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RESUME 

Les anticorps IgE en coopération avec des cellules inflammatoires jouent un 

role important lors des mécanismes effecteurs et protecteurs développés vis-à-vis d'une 

infection à Schistosoma mansoni. Le clonage moléculaire des antigènes cibles de cette réponse 

humorale s'avère donc nécessaire, afin de caractériser les antigènes potentiellement 

protecteurs. A partir d'une banque d'ADNc réalisée dans le vecteur lambda g t l l  à partir 

d'ARNm de ver adulte, trois clones ont été sélectionnés comme fortement reconnus par les 

anticorps IgE des serums d'infection de rats. 

Le travail, présenté dans cette thèse concerne la caractérisation et le 

séquençage de l'un de ces clones, nommé 3.2. Celui-ci possède un insert de 2553 pb et 

synthétise une protéine recombinante fusionnée à la B-galactosidase de 190 kDa. L'insert 

contient deux sites EcoRI internes. Les trois fragments EcoRI s'hybrident avec un ARNm de 

4 kb. Le fragment interne de 1317 pb est homologue à la séquence partielle de la 

paramyosine de S.mansoni décrite comme une molécule potentiellement vaccinante (Lanar et 

a1.,1986). Le clone 3.2 présente une séquence presque complète de la paramyosine, les 

extrémités N et C terminales étant absentes. Par comparaison avec la séquence complète de la 

paramyosine de Caenorhabditis elegans, nous pouvons supposer qu'il manque environ de 15 à 

20 acides aminés. La séquence protéique déduite du clone 3.2 présente une périodicité 

structurale caractéristique d'une super hélice : (abcdefg)n où les résidus a et d sont 

préférentiellement hydrophobes. La protéine de fusion exprimée est reconnue par les 

anticorps IgE de serums d'infection de rats et humains et induit chez le rat une réponse 

humorale IgG et IgE dirigée contre la protéine native de S.mansoni. 

Ces travaux montrent que la paramyosine est une cible majeure de la réponse 

humorale anaphylactique chez le rat et l'homme, soulignant son importance potentielle dans 

l'immunoprophylaxie de la schistosomiase. 
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1 SCHISTOSOMIASE, BIOLOGIE, LES MOYENS DE LUTTE. 

1. Importance. 

La schistosomiase ou bilharziose est une infection parasitaire par un ver 

trématode de la famille des schistosomatidae. Cette parasitose atteint plus de 200 millions de 

personnes en Amérique du sud, aux Caraïbes, en Afrique, en Egypte et au Moyen Orient 

mais aussi en Chine, au sud-est de l'Asie et aux Philippines. Quatres espèces sont 

pathogéniques pour l'homme: 

Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852):pathologie uro-génitale. 

Schistosoma mansoni (Manson,l904): pathologie hépato-splénique. 

Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904):pathologie artério-veineuse. 

Schistosoma intercalatum (Fisher,1934): pathologie uro-génitale 

Dans les zones de haute transmission, 5-10 % de la population infectée meurt 

alors que la plupart des individus sont plus ou moins gravement atteints, la petite enfance et 

l'adolescence étant particulièrement touchées. Les différences de sévérité de la maladie ne 

sont pas seulement dues aux espèces, mais il existe des foyers privilégiés d'infection sévère. 

Par exemple les zones d'irrigation sont à hauts risques (Nil bleu au Soudan) alors que 

i'incidence de la bilharziose est moins importante dans les régions du sub-Sahara. 

2. Cycle biologique de Schistosoma mansoni (Figure 1). 

Les oeufs libérés par l'hôte définitif (l'homme par exemple) s'ils se trouvent en 

contact avec l'eau éclosent et libèrent une larve ciliée: le miracidium. Les miracidia vont 

pénétrer dans une planorbe du genre Biomphalaria, vivant dans une eau peu profonde à 25- 

30°C. La forme larvaire se transforme alors en sporocystes primaires. A partir de cette 

forme, bourgeonnent les sporocystes secondaires qui produisent des cercaires. Celles-ci 

sortent du mollusque en général aux heures chaudes de la journée (10-16 heures). Les 

cercaires vont pénétrer l'épiderme de l'homme lors de pzissages répétés dans les eaux douces 

et calmes. La cercaire perd sa partie caudale et se transforme en schistosomule. 
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Figure 1: Cycle biologique de S.mansoni. Niveaux d'interventions possibles, 

d'après Butterworth (1988). 



Quatre jours après la pénétration, les parasites migrent vers les poumons où 

ils s'allongent. A J 10-21 les schistosomules se trouvent au niveau des veinules du système 

porte, et poursuivent leur maturation sexuelle pendant trois semaines. Après l'accouplement 

les vers migrent vers les capillaires mésentériques pour pondre des oeufs qui grace ii leurs 

éperons peuvent migrer vers la lumière intestinale et sont relachés dans les selles. Les oeufs 

peuvent être emportés dans le courant veineux vers le foie et le poumon pour y provoquer 

des granulomes. 

3. Aspects cliniques de la bilharziose intestinale. 

3.1 E~iderme: A ce niveau, il peut y avoir une infiltration inflammatoire 

consécutive à un afflux d'éosinophiles, de neutrophiles et de cellules mononuclées (Mac 

Farlane, 1949). 

3.2 Phase d'invasion: Les schistosomules peuvent induire l'infiltration des 

poumons par des éosinophiles (Von Lichtenberg et a1.,1977). Les symptdmes se manifestent 

par des fièvres et des troubles respiratoires. 

3.3 Conséauences de la Donte: Les larves atteignent le stade adulte et pondent. 

Une partie des oeufs viennent thromboser la veine porte. A partir de la thrombose, les oeufs 

provoquent la formation d'un granulome constitué d'un infiltrat lymphoplasmocytaire 

éosinophilique. Au niveau du foie, la présence des granulomes déclenche une fibrose 

hépatique, qui génère une hypertension portale. Le foie et la rate augmentent de volume 

(Hépato-splénomégalie). Il existe un risque d'hémorragie digestive. Des complications 

pulmonaires surviennent parfois, par une endartérite fibreuse se formant autour des oeufs 

embolisés dans les branches des artères pulmonaires. La présence d'oeufs ou de vers adultes 

au niveau du système nerveux central peuvent engendrer une néoformation intracranienne ou 

une compression médullaire. Les formes aïgues prennent l'aspect d'une encéphalite ou d'une 

myélite transverse. La mort est provoquée par la formation de varices au niveau de 

l'oesophage et leurs ruptures dues à l'hypertension portale. Ces graves complications ne 

concernent qu'un faible pourcentage de la population infectée. 
>- 



4. Méthodes de contrôle. 

4.1 Education sanitaire: Etant donné le mode de contamination, l'idéal serait 

l'installation de l'eau courante dans toutes les maisons. Bien sOr cette mesure se heurte à des 

coOts élevés. Un compromis peut être trouvé en installant des pompes communales, des 

douches et des toilettes publiques. D'autre part un grand effort d'éducation, concernant la 

santé et la biologie, doit être réalisé vis-à-vis des enfants. Cette mesure est liée à une 

meilleure scolarisation. 

4.2 Contrôle des ~lanorbes: Les molluscicides peuvent être employés en un seul 

point d'un cours d'eau. Dans le cas du Nil, le molluscicide a été efficace jusqu'à 100 km de 

l'endroit traité. Un traitement en un point peut affecter 40000 km de canaux et digues de 

drainage. L'incidence parasitaire est tombée de 42% à 7% dans cette région de I'Egypte 

(Fenwick 1987). L'avantage de ce traitement est son indépendance de tout mouvement de 

population. Par contre il nécessite de nombreux contrbles de toxicité des molluscicides, de 

plus il peut apparaître des souches de planorbes résistantes. En Chine pour lutter contre 

S.japonicurn, un système de drainage de l'eau des digues d'irrigation a été instauré avec 

succès simultanément avec la chimiothérapie (Shou-Pai et Bao-Ruo'1982). Néanmoins cette 

technique est lourde et requiert une importante responsabilisation de tous les individus. 

4.3 La chimiothéra~ie: Celle-ci a pour objectif la réduction du nombre de vers 

adultes. L'utilisation de la chimiothérapie a permit la réalisation d'énormes progrès. En 

particulier au Brésil, il a pu être observé une réduction à long terme de la morbidité (Pugh et 

Teesdale,l984; Sleigh et a1.,1986). Les deux drogues les plus utilisées sont le praziquantel et 

l'oxamniquine. Cependant, une injection peut se révéler inefficace dans les zones de haute 

transmission, la réinfection pouvant être très rapide. Les sujets les plus jeunes peuvent 

regagner jusqu'à 40% du taux d'oeufs initial en un an (Polderman et Manshande,l981), même 

si ce traitement est joint à l'utilisation de molluscicides. Alors que les enfants les plus âgés et 

les adultes développent une immunité à la réinfection, les plus jeunes restent susceptibles et 

subissent durement et rapidement une réinfection (Butterworth et a1.,1985). De plus, les 
-- 

contraintes qui régulent le nombre de parasites dans les foyer d'intense transmission n'inclue 



pas uniquement des facteurs de transmission mais aussi divers processus opérant au niveau de 

chaque individu. Par exemple, certaines personnes sont prédisposées à une infection sévère 

(Anderson et Medley,1985). Enfin, il ne faut pas négliger l'éventuelle émergence de souches 

résistantes. Ce phénomène a été montré pour 1' oxamniquine (Dias et a1.,1982). En ce qui 

concerne le praziquantel, une telle résistance n'a pas été mise en évidence, mais ne peut être 

exclue. La chimiothérapie est une mesure utile à court terme, mais non une solution 

définitive. Comme le montre l'exemple de la malaria, un tel traitement associé aux 

insecticides a un impact considérable mais transitoire. Enfin, il apparait préférable de 

prévenir la maladie en stimulant l'immunité plutôt que de lutter contre elle. 

4.4 Vaccin: Le développement d'un vaccin peut être proposé comme alternative 

à la chimiothérapie. L'instauration d'une immunité partielle non-stérilisante diminuerait à la 

fois le taux de transmission dans les zones endémiques et l'incidence de la pathologie causée 

par le dépôt d'oeufs dans les tissus hôtes (Phillips et Colley, 1978). De plus la vaccination ne 

nécessiterait pas un suivi soutenu des populations. Enfin, l'organisation Mondiale de la Santé 

a déja mis en place un Programme Elargi de Vaccination (PEV) auquel l'immunisation contre 

la schistosomiase pourrait être incluse. 

Pour développer un programme vaccina1 chez l'homme, il faut d'abord 

déterminer dans les différents modèles animaux, le mode d'administration, le nombre 

d'injections et l'adjuvant à utiliser. De plus est-il préférable d'utiliser un mélange antigènes 

plutôt qu'une seule composante. Bien sQr, ces choix devront dépendre de l'immunité que l'on 

veut induire chez l'homme. L'étude de l'immunité des divers hôtes à S.mansoni s'avère donc 

importante. 



II IMMUNITE VIS-A-VIS DE SCHISTOSOMA MANSONI. 

Dans la schistosomiase, le type d'immunité exprimée est caractéristique de 

l'hôte. Les différents critères utilisés sont: 

-le rapport cercaires pénétrant dans l'organisme / cercaires en contact. 

-le nombre de vers adultes présents dans l'organisme. 

-le nombre d'oeufs présents et leurs localisations. 

1. Immunité naturelle. 

L'immunité naturelle est liée à la résistance à l'infection. Kagan (1958) 

repartit les populations hôtes en trois groupes: 

1.1 Hôtes résistants: Chat, pigeon, lapin et cobaye. 

1.2 Hôtes ~ermissifs: Souris et hamster. Le hamster est utilisé pour l'entretien 

du cycle au laboratoire, car il permet l'obtention d'un grand nombre de vers adultes et 

d'oeufs viables. 

1.3 Hôtes semi-~ermissifs: Rat, singe Rhesus. En ce qui concerne le rat, les 

vers adultes sont éliminés après 4-5 semaines, les vers persistants étant infertiles. 

L'homme est un hôte permissif. Les vers peuvent survivre en moyenne de 2 à 

5 ans (Butterworth'l988) 

L'élimination des vers se ferait d'abord dans la peau, 50% de morts pour le 

rat, 30% pour la souris et 10% chez le hamster lors d'une primo-infection (Clegg et Smithers, 

1968). 



2. Immunité acquise (immunité ii la réinfection). 

La stimulation des mécanismes immunitaires peut rendre l'hôte résistant 

à la réinfection. Mais les vers adultes ne sont pas éliminés alors que les schistosomules sont 

vulnérables. Cette observation chez le modèle murin, de Smithers et Terry (1969) est connue 

sous le nom d'immunité concomittante. Un épitope, défini par un anticorps monoclonal 

IgG2a (Dissous et al., 1982)' est présent à la surface du schistosomule (38 kDa) et parmi les 

produits métaboliques du ver adulte (115 kDa) (Dissous et Capron,1983). Cet épitope 

exprimé également aux stades cercaires et miracidium et surtout chez l'hôte intermédiaire 

Biomphalaria glabrata (Dissous et al., 1982 et 1986)' permet une approche moléculaire de 

l'immunité concomitante. 

Toutefois, des travaux récents ont montré que la résistance induite chez 

la souris par une infection chronique est due non pas aux mécanismes immunitaires mais à la 

présence d'oeufs dans le foie, qui modifie la circulation portale (Wilson et a1.,1983). Pour 

cette raison, la souris immunisée par des cercaires irradiées est le modèle de choix pour de 

nombreuses équipes. Le développement des cercaires est limité. Celles-ci ne parviennent pas 

au stade adulte. De plus, l'injection répétée de cercaires irradiées induit une solide résistance 

à l'infection par les cercaires normales (Mangold et Dean'1984; Mastin et a1.,1983). Cette 

immunité peut être transférée passivement à des souris naïves par des anticorps ou des 

lymphocytes (Sher et a1.,1982). 

Le rat développe une importante résistance à la réinfection, ce qui en 

fait un modèle de choix pour l'étude de l'immunité acquise. De même que pour les souris 

vaccinées par des cercaires irradiées, la résistance à la réinfection chez le rat est due à la 

réponse immunitaire. L'immunité est thymodépendante et dépend de la production 

d'anticorps (M. Capron et A. Capron,1986 pour revue). Ceci a été démontré par le fait que 

des rats traités par un serum anti- ne produisent pas d'anticorps et ne développent pas de 

réponse immune (Bazin et a1.,1980). La même observation est faite avec des rats 

thymectomisés (Cioli et a1.,1980) ou athymiques (Phillips et a1.,1983). L'immunité à 

l'infection peut être transférée par des anticorps (Capron et a1.,1982; Ford et a1.,1984) ou par 

des lymphocytes T spécifiques (Phillips et a1.,1975). 



III MECANISMES EFFECTEURS (A.Capron et Dessaint,l985 pour revue). 

1. Mécanismes non spécifiques. 

Le complément: celui-ci semble intervenir à deux niveaux. Il peut être activé 

directement au niveau de la membrane du schistosomule et induire la destruction de la larve 

(Santoro et a1.,1979). Le parasite possède des récepteurs spécifiques pour les composantes du 

complément (Ouassi et a1.,1980). Cette activité peut être amplifiée en présence de cellules 

portant le récepteur C3b tels que les éosinophiles normaux (Ramalho-Pinto et a1.,1978). 

2. Immunite médiation cellulaire. 

La production de lymphokines par les cellules T est la forme 

d'immunité à médiation cellulaire semblant jouer un r61e important lors de l'immunité 

antiparasitaire. Notamment, les macrophages matures, activés par des lymphokines peuvent 

tuer in vitro des schistosomules (Mahmoud et a1.,1979; Bout et a1.,1981). La principale 

lymphokine responsable de cette activation cellulaire est l'interferon gamma (Nathan et 

a1.,1983; James et a1.,1984). Les souches de souris dont la production d'interferon gamma et 

l'activation des macrophages est défectueuse, ne peuvent développer une immunité à 

l'infection (James et Sher, 1983; James et al., 1984; Correa-Oliveira et al., 1986). Les 

macrophages de souris peuvent tuer les larves aussi bien au niveau de la peau qu'à un stade 

plus tardif, en absence d'anticorps si les macrophages ont été pré-incubés avec l'interféron 

gamma (Pearce et a1.,1986; James,1986). Les lymphocytes T de souris infectées ou vaccinées 

par des cercaires irradiées produisent de l'interféron gamma in vitro lorsq'ils sont incubés en 

présence d'antigènes parasitaires (James,1986). Le r61e in vivo des macrophages activés a été 

démontré lors d'études génétiques impliquant des souches de souris mauvaises ou bonnes 

répondeuses aux cercaires 

irradiées. 
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Figure 2: Mécanismes effecteurs vis-&-vis de S.mansoni, d'après R.J. Pierce. 



Dans ce modèle, l'immunité à médiation cellulaire est favorisée par immunisation 

intradermique en présence de BCG (bacille de Calmette-Guérin),connu pour promouvoir la 

réponse cellulaire T (James et a1.,1984). 

3. Cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps (ADCC). 

L'immunité à la réinfection est clairement thymo-dépendante comme le 

montrent la réduction de l'immunité chez les animaux athymiques. Cependant si les cellules T 

cytotoxiques peuvent adhérer aux schistosomules in vitro, elles ne peuvent les tuer. Si la 

cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps joue un rdle dans l'immunité anti-schistosome, 

des cellules effectrices non lymphoïdes sont impliquées: les monocytes, macrophages, 

éosinophiles et plaquettes. Ces cellules purifiées à partir de populations non infectées sont 

mises en présence de sérums et de schistosomules. Si les serums contiennent certains isotypes 

d'anticorps spécifiques d'antigènes parasitaires, on observe la mort des larves. 

3.1 Macro~hages: Les macrophages de rats normaux en présence de sérums de 

rat immun à S.mansoni adhèrent fortement et tuent les schistosomules (Capron et a1.,1975). 

La mise en évidence de la thermolabilité du facteur sérique (56°C) ainsi que l'adsorption 

sélective des IgE des serums ont permis de montrer la coopération des macrophages avec des 

IgE spécifiques des schistosomes (Dessaint et al., 1979). Différentes expériences d'inhibition 

ont écarté la participation d'autre isotypes comme les IgG ou les IgM. Ce mécanisme fait 

donc intervenir d'une part, la fixation des IgE à la membrane des macrophages par un 

récepteur spécifique pour cet isotype, d'autre part l'activation du métabolisme cellulaire après 

contact avec l'antigène cible. En effet c'est le contact des IgE sous forme agrégée ou 

complexée à leur antigène qui stimule les mécanismes cytotoxiques des phagocytes vis-à-vis 

des schistosomes. D'abord décrit chez le rat, ce mécanisme a pu être confirmé chez l'homme 

(Joseph et al., 1978). 



3.2 Eosino~hiles: Butterworth et al. (1975) avait préalablement montré que des 

éosinophiles humains peuvent être cytotoxiques vis-à-vis des schistosomules en présence 

d'anticorps spécifiques en absence d'une source de complément. Les isotypes impliqués sont 

les IgGl et IgG3 (Khalife et a1.,1989) et les IgE (M.Capron et a1.,1984b). M. Capron et al. 

(1981a) précisa que les anticorps impliqués chez la rat sont les IgE et IgG2a. Une coopération 

des éosinophiles avec les mastocytes est essentielle. Les mastocytes ne peuvent tuer les larves 

mais jouent le r61e de cellules accessoires. Les éosinophiles sont stimulés par leurs produits de 

dégranulation parmi lesquels ont été identifiés des tetrapeptides à activité chimiotactique 

comme 1'ECF-A (M.Capron et al., 1981 b). 

3.3 Plaauettes: Lorsque des plaquettes sont prélevées entre le 4oème et 6oème 

jour de l'infection du rat, elles sont capables de tuer les schistosomules in vitro (Joseph et 

a1.,1983). Le facteur humoral impliqué dans ce processus est thermolabile et retenu sur 

immunoadsorbant anti-IgE, alors qu'il ne l'est pas sur colonne anti-IgG. L'observation a pu 

être reproduite chez l'homme puisqu'un serum de patient bilharzien stimule les plaquettes 

d'un donneur sain et les rend cytotoxiques pour les schistosomules. L'utilisation d'un 

anticorps monoclonal de rat, de classe IgE (Verwaerde et a1.,1987) a permis d'obtenir une 

cytotoxicité en présence de plaquettes, mais aussi de macrophages de rat sain, confirmant 

ainsi le r61e des anticorps IgE lors de l'activation des cellules effectrices. 

3.4 R61e des cellules effectrices identifiées in vitro: Il est suggéré par les 

observations histologiques qui montrent l'accumulation d'éosinophiles et macrophages autour 

de schistosomules morts chez l'animal immun. De plus le transfert d'éosinophiles receuillis 

chez des rats immuns, ou armés in vitro avec des anticorps IgE dirigés contre S.mansoni 

provoquent la destruction des schistosomules (Capron M. et a1.,1984a). Des expériences 

analogues ont été réalisées en présence de plaquettes (Joseph et a1.,1983) et de macrophages 

(Peste1 et a1.,1988). 



3.5 Existence d'un second réce~teur Dour les IRE: 

Les interactions entre les IgE et des cellules inflammatoires non-mastocytaires implique 

l'existence d'un récepteur spécifique Fc RI1 au niveau de ces populations cellulaires 

(A.Capron et a1.,1986). Ce recepteur possède une faible affinité par rapport au Fc RI présent 

sur les cellules mastocytaires et les basophiles (Metzger,l983). L'étude des réactions d'ADCC 

a permis l'identification à la surface des cellules précedemment décrites d'un récepteur pour 

les IgE d'une affinité de 1 0 - ~  à 10-' M - ~  (Dessaint et a1.,1979; Anderson et 

Spiegelberg, 198 1; Jouault et al., 1988). 

IV IMPORTANCE DE LA REPONSE IgE LORS DE LA SCHISTOSOMIASE. 

1. Rôle des IgE. 

Sadun et Gore (1970) ont montré l'existence d'une relation directe entre 

la résistance aux schistosomes de différentes espèces animales et leur taux en IgE. Si les taux 

sont élevés lors d'infections par les helminthes (Ogilvie, 1964; Jarett et Bazin, 1974), 

cependant 5 à 10% seulement des IgE totales des serums de bilharziens sont spécifiques 

d'antigènes de S.mansoni (Dessaint et al., 1975). Chez le rat, des résultats similaires sont 

observés aussi bien pour les souches génétiquement bonnes ou mauvaises répondeuses en IgE 

(Rousseaux-Prevost et a1.,1977). De plus, la forte production d'anticorps IgE correspond au 

développement de l'immunité à la réinfection (Rousseaux-Prevost et a1.,1978). Le transfert de 

l'immunité humorale est réduite après passage des serums d'infection sur colonne 

d'immunoadsorbant retenant les IgE (Ford et a1.,1987). 



2. Allergènes des stades oeuf et ver adulte. 

Au cours de l'infection, une grande variétée de molécules induit une 

réponse humorale IgE. Les anticorps IgE de bilharziens reconnaissent des antigènes d'oeufs de 

masses moléculaires comprises entre 70 et 150 kDa, et 15-25 kDa de pI 4'5-6,5 

(Damonneville et al., 1984). 

Dès le 28ème jour, le rat Fischer dévelbppe une réponse IgE vis-à-vis 

des antigènes du stade ver adulte : 100-150 kDa, pI 4,9-5'2 (Pierce et a1.,1983). La réponse 

IgE augmente jusqu'au 6oème jour. Les serums de bilharziens reconnaissent une fraction 

antigénique plus hétérogène: 20- 150 kDa. 

3. Produits secrétés-excrétés par les schistosomules (SRP-A). 

L'injection de ces produits libérés par le schistosomule, chez le rat sans 

adjuvant, induit une réponse IgE cytotoxique in vitro contre les larves. Les anticorps IgE 

reconnaissent principalement deux antigènes de 22 et 26 kDa (Auriault et a1.,1984). Des 

expériences d'immunisation directe avec du SRP-A sans adjuvant a permis de protéger les 

rats jusqu'à un taux de 83% contre une infection à S.mansoni (Damonneville et a1.,1986). 

Cette protection est due en grande partie à la réponse humorale IgE. En effet, les 

macrophages et les plaquettes d'animaux immunisés avec les SRP-A possèdent des IgE à leur 

surface. Ces cellules tuent in vitro les larves. La purification d'une fraction antigénique de 

25-30 kDa a montré que celle-ci est principalement responsable de la protection (Auriault et 

a1.,1985a). De plus, l'immunisation de singes Erythrocebus patas induit une réponse immune 

IgE cytotoxique. Un anticorps monoclonal IgE reproduit les propriétés protectrices des IgE 

dirigés contre les SRP-A. Cet anticorps reconnait un antigène de 26 kDa (Verwaerde et 

a1.,1987). 



V MECANISMES D'EVASION. 

Malgré les différents mécanismes de défense immunitaires 

précédemment décrits, les parasites parviennent par de nombreux moyens à échapper à la 

réponse immunitaire de l'hbte. 

1. Acquisition d'antigènes d'hôtes. 

Damian (1964) et Capron A. et al. (1965) ont démontré l'existence de 

déterminants communs au schistosome et à l'hôte. Des antigènes du complexe majeur 

d'histocompatibilité K,I de la souris ont été détectés à la surface du parasite (Sher et 

a1.,1978). 

Les vers peuvent fixer les immunoglobulines de l'hbte par leur 

fragment Fc (Torpier et a1.,1979). Les anticorps ainsi captés sont dégradés par une serine 

protéase excrétée par la larve (Auriault et a1.,1981). Les peptides libérés, notamment un 

tripeptide TKP (thréonine-lysine-proline), inhibent l'activité des cellules effectrices (Auriault 

et a1.,1985b). Lorsque les macrophages sont incubés en présence de TKP, la cytotoxicité IgE- 

dépendante est inhibée. 

2. Facteurs d'origine parasitaire. 

Le schistosome adulte relargue le SDIF (Schistosome Derived Inhibitory 

Factor) qui inhibe la prolifération lymphocytaire dépendante d'antigène (Dessaint et a1.,1977). 

Cet effet a été observé chez le rat, la souris et l'homme. Ce facteur possède un PM de 500 à 

1000 Da. Le SDIF n'a aucun effet sur l'activation des lymphocytes T et sur la production de 

lymphokines régulatrices, mais peut bloquer in vivo l'expansion clonale T (Mazingue et 

a1.,1986). Le SDIF est capable d'inhiber la réponse IgE d'animaux immunisés avec 

l'ovalbumine (Langlet et a1.,1984) et la dégranulation mastocytaire (Mazingue et a1.,1980). Les 

propriétés immunologiques du SDIF en font un potentiel agent immunosuppresseur. 



3. Anticorps bloquants. 

Chez le rat, un anticorps monoclonal IgG2c s'est avéré capable de 

bloquer l'activité cytotoxique IgGZa (Grzych et a1.,1984). Cet anticorps monoclonal reconnait 

l'antigène de 38 kDa présent à la surface du schistosomule et exerce un effet inhibiteur in 

vivo. L'existence de tels anticorps bloquants, en particulier de nature IgM (Khalife et 

a1.,1986) et IgG2 et IgG4 (Khalife et a1.,1989) a été montré chez l'homme. 

VI APPORT DU CLONAGE MOLECULAIRE A L'ETUDE DES ANTIGENES DE 

S.MANSON1. 

De nombreuses molécules de S.mansoni ont été clonées (Tableau 1). 

Certains de ces antigènes ont une importance pour l'immunodiagnostique (les hémoglobinases 

et la cathepsine B) alors qu'une molécule comme l'hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 

transférase est une cible potentielle de la chimiothérapie. La plupart de ces molécules ont été 

clonées dans le but de produire un vaccin. Souvent le clonage moléculaire a précédé la 

connaissance de la fonction de l'antigène. Beaucoup des protéines clonées se sont avérées être 

des enzymes (glutathion-S-transférase, superoxide dismutase, haemoglobinase, elastase, 

cathépsine B, ...) ou des protéines structurales (myosine, paramyosine, tropomyosine). Le 

clonage par expression favorise la caractérisation de molécules exprimées majoritairement, 

par rapport aux protéines à "turnover" réduit. 



TABLE 1 - LES PROTEINES CLONEES DE SCHISTOSOMES 

PROTELNE POIDS MOLECULAIRE AUTEURS 

Enzvmes 
Glutathion-S-transférase 26 kDa 

28 kDa 

Superoxide dismutase 20 kDa 

Hypoxanthine-guanine 26 kDa 

phosphoribosyl transférase 

"Haemoglobinase" 31 kDa 

32 kDa 

Cathepsine B 31 kDa 

Elastase 31 kDa 
,. 
iw  structurale^ 

Myosine 200 kDa 

Paramyosine 97 kDa 

Tropomyosine 40 kDa 

Protéine de la paroi de l'oeuf 28 kDa 

(Egg-sheli protein) 

Autres molécules fonctionelles 
Heat-shock protein 70 kDa 

alpha -crystalline/Heat shock protein 40 kDa 

ca2+- binding protein 11.5 kDa 

Molécules de surface du schistosomul~ 
18 kDa 

50 kDa 

23 kDa 

Smith et al. (1986) 

Balloul et al. (1987b) 

Simurda et al. (1988) 

Craig et al. (1988) 

Davis et al. (1988) 

Klinkert et al. (1989) 

Klinkert et al. (1989) 

Newport et al. (1988) 

Newport et al (1987) 

Lanar et al. (1986) 

Xu et al. (1989) 

Bobek et al. (1986) 

Simpson et al. (1987) 

Koster et al. (1988) 

Hedstrom et al. (1988) 

Nene et al. (1986) 

Ram et al. (1989) 

Dalton et al. (1987) 

Havercroft et al. (1987) 

Stein & David (1986) 



VI1 ANTIGENES IMPLIQUES DANS LA PROTECTION VIS-A-VIS DE DES 

SCHISTOSOMES. 

A ce jour, peu d'antigènes de schistosome purifiés ou recombinants ont 

été décrits comme protecteurs. Le tableau II résume les principaux travaux. En ce qui 

concerne les antigènes protecteurs clonés, ils ont été caractérisés comme potentiellement 

vaccinant avant leur clonage moléculaire. 

1. GP38. 

Cet antigène majeur est présent à la surface du schistosomule (Dissous 

et a1.,1981) et a été caractérisé par un anticorps monoclonal IgG2a (IPLSm 1) produit chez le 

rat (Dissous et a1.,1982). Cet anticorps s'est révélé cytotoxique vis-à-vis des larves en 

présence d'éosinophiles, et protège le rat par transfert passif (Grzych et a1.,1982). Cependant, 

la GP38 induit également une réponse anticorps bloquante IgG2c (Grzych et a1.,1984) (V 3.). 

De plus un épitope glycannique est impliqué dans la protection, excluant les techniques de 

clonage moléculaire. Pour ces raisons Grzych et al. (1985) ont développé une stratégie anti- 

idiotypique à partir d'IPLSm 1. Des rats immunisés avec un anticorps monoclonal anti 

idiotypique (AB2) dirigé contre le site de fixation à l'antigène de IPLSml, produisent des 

anticorps AB3 qui sont cytotoxiques pour les schistosomules in vitro en présence 

d'éosinophiles et protecteurs par transfert passif. La KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), 

utilisée comme molécule "carrier" , induit une réponse anticorps reconnaissant la surface du 

schistosomule (Grzych et al., 1987). Ces anticorps immunoprécipitent la GP38 des extraits 

membranaires larvaires radiomarqués. Des expériences de déglycosylation ont montré que la 

KLH possède un épitope carbohydrate.Ces expériences montrent l'existence d'une 

communauté antigénique avec la GP38. 



TABLEAU II - ANTIGENES PURIFIES OU RECOMBINANTS IMPLIQUES DANS LA 
PROTECTION VIS-A-VIS DE SCHISTOSOMA MANSONI 

Antigènes Preparation Dose Modèle animal Adjuvant Degré de protection Auteur 

38 kDa Anti-idiotype AB2 2 mg Rat LouIM 50-75 % Grzych et al. (1985) 
anticorps monoclonal 

KLH 2clo Pg Rat Lou/M 50 - 75 % Grzych et al. (1987) 

155 kDa or 53 kDa Protéines natives 2 - 50 pg B6D2 F1 ( souris) Al(OH)3 25 % Smith & Clegg (1985) 

400 Pg Macaque Al(OH)3 

26 kDa S. japonicum Protéine 30 - 100 pg BALB.K CFA 
glutathion-S-transférase recombinante or BALB.C 

(Souris) 

28 kDa S. mansoni Protéine 100 Pi? Rat Fischer Al(oH>3 
glutathion-S-transférase recombinante 

100 Pg Hamster Al(OH13 

200 pg Babouin Al(OH13 

Paramyosine (97 kDa) Protéine native 4 ~g Souris C57 BV6J BCG 

Protéine recombinante 40 pg Souris C57 BV6J BCG 

Protéine native 10 Yg Souris CF1 BCG 

Smith & Clegg (1985) 

Smith et al. (1986) 

Balloul et al. (1987b) 

Balloul et al. (1987b) 

Balloul et al. (1987~) 

Pearce et al. (1988) 

Pearce et al. (1988) 

Flanigan et al. (1989) 



2. Glutathion-S-Transférases. 

Chez les schistosomes, il existe deux familles de Glutathion-S- 

transferases de poids moléculaires de 26 et 28 kDa. 

2.1 Sm28: Chez Schistosoma mansoni, une protéine de 28 kDa a été 

caractérisée parmi les produits de traduction d'ARNm des vers adultes et les antigènes de 

surface du schistosomule radio-marqués à l'lS51 (Balloul et a1.,1985). Une fraction 

électroéluée de P28 protège le rat à 65-70% et la souris à 43% contre une infection par le 

schistosome (Balloul et a1.,1987b). Cet antigène a été cloné et caractérisé comme une 

glutathion-S-transférase (Balloul et a1.,1987c). L'antigène recombinant exprimé chez E.coli 

induit une protection de 65 et 50 % chez le rat et le hamster. La P28 recombinante protège 

les babouins de 40 à 80% avec une grande variation individuelle (Balloul et a1.,1987a). 

Aucune réactivité croisée avec les GST de rat et de l'homme n'a été observée en immunoblot 

ou en microscopie électronique. Les régions immunogéniques des GST du schistosome ne 

seraient pas localisées dans les régions conservées (Taylor et a1.,1988). 

2.2 Si26: Une souche de souris WEHI 129/J, résistante à une infection à 

Schistosoma japonicum, présente une forte réponse à l'antigène Sj26 caractérisé comme une 

Glutathion-S-Transférase (Smith D.B. et a1.,1986). Smith et al. montrent également que 

l'antigène recombinant fusionné avec la B-galactosidase, protége partiellement des souches de 

souris susceptibles (Balb/c ou Balb/k) à 30% contre une infection à S. japonicum. 

2.3 Rale des GST Dour la survie   ara si taire. Trois voies sont possibles 

(Mitchell et al., 1989). 

-Au niveau de la veine porte, les GST interviennent dans la 

détoxification. 

-Protection des dommages membranaires induits par les produits de 

peroxidation lipidique. 

-Solubilisation de l'hématine au niveau de l'intestin. 



3. Paramyosine. . 

Afin de déterminer les antigènes cibles de l'immunité à médiation 

cellulaire (IV, 3) des souris ont été immunisées avec de l'antigène total du stade ver adulte de 

S.mansoni en présence de BCG. Ces animaux développent une faible réponse humorale, 

presque exclusivement dirigée contre une molécule de 97 kDa (Pearce et al., 1986), clonée et 

identifiée comme une paramyosine (Lanar et al., 1986). La paramyosine native purifiée ou la 

molécule clonée induisent une réponse cellulaire T protectrice (Pearce et al., 1988). La 

paramyosine recombinante protège les souris à 30% contre une infection à S.mansoni. 

Rôle biologique de la paramyosine: Cette protéine musculaire possède 

une structure en alpha-hélice (Cohen et Holmes, 1963). La paramyosine fait partie du "coeur" 

des filaments de myosine. Impliquée dans la contraction musculaire,elle permettrait au muscle 

de soutenir de grandes tensions avec une dépense d'énergie minimale (Cohen,1982). 

En plus de son potentiel immunogène, Sm 97 comme paramyosine 

participerait aux fonctions physiologiques parasitaires. En tant que composante musculaire, 

elle permettrait le maintien du schistosome contre la paroi de la veinule et lui éviterait d'être 

emporté par le flux sanguin (Lanar et a1.,1986). 

4. Antighnes de 155 kDa et 53 kDa. 

Ces deux antigènes décris par Smith M.A. and Clegg (1985), sont 

présents à la surface du schistosomule et du schistosome adulte. La purification de ces deux 

antigènes par immuno-affinité a permit d'obtenir un taux de protection de 25% chez la souris 

et de 40% chez le singe macaque. 



VI OBJECTIFS DU TRAVAIL. 

Les résultats d'immunisation par les glutathion-S-transférases semblent 

encourageants. Cependant, l'obtention d'une protection partielle et l'existence d'une variation 

individuelle de la réponse immunitaire nous a conduit à caractériser et cloner d'autres 

antigènes, susceptibles d'être impliqués dans l'immunité protectrice vis-à-vis de la 

schistosomiase. 

Les anticorps IgE jouent un r61e important lors des mécanismes 

effecteurs et protecteurs vis-à-vis d'une infection à Schistosoma mansoni (A.Capron et 

a1.,1987). Le clonage moléculaire des antigènes cibles de cette réponse anticorps nous a 

semblé une étape importante dans l'étude d'antigènes potentiellement protecteurs. Pour cela, à 

partir d'une banque d'ADNc du stade ver adultes, trois clones recombinants fortement 

reconnus par les IgE de serums d'infection de rat ont été sélectionnés (Pierce et a1.,1987). Le 

travail présenté, concerne la caractérisation et le le séquençage de l'un de ces clones (3.2). 



RESULTATS 



1 UTILISATION D'UNE BANQUE D'ADNc. 

Une banque d'ADNc du stade ver adulte a été construite dans le vecteur 

phagique lambda gt l l .  A partir de 100 ng d'ADNc, 5 105 phages recombinants ont été 

5 obtenus. Pour 10 phages recombinants, 30 clones phagiques ont été d'abord sélectionnés 

comme étant reconnus par un serum de lapin hyperimmun dirigé contre un homogénat de 

vers adultes. Ces clones, après avoir été purifiés ont été criblés avec un serum de rat infecté 

(J 78) selon la méthode de Young et Davis (1983). Trois clones phagiques, 3.13; 3.2 et 3.3 ont 

été fortement reconnus par les IgE de ce sérum (Pierce et ~1,1987). Le travail présenté 

concerne la caractérisation et le séquençage du clone 3.2. 

II ANALYSE DE LA PROTEINE DE FUSION DU CLONE 3.2. 

Après purification, les bactériophages du clone 3.2 ont été utilisés pour 

infecter une souche d'E.coli Y1089 (lysogène pour le phage lambda). Les clones lysogènes se 

développant à 32OC et non à 42°C ont été sélectionnés.Un choc thermique (destruction du 

répresseur du gène de la 0-galactosidase) et une induction par I'IPTG permettent l'expression 

de la protéine recombinante, fusionnée avec la B-galactosidase. Le culot bactérien, traité 

selon la méthode de Collins et al (1986)' est ensuite analysé sur gel SDS-polyacrylamide 8%. 

Ceci a permis la caractérisation d'une protéine de fusion de 190 kDa (figure 3). La fraction 

du gène B-galactosidase code pour une molécule de 114 kDa, l'insert 3.2 code environ 76 

kDa. Le poids moléculaire élevé de la protéine de fusion peut expliquer la présence de 

produits de dégradation entre 170 et 180 kDa malgré l'utilisation d'inhibiteurs de protéase. 

Afin de tester la reconnaissance de la protéine recombinante par différents serums, le culot 

bactérien après séparation sur gel d'acrylamide est transféré sur nitrocellulose. Les bandes de 

nitrocellulose sont mises en contact avec les serums, préalablement épuisés contre un 

homogénat d'É.coli (figure 4 ). La protéine de fusion est reconnue par les IgG de serums 

d'infection de rat et humains. La réponse IgE des serums d'infection de rats, faible à J 52 et 
Y 



Figure 3: Caractérisation de la protéine de 

fusion du clone 3.2. 

1. Lysogène lambda gtll sans 

insert. 

2. Lysogène 3.2. 





Figure 4: Analyse en Western blot du culot bactérien 

obtenu à partir du lysogène du clone 3.2. 

Pistes 1 à 4: Reconnaissance par les IgG. 

1. Serum de rat sain. 

2. Serum de rat infecté J78. 

3. Serum de bilharzien. 

4. Serum humain sain. 

Pistes 5 à 11: Reconnaissance par les IgE. 

5. Serum de rat sain. 

6. Serum de rat infecté 552. 

7. Serum de rat infecté 578. 

8. Serum de rat infecté 598. 

9. Serum humain sain. 

10. Serum de bilharzien. 

11. Mélange de serums de bilharziens. 
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J 78 est plus forte à J 98. De plus un serum de bilharzien sur les quatre testés contient des 

anticorps IgE spécifiques dirigés contre la protéine de fusion. La présence de bandes de 

dégradation est montrée par la non reconnaissance d'un lysogène sans insert par les sérums 

d'infection (non montré). D'autre part, parmi les sérums de 13 enfants bilharziens en 

provenance du Kenya, un seul reconnait la protéine de fusion par les IgE 'et IgG. Les 12 

autres serums ne possèdent que très peu ou pas du tout d'anticorps IgG dirigés contre la 

protéine de fusion. 

III RECONNAISSANCE DE LA PROTEINE NATIVE PAR DES SERUM DIRIGES 

CONTRE LE CLONE 3.2. 

La protéine de fusion a été partiellement purifiée du  culot bactérien comme 

l'ont décrit Collins et al (1986). La fraction ainsi obtenue est injectée deux fois en présence 

d'hydroxide d'alumine. Ces serums immunoprécipitent une molécule de 88 kDa parmi les 

produits de marquage métabolique du ver adulte (figure 5). D'autre part, une préparation 

antigénique totale du stade ver adulte a été réalisée, puis transférée sur nitrocellulose. Les 

anticorps IgE de serums dirigés contre le clone 3.2 reconnaissent la protéine native (figure 5). 

Des tests de cytotoxicité cellulaire dépendante d'éosinophiles et de plaquettes 

ont été réalisés en présence de serums dirigés contre le clone 3.2. Aucune cytotoxicité 

significative n'a pu être mise en évidence. Ceci est du à un taux élevé de cytotoxicité non 

spécifique. Notamment les serums dirigés contre la O-galactosidase se sont révélés également 

cytotoxiques. Malgré un épuisement des serums, des protéines inflammatoires d' E.coli 

seraient responsables de ce phénomène. Le problème pourrait être résolu, d'une part en 

purifiant la protéine recombinante, mais aussi en exprimant la protéine recombinante non 

fusionnée. 



Figure 5: A Immunoprécipitation des produits de 

marquage métabolique du stade ver adulte. 

1 Serum de rat infecté J78. 

2 Serum de rat sain. 

3 Serum de rat immunisés avec la 

protéine de fusion du clone 3.2. 

B Reconnaissance des antigènes de S.mansoni 

par les IgE. 

4 Serum de rat sain. 

5 Serum de rat dirigé contre le clone 

3.2. Révélation avec un conjugué 

anti IgG de souris. 

6 Serum de rat dirigé contre le clone 

3.2. Les IgE présents sont reconnus 

par un anticorps monoclonal spécifique 

de souris. Révélation avec un conjugué 

anti IgG de souris. 

7 Serum de rat infecté. 





IV ANALYSE ET SEQUENCAGE DE L'INSERT DU CLONE 3.2. 

Le clone 3.2 possède un insert de 2553 pb contenant deux sites de restriction 

Eco RI internes. L'insert en entier et les trois fragments de 1317, 879 et 366 pb ont été sous 

clonés dans le plasmide pUC13 (figure 6). Cette étape est nécessaire afin de préparer l'insert 

en quantités suffisantes pour l'analyse de 1'ARNm et son séquençage. En ce qui concerne la 

caractérisation du messager, 10 g d'ARN total du stade ver adulte ont été dénaturés selon la 

méthode de Thomas (1980) puis transférés sur nitrocellulose. Les trois fragments EcoRI 

s'hybrident avec un ARNm de 4kb chez le ver adulte (figure 6) . Cet ARNm est présent à 

tous les stades du cycle parasitaire (miracidium, cercaire) (non montré). 

Une carte de restriction de l'insert a pu être réalisée (figure 7). Seuls les 

enzymes du " polylinker" de pUC 13, Ml3  mplO et Ml3 mpl 1 (Voir Matériel et méthodes 

Figl5) ont été testés afin de sous cloner les fragments de restriction dans le phage Ml3  et les 

séquencer. La stratégie de séquençage est représentée dans la figure 7. Les fragments à 

séquencer sont produits sous forme de matrice Ml3 simple brin. Ensuite une amorce 

nucléotidique est hybridée au niveau de la région 3' du fragment à séquencer. L'élongation à 

partir de l'amorce peut avoir lieu en présence de sequenase (ADN polymérase du phage T7 

modifiée selon Tabor et Richardson, 1987) et de déoxynucléotides par la technique des 

inhibiteurs d'élongation de chaine (didéoxynucléotides) (Sanger et ~1,1977). Des amorces 

fluorescentes ont été utilisées comme marqueurs de la réaction de séquence. La lecture est 

réalisée automatiquement par un faisceau laser. L'utilisation du séquenceur automatique 370 

A (Applied Biosystems) permet l'analyse de 16 clones par gel et la lecture d'environ 500 pb 

par migration. 

L'ADN simple brin des phages Ml3 contenant les fragments de restriction Eco 

RI-HindIII de 1100 pb et EcoRI-Sa11 de 600 pb ont été analysés par la technique de 

"cyclone" (Figl6, Matériel et méthodes). Pour l'insert de 1100 pb, des fragments d'environ 

850, 700 et 550 pb ont pu être analysés, après digestion exonucléasique. La séquence du clone 

a donc pu être entièrement recouverte. La séquence du clone 3.2 est décrite dans la figure 8 . 



Figure 6: A Sous clonage de llinsert 3.2 (2553 pb) 

dans pUC 13; digestion du plasmide par 

EcoRI. . 

B Analyse en Northern blot. le fragment de 

866 pb a été utilisé comme sonde. 

1 A R .  total de S.mansoni. 

2 ARN total de foie de hamster. 
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Figure 7 :  Carte de  r e s t r i c t i o n  et s t r a t é g i e  de 

séquençage du c lone  3 . 2 .  

MAC 97 .3  : c lone  lambda g t l l  d é c r i t  par 

Lanar et a l  (1986) .  





Figure 8: Séquence nucléotidique du clone 3.2 

(2553pb). Les sites de restriction EcoRI 

internes sont soulignés. La séquence 

protéique déduite du clone 3.2 possède un 

cadre de lecture ouvert sur toute sa 

longueur en phase avec la p-galactosidase 

de lambda gtll. 



60  
TCAAGAACTATTTATCGAGGAGTATCACCAAGTACAACAAGACTTGAGAGTCGAGTACGG 
S R T I Y R G V S P S T T R L E S R V R  

120 
CAATTAGAAGATCTTTTGGATTTAGAACGTGATGCAAGAGTTCGAGCTGAACGACATGCT 
E L E D L L D L E R D A R V R A E R H A  

18 
G~TG~TTTAGGTTTTCAAGTGGITCCATTAT~AGAA~GTTT~G~TG~~G~TGG~GGTT~# 
A D L G F Q V D A L S E R L D E A G G S  

240 
ACAACACAAACTCAAGAATTATTAAAACGTCGTGAAATGGAAATCAATAAACTACGTAAA 
T T Q T Q E L L K R R E M E I N K L R K  

300 
CATTTAGAAAATGCTAATGCATCACTTGTACTAGCTGAAACATCAATGAGACGTCGACAT 
D L E N A N A S L V L A E T S M R R R H  

360 
CAAACAGCATTGAATGAATTICCTTTGGAAGTTGAAAATTACAAAAACAAAAAGGAAAG 
Q T A L N E L A L E V E N L Q K Q R G K  

420 GCTGAAAAAGACAAAAGTCATTTGATTATGGAAGTGGATAATGTTCTAGGACAATTAGAT 
A E K D K S H L I M E V D N V L G Q L D  

480 
G G T G C C T T A A A A G C T A A G C A A T C A G C T G A A T C A A A T ~ A  
G A L K A K Q S A E S N L E G L D S Q L  

540 
A A T C G T T T A A A A T C A T T A A C C G A C G A T T T A C A A A G A C A A T A A A T A A T G C T  
N R L K S L T D D L Q R Q L P E L N N  

6Pe AAATCAAGATTAACATCAGAAAATTTTCAATTATTACATATAAATCAAGATTATGAAGCA 
K S R L T S E N F E L L H I N Q D Y E A  

660 
CAAATATTAAATTATTCTAAAGCTAAATCATCACTTGAAAGTCAAGTAGATGGTI"FTAAA 
Q I L N Y S K A K S S L E S Q V D G F K  

720 AGATCATTAGATGATGAAGCTAAAAATCGTTTTAATCTTCAAGCTCAACTTACATCACTT 
R S L D D E A K N R F N L Q A Q L T S L  

780 
CAAATGGATTATGATAATTTACCAGCTAAATATGATGAAG~GTGMGMGCTAGTMT 
Q M D Y D N L P A K Y D E E S E E A S N  

840 
TTACGTAGTCAAGTATCTAAATTTAACGCTGATATTCCTGCATTAAAATCGAAATTTGAA 
L R S Q V S K F N A D I A A L K S K F E  

900 
C G T G T A C T T A T G A G T A A A A C A G A A G A A T T C C A A G A A T C A C A C T A T G A G A  
R V L M S K T E E E E M K R K F T M R  

960 
ATTACCGAACTTGAAGATACTGCTGAAAGAGAACGATTAAAAGCGGTATCATTAGAMAA 
I T E L E D T A E R E R L K A V S L E K  

1020 
CTTAAAACAAAATTAACATTACAAATTAAAGATTTACAATCTGAAATAGMAGTCTTTCA 
L R T K L T L E I K D L Q S E I E S L S  

1080 
TTAGAAAATAGTGAATTAATTCGTCGTGCTAMGCTGcTGAATcATTAGcTTcTGAmA 
L E N S E L I R R A K A A E S L A S D L  

4140 
CAACGTCGTGTTGATGAATTAACAATTGAAGTCAATACATTAACATCACAAAATAG C M  
Q R R V D E L T I E V N T L T S Q N S  

1280 
TTAGAAAGTGAAAATCTACGTTTAAAAAGTTTAGTTAATGATTTAACGGATMAMTMT 
L E S E N L R L K S L V N D L T D K N N  

1260 
TTATTAGAACGTGAAAATCGTCAAATGAATGATCAAGTCMAGMTTMAMGTTCACTT 
L L E R E N R Q M N D Q V K E L K S S  

+340 
CGTGATGCTMTCGTCGTCTTACTGATTTAGAAGCAAAGATCGCMAGAGGC G M  
R D A N R R L T D L E A L R S Q L E A E  

4380 
AGAGATAATCTTGCATCAGCTTTACATGATGCTGAAGMCCACATGATATGGA C M  
R D N L A S A L H D A E E A L H D M D  

i d e  
AAGTATCAAGCATCACAAGCTGCATTAMTCATTTGAMTCTGAAATGGAACAMGGCTT 
K Y Q A S Q A A L N H L K S E M E Q R  

15k@ 
AGAGAAAGAGATGAAGAA~AGAAAGTTTAAGAAMAGTACTACTAGMCMTTGMGM 
R E R D E E L E S L R K S T T R T I E E  

1560 
TTAACTCTTACAATAACTGMATGGMGTTAAATATAAATCAGAATTATcAcGTTTAm 
L T V T I T E M E V K Y K S E L S R L K  

1620 
AAACGTTATGAATCAAATATTGCTGATTTAGAAATTCMCTn;ATACAGCTMTMAGCT 
K R Y E S N I A D L E I Q L D T A N K A  

1680 
AATGCAAATCTTATGAAAGAGAATAAMATTTATCACAACGmTTAAAGAmAGAAACA 
N A N G M K E N K N L S Q R V K D L E T  

1740 
TTTTTAGATGAAGAACGTCGTCTTCGTGAAGCAGCTGAAAATAATFTACAAATTAC%AA 
F L D E E R R L R E A A E N N L Q I T  

iats 
CATAAACGTTTACAATTAGCAAATGAAATTGAAGMATTCGTAGTACATTAGAMATTTA 
H K R L Q L A N E I E E I R S T L E N L  

1860 
GAACGTTTACGTAAACATGCTGAAACAGAACTTCAAGAAGCTCAATCACGTGTTAGTGM 
E R L R K H A E T E L E E A Q S R V S E  

1920 
TTAACTATTCAACTTAATATATTAACTAATGATAAACGTCGTCTTGAAGGTGATATTGGT 
L T I Q L N I L T N D K R R L E G D I G  

1980 
GTAATGCAGGCTGATATGGATGATGCTATTAATGCTAAACUGCTTCTGAAGATCGAGCA 
V M Q A D M D D A I N A K Q A S E D R A  

2040 
ATTAGATTAAATAATGAAGTATTACGTTTAGCTGATGAATTACGTCAAGAACAAGAAAAT 
I R L N N E V L R L A D E L R Q E Q E N  

2100 
TATAAACATGCTGAAGCATTAAGAAAACAAATTG 
Y K H A E A L R K Q L E I E I R E I T V  

2160 
AAATTAGAAGAAGCTGAAGCATTTGCTACACGTGAAGGTCGTCGTATGGTACAAAAATTA 
K L E E A E A F A T R E G R R M V Q K  

GATGATCGTCGTATGGTATTAGAACTTCAAGATTTATTAGATAAAACTCAAATGAAAATG 
D D R R M V L E L Q D L L D K T Q M K M  

2400 
AAAGCCTATA ACGTCAATTGGAAGAAATGGAAGAAGTATCTCAAATTACAATGAATAAA 
K A Y R R Q L E E Y E E V S Q I T M N K  

246@ 
TATCGTAAAGCCCAACAACAAATTGAAGAAGCTGAACATCGTGCAGATATGGC%AACGT 
Y R K A Q Q Q I E E A E H R A D M A E R  

7520 
ACAGTCACTGTACGTCGTGTTGGTCCAGGTGGACGTGCTGmCTGTAGCACGTGAATTA 
T V T V R R V G P G  R A V S V A R E L  

2583 TCTGTCACATCAAATAGACGAATGATACCAACA 
S V T S N R G M I A T  



Le fragment de 879 pb possède une partie de la séquence de l'adaptateur EcoXI (GGG) 

d'insertion de 1'ADNc. Ce fragment correspond à l'extrémité 5' de l'insert. La séquence 

terminale du fragment de 366 pb CCC, indique l'extrémité 3' de l'insert. Le cadre de lecture 

unique est ouvert sur les 2553 pb. 

V COMPARAISON DE LA SEQUENCE PROTEIQUE DEDUITE DU CLONE 3.2 AVEC 

UNE BANQUE DE DONNEES. 

Les fragments de restriction de 879 et 366 pb ont d'abord été séquencés. 

L'interrogation de la banque de donnée Swissprot a mis en évidence une homologie globale 

de 37% des séquences en aminoacides déduites des deux fragments avec la chaîne lourde de 

la myosine de Caenorhabditis elegans (figure 9). La taille de la molécule native (88 kDa) est 

plus proche de celle de la paramyosine (97kDa) de S.mansoni partiellement clonée par Lanar 

(1987) (clone MAC 97.3) que de la myosine (200 kDa). En fait, la séquence du fragment 

interne EcoRI s'est révélée identique à celle du clone MAC 97.3. Il existe cependant une 

légère différence. Une guanine est absente de notre séquence au niveau de la position 1232. 

L'insertion d'une cytosine en position 1252 rétablit le cadre de lecture. Cette erreur a été 

préalablement mise en évidence par 1. Schechter (communication personelle). Les deux 

séquences diffèrent donc de 9 acides aminés. 

L'équipe d'Alan Sher (NIH'Bethesda MD'USA) nous a fourni la souche 

cellulaire MBL-Sm-4DI produisant un anticorps monoclonal IgG2a dirigé contre Sm97. A 

partir de cette souche, de l'ascite a été produit chez des souris C57 B1/6J afin de purifier 20 

mg pour 12ml d'ascite. 5 g de cet anticorps reconnait la protéine recombinante du clone 3.2 l" 
(figure 10). De plus, cette dernière est également reconnue, mais faiblement, par un anticorps 

polyclonal de lapin dirigé contre la paramyosine de l'annélide marin Owenia fusiformis, 

aimablement fourni par M.Diano et al  (figure 10). 



Figure 9: Homologie de séquence en acides aminés 

correspondant au fragment EcoRI du clone 

3.2 (1) des résidus 1-292 avec les résidus 

1106-1398 de la chaîne lourde de la myosine 

d'un nématode Caenorhabditis elesans (2). 

Une homologie globale de 37% a été observée 

comme pour le fragment EcoRI interne 

correspondant au clone MAC 97.3 de Lanar & 

al (1986), et le fragment EcoRI 3'. Les - 
identités sont encadrees. * indique une 
homologie par groupe d'acides aminés (HKR), 

(LIVM) 1 (AGST), (Ym), (DEQN 1 (P) et ( C )  



1 L  D A R V R A E R H A A  **O *O*[ * 
2 N  Q S R S K A D R A K S  

G F Q V D A L S E R L D E l A  * * * n * n  r,* 
Q R E L E E L G E K L D E Q  

S T T Q T Q E L L K R  

A T A A Q V E V N K K  * O * *  O* n* A E L A  "iol' 
S H L I M E V D N V L G  
* * * * * * * *  * 
A Q A V R D A E D L A A  

F E L L H I N Q  *l * 
G D L V R Q L E  

A L E V E N L Q K  
* 
T D Q L D Q L N K  

* * *n*r 
T D D L Q R Q L P  

A D E Q S R Q L Q  *n* O* 
VDGF:[;L[; * * * ::[F;:?B 
L E E A R R T A D E  R E R Q T V A A  

S E E A S N L R S Q V  

I E G K N E I L R Q L  O* * * *O* 
A A L K S K  

* *  O** R V K M S K T E E F  

Q Q W K A R  G E G L L R A D E L  O* *n* 



Figure 10: Reconnaissance de la protéine recombinante 

du clone 3.2 par différents anticorps 

spécifiques de paramyosines. 

1 Anticorps monoclonal MBL-Sm-4DI 

dirige contre Sm 97 (Pearce et al, 

1986). 

2 Anticorps polyclonal de lapin (dilué 

au 1/200) dirigé contre la 

paramyosine dWOwenia fusiformis 

(Diano et al, 1988) . 
3 Ascite de myélome SP20. 





Récemment la paramyosine de C.elegans a été clonée et séquencée entièrement (Kagawa et 

~1,1989). Un alignement des deux séquences (figure 11) a permis de montrer une homologie 

globale de 35%. L'homologie porte sur 820 acides aminés. Kagawa et al  (1989) ont montré 

une homologie similaire (34%) entre la paramyosine de C.elegans et celle partiellement clonée 

par Lanar et al  (1986) chez S.mansoni. La paramyosine clonée de C.elegans comprend 866 

amino acides. Le clone 3.2 (851 acides aminés) représente donc une copie presque complète 

de la paramyosine de Schistosoma mansoni. La séquence du clone 3.2 se poursuit sur 8 acides 

aminés par rapport à la terminaison du clone de C.elegans. Afin d'obtenir les extrémités Nt 

et Ct de la molécule, la banque d'ADNc d'origine amplifiée, a été criblée à l'aide des 

fragments de 879 et 366 pb. Cependant aucun clone n'a pu être caractérisé. 

VI STRUCTURE REPETEE DE LA PARAMYOSINE. RELATION : STRUCTURE- 

FONCTION. 

La paramyosine possède une structure en super hélice (Cohen et Holmes, 

1963). Cette protéine (Lanar et a l  ,1986; Cohen et a1,1987), comme la tropomyosine 

(McLachlan et Stewart, 1975) et les filaments de myosine (McLachlan et Karn,1982), 

possèdent une organisation en heptapeptide. Les résidus hydrophobes, concentrés aux 

positions a et d forment des "boucles" et des "cavités" (knobs and holes) entre les chaînes des 

hélices. La surface de l'hélice étant très chargée par la présence de  résidus acides et basiques. 

De plus ces protéines fibreuses possèdent des unités de répétition de 28 acides aminés qui 

sont importantes pour l'assemblage et la fonction de ces molécules (Elzinga et Collins, 1977; 

Parry, 1981). Ces unités de répétition sont interrompues par des résidus "skip" ou sauteurs. 



Figure 11: Homologies de séquence protéiques déduites 

des paramyosines recombinantes de 

C.elesans, CEPM (Kagawa et alt1989) et 

S.mansoni, SMPM (clone 3.2). Les identités 

sont encadrées. * indique une homologie 
par groupe d'acides aminés: (HKR) ,  (LIVM), 

(AGST) t ( Y W )  t (DEQN) (Pl et ( C )  



CEPM 

SMPM 

CEPM 

SMPM 

H L Y E K A V E Q  * 
S L V N D L T D K  I I I  * 

CEPM 

SMPM 

K L H E L D L E N A R L A G  

R L T D L E A L R S Q L E A  *O *O* * 0 * CEPM 

SMPM 

CEPM 

SMPM 

474 S E M E Q  497 1 1 ~  E l R  CEPM 

SMPM 

L R K N L Q F E I  

L R K S T T R T I  I l I I 
CEPM 

SMPM 

547 Q A E I A E L E M T V D N L N R A N I E A Q K T I  

524 E S N I A D L E I Q L D T A N K A N A N L M K E N  ***n*o* *O [*O 0 0 CEPM 

SMPM 

572 K K Q S E Q L K I L Q A S L E D T Q R Q L Q Q V L  

549 0 K N L S Q R V K D L E T F L D E E R R L R E A A E  O* *O O** O** 0 * 
CEPM 

SMPM 

CEPM 

SMPM 

599 622 FIA N L E R L  l!A 

N G R I S D L I S  

Q S R V S E L T I  * *o*o*o CEPM 

SMPM 

CEPM 

SMPM 

672 V T K E L H A A D E  O* * * 
649 A I N A K Q A S E D  

CEPM 

SMPM 

N R A L A D A A R A V E Q  I I * I I * *  

S L E E  V K Q L  I 1 9 * * * *  
SMPM 674 UR Q(E Q  E I N  Y  K  H  A  E 

A A L L G G K R V I A K L E T R  

F A T R E G R R M V Q K L Q A R  O*[* * O* *O 0 
-L 

CEPM 722 Q ~ V I Q  * 2 
SMPM 699 T V  K  L  E  U 



CEPM 1 M S L Y R S P S A A L L K S P S Q A A F G A P F G  

SMPM 1 S  R 

CEPM26 S M S V A D L G S L  n E D K I R L L Q E D L E  * *[ O*  * 0. 
E S R V R E L E D L L D  

E L R N R V E R E R A D L S V Q V I A L T D  

D A R V R A E R H A A D L G F Q V D A L S E  *Illu u*uu** 
D S Q I E S . N R K R E G E L S  **[-O **O O* Q T Q  E L L K R R E M E I N  

CEPM 76 

SMPM 53 

CEPM 100 L  E S Q L E S E D A M N V L R K K H Q  * * *  
SMPM 77 D  N A N A S L V L A E T S M R R R H Q  0 *[**O 
CEPM 

SMPM 

D S C L D Y Q  * * 
T A L N E L A  

N A K I D R E  

K A E K D K S  0 O* 
Q K D K H T A  

L K A K Q S A  0 0 *O V I E L T A T I D Q L  

N v -  * I - c Q  il,, CEPM 

SMPM 

R Q R V Q H E  * *  * 
H L I M E V D  

E A Q A N E L A N K V  * * n n n  E D L N K H V  *LI** * 
D D L Q R Q L  

CEPM 

SMPM 

CEPM 

SMPM 
Q Q A E N N D  
S T S E N F E  *u * 
H V K Y T L A Q Q L E  

K A K S S L E S Q V D  0 *O O* * . 
V Q L D N L Q  

A Q I L N Y S  O* 0 G F K R S L D  A 5!R!z 

CEPM 

SMPM 

E L D S V R T  * O *  * 
D Y D N L P A  

CEPM 

SMPM 

A L D E E S I  

K Y D E E S E  1 / CEPM 

SMPM 

A R S D A E H K L N L  U* * 
E A S N L R S Q V S K  

A N T E I T Q  

F N A D I A A  u* *u* 
E V A L H H E E V E D  * 
V L M S K T E E F E E  • O* L R K K M L Q  * * *O 

M K R K F T M  

CEPM 

SMPM 

K Q A E Y E E Q I E I M L Q K I S Q L E K A K S R  

R I T E L E D T A E R E R L K A V S L E K L K T K  * *no* 0 0 ni** CEPM 

SMPM 

CEPM 

SMPM 



CEPM747 I R D L E T A L D E E T R R H K E T Q N A L R K K  

SMPM724 V R E L E S E F D G E S R R C K D A L A Q A R K F  *[*O* 0 [*O O* * • 
CEPM 772 D ~ R ~ R  1  * 
SMPM 748 EHQ Y 

~ \ - \ L v ~ ~ E H K N F V M A Q D T  

L Q T Q A E D D R R M V L E L - Q D L  * u 
CEPM794 A D R L T E K L N I Q  

SMPM773 L D K T Q M K M K A Y  u* u* 
CEPM819 S S L  

SMPM798 R T V  

CEPM845 H L I R A K H R S S V V T G K S S S K V F  

SMPM823 T V R R V G P G G R A V S V A R E L S V T S N R G  

SMPM848 M I A T  



La séquence protéique déduite du clone 3.2 présente ces caractéristiques d'organisation 

(figure 12) déterminés d'après McLachlan et Stewart (1975), McLachlan et Karn (1982) et 

Lanar et al (1986). Les résidus "skip" sont localisés aux positions 92, 289, 486, 515, 712. Ces 

résidus sont séparés par 7x28 acides aminés, excepté les résidus 486 et 515. La présence d'un 

résidu "skip" supplémentaire démontré également par Kagawa et al (1989) semble être une 

caractéristique des séquences de paramyosine. Cependant, les régions N-terminale (29 

premier acides aminés) et C-terminale (13 derniers acides aminés) de la paramyosine de 

C.elegans ne présentent pas de structure en super hélice*. Le clone 3.2 quand à lui, 

présente cette structure répétée sur toute sa séquence. Ceci peut s'expliquer par le fait que la 

séquence du clone 3.2 est incomplète. En ce qui concerne la composition en acides aminés 

(Figure 13), aucun résidu Tryptophane n'est présent dans la séquence du clone 3.2 contre un 

résidu pour C.elegans. Les rapports en acides aminés sont similaires à ceux de C.elegans : 

S.mansoni C.elegans 

A.A hydrophobes (A 1 L M V F Y W) 298 302 

A.A acides (E D) 175 175 

A.A basiques (K R H) 155 162 

Par analyse de la séquence protéique (PCGENE,Genofit) déduite du clone 3.2, 

nous avons pu déterminer les sites potentiels de N-glycosylation et de phosphorylation (figure 

14). On peut remarquer la présence de 16 sites potentiels de phosphorylation. Ces sites n'ont 

q'une signification biologique potentielle. En ce qui concerne les sites de glycosylation, nous 

n'avons pas pu mettre en évidence de différences entre les poids moléculaires de la molécule 

produite lors d'une traduction d'ARN de ver adulte et celle de marquage métabolique, 

immunoprécipités à partir de serums dirigés contre le clone 3.2. 



Figure 12: Structure répétée de la séquence du clone 

3.2. a et d sont essentiellement des 

résidus hydrophobes. Cette organisation 

est interrompue par des résidus sauteurs 

ou I1skipw aux positions 92, 289,486,515 et 

712. 



d e f g  * 
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V S P S  
A E R H  
T Q E L  
E T S M  
A E K D  
A E S N  
L N N A  
Y S K A  
L Q A Q  
L R S Q  
F E E M  
L E K L  
L I R R  
L T S Q  
L E R E  
L E A L  
M D Q L  
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A E N N  
L E R L  
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S E D R  
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T M N K  
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- 

K  

- 

e f g a  * 

E S R V  
G F Q V  
E M E I  
Q T A L  
I M E V  
D S Q L  
T S E N  
E S Q V  
Q M D Y  
N A D 1  
T M R I  
T L E I  
E S L A  
E S E N  
N D Q V  
E A E R  
Q A A L  
T R T I  
E S N I  
S Q R V  
E H K R  
E T E L  
E G D I  
N N E V  
E I E I  
Q A R V  
E R Q Y  
Q M K M  
Q Q Q I  
A V S V  

- 

- 

T T R L  
A A D L  
L K R R  
R R R H  
K S H L  
L E G L  
K S R L  
K S S L  
L T S L  
V S K F  
K R K F  
K T K L  
A K A A  
N S Q L  
N R Q M  
R S Q L  
Y Q A S  
R K S T  

K  R  
N K N L  
L Q I T  
R K H A  
K R R L  
A I R L  
R K Q L  
V Q K L  
A R K F  
L D K T  
Y R K A  
P G G R  

E D L L  
S E R L  
R K D L  
A L E V  
L G Q L  
K S L T  
L H I N  
K R S L  
P A K Y  
K S K F  
E D T A  
Q S E I  
Q R R V  
K S L V  
K S S L  
A S A L  
K S E M  
T V T I  
E I Q L  
E T F L  
A N E I  
Q S R V  
Q A D M  
A D E L  
T V K L  
E S E F  
Q T Q A  
K R Q L  
E H R A  
L S V T  

b  c 

R  G  
V  R  
T  Q  
V L A  
G  K  
Q  s 
P E  
L  N  
F N  
S N  
T E E  
v S 
S E  
N T  
N  L  
T  D  
H D  
D E E  
K S E  
A  N  
E  A  
E  N  
N  1 
Q  A  
K  H  
T R E  
K  D  
L  E  
Q  1 
T  V  
T  

d e f g  

- 

Y  

- 

- 

- 

* 
- 

M  

- 

S R T T  
E R D A  
A G G S  
A N A S  
L Q K Q  
A L K A  
L Q R Q  
Y E A Q  
E A K N  
E S E E  
V L M S  
E R L K  
L S L E  
L T I E  
L T D K  
A N R R  
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Sites potentiels de N- glycosylation 

position 86: dlena N aslvl. 

position 204: eaqil N yskak. 

position 550: mkenk N lsqrv. 

Sites potentiels de phosphorylation par kinase dépendante 

AMPc/GMPc : 

position 298: mkrkf T mrite. 

position 428: anrrl T dleal. 

position 494: slrks T trtie. 

Sites potentiels de phosphorylation par protéine kinase C. 

position 12: gvsps T trles. 

position 51: qvdal S erlde. 

position 95: vlaet S mrrrh. 

position 298: mkrkf T mrite. 

position 396: lvndl T dknnl. 

position 419: kelks S lrdan. 

position 489: deele S lrkst. 

position 494: slrks T trtie. 

position 552: enknl S qrvkd. 

position 699: eirei T vklee. 

position 735: efdge S rrckd. 

position 823: aertv T vrrvg. 

position 844: elsvt S nrgmi. 

Figure 14: Sites potentiels de N-glyco~ylation et de 

phosphorylation de la séquence protéique déduite du clone 3.2. 



CONCLUSION DISCUSSION 



Le criblage d'une banque d'expression d'ADNc de Schistosoma mansoni par les 

anticorps de classe IgE d'un serum d'infection de rat nous a permis de caractériser 

notamment le clone 3.2. Ce clone s'est avéré être une copie plus complète de la paramyosine 

de S.mansoni (Sm97), précedemment caractérisée par Pearce et al. (1986) et Lanar et al. 

(1986). Ces auteurs ont montré que des souris vaccinées avec un extrait antigénique de ver 

adulte en présence de BCG, présentent une réponse anticorps presque exclusivement dirigée 

contre Sm97. Lanar et al. ont cloné et séquencé un fragment de 1317 pb (clone MAC 97.3). 

Le clone 3.2 possède deux sites EcoRI internes et la séquence du fragment EcoRI interne est 

identique à celle du clone MAC 97.3, excepté 9 acides aminés (Voir le chap. résultats). La 

présence des trois fragments EcoRI n'est pas un artefact de clonage du à la ligation de trois 

molécules d'ADNc. En effet: 

1. Un seul cadre de lecture est ouvert sur les 2553 pb. 

2. La séquence protéique déduite des trois fragments présentent une homologie de 

37% avec la chaîne lourde de la myosine de C.elegans comme l'a décrit Lanar et al. (1986). 

De plus la séquence protéique du clone 3.2 présente une homologie de 34% avec la 

paramyosine de C.elegans récemment clonée (Kagawa et a1.,1989). L'homologie est présente 

sur presque toute la longueur du clone (8201851 AA). 

3. La périodicité (abcdefg), avec des résidus hydrophobiques en position a et d se 

retrouve sur toute la longueur de la séquence. Cette organisation est caractéristique d'une 

structure en super hélice . 
4. Les trois fragments EcoRI hybrident un ARNm de 4 kb chez le ver adulte. 

5. La protéine de fusion du clone 3.2 est reconnue par deux anticorps monoclonaux 

dirigés contre la protéine native Sm 97: MBL-Sm-4DI et MBL-Sm-4B1, gracieusement 

fournis par E.Pearce, S.James et A.Sher (NIH,Bethesda MD,USA). Seul l'anticorps MBL-Sm- 

4BI reconnait le clone MAC 97.3. Le clone 3.2 possède donc au moins un épitope 

supplémentaire. 

6. Enfin, la protéine recombinante est reconnue par un serum polyclonal de lapin 

dirigé contre la paramyosine d'Owenia fusiformis (Diano et a1.,1987). 
% -  



La paramyosine a donc été décrite comme possédant un poids moléculaire de 

97 kDa. Or les serums dirigés contre le clone 3.2 reconnaissent une molécule de 88 kDa. Nous 

pouvons exclure un problème de dégradation, la préparation antigénique étant réalisée en 

présence de PMSF et d'EDTA. En absence de ces inhibiteurs de protéase Pearce et a1.(1986) 

ont décrit la présence de deux produits de dégradation de Sm 97 à 95 et 78 kDa. Ces produits 

de dégradation n'ont jamais été mis en évidence lors de nos expériences. Les auteurs ont 

caractérisé Sm 97 en utilisant un gel d'acrylamide en gradient (7-15%). Dans les mêmes 

conditions, les serums anti-clone reconnaissent effectivement une molécule co-migrant avec 

le témoin de poids moléculaire 97 kDa. Cependant les serums dirigés contre le clone 3.2 

reconnaissent par la technique de Western blot plus ou moins faiblement une molécule de 

poids moléculaire proche de 200 kDa. Grandea et a1.(1989) ont observé le même phénomène 

avec la paramyosine recombinante de Dirofilaria immitis. D'autres protéines, certainement 

des myosines, possèdent les mêmes épitopes que la paramyosine. Ceci n'a pas été observé avec 

les anticorps monoclonaux dirigés contre Sm97 (Western blot) et par immunoprécipitation 

avec les serums anti-clone. 

Le clone 3.2, codant pour 851 acides aminés ne permet pas de connaître la 

séquence entière de la paramyosine de S.mansoni. La séquence entière de la paramyosine de 

C.elegans contient 866 acides aminés. On peut donc estimer qu'il nous manque environ 15-20 

acides aminés, à la fois de l'extrémité Nt et Ct pour recouvrir la séquence en entier. Le 

résidu de méthionine en position 73 ne représente probablement pas l'initiation de la 

molécule, car la structure répétée et les homologies avec les myosines et paramyosine de 

C.elegans sont maintenues en amont de ce résidu. Pour déterminer la séquence entière de la 

paramyosine trois voies peuvent être envisagées. Tout d'abord, un clone génomique pourra 

être isolé. Pour cela il faudra approfondir l'étude du gène codant pour la paramyosine, par 

des méthodes de Southern blot. Des résultats préliminaires indiqueraient qu'une seule copie 

du gène de la paramyosine serait présent dans le génome de S.mansoni. La même observation 

a été faite pour C.elegans par Kagawa et al. (1989). Une autre voie consisterait à utiliser la 

technique de "primer extension" à partir de SARNm d i '  stade ver adulte. Enfin on peut 



envisager une amplification du gène ou de L'ARNm par la technique de PCR (Polymerase 

chain reaction) et son séquençage. Enfin la paramyosine native devra être purifiée et 

séquencée partiellement. Ces fragments séquencés seront comparés avec la séquence protéique 

déduite du clone 3.2. 

En ce qui concerne l'homologie de séquences des paramyosines de C.elegans 

(nématode) et S.mansoni (trématode), on peut s'étonner de son faible taux (35%). La séquence 

partielle (82 acides aminés) de la paramyosine de ~irof i lar ia  immitis (nématode) a été 

déterminée (Grandea et ~1,1989). Cette séquence est homologue à 90% avec celle de C.elegans 

et à 50% avec celle de S.mansoni. Ceci confirme la divergence entre les paramyosines de 

trématodes et nématodes, bien qu'une réactivité croisée entre les paramyosines de différentes 

espèces existe. 

D'autres protéines musculaires de S.mansoni ont été caractérisées et clonées. La 

tropomyosine est fortement reconnue par des serums de souris vaccinées avec des cercaires 

irradiées (Xu et ~1,1989) malgré son expression réduite au stade cercaire. La tropomyosine de 

S.mansoni partage des déterminants antigéniques avec Biomphalaria glabrata (Dissous, 

communication personelle) et semble être à la base d'une mimicrie moléculaire (Dissous et 

Capron'1989). Comme la paramyosine, cette molécule présente une structure en hélice et 

est homologue à 50% avec les tropomyosines de mammifère. Une partie de la myosine de 

S.mansoni a également été clonée (Newport et ak1987). 

La séquence du clone 3.2 présente des sites potentiels de phosphorylation. Un 

r81e important de la phosphorylation des protéines impliquées dans le mécanisme de 

contraction musculaire, la paramyosine et la myosine, a été rapporté (Cohen,1982; Castellani 

et Cohen,l987). Schriefer et Waterston (1989) ont montré que des sérines localisées à 

l'extrémité Nt (non hélicoidale) de la paramyosine de C.elegans sont la cible de la 

phosphorylation. Les sérines impliquées présentent le motif suivant: S-S-A. Cependant la 

relevance in vivo de cette phosphorylation reste à déterminer. Le motif S-S-A n'a pas été 

retrouvé dans la séquence du clone 3.2 qui n'est pas complète et ne possède pas de régions 

non hélicoïdales. 

-- 



Le message important de ce travail est que le même antigène peut induire 

différentes réponses immunes dans différents modèles. Chez le rat la paramyosine peut 

induire une réponse IgE. Chez la souris, l'injection d'antigènes solubles du stade ver adulte 

de S.mansoni en présence de BCG par voie intradermique, induit une réponse anticorps 

essentiellement dirigée contre Sm 97 (paramyosine). Cette molécule stimule les lymphocytes T 

des souris vaccinées à produire de l'interféron gamma qui active les macrophages à tuer les 

schistosomules (James et aC1988; Pearce et a41988). Nos travaux montrent que la 

paramyosine recombinante et native est la cible de la réponse anticorps IgG et IgE chez le rat 

et l'homme. Les serums d'infection de rat et d'homme contiennent notamment des anticorps 

IgE qui reconnaissent la protéine de fusion. Une réponse humorale IgE vis-à-vis de 

l'antigène natif est induite si la protéine recombinante est injectée chez le rat Fischer par 

voie intra-péritonéale. 

Comment une protéine musculaire peut-elle être accessible au système 

immunitaire? Les lymphocytes de souris vaccinées par la paramyosine produisent de I'IFN 

gamma en présence de schistosomules. Cette observation suggère que lors d'une infection, la 

paramyosine (non présente à la surface du parasite) peut induire une réponse cellulaire T 

protectrice à la suite de son relarguage par les larves. De plus Matsumato et al (1988) en 

utilisant des sondes anticorps polyclonales produites chez le lapin et dirigées contre la 

paramyosine de Limulus et d'owenia, ont mis en évidence la présence de paramyosine au 

niveau du tégument parasitaire. Plus précisement la paramyosine a été localisée au niveau des 

"elongate bodies". Cette observation impliquerait une distribution et des fonctions jusqu'alors 

inconnues pour la paramyosine. Notamment cette protéine pourrait être secrétée par 

S.mansoni. Cette observation devra être confirmée avec des sondes spécifiques de S.mansoni. 

Alors que les mécanismes de relarguage de la paramyosine ne sont pas très 

compris, Masterson e t  al. (soumis) ont mis en évidence des épitopes présentant une 

homologie avec la myosine pour une GP38 de surface des schistosomules. Ceci pourrait 

suggérer que le "turnover" de cette molécule de surface et sa possible réactivité croisée avec 

la paramyosine au niveau lymphocytaire T expliquerait l'induction d'une réponse anti- 

paramyosine. , - 



Afin de tester le rôle des différents mécanismes effecteurs, il apparait 

nécessaire d'obtenir une meilleure expression pour purifier la protéine recombinante. Des 

essais d'électroélution de la protéine de fusion ont été réalisés sans succès. Une molécule de 

190 kDa est difficilement éluée d'un gel d'acrylamide 8%. C'est pourquoi nous envisageons la 

purification par immunoaffinité. Pour cela, 20 mg d'anticorps monoclonaux spécifiques de la 

paramyosine de S.mansoni ont été produits à partir d'une souche cellulaire hybride MBL-Sm- 

4DI chez des souris CB6 F1. En ce qui concerne le rôle biologique de la paramyosine, sa 

meilleure compréhension sera possible lorsque la protéine recombinante sera bien exprimée 

chez E.coli ou d'autres systèmes comme la levure. Il sera ainsi possible de quantifier les 

réponses IgG et IgE chez le rat et l'homme par ELISA. Notamment il est prévu de tester des 

serums de bilharziens en provenance du Brésil, ayant déja fait l'objet d'une étude par 

Corréa-Oliveira et al. (1989). Les auteurs ont montré qu'après traitement à l'oxamniquine, 

seuls les patients guéris présentent un taux élevé constant en anticorps dirigés contre la 

paramyosine. Quand aux individus présentant toujours les symptômes, leur réponse en 

anticorps dirigés contre la paramyosine baisse rapidement. Nous pourrons tester la réponse 

IgE spécifique de la paramyosine chez les différents patients. 

Une collaboration a été mise en place avec l'équipe d'Alan Sher afin 

d'exprimer le clone 3.2 dans des vecteurs tels que Salmonelle ou le BCG. La production de 

protéine recombinante purifiée ou exprimée sous forme de vaccin vivant permettra d'engager 

des expériences de vaccination contre un challenge à S.mansoni. Il faudra confirmer avec le 

clone 3.2 la protection obtenue avec le clone MAC 97.3 chez la souris (en présence de BCG) 

et étudier son rôle potentiellement protecteur chez le rat. 

Les essais de vaccination utilisant une seule protéine ont montré les limites de 

cette approche: Les taux de protection sont partiels, 40% chez la souris, 70% chez le rat 

(Balloul et al, 1987b et c; Pearce et al, 1988). Chez des animaux non-congéniques comme le 

babouin, les taux de protection sont très variables (Balloul et aS1987a). Enfin l'utilisation 

d'un seul antigène peut induire des problèmes de restriction par le complexe majeur 

d'histocompatibilité(CMH) (Wolowczuck et ~41989). Il semble donc indispensable d'envisager 

l'utilisation de plusieurs antigènes. D'autres molécules potentiellement protectrices ont été 



clonées dans le laboratoire: il s'agit de deux glutathion-S-transférases Sm 28 (Balloul et 

aL1987c) et Sm 26 (Trottein et at,soumis). Il restera à déterminer le mode optimal 

d'administration des antigènes (ensemble ou séparément) et le choix de l'adjuvant approprié. 

Cependant, un mélange d'antigènes posera des problèmes de production et de coOts 

industriels élevés. 

L'expression de la paramyosine permettra son utilisation avec les GST. Il reste 

à déterminer si l'immunité à médiation cellulaire, dirigée contre la paramyosine, constatée 

chez la souris ou la réponse humorale anaphylactique telle qu'on la constate chez le rat 

provoque le meilleur niveau de protection chez i'homme. 



MATERIEL ET METHODES 



I MATERIEL BIOLOGIQUE. 

1. Parasites. 

1.1 O o g  le cycle d'une souche porto-ricaine 

de Schistosoma mansoni a été maintenue chez Biomphalaria glabrata et le hamster doré: 

Mesocricetus auratus. Six semaines après l'infection des hamsters par 1000 cercaires, les vers 

adultes sont récupérés par perfusion totale. Les vers sont lavés plusieurs fois dans du MEM 

(Milieu minimum Eagle) (Gibco, U.K.) puis homogénéisés en ultra-turrax (Janke and 

Kunkel) dans du PBS (Phosphate de sodium 0,01 M à pH 7,4 et NaCl 0,15 M) en présence de 

PMSF 1 mM et d'EDTA 10 mM. la préparation antigénique est conservée à -20°C. 

1.2 Marauane métaboliaue: 20 vers adultes sont incubés dans 1,s ml de MEM 

sans méthionine ni cystéine pendant 1 heure à 37°C. Après avoir changé le milieu MEM, 1,8 

GBq de méthionine 3 5 ~  (4.77 TBq/mmole) (Amersham, U.K.) est ajouté, L'incubation, 6 

heures à 37"C, est réalisée dans une atmosphère Q 5% en CO2. Les vers sont alors lavés dans 

du MEM, puis homogénéisés en TNSTE: Tris HCl 5 mM, NaCl 0,15 M, SDS 0,396; Triton 

XlOO 1,7% et EDTA 2 mM en présence de PMSF 1mM. 

2. Serums. 

2.1 Origine. obtention: les serums de rats infectés sont obtenus après avoir 

infesté des rats Fischer ou "Brown Norway" par 1000 cercaires. Une saignée est effectuée 

chaque semaine. 

Les serums de rats dirigés contre la protéine de fusion du clone 3.2 sont obtenus par 

injection intrapéritonéale de 50pg de matériel bactérien enrichi en protéine recombinante (II 

3.) en présence d'hydroxide d'alun. Deux nouvelles injections sont effectuées à deux 

semaines d'intervalle. Les serums sont recueuillis toutes les semaines après la seconde 

injection. 



2.2 Coniunués anticor~s: Des conjugués couplés à la péroxydase, dirigés contre 

les IgG de lapin, de rat ou humain (Institut Pasteur Production) détectent les IgG des 

différents serums étudiés. Les conjugués anti IgE de rat et humain utilisés sont ceux de 

MIAB (Uppsala,Suède), marqués à 1*125~ par la méthode à la chloramine T (Greenwood et 

~1,1963). Un anticorps monoclonal de souris (IgGl) dirigé contre la chaîne lourde des IgE de 

rat (Biosys, France) a également été utilisé. La révélation est réalisée grace à un conjugué 

dirigé contre les IgG de souris (Institut Pasteur Production). 

2.3 Western Bloc L'échantillon à analyser est d'abord séparé selon la méthode 

des tampons discontinus de Laemmli (1970) sur gel de polyacrylamide. Le gel de séparation 

est réalisé dans un tampon Tris HC1 0,375 M à pH 8,8, le gel de concentration dans du Tris 

HCl 125 mM pH 6,8 et contiennent tous les deux du SDS 0'1%. L'échantillon est alors 

solubilisé dans du: Tris HC1 62,5 mM pH 6,8; SDS 3%; glycérol 10%; B-mercaptoéthanol 2,5% 

et bleu de bromophénol. La migration est réalisée en présence de Tris Glycine ph 8,3; SDS 

0,1%. Les protéines ainsi séparées sont transférées sur nitrocellulose selon Towbin et al  

(1979). Le tampon de transfert est le suivant: Glycine 150 mM, Tris 20 mM; methanol 20%. 

Pour un voltage de 6V/cm le transfert dure 3 heures à 4°C. L'incubation de la membrane 

avec les serums s'effectue selon la méthode de Tsang et a l  (1983). La membrane est lavée 

deux fois pendant 15 minutes à température ambiante dans du PBS-Tween ( Phosphate de 

sodium 0,01 M à pH 7,4; NaCl 0,15 M et Tween 20 0,0596). La feuille est ensuite incubée 30 

minutes sous agitation dans du PBS contenant du lait écrémé à 5%. Une dilution (1/200 au 

1/500) du sérum à tester peut alors être ajoutée. L'incubation s'effectue 3 heures à 

température ambiante sous agitation. Les membranes sont lavées trois fois avec le PBS- 

Tween. Un anticorps conjugué à la péroxydase, dirigé contre les anticorps totaux d'une 

espèce (rat, souris, lapin et homme) permettra l*immunodétection. Le conjugué est dilué au 

1/1000 dans du PBS-lait et incubé avec les membranes une heure à température ambiante. 

Avant la révélation, trois lavages de 10 minutes dans du PBS-Tween et un rinçage dans le 

PBS sont nécessaires. Le substrat utilisé est le 4-chloro-1-naphthol (60mg/100ml de PBS) en 

présence de H202 ( 6 0 ~ 1  de H202 30% /100ml de PBS). 
, . 



2.4 I-: Les antigènes marqués (100000-500000cpm) sont 

repris dans du TNSTE (voir 1 1.). Ils sont ensuite incubés en présence de 10pl de sérum 

pendant 3 heures à température ambiante. Les échantillons sont transférés sur 10 mg de 

protéine A Sepharose CL-4B (Pharmacia,Suède), préallablement équilibrée dans du TNSTE, 

pendant 3 heureS.Le contact entre les complexes immuns et la protéine A peut avoir lieu une 

nuit à 4°C. Ensuite le culot est lavé 9 fois dans du TNSTE et une fois dans du Tris HCl 10 

mM pH 7,4 et EDTA 2 mM. Les antigènes sont élués à 100°C pendant 3 minutes avec 4 0 ~ 1  

de tampon échantillon (paragraphe précédant). 

3.Production d'anticorps monoclonaux. 

3.1 Çul p r 1 ion d'asc'tes: Pour produire un 

anticorps monoclonal dirigé contre la paramyosine de S.mansoni, une souche hybride MBL 

4DI réalisée par Pearce et al, (1986) à partir de souris C57 B1/6J a été utilisée. Cette souche a 

été cultivée en milieu A contenant 15 % de sérum de veau foetal ( DMEM, NaHC03 4 mM, 

AA non essentiels 3,5%, Glutamine; Pénicilline 100 UI/ml, Streptomycine 50pg/ml). Pour 

obtenir de l'ascite, 5 millions de cellules sont injectées par voie intrapéritonéale chez des 

souris ayant reçues 1 semaine auparavant 0,5 ml de pristane (2,6,10,4 tetraméthyl pentécane). 

Les liquides d'ascites prélevés sont centrifugés à 800 g pour séparer les cellules hybrides qui 

peuvent être de nouveau injectées aux animaux. L'ascite peut être conservé à -20°C. 

3.2 P p rifi i n  liauides d'ascites: 

L'ascite dilué au demi dans une solution d'eau physiologique est précipité en présence de 

sulfate d'ammonium 50% pendant 30 minutes. Un précipité contenant la fraction IgG est 

obtenu après centrifugation à 200 g 15 minutes. La précipitation est renouvelée. Le culot 

final est repris dans de l'eau physiologique correspondant à la moitié du volume initial en 

ascite. Une première dialyse de 24 heures contre du NaCl 0,9% et une seconde de 48 heures 

contre du Tris-HCl 0,05 M pH 7,4 sont réalisées. Ensuite, une colonne DEAE Trisacryl 

(IBF,France) de 16x10 mm est équilibrée avec du tampon Tris-HCl 0,05 M pH 7,4. Le 

dialysat est passé sur la colonne, les IgG chargées positivement sont d'abord éluées puis 

dialysées contre du PBS 0,01 M pH 7,4. Les autres protéines sont décrochées par du Tris-HCl 



0,05 M pH 8 NaCl 0,5 M. Un dosage des protéines est réalisé selon la technique de Bradford 

(1976). 

4. Souches bactériennes et vecteurs de clonage. 

4.1 Milieux de culture 

LB pour 1 litre: Bactotryptone 10 g;Extrait de levure 5 g;NaCl 10 g. Le 

pH est ajusté à 7,s avec de la soude. Pour les boîtes LB 15 g de bactoagar sont ajoutés. 

SOC pour 1 litre: Tryptone 20 g;Extrait de levure 5 g;NaCl 0,58 g; KCl 

O,l8g; MgC12 10 mM;MgS04 10 mM;Glucose 20 mM. Le pH est ajusté à 6,8-7. 

TFB: K MES 10 mM pH 6,2; RbCl 100 mM; MnC12 45 mM; CaC12 10 

mM; HgCOC13 3mM. 

2 TY pour 1 litre: Bactotryptone 10 g; Extrait de levure 10 g;NaCl 5 g. 

H pour 1 litre: Bactryptone 10 g; NaCl 8 g. 8g et 12g d'agar sont 

ajoutés respectivement pour le mileu agar molle et solide. 

4.2 Souches bactériennes Y1090 est la souche d' E.coli utilisée comme hdte 

pour le phage lambda gtll: ( E.coli lacU169 proA+ lonaraD139 strA sup F [trpC2Z:TnlO] 

(pMC9)). Pour l'obtention de lysogènes on utilise E.coli Y1089: (E.Coli lacU169 proA+ lon 

araD139 strA hflA15O [ch~:TnlO] (pMC9)). La souche E.Coli JM 107 (E.Coli lacpro, end 

Al ,  gyr A96, thi- 1, hsd R17, sup E44, rel Al,FtraD36, proAB, lac lq M15) a été choisie 

pour la transformation par le plasmide pUC 13. La souche TG1 est utilisée pour le sous- 

clonage en phage M13: K12, lacpro, sup E,thi,hsd DS/F traD36.  pro^' B+, lac I4 lacZ M15. 

4.3 Vecteurs de clonaw lambda gtll: lac5 (shindIII 2-3) sr1 3" cI857 sr1 4" 

nin5 sr1 5" Sam100 

pUC 13: lacZ Amp+ pMB 1 + 



II CLONAGE MOLECULAIRE, CARACTERISATION DE LA PROTEINE 

RECOMBINANTE. 

1. Ghnéralitks. 

L'ADN étranger est inséré au niveau d'un "polylinker" qui est en phase avec le 

fragment du gene lacZ codant pour la 0-galactosidase. Les phages recombinants sont 

sélectionnés ainsi: si l'insert est présent, la B-galactosidase phagique ne peut cliver un 

substrat le Xgal, en composé chromophore bleu. Les phages recombinants induisent des 

plages de lyse blanches, contrairement aux phages non recombinants ( plages de lyse bleues). 

Le phage lambda g t l l  peut développer selon son hôte bactérien un cycle 

lytique ou lysogénique. 

2. Utilisation d'une banque d'ADNc. 

La banque d'ADNc du stade vers adulte de S.mansoni et son criblage par des 

sérums d'infection ont été réalisés par Pierce et a1.(1987). Un premier criblage avec un sérum 

de lapin hyperimmun a permis de sélectionner trente clones. Ces derniers ont été repiqués 

puis sélectionnés selon leurs aptitude à fixer les IgE d'un sérum de rat infecté (rat "Brown 

Norway"). 

3. Lysogenes. 

3.1 Obtention de lvsoaène~: Les cellules E.coli Y1089 sont cultivées dans du 

milieu LB en présence d'ampiciline (30*/ml) jusqu'à ce que la densité optique (DO) soit 

égale à 0'7 (600nm). Après une centrifugation les cellules sont reprises dans 1/3 de volume 

de MgS04 lOmM et incubées une heure à 37°C. Les cellules Y1089 et les phages 

recombinants dans un rapport phagelbactérie: 1011 sont mis en contact 20 minutes dans du 

milieu LB auquel on a ajouté du MgC12 1OmM. 1000 cellules sont ensuite étalées sur boîte. 

Les colonies obtenues sont repiquées en double, une boîte étant incubée à 32"C, l'autre à 

42°C. Les clones lysogènes se développent à 32°C mais noq-à 42°C. 



3.2 Pré~aration d'antigènes recombinants Une colonie lysogène est mise en 

culture dans du milieu LB en présence d'ampiciline (30pg/ml) jusqu'à l'obtention d'une DO 

de 0,5-0'7 à 600nm. La température est alors élevée à 42°C pendant 20 minutes. Après 

l'addition d'IPTG lOmM finale, la culture est incubée une heure à 37°C. Le culot bactérien 

est ensuite repris dans le tampon de lyse: Triton X-100 2%, MgC12 lOmM, Déoxyribonucléase 

100ng/ml, Lysozyme 250ng/ml. 30 minutes après, une première centrifugation à 200g est 

effectuée. D' après la méthode de Collins et al. (1986). Le surnageant est repris à lOOOOOg 

pendant 10 minutes (Beckman TL 100, rotor TLA 100-2). Le dernier culot est resuspendu 

dans une solution de PBS , SDS 2% et DTT 20mM en présence de PMSF 1 mM. 

Chaque fraction est analysée sur gel de polyacrylamide. 

III ACIDES NUCLEIQES: EXTRACTIONS, HYBRIDATIONS. 

1. Amplification, extraction des inserts. 

1.1 Obtention de L'ADN vhaniaue: Les bactériophages recombinants 

sélectionnés, sont stockés dans du SM (NaCl 100 mM, MgS04 7H20 8 mM, Tris 50 mM à pH 

73; Gélatine 0,01%). Pour extraire l'ADN phagique, il est préférable de faire pousser sur 

boîte LB en présence d'ampiciline ( 3 0 ~ g / m l )  la solution phagique. En effet il peut 

apparaître des révertants. 1 colonie recombinante est mis en culture en présence d'E.coli 

Y1090. on utilise 4 ml d'une culture bactérienne effectuée sur la nuit, diluée au 1/1000. 

Après 6-7 heures, lorsqu'on observe une lyse bactérienne, quelques gouttes de chloroformes 

sont alors ajoutées. Les phages sont récupérés par centrifugation par élimination des débris 

bactériens. L'ADN bactérien est éliminé par de la DNase 1 (5 )@/ml de culture) 1 heure à 

37°C. Les phages sont ensuite précipités dans un volume de PEG 20%, NaCl 2,5 M 30 

minutes sur la glace. Le culot phagique, après élimination du PEG, est repris dans une 

solution d'EDTA 20 mM, SDS 0'5% et de protéinase K 50pg/ml pendant une heure à 65°C. 

Deux extractions phénol-chloroforme sont réalisées avant de précipiter l'ADN à l'éthanol. 

L'ADN phagique est repris dans du TE (Tris HCl 10 m M  pH 7'6;EDTA 1mM pH 8) et est 



prêt à être digéré par EcoRI, à raison de 10 U pour l p g  d'ADN phagique en présence du 

tampon fourni par le fabricant (Boehringer,RFA). 

1.2 Extraction de l'insert: La digestion est stoppée dans une solution d'urée 4 

M, sucrose 50%' EDTA 50 mM, bleu de bromophénol 0,02%. L'insert est séparé sur un gel 

d'agarose à bas point de fusion (BRL,USA) 0,8 à 1,2% en tampon TAE (Tris 4 mM, acétate 

de sodium 2 mM et EDTA 0,2 mM pH 7,9), permet de séparer l'ADN phagique de l'insert. 

Les fragments sous-clonés sont visualisés sous U.V. par le bromure d'éthidium. La bande 

correspondant à l'insert est découpée au scalpel et extrait d'après les instructions du 

fabriquant (Bio 101, LaJolla) par la méthode Geneclean. Au fragment d'agarose contenant 

l'insert 2-3 volumes d'une solution de Na1 sont ajoutés. Après une incubation à 45°C-55°C 

Jusqu'à dissolution complète, une solution de silice permet la fixation de l'ADN. L'insert 

ainsi fixé est lavé plusieurs fois dans de l'éthanol 50% et Tris pH 7-8,3 et élué dans de l'eau 

bidistillée à 45°C-55°C pendant 2-3 minutes. La qualité de la préparation est contrdlée par 

électrophorèse sur gel d'agarose. 

1.3 Sous clonage de l'insert dans DUC 13: Le plasmide pUC 13 (Pharmacia, 

Suède) est linéarisé par digestion en présence d'EcoRI. Pour minimiser la recirculisation du 

plasmide, son extrémité 5' phosphate est déplacée par la phosphatase alcaline bovine une 

heure à 60°C dans un tampon Tris-HCI 10 mM pH 73; MgC12 10 mM. La réaction de 

ligation entre entre pUC 13 et l'insert est effectuée en utilisant 1'ADN ligase du phage T4 

( l u )  avec un rapport molaire vecteur/insert de l'ordre de 1 dans un volume réactionnel de 10 

pl. Le temps de réaction est de 16 heures à 14°C dans le tampon suivant: Tris 50 mM pH 

7,8; ATP 1mM; Dithiothréitol 20 mM et MgC12 10 mM. La solution plasmidique est alors 

diluée 4 fois avec de l'eau bidistillée pour la transformation de E.Coli JM 107 selon la 

méthode proposée par Hanahan (1983). Elles sont cultivées jusqu'à ce qu'elles atteignent une 

concentration de 5 à 7 107 cellules/ml. Les JM 107 sont rendues compétentes par traitement 

au TFB (1 4.) en présence de diméthyl-sulfoxyde et de dithiothréitol. A 2 1 0 ~ 1  de JM 107 (4 

6 10 bactéries environ). 50 ng de plasmide sont ajoutés. Après 30 minutes sur la glace, la 

préparation est mise à 42°C 90 secondes puis refroidie à nouveau 2 minutes sur la glace. 800 



,h de SOC sont ajoutés avant d'incuber 1 heure à 37°C. 2 0 0 ~ 1  de solution bactérienne sont 

étalés sur agar LB en présence d'ampiciline, de Xgal 2% et d'IPTG 100 mM. Le mode de 

sélection des clones recombinants est le même que pour lambda g t l l  (II 1.). le lendemain les 

colonies blanches sont repiquées, cultivées puis amplifiées. L'efficacité de transformation est 

d'environ 107 colonies/'  de plasmide natif. 

1.4 Am~iification de l'insert. Les inserts peuvent être amplifiés et extraits par 

centrifugation en gradient isopycnique de CsCl selon la méthode de Bulher et Treich (CEN 

Saclay) communiquée par Beckman S.A. (USA). Le culot bactérien est remis en suspension 

dans du tampon TTE (Tris-HCl 0,l M pH 8; Triton XlOO 5%; EDTA 50 mM) avant de 

laisser agir la solution de lysozyme (3'33 mg/ml). L'échantillon est bouilli pendant 100 

secondes. Une ultracentrifugation est alors effectuée à 228000g pendant 5 minutes (Beckman 

TL 100, rotor TLA 100-2). Le surnageant est repris, et pour lm1 de celui-ci, lg  de CsCl est 

ajouté. Le bromure d'éthidium permettra la visualisation de la bande plasmidique après une 

ultracentrifugation à 2280008 pendant 12 heures. La bande plasmidique est récupérée à l'aide 

d'une aiguille. Le bromure d'éthidium est extrait au N-butanol et l'ADN plasmidique est 

précipité en présence d'acétate d'ammonium 2,5M et 2'5 volumes d'ethanol à température 

ambiante, puis dissout dans de Seau bidistillée. Afin de vérifier le succès du sous-clonage le 

plasmide est digéré et l'insert est isolé sur gel d'agarose et extrait comme il a été décrit 

précedemment. 

1.5 Marauage de l'insert au z~ La sonde d'ADNc après avoir été amplifiée et 

isolée est radiomarquée en utilisant du dCTP 3 2 ~  (1 11 TBq/mmole) (Amersham, U.K.)et la 

methode de "nuidom primingw selon Feinberg et Vogelstein (1983). 25 ng d'ADN et 1,85 106 

Bq de nucléotides marqués suffisent pour un temps de réaction de 5 heures à température 

ambiante en présence de fragment Klenow de SADN polymérase. L'activité spécifique du 

marquage obtenu est d'environ 10~dpmi ) )~  d'ADN. 

2. ARN. 

2.1 Extraction: Les ARN totaux des differents stades parasitaires sont préparés 

selon la méthode de Chirgwin (1978) modifiée comme l'ont décrit précédemment Pierce et al. 



(1985) : lg de parasites est homogénéisé dans une solution contenant du thiocyanate de 

guanidium 4 M; de I'EDTA 10 mM à pH 7,4; de l'acétate de sodium 0,l M; 5% de D 

mercapto-ethanol et 2% de N-lauryl sarcosine. L'homogénéisation est réalisée dans un 

appareil Potter-Elvehjem. L'homogénat est soumis aux ultrasons et puis centrifugé pendant 

10 minutes à 16000g dans une centrifugeuse Sorvall (rotor HB-4). Le surnageant est déposé 

sur 1,s ml d'une solution de chlorure de cesium (CsCl 3,4 M; EDTA 10 mM à pH 7; acétate 

de sodium 50 mM). L'ARN est obtenu après une ultracentrifugation de 20 heures à llOOOOg 

à 20°C (Beckman L8-70M, rotor SW 55 Ti). Le culot est dissout dans de l'eau bidistillée, 

puis précipité dans l'ethanol. Le précipité est recueuilli par une centrifugation. 

2.2 Produits de traduction d'ARN du stade vers adultes: Le système 

réticulocytaire de lapin (Promega, Madison, USA) a été utilisé d'après Pelham et Jackson 

(1976), en présence de 3,s MBqIml de méthionine 3 5 ~  (4.77 TBqImmole) (Amersham, UK.). 

A 2,6 1 D'ARN (3 g/ 1, DO 260128032) sont ajoutés: 21~11 de lysat, 1 ' 5 ~ 1  de solution 

d'acides aminés à 1 mM (sans méthionine), 3,72$1 de methionine S35 et 2 ,2pl  d'eau 

bidistillée. La réaction s'effectue 1 heure à 30°C. 

2.3 Northern Blot: La technique utilisée est celle décrite par Thomas (1980): 10 

p g  d'ARN total ont été dénaturés en présence de glyoxal et 50% de DMSO dans les 

conditions suivantes: 5 p l  de solution d'ARN total sont incubés une heure à 50°C en 

présence de 4 ~ 1  de glyoxal déionisé (par passage sur résine AG 501-X8 D de Bio-Rad,USA) 

de 3p i  d'une solution de phosphate de sodium 10 mM et de 12 1 de DMSO.Les échantillons 

sont mis sur la glace avant d'être repris dans 5 p l  de tampon échantillon ( Bleu de 

bromophénol 0,596, sucrose 50% et phosphate de sodium 10 mM à ph 6,s). Les ARN sont 

séparés en gel d'agarose 1%. Le tampon utilisé est du phosphate de sodium 10 mM à ph 6,s. 

Ensuite I'ARN est transféré sur nitrocellulose pendant 12 heures selon la méthode de 

Southern (1975). Le transfert est réalisé en tampon SSC: NaCL 0,15 M et citrate de trisodium 

0,015 M. Le filtre de nitrocellulose est porté à 80°C pendant 2 heures afin de fixer 

irréversiblement 1'ARN. Ainsi traité, il est prêt pour l'hybridation. Le tampon d'hybridation 

comprend 50% de formamide; du SSCXS; du phosphate de sodium 50 mM & pH 6,s; 12plIml 

d'ADN de sperme de Hareng soniqué et de la solution de Denhardt's X10 (serum albumine 
- - 



bovine à 0,2%; Ficoll à 0,2%; polyvinylpyrrolidone à 0,2 %). Une pré-hybridation est réalisée 

en présence de ce tampon 3 heures à 42°C. Pour l'hybridation, une nuit à 42"C,on ajoute la 

sonde radioactive au même tampon. Les membranes sont lavées 30 minutes à 60°C: 

' 1 lavage en SSCX2 et SDS 0,1% 

3 lavages en SSCXl et SDS 0,1% 

3 lavages en SSCX0,2 et SDS 0'1% 

Le filtre encore humide, entouré d'un film plastique, est exposé à -70°C en 

autoradiographie. 

IV SEQUENCAGE NUCLEOTIDIQUE 

1. Phage M13. 

1.1 Généralités: Les vecteurs phagiques utilisés dérivent du M13mp développés 

par Messing et al, (1983). Le mode de sélection des phages recombinants est le même que 

pour lambda g t l l  (II 1.). Ce vecteur est très utilisé car l'ADN inséré peut être obtenu sous 

deux formes, simple et double-brin.De façon naturelle le phage contenant un ADN simple 

brin s'adsorbe au niveau d'E.coli F+. Une fois dans la bactérie, L'ADN est répliqué en forme 

double brin. Seul l'ADN simple brin est intégré dans l'enveloppe protéique. Les particules 

phagiques (simple brin) sont secrétées des bactéries (pas de lyse). La centrifugation d'une 

culture d'E.coli infectées permet de récupérer les phages (ADN simple brin) dans le 

surnageant. 

L' insert à séquencer est introduit dans le site de clonage de l'ADN double brin du 

phage M13. La transformation des bactéries permettra l'obtention d'ADN recombinant simple 

brin qui sera séquencé. L'insertion de l'ADN recombinant peut être orienté selon le vecteur 

utilisé (Fig 15 ). 

1.2 Pré~aration de cellules E.coli TG1 com~étente~:  La souche TG1 est cultivée 

dans 40 ml de 2XTY Jusqu'à une DO de 0,3. Le culot bactérien est resuspendu dans 20 ml de 

CaC12 50 mM. Après 20 minutes sur la glace, les bactéries sont reprises par 4 ml de CaC12, 

au moins une heure sur la glace. Elles sont ainsi prêtes pour la transformation. 



5'-ACCATGATTACGAATTCGAGCTCGCCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCnGGCACTGGCCGTCGT TTTACAACG-3' M l 3  m p l O  

T - r I  7 
Eco RI Sst I Sma l Barn Hl Xba I Sa1 1 Pst 1 H~nd  III 

Xma l Acc l 
Hinc I I  

5'-ACCATGAITACGCCAAGCTTGGGC I GCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGAGCTCGAATCACTGGCCGTCG TTTTACAACG-3' M l 3  m p l I  

1 7-17-7-Tï---r-- 
Hind III Pst l Sa/ l Xba I Barn H l  Srna 1 Sst I Eco RI 

Acc l Xma 1 

Hinc II 
3'-TGACCGGCAGCAAAATG-5' 

4 Direction of DNA synthesis 

Primer 

Figure 15: Sites de clonage de Ml  3 mp 1 O et mp 1 1. 



1.3 %us clonage de l'insert dans l'ADN Ml3 double brin: la forme réplicative des 

phages Ml3 rnp 10 et 11 sont linéarisés en présence des enzymes de restriction. lOOng de 

vecteur phagique sont mis en présence de 20 ng d'insert (taille de 600 à 1100 pb) dans le 

tampon de ligation (Voir III 1.3). 1 U d'ADN ligase du bactériophage T4 est ajoutée pour un 

volume final de 10 pl. La ligation est effectuée 16 heures à 14°C. 5 y l  de la réaction de 

ligation sont incubés avec 300)11 de bactéries JM 107 compétentes au moins 40 minutes sur 

la glace. Un choc thermique est alors effectué à 42°C 3 minutes, puis les tubes de réaction 

sont mis à nouveau sur la glace. 200Pl de bactéries en phase exponentielle et 3ml d'agar 

molle H contenant de I'IPTG 100 mM et du X-Ga1 2% sont ajoutés. Ensuite les boîtes d'agar 

H sont étalées. Après une nuit à 37°C des colonies bleues et blanches (recombinantes) 

apparaissent. 

1.4 Pré~aration de matrice M l 3  Chaque colonie blanche est prélevée à l'aide 

d'un cure-dent et est mise en culture dans 2 ml de TG1 diluée au 1/100 dans du 2XTY. On 

laisse pousser 6 heures à 37°C. Le surnageant phagique est récupéré après plusieurs 

centrifugations, puis stocké à 4°C. Ce surnageant sera amplifié afin de préparer de l'ADN 

simple brin. Pour cela on utlise E.coli TG1 en confluence sur une boîte Mg. Le tapis 

bactérien est repris dans 5ml de 2XTY une 1/2 heure à 37°C puis complété à lOOml pendant 

une heure. A 10 ml de ce milieu, sont ajoutés 2 0 0 ~ 1  de surnageant phagique. Après 5 heures 

à 37°C les phages sont récupérés par centrifugation. 2ml de solution PEG 20%' NaCl 2'5 M 

sont additionnés. La précipitation a lieu sur la glace pendant au moins 30 minutes. Les 

phages sont centrifugés 10 minutes à 16000s. Pour éviter toute trace de PEG, le culot est 

rinçé très rapidement en TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM). Les phages sont repris dans 500151 

de TE. Une extraction phénol et plusieurs extractions phenol/chloroforme sont réalisées 

jusqu'à ce que l'interface phase organique/phase aqueuse soit "propre". L'ADN est ensuite 

précipité à l'éthanol une nuit à -20°C (ou 20 minutes à -70°C). Après centrifugation, le 

culot est lavé deux fois à l'éthanol 75% et une fois à l'éthanol 95%. Le culot D'ADN simple 

brin est séché puis repris dans 4 0 ~ 1  de TE. Cette méthode permet l'obtention de 20 à 40pg 

d'ADN. 



2.Cyclone (Fig 16). 

Les méthodes actuelles permettent de séquencer de 300 à 500 pb par matrice d'ADN M13. 

Pour les grands fragments d'environ 1000 pb et plus, le système Cyclone 1 (IB1,USA) a été 

utilisé. Cette méthode a été décrite par Dale et a1.(1985). A partir des clones Ml3  mplO et 

mp l l ,  une série de clones se chevauchant a été produite. Les étapes de cette technique sont 

visualisées dans la Figure 16. 

1) La première étape nécessite l'hybridation d'un oligomère avec l'ADN simple 

brin de M13. Un oligomère différent (18mer' 22mer) est utilisé selon le vecteur. 

2) L'hybride est alors digéré par l'enzyme de restriction approprié (EcoRI ou 

HindIII). La région d'ADN double brin est digéré. 

3) les molécules linéarisées sont digérées par l'ADN polymérase du phage T4. 1 

U d'ADN polymérase peut dégrader 1 ~ ) g  d'ADN simple brin à raison de 40-60 bases par 

minutes. Des aliquots de la réaction sont prélevés à différents temps. 

4) Reconstitution des sites de restriction EcoRI et HindIII. 

5) Les phages Ml3 comprenant les fragments de différentes tailles sont 

utilisées pour infecter E.coli. Les clones recombinants sont sélectionnés selon la taille de leur 

insert. 

3. Réactions de séquence (Figl7). 

3.1 Com~osition des différentes solutions Tampon de réaction 5X: Tris-HCl 50 

mM ph 7'5; M&l2 50 mM; NaCl 500 mM. 

Amorces : Elles sont fournis sous forme lyophylisée et dissous dans du 

TE afin d'atteindre une concentration de 0'4 pmollyl. Ces amorces fluorescentes décrites par 

Smith L.H. et a1.(1986) doivent être conservées à l'abris de la lumière. 

Fluorophore de la réaction A (JOE): Fluorescéine. 

Fluorophore de la réaction C (FAM): 4-chloro-7-nitrobenzo-2-oxa- 1 -diazole 

(NDB). 

Fluorophore de la réaction G (TAMRA): tetramethylrhodamine. 

Fluorophore de la réaction T (ROX): ~ o u ~ e - ~ e x a s .  
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Figure 17: Méthode de séquençage nucléotidique utilisant des 

didéoxynucléotides (Sanger et aC1977) et des amorces fluorophores (Smith et aL1986). 

Lecture automatique du gel de sequence. D'après le technoscope de Biofutur (Octobre 1986). 
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Solutions de déoxynucléotides: Le Déoxy-7-déazaguanosine triphosphate (d- 

c7GTP) est substitué au dGTP pour minimiser les effets de compression de bandes. 

Solutions de didéoxynucléotides ddATP,ddCTP,ddGTP,ddTTP: 50 mM 

Solutions déoxynucléotides et didéoxynucléotides: Mélange dNTP/ddX: 

lv/ lv  

Solution Y(Tampon de séquenase): Par clone: Séquenase 12,5 U; 4,5yl 

de DTT 0,l M, 3,5pl de Tris 10 mM pH 8. 

Séquenase: ADN polymérase du phage T7 modifiée chimiquement 

comme l'ont décrit Tabor et Richardson (1987). 

3.2 Réaction d'hvbridation : Pour chaque clone, 2pg d'ADN simple brin, 8 ~ 1  

de tampon 5X sont complétés à 24p1 avec de l'eau bidistillée. Pour chaque clone 4 réactions 

sont effectuées. A chaque tube on ajoute: 

Réaction A. 3tl de Sol. ADN et pil d'amorce JOE. 

Réaction C: de Sol. ADN et 2) d'amorce FAM. 

Réaction G: $8 de Sol. ADN et 9 1  d'amorce TAMRA. 

Réaction T: de Sol. ADN et 611 d'amorce ROX. 

Les 4 réactions sont incubées 5 minutes à 55°C à l'abri de la lumière, puis laissées 30 

minutes à température ambiante. 

3.3 Réactions d'élonaation : A chaque réaction, les mélanges 

déoxynucléotides/didéoxynucléotides et la solution de sequenase (So1.Y) sont ajoutés selon la 

méthode de Sanger et a1.(1977): 

Réaction A: 1,5j l  dNTP/ddATP et l y l  de So1.Y. 

Réaction C: 1,5pl dNTP/ddCTP et l p l  de So1.Y. 

Réaction G. 4,5yl dNTP/ddGTP et 3f1 de So1.Y. 

Réaction T: 4,5p1 dNTP/ddTTP et 3p i  de So1.Y. 

La réaction d'élongation a lieu 7 minutes à 37°C. la réaction est ensuite inhibée 10 minutes à 

65°C. Les 4 réactions de chaque clones sont alors mélangées. Après une précipitation à 

I'éthanol, les culots sont lavés à l'éthanol 75% puis 95% et séchés. Les échantillons sont ainsi 

> - 



conservés à l'abri de la lumière. Chaque échantillon est reprit dans 5 ~ 1  de formamide 
.- 

déionisée et 1 pl d'EDTA 50 mM, puis dénaturé à 90°C pendant 2 minutes avant d'être 

refroidi sur la glace. Le dépot sur le gel de séquence est immédiat. 

3.4 Gel de séauence: La séparation est réalisée sur gel d'acrylamide 6%: 30g 

d'urée, 9 ml d'acrylamide 40% (38g d'acrylamide et 2g de bisacrylamide, qsp 100 ml d'eau 

bidistillée) et 6 ml de TBEXIO. De l'eau bidistillée est ajoutée jusqu'à 67,25g. Avant de 

couler le gel, celui-ci est filtré puis 3 0 0 ~ 1  de persulfate 10% et 3 0 ~ 1  de TEMED sont 

ajoutés. Une pré-migration d'une demi heure est néccessaire. Les conditions de migration 

sont les suivantes: 29W (constant), 1400 Volt et 22 mAmp pour une température de 50°C. 

4. Analyse du gel de skquence. 

L'analyse de séquençage automatique a été décrite par Smith L.H. et a1.(1986). 

Le séquenceur 370 A (Applied Biosystem,USA) a été utilisé. Les 4 amorces sont détectées 

par fluorescence, stimulée par un laser. Les fragment d'ADN sont séparés par électrophorèse 

selon leurs tailles. Au niveau du laser, les amorces sont excités et fluorescent. Lors de 

chacun des balayages du gel par le laser, 64 signaux (16 dépots et 4 fluorophores) sont 

digitalisés et transmis au disque dur du système d'analyse des données (Figl7). 
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