fractions F2 'activité E-64 sensible est étalée
autour de 30 minutes avec un épaulement 3@ 25 minutes, ['activité E-64 résistante

s'individualisant vers 31-32 minutes.

La encore, par rapport aux surnageants de départ on distingue les
activités E-64 sensibles et E-64 resistantes. Si on compare les profils
chromatographiques 3 ceux des surnageants (Fig. 53), on constate que la
fraction F1 correspond au profil Z-ARG-ARG-NMec qui est donc essentiellement
constituté d'activité de type sérine protéase (E-64 résistante). Quand 3 Ila
fraction F2’ la comparaison avec le surnageant permet d'observer que l'activité
E-64 résistante a pratiquement disparu, l'activité E-64 sensible apparaissant treés
étalée.
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ACTIVITES PEPTIDASIQUES A pH 6,0
DES FRACTIONS DE CONCANAVALINE-A DES SURNAGEANTS
pH 5,5 ET pH 7,0
Z-PHE-ARG-NMec Z-ARG-ARG-NMec

Activité Activité Inhibition Activité Activité Inhibition

DTT DTT E-64 DTT DTT E-64
+ E-64 + E-64
5,5
53,6 50 6,6 % 100 96,5 3,5 %
44,3 3,9 91,0 % 5,6 5,6 0
39,3 2,8 93,0 % 3,9 3,9 0
100 4,3 96,0 % 3,9 3,9 0
7,0
38 34,9 8,0 % 100 97,7 2,5 %
76 2,6 96,5 % 8,8 8,8 0
38 1,8 95,0 % 4,6 4,6 0
100 4,1 96,0 % 6 4,2 30%

Les résultats sont rapportés en pourcentage de la valeur la plus
élevée dans le test d'un surnageant donné pour un substrat donné

Tableau 9
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On peut donc dire que le surnageant comprend une activité de type sérine

protéase de masse moléculaire environ 60-70 Kd, non affine pour Ila

Concanavaline A, et des activités de type thiol protéase de masse moléculaire de

30 Kd et plus présentant des affinités différentes pour la Concanavaline-A

SéEha rose.

CONCLUSION

La libération du manteau par un protocole non destructif, permet
I'obtention de molécules d'activité protéolytique qui se divisent en deux
“"familles" : une famille non glycosylée, de type sérine-protéase, insensible au
E-64 ; une famille glycosylée, co-éluée avec les antigénes de surface, de type
thiol-protéase, sensible au E-64. Plusieurs questions découlent de ces
résultats :.quelles relations ont les enzymes glycosylées avec I'AVS ; l'action de
ces enzymes se situe-t-elle au niveau du parasite ou sont-elles Ilibérées
naturellement ; lorsqu'elles sont libérées lors de la lyse chronique, sont-elles
inhibées ? Avant de répondre a ces questions, il faudra envisager des
purifications plus poussées de ces enzymes afin de mieux les caractériser, voire
les localiser au niveau cellulaire. Leur caractérisation est cependant d'un grand
intérét, ne serait-ce que pour tester leur effet biologique éventuel au regard de

I'équipement antiprotéasique de ['héte infesté.
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INTRODUCTION

Notre approche immunologique de la trypanosomiase africaine a été menée
essentiellement sur modéle cellulaire & partir de lymphocytes de rats Sprague
Dawley sains ou parasités. Ce choix a été inspiré par souci d'homogénéité, les
parasites étant obtenus par multiplication sur cette méme variété de rats3.

Les résultats que nous présentons se rapportent a I'étude de la réponse de
cellules lymphocytaires isolées & leur stimulation par un matériel parasitaire,
biochimiquement défini et représenté pour l'essentiel par !'antigéne variable de
surface du trypanosome.

Avant de réaliser cette étude in vitro, nous avons vérifié que les rats
présentaient bien en fin d'infection chronique ou aigue, les troubles de réponse
immunitaire déja décrits par Sileghen et coll. (1987), troubles caractérisés par
une baisse de la production d'interleukine-2 et par une diminution de
'expression du récepteur d'interleukine-2.

A. ETUDE IN VIVO

Nous avons analysé la capacité des lymphocytes de rats infestés a répondre
sur le plan de leur potentiel de prolifération et sur le plan de leur possibilité
de production d'Interleukine-2 (IL-2) a une soilicitation mitogénique par la
Concanavaline~-A (Con-A). Des rats jeunes (200 g) ont aussi été infestés par
une souche aigue AnTat 1.1A, ou une souche chronique AnTat 1.1 E de
Trypanosoma brucei brucei. Aprés respectivement 3 jours et 21 jours

d'infection, les ganglions de rats parasités, en paralléle avec des ganglions de
rats sains3, ont été prélevés stérilement et les lymphocytes préparés par
broyage et chromatographie sur laine de nylon qui permet un enrichissement en
lymphocytes T 22. Les cellules ont alors été mises en cultures 48 heures a 37°C
CO2 5% en présence de quantités croissantes de Con-A (0,5 pg/ml, 1 ug/ml et 2
pg/ml) dans deux conditions différentes ayant pour objectif :

a. la détermination de la prolifération lymphocytaire 23 : des cultures de

0,2 ml sont réalisées en microplaques de 96 puits, en situations triplées. Six
heures avant la fin de la culture, une solution de thymidine tritiée est ajoutée a
chaque puits. En fin de culture, le contenu des puits est récupéré, les cellules
sont lavées pour éliminer le métabolite non incorporé, et leur radioactivité,
représentative du taux de prolifération cellulaire, est déterminée ;



b. la détermination de la production d'lL-2 24 : des cultures sont réalisées

Ry

en situation doublées sur des boites de 24 puits & raison de 1 ml par puits. En
fin de culture, les cellules sont sédimentées par centrifugation douce et les
surnageants sont conservés a -20°C avant Je test de production. Ce test
nécessite la préparation de cellules IL-2 dépendantes, a partir de lymphocytes
spléniques de rat, cultivés pendant 72 heures en présence de Con-A. Dans ces
conditions, on obtient une population cellulaire qui exprime le récepteur de
I'IL-2. Suite 3 cette culture, de nombreux lavages en présence d'{-méthyl
mannoside sont nécessaires pour éliminer la Con-A. Les cellules sont alors
placées en cultures de 0,2 m! sur microplaques de 96 puits, en présence de
quantités décroissantes de surnageant a tester,

Les résultats sont présentés sur les figures 57 et 58. Concernant la
prolifération (Fig. 57), il apparait clairement sur les lymphocytes de rats sains,
un effet dose de la lectine, ce qui authentifie le test. La comparaison de
réponse des cellules de rats infestés a celle de rats sains montre un
comportement identique pour les lymphocytes de rats infestés par la souche
chronique alors que pour la souche aigue, ce parallélisme ne s'observe plus a la
plus forte concentration de Con-A. La production d'interleukine-2 a été
déterminée pour la concentration intermédiaire de Con-A (1 pg/ml). Nous avons
représenté sur la figure 58 la réponse proliférative des cellules IL-2
dépendantes, aux différentes quantités de surnageants des cellules stimulées
par la Con-A, Cette représentation montre une faible réponse des cellules aux
surnageants issus de lymphocytes d'animaux infestés (traits pointillés)
comparativement aux lymphocytes de rats sains (traits pleins). Il en découle
que, qualitativement ou quantitativement, I'lL-2 contenue dans les surnageants
des cellules d'animaux infestés, stimulés par la Con-A, est plus faible par
rapport a la normale,

Notre modéle cellulaire étant donc satisfaisant, nous pouvions passer a
I'étude in vitro, tout en soulignant un aspect paradoxal du résuitat. En effet,
on ne retrouve pas le parallele classique entre prolifération et production, ce
qui tendrait a indiquer que les cellules de rats parasités sont sensibles 3 la
Con-A par un mécanisme IL-2 indépendant, ce qui laisserait entendre que
durant l'infestation parasitaire, |'effet sur lymphocytes est important, modifiant
profondément leur dynamisme de réponse.
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PRODUCTION D'IL-2
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B. ETUDE IN VITRO

Introduction
L'étude in vitro de Hlinteraction antigéne de surface parasitaire/cellules
lymphocytaires a été menée sur le plan de la prolifération et de la production

IL-2 par deux approches complémentaires :

a. analyse directe

Cette analyse nécessite Il'utilisation de cellules accessoires ou/et
présentatrices d'antigénes, préparées a partir de cellules thymiques de rat dont
le pouvoir proliférant a été éliminé par irradiation 22. Les lymphocytes T sont
incubés en présence de cellules accessoires avec les différentes préparations
testées, durant 48 heures.

b. analyse indirecte

Les lymphocytes T sont incubés durant deux heures avec les différentes
préparations testées, puis un mitogéne (Con-A ou PHA) est ajouté a la culture
pour une incubation de 48 heures.

Les préparations utilisées, obtenues aprés dialyse et lyophilisation, sont
reprises dans du milieu de culture contenant des antibiotiques 22 et diluées en
cascade dans ce méme milieu de maniére & avoir des solutions de 2 mg/ml a
0,0312 mg/ml ce qui aboutit & des concentrations finales en culture de 200 ug/ml

a 3,125 pg/ml.

1. Analyse directe

a. Prolifération (Tableau 10)
* surnageants bruts
Nous avons examiné tout d'abord I'effet des surnageants de
libération du manteau de surface ne contenant pas d'antiprotéases (pH 5,5 et
pH 7,0), puis l'effet du surnageant pH 5,5 contenant des antiprotéases. Les

résultats, exprimés en index de prolifération (DPM des cellules stimulées)

DPM des cellules témoins
montrent que les trois surnageants testés ont un effet de prolifération
lymphocytaire cinqg & sept fois plus élevé que les témoins pour la concentration
la plus haute (200 pg/ml). De plus, l'effet stimulateur est dose dépendant pour
les trois préparations. Enfin, si cet effet n'est pas dépendant de la présence
initiale d'antiprotéases, il est plus important dans le surnageant pH 7,0.
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EFFET DU MATERIEL DE SURFACE PARASITAIRE
SUR LA PROLIFERATION DES LYMPHOCYTES T

1 SURNAGEANTS

Conc surn. pH 5,5 sans surn, pH 5,5 avec surn. pH 7,0 sans
(ug/ml) antiprotéases antiprotéases antiprotéases
200 5,4 5 7,2

100 3,2 3,2 4,6

50 2,2 2,2 3,3

25 2 1,9 2,3
2 FRACTIONS DE CONCANAVALINE-A SEPHAROSE ET LEURS SOUS FRACTIONS.

F1 ConA :

Conc. sous fractions de biogel P-60 sous fraction d'a méthyl
(ug/m1) Fia Fib Fic Fyd mannoside agarose

100 40,1 0,77 19,6 3,38 2,68 3,14

50 30,1 1,43 12,4 1,07 2,16 2,66

25 20,7 1,59 3,91 1,2 1,8 2,22

12,5 15,5 1,54 __ 1,44 1,83 1,98

F2ConA :

Conc. sous fractions fragments trysiques sous fraction d'améthyl
(ug/m1) de HPLC G4000 2/3Nt 1/3Ct mannoside agarose

100 5,72 3,55 1,72 1,06 2,71

50 2,38 4,65 2,64 0,94 1,94

25 1,36 5,01 1,3 0,98 1,18

12,5 1,44 4,48 1 0,79 1,24

résultats exprimés en index de prolifération

Tableau 10



- 130 -

Partant de cette observation préliminaire, nous avons cherché a localiser
l'effet activateur dans les différentes fractions du surnageant pH 5,5 (obtenu
en présence d'antiprotéases) purifiées sur colonne de Convanavaline-A
Sépharose. Ainsi il nous était possible d'apprécier le réle éventuel de !'antigéne
variable dans l'immuno-régulation et ses désordres au cours de l'évolution de la
trypanosomiase.

* Matériel purifié sur Concanavaline-A Sépharose (Tableau 10)

- F1 de Con-A Sépharose

La fraction exclue de la colonne préparative montre une activité
stimulatrice trés élevée comparativement au surnageant brut pH 5,5 de départ,
avec un index de 40 pour la concentration la plus forte (100 pa/mi).
Compte-tenu de ['hétérogénéité de cette fraction, nous avons réalisé un
fractionnement sur colonne de biogel P60, et le maximum d'activité a été
retrouvé dans la fraction Flb qui correspond 3 des éléments de taille moléculaire
comprise entre 18 Kd et 50 Kd. Une activité faible était caractérisée dans les
fractions suivantes F1c et F1d (respectivement 3,38 et 2,68).

La concanavaline A, support de la purification, mais aussi agent fortement
mitogéne, pouvait étre présente a I'état monomérique sous forme d'une protéine
de masse moléculaire 30 Kd, masse moléculaire qui se situe juste dans la zone

correspondant & F Aussi ['activité de Flb pouvant étre le fait d'une

contamination Iectinligue, nous avons re-purifié la fraction F1 de Con-A
sépharose sur une colonne d'c| méthyl mannoside agarose. La fraction (F"
con-A) exclue du gel ne présente alors plus comme nous le suspections un
niveau d'activité comparable a FIb‘ Toutefois ['activité constatée était
comparable a celle d'un surnageant pH 5,5 non traité sur colonne d'affinité
Con-A, ou a celle des derniéres fractions issues de la colonne de biogel P60 Flc
et F1 d°
Ceci laisse entendre, qu'il existe bien dans le manteau parasitaire, un
ou plusieurs constituants actifs sur la prolifération lymphocytaire de faible taille
moléculaire et ne possédant pas d'affinités pour la Concanavaline A, Les faibles
quantités de matériel ne nous ont pas permis de les identifier.

- F2 de Con-A Sépharose

Cette fraction, qui correspond a [I'AVS, a été tout particulierement
analysée, sous forme native ou aprés différents traitements. La F2 de Con-A
native posséde une activité prolifératrice, dose-dépendante, du méme ordre que
celle retrouvée dans le surnageant pH 5,5. Pour éliminer toute arriére pensée

en rapport avec une éventuelle contamination par la Concanavaline-A, la F2
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Con-A a été traitée sur colonne d'®\ méthyl mannoside agarose. Le produit
obtenu, F‘2 Con-A, conserve la propriété d'activer la prolifération
lymphocytaire. Une analyse plus fine de de Il'effet biologique de cette fraction
est menée par deux approches différentes :

- en sélectionnant la forme dimérique par HPLC de gel perméation.

Cette sous fraction se caractérise par une activité non dose-dépendante, élevée
a concentration basse (5,01 a 25 pg/ml), Cette réponse indépendante en
premiére analyse de la dose pourrait étre expliquée par un effet cytotoxique dua
au SDS contaminant, nécessaire a la chromatographie HPLC, I'expression
confirme toutefois que c'est bien la forme dimérique qui est biologiquement
active ;

- en clivant la molécule par hydrolyse trysique et en analysant les
deux fractions 2/3 N-terminale, 1/3 C-terminale purifiées par chromatographie
d'exclusion.

Seul le segment 2/3 N-terminal présente une activité qui est plus faible
que celle de Ia FZCon—A native non dose-dépendante. Ce résultat ne permet
toutefois pas de tirer de conclusion définitive sur la région de [I'AVS
responsable de I'activité. En effet, il est possible d'évoquer la cytotoxicité du
biogel contaminant mais surtout il est beaucoup plus vraisemblable d' envisager
que la région "charniére” de la glycoprotéine soit importante et méme
indispensable a l'approche lymphocytaire.

Ces premiers résultats montrent donc clairement que dans le surnageant pH
5,5 existe au moins une structure capable de stimuler une prolifération
lymphocytaire, I'AVS., Un ou plusieurs autres constituants, en faible quantité,
et de faible masse moléculaire ont aussi été retrouvés dans une fraction du
manteau de surface parasitaire ne présentant pas, dans notre protocole,
d'affinité pour la Concanavaline-A.

b. Production d'iL-2

Ce test a été réalisé uniquement avec le surnageant pH 5,5 préparé en
présence d'antiprotéases ainsi que sur les fractions correspondant a I'AVS (F2
Con-A, F'2 Con-A). Nous avons représenté la production d'lIL-2 par les courbes
de prolifération des cellules 1L-2 dépendantes, production provoquée par les
surnageants de lymphocytes stimulés (Fig. 59). Cette représentation permet de
constater que les trois fractions testées provoquent, avec une efficacité

comparable, une production d'IL-2 faible par rapport a la Con-A. Le taux de
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production calculé a partir de la gamme d'IL-2 recombinante est de l'ordre de
3 U/ml pour les trois fractions. Ce résultat confirme le faible effet de
stimulation proliférante des constituants du manteau. Cependant, le fait que la
production soit identique avec la F'2 Con-A et la F2 Con-A alors que cette
derniére provoque une prolifération deux fois plus élevée (Tableau 10) évoque
la possibilité d'un phénoméne d'auto-consommation de la lymphokine par les
lymphocytes producteurs. Pour vérifier cette hypothése, nous avons réalisé en
prolifération (expériences réalisées en présence de cellules accessoires) et en
production d'lL-2, un suivi en cinétique de 16, 48 et 72 heures (Fig. 60). Sur
le plan de la prolifération, l'effét des fractions testées, ainsi que de la Con-A,
a 16 heures est négligeable. Ensuite, la prolifération augmente avec le temps
d'incubation. Des différences sont enregistrées entre les fractions '
I'augmentation d'effet entre 48 et 72 heures est faible avec le surnageant pH 5,5
et la F'2 Con-A (augmentation d'un facteur inférieur a 2), alors qu'elle est
beaucoup plus importante avec la F2 Con-A comme avec la Con-A (augmentaion
d'un facteur 3). La différence d'effet de F2 Con-A comparée au surnageant pH
5,5 et a la F'2 Con-A est alors amplifiée & 72 heures,

Sur le plan de la production, l'effet dépendant du temps est retrouvé
mais, tout comme la Con-A, la F2 Con-A 3 72 heures présente un taux faible de
production relatif & la prolifération vérifiant ainsi |I'hypothése de départ. De
plus, la cinétique apporte un élément essentiel pour le test IL-2 : le fait que
I'on ne retrouve pas de taux d'IL-2 significatif dans les surnageants 16 heures,

LY

indique que la prolifération des cellules I1L-2 dépendante & 48 et 72 heures n'est

LY

pas due 3 une stimulation directe par le matériel antigénique résiduel.

2. Analyse indirecte

Les lymphocytes ont été pré-incubés deux heures dans les conditions
standard, en prolifération et en production d'lL-2, avec le matériel parasitaire a
100 pg/ml et en absence de cellules accessoires. Puis ont été ajoutés directement
a la culture la Con-A a8 2, 1 et 0,5 pg/ml ou la PHA 3 4,2 et 1 pg/mi, pour une
incubation de 48 heures. Cette étude a été réalisée avec le surnageant pH 5,5,
la F2 Con-A et la F'2 Con-A,

a. Prolifération
Les résultats sont représentés sous forme d'histogramme d'index de

prolifération (Fig. 61 et Fig. 62), ou pour chaque concentration de lectine, sont
représentées successivement la réponse des cellules non pré-incubées
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ETUDE EN CINETIQUE DE LA
PROLIFERATION ET DE LA PRODUCTION D'IL-2
PAR LES LYMPHOCYTES DE RATS STIMULES PAR LES
CONSTITUANTS DU MANTEAU DE SURFACE (100Hg/ml)
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Figure 60



- 135 -

EFFET DU MATERIEL PARASITAIRE
SUR LA PROLIFERATION LYMPHOCYTAIRE
INDUITE PAR LA CONCANAVALINE-A
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EFFET DU MATERIEL PARASITAIRE
SUR LA PROLIFERATION LYMPHOCYTAIRE
INDUITE PAR LA PHA
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(contréle), la réponse des cellules pré-incubées avec le surnageant pH 5,5, la
F2 Con-A et la F'2 Con-A. Concernant la Con-A, la figure 61 montre que la
réponse des cellules pré-incubées avec la F2 Con-A ou la F'2 Con-A est
sensiblement au méme niveau, voire plus faible (F2 Con-A) que la réponse des
cellules non-préincubées. Ceci indique qu'il n'y a pas d'effet cumulatif entre la
Con-A et les fractions testées. En revanche, la pré-incubation avec le
surnageant pH 5,5 se traduit par une réponse supérieure a I'addition des
réponses individuelles, surtout a la concentration de Con-A la plus élevée. |l en
résulte donc un effet synergique du surnageant pH 5,5 sur la mitogénicité
Con-A,

Concernant la PHA (Fig. 62), les trois fractions se comportent de maniére
identique et I'on constate que la réponse aux plus hautes concentrations de
lectine des cellules pré-incubées est elle aussi augmentée par rapport aux
réponses individuelles indiquant un effet synergique identique aux trois
préparations sur la PHA.

b. Production d'IL-2

Sur le modéle lymphocyte de rats, la production I'lL-2 stimulée par la PHA
est négligeable. De plus, l'étude par effet indirect étant réalisée en absence des
cellules accessoires, la production d'interleukine & 48 heures stimulée par la
Con-A 0,5 pg/ml ou par les fractions testées 100 pg/ml n'est pas significative,
Le tableau 11 représente donc la production d'lL-2 en U/L des lymphocytes
pré-incubés avec les trois fractions et stimulés par la Con-A 1 ug/ml ou
2 ug/ml. Les trois fractions ont un effet différent sur la production :

- le surnageant pH 5,5 amplifie la réponse a la Con-A (1,5 U/L a 19 U/L
pour la Con-A 1 ug/ml, 22,5 a 65,5 U/L pour la Con-A 2 ug/ml) ;

- la F'2 Con-A ne modifie pas significativement la réponse ;

- la F2 Con-A inhibe la réponse 3 la Con-A 2 pug/ml (22,2 a 6,1 U/L).

Ce résultat est en accord avec celui de la prolifération ou seul le
surnageant pH 5,5 présentait un effet synergique sur les lymphocytes.

Les résultats d'effet indirect des constituants du manteau de surface
parasitaire confirment que le manteau contient plusieurs éléments actifs dont

LY

'antigéne Ilui-méme. De plus, la capacité de ces éléments a activer une

stimulation (surnageant pH 5,5 par rapport a la Con-A, AVS par rapport a la
PHA) ou au contraire la bloquer (AVS par rapport & la Con-A) est en faveur
de l'existence de récepteurs spécifiques en surface lymphocytaire.
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EFFET DU MATERIEL PARASITAIRE APRES UNE PRE-INCUBATION DES CELLULES
SUR LA PRODUCTION D'IL-2 INDUITE PAR LA CONCANAVALINE-A

ConA 1ug ConA 2 ug
Témoin 1,5 22,2
surnageant pH 5,5 19,0 65,5
F2 ConA 1,6 6,1
F'2 ConA 2,6 18,7

- expérience réalisée en absence de cellules accessoires
- production IL-2 exprimée en U/L

Tableau 11
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c. Expression du récepteur d'lL-2

Pour compléter cette étude, une détermination de l'expression du récepteur
d'IL-2 sous l'effet direct ou indirect des trois préparations parasitaires a été
entreprise. En raison de l'absence de marqueur chez le rat, nous avons choisi
le modéle humain en utilisant des lymphocytes périphériques mononucléés
purifiés sur gradient de Ficoll 25, Les cellules ont été soumises aux mémes
types de culture que celles entreprises pour la production d'IL-2, puis elles ont
été incubées avec des anticorps anti CD25 marqués a la phycoerythrine (Becton
Dickinson). Le tableau 12 donne le pourcentage de fluorescence spécifique
déterminé sur un appareil de type EPICS. La colonne A montre que les trois
préparations testées induisent avec une efficacité comparable a celle de la Con-A
2 ug l'expression du CD25. D'autre part, on voit sur la colonne B que la
pré-incubation par ces préparations se traduit par des pourcentages de
fluorescence du méme ordre de grandeur que ceux observés avec les
préparations parasitaires seules. Bien que ces résultats ne puissent étre
comparés aux précédents, compte-tenu de la différence du modéle, des cellules
et de leur préparation, on retrouve un comportement identique de I'AVS sur les
lymphocytes, AVS qui n'augmente pas I'effet stimulateur de la Con-A. Nous
pouvons conclure de cette expérience que I'AVS de Trypanosoma brucei brucei

AnTat 1.1, souche inoffensive pour ['homme, est capable d'induire l'expression

du récepteur d'lL-2 sur les cellules lymphocytaires circulantes humaines, cette

induction pouvant faire intervenir des récepteurs de la Con-A,

Nos premiers résultats mettent en évidence la propriété de stimulation de
prolifération des lymphocytes T associée a I'AVS et probablement a3 un autre
constituant du manteau de surface. En effet, nous avons calculé a partir des
fractions de Concanavaline-A Sépharose, que Ila glycoprotéine représente
environ 60% du surnageant pH 5,5. Or l'activité retrouvée dans le surnageant
est dans certains cas supérieure a celle de la glycoprotéine purifiée. De plus,
nous avons vu que lors des tests indirects, le surnageant pH 5,5 se
singularisait dans son action vis a vis de la Con-A. Enfin, la F,‘ Con-A,
débarassée de contamination lectinique, présente une activité résiduelle non
négligeable retrouvée en fin de fractionnement sur biogel P60.

Concernant I'AVS, en dehors de son effet direct, il apparait que cette

molécule est capable de modifier |'effet mitogéne de la Con-A en l'atténuant, et

de la PHA, en l'amplifiant. De plus, les premiéres approches moléculaires

soulignent l'importance de la structure dimérique de la région 2/3 N-terminale

de la molécule et aussi de la zone "charniére" interdomaines N- et C-terminaux,
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EFFET DIRECT ET INDIRECT DU MATERIEL
PARASITAIRE SUR L'EXPRESSION DU RECEPTEUR
D'INTERLEUKINE-2 HUMAIN.

A B
Cellules non stimulées 13,3 /
ConA 2 Hg/ml 20,0 /
Surnageant pH 5,5 100 Hg/ml 22,9 21,8
F, Con-A 100 Hg/ml 21,5 21,8
Fé Con-A 100 ug/ml 25,9 25,3

A : Cellules stimulées directement 48 heures

B : Cellules pré-incubées 2 heures avec les préparations parasitaires, puis
stimulées 48 heures avec la Con-A 2 Hg/ml

- résultats exprimés en pourcentage de fluorescence spécifique

Tableau 12
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Partant de ces observations, nous avons tenté d'illustrer les mécanismes
d'interaction matériel parasitaire/ lymphocytes. Nous avons analysé l'influence
des cellules accessoires et le réle des inhibiteurs de protéases dans I'activation.

3. Réle des cellules accessoires

Ont été menés en paralléle un test de prolifération et un test de
production d'IL-2 par effet direct en 48 et 72 heures avec et sans cellules
accessoires.

a. Prolifération

Les résultats présentés dans le tableau 13, sont exprimés par la moyenne
et I'écart-type des index de prolifération des triplets. Les deux conditions (+
cellules accessoires) sont comparées par le test de différence couplée statistique
(test t de Student) 26. A 48 heures d'incubation, la présence de cellules
accessoires provoque une diminution significative de réponse des lymphocytes T
du surnageant pH 5,5 (5,4 + 0,598 au lieu de 9,45 + 0,792) et & la F'2 Con-A
(2,71 + 0,228 au lieu de 4,45 + 0,650) alors que la réponse a la F2 Con-A n'est
pas modifiée. A 72 heures d'incubation, on retrouve un comportement original
de la F2 Con-A qui est la seule préparation a avoir son effet modifié par la
présence de cellules accessoires, effet qui est amplifié (19,91 + 3,216 au lieu de
6,43 + 1,134)., La comparaison avec l'effet de la Con-A montre que la lectine est
plus activée en présence de cellules accessoires & 48 heures (24,33 + 0,995 au
lieu de 15,48 + 2,1) et & 72 heures (69,34 + 2,004 au lieu de 24,99 + 3,999).
On voit donc que pour un composé trés actif comme la Con-A, les cellules
accessoires amplifient la réponse méme a 48 heures. Pour des composés moins
actifs (FZCon-A) cette amplification visible 3 72 heures, se traduit a 48 heures,
comparativement aux deux autres fractions, par un rétablissement de la réponse
sans cellules accessoires. Ce résultat est un argument en faveur de Ia
contamination lectinique dans la fraction F2 Con-A qui masque & u48 heures
I'effet atténuant des cellules accessoires. Cette notion nous était déja acquise

par une approche expérimentale précédente.

b. Production d'IL-2
En production d'IL-2, nous avons représenté sur la figure 60 la production

en présence de cellules accessoires. En leur absence, la production n'est
quantifiable qu'd 72 heures et uniquement avec le surnageant pH 5,5 (5 U/ml)
et la fraction F'2Con-A (3,2 U/ml), l'absence de production avec la fraction F2

Con-A confirmant la baisse observée en présence de cellules accessoires.
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INFLUENCE DES CELLULES ACCESSOIRES
SUR L'EFFET ACTIVATEUR DE LA PROLIFERATION
LYMPHOCYTAIRE DES PREPARATIONS PARASITAIRES

sans cellules avec cellules
accessoires accessoires
Con-A 0.2 Hg 1548 I 2.1 24,33 I 0995 s
40 ug 9.45 3 0792 5.4 ; 0598 S
surnageant 20 Ug 6.13  0.934 3.21 ; 0.362 S
pH 5,5 10 Ug 3.55 1 0.229 2.17 1 0.183 S
5 Ug 2,72 I 0.258 1.97 I 0.188 S
20 g 5.88 ; 1.261 5,72 ; 0.685 NS
F, Con-A 10 Hg 2.63 7 0.395 2.98 1 0.227 NS 48 H
5 ug 1.3 1 0.081 1.3 ; 0.030 NS
2.5 Hg 1.33 I 0.290 1.44 I 0,170 NS
20 Hg 4.45 I 0.650 271 7 0.228 S
F', Con-A 10 ug 2.66 1 0.142 1.94 3 0.33 S
5 1g 1.09 : 0.221 1,18 ; 0.18 S
2.5 Hg 1.25 I 0.295 1.24 I 0.147 NS
Con-A 0.2 Hg 24,99 & 3.999  69.3% I 2.004 S
40 g 8.05 3 2.478  8.63 3 0.754 NS
Surnageant 20 g 4,77 + 1.825 5.03 + 0.057 NS
pH 5,5 10 Hg 3.16 ; l.217 3.85 1 0.305 NS
5 Ug 2.69 I 0.280 2.68 1 0.2056 NS
20 Hg 6.43 5 113 1991 1 3.216 S
F, Con-A 10 Hg 2.8 7 1.084 5.3 1 0.704 S
5 Hg 1.38 7 0.202 2.56 3 0.302 S72H
2.5 Hg 0.91 I 0.2 1.99 < o0.221 S
20 Hg 3.72 3 1198  3.69 1 0.290 NS
F', Con-A 10 ug 2.41 3 0.577 2.94 7 0.177 NS
5 Ug 1.61 : 0.140 1.83 ; 0.135 NS
2.5 Hg 1.1 I o.282 2 o014 S

- résultats exprimés en moyenne d'index de prolifération de triplets *
1'écart-type

S : différence significative P<0,05
NS : différence non significative

Tableau 13
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Il apparait de cette étude comparative, que les fractions testées ont un
effet mitogénique différent de l'effet produit par un mitogéne usuel comme Ila
Con-A. De plus, on retrouve une absence de corrélation entre production d'IL-2
(cellules accessoires-dépendantes) et prolifération (cellules accessoires
indépendantes) confortant notre hypothése déja exprimée d'un mécanisme
stimulateur IL-2 indépendant.

4. Inhibiteurs de protéases

Nous avons vu dans le tableau 10 que [l'activité sur lymphocytes du
surnageant pH 5,5 ne dépend pas du fait que la préparation soit préparée en
présence ou non d'antiprotéases. Ceci indique que ces antiprotéases
n'interviennent pas au niveau cellulaire et que l'intégrité structurale n'est pas
un critére essentiel. '

Nous avons vu aussi dans ce méme tableau, que I'AVS dimérique purifié
était trés actif alors que les fragments trypsiques perdaient en activité.

Partant de ces résultats contradictoires, et sachant que le surnageant pH
5,5 présentait un certain degré de dégradation par protéolyse, nous avons
comparé l'effet de stimulation de la fraction F'2 Con-A préparée en présence ou
sans antiprotéases. Le tableau 14 présente la comparaison des index de
prolifération des lymphocytes T stimulés par les deux types de préparation en
présence ou non de cellules accessoires. En absence de cellules accessoires, les
deux fractions ont un comportement comparable bien que ['absence
d'antiprotéases donne des résultats un peu plus faibles. En présence de cellules
accessoires le résultat est différent : la fraction préparée sans inhibiteur de
protéases est beaucoup plus active que la fraction classique, surtout a forte
concentration. Ce résultat est assez contradictoire avec les précédents et on
peut se demander s'il n'existe pas dans la préparation une entité enzymatique

associée 3 I'AVS, susceptible d'agir directement, ou si on est en présence de

fragments issus de la protéolyse et trés actifs.
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INFLUENCE DES ANTIPROTEASES
SUR L'EFFET MITOGENE DE
LA FRACTION F'2 Con-A.

sans cellules accessoires

+ -
100 Hg/m 3,88 + 0,77 3,26 + 0,47
50 Hg/m1 3,04 + 0,11 1,34 +0,22
25 Hg/m1 2,27 + 1,5 1,15 + 0,19

12,5 ug/ml 1,86 + 0,28 1,26 + 0,35

avec cellules accessoires

+
3,14 + 0,65
2,45 + 0,01
2,12 + 1,45

1,69 + 0,07

12,00 + 0,56
4,96 + 0,47
1,85 + 0,22

1,10 + 0,15

résultats exprimés en moyenne des index de prolifération + 1'écart type

+ préparation en présence d'antiprotéases
- préparation en absence d'antiprotéases

Tableau 14
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CONCLUSION

De l'ensemble de ces résultats, il faut retenir que ['activation du systéme
lymphocytaire par le manteau de surface du trypanosome fait intervenir des
mécanismes 1L-2 dépendants et IL-2 indépendants, IL-1 dépendants et 1L-1

indépendants ot I'AVS serait I'élément essentiel, et utiliserait des récepteurs

sEécifigues.

D'un point de vue structural, il semblerait que plusieurs parties de la
molécule soient impliquées dans cette activité biologique car si la structure
dimérique est active, la région 2/3 N-terminale préparée par coupure trypsique

I'est mais plus faiblement, alors que les fractions protéolysées par les enzymes
parasitaires le sont davantage. On a vu dans le chapitre 1 que les fragments
d'AVS préparés en absence d'antiprotéases se caractérisent par des masses
moléculaires plus élevées que celles des produits trypsiques "artificiels". Il
semblerait donc que des coupures ou des remaniements moléculaires fassent
apparaitre ou permettent un meilleure présentation des sites actifs de l'antigéne

variable,
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INTRODUCTION

Les déséquilibres endocriniens et en particulier les états d'hypogonadisme
chez le sujet trypanosomé sont maintenant parfaitement établis tant chez I'homme
que chez le modéle animal (Hublart, Thése 1989). Parmi les mécanismes évoqués
pour expliquer l'apparition de ces anomalies sont actuellement retenus

1) la dégradation possible par attaque enzymatique des stimulines
hypophysaires, ‘

2) le réle direct ou indirect de constituants protéiques ou glycoprotéiques
de surface du trypanosome sur l'axe hypothalamo-hypophysogonadotrope.

Au méme titre que les désordres immunitaires, les hypogonadismes seraient
donc la traduction classique du dialogue héte-parasite.

Par des approches expérimentales chez le rat menées in vivo et in vitro a

I'aide de souches de Trypanosoma brucei brucei nous avons tenté de démontrer

I'intérét de ces hypothéses.

A. ETUDE IN VIVO

Chez le rat ont été injectés des préparations de surnageant pH 5,5 des
culots parasitaires résiduels obtenus sans addition d'antiprotéases au cours du
protocole préparatif, ainsi que des fractions d'antigéne variable purifiées sur
Concanavaline-A Sépharose a partir de surnageant pH 5,5 cette fois préparé en
présence d'antiprotéases. Pour juger et suivre Il'effet biologique, la
testostérone, la LH sérique et la LH hypohysaire ont été dosées par dosage

. . 27
radioimmunologique”’.

1. Etude des dysfonctions endocriniennes provoquées par l'injection in vivo de

matériel trypanosomal obtenu sans antiprotéases

a. Protocole expérimental

L'extrait antigénique (surnageant pH 5,5) provenant de l'infestation de 24
rats est injecté par voie intrapéritonéale a3 6 rats méiles de 10 mois sous un
volume de 5 ml,

Le culot parasitaire (culot pH 5,5) est inoculé a 6 autres rats sous un
méme volume.

Ainsi, chaque rat recoit un matériel équivalent & une parasitémie maximale
de 4 rats,
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Chacune des deux séries expérimentales est accompagnée de 12 animaux
contréles comprenant :

- 6 animaux auxquels sont injectés 5 ml de tampon phosphate pH 5,5 sans
antiprotéases

- 6 animaux auxquels sont injectés 5 ml de tampon phosphate PBS3 pH 7,2.

Le sacrifice de ces animaux par décapitation est effectué 5 heures aprés

I'inoculation.

b. Effet du culot parasitaire pH 5,5

Les valeurs de la testostérone, de la LH sérique et de la LH hypophysaire
aprés injection du culot pH 5,5 sont analysées en fonction des résultats des
animaux témoins inoculés par le tampon PBS (tableau 15).

b-1. Testostérone
L'effet du culot parasitaire conduit a8 une diminution nette de Ila
testostéronémie. La valeur moyenne de 2,10 + 0,57 pg/ml pour les animaux
témoins passe a 0,56 + 0,21 ug/ml pour les animaux tests.
La baisse de la testostéronémie est significative a p<0,05.

b-2. Hormone lutéinisante
* LH sérique

Les concentrations de la gonadostimuline relevées chez les animaux témoins
se situent entre 11 et 39 ng/ml, soit une valeur moyenne caculée de 23 + 4,3
ng/ml.

Parmi les animaux inoculés, les taux de LH sérique sont :

- pour 2 cas, en limite normale

- pour un cas, de valeur basse

- pour 3 cas, a la limite de quantification malgré la sensibilité de la
méthode radioimmunologique.

En dépit de 2 observations, les résultats laissent apparaitre des
différences  significatives entre animaux testés et animaux témoins
(respectivement 9,4 + 4,2 ng/ml contre 23 + 4,3 ng/ml).

Cette diminution de la LH circulante est a@ rapprocher de la chute de
testostéroménie également significative statistiquement,

Toutefois, a lI'examen des valeurs de ces deux paramétres pour chaque rat
pris individuellement, on s'apercoit qu'il n'existe pas de relation nette de
proportionalité entre la valeur de LH sérique et celle de la testostérone. Si l'on



DOSAGE RADIOIMMUN6L6§§QGE DES HORMONES GONADOTROPES
(TESTOSTERONE, LH SERIQUE, LH HYPOPHYSAIRE) CHEZ
LES ANIMAUX TEMOINS (PBS pH 7,25) ET CHEZ LES
ANIMAUX INOCULES AVEC LE CULOT pH 5,5 SANS
ANTIPROTEASES

Rats témoins inoculés avec le tampon PBS

Rats TESTOSTERONE LH HYPOPHYSAIRE LH SERIQUE
(Mg/m1) (ug/hypophyse) {(ng/m1)
A 4.8 53 11
B 1,84 212 39
C 1,92 105 32
D 1,12 174 15
E 0,81 114 19
F 2,09 144 22
MOYENNE 2,10 149,30 23,0
+ 0,57 +19,7 +4,3

Rats inoculés avec le culot pH 5,5 sans antiprotéases

Rats TESTOSTERONE LH HYPOPHYSAIRE LH SERIQUE
(4g/m1) (Wg/hypophyse) (ng/m1)

1 0,38 24

2 2,6 108 0,5

3 0,51 A 368 12

4 0,19 282 0,5

5 0,58 164 0,5

6 0,12 322 19

MOYENNE 0,56 248,80 9,42
+0,21 + 48,8 +4,2

PROBA- p<0,05 p<0,05 p<0,05

BILITE signif, signif, signif,

Tableau 15
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adopte le concept que la baisse de testostérone est induite uniquement par la
baisse de LH sérique, on peut évoquer alors I'hypothése que le taux de
stimuline obtenue par dosage radioimmunologique ne refléte pas la quantité de
LH "biologiquement active". On ne peut cependant pas exclure non plus
totalement wune action inhibitrice directe de constituants parasitaires
enzymatiques ou non enzymatiques, sur la sécrétion de testostérone.

* LH hypophysaire

Chez les animaux infestés témoins le taux moyen de LH hypophysaire est
de 149,3 + 19.7 pg/hypophyse. Aprés action du culot parasitaire pH 5,5, cette
valeur s'éléve a 248,8 + 48,8 pg/hypophyse, cette augmentation est significative
(p<o0,05). ‘

Ainsi aprés 5 heures de stimulation par le culot parasitaire préparé sans

antiprotéases, on constate que la fonction gonadotrope peut étre rapidement

altérée, par une diminution sensible de deux paramétres sériques (testostérone,

LH) qui est accompagnée d'une augmentation de LH antéhypophysaire.

L'effet du surnageant antigénique pH 5,5 préparé sans antiprotéases a
également été recherché adoptant un protocole identique.

c. Effet du surnageant antigénique pH 5,5

L'ensemble des résultats des dosages radioimmunologiques de Ia

testostérone, de la LH sérique et hypohysaire est illustré par le tableau 16.

c-1. Testostérone
L'injection d'un extrait antigénique brut (surnageant pH 5,5) sans
antiprotéases n'entraine pas de modification de la testostéronémie. Dans la
majorité des cas, les valeurs sont normales, le taux moyen se situe a 1,20 +
0,36 pg/ml contre 0,74 + 0,13 pg/ml pour la série témoin.

c-2. Hormone luteinisante
* LH sérique

Le taux moyen de LH circulante passe de 21,8 + 2,3 ng/ml pour la série
témoin & 18,5 + 5,9 ng/ml pour le groupe d'animaux expérimentaux, On note de
grandes variations individuelles, sur les 6 animaux inoculés avec ['extrait
antigénique :

- 2 rats possédent des valeurs de LH sérique élevées, chacune a 36 ng/ml
qui comparativement 3 la série témoin se situent au deld de la limite supérieure
normale dosée a 28 ng/ml.
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DOSAGES RADIOIMMUNOLOGIQUES DES HORMONES GONADOTROPES
(TESTOSTERONE, LH SERIQUE, LH HYPOPHYSAIRE) CHEZ
LES ANIMAUX TEMOINS (TAMPON pH 5,5) ET CHEZ LES
ANIMAUX INOCULES AVEC L'EXTRAIT ANTIGENIQUE pH 5,5 SANS
ANTIPROTEASES

Rats témoins inoculés avec le tampon pH 5,5

Rats TESTOSTERONE LH HYPOPHYSAIRE LH SERIQUE
(Mg/m1) (Wg/hypophyse) (ng/ml)
A 1,22 210 17
B 0,49 97,5 28
C - 209 15
D 0,46 174 24
E 0,78 236 19
F 0,77 212,5 28
MOYENNE 0,74 189,8 21,83
+0,13 +20,1 +2,3

Rats inoculés avec le surnageant antigénique pH 5,5

Rats TESTOSTERONE LH HYPOPHYSAIRE LH SERIQUE
(Mg/m1) (ug/hypophyse) (ng/m1)

1 1,17 211 17

2 0,35 245 36

3 1,84 265 8

4 1,05 235 14

5 0,26 131 0,5

6 2,58 289 36

MOYENNE (des 6 rats) (des 4 rats) (des 6 rats) (des 4 rats)
1,20 229,33 210,5 18,58 9,8

+0,36 + 22,44 + 28,7 +5,9 +3,6
PROBA- p<0,1 p<0,05 p<0,05  p>0,1 p<0,05
BILITE non signif, signif, signif, non signif, signif,

Tableau 16
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- 4 animaux ont des taux beaucoup plus faibles passant de 17 ng/ml a une
valeur estimée a 0,5 ng/ml car en dessous du seuil de détection de la méthode
radioimmunologique.

Si l'on compare le taux moyen de LH sérique des animaux témoins a celui
des 4 animaux testés, on constate que la concentration de gonadostimuline
diminue de facon significative a 9,8 + 3,6 ng/ml.

Il est possible alors que les fortes concentrations notées chez les deux rats
de la série expérimentale soient le résultat d'une mauvaise injection
intrapéritonéale du matériel 3 tester. Cette hypothése semblait déja valable au
regard des résultats de testostéronémie relevés chez l'un des animaux.

* LH hypohysaire

Les taux de LH aprés l'injection du surnageant antigénique pH 5,5 oscillent
entre 131 et 289 pg/hypohyse. Notons que cette derniére valeur correspond a
'un des animaux pour lequel les taux de LH sérique et de testostérone avaient
déja été trouvés trés élevés, ce qui avait fait discuter la qualité de [l'injection
intrapéritonéale ; quoiqu'il en soit, le calcul statistique sur les 4 animaux & LH
sérique significativement abaissée semble indiquer une réaction hypophysaire
positive avec une légére augmentation a 210,5 + 28,7 pug/hypophyse par rapport
a 189,8 + 20,1 pg/hypophyse pour la série témoin.

Au total, en 5 heures, l'effet du surnageant antigénique pH 5,5 préparé

sans antiprotéases provogue une diminution marquée de la LH circulante sans

retentissement au niveau testiculaire. Ces observations montrent qu'il n'existe

pas de corrélation étroite entre la valeur de LH sérique dosée et le taux de

testostérone.

En conclusion, l'injection d'extraits parasitaires induit chez ['héte des
modifications endocriniennes dont I'essentiel se résume au fait que le culot
parasitaire entraine rapidement une altération de la fonction gonadique alors que
'effet du surnageant antigénique a un effet du méme ordre mais plus nuancé.

Nous avons recherché si I'antigéne variable de surface, élément constitutif
majeur du manteau préparé en présence d'antiprotéase pouvait jouer un roéle.



2, Etude de la fonction gonadique aprés injection de fractions antigéniques

pu rifiées

a. Protocole expérimental

Six rats méles agés de 10 mois ont été inoculés par un mélange des 3
fractions (Fz, F3, Fll)' en respectant le mieux possible les proportions de
chaque fraction,

Ainsi une solution de :

- 30 mg de F2

- 30 mg de F3

- 50 mg de Fu
repris dans 30 ml de tampon phosphate pH 5,5 enrichi en antiprotéases (TLCK,
PMSF, NEM) a la concentration finale (0,2 mM) est inject¢é par voie
intrapéritonéale a raison de 5 ml par rat, de qui représente par rat 4 fois la
quantité d'antigéne variable isolée par rat infesté,

Cing animaux témoins, de méme dge et de méme poids ont accompagné cette
série expérimentale. Ces animaux ont été inoculés avec 5 ml de tampon
phosphate pH 5,5 enrichi en inhibiteurs protéasiques a 0,2 mM.

Les animaux sont sacrifiés dans les 5 heures suivant ['injection
intrapéritonéale. le sang est prélevé en vue des dosages radioimmunologiques de
la testostérone et de la LH circulante. L'hypohyse également prélevée est
utilisée pour le dosage de la LH hypophysaire.

b. Résultats des dosages radioimmunologiques

Les taux de testostérone, de LH sérique et de LH hypophysaire des
animaux sains et infestés sont donnés dans le tableau 17.

b-1. Testostérone

L'inoculation des fractions glycoprotéiques purifiées, provoque chez le rat
un effondrement des taux de testostérone, les valeurs sont comprises entre 0,07
et 0,65 pg/ml alors que l'intervalle normal de testostérone relevé dans la série
d'animaux témoins se situe entre 1,02 et 2,35 ug/ml.

La valeur moyenne chute de 1,52 + 0,24 pg/ml pour les animaux témoins a
0,31 + 0,08 pg/ml pour les animaux infestés. Cette diminution importante de la
testostérone est hautement significative et permet de démontrer une privation de
la synthése stéroidienne testiculaire quasi compléte dans les 5 heures suivant

I'injection d'antigéne variable.
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DOSAGES RADIOIMMUNOLOGIQUES DES HORMONES

GONADOTROPES DES RATS TEMOINS (TAMPON pH 5,5)
ET DES RATS INOCULES AVEC LES FRACTIONS
ANTIGENIQUES PURIFIEES

Rats témoins

Rats TESTOSTERONE LH HYPOPHYSAIRE LH SERIQUE
(Hg/m1) (ug/hypophyse) (ng/ml)

A 1,02 191,6 28,2

B 1,66 210 20

C 1,53 163,4 22,8

D 2,35 257 30

E 1,02 299,8 28,2

MOYENNE 1,52 224 ,3 25,8
+0,24 + 24,2 +1,8

Rats inoculés avec avec F2, F3, F4

Rats TESTOSTERONE LH HYPOPHYSAIRE LH SERIQUE
~ (ug/m1) (ug/hypophyse) (ng/m1)

1 0,42 123,2 6,6

2 0,65 180,2 13

3 0,07 161,3 33,2

4 0,13 142,6 32,4

5 0,26 121,6 11,6

6 0,34 : 161,2 -

MOYENNE 0,31 148,3 19,3

+0,08 +9,5 * 5,5
PROBA- p<0,01 p<0,05 p>0,05
BILITE signif, signif, non signif,

Tableau 17
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b-2. Hormone lutéinisante
* LH sérique

Les taux de LH sérique de référence dosés chez les animaux témoins sont
de l'ordre de 20 a 30 ng/ml (moyenne = 25,8 + 1,8 ng/ml). Aprés injection des
fractions purifiées d'antigéne variable, une diminution (significative, p<0,01,
pour 3 animaux de la série expérimentale) de la LH sérique (10,4 + 1,9 ng/ml)
est constatée alors que deux animaux de cette méme série présentent un taux de
LH (32,4 - 33,2 ng/ml) supérieur a& la valeur normale la plus élevée. On
remarquera pour ces deux derniers cas que les taux de testostérone
correspondent aux valeurs les plus faibles dosées pour cette série
expérimentale.

Il ne semble pas exister, nous le constatons cette fois encore, de relation
étroite entre le taux de LH sérique dosé par méthode radioimmunologique et les
valeurs de testostérone correspondantes.

Ces résultats montrent que l'injection de fractions antigéniques purifiées
inhibent la sécrétion de testostérone.

L'hyposécrétion testiculaire de testostérone pourrait donc étre en rapport
avec :

- une reconnaissance directe de I'antigéne de surface du trypanosome par
les récepteurs testiculaires de gonadostimulines ;

- une reconnaissance directe de [I'antigéne de surface par d‘autres
récepteurs a l'origine d'un systéme de contrdle négatif testiculaire.

* LH hypophysaire

Les valeurs d'hormone lutéinisante hypophysaire des animaux témoins
varient de 163,4 & 299,8 pg/hypophyse. Chez les animaux infestés, & l'exception
d'un rat, toutes les valeurs d'hormone hypophysaire sont inférieures a la valeur
normale la plus basse,

Les taux moyens exprimés par hypophyse passent de 224,3 + 24,2 pg chez
les animaux témoins a 148,3 + 9,5 pg chez les animaux infestés. Cet
effondrement du taux de LH hypophysaire aprés injection de [I'extrait
antigénique purifié est lui aussi significatif a p<0,05.

Ainsi, de ces résultats, nous constatons que l'injection de la forme soluble

de |'antigéne variable purifié sur colonne de Concanavaline-A Sépharose en

quantité correspondant a 4 fois la parasitémie d'un rat provoque un déficit

hormonal qui se traduit principalement par une baisse nette des taux de

testostérone sérique et de LH hypophysaire avec une LH circulante apparemment

conservée,
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En conclusion, l'injection in vivo de constituants parasitaires isolés a
permis de mettre en évidence 2 mécanismes d'action sur Ila fonction
gonadotrope :

- une action directe de fractions glycoprotéiques parasitaires purifiées
(antigéne variable) sur la sécrétion testiculaire et sur la synthése
antéhypophysaire de LH, sans modification sensible des taux de LH sérique qui
demeurent en valeur limite normale,

- une action directe de l'extrait antigénique brut (surnageant pH 5,5) et
du culot parasitaire (culot pH 5,5) préparés en I|'absence d'inhibiteurs de
protéases sur I|'hormone Ilutéinisante circulante, mettant en évidence
I'intervention probable de protéases parasitaires.

Il apparaissait alors intéressant d'envisager une approche expérimentale
in vitro pour la mise en évidence de I['effet direct possible de ces enzymes sur
la gonadostimuline responsable du contrdle testiculaire a savoir ['hormone
luteinisante.

B. ETUDE IN VITRO

L'étude in vitro de l'effet d'enzymes de trypanosome sur une préparation
d'hormone lutéinisante de rat purifiée a été envisagée aprés radioiodination de la
glycoprotéine antehypophysaire.

1. Protocole expérimental

Le marquage de la stimuline hypophysaire (NIDDK - LH17) a l'iode 125!

(IMS-30 Amersham) (fournie par le laboratoire du Pr JUTISZ, Laboratoire CNRS
des hormones polypeptidiques 91198 Gif sur Yvette) a été effectué selon la
technique décrite par Greenwood et coll (1963).

L'hormone marquée est mise en contact avec le surnageant pH 5,5 ou avec
le culot pH 5,5 obtenus lors du protocole de libération de I'AVS par choc
isoosmotique des trypanosomes & pH 5,5, La cinétique d'incubation est effectuée
d 37°C. Des prélévements sont réalisés aprés 30 minutes, 2 heures et 6 heures.
Le comportement électrophorétique de la LH 125I est suivi en SDS PAGE puis

révélé par autoradiographie.
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125

2. Etude électrophorétique de I'hormone lutéinisante de rat marquée & |

La pureté de la préparation hormonale a été vérifiée par électrophorése en
présence de SDS,

Le comportement électrophorétique de I'hormone marquée montre aprés
autoradiographie du gel, 2 bandes radioactives :

- une bande représentative de la LH native de taille moléculaire apparente
(Mr) 30 Kd

- une bande de plus faible taille (Mr = 14 Kd) correspondant a la sous
unité dlibre de ('hormone.

La répartition de la radioactivité appréciée par un densitométre type
Cliniscan 2 Helena, estime &8 77% la radioactivité dans la forme native de LH et a
23% la radioactivité au niveau de la sous-unité  , (Fig. 63).

Rappelons que la LH est une association de sous-unités élémentaires o\ et
f‘5 par intéractions non covalentes. Le traitement de I'hormone : 5 minutes a
100°C en milieu réducteur et en conditions dissociantes selon Krummen et
Baldwin (1988) (tampon Tris HCl 0,125 M pH 6,8, SDS 6%, Y‘S mercaptoéthanol
108) la sépare en effet en ses deux sous-unités d et P qui en masse
moléculaires apparentes se situent respectivement 3 18 kd et 13 kd daltons.
I'intégration densitométrique du profil électrophorétique de 1'hormone totalement
dissociée fait apparaitre un marquage nettement prédominant au niveau de la

sous unité o 78% contre 22% au niveau de la sous—unitép .

On comprend donc que la préparation de LH que nous avons pu utiliser
était en partie dissociée et que le rapport relatif d'iode 125 au niveau des
sous-unités d et (5 ne permet pas la caractérisation de la sous-unité ‘3 sur
une étude directe (Fig. 63).

1

Ainsi, la préparation de LH 25! a été mise en contact avec les différentes

fractions trypanosomales, incubée puis analysée en gel de polyacrylamide.

Cette étude in vitro a porté sur I'effet de préparations trypanosomales
préparées en l|'absence ou en présence d'antiprotéases. Il s'agissait d'une part
de I'extrait antigénique brut (surnageant pH 5,5) et d'autre part du culot
parasitaire (culot pH 5,5) provenant d'une préparation d'environ 80 a 130 106
cellules soumises au choc isoosmotique (tampon phosphate pH 5,5).
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DE LA LH MARQUEE

Mr

kDa
30- . —ago——native LH
1\ @ B «—SUBUNITa
12- o ~—SUBUNITS

.

cm

75 85 115

A - Autoradiographie
B - enregistrement densitométrique des profils

1 LH reprise dans le tampon -BME
2 LH reprise dans le tampon +BME

Figure 63
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La cinétique était réalisée a 37°C sur un échantillon de LH 125

l
correspondant a 440 000 cpm. Les prélévements ont été effectués aprés 30
minutes, 2 heures et 6 heures. Sur chaque aliquot, 20 000 cpm ont été prélevés

et analysés en SDS-PAGE.

3. Etude électrophorétique de I'hormone marguée incubée en présence du culot

parasitaire préparé avec ou sans antiprotéases (culot pH 5,5)

Le témoin est obtenu par incubation de la LH marquée dans le tampon
phosphate (PBS) pH 7,2 ayant servi & la reprise du culot parasitaire aprés
centrifugation de Ila préparation de trypanosomes ayant subi un choc
isoosmotique a@ pH 5,5 en présence ou en absence d'antiprotéases. Aucune
modification de la répartition de radioactivité (forme native, sous-unité«) n'est

observée au cours de la cinétique, 30 minutes, 2 heures et 6 heures (Fig. 64).

a. Effet d'un culot parasitaire pH 5,5 préparé en présence d'antiprotéases

Dés 30 minutes d'incubation, on observe (Fig. 64), une diminution de la
radioactivité de I'hormone native (12%) au profit des deux sous-unités libreso{
et iS qui totalisent prés de 88% de la radioactivité du matériel déposé. Aprés 2
heures de cinétique, la forme dimére de la LH tend a disparaitre (7%) alors que
s'intensifie le marquage de la sous-unité d (623%) et de la sous-unité [5 (319).
Aprés 6 heures, seules les deux sous-unités libres sont révélées avec cependant
une diminution d'intensité de marquage de la bande représentattive de la
sous-unité o (48%) alors que la bande radioactive correspondant 3 la sous-unité
‘3 reste stable (42%).

L'effet “"dissociant" du culot pH 5,5 apparait donc trés marqué. On note
une diminution d'intensité de marquage de la sous-unité 4 qui met en évidence
un processus de dégradation alors que la sous-unité S’.’ n'est pratiquement pas
affectée.

b. Effet d'un culot parasitaire pH 5,5 préparé en absence d'antiprotéases

La protéolyse du matériel hormonal radioactif illustré par la figure 64 est
trés rapide. Aprés 30 minutes, I'hormone native ainsi que la sous-unité o sont
a peine visibles en électrophorése. Avec des incubations prolongées (2 heures
puis 6 heures), tout le matériel hormonal radioactif est dégradé.
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DE LA LH MARQUEE AU
COURS DE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN PRESENCE D'UN
CULOT RESIDUEL pH 5,5 AVEC OU SANS ANTIPROTEASES ( AP )
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Figure 64
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Le culot pH 5,5 préparé sans antiprotéases posséde donc une action
protéolytique intense qui s'exprime sur la molécule native et les sous-unités o{ et

B

protocole de libération du VSG réduit I'effet protéolytique du culot cellulaire,

Ainsi ces résultats montrent que I'addition d'inhibiteurs protéasiques au

néanmoins on constate que celui-ci conserve une activité dissociante avec une
dégradation essentiellement menée vers les sous-unités &l . Sans préjugé du réle
des inhibiteurs naturels présents dans le sang d'un rat parasité on peut donc
envisager la possibilité lors d'une immunolyse parasitaire de l'effet d'enzymes
sur I'hormone lutéinisante circulante.

4, Etude électrophorétique de I'hormone marquée incubée en présence de

I'extrait antigénique (surnageant pH 5,5) préparé avec ou sans antiprotéases

Les témoins retenus sont le produit de l'incubation de la LH marquée dans
le tampon phosphate pH 5,5 ayant servi a la préparation des extraits
parasitaires (surnageant pH 5,5). Aucune modification n'est notée au niveau du

profil électrophorétique de I'hormone (Fig. 65).

a. Effet d'un surnageant pH 5,5 préparé en présence d'antiprotéases

Si Il'analyse électrophorétique du matériel radioactif montre un profil
analogue a celui de [I'échantillon témoin correspondant, en revanche, les
enregistrements densitométriques des différents temps d'incubation (30 minutes,
2 heures, 6 heures), révélent I'effet du surnageant pH 5,5 sur la LH, avec une
baisse de radioactivité de I'hormone native passant de 72% a 30 minutes & 65 % a

2 heures et 52% 3@ 6 heures, au profit de la sous-unité A (28% a 30 minutes et
48% a 6 heures).

Le surnageant pH 5,5 avec antiprotéases provoque donc une dissociation de
I'hormone marquée.

b, Effet d'un surnageant pH 5,5 préparé en absence d'antiprotéases

L'autoradiographie de ['électrophorése de I'hormone marquée incubée dans
'extrait antigénique brut préparé sans inhibiteurs protéasiques montre dés 30
minutes une diminution de la radioactivité de la LH native ainsi que Ila
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DE LA LH MARQUEE AU
COURS OE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN PRESENCE
D'UN SURNAGEANT pH 5,5 AVEC OU SANS ANTIPROTEASES { * AP)
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Figure 65
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sous-unité o\ . Aprés 2 et 6 heures de réaction, le marquage devient totalement
absent du profil électrophorétique. La sous-unité ‘3 est aussi trés rapidement
détruite (Fig. 65).

Au total on insistera sur le fait que surnageant pH 5,5 et culot pH 5,5
préparés en présence d'antiprotéases ont un effet d'intensité et de qualité
différentes sur [I'hormone Ilutéinisante., On constate que le culot contribue

activement & la dissociation de I'hormone lutéinisante en ses deux sous-unités

ol et f libres, dissociation qui s'accompagne d'une dégradation préférentielle

de la sous-unité d . L'effet du surnageant pH 5,5 est lui, plus faiblement

dissociant avec un effet protéolytique plus marqué vers la sous-unité P .

Afin de rapprocher ces résultats des expériences menées in vivo, il nous a
semblé intéressant de compléter cette étude en étudiant I'effet du surnageant pH
5,5 sur I'hormone marquée dans ces conditions en pH physiologique.

c. Effet du pH sur l'activité protéolytique d'un surnageant pH 5,5 préparé

en présence ou absence d'antiprotéases

Les témoins ainsi que les extraits antigéniques préparés avec ou sans
antiprotéases a pH 5,5 sont ramenés et stabilisés & pH 7,0 par addition de
soude 1IN. Les mémes concentrations d'hormone marquée, les mémes conditions
de temps et de température d'incubation ont été conservées de méme que le
protocole analytique électrophorétique.
125| dans le

tampon phosphate pH 7,0 ne font pas apparaftre de différences significatives

Les témoins correspondants a la cinétique de réaction de la LH

tant au plan de la migration électrophorétique qu'a la répartition de radioactivité
entre I'hormone native et sa sous-unité ol libre en présence ou en l'absence
d'antiprotéases (Fig. 66).

Les profils électrophorétiques de I'hormone marquée en présence de
I'extrait antigénique révélent les points suivants :

- en présence d'inhibiteurs protéasiques, une faible variation de la
distribution de radioactivité entre la forme compléte de la LH et de la sous-unité
ol seule est observée ; puisque passant respectivement de 82%/18% a 30 minutes
contre 72%/28% 6 heures plus tard. L'activité dissociante du surnageant
antigénique est relativement modérée ;

- en absence d'inhibiteurs protéasiques, le pourcentage relatif de la
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PROFIL ELECTROPHORETIQUE DE LA LH MARQUEE
AU COURS DE LA CINETIQUE D'INCUBATION EN PRESENCE
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radioactivité représentative de I'hormone native passe de 78% a 30 minutes & 69%
aprés 6 heures. Celui de la sous-unité A étant de 22% a 30 minutes & 18% 6
heures plus tard.

L'action du surnageant antigénique a pH 7,0 entraine une protéolyse
particuliérement marquée de la sous-unité & ce qui pourrait s'expliquer par
I'existence de sites de clivages protéolytiques masqués dans la configuration de
I'Thormone native.

Ainsi, l'action du surnageant antigénique pH 5,5 neutralisé a pH 7,0
posséde un effet peu dissociant sur la LH en présence d'inhibiteurs
protéasiques et contribue de facon plus nuancée a la dégradation de la
gonadostimuline en absence d'antiprotéases.

Par rapport aux effets constatés par l'action du surnageant antigénique pH
5,5, on remarque que la neutralisation 2 pH 7,0 de ce surnageant améne les
différences suivantes :

- une diminution de I'action dissociante,

- une diminution de l'intensité de protéolyse. Cette observation montre une
action privilégiée d'enzymes dont le pH optimum se situe en zone acide.

Cette étude de l'effet du matériel parasitaire de surface in vivo et in vitro

permet de distinguer deux effets sur la fonction gonadique :

- I'AVS agit directement sur la sécrétion testiculaire et sur la fonction

antéhypophysaire de la LH sans modification sensible de la LH sérique

- le surnageant brut, et plus encore le matériel contenu dans le culot

parasitaire modifient la fonction gonadique en agissant sur la LH sérique par

dissociation des sous unités et par dégradation protéolytique, ce qui conduit a

une stimulation rétroactive de la LH hypophysaire.




CONCLUSION GENERALE
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Dans le dialogue permanent héte-parasite, il est d'un grand intérét de
pouvoir  caractériser les éléments  moléculaires d'origine  parasitaire
biologiquement interactifs avec le sujet parasité. Deux domaines d'investigation,
en rapport avec la séméiologie de la Trypanosomiase africaine ont été retenus
I'immunosuppression et le dysfonctionnement endocrinien.

Dans les deux cas, nous avons développé des protocoles de recherche
utilisant I'animal : le rat, et un parasite : Trypanosoma brucei brucei, a I'aide

de souches adaptées sur rongeur.

La purification de I'antigéne variable de surface aprés libération
iso-osmotique du manteau parasitaire a conduit & des préparations dont
I'Thomogénéité, Ila composition chimique (acides aminés, sucres) et la réaction
immunologique ont été controlées. Au cours des étapes de purification, la
nécessité d'ajouter un mélange d'antiprotéases s'est imposée pour obtenir des
préparations reproductibles et présentant une intégrité structurale.

Des activités enzymatiques parasitaire ont été caractérisées aussi bien dans
le matériel de surface que dans les cellules parasitaires elles-mémes. 1l a aussi
été possible de définir en dehors de sérine-protéases, de thiol-protéases, une
activité originale de thiol-réductase qui contrdle le passage de I'état dimére a
I'état monomére de !'antigéne variable,

Ainsi ont été testés tant au plan immunitaire (sur lymphocytes) qu'au plan
endocrinien (in vivo et in vitro), ['effet d'éléments moléculaires parasitaires de
surface non purifiés (surnageant pH 5,5 ; surnageant pH 7,0} ou purifié
('antigéne variable). Les protocoles ont tenu compte du fait que les produits
testés étaient obtenus en présence ou en absence d'antiprotéases.

Sur le plan immunitaire, on retiendra que I'activation lymphocytaire par
matériel trypanosomal fait intervenir des mécanismes IL-1 et IL-2 dépendants ou
indépendants, l'antigéne variable de surface étant l'interlocuteur privilégié de la
relation parasite/systéme immunocompétent de [I'héte. Les récepteurs
lymphocytaires spécifiques demandent & étre caractérisés. Certains pourraient
étre communs 3 ceux reconnus par la concanavaline-A. Ainsi l'antigéne variable
de trypanosome jouerait un rdéle déterminant dans les perturbations de la
messagerie intercellulaire.

Sur le plan endocrinien, l'influence du parasite s'exprime a travers un
hypogonadisme que nous avons pu vérifier par des épreuves de provocation de
I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique chez le rat. Ainsi chez le rat mdle
I'antigéne variable agit directement sur la synthése et Ia sécrétion de
testostérone, la chute de testostérone étant parfaitement significative aprés

injection d'une dose test d'antigéne.



- 166 -

Au niveau hypophysaire, la biosynthése antéhypophysaire de l!la stimuline
gonadotrope LH apparait normale, la LH circulante étant peu ou pas influencée,
ce qui améne a évoquer une anomalie de sécrétion ou pluté6t une possibilité de
dégradation de I'hormone. En I'absence d'antiprotéases, le matériel de surface
parasitaire est en effet capable in vitro de provoquer une dégradation rapide
par protéolyse. En présence d'antiprotéases ['hormone est également remaniée,
une incubation de 30 minutes laissant déja appraftre une dissociation de la LH
en ses deux sous-unités o et % .

Cet effet dissociant peut étre une explication @ la perte de fonctionnalité
d'une LH circulante qui au regard du "“dosage radioimmunologique" demeure
cependant en limite valeur normale mais qui du fait

~ d'une dissociation

- d'une protéolyse
aurait perdu ses propriétés.

En dehors du modéle parasitaire un tel mécanisme physio-pathologique
pourrait aussi étre invoqué dans certains tableaux d'hypogonadisme non
explicités par le seul bilan endocrinien hypophyso-gonadique.

Autre hypothése pour la chute de testostérone, la reconnaissance possible
de récepteurs tissulaires 8 LH par des fragments d'antigéne variable, cette
approche explicative demande a étre confirmée.

Au total, ce travail permet par les résultats enregistrés de montrer, sans
conteste, l'implication de composants parasitaires dans deux grands systémes de
régulation générale : le systéme immunitaire, le systéme endocrinien.

Les hypothéses soulevées devront permettre de mieux comprendre ces
implications

* en précisant la nature des enzymes parasitaires

* en étudiant leur sensibilité aux antiprotéases naturelles et de synthése

* en identifiant les domaines moléculaires de I'antigéne variable biologi-

quement actifs

* en purifiant et en étudiant les effets biologiques des fragments libérés

par intervention des enzymes parasitaires sur la glycoprotéine
antigénique, de mieux comprendre l'interface héte-parasite.
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1 Stabilats : 2 volumes de sang parasité sont repris dans un volume de PSG>
Glycerol 1:1 v/v. L'ensemble est distribué par aliquotes de 0,7 ml et
congelé a -80°C par palier.

2 Injections : a. souche aiglie (AnTat 1.1 A)

Le stabilat est repris par 0,5 mi de PSG3. 0,3 ml sont injectés par voie
intrapéritonéale @ une souris Swiss méle. Le sang des souris, endormies 3
I'ether est récupéré par ponction cardiaque sous héparine et dilué dans du
P503 pour avoir une solution de 15-20 106 trypanosomes/ml. Pour les
bréparatifs, 5 ml de cette solution sont injectés par deux injections
intrapéritonéales de 2,5 ml a des rats Sprague Dawley médles de 600 g.
Pour les études immunologiques, deux fois 1 ml sont injectés a des rats
jeunes de quatre semaines (200 g).
b. souche chronique (AnTat 1.1 E)

Le stabilat est utilisé directement et dilué dans le PSG pour injecter en
sous cutané dans 1 ml, 100 trypanosomes.

c. contrdles
Les études immunologiques sont menées en paralléle avec des rats sains
auxquels ont été injectés les volumes identiques de sang de souris dilué,
par rapport 38 la souche aigliie, ou de PSG par rapport a la souche

chronique.

3 PSG :
NazHPOu 38 mM, NaHzPOu 2mM, NaCl 30 mM, glucose 83,3 mM, pH 8,0.
PBS :
NazHPOu 13mM, KHzPOu 3mM, NaCl 123 mM pH 7,2

b Recueil du sang

Les rats sont endormis par injection i.p. d'une solution contenant 0,5 ml
d'héparine et 0,6 mli de pentobarbital par animal. Le sang, est récupéré
par ponction cardiaque dans une solution de PSG3 7,5 ml, héparine
0,3 ml et antiprotéases 0,25 ml pour un rat. Cette opération est effectuée
a 4°cC,

5 Antiprotéases :

Chaque antiprotéase est reprise, a une concentration de 20 mM & savoir :
TLCK dans le dioxane, PMSF dans ['isopropanol, NEM dans l'eau.

6 Chromatographie sur DEAE-cellulose (Lanham et Godfrey, 1970)

La DEAE-cellulose (DEAE-52 Watman Preswollen) est équilibrée en tampon
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psG3.

Le mélange sang-solution de recueil est repris dans deux volumes de
DEAE-cellulose et déposé sur une colonne contenant de la DEAE-cellulose.
La DEAE-cellulose est éluée par du tampon PSG. La chromatographie est
controlée par observation directe au microscope de ['éluat. L'éluat,
contenant les trypanosomes, est centrifugé et le culot lavé deux fois par le
PsG? a nec (1500 g, 15 min).

Tampon de libération (Baitz et coll, 1976)
NazHPOu 0,125 M, NaHzPOu 0,125 M, Les deux solutions sont mélangées
pour obtenir le pH voulu. La solution finale est complétée par du glucose a

1% (p/v) et des antiprotéases 1% (v/v). 10 ml de tampon sont utilisés par
gramme de culot parasitaire. Les parasites sont laissés une nuit a 4°C sur

agitateur de Kline.

Centrifugation postérieure a la libération du manteau de surface :

La suspension de parasites dans le tampon de libération est centrifugée
a 3500 g, 15 minutes a 4°C,. Le surnageant est alors ultracentrifugé th a
165 000 g a 4°C,

Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS (Laemmli,
1970) \

a) Solutions

. Solution mére d'acrylamide : A
- acrylamide 48 g
- N-N' méthyléne bisacrylamide 1,28 g
- HZO desionisée q.s.p. 100 ml

. Solution tampon du gel &8 gradient : B
- 3 M tris-HCI pH 8,8

. solution tampon du gel supérieur : C
- 1 M tris-HCI pH 6,8

. tampon d'électrophorése
- Tris 0,025 M, glycocolle 0,192 M, SDS 0,1 %

. tampon de reprise d'échantillon
- Tris HCI 0,0625 M, SDS 2%, glycérol 10%, pH 6,8
- Tris HCI 0,0625 M, SDS 2%, glycérol 10%, Y&mercaptoéthanol

5%, pH 6,8.
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b) composition des gels

solution 5% solution 30%  gel supérieur 5%

A (ml) 1,4 8,4 1
B (ml) 1,75 1,75 -
C (ml) - - 1,25
SDS 2% p/v (ml) 0,7 0,7 0,5
HZO (ml) 10 3 7,1
Saccharose (g) - 2,8 -
Riboflavine

0,004% (v/v) (ml) 0,1 0,1 0,1
TEMED (ml) 0,015 0,01 0,04
Persulfate d'ammonium

10% (p/v) (mi) 0,025 0,01 0,06

c) préparation

Un gel de polyacrylamide (5 a 30%) de 1,5 mm d'épaisseur est coulé entre
deux plaques de verre. Un gel supérieur d'acrylamide a 5% dans lequel
sont réalisés des puits, est ensuite coulé, Pour les gels d'activité
protéolytique, chaque solution est additionnée de gelatine a 0,1% (p/v)
(Hensen et Dowdle, 1980). La migration est réalisée dans une cuve
d'électrophorése verticale (LKB 2001) sous une intensité constante régulée.
La migration est suivie par un témoin bleu de bromophénol.

Aprés migration, le gel est démoulé, et soumis & divers types de

révélation.

d) révélations
* Bleu Coomassie

colorant : Bleu Coomassie R 250 1,25 g
Ethanol 122 ml

Acide acétique 25 mi

HZO 122 mi

décolorant : Méthanol 350 ml
Acide acétique 70 ml

HZO 500 ml

Aprés migration, le gel est lavé a I'eau puis coloré 1 heure sous
agitation. Aprés rincage & l'eau, il est décoloré sous agitation par bain

successifs de 30 minutes.
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* PAS (Periodic Acid Schiff)

Aprés migration le gel est lavé & I'eau puis soumis & des bains successifs :
- acide trichloroacétique 12,5 $ (p/v) 30 minutes

- rincage par H20 désionisée quelques instants

- acide periodique 1% (v/v) dans l'acide acétique 3% (v/v) 50 minutes

- rincage par H20 désionisés quelques instants

- réactif de Schiff 50 minutes a I'obscurité

- HCI 0,001 M, 2 fois 30 minutes.

* Immunotransfert (Vaessen et coll, 1981)

Aprés migration électrophorétique des échantillons, le gel est rincé en
tampon Tris 0,025 M-glycocolle 0,192 M afin d'éliminer le SDS.

Les bandes sont transférées sur nitroceliulose pendant 1 nuit en

tampon Tris-glycocolle enrichi en méthanol a 20%, sous un ampérage de
250 mA.

Aprés transfert, la membrane est rincée en tampon Tris 10 mM, pH
7,4 ~-NaCl 0,9% pendant 15 minutes puis incubée dans ce méme tampon
enrichi en sérum albumine bovine & 3% (fraction V pH 5,2) pendant 1

heure a u45°C afin de saturer les sites aspécifiques et d'inhiber les

peroxydases de la préparation.

Aprés rincage, l'immunotraitement s'effectue par incubation de la
membrane de nitrocellulose avec l'immunsérum spécifique dilué au 1/500e en
tampon Tris 10 mM pH 7,4 - NaCl 0,9% - sérumalbumine bovine 3% - sérum
de veau, 10%.

Aprés contact une nuit a 20°C sous agitation, plusieurs rincages sont
réalisés en tampon Tris 10 mM pH 7,4 - NaCl 0,9% puis dans un tampon
enrichi en Tween 20 & 0,1% (v/v).

Le traitement 3 la peroxidase s'effectue par incubation de la membrane
de nitrocellulose 2 heures a 37°C en Tampon Tris 10 mM pH 7,4 -
NaCl 0,9% - BSA 3% contenant I'anticorps anti-IgG marqué a la peroXydase

en dilution finale 1/500.
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Aprés une nouvelle série de ringcages, la révélation est effectuée par
une incubation de 1 minute dans la solution suivante :

- Tris 50 mM pH 7,6 (200 ml)
- 4~chloro-1-napthol (100 mg)
- HZOZ (240 pl)

La réaction est arrétée par lavage abondant en eau.

*

Activité protéolytique (Hensen et Dawdle, 1980)

Les gels préparés en présence de gélatine 0,1%, sont, aprés
migration, lavés dans du triton X-100 2,5% (v/v), puis incubés a 37°C 4
heures dans deux tampons différents :

- phosphate de sodium 0,1 M de pH 6,0 + DTT 1mM
- Tris glycocolle 0,1 M de pH 8,3 + DTT 1mM.

Les gels sont ensuite révélés a I'aide du bleu Coomassie.
* Autoradiographies des gels de polyacrylamide

Apreés coloration/décoloration au bleu Coomassie, les gels dont les
échantillons contiennent du 3H ou du mC sont traités par un bain d'acide
acétique a 7% (v/v) afin de préparer !'amplification réalisée par un bain de
30 minutes sous agitation dans une solution commerciale d'"Amplify"
(Amersham). Les gels sont séchés sous vide puis mis en contact avec des
films de radiographie (X-OMAT Kodak) dans des cassettes hermétiques
(Philips) placées a -80°C pour un temps défini. Les radiographies sont
ensuite révélées par bains successifs de 3 minutes : révélateur/eau/
fixateur/eau suivis d'un séchage & chaud.

Chromatographie d'affinité sur Concanavaline-A Sépharose (Baltz et coll,

1976)

. Tampon d'équilibre : phosphate de sodium 0,01 M ; NaCl 0,5 M ; MgCI2
T mM ; CaCI2 imM ; pH 8,0.

. montage : colonne de verre de 15 cm x 1 cm, débit 10 mi/H, détection a
220 nm en continu (cellule LKB 2138 UVICORD).
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. dépbt : le surnageant de libération du manteau, ultracentrifugé a
165 000 g 1 heure a 4°C pour éliminer les débris cellulaires, est dialysé
deux fois 30 minutes contre le tampon d'équilibre dans un rapport 1V/10V,
est déposé sur une colonne de Concanavaline A-Sépharose.

La chromatographie est réalisée a 4°C,

Ce tampon d'équilibre permet d'obtenir une fraction non retenue sur
la colonne d'affinité (Fl)'

Le gel de Sépharose est ensuite successivement soumis en gradient
discontinu :
- & une élution par le tampon enrichi en méthyl-o-D-mannoside a 10%
(F,).
- a une élution par le tampon enrichi en méthyl- A-D-mannoside a 10% et
enﬁ -mercaptoéthanol a 1% (F3)
- 3 une élution par le tampon enrichi en méthyl-& -D-mannoside a 108%,
ﬁ-mercaptoéthanol 4 1%, et en SDS 0,01% (Fll)'
Les différents éluats sont dialysés 1 semaine & 4°C contre de l'eau distillée
et lyophilisés.

Composition amino-acide

a. Hydrolyse
L'échantillon (soit 60 & 100 nanomoles) est hydrolysé pendant 24

heures par l'acide chlorhydrique 5,6 N a 110 °C en tube scellé sous vide,
L'hydrolysat est ensuite évaporé sous vide a basse température (Evapo Mix

Buchler).

b. Analyse des acides aminés sur autoanalyseur

La composition en acides aminés est réalisée sur autoanalyseur
Beckman de type 119 CL. Les tampons et le programme retenus (Fauconnet
et Rochemont, 1978) permettent en une seule étape et sur une seule
colonne la séparation des acides aminés et osamines, sur une résine
Durrum DC 6A dans une colonne de 6 mm de diamétre et de 220 mm de
hauteur.

La composition du réactif a la ninhydrine est la suivante : ninhydrine
75 g, chlorure stanneux 1,5 g, tampon acétate de sodium pH 5,5 1250 mi,
méthylcellosolve 3750 ml. Le réactif est maintenu sous atmosphére d'azote.

Le tryptophane détruit par I'hydrolyse acide HCI 5,6 N est dosé par
la méthode de Penke et coll. (1974)
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1 mg d'échantillon est hydrolysé 24 heures sous vide & 110°C par 1 ml
d'acide P -mercapto-sulfonique en présence de 500 nanomoles de norleucine.
Le pH de I'hydrolysat est ensuite ajusté a pH 2,2 par de la soude 2N et le
volume est ajusté a8 5 ml avec un tampon pH 2,2 utilisé habituellement pour
le dép6t des échantillons sur l'autoanalyseur. L'analyse s'effectue ensuite
selon les conditions précédemment décrites.

Composition glucidique

La composition en oses neutres et en osamines est déterminée, aprés
méthanolyse, par chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de
Kamerling (1975) modifiée par Montreuil et coll (1986).

a. Méthanolyse ;
La méthanolyse est effectuée dans une solution de méthanol-HCI 0,5 M

a 80°C pendant 24 heures. La réaction est neutralisée par addition de
carbonate d'argent et la solution est ensuite séchée sous courant d'azote.

b. N-acétylation et dé-O-acétylation

* N-acétylation

Les échantillons sont N-acétylés par addition de 20 pl d'anhydride
acétique et laissés en contact une nuit & l'obscurité. Puis 0,7 ml d'heptane
sont ajoutés afin d'obtenir un déphasage. La phase heptanique supérieure
est alors évaporée sous azote puis addition de 30 pl de pyridine.

Aprés 3 minutes & température ambiante, les échantillons sont séchés

sous azote dans un bain marie & 37°C.

* Dé-O-acétylation

Les échantillons sont alors dé-O-acétylés dans 500 pl de méthanol-HCI
1,5 M pendant 1 heure 3 65°C. Le méthanol est ensuite évaporé sous
courant d'azote.

c. Triméthysilylation

La silylation est effectuée par addition de 30 plde pyridine et de 30 pi
de BSTFA (bis-triméthylisilyl) trifluoroacétamide catalisé avec 1% de
triméthylchlorosilane) pendant 2 heures & température ambiante et 3a
'obscurité. Aprés séchage sous azote, 100 pl d'heptane sont ajoutés. Un

délai de 30 minutes est fixé avant l'injection de 1 a 2 pl de la phase
heptanique.
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d. Chromatographie en phase gazeuse

L'analyse est effectuée sur appareil Girdel équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme sur colonne capillaire.

La température initiale du four est de 120°C, elle augmente de 8°C
par minute jusqu'd 240°C. La surface des pics et le temps de rétention

sont déterminés au moyen de l'intégrateur digital couplé a l'appareil.

13. Dosage de phosphore

Les échantillons ont été dissous dans de !'eau distillée 3 une concentration
de l'ordre de 0,1 mg/ml.

* Elimination des groupements phosphate libres

A

Des aliquots de solution correspondant 8 5 nmoles et 10 nmoles de
glycoprotéine ont été de facon répétée précipités par de l'acide trichloracétique
(16%, p/v), avec une redissolution des précipités dans de la soude 0,1 N a
0°C, respectivement avec ou sans une étape de chauffage du précipité a 80°C
pendant 20 minutes.

* Minéralisation (Ames, 1966)

On ajoute aux précipités précédents, et 3 une gamme étalon préparée a
partir d'une solution de KHzPOu 0,5 M, 62,5 pl de nitrate de magnésium & 10%
dans I'éthanol absolu. Les échantillons sont séchés en étuve & 105°C puis

minéralisés a la flamme d'un bec bunsen.

* Dosage du phosphore inorganique (ltaya et Michio, 1966)

. Préparation du réactif : 1 g d'heptamolybdate d'ammonium
(NHQ)G,M07024—4H20) est dissous dans 10 ml d'HCI 4N, et 60 mg de vert
Malachite dans 30 ml d'eau. Les deux solutions sont ensuite mélangées et
laissées sous agitation 30 minutes. Le mélange est centrifugé juste avant
I'emploi.

. Les cendres sont dissoutes dans 375 pl d'HCI 1,2 N et l'on ajoute
125 pl de réactif, aprés 5 minutes, sont ajoutés 12,5 pul de Tween 20 a 1,5%. La
lecture se fait a 660 nm.
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Chromatographie d'exclusion sur biogel P60

tampon

: acide acétique 0,1N

- gel: biogel P60 100-200 mesh

montage :

- dépét

colonne de verre de 50 x 2 cm ; collection de 3 ml/min/tube :

L 4

lecture spectrophotométre a 210 nm

: 50 mg de fraction F1 Con-A sont repris dans 4 ml de tampon,

I'insoluble est centrifugé 4 000 g, 10 min,

Chromatographie d'affinité sur o{ méthylmannoside agarose

: phosphate de sodium 0,01 M ; NaCl 0,5 M ; MgCI2 1 mM,

colonne de verre de 15 cm x 1 cm, débit 10 mi/h, détection
en continu 3@ 210 nm (Cellule LKB 2138 UVICORD).

: les échantillons lyophilisés sont repris par un volume minimum

de tampon et déposés directement sur une colonne de 1 ml|

: phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0 additonné ou non de SDS

colonne de type TSK SW G 4000 (7,5 x 600 mm) munie ou
non d'une précolonne TSK SWP (7,5 x 75 mm) sur un
appareil Varian 5000. Débit 0,7 ml/min et détection en continu

- tampon

CaCI2 1 mM, pH 8,0
- montage :

- dépébt

pour 1 mg de dépbt.

La chromatographie est effectuée a 4°C,
Chromatographie HPLC de gel permeation
- tampon

0,1% (P/V)

- montage :

a 214 mm (cellule LKB)

- calibration

Préparation

: thyroglobuline (670 000), ferritine (440 000), catalase
(232 000), lactate deshydrogénase (140 000), sérum albumine
(67 000) et ovalbumine (44 000).

des fragments trypsiques de I'AVS

* Hydrolyse

trypsique

- trypsine : (Sigma type Xl) débarassée de l'activité chymotrypsine

par le chlorure de diphénylcarbamyl.
tampon : bicarbonate d'ammonium 0,01 M pH 8,0
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- protocole : I'échantillon est utilisé a3 1 mg/ml, I'hydrolyse se
déroule & 37°C pendant 24 heures avec un rapport
E/S de 1/100.

* Séparation des fragments

~ tampon : bicarbonate d'ammonium 0,1 M

- gel: biogel P30

-~ montage : colonne de verre de 170 x 1 cm, collection de
2,6 ml/tube en débit libre. Lecture a 210 nm au
spectrophotométre.

31

18. RMN P

Les spectres découplés sont enregistrés a 32,44 MHz avec un spectrométre
Brucker WP 80 WG. Le champ est réglé sur la résonnance du deuterium contenu
dans le solvant (2H20). La température est de 30°C, le balayage de champ
5000 Hz avec un temps d'acquisition de 0,8 s, une implusion de 8 ps et un
temps de répétition de 1s. Les glissements chimiques sont en partie pour million
(ppm) relatifs a la résonnance du 31P d'un standard externe (85% d'acide

orthophosphorique).

19. Incorporation d'acide myristique in vitro

Les parasites sont incubés 30 minutes a 30°C a la concentration de 75 106

cellules/ml dans du RPMI 1640 dépourvu de glutathion et additionné de proline a
0,1% et de thréonine a 0,015%. L'acide (9,103H) myristique (NEM 828,8
GBq/mmole) est complexé a la sérumalbumine délipidée puis ajouté a la culure a
1850 KBg/ml. Les trypanosomes sont ensuite sédimentés puis lavés avant le
traitement (1500 g).

20. Marquage a l'acide iodoacétique e

La préparation est réalisée a l'aide du tampon phosphate glucosé pH 7,07.
Une ampoule de 1,85 MBq d'acide iodoacétique (Amersham 2,07 GBq/mmol) est
reprise par 0,3 ml de tampon. Une solution d'acide iodoacétique froid a 5 mM/L
est également préparée. 0,4 m! de cette solution sont ajoutés a 0,3 mi de la
solution radiomarquée. La solution finale (4,3 mM/L) est ajoutée a 10% de la
solution protéique a traiter (v:v) et la préparation placée a l'obscurité 1 heure

sous agitation a température ambiante.
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21. Dosages fluorométriques

Les activités peptidasiques sont déterminées avec les substrats
Z-Phe~Arg-NMec (benzyloxycarbonyl-L-phénylalanyl-L-arginine-(4-méthyl-7-
coumaryl)-amide-HCL), et Z-ARG-ARG-NMec (benzyloxycarbonyl-L arginyl-L-
arginine(4-méthyl-7-coumaryl) amide diacétate. L'échantillon est dilué a un
volume de 750 uyl par un tampon phosphate de sodium 0,25 M de pH 6,0 ou pH
8,3 contenant 2,5 mM de EDTA, puis 125 pl de Brij 35 a 0,1% (p/v) complétent
cette solution qui est incubée 5 minutes a 37°C. 125 pl de substrat a 100 uM
dans 0,1% de Brij 35 sont ajoutés pour une incubation de 10 minutes 3 37°C.
Les essais sont aussi réalisés en présence de E-64 (1-trans-epoxysuccinyl-L-
leucylamino(4~guanidino)butane) & 2 yM ou en présence de DTT (concentration
finale 1,25 mM). Les réactions sont stoppées par addition d'un volume d'une
solution d'acide iodoacétique 0,1 M et d'acétate de sodium O,1 M, La
fluorescence est mesurée par excitation a8 380 nm et émission a 480 nm avec un
spectrofluorimétre, utilisant pour la calibration une solution de
7-amido-4-méthylcoumarine. L'activité est exprimée en U/L (1 U correspond a la
libération de 1 pmole dfaminoéthylcoumarine/mn).

22, Préparation des cellules lymphocytaires et accessoires

a- Préparation des cellules lymphocytaires

Elle est réalisée en conditions stériles sous hotte a flux laminaire,
prélévement de ganglions inguinaux, périaortiques et mésentériques sur rats
médles Sprague Dawley de 200 g.

Fait suite un broyage des ganglions en milieu RPMI 1640 et une filtration
de la solution sur filtre de nylon (Bultex). On réalise 2 lavages successifs dans
50 ml de RPMI 1640 (1500 rpm 10 minutes). Le dernier culot cellulaire est repris

en milieu minimum : RPM! + Sérum de veau foetal a 10%.

-La préparation cellulaire est purifiée en utilisant une laine de nylon
préalablement incubée 30 minutes en milieu minimum (RPM! 1640 + 10% de sérum
de veau foetal (SVF)) & '"étuve & 37°C, CO2 4%, hydrométrie contrdlée a 90%
(conditions standardisées) (Julius, 1973). la suspension est déposée sur une
colonne de 5 ml contenant la laine de nylon. Aprés pénétration du dépét, la
colonne est recouverte de milieu minimum et laissée 2 heures en incubation en
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conditions standardisées. Aprés ce temps de contact, la colonne est éluée par 30
m! de milieu RPMI HEPES a un débit de 1 ml par minute. Le culot de cellules
obtenu aprés centrifugation de I'éluat (1500 rpm, 10 minutes) est lavé en milieu
RPMI HEPES puis ajusté en milieu "lignée" (RPMI HEPES + sérum de veau foetal
a 10% v/v décomplémenté + 2 mM L Glutamine + 10 mM pyruvate + 2,5 x 10-5M
2-mercaptoéthanol, antibiotiques (pénicilline 100Ul/ml, streptomycine 100pg/ml))
a la concentration de 107 cellules par ml.

b. Préparation des cellules accessoires

- Prélévement de thymus de rats sains syngéniques en milieu RPMI 1640
dans des conditions stériles sous hotte a flux laminaire.

- Broyage en milieu RPMI HEPES, filtration de la solution cellulaire sur
filtre nylon (Bultex). Deux lavages dans 50 ml de milieu RPM!I HEPES par
centrifugation & 1500 rpm, 10 minutes a 4°C. Le dernier culot est repris dans
3 ml de milieu minimum et irradié a 30 Grey (Philips RT, filtre 1,5 AL, 100KV,
8 mA). La solution finale est ajustée & une concentration de 2 x 107 cellules par

ml en milieu "lignée”.

23, Test de prolifération

4 x 105 lymphocytes T sont mis en culture avec les différentes fractions a
tester : la Con-A a 0,4, 0,2, 0,1 ug/puits ; la PHA 0,8, 0,4, 0,2 ug/puits, les
préparations parasitaires : 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 ug/puits.

Les cultures sont menées en présence ou non de cellules accessoires a
8 x 105 cellules par puits dans un volume final de 0,2 ml.

. Elles sont réalisées en triplets dans des boites de 96 puits & fond
plat (Nunclon),

. En fin d'incubation, 17,5 KBq de méthyl thymidine (37MBq/mmol,
CEA), sont ajoutés a chaque puits. L'incorporation de thymidine est quantifiée 6
heures aprés le marquage par dépdt des cellules sur filtre de fibre de verre
(Skatron) et comptage de filtres séchés repris par 2 ml de liquide "Organic
counting scintillant" (OCS) (Amersham) dans un compteur & scintillation
(Beckman LS 3801).

Pour les tests indirects, les lymphocytes T seuls sont incubés avec 20 pg
de matériel par puits durant 2 heures avant d'étre stimulés par les mitogénes
durant 48 heures. les résultats sont exprimés en index de prolifération :

DPM des cellules stimulées

DPM de cellules témoins
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24, Production d'IL-2

1. Sécrétion d'IL-2

Les surnageants contenant I'IL-2 sont obtenus par cultures doublées,
en boites de 24 puits a fond plat (Falcon 3047), de 2 x 106 lymphocytes T/puits
en présence ou non de 4 x 106 cellules accessoires dans un volume final de
1 ml. Les tests directs sont réalisés avec par puits : 2,1,0,5 ug de Con-A ; 4,
2, 1 pg de PHA ; 200, 100, 50, 25, 12,5, 6.25 et 3.125 pg de préparations
parasitaires. Dans les expériences indirectes, les cellules sont incubées avec
100 pg de matériel par puits durant deux heures, avant d'étre stimulées par les
mitogenes. En fin d'incubation, les doubles puits sont mélangés, centrifugés
(1500 rpm, 10 min) et congelés avant le test [L-2.

2. Test IL-2

Les cellules IL-2 dépendantes sont préparées a partir d'une rate de
rat, broyée, et filtrée sur Bultex. Le filtrat est soumis & une lyse osmotique (
1 volume NaCl 0,6% p/v suivi d'un volume de NaCl 1,2% p/v) qui élimine les
hématies, puis lavé dans le milieu RPMI. Les cellules sont alors mises en culture
3 raison de 3 a 5 106 cellules/ml en présence de 5 pg de Con-A/ml pendant 72
heures. Puis, les cellules sont lavées 7 fois dans le milieu RPMI contenant
20 mg/ml d' o D-mannoside. Le test IL-2 est réalisé en triplets dans des boites
de 96 puits avec 10u cellules IL-2 dépendantes par puits dans un volume final
de 0,2 ml. Chaque surnageant a tester est dilué en cascade dans les puits (1/2,
1/4, 1/8, 1/16). Une gamme d'lL-2 recombinante (Roussel-UCLAF) a 100 U/ml
est utilisée comme référence pour des déterminations quantitatives. L'incubation
est menée dans les conditions standardisées pendant 48 heures, et Ila

prolifération appréciée par incorporation de thymidine triciée 23.

25. Préparation des lymphocytes périphériques humains

Le sang est dilué de moitié dans du sérum physiologique et 35 ml de
mélange sont déposés délicatement sur une solution de Ficoll-paque (Pharmacia).
Une centrifugation (1800 rpm, 30 minutes, température ambiante) livre un
anneau de cellules mononuclées situé entre le plasma supérieur et le ficoll
inférieur les hématies formant un culot. Enfin, les cellules sont lavées plusieurs
fois & la méme vitesse pour éliminer le ficoll. La culture est pratiquée
en double dans des boites de 24 puits 3 fond plat en concentration de 5 10°
cellules/puits dans un volume final de 1 mli en présence du matériel parasitaire
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a 100 pug par puits. Les tests indirects sont réalisés par pré-incubation de 2
heures avec les mémes quantités de matériel. Aprés 20 heures, les cellules sont
lavées dans un tampon physiologique contenant 1% de BSA (p/v) (5 minutes
400 g) puis incubées avec un anticorps monoclonal préparé sur souris, anti
CD25, marqué a la phycoerytrine (Becton Dickinson). Les populations marquées
sont quantifiées par cytoflurométrie en flux a l'aide d'un appareil de type EPICS
Profile (Coulter]).

26. Méthode de calcul du coefficient de variation (différence couplée stastique)

- La moyenne X = somme des valeurs de x divisée par le nombre n
d'échantilions : X = £ x/n
écart d'une valeur 3 la moyenne : X - X

la variance S2 (estimation de la variance 62 théorique)

S2 = £x2/n—1 (nombre de degrés de liberté)
I'écart type ou déviation standard S (estimation G ) : S = V'S
erreur standard a la moyenne Sm =sVn

LY

On peut alors définir l'intervalle de confiance a 5% de risque (p = 0,05),
par la méthode du test-t de Student-Fisher pour comparer deux séries de
mesures A et B :

2 _ 2 re2 _

s? = [ny-1s%, + (ny-18%5] 1 ny +ng -2

(nombre de degrés de liberté)
2

Ny = nombre d'échantillons (série A) Sf‘ = variance de la série A
ng = nombre d'échantillons (série B) S B = variance de la série B
— - 2
t=(X, xB)V(nA ng) / (s (nA+nB)]
XA et XB représentant la moyenne de chacune des 2 séries.

Soit la valeur t = 0,05 pour (n -1) degrés de liberté (lue sur la table
Fisher et Yates) (tableau 18) on assigne a la moyenne inconnue p l'intervalle de
confiance 8 5% : X + t x S.

La diminution est dite "significative" si la probabilité pour que B soit

identique & A n'est pas supérieure a 5% (p < 0,05).

27. Dosages radicimmunologiques

a. Dosage radioimmunologique direct de la testostérone

Les dosages radioimmunologiques des hormones stéroides sexuelles
issues d'échantillon de rat sont effectués par utilisation d'une trousse

commerciale.
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TABLE DE t+ (D'APRES FISHER ET YATES)

LD 0,90 0,50 | 0,30 |o0,20 |o0,10 }o,05 |o0,02 {o,ox 0,001
1 0,158 | 1,000 | 1,93 | 3,078 |6,314 |12,706 | 31,821 {63,657 (636,619
2 0,142 | 0,816 } 1,386 | 1,886 |2,920 | 4,303 | 6,965 | 9,925| 31,59
3 0,137 | 0,765 | 1,250 { 1,638 {2,353 | 3,182 | 4,541 | 5,841} 12,924]
4 0,134 | 0,741 | 1,190 | 1,533 {2,132 | 2,776 3,747 4,604| 8,610}
5 0,132 | 0,727 | 1,156 | 1,476 | 2,015 | 2,571 3,365| 4,032} 6,869
6 6,131 | 0,718 } 1,134 | 1,440 | 1,93 | 2,447 | 3,143 | 3,707} 5,959]
7 0,130 | 0,711 | 1,119 { 1,415 {1,895 | 2,365| 2,98 | 3,499] 5,408}
3 0,130 { 0,706 | 1,108 | 1,397 } 1,860 | 2,306 | 2,8% | 3,355 5,041
9 0,129 { 0,703 | 1,100 | 1,383 {1,833 | 2,262| 2,821 3,250! 4,781
10 0,129 {. 0,700 | 1,093 | 1,372 | 1,812 | 2,228 2,764 3,169| 4,587
3 0,129 | 0,697 | 1,088 | 1,363 |1,7% | 2,201 { 2,718 3,106] 4&,437
12 0,128 { 0,695 1,083 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055| 4,318
13 0,128 | 0,69 | 1,079 | 1,350 | 1,771 | 2,160 2,650| 3,012} 4,221
14 0,128 | 0,692 | 1,076 | 1,345 | 1,761 | 2,145| 2,624} 2,977] . 4,140
15 0,128 | 0,69t | 1,074 | 1,341 {1,753 .| 2,131| 2,602{ 2,%7|% 4,073
16 0,128 | 0,690 | 1,071 | 1,337 | 1,746 | 2,120 2,583) 2,921| 4,015|
17 0,128 | 0,689 ) 1,069} 1,333 {1,740 | 2,110] 2,567 2,898} 3,965
18 6,127 | 0,688 | 1,067 | 1,330 | 1,734 | 2,101| 2,552} 2,878{ 3,922
19 0,127 | 0,688 | 1,066 | 1,328 | 1,729 | 2,093 2,539 2,861 '3,883_
20 0,127 | 0,687 | 1,064 | 1,325 [ 1,725 | 2,086] 2,528} 2,845| 3,850
21 0,127 | 0,686 | 1,063 | 1,323 | 1,721 | 2,080] 2,518] 2,831} 3,819
22 0,127 | 0,686 | 1,061 | 1,321 | 1,717 2,074 2,503 2,819 3,7%
23 0,127 | 0,685 | 1,060 ] 1,319 { 1,716 | 2,089} 2,500| 2,807| 3,767
26 0,127 | 0,685 ) 1,059 1,318 | 1,711 | 2,064| 2,491 2,797 3,745
25 0,127 | 0,684} 1,058 | 1,316 | 1,78 | 2,060 2,485 2,787] 3,725
26 0,127 | 0,684 | 1,058 | 1,315 | 1,706 | 2,056| 2,479 2,779| 3,707
27 0,127 { ©,684 | 1,057 | 1,316 | 1,703 | 2,052 2,473 2,771] 3,699
28 0,127 { 0,683 ] 1,056 | 1,313 | 1,701 | 2,048| 2,467 2,763 3,674
29 0,127{ 0,683} 1,055 1,311 | 1,699 | 2,045] 2,462} 2,756 3,659
30 0,127 ] 0,683 ] 1,055 | 1,310 | 1,697 | 2,062 2,457} 2,750 3,646
o 0,126 | 0,674 | 1,036 | 1,282 | 1,645 | 1,960| 2,326| 2,576} 3,291

Tableau 18



- 182 -

1. Principe
Le dosage radioimmunologique direct des hormones gonodotropes dans
le sérum repose sur la compétition entre ('hormone marquée a l'iode 125l et
I'hormone de l'échantillon &8 doser vis a vis d'un nombre limité de sites anticorps
correspondant a I'"hormone.
La quantité d'hormone marquée liée a I'anticorps est inversement
proportionnelle @ la quantité d'hormone non marquée présente dans I'échantillon.

2. Dosage

Nous avons utilisé la trousse commerciale SB Testo, Oris - Gif sur
Yvette, qui contient :
125, (0,8 uCi = 30 KBq)
* Testostérone standards : réactifs préts a I'emploi contenant des sérums

* Testostérone

humains aux concentrations suivantes ; 0 - 0,25 - 0,5 - 1 - 2,5 - 5
et 10 ng/ml,

* Testostérone antisérum fabriqué chez le lapin

* Réactif immunoprécipitant

* Sérum contréle humain

b. Dosages radioimmunologiques de la LH de rat

Le principe du dosage radio-immunologique est fondé sur la compétition
d'une hormone marquée et d'une hormone "froide" pour se fixer a un anticorps
spécifique. Une quantité constante d'hormone marquée étant introduite, le
pourcentage de la radioactivité fixée permet de connaitre la quantité d'hormone

"froide" contenue dans I|'échantillon a doser.
1. Préparations hormonales utilisées
a- Pour le marquage

Ces préparations proviennent du NIDDK (National Institue of Diabetes
and Digestive and Kidney Diseases) Maryland, U.S.A.
Il s'agit de :
La NIDDK rat LH |
LH Sl.

6 dont I'activité biologique est de 0,9 x NIH

la contamination en rFSH, rTSH, rGH et rPrl est inférieure a
0,1%.
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b- Pour les courbes de référence et les contrbles de spécificité
La NIDDK rat LH RP2 (activité biologique : 61 x NIDDK rat LH
RPI)'

2. Antisérum utilisé

Le NIDDK anti rat LH sérum 10, préparé chez le lapin, utilisé 3 la
dilution finale de 1/180 000 dans le tampon phosphate 0,01 M EDTA.

3. Marquage

2,5 yg de NIDDK rat LH IG’ sont marqués au 1251 Na (IMS 30
Amersham) selon une adaptation de la méthode & la chloramine T de Greenwood
et coll (1965), dont les modalités sont les suivantes :

125

-~ 3 25 pl d'' 771 Na d'activité 0,5 mCi (18500 KBq) sont ajoutés :
~ 2,5 pg d'hormone a marquer diluée dans 25 ul d'eau
~ 25 pl de tampon phosphate 0,5 mM de Sorensen, de pH 7,5 et de

composition :

KHZPOq 3,75 g
N32 HPOq 38,95 ¢
HZO 500 ml gsp

- 25 p} d'une solution phosphate 0,05 M (dilution au 1/10°™€ du tampon de

Sorensen) contenant 10 pg de chloramine T.

L'addition de chloramine T & une solution alcaline de protéine et d'iodure
va oxyder l'iode et permettre ainsi son incorporation sur les noyaux tyrosylés
de la protéine. La réaction s'effectue a pH 7,5 durant 30 secondes sous
agitation.

La réaction est stoppée par addition de 100 pl de solution réductrice de

métabisulfite de sodium (0,3 mg Na /ml de tampon phosphate 0,05 M).

S.0
Le produit de la réaction est2 eznssuite dilué par addition de 200 pl d'une
solution de iodure de potassium (10 mg Kl/ml de tampon phosphate 0,05 M).
L'hormone marquée est séparée des sels radioactifs par chromatographie gel
filtration sur Sephadex G50 équilibrée en tampon barbital sodique 0,07 M de pH
8,6 obtenu par dilution dans HZO (7:3 v/v) du tampon barbital sodique 0,1 M:
C8H“N2Na03 : 20,6 g
HZO : 1000 ml gsp
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La colonne est saturée par 20 mg d'albumine bovine en solution dans 1 ml
de tampon barbital puis rincée par 3 volumes de colonne de tampon afin
d'éliminer I'albumine en exceés.

Les fractions sont récoltées ml par mli dans des tubes contenant chacun
1 ml de BSA a 5% dans le tampon barbital.

4, Préparation des é&chantillons a doser

* hypophyses

Aprés décongélation, les hypophyses sont homogénéisées individuellement
au Potter-Elvehjem dans 500 pl de tampon phosphate de sodium 0,01 M pH 7,5 :
phosphate de sodium 0,01 M

- NaCl 0,15 M
- bacitracine 0,02 mM
- azide de Na 0,1%

- EDTA 0,01 M

Le potter est rincé par 500 pl de ce méme tampon. L'extrait hypophysaire
est ensuite centrifugé 10 minutes a 2500 g. 10 pl de surnageant sont prélevés
et complétés a 2 ml par addition du tampon phosphate 0,01 m sans EDTA, cette
solution est fractionnée en 20-50-100 pl., Chaque préparation est ensuite amenée
a un volume final de 100 ul par addition d'un tampon phosphate 0,01 M sans
EDTA pH 7,5. Chaque tube recoit ensuite 200 pl de tampon phosphate 0,01 M

pH 7,5 enrichi d'albumine bovine a raison de 5 g/I.
* sérums
Les sérums sont décongelés puis répartis en deux échantillons de
100-200 ul qui sont ensuite dilués en tampon phosphate 0,01 M pH 7,5 sous un

volume final de 300 pl.

5. Technique de dosage

A 0,1 ml d'hormones de références ou d'extraits hypohysaires ou
d'échantillons sanguins & différentes concentrations sont ajoutés 0,1 ml
d'antisérum dilué, L'incubation s'effectue durant 4 heures a température
ambiante puis sont ajoutés : 0,1 ml d'hormone marquée diluée (environ

10 000 cpm) (temps d'incubation de 24 heures a température ambiante ou 48
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heures a 4°C) puis, 50 pl de sérum de lapin normal dilué au 1/50°™€ dans le

tampon phosphate 0,01 M EDTA, et 50 pl d'antigammaglobuline de lapin diluée
au 1/5éme également dans le tampon phosphate 0,01 M. L'incubation s'effectue
durant 24 heures 3 température ambiante ou 48 heures a 4°C). Le précipité de
chaque tube est lavé par 3ml de tampon phosphate 0,01 M. Les tubes sont
ensuite centrifugés 15 minutes & 2500 g. Le surnageant est enlevé par

aspiration, la radioactivité du précipité est comptée.
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OBSERVES AU COURS DE L'INFESTATION EXPERIMENTALE DU RAT PAR

Trypanosoma brucei brucei.
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DISORDERS DURING RAT EXPERIMENTAL INFECTION WITH Trypanosoma brucei

brucei.
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surface - Relation héte-parasite - Enzymes protéolytiques

RESUME DE LA THESE
La trypanosomiase humaine africaine, due a l'infestation par le protozoaire

Trypanosoma brucei gambiense, se traduit par une atteinte profonde de

systémes immunitaire et endocrinien. Utilisant un modéle expérimental
(T.b.brucei/rat), nous avons caractérisé les constituants de surface
parasitaire, et étudié leur rdéle dans [I'apparition de dysfonctionnements
endocrinien et immunitaire. La surface du parasite est représentée en majorité
par une glycoprotéine .de masse moléculaire 60Kd, existant en solution a I'état
de dimére sensible aux agehts réducteurs (AVS, antigéne variable de surface).
Au cours des différentes étapes de préparation de la glycoprotéine, des
activités enzymatiques sont décrites : thiol protéase, sérine protéase, AVS thiol
réductase. Sur le plan immunologique, ['étude in vitro revéle que I'AVS
constitue ['élément actif pr‘icipal, stimulant directement Ila prolifération des
lymphocytes T, probablement par I'intermédiaire de récepteurs de surface.
Cependant, si I'AVS est capable de stimuler la production d'interleukine 2
(IL-2) et l'expression de son récepteur, l'effet de la lymphokine sur les cellules
incubées avec I'AVS est modifié. Sur le plan endocrinien, les expériences
menées in vivo et in vitro indiquent un effet inhibiteur direct, lié a I'AVS, au
niveau de la libération d'hormones gonadiques, et un effet direct, lié aux

activités enzymatiques, provoquant la dégradation de |'hormone lutéinisante,
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