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RESUME




L’hydatidose est une maladie parasitaire due au cestode Echinococcus
granulosus. Les tests actuels de diagnostic de 1la maladie s’avéerent
insuffisants, surtout quant au critéere de spécificité parasitaire, du fait
d’un manque de standardisation des préparations antigéniques utilisées. Le
sérodiagnostic actuel repose sur la détection au sein des sérums de
patients, d’anticorps dirigés contre une fraction antigénique appelée
antigére 5. Trés immunogéne, cette molécule reconnue par la majorité des
sérums de patients et d’animaux, posséde en outre un épitope protéique
spécifique d’E.granulosus, caractérisé par un anticorps monoclonal, EG 02
154/12.

Afin de répondre aux exigences de spécificite nécessaires au
déeveloppement d’un nouveau test sérologique, une approche moléculaire a
été entreprise par le biais du clonage moléculaire d’antigernes

échinococciques. A partir de protoscolex d’E.granulosus, nous avons

préparé de 1’ARN dont la capacité a traduire in vitro a été testée en

extrait de germes de blé. Par immunoprécipitaion, nous avons pu mettre en
évidence la présence, au sein de cet ARN, de messagers codant pour des
structures peptidigues reconnues par des sérums de patients. Nous avons pu
aussi vérifier a nouveau la natwe protéique de 1’épitope reconmu par
1’anticorps monoclonal EG 02 154/12, A partir de cet ARN, une bangue
d’ADNc a été réalisée en vecteuw d’expression lambda gtll, qui a ensuite
été criblée & 1’aide d’un mélange de S5 sérums de patients hydatiques.
Treize clones ont ainsi été sélectionnés. Parmi ceux—ci, 10 ce sont aveéreés
8tre les différents représentants du mé@me ADNc. Parmi ces derniers, 1’un
d’entre eux, le clone Egb, a é&té plus particuliérement étudié. La

détermination de sa séquence nucléotidique (456 pb) a permis de mettre en




évidence un cadre de lecture ouvert sur la totalité du clone, en phase
avec le vectew phagique, et codant pour une protéine de 152 acides aminés
(de masse moléculaire calculée de 17,3 kDa). Ce polypeptide de structure
secondaire principalement « -hélicoidale ne posséde aucune homologie de
ségquence avec des molécules déjd caractérisées et présentées dans les
banques de données Swissprot et NBRF. La protéine de fusion correspondante
au clone Egé (PF&) a été reconnue par 11 des 12 sérums humains hydatigues

ainsi que par certains sérums de patients infestés par d’autres parasites

(E.multilocularis, Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni, Taenia

saginata), mais de maniére moins marquée et selon des intensités
variables. FP&6 a aussi été reconnue de maniére distincte par 1’anticorps
monoclonal EG 02 154/12 et apparait donc 8tre porteuse de 1’épitope
spécifique de 1'antigene 5 d’E.granulosus. Une sélection d’anticorps
humains a été réalisée suwr le clone recombinant lambda Egé exprimant la
proteine de fusion. Testés vis a vis des antigenes du liquide hydatique,
ces anticorps ont reconmu une molécule de 37 kDa, de m8me masse
moléculaire que celle mise en évidence par un sérum de patient hydatique
spécifique de 1’antigéne S (IEP : un arc = arc 3), et correspondant a la
masse moléculaire d'une des sous-unités de 1’antigérne 5. Ces résultats
mettent en évidence 1’existence d’une corrélation entre 1’antigéne 5 et le
polypeptide cloné.

Par analyse peptidique de la séguence de la protéire recombinante, la
définition de 1’épitope reconnu par 1’anticorps monoclonal et les sérums
de patients hydatiques pourra 8tre réalisée afin évaluer la participation
cdu polypeptide cloné ou de peptides synthétiques dérivants, a

1’élaboration d’un mouveau test sérologigue de diagnostic de 1”hydatidose.
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L’ échinococcose est une maladie parasitaire liée au développement chez
1’homme ou chez certains animaux, de la larve d’un cestode de petite taille
du genre Echinococcus. Ce parasite est présent dans toutes les parties du
monde et 1’incidence de la maladie constitue un probléeme économique et
sanitaire sur tous les continents. Les conséquences de cette maladie ont
des répercussions médicales et aussi vétérinaires.

Quatre espéces sont couramment reconnues au sein du genre

Echinococcus s Echinococcus  granulosus (échinococcose a kyste ou

uniloculaire), E.multilocularis (&chinococcose multiloculaire), E.vogeli

(échinococcose A& kystes multiples) et E.oligarthrus. Deux espéces

prédominent ¢ E.granulosus et E.multilocularis. Bien que tres proches, la

répartition géographique, 1’épidémiologie et le role pathogéne de ces deux
especes sont rettement distinctes. I1 existe néanmoins des zones
géographiques de co—existence des deux especes.

L'échinobcoccose & E.granulosus est une affection connue depuis
1’antiquité et dont 1’impact est d’autant plus important que son cycle
bioclogique implique deux vertébrés qui sont généralement des animaux
domestiques. L’homme ne constitue pour le parasite qu’un héte accidentel.
Neéarmoins, les échinocoques représentent, parmi les cestodes, les especes
les plus dangereuses, surtout en ce qui concerre les souches d’E.granulosus
possédant un cycle chien—mouton.

De nombreux travaux parasitologigques furent menés afin de différencier
les espéces ou sous-espiéces du parasite et d’étudier les relations
hote—parasite. Les études actuelles se tournent principalement vers ‘la
caractérisation et 1’isolement des antigénes échinococciques en vue de
l’élaboration de nouvelles méthodes de diagnostic biologique, plus

sensibles et plus spécifiques.
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I — HYDATIDOSE OU ECHINOCOCCOSE A ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

A — CYCLE BIOLOGIQLE ET MORPHOLOGIE

L’échinococcose & Echinococcus granulosus possede une répartition

géographique trés large mais sévit avec une fréquence particuliérement
importante dans tous les pays d’élevage de moutons de type extensif. Les
grands foyers mondiaux d’endémie sont le bassin méditerranéen, 1’Amérique
du Sud, 1’Australie, la Nouvelle Zélande et 1’Est de 1’Afrique. La figure
1 montre les principales régions d'endémie et de co-existence

d’E.granulosus et d’E.multilocularis. I1 semble cependant que contrairement

a ce qui est présenté par Matossian et _al.—1977, le Nord de 1’Europe et de
la France ne soient actuellement pas considérés comme régions
d’ hyperendémie. 0On compte en France, un grand nombre de cas en provenance
de foyers trés actifs du bassin méditerranéen. Mais il subsiste encore
guelques foyers d’ infection traditionnels bien gque 1’on note ure tendance a
la régression dans certaines régions du Sud (Sud-Est, Pyrénées, Corse...).
Le cycle du parasite nécessite la présence successive de deux agents
vertébrés pour son accomplissement complet (cf figure 2). L’adulte

d’Echinococcus granulosus vit dans les villogités de 1’ intestin gréle d’un

mammifére carnivore, de la famille des Canidés (le chien en geénéral). A
maturité, le dernier anmeau se détache et libére dans les faeces les oceufs
qui iront souiller le sol ou les végétaux. Des phérnoménes comme le vent, la
pluie ou les insectes pourront intervenir dans la dissémination des ceufs.
La plupart des mammiftéres herbivores, en majorité les moutons et les
bovins, sont susceptibles d’&tre infestés par ingestion des oeufs ou par

contact avec le chien. De la méme maniere, 1’homme peut aussi 8tre infesté,

- ~mais il correspond, pour le parasite, & un "cul de sac" évolutif. L’oeuf
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FIGURE 2 : Cycle biologique du parasite Echinococous granulosus.
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ingéreé libere dans le tube digestif 1’embryon hexancanthe gui traverse la
paroi intestinale. Celui-ci, par le systéme sanguin, va se loger dans le
foie, le poumon ou n’importe quel autre point de 1’organisme. La, il va se
transformer en uwure larve ou hydatide & l’intériew de laquelle, aprés
plusieuwrs mois, bourgeonneront des protoscolex. A terme, le kyste formé
pouwrra conteniv des milliers d’éléments infestants. La poursuite du cycle
necessite 1’ingestion de c©es protoscolex par un nouvel hste définitif.
Chacun d’entre eux donnera naissance a un ténia qui deviendra adulte en six
semaines.

E.gramulosus est un des plus petits cestodes intervenant dans la

pathologie humaine. L’adulte d’Echinococcus grarnulosus mesure 3 a4 &6 mm.

La téte ou scolex comporte 4 wventouses et une double couronne de crochets
(scolex armés) (of figure 3). Elle est portée par un cou trés oourt. Le
corps est constitug de 3 anneaux dont le dernier est empli de plusieurs
centaines d’oeufs ou embryophores. Les oeufs mesurent de 30 & 37 um de
diamdtre et ne sont pas distinguables ni de ceux d’Echinococcus

multilocularis, ni de ceux de Taenia hydatigena ou des sous—espéces de

Multiceps. Ils sont trés résistants et peuvent survivre de 6 4 12 mois dans
le sol.

L’hydatide se développe a partir de 1’embryon par formation de
vésicules et constitue trés progressivement (en plusieurs mois ou années)
un kyste de taille parfois énorme (de 10 a 300 mm), refoulant par
compression les tissus de 1’organe parasité. A terme, cette masse hydatique
est constituée, de 1’extérieur vers 1’intériew, de 1’adventice, de la
membrane anhiste ou cuticulaire, de la membrane proligere ou germinative et
des protoscolex (cf Ffiguwe 4). L’adventice n’est pas ure structure
parasitaire. Elle est constituée par le parenchyme de 1’organe—hste refoulé

par la croissance de 1’hydatide. La membrane anhiste représente la paroi

17




FIGURE 3 : MORPHOLOGIE DU PARASITE. A : Ver adulte
B et C : Protoscolex (B : Forme parasitaire trouvée dans le kyste

C : Forme parasitaire trouvée chez I'hote définitif)
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FIGURE 4 : Le kyste hydatique.
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externe de 1'hydatide. Elle est constituée de couches concentriques d’une
substance proche de la chitire, de couleur blanche ou ivoire et peut
atteindre 1’épaisseur de 1 &4 2 mm. Elle se comporte comme une membrane de

dialyse tout en emp8chant la pénétration des bactéries. Elle protege la
membrane proligére qui produit les protoscolex. Celle—ci est une couche
fine et fragile de cellules syncitiales, de couleur blanche. Elle donne
naissance aux protoscolex qui peuvent exister sous +orme libre dans le
liguide hydatique ou réunis par 10 ou 20 dans de petites sphéres de
membrane germinative (vésicules proligeres). Ils powrront par la suite,
soit redonner naissance a un ténia adulte apres ingestion par un hate
définitif, soit former a nouveau des vésicules. La formation de vésicules
peut avoir lieu dans 1’hydatide primitive. Ce phénoméne endogene aboutit a
la création de vésicules +Filles qui, aprés fissuration ou rupture,
colonisent d’autres parties de 1’organisme. C'est alors 1’échinococcose
secondaire. Des vésicules filles de type exogére peuvent aussi prendre
naissance a partir d’ilots de membrane germinative situés entre les lames
cuticulaires. Ils se transforment en vésicules qui font saillie, s’accolent
a la paroi extérieure du kyste et peuvent mBme s’en détacher. Ce type de
vésicules existe rarement chez 1’homme mais apparait plus couramment chez

17animal.

B — TAXINOMIE

Un certain nombre de populations parasitaires initialement décrites
comme especes ou sous-especes font maintenant 1’objet de travaux afin de
définir leur réel statut taxiromigue. Elles sont actuellement nommées sous
le terme non formel de '"souches". E.granulosus posséde le plus haut degré

de telles variations intraspécifiques et un certain nombre de ces souches
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ont été rapportées par Thompson—1986. L’étude des différentes souches n’a
pas seulement permis de mettre en évidence des variations au niveau
métabolique, anatomique ou biologique (hote - type de transmission), mais
aussi d’observer des modifications de la manifestation pathologique voire
méme de la susceptibilité aux  traitements (Saimot - et al.-1981,
Schantz et al.—-1982, Kammerer & Schantz-1984), influant directement sur
1’épidémiologie locale et le contrdle de la maladie. De telles différences
intra- et interspécifiques apparaissent donc comme un  facteur
d’ importance intervenant dans le développement de tests d’ immunodiagnostic
ou de vaccination (8chantz et al.—-1982, Gottstein et al.-1983, Lightowlers

et al.—-1984).

C - EPIDEMIOLOGIE

Bien que 1’hydatidose ne soit pas ure parasitose tres courante, la
gravité méme de cette maladie en fait un probléme de santé publique treés
important pour un certain nombre de pays. Les chiffres les plus élevés
répertoriés sont ceux de 1’Uruguay ol un taux de morbidité de 17,7 a été
enregistré entre 1962 et 1971 (exprimé en nombre de cas nouveaux / 100000
habitants) (Eckert et _al.-1981). Actuellement, ce pays reste la zone
d’endémie ol la maladie a la plus forte incidence. Mais il faut aussi noter
un taux de morbidité de 12,9 pour Chypre, 7,8 pour le Chili, 7,9 pour la
Grece et 5,6 pour 1’Algérie. L’incidence de la maladie s’avere 8tre
prévalente chez les communautés rurales (Schantz-1984).

Dans certaines zones ol le cycle du parasite E.granulosus s’achéve en
milieu sauvage (par exemple le Nord du Canada olt les carnivores sauvages

servent d’hotes définitifs), il n’est pas exclu que les chiens domestiques
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puissent 8tre contaminés par ingestion de rongeurs ou d’herbivores sauvages
parasités qui constituent ure part importante de leuwr alimentation, et
représentant ainsi un nouveau risgue pour 1’homme.

La résistance particuliere de 1’oeuf apparait aussi un facteur
important dans la transmission de la maladie et la pérénité du cycle, tant
en milieu froid (ex. 1’hiver en Nouvelle-Zélande) qu’en atmosphére chaude

et séche (ex. pays méditerranéen).
D — INCIDENCE ECONOMIGUE

Si 1’incidence de la maladie est clairement établie d’un point de vue
médical ou vétérinaire, il est beaucoup plus difficile d’en évaluer
17 importance économique. Urne étude en Italie (Arru et al.-1984) a évalué
les coilits médicaux de cette maladie a approximativement 6 millions de
dollards par an, pour 1000 & 1300 cas répertoriés chague anrée.

Mais en dehors de 1’aspect médical, les effets eécoromiques se font
aussi ressentir dans le domaine agricole et industriel, de par
1’implication des animaux domestiques dans le cycle du parasite et tout
particulierement des oving et des bovins. Le coiGt de condamnation des
organes ou des carcasses parasités représentent des pertes importantes
auxquelles viennent s’ajouter des restrictions d’importation conséquentes
a la maladie. Les effets directs sur la production animale se font aussi
ressentir (baisse de rendement de lait, laine, impact sur la qualité de 1la
viande, retards de croissance, baisse de fertiliteé), sans tenir compte des
coGts indirects des campagnes de contrsle. L’importance des pertes est
évidemment liée au type d’élevage pratiqué (intensif, extensif, ovin,
bovin...) ainsi qgu’au type de production (viande, laire...). Les

conséquences de cette parasitose ont ainsi &été évaluges a 18 millions de
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dollards/an pour 1’élevage ovin et 7 millions de dollards/an pouwr la
production bovine en Italie (Arru et al.-1984). Pour certains pays, les

pertes sont si considérables que 1’hydatidose est considérée comme la

zoonose la plus importante, écornomiquement parlant.

E — PROPHYLAXIE

Les moyens prophylactiques mis en oeuvre visent essentiellement a
interrompre le cycle biologique du parasite afin de prévenir la maladie.
Pour E.granulosus, l’action peut 8tre mernée & trois niveaux, sur le chien,
le bétail ou sur 1’homme.

Des programmes de contrsle ont ét& mis en place dans certaines régions
d’endémie, en Nouvelle Zélande, en Australie (Tasmanie), en URSS, en
Argentine, a Chypre et en Uruguay. Ces opérations de lutte sont
essentiellement basées sur 1’éducation de la population dans le but de
limiter ou d’emp@cher 1’infection du chien. Une baisse significative de la
fréquence de la maladie a pu 8tre notée lors de ce type de prophylaxie
(Gemmel & Lawson—1986). La campagne de controle la plus satisfaisante a éteé
mise en place en Islande, basée sur le traitement des chiens a 1’aide
d’antihelminthiques associé a des mesuwes d’ hygiéne publique. Cette
prophylaxie a permis 1’éradication de la maladie dans 1’ile (auparavant 174

de la population était infesté).

F — MANIFESTATIONS CLINIQLES ET PATHOGENICITE

Les signes cliniques de 1’hydatidose sont fonction de la localisation
et du nombre de kystes dans 1’organisme parasité. Les symptomes de la

maladie sont peu caractéristiques et le diagnostic est souvent déterming
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soit par un examen systématique du malade, soit par 1’observation de
complications survenues par la compression des organes voisins du kyste ou
de la rupture (fissuration) de ce dernier. La progression est tres lente
et les symptomes ressemblent & ceux causés par une tumeur a développement
lent. Les troubles sont discrets et, sauf pour une localisation au cerveau
ot a l'oeil, ils passent inapergus du fait de 1la longue période
d’incubation (plusieuwrs années). Les effets sur le patient amenent des
phénomenes d’ inappétance, de nausées ou, plus spécifiquement, des probléemes
de réactions allergiques comme des prurits, des poussées d’'urticaire, ou
une hyperéosinophilie sanguine. La rupture d’un kyste peut avoir des
conséquences allergiques importantes chez le malade déja sensibilisé aux
allergénes hydatiques, pouvant conduire au choc anaphylactique voire & la
mort du patient. En moyenne, on compte 6 a 10% des cas d’échinococcose
diagnostiquée ayant ure fin fatale pour le patient. Le pronostic est
meilleuwr lorsgue le ou les kystes sont accessibles au chirurgien. 11 est

d’autant plus favorable que la maladie est dépistée précocement.

1 — Hydatidose hépatigue

C’est la localisation la plus fréguente chez 1’homme (S0 & &60%
des cas) et celle dont la latence clinique est la plus longue (10 & 1S ans,
voire plus). Elle peut prendre 2 Fformes : urne forme biliaire amenant des
troubles fonctionnels du +foie ou une forme tumorale, moins frégquente, se
traduisant par ure hépatomégalie isolée, indolore et sans sigres
fonctionnels d’accompagnement. La forme biliaire se manifestera par des
complications telles que la compression des wvoies biliaires ou des
systémes veineux, porte ou cave, la fissuration ou la rupture du kyste,

conduisant soit 4 un choc anaphylactique immédiat, soit a une évolution
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vers une échinococcose secondaire tardive, locale ou générale, concourant
a 1’aggravation de 1’état du malade. L’infection d’un kyste fissuwré ou

rompu peut aussi se produire, évoluant vers un abcés du foie.

2 — Hydatidose pulmonaire

Elle apparait dans 30 & 40% des cas humains et sa latence est
moins longue que dans le cas d’urne localisation hépatique. Des
manifestations telles que toux, dyspnée, hémoptysies peuvent apparaitre
comme symptémes de la maladie. Les complications sont les mémes que pour le
foie et sont généralement dues & des phénoménes de compression d’ure
bronche, de fissuration et/ou rupture du kyste entratnant des vomissements
et le rejet d’un liguide "eau de roche" assez caractéristique. La
vomique peut 8tre discréte et les phénoménes allergiques minimes ou
totalement absents. La fissuration peut aussi entrainer des hémoptisies a
répétition. Une contamination du kyste peut survenir amenant ure infection.

L’ensemble évolue alors comme un abces du poumon.

3 - futres localisations

Le kyste peut se développer au sein de n’importe quel organe du
corps ¢ rein, rate, cerveau... Le caractere tumoral se révelera rapidement
dans des localisations telles que le cerveau, le bulbe rachidien, ou
1’oeil.

L’ echinococcose osseuse correspond & 1% des cas. Le parasite peut se
développer dans tout le squelette mais posséde ure prédilection pour la
colonne vertébrale et les os iliagues. Il ne se constitue pas d’adventice
et 1’hydatide, non limitée, se développe de maniére anarchique et
envahissante entrainant des fractures pathologiques. L’évolution est lente

et le pronostic est gérnéralement défavorable.
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G — TRAITEMENTS

1 - Traitement chirurgical

Actuellement, le traitement de 1’hydatidose reste essentiellement
chirurgical. Il consiste en urne kystectomie voire une exérese partielle ou
totale de 1’organe parasité, selon 1’état de gravité de la maladie. Afin
d’éviter ure récidive par dissémination des protoscolex, le kyste est
généralement rendu stérile par injection d’ure solution formolée a 24. Le

contenu est évacué par ponction en évitant la contamination.

2 — Traitement chimique

Chez le chien, le traitement chimique apparait comme le meillew moyen
de contrgle de la maladie. L’utilisation réguliere d’antihelminthiques
spécifiques tel que 1le praziquantel permettra 1’élimination des vers
adultes et 1’interruption du cycle biologigue.

Chez 1’homme, 1’utilisation de produits chimigues n’apparait gqu’en
complément de cure. La chimiothérapie n’est envisagée que dans les cas
"chirurgicalement dépassés", ou lors d’un refus d’ intervention chirurgical
ou encore en cas de risque élavée d’échinococcoose secondaire (kyste fertile,
fissuré ou rompu). On utilise généralement des dérivés imidazolés tels
que le mébendazole, le flubendazole et 1’albendazole. Considérant son
action sur 1’adulte, le praziquantel a été testé sur les métacestodes
dans des tests expérimentaux sur animaux, mais il s’est révélé sans grande
efficacité sur le kyste (Heath & Lawrence—1978), bien gqu’urme activiteé
positive ait été enregistrée contre les protoscolex d’E.granulosus (Thomas
& Gonrert-1978). D’autres substances sont & 1’essai (Eckert-1986) mais
montrent en général une efficacité moindre que celle du mébendazole ou du

flubendazole (Tinar—-1979). Ces derniers agissent directement sur le kyste

26



d’E.granulosus, lequel apparait apres traitement, irrégulier, dégénéré. On
observe une perte du liquide hydatique apres 1’attaque de 1la paroi du
kyste. Les protoscolex sont tués et la membrane germinative est détruits,
ce qui élimine tout risgue de vrécidive (Heath et al.—-1975, Schantz et
al.-1982, 8Santiago et al.—-1980, Swiderski—-1983). Utilisé chez 1l’homme, le
mébendazole s’est révélé efficace dans les cas d’hydatidose primaire
(Bekhti et al.-1977) mais il faut néanmoins 1’admninistrer en quantiteé
importante et durant de longues périodes. Un effet tératogéne ayant éte
détecté chez le rat en cas d’une utilisation & fortes doses (Bourée et
al.—-1977), on préconise plus gérnéralement 1’emploi de dérivés fluores, tel
que le flubendazole, dont les effets secondaires sont moindres, tout en

ayant les m8mes propriétés,

II - LES ANTIGENES ECHINOCOCCIQUES

A — COMPOSITION BIOCHIMIGUE DES EXTRAITS PARASITAIRES

La caractérisation des structures moléculaires parasitaires des
échinocogques est a 1’étude depuis d&ja longtemps. De nombreux travaux ont
tenté de définir tant  biochimiquement, quw’ immunologiquement, les
constituants de 1la larve hydatique. L’analyse du liquide  hydatique a
permis de mettre en évidence, outre les protéines qui en sont les
composants majeurs (Chordi & Kagan—1965, Coltorti & Varela Diaz—-1972,
Hustead & Williams—1977, Edwards—-1982), la présence d’ acides nucléiques
(Fraya & Haddad-1980), d’acides aminés (Krvavica et al.—-1939, Sanchez

& Sanchez—-1971), de  carbohydrates, de lipides (Fraya & Haddad-1980,
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Benito-1984), d’électrolytes = (Fraya & Haddad-1980, Benito et al.-1983)
ainsi que d’enzymes (McdManus & Smyth—-1979) et de composés azotés (Fraya
& Haddad—-1980). La matiére séche représente 1,3% du liquide hydatique
(Lemaire & Ribere—-1935). Parmi les protéines, on compte en majoriteé
albumine et globulines (en guantité deux fois plus importante) (Fraya &
Haddad—1980) . Des polysaccharides de petites masses moléculaires ont
éteé identifiés au sein du liquide  hydatique : glucose, sucrose,
tréhalose (Frayha & Haddad-1980) . Le glycogéne de masse
moléculaire plus importante n’est trouvé agqu’'en quantité infime (Frayha
& Haddad-1980).

L’analyse biochimique des protoscolex définit sensiblement les mémes
composants généraux. Les larves sont constituges de 14,8% de matiere seche
parmi laguelle les protéines sont majoritaires (62,54). Comme pour le
liquide hydatique, albumine et globulines en représentent les principaux
composés (Agosin et_al.—1957, McManus & Smyth—-1978a, Frayha & Haddad-1980).
Les acides nucléiques, ADN et ARN, sont présents & des taux variables
selon les souches (McManus & Smyth-1978a, Agosin et al.-1957, Frayha &
Haddad—-1980) . Les sucres représentent 19,84 des composés secs des
protoscolex (Agosin et al.-1957). 0On y trouve des polysaccharides de masse
moléculaire importante et tout particulierement du glycogéne en grande
quantité (Agosin et _al.-1957, McMarus & Smyth—-1978a, Frayha &
Haddad-1980). Une analyse compléte des acides gras a été rvéalisée par
Digenis et al.-1970, complétée par Frayha & Haddad-1980. Cholestérol,
esters’ de cholestérol, mono— et triglycérides furent caractérisés ainsi
que divers composants des phospholipides. La présence d’enzymes
{(phosphatases, transaminases GOT, GPT et lactate déshydrogénase) fut
détectée en quantité significativement plus importante chez le protoscolex

que dans le liquide hydatique (Frayha & Haddad-1980).
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B — ANALYSE DES ANTIGENES DU LIGQUIDE HYDATIGLE

1 — Caractérisation

Le liquide hydatique est constitué de molécules et de macromolécules,
produits du métabolisme du parasite. Il représente, pour 1'individu-hste,
une source de substances étrangeres susceptibles de devenir les cibles du
systéme immunitaire. L’ensemble de ces produits parasitaires +orme une
mosaique d’antigenes qui a été largement étudiée par de nombreux auteurs
(Biguet et al.—-1962a, 1962b, 1965, Chordi et al.-1944; 1965, Norman et
al.— 1964). Bien gu’ure grande variété de techniques ait été utilisée, le
liquide hydatique se définit géréralement selon ses caractéristiques
électrophorétiques (IEP) (Chordi & Kagan—1965, Capron et _al.—1968, D'Amelio
et al.-1985, Gottstein et al.-1987). 11 se compose de molécules qui
migrent de maniére prépondérante dans les régions bBta et gammaglobulines
(Biguet et al.-1962c, Kagan & Norman—1963b, Norman et al.-19464). Au sein de
celles—ci, deux lipoprotéines majeures ont été mises en évidence,

1’antigéne S et 1’antigéne B qui font 1’objet de deux paragraphes de ce

chapitre (Capron et al.-1968, Oriol et al.—-1971).

2 — Variations antigéniques

Du fait de la grande diversité des composants du ligquide hydatique, la
définition m8me de celui~ci peut se moduler selon la sensibilité et la
spécificité des méthodes d’analyse, mais aussi selon le mammifére infesté
ou la souche d’E.granulosus. En dehors des altérations métaboliques et/ou
physiologiques, 1’existence de modifications biochimiques a été révélée

chez les larves des différentes sous—espéces du parasite. Elles
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apparaissent responsables des variations antigéniques observées par de
nombreux auteurs chez les différentes souches d’E.granulosus (Smyth &
Davies-1974, McMarnus—1981, Thompsaon & Kuramatilake—1982, Thompson et
al.—-1984, Pezzela gt al.—1984b, McManus & McPherson—1984). Il a aussi éte
montré 1’existence de profils antigéniques modifiés, variant selon le
mammifere infesté (McMarws & Smyth—-1978, 1979, 1982, McManus—1981, MdManus
& Simpson—1985, Gottstein et _al.-1987).

L’ensemble des travaux vréalisés sur le liquide hydatique a non
seulement permis de caractériser les composants antigéniques parasitaires
immunologiquement actifs, mais aussi de mettre en évidence 1’existence de
substances d’origine étrangere provenant de 1’hste (Biguet et al.-—-1962,
Kagan—-1963, 1968, Chordi & Kagan—-19685, Capron et al.-1967, Kagan &
Agosin—l‘?bal, Bouchara et _al.—-1985). Ainsi, il a été découvert parmi les
antigénes hydatiques des substances ayant des activités croisges avec des
fractions albuminique et globuliniques de 1’homme ou du mouton (Kagan &
Norman—1963b, Norman et al.-1964, Pezzela et al.—1984b, Bouchara et
al.—1985) ou montrant de fortes similitudes avec les molécules sériques
(Chordi & Kagam—1965). La présence d’immunoglobulines dans la paroi du
kyste et au sein des antigénes du liquide a été montrée (Varela-Diaz &
Coltorti-1972, 1973, Coltorti & Varela-Diaz—-1974). L’existence de telles
substances provenant de 1°héte semble & 1’origire de la création de
réactions faussement positives lors des tests de diagnostic sérologiques
utilisant le liquide hydatigue brut comme source d’antigéenes (Chordi &
Kagan—-1963, Kagan—1948). La présence de simples déterminants antigéniques
identiques a ceux de 1'hste et portés par des molécules parasitaires suffit
a créer un résultat positif (Edwards—1982). Ainsi, une substance possédant
une activité immunologique identique & 1’antigéne Pl du groupe sanguin

humain (Cameron & Staveley—1937, Morgan & Watkins—-1964, Russi et al.-1974)
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apparait 8tre responsable de la création de réactions faussement positives
chez les individus exprimant des anticorps anti-Pl, de maniére naturelle ou
non (Ben Ismail gt al-1980). Ce déterminant d’origine parasitaire a éte

retrouvé chez d’autres parasites, notamment chez Fasciola hepatica (Ben

Ismail et al.-1978, 1979) ou il semble induire le m8me type de réaction
immune chez 1’individu-hote, réaction pouvant interagir avec le déterminant
hydatique 1lors de tests de  dépistage.

Ce type de communautés ou d’interaction hste-parasite représente urne
partie importante des fractions hydatiques et concerne directement les
phénoménes de non—spécificité. Mais, il ne faut pas non plus exclure les
problémes de communautés entre  parasites. En effet, les cestodes
apparaissent comme une famille possédant une remarguable homogéenéité
structurale. lLes communautés antigéniques concerrent prés de 2/3 des
fractions parasitaires (Capran et al.—-1968). De faortes réactions croisées
ont ainsi ate mises en évidence entre E.grarulosus et

E.multilocularis (Capron et al.-1970, Rickard et al.-1977, Davies et
— I — A

al.—-1978) et d’autres cestodes proches comme les Taeniae (Kagan &
Agosin—1968, Kagan—-1968, Capron et _al.—-1968), et tout particulierement pour
1’antigene S5 et 1’antigene B (cf paragraphes suivants). Mais d’autres

parasites, plus ou moins proches, semblent aussi &tre impliqués dans

des phéroménes de croisements comme Schistosoma mansoni, Fasciola

hepatica ...(Biguet et al.—-1962, 1965, Capron et al.—-1968, Kagan &
Agosin-1968, Bout et al.—-1974, Varela-Diaz et al.—-1975b, VYarzabal et
al.-1977a). Dans certains cas, les composants responsables ont pu 8tre
définis. Ainsi le déterminant hydatique semblable & 1’antigére Pl humain
retrouve chez F.hepatica est considéré comme 1’un des principaux

responsables des erreurs entre la distomatose et 1’échinococcose.

Pareillement, 1’existence d’épitopes phosphoryl choline (PC) chez un grand
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nombre d’organismes, retrouvé chez E.granulosus par Maizels et al.-1987,
samble induire une réponse anticorps anti-PC, responsable de réactions

croisées avec d’autres parasites tels que FE.hepatica, S.mansoni ou

avec des nématodes (Shepherd & McManus—1987). L’existence de fractions
communes entre parasites semble 8tre responsable d’un grand nombre
d’interactions lors de tests d’immunodiagnostic (Schantz et al.-1980,

Speiser—1980, Craig—-1986).

C — L’ANTIGENE S ET L’ANTIGENE B

1 — L"ANTIGENE S

La méthode de référence la plus couramment employée pour le
sérodiagrnostic de 1’hydatidose reste 1°immunoélectrophorese (IEP). La
présence d’un arc appelé arc S5 réveélé par un sérum humain ou animal est
considéré comme le critére de positivité de ce test (cf schéma) (Capron et
al.~-1970, Wattre et al.—-1980). Identifié par Capron et _al.-19467, 1’ antigéne
3 correspond & la fraction antigénigue majeure du liquide hydatique et
détermine 1’apparition précoce d’anticorps dans 1’affection ou
17 immunisation. La dénomination de cette molécule varie selon les auteurs.
Il semble que la fraction S corresponde & 1’antigére A d’0Oriol et _al.-1971
et de Williams et al.—-1971, ainsi qu’a 1’antigéne 4 de Piantelli et
al.—-1977 et de Pozzuonli et al.-1975. Elle est décrite comme une
lipoprotéine thermolabile ayant des activités a et B carboxyl-estérasique,
et capable de Ffixer la concanavaline A (Oriol et al.-i1971, Bout et
al.-1974, Pozzuoli'eLgl.—l‘??S). Elle peut exister sous une forme agrégée

de trés haute masse moléculaire de 100 a 400 kDa (Oriol et al.-1971,
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Dottorini & Tassi—-1977), constituée de sous-unités liédes de maniere non
covalente d’environ 60 kDa (Bout et al.-1974, Dottorini & Tassi-—-1977,
Piantelli et al.-1977, Shepherd & McdManus—-1987). Analysé en conditions
réductrices, ce monomere donne naissance 4 2 molécules de 37 et 22 kDa
(Chamekh et al.—1990, ou de 38 et 20 kDa selon Shepherd & McManus—1987).

On retrouve 1’antigéne S associé aux cellules parenchymateuses des
protoscolex, de la paroi des capsules proligeres, dans la membrane
germinative, et aussi en faible quantité, dans les conduits excréteurs et
les cellules flames (Yarzabal et al.—-1976, Rickard et al.—-1977, Davies et
al.-1978).

Bien gue présent en guantité 10 fois moins importante gue 1’antigere B
(Musiani et al.-1978), 1’immunoréactivité de 1’antigéne S est pourtant
nettement supérieure avec les Serums de patients (Shepherd &
McdManus—1987). Tres immunogéne, cette fraction est reconnue par la majorité
des sérums humains (Capron et al.—-1967, 1970, MWilliams et al.—-1971,
Yarzabal et al.-1974, Pozzuoli et al.-1975, Musiani et al.-1978) ou
d’animaux d’élevage (Schantz -1973, Yong et al.—-1978, Conder et al.-1980).
La localisation du kyste dans 1’individu (homme ou animal) n’influe pas
suwr la réponse anticorps anti-AgS (Capron et al1.—-1970, VYarzabal et
al.—-1974, Varela-Diaz et al.-1976, Yong & Heath—-1979).

La possibilité de produire des immunsérums monospécifiques dirigés
contre 1’antigéne 5 a conduit & la standardisation de nouveaux tests
sérologiques : tests d’ELISA avec 1’antigérne purifie (Bout et al.-1975,
Farag et al.-1975, Mérouia et al.-1982), tests de RAST ou dosage d’ IgE
spécifiques (Dessaint et al.-1975, Mérouia et al.-—-1982), de double
diffusion en gel d'agarose ou DD5 (Coltorti & Varela—-Diaz—-1978, Bout et

al.~1979, Conder et al.—-1980). Dans 1’ensemble, les auteurs s’accordent




pour constater une meilleure sensibilité des tests lorsque 1’antigene
purifié est utilisé. Par contre, la spécificité des tests n’est apparemment
pas améliorée par rapport a 1’IEP.

Des phénoménes de réactions croisées avec d’autres parasitoses, déja
observés avec les autres techniques sérologiques, n’ont pu 8tre évités par
1’utilisation de 1’antigérne 5 purifié. Il semble que cet antigéene, ou tout
au moins certains de ses épitopes, soient communs a d’autres parasites. Une
communauté antigénique a été mise en évidence entre les genres voisins

E.granulosus et E.multilocularis (Farag et al.-1975, Rickard et__al.-1977,

Varela-Diaz et al.-1977b, VYarzabal et al.—-1977a), E.vogeli (Varela-Diaz
et al-1978), ainsi gu’avec Taenia solium (Schantz et al.-1980),
T.hydatigena (Varela-Diaz et al.-1977a, Yong & Heath-1979, Conder et
al.—1980), T.ovis (Yong & Heath—1979), ou d’autres heminthes moins proches

conme les trématodes Schistosoma mansoni et S.haematobium (Shepherd &

McManus—-1987). Cependant, 1la présence d’épitopes phosphoryl choline (PC)
sur l’antigéne S semble 8tre principalement responsable de ces interactions

(Shepherd & MdManus—-1987).

2 - L"ANTIGENE B

LTantigene B décrit par Oriol et al.—-1971 constitue le composant
majeuwr du liquide hydatique. Il correspond a 1’antigene S de Piantelli et
al.~1977 et de Pozzuoli et al.-1975. C’est une lipoprotéine stable a 100°C
pendant 15 mn et dont les propriétés antigéniques ne sont altérées ni par
la chaleur ni par la délipidation (Oriol et al.-1971, Bout et al.—1974). Sa
masse moléculaire est voisine de 150 kDa (Pozzuoli et al.-1972, Bout et

al.-1974, Oriol & Oriol-1975). Analysé en gel de polyacrylamide-SDS, cet
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antigéne se décompose en trois sous-unités dont les masses moléculaires se
situent entre 10,5 et 20 kDa, en conditions réductrices ou non. celles—ci
peuvent se lier de maniére non covalente et former des agrégats de masses
moléculaires importantes et variables, et selon un équilibre réversible
(Oriol et al.-1971, Piantelli et al.-1977). Certains auteurs ont mis en
évidence la présence d’une activité a et § carboxyl-estérasique lide a cette
molécule (Bout et al.-1974). Ses caractéristiques optigues la décrivent
comme une structure organisée en hélice alpha pour 30% (Oriol ¥
Oriol-1975). L’antigéne B est présent dans le cytoplasme des cellules
tégumentales proches et antérieures aux ventouses des protoscolex, ainsi
gque dans la substance interne des capsules proligéres et dans la membrane
cuticulaire (Yarzabal et al.—-1977b, Rickard et al.-1977, Davies et
al.—-1978). On le retrouve associé aux substances PAS-positives (Kilejian et
al-1961) vrecouvrant le tégument des protoscolex (Yarzabal et al.-1977b,
Rickard et al.—1977). 11 est probablement secrété par les cellules de la
région tégumentale et s’y accumule. En dehors du phénoméne de secrétion, la
présence de 1’antigéne B au sein du liquide hydatique apparait aussi étre
la conséquence de la dégradation des cellules parenchymateuses du
protoscolex et de la membrane des capsules proligéres ol on le trouve en
guantité moindre (Davies et al.-1978). Bien qu’identifié en quantité 10
fois plus importante que 1’antigénes S dans le liquide hydatique,
1’antigéne B apparait nettement moins immunogéne que celui-ci, tout au
moins chez 1’homme (Pozzuoli et al.-19735, Shepherd & McMarnus-1987).
Facilement purifiable et prédominant, il pourrait 8tre un outil
intéressant pour le sérodiagnostic de 1’hydatidose. Mais, il apparait 8tre
commun & plusieurs parasites dont E.multilocularis (Bout et al.-1974,
Merouia et al.-1982, Rickard et al.-1977, Davies et al.—-1978), ainsi que

Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica (Korach & Benex—-1966, Bout
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et al.—-1974, Mérouia et al.—-1982). Néammoins il semblerait qu’il puisse
8tre utilisable dans certains tests basés sur la recherche d’Igk
spécifiques, ot aucune réaction croisée n'a encore été enregistrée
(Mérouia et 3l.—1982). 8Sa participation a des tests sérologiques pourrait

gtre envisageable, rotamment pour le suivi des malades.

III — REPONSE ANTICORPS ET DIAGNOSTIC

AU cours d’une infestation par des larves échinococciques,
1’organisme—hste met en place toute une série de mécanismes visant a la
destruction du parasite. Chez certains individus, 1’existence d'une
résistance naturelle évite 1°infestation. Ce phénoméne observé dans
1’hydatidose met en jeu un certain nombre d’éléments variables incluant des
facteurs dis & 1’héte, comme la souche animale (Pennoit-De Cooman & De
Rycke—-1970), 1’3ge (Schwabe et al.-17939), ou le sexe de 1’héte
(Kozakiewicz—1980), ainsi que des facteurs d’origine parasitaire, tel que

le pouvoir infestant, variant selon la souche d’E.grarulosus (Smyth—1984,

Thompson—1986). Les mécanismes sont peu décrits, certairement d’origine
physiologique ou anatomique. Ure participation du systéme inmunitaire, de
maniére spécifigue ou non spécifigue, notamment par 1’intermédiaire des
macrophages, a été envisagée (Thompson—-1976) sans cependant 8tre prouvée.
L’acquisition par 1’organisme-hste d’une immuniteé, dirigée contre les
parasites déja établis ou contre les larves concurrentes, consiste en une
activation des mécanismes immuns humoraux et cellulaires. L’immunité
cellulaire a E.granulosus reste assez peu décrite dans la littérature.
Seul, un phénomérne d’imnmuno—-dépression de la population lymphocytaire T a

été deécrit, représentant ure activité immunorégulatrice engendrée par le
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parasite et +favorisant l1’activation des clones T a activité suppressive
(Ts). Cette manipulation de la réponse cellulaire permet ainsi au cestode
d’échapper au systeme immunitaire de 1°hote. Cependant, aucure action
directe de la réponse cellulaire sw le parasite n’a été décrite & ce jour.
Une activité mettant en jeu des macrophages, des mastocytes et des
éosinophiles semble 8tre impliquée dans un phénoméne d’immunité a la
réinfection (Riley et _al.—-1985), mais n’a pas réellement été mise en
évidence. D’autre part, 1’action directe des cellules du systeme
immunitaire sw le parasite apparait limitée par la présence du kyste qui
constitue une barriere.

Seuls les phéroménes humoraux mettant en jeu les anticorps ont été
largement étudiés. La connaissance du type de réponse induite, des
différents facteurs mis en Jjeu ainsi que des variations au cours de
1’évolution de la maladie sont autant de facteuwrs susceptibles d’ intervenir
lors du diagnostic. Nous ne détaillerons ici que ces mécanismes
immunitaires, pour leur importance dans le choix ou 1’établissement d’un

test de dépistage de 1’hydatidose.

A — LA REPONSE ANTICORPS DANS L’HYDATIDOSE

1 - Production d’anticorps

Les anticorps jouent un réle central dans 1’immunité acquise contre
1’établissement des larves échinococciques. La production d’anticorps
spécifiques représente la réponse a ure stimulation du parasite résultant
d’urne diffusion permanente de substances antigéniques a travers la paroi du

kyste. Ainsi, tout phénoméne de suppuration ou d’inflammation des tissus
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adjacents améne une réponse immunitaire forte et facilement décelable par
les tests immunologiques du fait d’une forte production d’anticorps
(Todorov et al.—-1979b, Capron et al.—-1970). L’infection a E.gramnulosus
résulte en la production d”immunoglobulines de classes différentes. Des Ig
A, M, E ont été détectées par une grande variété de techniques. Bien que
le phénoméne d’hyperglobulinémie soit observé depuis longtemps dans les
infections parasitaires, il n’est cependant pas toujours représenté dans
les cas d'hydatidose. De plus, le taux d’anticorps spécifiques n’est pas
nécessairement significativement élevé (Moriarty—1968, Matossian et
al.-1972,1976) .

La production d’IgE est généralement considérée comme caractéristique
de la reéponse immune aux helminthiases. L’aobservation fréquente de chocs
anaphylactiques 1liés a la rupture d’un kyste ou de signes d’allergie
immédiate (urticaire, ocedéme de Quincke) indique 1’implication d’un
facteur IgE dams 1’hydatidose (Williams & Perez—£sandi—1971). Environ 70%
des malades possédent une réponse spécifigue E  (Afferni et al.—-1984,
Dessaint et al.—-1975, Huldt et al.-1973, Capron et al.-1976, Matossian et
al.-1976, Vervloet et al.-19746, Sorrice et al.-1979). La synthése de ces
anticorps correspond en général & ure réponse immune précoce et rapide et
peut persister durant plusieurs mois. Il semble quelle soit liée a la
sévérité de la maladie (Dessaint et__al-1975). L’état du kyste apparait
particulierement important : les fissurations sont associées & des
proportions élevées d’ Igk sérigues et spécifiques. A 1’inverse, les kystes
calcifiés ont tendance & n’induire gu’une faible production d’anticorps de
cé type, du fait d’ure stimulation antigénique plus faible (Dessaint et

al.—1975). La situation du kyste dans l’organisme semble n’avoir gue peu




d’ influence (Afferni et _al.-1984, Dessaint et al.—1975, Capron et al.-1976)
mais les valeuwrs d’anticorps spécifiques de cette classe sont augmentées en

cas de kystes multiples (Dessaint et al.-1975).

2 — Dynamique de la réponse anticorps

2-1 - Variations lors d’un traitement chirurgical

Aprés kystectomie, la réponse anticorps subit des modifications
qui se traduisent généralement par urne diminution du taux d’anticorps, a
plus ou moins longue échéance, voire urne disparition compléte de toute
sérologie positive (Todorov et al.-1976). Néeanmoins, la persistance d’un
taux élevé peut 8tre observeée dans certains cas (Matossian et al.—-1976) :
les taux d’Ig G et M peuvent 8tre significativement éleveés chez certains
patients opérés alors que les IgA restent a un niveau normal. Powr certains
malades (414 selon Matossian et _al.-1976), le taux d’ IgE spécifiques peut
se maintenir &levé longtemps aprés 1’ intervention. 6Si, par la suite, la
réponse anticorps spécifique disparait effectivement, sa durée de
persistance semble varier selon les malades en fonction de certains
facteurs. Il apparait clairement que des éléments tels que la localisation
du kyste (Todorov & Stojanov—-1979) ou encore son état physiologigue
(Yarzabal et al.-1974) peuvent influer directement sur cette période.
D’autre part, le type de test utilisé pour 1la détection sérologique
constitue aussi un élément de variation (Todorov et__al.—-19746). D’apres les
travaux de Todorov & Stojanov-1979, il existe 2 types de diminution du taux
d’anticorps chez les malades opérés. Chez certains (majorité des suivis
chirurgicaux), wune baisse rapide observée et les tests deviennent négatifs

entre le sixiéme mois et la seconde année. Chez les autres, on observe une
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baisse tardive ol 1’on n’obtient jamais la négativité des tests. Dans 30%
de ces derniers cas, la diminution observée dans la premiére ou la deuxiéme
année est suivie d'ure nouvelle augmentation des taux sérigues. Pour les
autres 0504, les valewrs restent toujouws é&levées. Selon les auteurs, la
tendance de la dynamique du titre d’anticorps permettrait ainsi
1’établissement d’un pronostic post-opératoire de la maladie. Celui—ci
serait plutst Ffavorable si les taux diminuent dans un délai de 12 &4 18
mois, Jjusqu’a des valeuwrs trés faibles ou négatives ou si la tendance a la
baisse est observée jusgu’a la fin de la seconde année. A 17inverse, on
peut craindre un phénoméne de récurrence (Todorov & Stojanov—-1979) si les
taux subissent une hausse apres avoir chuté ou s’ils restent inchangés ou

éleves.

2-2 — Variations lors d’un traitement Chimique

De la méme maniére qu’aprés une ablation chirurgicale, la réponse
anticorps subit des variations lors d’une chimiothérapie. L’action de
substances actives sur le kyste et les larves provogue la libération
massive d’antigénes liée, en général, 4 une lyse partielle des membranes
du kyste. La stimulation du systéme immun qui s’ensuit, se voit, par la
suite, freinée par suppression brutale du stimulus antigénique causée par
la perte de la viabilité du kyste. La production d’anticorps hautement
specifiques se trouve donc 8tre diminuée et mé8me, dans certains cas,
annulée, comme en particulier la production d’anticorps anti-antigere 5,
lors de la destruction de la membrane germinative (Bekhti et al.-1977). Les

anticorps de classe E, réagissant plus tét que les autres immunoglobulines,




offrent un moyen sensible et rapide de détection de la perte de viabilité
du kyste, particuliérement intéressant pour 1’évaluation de 1’efficacité de

la chimiothérapie (Bekhti et al.—-1977).

3 - Phénomene de séronégativite

le diagnostic de 1’hydatidose repose actuellement sw la détection
d’anticorps sériques. Neanmoins, on observe une sérologie négative dans 3
& 204 des cas d’échinococcose confirmée. Plusieurs hypothéses ont été
avancées dans la littérature afin d’expliquer ce phénomene :

- La présence d’anticorps est liée a 1’état et la vitalité d’un kyste.
Chez 1’homme, la présence d’un kyste hyalin ou vieillissant est
généralement associée a une sérologie négative (Schantz & Gottstein—1986,
Rickard & Lightowlers—1986), tout comme les cas d’infertilité n’induisent
qu’une  faible réponse anticorps (Kagan et al.—-1976, Coltorti &
Varela-Diaz—-1976).

-~ La localisation d’un kyste intervient directement sur la vréponse
anticorps. En effet, on note dans les cas d’hydatidose pulmonaire ou
osseuse un pourcentage de positivité aux tests sérologiques inférieur a
celui observé en cas de localisation hépatigue (Kagan et al.-—-1966, Capron
et al.-1970, " Yarzabal et al.—-1974, Matossian & Araj—-1975, Todorov et
al.—-1979b). Le manque d’intensité de 1la réponse immure résulterait d’un
faible stimulus antigénique di a un épaississement des tissus connectifs du
kyste (Kagan—1963, Kagan et al.-1966). Mais 11_ se peut aussi que le type
d’évolution de 1la larve differe selon qu’il s’agisse d'un parenchyme

hépatique ou pulmonaire ol, dans ce dernier cas, le développement du kyste
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serait plus court et plus rapide (Purriel & Tomalino-1960). La natwe et
1’intensité du stimulus antigénique s’en trouveraient alors modifiées,
influant directement su la réponse anticorps (Capron et al.—1970).

— L’existence de sous—-especes d’E.gramlosus de virulence différente
peut 8tre a l’origine d’un tel phénoméne, surtout si 1’expression des
allergérnes majeurs, comme 1’antigerne 5, est modifiée (Thompson &
Kumaratilake—1982).

— Les anticorps spécifigues potentiellement détectables lors d’un
diagnostic sont immobilisés par la formation de complexes immuns avec des
antigeérnes circulants. La formation de tels complexes est souvent observée
lors de maladies chroniques comme c’est le cas dans 1’hydatidose
(Richard-Lenoble et al.-1978, Bekhti et al.-1977, Pini et al.—-1983,
D’Amelio et al.-1983), surtout pour les Fformes pulmonaires (Pini et
al.—-1983). L’hypothase que la création de complexes soit a l’origine des
réactions sérologiques faussement négatives, a été émise (Richard-Lenoble
et al.-1978) sans cependant &tre prouvée. Neanmoins, la détection
d’antigeénes parasitaires circulants semblerait la confirmer (Craig &
Nelson—-1984, Gottstein—1984). Mais il n’est actuellement pas démontré que
les individus  faussement- séronégatifs soient tous significativement
porteurs d’antigenes circulants.

- 11 appara’ft'; dans certains cas que la réponse anticorps est
essentiellement constituée d’IgE et/ou d’IgA non précipitantes et non
agglutinantes (Afferni et al.-1984, Huldt et al.1973) difficilement
détectables lors des tests classiques de diagnostic de 1’hydatidose, ce qui

expliguerait en partie l’existence du phénoméne de séronégativite observeé.
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4 — Passage d’immunoglobulines dans le kyste hydatique

La présence d’Igh possédant des déterminants antigénigues identiques a
ceux de 1’hote a été mise en évidence dans les liquides hydatiques de
kystes humains ou animaux (Coltorti & Varela—-Diaz-1972), ainsi que fixées a
la membrare laminée (Varela—-Diaz & Coltorti—-1973, Coltorti &
Varela-Diaz—-1974). La présence d’autres composants sériques tels que
1’albumine, +ut aussi détectée. Bien que lé mécanisme de pénétration soit
encore inconnu, une diffusion de ces molécules a travers les membranes du
kyste semble 8tre 1’hypothése reterue (Varela—Diaz & Coltorti-1972, 1973).
Certains pensent aussi que des macromolécules sont impliquées dans la
synthese méme de la membrane laminée, par un phéroméne d’ interaction entre
la membrane germinative et les tissus de 1’hste (Kilejian & Schwabe-1971).
La membrane laminée semble constituer ure barriére aux cellules du systeme
imunitaire, protégeant ainsi la membrane germinative qui régulerait le
mouvement des macromolécules de 1’hote vers le liquide hydatique (Coltorti
& Varela-Diaz-1974). Le passage de grosses molécules semble difficile ; ce
serait le cas des IgR ou des IgM dont la taille importante génerait la
pénétration (Edwards—-1982). Le role biologique et les implications
immunologiques de la pénétration de macromolécules provenant de 1’hste ont
éte considérées suwrtout quant a leuwr importance dans le phénoméne de
survie du parasite. On peut supposer que les immunoglobulines sont
adsorbées de maniere non spécifique & la surface membranaire du parasite,
ce qui permettrait a ce dernier d’échapper aux défenses du systeme
immunitaire de 1’hate par masquage des antigenes parasitaires. Ces
immunoglobulines peuvent aussi se fixer spécifiquement sur les antigeénes
parasitaires, sans effet néfaste sur la viabilité du kyste ou bloguer

17action du systeme humoral ou cellulaire de 1’hate par un mécanisme
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interactif généré par le parasite en sa faveur (Varela—-Diaz &
Coltorti-1972). Jusgu’ici 1’ignorance du mécanisme de liaison des IgG aux
membrarnes du kyste ainsi que du mode de pénétration des macromolécules n’a
pas permis d’apprécier réellement les conséquences du phénomene, ni d’en
évaluer les possibles répercussions médicales ou  thérapeutiques

(élimination chimique du kyste ou stérilisation).

B — LE DIAGNOSTIC DE L’HYDATIDOSE

L'examan parasitologigue chez 1’homme ou chez tout hsote intermédiaire
est rarement utilisé pour le diagnostic de 1’hydatidose, voire méme
impossible car cette maladie constitue une impasse parasitaire sans voie de
sortie ou d’évacuation naturelle. En général, les médecins utilisent
1’association d’au moins deux technigues de diagnostic dont une analyse
sérologique. lLe dépistage est généralement effectué par radiologie.
Différentes explorations radiologigues peuvent 8tre effectudes, allant de
la radioscopie et radiographie aprés opacification, 1’angiographie, la
scintigraphie. Elles fournissent de multiples renseignements, utiles lors
de 1’établissement d’urne conduite thérapeutique et/ou chirurgicale. Il leur
est toutefois généralement associé une étude biologique et tout
particulierement sérologique afin de confirmer le diagnostic d’hydatidose.
Un grand mnombre de techniques sérologiques -sont disponibles. Nous ne
détaillerons ici que les principales, ainsi que leuwr principe, et leurs

possibles applications.




1 - Réaction d’ immunofluorescence indirecte ( ou Indirect Fluorescent

Antibody Test — IFAT).

C’est un test couwramment utilisé pour des infections parasitaires
comme 1’hydatidose (Ambroise-Thomas—1976, Coudert et al.—-1967, Capron et
al.—-1970). Cette technique permet de mettre en évidence la présence
d’anticorps dirigés contre les antigénes hydatiques par des anticorps
anti-immunoglobulines conjugués & la fluoresceine. Les antigenes les plus
couramment utilisés se présentent sous forme lyophilisée et correspondent a
des protoscolex ou des particules de protoscolex. I1 existe aussi des
préparations d’antigérnes immobilisés sur matrice de cellulose (Gore et
al.-1970) ou sur bille de sépharose (Matogsian et al.—-1978). C’est une
technique trés sensible, ne nécessitant pas de grosses quantiti.és
d’antigenes, positive dans 904 des formes hépatiques et 354 des formes
pulmonaires. Il existe néarmoins des cas de fausse positivité. Ce test est

peu utilisé pour le suivi des patients car la réaction reste positive

longtemps aprés le traitement.
2 - Fixation du complément.

Utilis®e pour la premiére fois par Ghedini—-1906 et Weinberg—1908 dans
1’hydatidose, elle est actuellement réalisée en microplagues. Le ligquide
hydatique lyophilisé est généralement utilisé pour ce test. L’antigéerne est
déposé au fond de chacun des puits de la plague dans lesquels on ajoute le
sérum & tester. Si les anticorps spécifiques sont présents, il se créera
alors des complexes immuns gqui fixeront -le complément introduit dans un
deuxiéme temps. Si le complément n’est pas consommé (pas de réaction

antigene—-anticorps), il lui sera alors possible de lyser les cellules
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indicatrices (érythrocytes) ajoutées au milieu en méme temps gqu’ure dose
subagglutinante d’anticorps. La réaction est positive dans 78% des kystes
hépatigues et 634 des kystes pulmonaires & E.granuloasus. La réaction

s”avere également positive dans les cas de parasitose & E.multilocularis et

de cysticercose mais elle est négative chez les sujets porteurs de Taenia
solium et de T.saginata. On note des réactions croisées avec le
distomatose. Certains auteurs (Matossian et al.—-1978) ont aussi noté urne
fréaquence importante de faux positifs, notamment dans d’autres maladies du
foie. 11 est possible que ce phénoméne soit lié a la présence de facteurs
anti—complément associés a 1’antigerne hydatique. On la considére toutefois
comme une réaction sensible et reproductible. Elle posséde 1’avantage de ne
pas nécessiter de quantité d’antigene hydatiqgue importante. Elle apparait
aussi comme un autil intéressant pour le suivi post-opératoire des malades
(Matossian & Araj—-1975, Lass et al.—-1973).

Par un principe identique, il est possible de rechercher la présence
de complexes immuns au sein des sérums de patients atteints d’hydatidose,
par la méthode de fixation du Clg marqué & 1’iode 125 (Zubler et al.—1976,
Bout et_al.-1977b, Pini et al.-1983). Il semblerait, selon certains auteurs
(Pini et al.-1983), qu’en cas de localisation difficilement détectable par
les techniques sérologiques classiques (comme le kyste du poumon}, le taux
de positivité de ce test serait nettement supérieuwr a celui des autres
méthodes. Ce procédé possede en outre 1’avantage de permettre un suivi
thérapeutique des maiades tant apres chirurgie, qu’apres traitement

chimique.




3 - Réactions d’agglutination

3-1 — Réaction d’agglutination ou de floculation
La réaction d’agglutination décrite par 8Szyfres & Kagan—1963
utilise des particules de latex recouvertes de ligquide hydatique.
L’agglutination des billes sensibilisées se produit lors de la présence
d’anticorps spécifiques au sein des sérums testés. Il n’a pas été montré de
réactions croisées avec d’autres parasitoses. Elle apparait moins sensible
gue le test d’hémagglutination indirecte. Cette technique est tres utile
dans certaines études, notamment épidémiologigues, de par sa spécificité et
sa simplicité d’utilisation. Néammoins, la positivité des titres semble
persister longtemps aprés un traitement efficace du malade, limitant ainsi
son utilisation pour 1le suivi des patients.
Le principe de la réaction de floculation est sensiblement le méme.
On utilise cette fois des particules de bentonite standardisées sur
lesquelles sont adsorbés les antigénes du liquide hydatique. Cette
technique, préalablement décrite par Bozicevich et al.—1931, a été adapteée

a 1’hydatidose par Norman et al.—-1959 et Fischman—1960.

3-2 — Hémagglutination

La technique utilisée pour la premiere fois pour le diagnostic de
1’hydatidose par Garabédian et al.-1957, a été, par la suite, reprise par
de nombreux auteurs et modifiée. Le principe implique 1’adsorption de
1’antigere hydatique sur des érythrocytes traités et leur agglutination par
contact avec des anticorps spécifiques. Le test est actuellement réalisé en
microplagues, et utilise généralement des érythrocytes de mouton traités a
1’acide tannique et sensibilisés avec le ligquide hydatique ovin

(Varela-Diaz et al.—-1975a). C’est une technique simple et sensible, qui
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permet de détecter de faibles quantités d’Igh. Ceci, néanmoins, limite son
utilisation pour le suivi thérapeutigue des malades apreés traitement. 11 a
été noté 1’existence de réactions croisées avec d’autres parasitoses,
particulierement avec la schistosomiase (Matossian et al.-1978, Varela-Diaz
et al.—1975b). L’hémagglutination reste utilisée pour le dépistage de
1’hydatidose, rnotamment dans des études épidémiologiques. La réaction
apparaitt comme positive dans 90% des cas d’hydatidose hépatique et &3% des

localisations pulmonaires.

4 — Réactions de précipitation en gel.

4-1 — Ouchterlony
Cette technique n’est plus gudre utilisée aujourd’hui & des fins
diagnostiques. Elle a permis néanmoins 1’étude des structures antigéniques

des extraits hydatiques (Kagan & Norman—19463a, Biguet et al.-1962).

4-2 — Immunoélectrophorase

Cette réaction est le test de caractérisation de 1’hydatidose le
plus couramment utilisé. Elle fut mise au point par Capron et al.—-1967,
revue en 1970. Certains auteurs ont parfois amené des modifications au
protocole initial (Yarzabal et _al.—-1974, Coltorti & Varela—Diaz-1975,
Varela-Diaz et al.-1973b). Néammoins le principe reste identigue : les
antigéenes hydatiques sont soumis & urne migration électrophorétique en gel
d’ agarose, puis mis en contact avec un sérum qui pénétre par
diffusion. Il se crée alors des arcs de - précipitation, signes d'ure
réaction antigéne-anticorps spécifique. La formation de certaines
précipitines et notamment de 1’arc S (Capron et_al.~-1967) est considérée

comme caractéristique de la maladie. Le test s’ avere positif dans <94%
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des localisations hépatigues et 70% des localisations pulmonaires. Les
anticorps responsables de la formation de 1’arc S d’E.granulosus ont été
décrits par Capron et al.—1967, 1970 comme spécifiques de 1’antigeéne
hydatique (fraction 3) et retrouvés de manigére précoce et constante dans
1’ hydatidose humaine.

Cette réaction hautement spécifique présente néanmoins des réactions
croisées avec d'autres parasitoses, en particulier avec les especes les

plus proches d’E.granulosus, notamment E.multilocularis (Varela-Diaz et

al.-1977b, Yarzabal et__al.-1977a, Rickard et al.-1977), E.vogeli
(Varela-Diaz et _al.—1978) et avec les genres voisins : Taenia hydatigena,
T.ovis et T.solium (Varela—Diaz et al.—1977a, 1978, Yong & Heath-1979,
Conder et al.-1980, Schantz et al.—1980). Des réactions ‘aussement
négatives sont observées (204 des cas), souvent liées a la présence d un
kyste intact ou des localisations particulieres (cervicales, pulmonaires).
Bien que facile a réaliser, cette technigue nécessite de grandes quantites
d’antigeénes et de sérums par rapport aux autres méthodes. Sa sensibilité et
sa speécificité permettent ure large utilisation de ce test pour la
détection de la maladie ainsi que pour le suivi post-opératoire des

patients.

4-3 - Double diffusion en gel d’agarose (DD3)

Ce test nécessite un sérum contrsle monospécifique dirigé contre la
fraction S5 du liquide hydatique. Le sérum testé sera sélectionné sur sa
capaciteé a induire en double diffusion en agarose une réaction d’identiteé
avec 1’arc 5 obtenu par 1’antisérum contrsle. Cette technique mise au point
par Bombardieri et al.-1974 +ut reprise par Coltorti & Varela-Diaz-1978,
puis adaptée en microméthode par Bout et al.-1979. La réaction apparait

aussi sensible et aussi spécifique gque 1’IEP tout en nécessitant moins
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de matériel biologique, que ce soit en quantité d’antigene ou de sérum.
De plus, de par sa facilité d’utilisation, elle apparait comme un outil

intéressant pour la détection de 1’hydatidose humaine en pays d’endémie.
S - Réactions immunoenzymatiques

La réaction d’E.L.I.S5.A. (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) peut
aussi 8tre utilisée pour le diagnostic de 1’hydatidose et s’ inspire de la
technigue de Engvall & Perlman—1972. Elle nécessite au préalable
1’immobilisation des antigéenes hydatiques sur un support tel que tube ou
microplague. Les sérums sont ensuite testés. La présence d’ure réaction
antigéne—anticorps spécifique est révélée & 1’aide d’anti-immunoglobulines
marquees & la péroxidase. Ce test sensible et spécifigue ne nécessite que
de faibles guantités de matériel biologique. I1 permet aussi un dosage
guantitatif. Il est utilisé tant avec le liquide hydatigue total (Bout et
al.-1975, Matossian et al.-1979, Farag et al.—1973), qu’avec des antigenes
pwifiés (Farag et al.—1975). Cette derniere possibilité d’utilisation, de
par sa spécificité en augmente les potentialités diagnostiques (Capron et
al.—-1975, Farag et_al-—-1975, lacona et al.-1980). Des phénoménes de
réactions croisées avec d’autres parasitoses —peuvent se preésenter,
notamment avec 1’échinococcose alvéolaire (Farag et al.—-1975) et Fasciola,
éventualités apparaissant surtout lors de l’utilisation d’antigénes totaux
plutet que de fractions purifiées (c:cxﬁme la fraction 35). Une automatisation

de la technique est réalisable, trés utile en cas d’analyses multiples.



6 — Tests radioimmunologiques

Le test de Radiolmmunofssay (RIA) a aussi été utilisé pow le
diagnostic de 1’hydatidose (Matossian-1981, Musiani et al.-1974, Dessaint
et al.—-1975) Cette technique nécessite 1’immobilisation de 1’antigéne.
Aprés passage des sérums A analyser, 1’existence d’urne réaction positive
est révélée par 1’emploi d’anticorps anti-immurnoglobulines marqués & 1’aide
d’un composé radicactif. Cette méthode obtient des résultats comparables a
ceux des autres principaux tests, tant en sensibilité gqu’en spécificits,
sans cependant offrir de réels avantages supplémentaires. Elle est
réalisable aussi bien avec du liquide hydatigue complet qu’avec des
fractions purifiées (Musiani et al.-1974). Il est aussi possible d’adapter

le procédé en une microméthode (Musiani et al.-1974).

7 - Recherche des Igg

La présence d’un taux élevé d’immunoglobulines de classe E est une
caractéristigue immunologique importante des maladies parasitaires dont
1’hydatidoge fait partie. L’existence d’une réaction de type Arthus ou
d’hypersensibilité retardée de type IV a pu étre mise en évidence dans un
peu plus de la moitié des cas d'hydatidose (Capron _ei.__a_l.-l‘?76). Cette
réaction n’a malheuwreusement que peu d’intérét pour le diagnostic. Par
contre la présence d’IgkE de type anaphylactique a permis les premiers
essais de détection d’IgE dans 1’hydatidose par 1la réaction

d’ hypersensibilité immédiate de Casoni.
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7-1 - Intradermo—réaction de Casoni

Cette  technique, mise au point par Casoni-1911, détecte
1’hypersensibilité immédiate de type anaphylactique (type I de Gell et
Coombs} . Elle met en évidence 1’allergie cutanée par injection
intradermique d’antigéne hydatique. Elle est positive dans 71,3% des cas
d’hydatidose mais on constate de nombreux phénoménes de réactions croisées
avec d’autres parasitoses (notamment d’autres cestodes) rendant le test
ininterprétable. On rote aussi l’existence de cas de faux positifs dis a
une réactivitéd immédiate non spécifique (10 & 18% des cas). Du fait de ces

problémes, le test de Casoni n’est plus gudre utilisé & 1’heure actuelle.

7-2 - Recherche des IgE totales et spécifiques

Environ 70% des malades possédent un taux .d’IgE supérieur a la
normale et cette réponse E apparait 8&tre essentiellement tournée vers la
reconnaissance de la fraction antigénique S du liquide hydatique (Dessaint
et  al.—-19735, Afferni et_al.-1984). La méthode comprend généralement urne
détermination quantitative des IgE totales, ainsi gu’une appréciation
gualitative des IgE anti—fraction 5. O0On utilise fréguemment les techniques
d’ELISA ou de RAST (RadioAllergoSorbent Test). Cette derniére analyse est
basée sur un principe identique a un RIA, si ce n’est 1’utilisation
d’anticorps radiomargués anti-IgE spécifiques. La détection d’IgE
spécifiques est observée dans 59% des cas et ne semble pas &tre soumise a
des variations de sensibilité en fonction de 1la localisation du kyste. De
par sa sensibilité, ce procédé apparait comme une aide appréciable au
diagnostic de 1’hydatidose, surtout dans les cas de séronégativité (Afferni

et al.—1984). Il posséde aussi 1’avantage de pouvoir Btre utilisé pour le
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suivi des patients, aprés chirurgie ou traitement chimique, et pourrait

aussi permettre l’établissement de critéres d’évolutivité de la maladie

(Sainte-Laudy et al.—-1784).

IV ~ DIAGNOSTIC : NECESSITE DE L’OBTENTION D’UN ANTIGENE STANDARDISE

SPECIFIQUE DE L.’HYDATIDOSE.

Le dépistage de maladies parasitaires telles que 1’échinococcose
nécessite de disposer de tests de diagnostic fiables, dont les deux
criteéres majeurs sont la sensibilité et la spécificité. §8i les techniques
actuelles d’ imunodiagnostic de 1’hydatidose bénéficient d’ure sensibiliteé
suffisante, en réalité, aucune d’entre elles n’est vraiment sire quant a sa

spécificité A Echinococcus. C’est dans la difficulté a standardiser les

préparations antigénioues que réside la source des problemes rencontrés.
L’utilisation d antigéres peu caractéerissés, plus ou moins purifiés,
représente la cause principale des erreurs enregistrées. La variabilite des
sources antigénigues, tant géographique gu’animale, ainsi que la présence
de substances contaminantes provenant de 1’hste, engendrent nécessairement
des modifications biochimiques et immunologiques interférant directement
au niveau des tests sérologigues. De plus, 1’analyse des constituants du
liquide hydatigue a permis de mettre en évidence la présence de substances
communes entre E.granulosus et d autres parasites, ainsi qu’avec les
mammiféres—hstes. L’existence de ces communautés expliguent donc les
phénoménes de réactions croisées observées par la plupart des autewrs
lors des tests sérologiques. LU’ensemble de ces évérements concowt &
générer de nombreuses variations responsables des défaillances des tests

d’ immunodiagnostic. Le probléme actuel est donc de parvenir a éliminer ces
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interférences et donc d’établir une standardisation des antigenes
parasitaires. Augmenter la spécificité des techniques de diagnostic
impligue d’ intervenir & plusieurs niveaux. Tout d’abord, il s’agit de
caractériser et d’éliminer les constituants non parasitaires, ou tout
composant exprimant une communauté compléte ou  partielle avec une
substance de 1’hdéte. Il faut ensuite identifier, isoler et produire a
faible colt un ou des antigénes spécifiques du parasite.

C’est vers cet objectif que ce sont naturellement tourrgs la plupart
des travaux récents sur 1’hydatidose. Bien que la présence d’épitopes
communs avec l’héte soit encore relevée (Russi et al.-1974, Ben Ismail et
al.—-1980), la majorité des substances d’origine non parasitaire a pu 8tre
éliminée du liguide hydatigque grace a 1’utilisation des techniques
biochimigues.

Actuellement, le développement des technigques de biologie moleculaire
offre, dans ce contexte, de nouvelles possibilités d’investigation et

d’étude, de par leur spécificité et leur sensibilité. Elles permettent non

seulement d’identifier st de caractériser les produits des geénes, mais

aussi d’étudier et d’analyser la structure du génome parasitaire et son
organisation. Des différences génétiques ont ainsi été mises en évidence

entre les génomes d’E.granulosus et d’E.multilocularis, voire méme entre

les génomes des différentes souches d’E.granulosus (McMarus et al.-—1985,
McMarus & Simpson—1985). Cette approche moléculaire n’est  pas sans
importance diagnostique. En effet, le développement de sondes ADN
spécifigues d’espéce peut permettre 1’identification et la caractérisation,
chez 1’hate définitif, des oeufs d’échinocoques, difficilement
distinguables de ceux des autres ténias. De récents travaux ont permis
1"élaboration de telles sondes rucléiques permettant la différenciation

entre les oeufs d’E.granulosus et de T.saginata ainsi que de 1’espece
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voisine E.multilocularis (Bretagrne et al.—-1990), voire méme

1’identification de souches différentes chez E.gramulosus (Rishi &
McMarus—-1987). Ces sondes pourrait conduire & la mise au point de tests
simples et facilement réalisables ("Southern blot" ou mieux "dot blot") en
vue d’une utilisation diagnostique courante chez 1’hste définitif (Bretagne
et al.-1990).

Mais, la mise au point d’un nouveau test de diagnostic chez 1’hste
intermédiaire‘ (thomme ou animal) nécessite de disposer, pour les tests
sérologiques, de quantités importantes d’antigéenes aux caractéristigues
bien définies et toujours stables, que les modalités actuelles de
préparation des antigenes ne sont pas en mesuwre de fournir. Dans cette
optique, la biologie moléculaire constituse aussi un outil intéressant, de
grande potentialité par sa capacité a permettre la production d’un
polypeptide donn@ en gquantité importante et & faible colt. De récents
travaux réalisés sur 1’échinococcose alvéolaire ont permis 1’identification
et 1’isolement de clomnes synthétisant des polypeptides spécifiques

d’E.multilocularis (Vogel et al.—-1988, Hemmings & McManus-1989).

L’application de ces molécules recombinantes & des tests sérologiques de
type E.L.I.S.A. s’est révélée particuliérement intéressante pour ure
application diagnostique, tant en sengibilité qu’en spécificité (Miller et
al.-1989). Ces résultats encourageants ont incité a entreprendre le
clonage moléculaire des antigénes d’E.granulosus, et en particulier celui
de 1’antigane 5. Cet antigére caractérisé par Capron et al.—1967, 1970,
représente 1’antigéne majeur du liquide hydatique dont les potentialités
diagnostiques sont les plus intéressantes. Trés immunogene, il apparait
8tre majoritairement reconnu par les sérums d’ animaux et de patients.

Cette molécule, invariablement retrouvée dans tous les liquides

hydatiques, quel gque soit 1’animal parasité ou la localisation du kyste
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dans 1’organisme, induit chez 1’héte, une réponse anticorps spécifigue,
observée dans la majoriteé des cas d’ hydatidose. Ce sont cette
immunogénicité et cette absence de variabilité gui lui conferent une
réelle wvaleur diagrnostique. De plus, de récents travaux basés sur
1’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-antigene 5, ont permis non
seulement de caractériser biochimiquement 1la molécule (Di Felice et
al.—-1986), mais encore d identifier sur celle—ci un épitope proteigue
spécifique d'E.granulosus (Chamekh et al.-1990).

C’est dans ce contexte qu’ont été réalisés nos travaux qui ont conduit

a 1’identification et & l’isolement d’un clorne d'E.granulaosus (Egb), a

partir d’ure banque d’ADNc. La caractérisation de ce clone a permis de
mettre en évidence 1’antigénicité de la protéine de fusion correspondante
vis & vis des sérums de patients atteints d’hydatidose, et de 1’anticorps
mornoclonal EG 02 154/12 spécifigue de 1’épitope protéique de 1’antigérne S5

d’ E.granulosus.




RESULTATS - DISCUSSION




I - EXTRACTION D’ARN — TRADUCTION IN VITRO

1 - Traduction in vitro d’ARNm extrait de protoscolex d’E.gramulosus

La technique employée pour 1’extraction d'ARN de protoscolex
d’E.granulosus est ingpirée de celle décrite par Chirgwin et al.-1979,
utilisant 1’ultracentrifugation sur coussin de chlorure de césium aprés

homogénéisation des cellules en milieu dénaturant (thiocyanate de

guanidium 4M). Les protoscolex d' E.granulosus proviennent d’une ponction
d’un kyste hépatique ovin de souche algérienne. Ils sont préparés par
sédimentation puis directement congelés en azote liguide afin d’éviter au
maximum la dégradation enzymatique par les RNases.

Par cette méthode, nous avons obtenu BOO ug d’ARN total a partir d'ure
quantité d’environ lg de parasites.

Afin de tester 1'intégrité de 1’ARN, des essais de traduction in vitro
ont été effectués. Dans un premier temps, nous avons utilisé le lysat de
réticulocytes de lapin connu pouwr son efficacité en modele eucaryote. Afin
de standardiser le systéme avec 1’ARN d’E.granulosus, différents rapports
en ions K+ et Mg2+ ont été testés, variant de 94mM & 225 mM pour les ions
potassium et de 0,67MM a 2,6 mM pour les ions magreésium. Cependant, les
taux d’incorporation de méthionine 338 restaient toujours trés faibles
(au maximum un facteuwr 4 de stimulation) mé8me pour des valeurs optimales
d’ARN (200 ng/ul final), par rapport aux taux obtenus avec 1’ARN témoin,
ARN du virus de la mosaique du tabac (factewr de stimulation variant entre
110 et 1350). La modification de différents facteurs pouvant agir sur le
pourcentage d’incorporation de méthionine (quantité d’acides aminés

froids, quantité d’acide aminé radiocactif) n’a pas apporté d’amélioration
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notable.- Une analyse en gel de polyacrylamide-SDS des produits de
traduction ainsi préparés a été réalisée et n'a visualisé que des
polypeptides de trés faibles masses moléculaires. AU vu de ces résultats,
un autre systéme de traduction in vitro a été sélectionné. La traduction a
été réalisde dans un systéme constitué d’un extrait de germes de blé et
généralement utilisé pour les modéles procaryotes et parfois parasitaires.
Ce modeéle posséde 1’avantage de ne pas contenir d’ions K+ et une
concentration en ions Mg2+ tréas +Faible, permettant ainsi de pouvoir
ajuster le rapport K+/Mg2+ pour chague type d’ARN étudié. Des
concentrations nrnon optimales en ions potassium peuvent induire des
perturbations au niveau de la synthése de la chaine peptidique et amenrer
une terminaison prématurée. C’est pourquoi une standardisation a éte
réalisée afin d’optimiser les résultats avec 1’ARNm de protoscolex.
Différentes concentrations en ions potassium et magnésium ont été testeées
(K+ ¢ 31,5 mM, 65 mM, 158 mM, 220 mM ; Mg2+ : 0,9 mM, 1,5 mM, 1,7 mM). Il
s’'est avéré gue pour ure guantité moyenne de 150ng/ul final d’ARN total,
un rapport de 158 mM de potassium pour 0,9 mM de magnésium (concentrations
finales) est déefini comme optimal et permet d’obtenir les meilleuwrs
rendements de traduction de 1’ARN d’E.granulosus (cf figure 35). Dans ces
conditions, le taux de stimulation d’incorporation de méthionine marquee

au soufre 35 est de 6 pour 1’ARN d' E.granulosus a rapporter au taux de

18,1 pour 1’ARN témoin (ARN messager du virus de la mosaique du tabac ).
Une cindtique réalisée dans ces conditions a permis de définir un temps
optimal de réaction de 60 minutes au terme duguel le taux de synthese
protéique atteint son maximum (résultat non montré).

Les produits de traduction totaux ont été analysés sw gel de
polyacrylamide-8DS, en conditions réductrices (cf figure 6 — bande 1). Le

profil gérméral montre des polypeptides de tailles variant de 100 kDa a
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FIGURE 5 : Traduction in vitro d’ARN d’E.grarulosué en extrait de
germes de blé — Détermination des conditions optimales : K+/Mg2+.

cpm/pl d'extrait ;

36000
8 0,9 mM Mg2+

1 ¢ 1,5mM Mg2+
34000 - B 1,7 mM Mg2+
32000 -
30000 -
28000 - |
26000 +—+—T—r—T—+—7—T—J——1— MMK+
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Dans les conditions optimales (1S8 mM K+ - 0,2 mM Mg2+) le taux de

stimulation d’ incorporation de méthionine marquée au soufre 35 et de @

b6 pour- 1’ARN d’E.granulcsus

18,1 pour 1’ARN témoin
Le taux de stimulation correspond au rapport du taux d incorporation de
1’échantillon considéré sur celui d’un échantillon ne contenant pas d’ARN.
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moins de 18 kDa. Urne bande majeure est remarqueée a 45 kDa. 11 apparait
guw’une partie du matériel marqué par la méthionine 358 ne pénetre pas dans
le gel, probablement gé@né durant sa migration par des molécules de fortes

masses moléculaires.

2 — Immunoprécipitation des produits de traduction in vitro

Avant d’envisager le clonage des antigenes d’E.granulosus, nous avons

vérifié, au sein de 1’ARN extrait, la présence d’ARN messager codant pour
des peptides possédant effectivement des propriétés antigéniques. Pour
cela, les produits de traduction in vitro ont été testés par
immunoprécipitation vis & vis de différents sérums avant d’é8tre soumis a

une électrophorese en gel de polyacrylamide-8DS.

2-1 — Immunoprécipitation par les sérums humains d’infection

Différents sérume de patients atteints d'hydatidose confirmée ont
éteé choisis. Apreés caractérisation par immunoélectrophorése (IEP), trois
types de sérums sont sélectionnés : des sérums de malades possédant entre
3 et 6 arcs en IEP, dont 1’arc 5; des sérums ne reconnaissant que 1’arc 5;
et un autre type de sérum caractérisant 1 arc en IEP qui ne correspond pas
a 1’arc 5. Les sérums du premier groupe reconnaissent des polypeptides de
tailles variant entre moins de 15 kDa et 40 kDa. Les bandes majeures se
situwent & 33, 17,5, 20 et 15,5 kDa (cf figure &6 — bandes 3 et 4). Les
sérums humains spécifigues de 1’arc 5 (groupe 2) immunoprécipitent guant a

eux deux polypeptides de 33 et 20 kDa (fig. 6 — bandes 6 et 7). Le sérum
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FIGURE 6 : Immunoprécipitation des produits de traduction in vitro d’ARN
d’E.granulosus par différents sérums de patients hydatiques et analyse
électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS en conditions réductrices.

1 : Produits de traduction totaux ron immunoprécipités

2 : 8érum humain témoin
et 4 : Sérums de patients infestés par E.granulusus

(IEP : barcs, arc 5+)

S : Sérum de patients hydatiques, IEP : 1 arc, pas d’arc 5

bet 7 : Sérum de patients hydatiques, IEP : 1 arc, arc S+




humain ne répondant pas vis a vis de l’arc 3 en IEP (groupe 3) réagit
faiblement avec des produits de traduction de faibles masses moléculaires
(17,5 kDa et moins), (figuwe 6 —~bande 5). Un sérum humain témoin, analyse
dans les mémes conditions, ne réagit vis & vis d’aucun des produits de
traduction de 1’ARN d’ E.granulosus.

Ces résultats démontrent donc que 1’ARN de protoscolex code pour

certains antigénes d’E.granulosus qui correspondent a des structures

peptidiques reconrues par le systéme immunitaire humain lors d'une.

infestation et dont le clonage moléculaire peut 8tre envisagé.

2-2 -~ Immunoprécipitation a 1’aide de 1’anticorps monoclonal EG 02

154/12, spécifique de 1’antigéne 5.

L’anticorps monoclonal EG 02 154/12 décrit par Chamekh et al.—1990

est dirigé contre 1’antigéene 5 d’'E.granulosus, plus particuliérement

contre un épitope spécifique d’E.granulosus, répétitif et également cible

des sérums de patients. [’observation selon laguelle aucure modification
de reconnaissance de 1’antigéne par 1’anticorps monoclonal n’était induite
par la déglycosylation et par la délipidation était en faveur de la nature
protéigue de 1’épitope et rmous a donc incité a utiliser 1’anticorps
monoclonal EG 02 154/12 pour immunoprécipiter les produits de traduction
in vitro de 1’ARN extrait des protoscolex. Dans les mémes conditions
d’ immunoprécipitation et d’électrophorese que précédemment, 1’anticorps
monoclonal EG 02 154/12 reconnait une molécule de 33 kDa, ainsi que

d’ autres polypeptides de masses moléculaires plus faibles, essentiellement
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FIGURE 7 : Immunoprécipitation des produits de traduction in vitro d’ARN
d’E.granulosus par 1’anticorps monoclonal EBGO2 154/12 et  analyse
électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS en conditions réductrices.
1 : Produits de traduction totaux non immunoprécipités.
2 : Sérum humain témoin.
S et 4: Sérums de patients hydatigues spécifiques de 1’arc S
(IEP : 1 arc = arc 9).
: Anticorps monoclonal EG 02 154/12 spécifique de 1’antigéne S.

S
6 : Ascite témoin (SP20).




situées entre 18 et 14 kDa (cf figure 7 - bandes 5 et 6). Une ascite
témoin testée de manieére identique ne réagit pas vis a vis des produits de
traduction.

I1 apparait ainsi clairement que 1’épitope cible de 1’anticorps
monoclonal est de nature protéigque. Le fait gu’un peptide de 33 kDa soit a
la fois immunoprécipité par 1’ensemble des sérums humains (hormis par ceux
qui ne réagissent pas vis & vis de 1’arc 9) et par 1’anticorps mornoclonal
spécifique dae 1’antigéne 5, suggere que ce polypeptide puisse correspondre
a la partie peptidique de 1’une des sous-unités de 1’antigéne 5, d’ autant
plus que cette cobservation peut &8tre rapprochée des résultats de Chamekh
et al.—1990 montrant la composition de 1’antigene S en deux sous—unités de
37 et 22 kDa, ou encore aux résultats de Shepherd & MdManus—1987 décrivant

‘17antigeéne 3 comme 1’association non covalente de 2 molécules de 38 et 20
kDa.

Considérant 1’ensemble de ces observations, le clonage des antigéenes
d’E.granulosus a été entrepris et a constitué 1’étape suivante de ce

travail.

II — CLONAGE MOLECULAIRE DES ANTIGENES D’ECHINOCOCCUS GRANLAL.OSUS

1 = Construction de la banque d’ADNc.

La technique choisie pour la construction de 1°ADN complémentaire
utilise 1’action de plusieurs enzymes de modification. La transcriptase
reverse (RT) permet la synthése du premier brin de 1’ADN complémentaire de

17 ARN, utilisant comme initiateuwr un oligonucléotide de synthese




(oligodT). La ribonucléase perfore ensuite 1’ARN. Les morceaux restants
serviront d’amorce & 1’ADN polymérase I qui fabrique le second brin de
1’ADN. L’utilisation en phase finale de 1’ADN polymérase T4 permet de
digérer les parties encore simple brin afin de créer des bouts francs.
Une quantité eégale & environ 300 ug d’ARN total d° E.granulosus a été
utilisée pouw la synthese de 1’ADNc selon ce protocole. Urne quantité
estimée a 550 ng d’ADN double brin & bouts francs a pu ainsi 8tre
synthétisée. La moitié seulemaent de cet ADNc a été utilisée pour la
construction de la banque en vecteur phagique.

La banque a été réalisée en vecteur d’expression lambda gtll afin de
pouvoir sélectionrner les clones rvecombinants a 1’aide d’anticorps.
Le site d’insertion est choisi pour permettre 1’expression de la protéire
étrangére sous forme d’une protéine de fusion avec la P—galactosidase
dont la synthese peut Etre induite par adjonction d’ IPTG
(Isopropyl—p—D—ThiogalactDpyranDside). L’ADNc est  intégré dans le site
uniqgue EcoRI du phage gtll qui se situe & 17 intérieur du gére lacZ codant
pour la Pp-galactosidase. Pour cela, des adaptatews de synthese de
séquence 9°-GGAATTCC-3’ sont liés aux extrémités franches de 1’ADNc a
1’aide d’une ligase, permettant ainsi la création de bouts collants EcoRI
et 1’insertion de 1’ADN dans le génome du phage.

Aprés avoir protégé les sites EcoRI internes par méthylation, 17ADNc

d’E.gramulosus est intégré dans le site EcoRI du phage lambda gtil.

Grace aux proprieétés du vecteur Agtlil, les individus génotype parental
peuvent 8tre différenciés des individus recombinants. Les premiers
produisent ure B-galactosidase complete, active, qui peut réagir avec
son substrat (le X-gal : S—bromo—4—chloro—S—indolyl—P—D—galactoside),
creéant ainsi une coloration bleue caractéristique. Les phages

recombinants expriment une P—galactosidase sous forme modifide par sa
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fusion avec un polypeptide étranger. Il s’ensuit pour 1’enzyme, ure perte
de reéactivité et les plages de lyse apparaissent alors sans coloration.
Le titre de la bangue est alors aisément estimé et nous avons pu évaluer
dans notre expérience a environ 1,6.106 le nombre de recombinants obterus
a4 partir d'ure quantité initiale de 225 ng dADNc (éguivalant & 2-3 ug

d’ ARNm estimés).

2 — Sélection des clones

Pouwr tester la réactivité des clones avec les anticorps, la banque est
étalée sur des boites de Pétri a raison de 10000 & 20000 phages par boite.
Urne empreinte de chaque é&talement est réalisée sur une feuille de
nitrocellulose oli sont adsorbées les protéines de fusion induites par
1’IPTG. Les sérums sont mis en contact avec les filtres puis la présence
d’une réaction antigéne—anticorps est révélée par 1’utilisation d’un
deuxiéme  anticorps anti-immunoglobulines humaines margqueé par la
péroxidase. Malgré la sensibilité de la technique, des artéfacts peuvent
apparaitre, responsables de 1’isolement de clones apparemment positifs.
C’est pourquoi un second criblage est généralement réalisé avant la
purification complete des phages sélectionnés.

Cing sérums de patients atteints d"hydatidose confirmée ont été
sélectionnés sur leurs caractéristiques immunoélectrophorétiques (de 3 a 6
arcs en IEP, dont 1’arc 5) et utilisés en mélange afin d’augmenter la
probabilité de réaction avec les différents antigénes exprimés. Lors d’un
premier criblage effectué sur 5.105 phages, 43 clones ont &té repérés.
Afin de confirmer lew positivité, un second criblage a été réalisé. Pour

cela, ure purification partielle a été faite pouwr chacun d’eux et un
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FIGURE 8 : Sélection des clones recombinants. Aprés une premiere
sélection, les clones choisis sont a nouveau testés vis a vis d’un mélange
de sérums de patients hydatiques (IEP : 3 a 6 arcs dont 1’arc 35). Un sérum
humain témoin sert de controle. 13 d’entre eux sont confirmés comme clones
recombinants exprimant une protéine reconnue par des sérums humains
infestés par E.granulosus.




nouveau test a été pratiqué sur les clones isolés. Cette seconde sélection
a permis de confirmer 13 des 43 clones sélectionnés initialement, pour
leur capacité a exprimer une protéine de fusion par les anticorps humains

d’ infection (cf figure 8).

3 - Analyse des clones obternus.

Les treize clones recombinants ont été purifiés puis 1’ADN phagique a
été extrait pour chacun d’entre eux. Aprés digestion par EcoRI, une
analyse électrophorétique en gel d’agarose—TBE a éte rvéalisée, afin de
mettre en évidence les différents inserts (résultats ron montrés). Ure
estimation de leuwrs tailles a été réalisée, révélant un insert de 130 pb
pour le clone 1, de 138 pb pour le clone 2, de 216 pb pour le clome 3 et
de 456 pb pouwr les dix autres. La présence d’inserts de tailles égales
dans 10 cas sur 13, nous a ameng a soupconner l’existence d’une identité
entre ces clones. Des tests d’hybridation ont donc été effectués,
utilisant comme sonde 1’insert de 1’un de ces dix clones, en 1’occourrence
le clone Egb. La technique choisie permet ure analyse des clones
recombinants directement aprés empreinte sur nitrocellulose. lLes
différentes cultures phagiques sont réalisées sur borte de Peétri, chaque
clorne étant individualisé sous forme d’une goutte. Afin d’éviter tout
risgue d’hybridation croisée entre 1°’ADN phagique et 1’insert du clone Egé
extrait a partir du lambda gtll, un sous—clonage du clone Egé (456pb) a
été réalisé antérieuwrement en vecteur M13. La sonde utilisée par la suite
a &té préparée a partir de 1’ADN de 1’ insert 6 d’un clorne M13 recombinant.

La figure 9 montre les résultats de 1’hybridation de cette sonde avec

&8




FIGURE 9 : Test d’hybridation entre les clones recombinants AEg et 1°ADN
de 1’insert du clone Egb. La sonde radiomarguée ADN &6 est testée vis a
vis des 13 clones Agtll sélectionnés par les sérums de patients hydatiques
(1 & 13). Le lambda sauvage (Cl), le lambda gtli (C2) et un clore

exprimant un antigéne de Schistosoma mansoni (C3) ou de Toxoplasma gondii
(C4) ont été utilisés comme contréles.




les 13 clones lambda gtll recombinants sélectionnés par les sérums
humains. Aucun signal n'est mis en évidence vis & vis des clores 1 (130
pby, 2 (138 pb), 3 (216 pb), permettant de penser que ces derniers
possédent des séquences différentes de celle de 1’insert 6. Par contre,
les clones 4 & 13 paraissent s’hybrider avec la sonde considérée suggerant
des séquences similaires. L’utilisation de conditions strictes lors de la
réaction d’hybridation nous renforce dans 1’idée d’une identité entre ces
sequences.

L’existence au sein de la banque non amplifiée d’ADNc d’E.granulosus

de 10 clones identiques sur les 13 initialement sélectionnés par les
sérums de patients, indique nécessairement une grande représentativite du
message au sein de 1’ARN qui a permis la construction de 1’ADNc. En effet,
ces 10 clones constituent en réaliteé les différents représentants d’un

méme message présent dans 1ARN extrait des protoscolex d’E.granulosus.

Das expériences réalisées sur 1’ARN messager n’ont pu mettre en évidence
ni la taille, ni la fréquence de ce message. Neammoins, considérant a la
fois sa grande représentativité dans la banque, ainsi qu les propriéteés
antigénigues de la protéine de fusion correspondante avec les sérums de
patients atteints d’hydatidose, 1’analyse de 1’un de ces 10 clones a éteé
poursuivie. Lles reésultats suivants concernent plus particulierement

17étude du clone ADNc 6 d° E.granulosus (Eg 6 — 456 pb).
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III - ETUDE DU CLONE Eg 6 D’ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

1 — Spécificité parasitaire

L’ADN de 1’insert du clone 6 d’E.granulosus a été préparé afin

d’ obtenir une sonde radiocactive permettant de rechercher au sein du génome
d’ autres organismes des séquences similaires.

Le hareng et le mollusgue Biomphalaria glabrata ont &té choisis comme

témoins négatifs, car suffisamment éloignés dans 1’échelle phylogénigue.
La sonde a été testée vis a vis de 1’ADN de parasites plus ou moins
proches. La figure 10 montre les résultats de cette hybridation. En dehars

d’urne réaction positive avec 1’ADN d’E.gramulosus, aucun signal n’est mis

en évidence contre 1’ADN des té&moins négatifs, ni contre celui des

autres parasites tels gue Toxoplasma gondii (protozoaire), et Schistosoma

mansoni  (trématode). Si aucune homologie ne semble exister entre le clone
Egt et 1°ADN de ces parasites, il ne nous est pourtant pas permis

d’affirmer que la séquence clonée est spécifique d’Echinococcus

granulosus. Urne confirmation serait nécessaire, notamment par hybridation

avec 1°ADN d’E.multilocularis ou d’autres cestodes proches comme le

Taenia.
2 - Béguengage rnucléotidique du clorne Eg 6
Afin de déterminer la séguence mucléotidique de 1’insert d’ADNc du

clonre Eg 6, un sous-—clonage a été effectug en vecteur M13. Un grand

rnombre de vecteurs M13 existent, tous dérivés du MI3 sauvage et qui se
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FIGURE 10
radiomarquée ADNc & est testée par hybridation vis a vis de

: Spécificité parasitaire du clone recombinant Egé. La sonde

divers organismes.
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FIGURE 11 : Sous—clonage du clone Egb en vecteur MI3 avant séquengage
nucléotidiqus.
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dif+férencient les uns des autres par leur ségquence "polylinker"
(ragsemblement de plusieurs sites de restriction enzymatique). Ils sont en
géréral construits par paire, 1’un possédant 1’ordre inverse des sites de
restriction du polylinker de 1’autre. Ceci permet 1’insertion de fragments
d’ADN & terminaisons asymétrigues et favorise le clonage directionnel. Le
sequencage est alors réalisé simultanément sur chacuns des deux brins.
Pour le clone Eg 6, la petite taille de 1’insert (456 pb) n'a pas
nécessité d’envisager la coupure enzymatique de 1’ADN pour effectuer
1’analyse de la séquence. (e clonage directionnel était inutile. L’insert
a été extrait de 1’ADN phagique du vecteur Agtll recombinant par coupure a
1’aide de 1'enzyme de restriction EcoRI. Apreés purification, il a éteé
integré dans le site correspondant du phage MI3 mpl?. L’orientation de
17ingsert lors de cette intégration s’est faite de maniére aléatoire. Il
s’est avéré que, parmi les clones MI3 recombinants obtenus, les deux
orientations de 1’insert étaient représentées, permettant un ségquencage de
chacun des brins complémentaires (voir figure 11). Etant donné que
1’utilisation du séguenceur automatique 3I70A (Applied Biosystem),
permettait alors la lecture d’environ 500 pb par essai, nous avons pu
séquencer 1’insert 6 dans sa totalité en un seul temps. L’analyse a permis
de déterminer une séguence nucléotidique de 456 pb pour le clore &6 (cf
figure 12). Afin de confirmer les lectures, 1’analyse a été effectuse au
moins deux fois, sur chacun des brins complémentaires, en utilisant a
chague essai des matrices provenant de clores M13 recombinants

différents.
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1 GAA TTC GTA GAC ATC AAC ATT GCA TCT AAA GTC GCG GAT GCT TTC CAG AAG

E F v D 1 N I A S K v A D A F Q K 7

52 AAT AAG GAG AAG ATT ACT ACT ACC GAC AAA CTG GGT ACT GCT CTC GAG CAG

N K E K | T T T D K L G T A L E Q 34

103 GTT GCT TCC CAA TCA GAA AAG GCA GCT CCC CAA CTT TCT AAA ATG CTG ACG

) A S [o} S E K A A P Q L S K M L T 51

154 GAA GCT TCT GAT GTC CAT CAG CGT ATG GCC ACT GCC AGA AAG AAT TTC AAT

E A S D v H Q R M A T A R K N F N 68

205 AGT GAG GTT AAT ACC ACC TTC ATT GAA GAT TTG AAA AAC TTC TTG AAC ACC

S E v N T T F 1 E D L K N F L N T 85

256 ACG CTT AGC GAG GCC CAG AAA GCA AAG ACC AAG CTG GAG GAG GTT CGA CTA

T L S 13 A Q K A K T K L E E \' R L 102

307 GAT TTG GAC TCT GAC AAG ACT AAA TTG AAG AAT GCT AAG ACT GCG GAA CAG

D L D s D K T K L K N A K T A E a ne

358 AAG GCC AAG TGG GAG GCC GAG GTG CGA AAA GAC GAA AGT GAC TTC GAT CGA

K A K w E A E v R K D E S D F o] R 136

409 GTG CAC CAA GAA TCT CTT ACT ATC TTT GAG AAG ACT TGC AAA GAA TTC

\ H e} £ S L T I F E K T c K E F 152

FIGURE 12 : 8équence nucléotidique et séquence peptidique correspondante
du clone Egb. les sites EcoRI (soulignés) Ffont partie de la séguence qui
contient 456 pb codant pouwr 152 acides aminés. La masse moléculaire
calculée du peptide est évaluge a 17,3 kDa.




Les résultats ont montré que la séquence des adaptateurs de 17ADNc
nest pas retrouvée, ni a 1’extrémité 3’, ni a 1’extrémité 3I* de la
séquence de 1’insert (cf figure 12). Les sites EcoRI obternus apparaissent
donc comme des sites de vrestriction internes de 1’ADNc, non protégés
durant la réaction de mé&thylation qui précede 1’intégration dans le phage
gtil. De toute évidence, 1’insert Egb ne constitue gu’ure partie interne

du géne codant pour 1’antigéne parasitaire.

3 — Séqguence de la protéine codée par 1’insert Eg 6.

Un seul cadre de lectuwe ouvert est retrouvé suww la séguence
rucléotidique de 1’insert Eg &6 (cf figure 12). Il apparait en phase avec
celui du phage lambda, permettant ainsi 1’expression du polypeptide
correspondant sous la forme voulue d’une protéine de Fusion avec la
P—galactosidase. Ce polypeptide est constitué de 152 acides aminés dont la
masse moléculaire calculée est évaluée a 17,3kDa (cf figure 13).

Une étude théorique de cette séquence protéique est réalisée a 1’aide
du logiciel PC Gere (Genofit). L’analyse de la structure secondaire a
defini une structure majoritairement o-hélicoidale, pour plus de 0% (cf
figure 14).

Des sites potentiels de glycosylation ont été retrouves sur les acides
aminés 72 et B4, ainsi que 5 sites potentiels de phosphorylation, sur les
acides amings 25, 39, 62, 106 et 148 (cf figure 13).

Une prédiction des déterminants antigéniques a été faite selon la
méthode de Hopp- & Woods—1981. Elle a permis de définir 6 zones de forte
antigénicité (de A a F, cf figwe 15), ¢établies selon le profil

d’ hydrophilicité.
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FIGURE 13 :
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FIGURE 14 : Analyse de la structure secondaire de la protéine déduite de
la séquence rnucléotidique du clorne Egé.

1 EFVDINIASKVADAFGKNKEK I TTTDKLGTALEQVASASEKAAPRLSKML_

XXXXXXXXXXXXRXXXXXXXXX——XXXKKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXAXXKXXXXX———XXXKKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

51 TEASDVHARMATARKNFNSEUNT TF IEDLKNFNL. TTLSEARKAKTKLEEV

XXXXXXXXXXRXRXXKIOKKRKK KX = XXX XXXX XX KKK XXX XXXXXXXXX XX
XXXXXXXXXKXXXXHRAKKKKKK X=X XXX XXX XXXXXXXXXXXXXX XX

101 RLDLDSDKTKLKNAK TAERKAKWEAEVRKDESDF DRVHGESL TIFEKTCK
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX XX XXXXXXXXXXXX XXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXAXXXAXXKXRKXXX XXX RRXXKKRXKKXXXXXX XX

131 EBF

XX
XX

X = helice
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FIGURE 15 : Prédiction des déterminants antigéniques présents sur la
protéine déduite de la séquence nucléotidique du clone Egé (152 acides
aminés) par analyse du profil d’hydrophiliciteé.
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30 60 90 120 150

Profil d’hydrophilicité de la séguence peptidique déduite du clone Egé.

Les trois moyennes d’hydrophilicité les plus importantes sont situges aux
points (selon Hopp & Woods—1981)

A: de 1’acide aming 128 a 133 : Arg-Lys—Asp—-Glu-Ser-Asp.

B : de 1’acide aming 126 a 131 : Glu—Val-Arg-Lys-Asp-Glu.

C: de "acide aming& 16 & 21 : Gln—Lys—-Asn—Lys—Glu-Lys.
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La recherche d’homwlogie de séguence avec des molécules deja
caractérisées a été effectuee par consultation des banques de données
Swissprot et NBRF. Aucune homologie significative n’a été retrouvée. Les
scores les plus importants enregistrés (204 d’homologie) ont éeté obtenus
en comparant la séguence protéigue du clone Eg 6 (résidus 10 a 126) avec
la chairne lourde de 1la myosine de lapin du muscle squelettique (résidus

100 a 216) ou du muscle cardiague (résidus 508 a 620).

IV — ANALYSE DE LA PROTEINE DE FUSION DU CLONE Eg 6 (PF &).

1 — Production de la protéine de fusion PFé6

A partir du clone recombinant Agtll-Egé, urne construction lysogénique
a été reéalisée afin de produire la protéine de Ffusion en guantité
suffisante pour permettre une analyse par les sérums. Apres sélection des
colonies Y1089 lysogéenes recombinantes, la culture est effectuge jusqu’a
une densité optique de 0,5 & 600 mm. La production de la protéire de
fusion est induite par addition d’IPTG au miliewu et la culture est
poursuivie a 3I7°C. Cette derniere phase s’est révélée trés delicate pour
les colonies lysogenes recombinante du clone 6. Une lyse compléte se
produisait 20 a 30 minutes apres induction. En géméral, la présence d’ une
mutation ambre (Sam 100) chez le phage permet d’éviter la lyse en fin de
cycle chez les bactéries sup F- comme celles de la souche Y1089.
Néanmoins, le phénoméne de lyse peut se produire en cas de mutation

deficiente ou lors d’une forte accumulation de protéine étrangere dans la
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FIGURE 16 : Caractérisation de la protéine de fusion PF&6. Electrophorése
en gel de polyacrylamide-8DS en conditions réductrices et coloration au
bleu de Coomassie de la protéine recombinante PF6 (fléchée — bande n°2) et
d’un extrait lysogénique d’ure colonie exprimant la B-galactosidase
(fléchée - bande n°1).



bactérie, la rendant ainsi plus ¥fragile. Les cultwes lysogénigues ont
donc toutes été limitées a 20 minutes apres induction afin d’eviter la
lyse et les phénoménes de protéolyse sur la protéine de fusion.

Des extraits bruts ont été préparés dans ces conditions et analyses
par électrophorése en conditions réductrices en gel de polyacrylamide—SDS.
La figwe 16 montre les profils obternus aprés coloration du gél au bleu de
Coomassie. La bande 1 met en évidence la E—galactosidase au sein d’un
extrait lysogénique de phages Agtll sans insert, préparé et analysé dans
le méme temps. La protéine de fusion FP& (figure 16 - bande 2) agpparait a
une masse moléculaire relative de 133 kDa. Ce poids correspond
effectivement & 1’association de la B—galactosidase avec un polypeptide de

152 acides aminés.

2 - Reconnaissance de PF 6 par les sérums humains

Une analyse de la reconnaissance de PF6 par des sérums de patients a
eté raalisée. Pour cela, un extrait lysogénigue contenant la protéine de
fusion est soumis & une électrophorése en gel de polyacrylamide-8DS en
conditions réductrices avant transfert sur feuille de nitrocellulose.
Différents 'sérums de patients atteints d’hydatidose sont testés vis a vis
de cette préparation. Les sérums sont préalablement analysés par
immunoélectrophorase et caractérisent tous 1’arc 3. Sur les 12 sérums
humains d’ infestation par E.granulosus, 11 reconnaissent avec des
intensités variables, la molécule de 133 kDa correspondant a PF6 (cf
figwe 17). Testés vis & vis de la méme préparation lysogénique, des

sérums de patients infestés par E.multilocularis reconnaissent aussi la

protéine clonée mais de maniére moins marquée (cf figure 17).
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FIGURE 17 : Etude de la reconnaissance de la protéine de fusion PF6& par
des sérums de patients infestés par E.granulosus (Eg) ou par
E.multilocularis (Em) apres électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS
(conditions réductrices) et transfert sur feuille de nitrocellulose.

mmmh




L'échinococcose alvénlaire a été confirmée chez tous ces patients.
Analysés en 1EP, ces sérums réagissent avec les antigenes d’E.granulosus
en créant de 1 a plusiews arcs de précipitation, dont, notamment, 1’arc
s.

A titre de controle, des sérums humains atteints par d autres
parasitoses sont testés dans les m8mes conditions (cf figure 18). Les
résultats montrent une trés faible recomnaissance de la molécule clonée

par 1 des 2 sérums anti—Fasciola hepatica (figure 18 — bandes 2 et 3)

ainsi que par 2 sé&rums anti—Schistosoma mansoni (figure 18 - bandes 4 et

3). Dautre part, des sérums d’infestation par d’autres cestodes (Taenia
saginata) réagissent variablement vis a vis de la protéine PF6. Sur les 4
sérums testés, deux la reconnaissent faiblement et un seul d’un maniere
plus intense (figure 18 - bandes 6 a 9).

Des incubations contrgcles ont été réalisées dans les mBmes conditions
afin de tester la réactivité de ces sérums vis a vis de la p-galactosidase
et d’un extrait brut d’E.coli de souche Y108%9. La P—galactosidase n’a pas
été reconnue par les sérums, ni aucune molécule de méme poids moléculaire

que PF6 parmi les composants du lysat bactérien.

D’aprés ces résultats, les sérums de patients atteints d’hydatidose
reconnaissent de maniére significative la protéine de fusion mettant en
évidence la présence sur cette molécule de déterminants antigéniques
cibles du systéeme immunitaire humain lors d’ure infestation par

E.gramulosus. La présence sur la molécule clonée de déterminants

antigéniques communs a d’autres parasites proches peut expliquer la
reconnaissance par des sérums de patients atteints d’autres parasitoses.

Néarmoins, 17intérét diagnostic de la protéine recombinante nen est pas
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FIGURE 18 : Etude de la reconnaissance de la protéine de fusion PF6 par
différents sérums de patients atteints de distomatose, de bilharziocse et
de cysticercose. L’analyse est réalisée apres électrophorese en gel de
polyacrylamide-8DS (conditions réductrices) et transfert sur +feuille de

nitrocellulose.

1 ¢ Sérum humain témoin.
2et 3 : Sérums de patients infestés par Fasciola hepatica.
4 et 5 Sérums de patients infestés par Schistosoma mansoni.

6, 7, 8, et @ Sérums de patients infestés par Taenia saginata.




dimirué. La présence d’épitopes communs n’exclut nullement la possibilite
de 1’existence d’un déterminant antigénique spécifique d’Echinococcus,

voire méme d’Echinococcus gramulosus.

Au cours de cette expérience, une dégradation protéolytique de la
molécule recombinante s’est produite malgré 1’utilisation d’inhibiteurs
de protéases. lLes produits de dégradation ont eégalement été mis en
évidence par les sérums testés comme en témoigne 1la reconnaissance de
bandes de poids moléculaires inférieurs & la protéine de 133 kDa, plus
particulierement aux masses moléculaires relatives de 104 et 81 kDa. Ce
phénoméne couramment observé lors de clonage en vecteur lambda, pourrait
8tre di, dans ce cas particulier a un artéfact au cours de la phase de
production de PF6, induisant une lyse rapide des bactéries et urne
degradation enzymatique. Ure préparation réalisée ultérieurement n’a pas
rencontrée les mémes problemes lors de la culture des bactéries lysogenes
recombinantes (provenant de la mBme souche). L’extrait brut obternu n’a
montré aucun phénoméne de protéolyse de la protéine clonée (M.Chamekh,

communication personnelle).

3 — Reconnaissance de PFé6 par 1’anticorps monoclonal EG 02 154/12.

Considérant les résultats obtenus lors de 1’analyse par

immunoprécipitation des produits de traduction d"ARN d’E.granulosus a

1’aide de 1’anticorps monoclonal EG 02 154/12, 1la réactivité de la
molécule clonée a été testée vis a vis de cet anticorps monoclonal
spécifique de 1’antigéne 5 d’E.granulosus. L’expérience a été réalisée

avec la m8me préparation lysogénique et dans les m8mes conditions que pour
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les anticorps humains. La figure 192 (ligne 3) montre la reconnaissance de
la molécule de 133 kDa par les anticorps EG 02 154/12. Comme précédemment,
lors de 1’analyse de la reconnaissance par les sérums humains, des
molécules de 104 et 81 kDa, produits de dégradation majeurs de PF6, sont
aussi révélées par 1’anticorps monoclonal, complémentairement & celle de
133 kDa.

Une ascite myélomateuse SP20 a été utilisée comme témoin (Figure 19 -
bande 3). Les anticorps spécifiques de 1’antigéne S EG 02 154/12 étant de
classe Gl1, des anticorps monoclonaux de méme classe ont été analysés comme
controle (figure 19 — bandes 1 et 2). Aucun de ces témoins ne reconnait ni
la molécule clonge de 133 kDa, ni les produits de dégradation aux poids
moléculaires de 104 et 81 kDa.

La spécificité de 1’anticorps monoclonal EG 02 154/12 a été définie

comme restreinte a un épitope spécifique d’E.granulosus. 11 apparait donc

gu’en dehors des déterminants antigéniques communs & d’autres parasites,
FP& possede aussi 1’épitope cible du monoclonal. D’aprés les résultats de
M.Chamekh—1990, ce déterminant antigénique apparaissait spécifique de
1’antigene 5 et semblait 8tre lié, wvoire identique, a celui reconnu par
les sérums humains spécifiques de 1’arc 5. Il semble donc quune
corrélation puisse 8tre établie entre 1’arc 5 et la protéine recombinante.
Cependant, si les sérums humains anti-E.granulosus testés précédemment vis
a vis de PF6 caractérisent tous 1’arc S en IEP, nos résultats
n"établissent pas clairement la liaison entre la réponse humaine
gpécifique de 1’antigene S et la reconnaissance de la protéire clonde. Une
sélection des anticorps humains gpécifiques de PF6 a donc été réalisdée
afin de mettre en évidence la corrélation entre la présence d’anticorps
spécifiques de 1’arc 5 et la reconnaissance de la fraction antigénique

clorée.
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FIGURE 19 : Reconnaissance de la protéine de fusion PF& par 1’anticorps
monoclonal EGO2 154/12. L’analyse est réalisée apres électrophorése en
gel de polyacrylamide-SDS en conditions réductrices et transfert sur
fauille de nitrocellulose.

1 : Anticorps monoclonal anti-Toxoplasma gondii (sous—classe G1).
2 Cellules myélomateuses SP20.
3 Anticorps monoclonal anti-Trypanosoma cruzi (sous-classe G1).
4 : Anticorps monoclonal anti-E.granulosus EBGO2 154/12
5

(sous—-classe Gl).
: Anticorps humains sélectionnés suwr le clome recombinant Egé
exprimant la protéire de fusion PF6.




4 — Sélection d’anticorps humains sur le clone 6.

Des sérums de patients infestés par E.granulosus, réagissant fortement
contre la molécule clonée PF6, ont été choisis pour réaliser une sélection
d’anticorps spécifiques au clone 6. Ces sérums sont caractérisés en
immunoélectrophoreése et reconnaissent au moins 4 arcs, dont 1’arc 5. Les
clones Agtll recombinants pour le clone 6 sont cultivés sur botte de Pétri
jusqu’a confluence. La practuction de la protéine de fusion est induite par
le dépot d’un Filtre de nitrocellulose imbibé d’IPTG. Les sérums sont
directement incubés avec les Filtres sur lesquels est adsorbée la
protéine recombinante. Apreés lavages, les anticorps spécifiques de FP6
sont élués.

Afin de wvérifier leuw spécificité pouw la molécule clonée, les
anticorps sont testés vis & vis des préparations lysogénigues analysées
précédemment par les sérums humains et le monoclonal. La protéime de
133kDa est mise en évidence par les anticorps sélectionnés sur le clore
Egb, tout comme des bandes de masse moléculaires infériewes (104 et 81
kDa), ({(cf figure 19, bande 6). La reconnaissance de ces deux derniéres
molécules, complémentairement a FP6 confirme 1’existence d’un phénomene de
dégradation protéolytique dans les extraits lysogéniques testés
précédamment.

Ces anticorps humains spécifiques de PF6 sont ensuite incubés avec les
antigeénes totaux du liquide hydatique préalablement soumis & une
électrophoréase en gel de polyacrylamide—-SDS, en conditions réductrices, et
transférés sw  feuille de nitrocellulose. La révélation d’ure bande au
poids moléculaire de 37 kDa (cf figure 20B — bande 2) identifie 1’antigene

natif parmi les composants du liguide hydatique.



FIGURE 20
patient hydatique spécifique de 1’antigene S
humains sélectionnés sur le clone recombinant Egé
réalisée apres électrophorese en gel
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Testé dans les mémes conditions de réaction, un sérum humain
spécifique de 1’arc S (IEP : uwn arc = arc 3) identifie au sein des mémes
antigénes urne molécule de mBme masse moléculaire (figure 20A — bande 2).

AU cours de cette expérience, une sélection d’anticorps contrcle a éteé
réalisée & partir des mémes sérums humains sur un clone lambda gtll sans
insert. Aucure interaction n’a été ervegistrée, ni contre la molécule
clonée, ni contre les antigénes hydatiques (cf figure 20B - bande 1).

Lors de cette expérience, les sérums humains spécifiques de 1’arc 5,
testés vis a vis des constituants du liquide hydatique, mettent en
évidence une des sous-unités de 1’antigéne 5 au poids moléculaire de 37
kDa. Le fait gue les anticorps humains sélectionnés sur la molécule clonée
reconnaissent au sein des antigénes hydatiques une molécule de méme masse
moléculaire, semble confirmer 1”hypothése de 1’existence d'urne relation
entre 1’antigene 3 et PF6. Il ne nous est cependant pas permis d’affirmer
que la protéine recombinante représente la partie clonée d’ure des
sous—unités de 1’antigéene 5. Seule la comparaison des séguences protéiques
de 1’antigéne 5 natif et du produit du geéne complet correspondant a la
partie clonée en Egb, permettrait de confirmer cette identité. Neammoins,
si 1’on rapproche ces vrésultats de ceux obterus lors des tests
d’ immunoprécipitation des produits de  traduction in vitro d’ARN
d’'E.granulosus, de fortes présomptions demeurent quant a la relation

existant entre 1’antigene 5 et le polypeptide cloné.
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CONCLUSION
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L’ensemble des technigues d’immunodiagnostic de 1’hydatidose vise a
mettre en évidence 1’existence, au séin des sérums de patients, d’anticorps
dirigés contre les constituants parasitaires. Parmi les antigénes
échinococciques, 1’antigéne S représente le composant majeur du ligquide
hydatique contre lequel la réponse immunitaire est principalement dirigee
(Capron et_al.—-1967). Parmi ces techniques, 1’ immunoélectrophorese reste le
test le plus couramment pratiqué pour la détection des anticorps
anti—-antigéne S et la présence de 1’arc S5 constitue le critére le plus
important pour le diagnostic de la maladie (Capron et al.-1970, Wattre et
al.-1980).

L.’ analyse moléculaire de cet antigérne a permis d’ identifier celui-ci
comme une lipoprotéine aux propriétés antigénigues intéressantes mais
complexes. Ce composé généralement décrit comme une molécule de 60 kDa
(Oriol et al.-1971, Bout et al.-1974), se 'dissocie, en conditions
réductrices, en deux sous-unités de 37 et 22 kDa (Di Felice et
al.—-1986, Chamekh et al.-1989). Bien que gérnéralement considéré comme

spécifique d’E.granulosus, 1’antigene 5 peut présenter des réactions

croisées avec des especes proches comme E.multilocularis (Yarzabal et

al.-1977, Varela—-Diaz et al.-1977b) ou  avec d’autres helminthes
(Marela—-Diaz et al.-1977a, 1978, Yong & Heath—1979, Conder et al.-1980,
Schantz et al.—-1980, Shepherd & Mc Marnus—1987). Il semblerait cependant que
ce type de phénomérne soit di, en grande partie, a la présence d’ épitopes
phosphoryl choline (Shepherd & Mc Manus—-1987).

La présence de structures moléculaires communes entre parasites, ainsi
que de composants provenant de 1’hote au sein des antigénes hydatigues
améne parfois une fausse positivité des tests d’immunodiagnostic. Les

conséquences thérapeutiques d’un tel phénoméne sont trop importantes pour

que ce probleme soit négligé. Une standardisation des préparations
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antigéniques utilisées pour le sérodiagnostic de 1’hydatidose s’ impose
donc. De nombreux travaux sont menés dans cette optigue depuis plusieurs
années. De mouvelles stratégies sont e&laborées, profitant, a la fois, de
1’acquis des études antériewes et des potentialités des nouvelles
technigues.

Les recherches sur 1’hydatidose ont bénéficié, comme tant d’autres
domaines, de 1’apport des travaux menés en immunologie. Des anticorps
monoclonaux diriges contre les antigénes du liquide hydatique ont été
produits dans notre laboratoire. L’un d’entre eux, EG 02 154/12, a é&té

sélectionné sur sa spécificité pour 1’antigene S d’E.granulosus. GSa

caractérisation par Chamekh et al.-1990 a permis de définir la nature
protéique de 1’épitope mis en jeu, épitope porté par 1’antigéne 5 et
apparaissant identigue ou tout au moins lié au{x) déterminant(s)
antigénigue(s) reconnu.(s) par les sérums de patients infestés par

E.granulosus. L”importance de 1’immunogénicité de 1’antigéene 5 dans

1’infection humaine suggérait donc une participation des structures
moléculaires reconnues par 1l’anticorps mornoclonal, a 1’amélioration des
processus de détection sérologique de 1’hydatidose.

Dans ce contexte, les capacités technologiques de la biologie
moléculaire s’averaient particuliérement intéressantes pour exploiter les
propriétés immunologigques de la fraction protéigue de 1’antigene 5. Nous
avons donc entrepris le clonage et le séquengage de cet antigere et plus
particulierement de la portion protéigue reconnue par l’anticorps
monoclonal EG 02 134/12. A partir de 1’ARN extrait des protoscolex

d’ E.granulosus, ure bangue d’ADNc a été construite en vecteur d’expression

lambda gtll. Le criblage a été réalisé & 17aide d’anticorps humains
d’infection et 13 clones ont été sélectionnés. Dix de ces clornes se sont

avereés 8tre les différents représentants du m8me ADNc. L’un de ceux—ci
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(Egb) a été plus particulierement etudieé, d’une part pour la grande
représentativité de 1’insert au sein de 1’ADNc, et d autre part pour ses
propriétés antigéniques vis 3 vis des sérums d’ infection. L’ADN inséré est
constitug de 456 pb codant pour une chaine polypeptidique de 132 acides
aminés, essentiellement de structure conformationnelle a —-hélicoidale. La
nature de l’antigéne correspondant n’a pas pu 8tre définie par la recherche
d’homologies avec d’autres molécules déja caractérisées présentées dans les
banques de données actuelles, ni par comparaison avec les séquences des

autres protéines clonées chez E.grarnulosus présentées dans des travaux

récents (Lightowlers et al.—-1989, Shepherd et al.—-1991). Ure étude des
caractéristiques antigéniques de la protéine de fusion synthétisée par le
clone Egb (PF6) a été entreprise afin de définir le potentiel immunologique
de la molécule recombinante. L’identification de PF6 par les sérums de
patients atteints d’ hydatidose confirmée constitue une des caractéristiques
du clone Egb. Mais c’est surtout dans la reconnaissance par 1’anticorps
monoclonal EG 02 134/12 que réside 1’originalité de ce recombinant. La
molécule clonée apparait ron seulement porter un ou des déterminants

antigéniques cibles du systéme immunitaire humain lors d’une infestation

par E.granulosus, mais aussi posséder un épitope spécifique d’E.granulosus.
Sachant que cet épitope est présent sur l’éntigéne S et que les anticorps
testés (sérums  humains d’infection et anticorps monocionaux)
immunoprécipitent ce m8me antigene parmi les constituants du liguide
hydatique (Chamekh et al.-1990), il semble donc qu’un lien puisse 8tre
établi entre 1’antigéne S5 et le polypeptide cloné. De plus, il ressort des
expériences de sélection d’anticorps sur la protéine de fusion, que les
immunoglobulines humaines spécifigques de PF&6 reconnaissent en
immunotransfert une des sous—unités de 37 kDa de 1’antigene S. La

connaissance de la composition en amino—acides de la fraction protéique de
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la sous—unité de 37 kDa de 1’antigene 3 nous manque pour prouver, sans
équivogque, 1’identité de la molécule correspondant a la partie clonge. Il
n’en reste pas moins que la protéine recombinante possede un ou plusieurs
épitopes portés par 1’antigéne 5 natif, reconnus par les sérums de patients
hydatiques et liés & la reconnaissance de 1’antigéne 5 par le monoclonal
spécifique d’E.granulosus (Chamekh et al.-1990).

Il semble cependant que 1’utilisation de PF& sous une forme
recombinante apparaisse limitée dans une application diagnostique. Bien que
des travaux récents aient mentionné avec succeés 1’utilisation de protéires
parasitaires clonges dans des tests de type E.L.I.5.A. pouw le
sérodiagnostic de 1’échinococcose (Miller et al.-1989, Hemmings &
McMarus-1921), il apparait difficile d’utiliser PF6 dans un systeme
identique du +fait de la présence de déterminants antigéniques communs a
d’ autres parasites proches, mise en d&vidence lors des tests de
reconnaissance de la protéine de fusion par des sérums de patients atteints
par diverses parasitoses. Dans ce contexte, il apparailt donc récessaire

de caractériser le ou les épitopes spécifigues d’E.granulosus présent sur

la protéine de fusion. Ceci implique d’entreprendre 1’analyse épitopique de
PF&. Pour ce Faire, et au vu des résultats précédents, l’utilisation de
peptides de synthése semble la technigue la mieux adaptée. La taille
relativement faible du polypeptide cloné constitue, pour ce type d’analyse,
un avantage non négligeable. Cette stratégie peptidique apparait, pour le
cas considéreé, particulierement intéressante pour définir la  structure
moléculaire de L1’épitope réagissant avec 1’anticorps monoclonal EG 02
154/12 et avec les sérums de patients hydatiques, d’autant que nous
disposons d’un outil supplémentaire d’investigation qui pourrait constituer

un atout important dans la caractérisation de cet épitope.
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En effet, un second criblage réalisé sur une partie amplifiée de la
banque initiale a permis d’identifier wn nouveau clone recombinant (Egl4)
a4 1’aide d’un mélange de sérums de patients hydatiques. La protéine de
fusion correspondante (PF14) est apparue posséder les mémes propriétés
antigéniques que PF6 vis a vis de 1’anticorps monoclonal EG 02 134/12. La
détermination de la séguence rucléotidique de 1’ADN a mis en évidence un
insert de 137 pb. Un cadre de lecture a été trouveé en phase avec le
vecteur phagique, ouvert sur 111 pb. La séguence peptidique correspondante
se compose de 37 acides aminés et est présentée page 98. Ce polypeptide de
tres petite taille (4,3 kDa) constitue un élément nouveau exploitable dans
le cadre d’une recherche épitopique. L’intérdt réside dans la possibilite
de pouvoir rechercher au sein des deux chaines peptidiques (PF6 et PF14)
une homologie moléculaire pouvant posséder des propriétés antigéniques. Ure
comparaison linéaire des deux polypeptides a permis de définir une.partie
partiellement commune aux deux séguences d’acides aminés (cf page 98).
Cette portion de 1la protéine de +usion PF&6 a éteé définie par analyse du
profil d’hydrophilicité comme une zone potentiellement antigénique. Elle
correspond aux sections E, D et F présentées sur la figure 15. A partir de
cette analyse préliminaire, 1’étude épitopique de PF6 se trouve faciliteée.
Mais, il ne Faut cependant pas exclure la possibilité d’un phénoméne
conformationnel dans la reconnaissance antigénique. D’aprés les résultats
de Chamekh et al.—1990, 1’identification de 1’antigene 5 par 1’anticorps
monoclonal semble 8tre 1lié & la présence de ponts disulfure sur la
molécule. D’autre part, la structure méme des deux polypeptides clonés
(majoritairement a-hélicoidale dans les deux cas), mous incite a ne pas
négliger cette éventualité., L’épitope peut se définir sur les deux
molécules recombinantes de maniére conformationnelle plutot que linaire.

Une analyse informatigue plus poussée pourrait faciliter la comparaison des
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FIGURE 21 : Séquences protéiques déduites de 1’ADN des clones Egb et
Egl4 et comparaison lindaire. Les identités sont encadrées. L’#
indique une identité par groupe d’acides aminés (HKR), (LIWM),

(AGST), (YFM), (DEGN), (P) et (D).
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deux antigenes et limiter ainsi 1’étude épitopique & 1la synthese de
guelques peptides, définis par ce procédeé, comme potentiellemnt
antigéniques. L’analyse peptidigue de la protéine de +fusion PF6 bénéficie
d’un avantage considérable en la connaissance de la séquence peptidique de
la protéine de fusion PFi4. L’orientation du travail s’effectuera de
maniere a déterminer les caractéristiques antigéniques des différents
peptides et d’en évaluer les possibles applications diagnostiques.

Mais il ne faut pas non plus écarter 1’aspect fondamental. Bien que
trés étudié, la nature et le rsle biologique de 1’antigéerne 5 chez

Echinococcus n’ont toujours pas été définis. Une recherche du gérne complet

& 1’aide de 1’insert du clone Egb faciliterait 1la caractérisation
biochimique et biologique de la molécule. La connaissance du rocle
fonctionnel de 1’antigere S chez la larve pouwrrait alors déboucher sur de
nouvel les stratégies, tant dans le domaine thérapeutique que vaccinal. En
effet, les propriétés immunogéniques de l’antigene S5 le définissent, parmi
les antigénes hydatigues, comme la cible majeure du systéme imsunitaire,
dont les potentialités protectrices doivent 8tre évaluées. Une étude
pourrait 8tre envisagée, par des tests d’ immunisation , dans un premier
temps, a l’aide de la protéirme clonge. L’analyse du role biologique et
immunologique de 1’antigene par le biais d'une étude a 1’aide de la
molécule clonée pourrait s’avérer particuliérement intékessante, tant du
point de wue strictement fondamental, que du domaine de la recherche
appliques.

La caractérisation de clones recombinants synthétisant des antigenes
echinococciques  constitue la base d’une nouvelle étude dont le
développement ouvrira de nouvelles voies d’ investigation. L’identification
de l’épitope reconmu & la fois par des sérums humains d’ infection et par

17anticorps monoclonal EG 02 154/12, identifié sur la protéirne de fusion
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PF6, représente assurément un des éléments primordiaux du développement des
techniques d’ immunodiagnostic de 1’hydatidose. Les conséquences et les
applications de ce travail concernent tout & 1la +fois les domaines
diagnostiques et thérapeutigues. Par ailleurs, il ne faut pas oublier que
la participation de ce travail aux recherches menées sur 1’hydatidose
possede, en dehors du contexte médical lui-m8me treés étendu, des

implications vétérinaires dont 1’ impact économigque s’avére considérable.

100




MATERIEL ET METHODES




I - MATERIEL BIOLOGIGUE

A — PREPARATION DES ANTIGENES PARASITAIRES

Les kystes hydatiques sont prélevés en abattoir chez le mouton (poumon
ou foie). Le liquide hydatique est ponctionné aseptiquement. Les fractions
sont groupées puis centrifugées a 40000g pendant 1 heure. Le surnageant
est repris puis dialysé contre 100 fois son volume d’eau distillée,
pendant 48 heuwres. Apreés lyophilisation, il est utilisé comme source
d’ antigeénes.

lLes protoscolex sont préparés par décantation du ligquide hydatigue
fraichement ponctionné. Le culot de sédimentation est repris, lavé
plusiews fois avec du liguide physinlogigue. Les scolex sont a chague
fois récupérés apreés sédimentation. Ils sont ensuite directement congelés

en azote liguide dans un volume minimal.

B — SOURCES D’ANTICORPS

1 - LES SERUMS HUMAINS

Les serums  humains proviennent majoritairement du service de
diagnostic de 1’ Institut Pasteuwr de Lille. 1Ils ont été soumis aux tests
classiques de détection de 1’échinococcose, 1’7 immuncélectrophorese en
double diffusion (IEP) et 1’hémagglutination. Ils sont caractérisés vis a

vis d’Echinococcus granulosus et d’E.multilocularis. La présence de 17arc

5 est déterminante pour le diagnostic.
Des sérums provenant du Niger ont été +fournis par le Dr Audoin
(Médecine militaire, Niamey — Niger).

les sérums d’ infection a Taenia saginata ont été donnés par

1’infirmerie de 1’hapital militaire de Lille.
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2 — ANTICORPS MONOCLONAL EG 02 134/12

La préparation des hybrides et des anticorps dirigés contre les
antigénes hydatiques est réalisée selon un protocole décrit par Chamekh et
al - 1990. Les anticorps monoclonaux EG 02 154/12, spécifiques de

17antigene 3 ont éteé préparés et gracieusement fournis par M. Chamekh.

IT - TECHNIQUES SE RAPPORTANT A L’ANALYSE DES PROTEINES

A — ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE DE SODIUM
DODECYL SBULFATE (SDS-PAGE).

| "électrophorese est reéalisée selon les conditions décrites par
Laemmli — 1970. Des gels de 1,5 mm d’ épaisseur sont utilisés. Les
molécules sont séparées en gel de 7,54 ou de 134 selon le type d analyse
(acrylamide 13%4, bisacrylamide 0,35%4, Tris-HCl1 375mM pHB,8, S80S O,1%),
apres une concentration en gel de 34 ou 4 (acrylamide 5%, bisacrylamide
0,13%, Tris—HCl 125mM pH&,8, SDS 0,1%). Les échantillons sont préparés en
tampon Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, B8DS 2%, saccharose 104, bleu de
bromophénol 0,005%, avec ajout de 9% de Z2-mercaptoéthanol quand 1’analyse
doit 8tre réalisée en conditions réductrices. Les témoins de masse
moleéculaire (BRL) sont analysés dans les mémes conditions. Le tampon
d’électrode se constitue de Tris—HC1 25 =M, 8DS O0,1%, glycine 0,19 M,
pendant environ 16 heures a 7 mA.

Les gels peuvent 8tre colorés par une solution de méthanol-acide
acétique (50%-10%) a laguelle on ajoute du bleu de Coomassie (0,0853%4). La

coloration s’etfectue & température ambiante, sous agitation, pendant une
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durée d environ 2 heures. Ils sont ensuite plongés dans une solution de
décoloration (méthanol-acide acétigue, 20%-8%4) Jjusgu’a une visualisatian
nette des protéines colorées.

Pour obtenir ure autoradiographie, les gels sont séchés sous vide
(sécheur LKB) puis mis en contact avec un +ilm autoradiographique Kodak
X-Omat AR ou B8ta Max (Eastman Kodak Co, USA) avec ou sans écran
renforgateur selon le type de rayonnement (Lightning Plus - Dupont de

Nemours, France) et déposeés & -70°C.

B — IMMUNOPRECIPITATION

L7 immunoprécipitation est réalisée selon la technique décrite par
Dissous et al.—-1981. Les antigernes sont placés en tampon d’adsorption TNEN
(Tris—HC1 10mM-pH7,4, NaCl 150mM, EDTA 2mM, Nonidet P40 0,1%) lorsgu’il
s’agit de produits de traduction. 11 faut compter 200 a S00000 cpm de
produits de traduction marqués & la méthionine 335 par test. L’ immunsérum
est ajouté & chague préparation (environ 20ul) puis 1l’ensemble est incube
a 4°C durant 18 heures, sous agitation constante. Urne guantité éguivalente
a 10mg (poids sec) de protéine A-sépharose (CL 4B, Pharmacia, Suede) est
ajoutée a chague échantillon, aprés équilibration dans le méme tampon. Les
tubes sont placés sous agitation durant 2 bheuwres & température ambiante.
Dix lavages sont ensuite effectués en tampon d’adsorption. Le dernier
lavage est réaliseé en tampon Tris—HCI SoM-pH7,4, NaCl 150mM. Les
complexes immuns sont élués par 40ul de Tris-HC1 62,5mM-pH6,8, 8SDS 3%,
saccharose 10%, a 100°C pendant 3 minutes puis déposés suwr gel de

polyacrylamide—-80S.
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C — TRANSFERT ELECTROPHORETIQUE SUR FRUILLE DE NITROCELLWAOSE
("WESTERN -BLOTTING") ET REVELATION A L’AIDE D’ANTICORPS MARQUES
(" IMMUNOBLOTTING') .

Les conditions expérimentales du transfert eélectrophorétique sont
décrites par Towbin et al.—-1979. Les protéines sont tout d’abord séparées
par électrophorése en gel de polyacrylamide-8DS. Celui-ci est mis en
contact avec une feuille de nitrocellulose humidifiée en tampon de
transfert (Tris—Base 20mM, glyéine 150mM, méthanol 20%4). L’ensemble est
placé entre deux Feuilles de papier Whatman n®°3 et deux épaissews de
scochtbrite également équilibrées en tampon. Le transfert est réalisé a
250mA durant 4 heures & 4°C. La détection des antigenes par des anticorps
marqués par la péroxydase est effectuée selon la technique décrite par
Tsang et _al.—1983. La feuille de nitrocellulose est saturée en PBS-lait
J%. Elle est ensuite découpée puis incubée avec les immunsérums a tester
en PBS-lait 14, 2 bheures a température ambiante ou 18 heures a 4°C, sous
agitation. Les sérums humains sont dilugés au 17100 et uwne quantité
éguivalente a 10ug d’immunoglobulines purifiées est nécessaire par test
pour 1’anticorps monoclonal anti-antigéne S5 EG 02 154/12. Deux lavages
sont effectugs en PBS-Tween 20 0,01%, puis deux autres en PBS, durant 10
mirutes a4 la température de la piece et sous agitation. Les seconds
anticorps marqués a la péroxidase sont incubés avec la nitrocellulose :
des anti-Ig humaines (G, A, M) pour les sérums de patients testés et des
anti-Igh murines pour 17anticorps monoclonal (Diagnostics Pasteur,
France). Trois lavages en PBS sont effectués. Les complexes immuns formés
sont ensuite révélés par incubation avec une solution contenant le

substrat : 4-chloro-l-naphtol 0,06% (P/V), méthanol (174), HoDy 0,1%,
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NaogHPD  10mM, NaHoPO  10mM, NaCl 130mM. La réveélation est poursuivie
jusqu’ad compléte apparition des bandes puis stoppée par immersion dans de

1’ eau.

D — SELECTION D’ANTICORPS SUR CLONE RECOMBINANT EXPRIMANT UNE PROTEINE
DE FUSION.

Pour isoler les anticorps dirigés contre la protéine de fusion, ure
culture sur boite du clore phagique recombinant est effectuge, a
confluence des plages de lyse. La production de la protéine est induite
par deépst de filtres de nitrocellulose (8chleicher and Schuell) imbibés
dr IPTG 10mM (IsoPropyl-B-D-ThioGalactopyranoside). L’expression est
poursuivie & 37°C pendant 18 Heuwres (cf protocole détaillé : Préparation
de la protéire de Ffusion). Les filtres sont retirés puis saturés en
PBS-lait 3%. 1Ils sont ensuite incubés avec 1’ immunsérum a dilution voulue
(environ 350ul par filtre) en PBS-Tween 20 0,01%, 18h a 4°C ou 2h a
température ambiante. Apres lavages (2 lavages PBS-Tween 20 0,01%4 - 2
lavages PBS), 3 & 4ml par filtre d’urne solution de KSCN 3,5M sont ajoutés.
L’ensemble est agité vivement pendant 10 secondes. Aprés adjonction de
sérum albumine bovine (8AB) O0,1%, NaCl 20mM, Tris base 25mM-pH8,3, le
liquide repris est dialysé contre du TBSx1 (TBS : NaCl 100mM, Tris base
SOmM-pHB,3) pendant 48 heures a 4°C. Le dialysat est ensuite concentré 2x

par aguacyde a 4°C.

105



II1I — TECHNIQLES SE RAPPORTANT A L’ANALYSE DES ACIDES NUCLEIQLES

A — SOUCHES ET VECTELRS

1 - Répertoires des souches bactériennes utilisées

Les colonies bactériennes utilisées pour le clonage sont différentes

souches modifiées d’Escherichia coli. Leurs noms et caractéristiques sont

répertoriés dans le tableau suivant. Les souches Y1087 et Y1090 (Young &
Davies—1983b) ont été fournies par Amersham International (England). La
souche TGl a été gracieusement offerte par le laboratoire du Dr Stehelin

(Institut Pastewr Lille).

2 — Répertoire des vecteurs utilisés

Deux types de vecteurs ont été utilisés. Un vecteuwr d’expression, le
phage lambda gtll (Young & Davies—1983a) et un vecteur de clonage, le
phage M13 (Messing — 1983, Messing et al.-1977). Leurs caractéristiques
sont résumées dans le tableau suivant. Ils ont été fournis par Amersham

International (England).

B — EXTRACTION D’ARN

La méthode utilisée est une modification de celle décrite par Chirgwin
et al.-1979. Les préparations de protoscolex d’E.gramulosus stockées en
azote liquide sont broyées manuellement avant d’8tre reprises dans une
solution de thiocyanate de guanidium 4,2M, N-lauroyl sarcosine 2%, EDTA

pHB-10mM, 2-mercapto—éthanol 5% et acétate de sodium pH4,5-20mM. Cette
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FIGURE 22 :

Répertoire des souches bactériennes et des vectewrs phagiques

utilisés.
Souches Génotype Réceptrices des vecteurs
bactériennes phagiques
Y1089 (r-) E.coli Alac U169 proa+ Alon lambda gtli1l
ATCC n°37196 ara D139 strA hflA1S0 LacS (shindIII 2-3) sri A3°

(chr::Tnl0) (pMcP)

cI8S7 srl M\4° ninS srl AS°
Sam100

Y1090 (r-) E.coli Alac U169 proA+ Alon  lambda gtil
ATCC n°37197 ara D139 strA supF (trpC22::

Tn1l0) (pMC?).
TG1 E.coli K12 lacpro supE thi M13

hsd DS/F’tra D36 proA+B+
laclg lacZ M1S

lacZ Amp+ pMBl+
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préparation est homogénéisée par mixage & [’ultraturrax avant d’étre
soumise aux ultrasons et centrifugée a 10000rpm durant 20 minutes (Sorvall
— rotor HB-4). Le surnageant est ensuite déposé sur un coussin de 2ml
d’une solution de chlorure de césium (CsCl d=1,72, EDTA pHB8—10mM, acétate
de sodium pHS,5-50mM) en tube de polypropylére de 15ml. La centrifugation
a lieuw durant 20 heures a 20°C, a 2B8000rpm en rotor GSW4l
(ultracentrifugeuse Beckman). Le culot d’ARN est repris dans de 1’eau puis

précipité & 1’éthanol absolu a -20°C.

C — TRADUCTION IN VITRO

La traduction in vitro s’effectue en extrait de germes de blé selon la
méthode décrite par Marcu & Dudock—-1974, en utilisant un systeme
commercialisé par BRL (Bethesda Research Laboratories - Gaithersburg). Les
réactions sont réalisées dans ure solution d’extrait de germes de bleé a
50% contenant 35uM d’acides aminégs (sans méthionine). L7acétate de
potassium et 1’ acetate de magnésium sont ajoutés jusgu’a des
concentrations finales respectives de 158mM et O0,9mM. La méthionine
marquée au soufre 35 est additionnée au milieu (ImCi/ml final) ainsi que
1I’ARN a traduire (130 — 160 ng/ul final, conditions optimales). L’ensemble
est incubé 1 hewe & 25°C. Des contréles (échantillon sans ARN -
achantillon avec ARN témoin du virus de la mosaigue du tabac) sont

réalisés en méme temps, dans les mé8mes conditions.

D — SYNTHESE D’ADN COMPLEMENTAIRE (ADNc)

Le protocole et les réactifs proviennent du kit "cDNA synthesis

system” d’'Amersham International. La technique initiale a été décrite par

Gubler & Hoffman—1983.
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SYNTHESE - DU - PREMIER BRIN : une quantité égale a 300ug d’ARN total de

protoscolex d’E.granulosus a &té utilisé pour 1’expérience. A celui-ci,

ont été ajoutés 1’amorce oligo-dTl, les rnucléotides +froids (10 nmoles),
1’enzyme transcriptase reverse (20 U/ug d’ARN polyA+, ici évalué a environ
Sug soit 1 é 2% de 1°ARN total), ainsi gqu’un nucléotide marqué au
phosphore 32 ( @ -3%p dCTP - 20uCi) afin de suivre la réaction. L’ensemble
est placé dans les conditions de tampon optimales pow le fonctionnement
de 1’enzyme. Le mélange est placé 1h a 42°C.

SYNTHESE DU SECOND BRIN : Les enzymes ribonucléase H (0,8U/ug d’ARN poly

A+) et ADN polymérase I (23 U/ug d’ARN polyA+) sont additionnnées & la
préparation précédente, dans de nouvelles conditions de tampon. Une valewr
de 20uCi d” - 32PdCTP est & nouveau ajoutée & 1’ensemble. Le nouveau
mélange est incubé lh a 12°C. Les enzymes sont inhibées par chauffage a
70°C pendant 10 minutes. LADN polymérase T4 est amenée a raison de 2 U/ug
d’ARN polyA+ initial. Aprés ure incubation de 10 minutes a 37°C, la
réaction est stoppée par 1’EDTA 25mM-pHB final et le 8DS (1% final).
L’ADNc est purifié par extraction au phénol-chloroforme, puis précipité a
1’éthanol absolu. Une part aliguote de la préparation est prélevée & la
fin de chague réaction de synthése afin d’évaluer le taux d’ incorporation
grace aux nucléotides marqués et d’en déduire le rendement et la quantité

d’ADNc synthétisé.

E —~ CONSTRUCTION D’UNE BANQUE D’ADNc EN VECTEUR D’EXPRESSION AGT11

La technique utilisée ici (Huynh et al.—-1985) permet le clonage de
1’ADNc dans le site EcoRI du vectewr phagique lambda gt1ii (Qgtll). Elle
nécessite pour cela, dans un premier temps, la protection des sites
internes de 1’ADNc. Par la suite, des polylinkers de synthése, comportant

le site de restriction choisi pour 1’insertion sont collés aux extrémités
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franches de 1’ADNC a 1’aide d'une ligase. L7EcoRI agit ensuite afin de
libérer les extrémités cohésives des adaptateurs. L’exces de linkers est
éliming afin de nre pas géner 1’intégration de 1’ADNc dans les bras du
phagergtll, préalablement coupé par la méme enzyme de restriction.

le site dinsertion EcoRI du phage lambda gtll est localisé a
1’intériewr du gére lacZ, S3 pb avant le codon de terminaison. Cette
situation permet & 1°ADN étranger intégré dans ce site d’8tre exprimé sous
forme d’une protéine de fusion avec la B-galactosidase, produit du gerne
lacZ. Le contrgle de 1’expression est sous la direction du géne bactérien
lacl. Le produit de ce géne constitue un répresseur du lacZ et peut 8tre
inhibé par simple ajout d"IPTG (isopropyl—@—D—galactopyranoside)
L’expression de la protéine de fusion peut donc 8tre induite & volonté.
Cette localisation permet aussi de pouvoir différencier rapidement les
individus recombinants ou parentaux. Utilisé chez une souche-hste
déficiente en expression de la P-galactosidase ( Alac Ul6?), les phages de
type parental possédent un géne lacZ intact qui produira ure protéine
fonctionnellement normale. Celle-ci mise en présence de son substrat
chromogénique  X—gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D—galactoside), le
décomposera en un compasé bleuté caractéristique. Par contre, les phages
ayant incorpore un ADN étranger produisent une B-galactosidase non
fonctionnelle incapable de dégrader le substrat. La plage de lyse apparatt
alaors incolore permettant ainsi la reconnaissance des recombinants.

Les enzymes de modification, les polylinkers, les souches bactériennes
et les réactifs proviennent du kit "cDNA cloning system,j}gtll” d’ Amarsham
International. L’enzyme de restriction EcoRI pravient des laboratoires

Appligerne. Le vecteuri&gtll ainsi que le systéme d’encapsidation du phage
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sont fournis par Promega Biotec ("Protoclone TM.GT system" et "Packagere
in vitro packaging system"). Le protocole suivi est décrit par Amersham
International (England).

1 — Intégration dans le vecteuwr phagique.

Méthylation des sites EcoRI de 1’ADNc :

L>ADNc double brin est repris dans 1’eau puis mis dans des conditions
de tampon optimales pour 1’enzyme EcoRI méthylase. Celle-ci est ajoutée a
la préparation a raison de 20 U/ug d’ADNc. Le tube est incubé au
bain—marie durant 1 heure a 37°C. La réaction est stoppée par chauffage a

70°C pendant 10 mirnutes.

Ajout des hexanucléotides :

Les hexanucléotides de synthése utilisés sont déphosphorylés et
intégrent le site de restriction EcoRI. Leur séquence est la suivante :
3’-GGAATTCC-3*. La T4-ADN ligase permet leur attachement aux extrémités
franches de 1’ADNc. Aprés 1’arrét de la reéaction de méthylation, les
hexanucléotides sont ajoutés & la préparation précédente (1  ug/ug d’ADNCc
synthétisé)., ~Aprés avoir ajusté les conditions de tampon (cf Milieux et
tampons — appendice ), 1’enzyme est incorporée au milieu & raison de S
UWug d’ADNc. L’ensemble est maintenu a 15°C pendant toute la nuit.

L’enzyme est inhibée par chauffage a 70°C pendant 10 minutes.

Digestion Eco RI :

La préparation précédente est soumise & une digestion par 1’enzyme de
restriction EcoRI. Les conditions de tampon sont optimalisées (cf Milieux

et tampons — appendice ). 100 U d’enzyme sont apportées au milieu, par ug
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d’ADNc. L’incubation a lieu durant S heures, a 37°C. La reéaction est
stoppée par chauffage & 70°C pendant 10 minutes. Les acides nucléiques
sont ensuite précipités par de 1’éthanol absolu, avec adjonction de sels

d’ ammonium acétate M (0.4 V), & —-20°C pendant 2 heures.

Elimination de 1’exces d’adaptateuwrs :

L’ADNc  est repris dan 100 ul d’eau. Dans le méme temps, la colonne
(ACA 34 Ultrogel) est rincée et équilibrée en tampon STE (NaCl 10mM, Tris
20mM-pH7,4, EDTA O,1mM). L’échantillon est passé sur la colonne. L’éluat
est récupéré sous forme de fractions de 100 ul. Chacure d’entre elles est
analysée au comptew de radioactivité (comptage par effet Cerenkov). La
présence de 1’ADNc est détecté par un pic de cpm, situé dans les premiéres
fractions. Les deux Ffractions possédant les taux les plus eélevés sont
réunies puis 1’ADNc est précipité par 2,5V d’éthanol absolu, 0,4V
d’acétate d’ammonium SM, a -20°C pendant au moins 2 heures. Afin de
visualiser 1’ADNc dans les fractions et de contraler la taille des
fragments, une partie aliquote de chacune d’elles (1 a Sul) est prélevée
puis analysée par électrophorése en gel d’agarose 1,4% en tampon TBE.
Aprés migration, le gel est mis en contact avec un film autoradiographique

durant une ruit a —20°C.

Réaction de ligation avec le phage :

L’ADNc est repris dans un petit volume d’eau. Les bras du phage ‘.\gtll
coupes par EcoRI et déphosphorylés sont ajoutés a raison de 1 ug pour
00ng d’ADNc environ. Les conditions de tampon (cf Milieux et tampons -~

appendice) sont optimalisées pour 1’enzyme T4-ADN ligase dont 1 U est
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incorporée au milieu. Le tube est placé a4 4°C toute la nuit. La réaction
est arr8tée par précipitation éthanclique en présence de sels d’acétate

d” ammonium SM (0,4V), a -20°C pendant 2 a 3 heures.

Réaction d’encapsidation :

Le protocole suivi est celui donné par le fournisseuwr (Promega Biotec,
USA). L’ADN du phage est repris dans un volume minimal, augquel on ajoute
1’extrait de protéines d’encapsidation. L’ensemble est incubé a 22°C
pendant 2 hewes. Le milieu est ensuite dilué par 1’ajout de 500 ul de

solution SM (cf Milieux et tampons — appendice ).

2 - Titre de la banque.

Les bactéries—hstes Y1090 sont sensibilisées afin de faciliter le
développement phagique. Une colonie bactérienne est mise en culture a 37°C
en miliew LB (cf Milieux et tampons - appendice ) contenant 30 ug/ml
d’ampicilline, Jjusqu’a une densité optique (D.0.) de 0,7 (600 ). Aprés
centrifugation douce, 1les cellules sont reprises dans une solution de
magnésium a 0,01M puis incubées de nouveau & 37°C pendant une heure.

Pour titrer la banque, différentes dilutions de la preéparation
phagique sont réalisées en tampon SM. lLes cellules Y 1090 rendues
compétentes sont ajoutées a chacune des préparations. Une solution
d’ agarose molle est préparée en milieu LB contenant 0,84 d’agar, 10 mM de
MgCl, , 3ul/ml de X-gal 10%, 3ul o"IPTG 100mM, chauffée et maintenue a
95°C. Chaque dilution de phages est diluge dans 2,5 ml d’agarose molle
puis déposée sur botte de Pétri sur milieu LB gélosé (15 mg/ml, contenant
35-50 ug/ml d’ampicilline). Les cultures sont incubées a 37°C duwrant toute
la rnuit. Utilisant les caractéristiques du phage \gtll (cf III - E -

Construction d’une bangue d’ADNc), le pourcentage d’individus recombinants
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est évalué selon le nombre de plages blanches présentes. Le taux de
recombinaison est calculé d’aprés le rapport : nombre de colonies bleues

non recombinantes / nombre de colonies blanches recombinantes.

F — CRIBLAGE DE LA BANQUE ET SELECTION DES RECOMBINANTS.

Les bactéries Y1090 rendues compatentes sont utilisées pour le
criblage de la banque & raison de 8 a 10000 phages par boite de Pétri de
90 mm de diamdtre. Les phages sont tout d’abord dilués en solution SM et
mis en contact avec les bactéries durant 20 mirutes, puis incorporés a 2,5
ml d’une solution d’agarose molle en milieu LB (0,8%4 d’agarose molle,
MgCl, 100mM). La préparation est étalée sur milieu LB gélosé. Les boites
de Pétri sont incubées 2 heures & 42°C. Un Filtre de nitrocellulose
(Schleicher & Schuell) imprégnés d’ IPTG 10mM est déposé sur les cultures
qui sont ensuite replacées en étuve a 37°C pow quelques heures. Aprés
avoir repéré la position des filtres sur les boTtes, ceux—ci sont enlevés
puis saturés par immersion dans un bain de PBS-lait 3. Les sérums hunains
dilués au 1/100 en PBS-lait 1% sont incubés avec les filtres & 4°C durant
toute une nuit. Un lavage est effectué en PBS-Tween 20 0,01%, suivi par 3
autres lavages en PBS. Les anticorps fixés sont détectés par un second
anticorps anti-immunoglobulines humaines marqués par la péroxydase
(Pasteur Productions - 1/500), révéle a 1’aide du réactif
4-chloro—-1-naphtol (Biorad). Grace aux margues faites sur le filtre et la
botte de Pétri correspondante, 1’ identification des clones est possible et

permet un isolement et urne purification des clones recombinants.
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G — CONSTRUCTION LYSOGENIQUE ET PREPARATION DE LA PROTEINE DE FUSION.

1 — Construction de colonies lysogénes recombinantes.

Les bactéries de la souche Y1087 sont cultivées en milieu LB en
présence d’ampicilline (50 ug/ml) Jjusqu’a ure densité optique de 0,7
(600nm). Aprés centrifugation, les cellules sont reprises dans 1/3 de
volume d’ure solution de MgS04 10 mM et incubées une hewre & 3I7°C. Les
cellules bactériennes ainsi préparées sont mises en contact avec les
phages recombinants dans un rapport de 5/1 (phages/bactéries), en milieu
LB, MgCla 10 mM. L’ensemble est é&talé sur milieu LB gélose de maniere a
obtenir des colonies isolées. Celles—ci seront ensuite repigquses en
double, sur deux boites différentes, 1’une étant incubée a 42°C, 1’autre
a 32°C. Les clores se développant & 32°C mais pas & 42°C sont les colonies

lysogenes recombinantes.

2 — Expression et préparation de la protéine recombinante.

Une colonie lysogéne recombinante est mise -en culture en milieu LB
contenant 50 ug/ml d’ampicilline jusqu’a une D.O. de 0,5 & 600 nm. La
température est alors brutalement élevée a 42-45°C et maintenue pendant 20
minutes. La culture est ensuite incubée & 3I7°C pendant 20 & 30 minutes,
apres addition d’IPTG Jjusqu’a une concentration finale de 10mM. Ure
centrifugation douce permettra de récupérer les cellules bactérienres,
celle—ci sera effectuée entre 24-37°C afin de minimiser les chocs et de
limiter la lyse. Le culot est repris dans 1/50 du volume initial en Tris
10mM pHB, NaCl 0,9%, Aprotinine 20U/ml puis rapidement congelé en azote
liquide. Apreés traitement par les ultrasons, 1’extrait est ajusté en

tampon d’échantillon deux fois concentré avant analyse électrophorétique.
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H — PREPARATION DE L’ADN PHAGIQUE.

1 — Préparation de 1’ADN phagique total.

Une culture liquide de la souche Y1090 est réalisée sur la nuit a 37°C
en milieu LB, MgQOs, 10mM. Apres dilution au 1/1000, les phages sont
inoculés a raison d’une plage de lyse / 4-5ml de la solution bactérienne
diluée. L’incubation est réalisée a 37°C, sous vive agitation constante et
dans de bonnes conditions d’aération. Au bout de 6 a 7 heuwes, on ajoute
quelqgques gouttes de chlorofaorme puis on soumet au vortex. Les tubes sont
centrifugés 10 mirutes a S000 rpm (Sorval). La DNase I est ajoutée au
surnageant (5 ug/ml de cultwe) et 1’ensemble est incubé 1 heure & 37°C.
Un volume identique de PEG 20%, NalCl 2,5M est ajouté et les tubes sont
maintenus & 0°C pendant au moins 30 minutes. Ure centrifugation de 10
minutes a S000 rpm (Sorvall - HB4) permet de récupérer les phages en
culot, qui sont repris en tampon TE, 8DS 0,14 (cf Milieux et tampons —
appendice ). Le mé8me volume de phérol-chloroforme (1/1) est ajouté. Le
mélange est soumis au vortex pendant S minutes puis centrifugée a
température ambiante pendant 10 minutes en microcentrifugeuse (10000rpm).
Plusieurs extractions par le phérol-chloroforme sont réalisées. Au dernier
surnageant récupéré sont ajoutés 2,5V d’éthanol pur et 1/10 de volume
d’acétate de sodium 3M pH7. L’ADN sera précipité de cette maniére deux
fois puis repris en 30 ul de TE. Une incubation avec de la RNase A (1
ug/unl) sera réalisée en méme temps que la digestion par EcoRI afin

d’éliminer 1’ARN bactérien restant.
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2 — Préparations d’inserts.

Une digestion est effectude par 1’enzyme de vrestriction EcoRI
(Boehringer, RFA) a raison de 10 U/ug d’ADN. La réaction est stoppée par
addition d’EDTA pH7,5 jusqu’a une concentration finale de 10mM et ajusté
en tampon d’échantillon (TBExl, sucrose 4%, bleu de bromophénol 0,025%4).
L’ électrophorése est réalisée en tampon TBE (cf Milieux et tampons —
appendice ), en gel d’agarose & faible foint de fusion (agarose "low
melting point", BRL, USA). L'ADN est visualisé grace au bromure d’éthidium
(BET) ajouté dans le gel (0,5 wug/ml). Le fragment d"ADN correspondant a
1’insert est extrait par découpe puis immergé en TE pHB. Le tube est
placé a &0°C jusqu’a dissolution compléte de 1’agarose. Urne premiére
extraction est réalisée au phérnol chaud saturé en Tris O0,1M—pHB, une
autre au phénol a 20°c satwré en Tris O,1M pHB, puis une nouvelle au
phérol—-choroforme (1/1). Le BET est éliminé par une extraction au
N-butanol saturé en eau. L’ADN est précipité par de 1’étharnocl absolu, en
présence de 1/10 V d’acétate de sodium 3M pH7. une partie aliquote est

analysée par électrophorése en gel d'agarose.

I — REACTIONS D’HYBRIDATION

1 — Préparation de la sonde.

Une sonde est préparée a partir de 1’ADN de 1’insert extrait du clorme
recombinant M13, préalablement amplifié et purifié. Le marquage est
réalisé a 1’aide de a- 32p OCTP (111 TBg/mmol - Amersham International,
USA). La technigue utilisée est basée sur 1’utilisation d’hexaméres de
synthése comme initiateur de la réaction de marguage ("hexamer random
priming"), Feinberg & Vogelstein - 1983. La réaction g ’effectue a

température ambiante pendant au moins trois hewes, & partir dure
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quantité éguivalente 3 au moins 25 ng d'ADN purifié et préalablement
dénaturé par la chaleur (2 minutes & 100°C). Les nucléotides marqués sont
ajoutés a raison de 1,85.106 Bg, ainsi que 2U d’enzyme, fragment Klenow de
1’ADN polymérase. Une précipitation & 1’é&thanol est ensuite effectuge a
~70°C pendant 20 minutes. Afin d’éliminer les nucléotides libres marqués,
apreés précipitation éthamolique, le tube est réchauffé a 37°C puis
centrifugé. Le surnageant contenant les rucléotides marqués est élimineé et
le culot est lavé deux +fois, par 1’éthanol 704 et 90%4. Aprés séchage,
1’ADN est repris dans un petit volume de TE pHB et est directement utilisé

comme sonde.

2 - Préparation des échantillons.

Deux types de préparation d’ADN sont réalisées pour 1’analyse par
hybridation.

-~ “DNA dot blot" : les différents ADN & tester sont déposés sur la
méme feuille de nitrocellulose sous forme de goutte. L’ADN est préparé en
TE pHB puis dénaturé par chauffage (95°C - Sminutes). Urne quantiteé
éguivalente a 1-2 ug est prélevée et mise en conditions de tampon 20x SSC.
(Milieux et tampons - appendice ). Les différents échantillons sont
déposés sur la feuille de nitrocellulose qui est ensuite placée entre deux
morceaux de papier Whatman 3MM. L’ensemble est placé en étuve sous vide a
80°C pendant 2 heures. Le filtre est ensuite directement utilisable pour
la réaction d’hybridation.

- "Colony blot" ( Mason & Williams— 1985) : les différents phages
recombinants & tester sont cultivés sur la m@me bolte de Pétri en
individualisant chacun des clones sous la forme d’une goutte d’agar molle
(30 ul en milieuw LB, MgS04 10mM, 3ul/ml d’IPTG 100mM) sur lagquelle se

développent les différents représentants du m8me clone. Apreés culture a
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42°C jusqu’a semi—confluence une empreinte est réalisée A& 1’aide d’un
filtre de nitrocellulose. Celui-ci est placé sur une feuille de papier
Whatman 3MM saturée par urne solution de dénaturation (NaCl 1,3M, NaOH
0,3M), puis transféré successivement en un bain de neutralisation (NaCl
1,3M, Tris 1M pH7,3) et sur urne feuille de Whatman saturée en 4x SET (SET
x20 : NaCl 3M, EDTA 20mM, Tris Q,4M pH7,8). Aprés séchage, 1la
nitrocellulose est placée entre deux morceaux de Whatman 3MM puis déposés
en étuve sous vide a 80°C pendant 2 hewes. Comme précédemment, il est

ensuite directement utilisé pouwr les tests d’hybridation.

3 — Réaction d’hybridation.

La sonde radiomargquée est reprise en tampon d’hybridation—N (5ml) (cf
Milieux et tampons — appendice ), contenant 1 mg/ml d’ADN de sperme de
hareng, a raison de 10 — 50 millions de cpm par essai. Aprés dénaturation
a 100°C pendant 5 minutes, le tube est placé dans de la glace jusqu’a
utilisation. L’hybridation est réalisée a 42°C suw la nuit. Les filtres
sont rincés dans un grand volume d’urne solution de 2x 88C, O,1% SDS a
température ambiante (S8C : cf milieux et tampons - appendice). Trois
lavages de 20 minutes sont ensuite réalisés a4 la température de la piéce a
1’aide du m8me tampon. Deux autres lavages sont effectugs & &65°C, de 30
minutes chacun, grice & ure solution de 0,1x88C, O0,1% SDS. Les filtres
sont séchés puis mis en exposition, a -70°C, avec un film Kodak XAR-5 avec

écran (Dupont de Nemours, France).
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J — BOUSCLONAGE EN VECTEUR M13 ET SEQUENCAGE NUCLEOTIDIGUE.

Le vectewr MI3 (Messing et al.-1977) est un bactériophage & ADN
circulaire et Ffilamenteux de 7,2kb. Il infecte essentiellement les
bactéries E.coli midles (F’). Aprés entrée dans la bactérie, 1°ADN simple
brin est converti en ure forme réplicative double brin qui donnera
naissance a de nouvelles particules simple brin. Aprés encapsidation,
celles—ci seront excrétées hors de la bactérie sans qu’il y ait phénoméne
de lyse. Un grand nombre de vecteurs de clonage existent (Messing-1983),
issus du M13 sauvage, et possédant des sites de restriction regroupés en
une séquence "polylinker"” située a la fin du géne lac Z. La sélection des
recombinants se fait de la mBme maniére gue pour le )ngtll : 1’insertion
en un site de restriction du "polylinker'" améne 1’expression d’une
B—galactosidase inactive, incapable de réagir avec son substrat. A
1’inverse, les individus non recombinants posséderont un phénotype gal+
qui se traduira par une dégradation du X-gal et une coloration bleue.
L’ADN & cloner est intégré en un site de restriction du polylinker de la
forme réplicative double brin ; une orientation est possible selon le

vecteur utilisé. La préparation de matrices simple brin est utilisée pour

la réaction de Sanger et_al.—-1977 (terminaison des chaines par des didéoxy-

nucléotides) pour la détermination des séguences nucléotidigues.

1 — Sous—clonage dans le vecteuwr M13

Cette étape nécessite une préparation des cellules bactériennes TG1.
Une préculture de la souche TGl est réalisée suw la nuit, a 3I7°C, en
milieu 2TY. Apres dilution au 1/100 dans le méme milieu, une nouvelle
incubation est faite jusqu’a obtention d’ure D.0. de 0,3. Le culot

bactérien est resuspendd, apreés centrifugation (2500 vrpm — Sorval), dans
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20ml d’une solution de CaCl2 50mM et mainternu 20 minutes dans de la glace.
Apreés centrifugation, les bactéries sont reprises dans 3ml de CaCl, SOmM
puis conservées dans la glace au moins une heure et jusqu’ a leuwr
utilisation.

La forme double brin du vecteur M13 choisi (M13mpl?) est soumise & une
digestion enzymatique par 1’enzyme de restriction correspondante (EcoRI).
A 20ng de ce vecteur ainsi préparés sont ajoutés 100ng de 1’insert purifié
en tampon de ligation (cf Appendices - Milieux et tampons) et en présence
d’ATP 1mM et de Dithiothreitol SmM. Pow ces quantités, une valeur
éguivalente a 1U d’enzyme T4 ADN ligase est ajoutée au milieu. La réaction
de ligation s’effectue a 13°C pendant ure nuit (4 a 16 heures). La
transformation des cellules bactériennes TGl rendues compétentes (300ul)
est ensuite réalisée & partik d’une fraction aliguote (5ul) de la solution
de ligation. Le contact est maintenu durant S0 minutes au minimum, a O°C.
Un choc thermique de 2 mirnutes est effectué a 43°C. Le tube est replacé
dans la glace. On y ajoute ensuite 200ul d’une culture fraiche de TGl et
3ml d’urne solution d’agar molle en milieu LB contenant 20ul d’ IPTG 20mg/ml
et 50 ul de X-gal 20mg/ml. La préparation est étalée sur bolte de Pétri en
milieu LB gélosé et incubé toute la nuit a 37°C. Les plages non colorées
représentent les bactéries recombinantes transformées qui sont
sélectionnées. (M13 (Cloning /Dideoxy Sequencing : Instruction Manual.

Bethesda Research Laboratories, Gaitherburg, Md., 1980).

2 - Préparation de la forme monobrin.

Ure dilution au 1/100 en milieu 2TY est faite a partir d’ure cultuwe
bactériennes TGl réalisée suw la nuit. Cing ml de cette dilution sont
ensemenceés par une plage blanche recombinante M13 & 1’aide d’un cure-dent

stérile. L’ensemble est incubé a 37°C sous agitation constante pendant
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4,5 bheuwres. Plusieurs centrifugations sont effectuées afin d’éliminer
completement toutes les cellules bactériennes. Le surnageant est réparti
en tubes épendorf, en fractions de Iml auxguelles on ajoute 100ul d’ure
solution de PolyEthylene Glycol (PEG) 20%, NaCl 2,5M. Les tubes sont
laissés & température de 1la piéce pendant 15 minutes, en mélangeant
vivement de temps en temps. Apres une centrifugation de 10 mirutes &
10000rpm (Sigma), le culot de phages est repris dans 10ul de tampon TE. Le
tube est rinceé et les différentes fractions de chague clome sont réunies.
Une premiére extraction est réalisée de la maniére suivante : 1/2V de
phérol saturé en TE est ajouté au surnageant et 1’ensemble est soumis au
vortex puis laissé & température ambiante durant 3 minutes. Un demi volume
de chloroforme saturé en eau est alors ajouté et la préparation est
soumise au m8me traitement que précédemment avant d’8tre centrifugée.
Plusieurs extractions sont ensuite effectuées au phénol-chloroforme (1/1),
jusqu’a disparition complete de protéines dénaturées a 1’interphase. Une
derniere extraction au chloroforme satwé en eau est effectué avant la
précipitation éthanolique en présence d’acéetate de sodium 3M pH7 (1/10V).
Aprées centrifugation, le culot est lavé deux fois par 1’éthamol 70%4 puis
par 1’éthancl absolu. L’ADN simple brin est séché et repris dans 10#1 de
TE. Ure estimation de la quantité d’acides nucléiques extraite est

eftfectude par mesure de la densité optigue a 260mm.

3 — Réactions de séquence.
Les différents tampons et réactifs utilisés lors des réactions de
séquengage sont présentés en appendice afin de ne pas gérer le détail du

protocole.
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Réaction d’hybridation : wune guantité équivalente a 2ug d’ADN simple brin

est incorporée & Bul de tampon 5-5x, quantité suffisante pour 24ul d’eau

bidistillée. Pour chacun des clones, 4 réactions sont effectuges :
Réaction A : 3ul de la préparation d’ADN + 2ul d’amorce JOE.

Reéaction C

3ul de la préparation d’ADN + 2ul d’amorce FAM.

Réaction G

9ul de la préparation d*ADN + 6ul d’amorce TAMRA.
Reéaction T : Ful de la préparation d’ADN + 6ul d’amorce ROX.
La réaction se fait & 1’abri de la lumieére. Les tubes sont incubés S

minutes & 55°C, puis laissés a température ambiante durant 30 minutes.

Réaction d’élongation : & chague préparation précédente, on ajoute les
mélanges de déoxyrucléotides/didéoxynucléotides et la solution enzymatigue
contenant la séquenase (solution Y). Le principe de la réaction s’ingpire
du protocole décrit par Sanger et al.—-1977.

Réaction A ¢ 1,5ul dNTP/ddATP + 1lul de solution Y.

Reéaction C : 1,35ul dNTP/AACTP + 1ul de solution Y.

Réaction G : 4,5ul dNTP/ddGTP + 3ul de solution Y.

Réaction T : 4,35ul dNTP/ddTTP + 3ul de solution Y.
les tubes sont incubés 7 minutes & 37°C puis la réaction est inhibé&e par
10 minutes & 65°C. Pour chacun des clones, les 4 tubes A -C -G - T)
sont melangés. Aprés précipitation éthanolique, les culots sont lavés a
1’éthanol 754 puis 994, séchés et conserveés a 1’abri de la lumiére. Les
échantillons sont ensuite repris dans Sul de formamide déionisée et 1lul
d’EDTA SOmM et dénaturés par la chaleuwr (90°C - 2 minutes). Ils sont
ensuite refroidis dans de la glace puis rapidement déposés sur le gel de

séquence.
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4 — Electrophorése et analyse.

L’électrophése est réalisée en gel de polyacrylamide - urée constitué
de la maniére suivante : 9ml d’acrylamide 40% (Acrylamide/bisacrylamide :
19/1), 30g durée, bml de TBEx10, complétés a 67,25g par de 1’eau
bidistillée. La solution est filtrée avant d’ajouter 300ul de persulfate
10% et 30ul de TEMED. Une pré-migration du gel est faite durant 30
minutes. Aprés dépot des échantillons, 1’électrophorése est effectuee a
294 (1400V — 2Z2md), & urne température de S0°C.

L’analyse est permise par l’utilisation du séquenceuwr 3I70A (Applied
Biosystem, USA). La technique utilisée a été décrite par Smith et
al.—-1986. Les amorces fluorescentes sont stimulées par le laser,
permettant ainsi de repérer les différents fragments d’ADN séparés selon
leur taille lors de la migration électrophorétigue. L’émission d’un signal
par les amorces est captée et enregistrée par 1’ordinateur associé au
laser. La superposition des résultats abtenus pour les 4 fluorophores d’un

méme clone permet de reconstituer la séquence nucléotidique de 1°ADN

analysé.
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FIGURE 23 : Séquencage  nucléotidique basé suwr 1’utilisation ‘de
didéoxynucléotides (Sanger et al.-1977) et d’amorces fluorophores (Smith
et al.—1986). Schéme tiré de Biofutur — octobre 1986.
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MILIEUX ET TAMPONS
Milieux de culture

Milieu LB (Luria—Bertani)
bacto—tryptone 10g
extrait de levure 10g
NaCl 10g
ajusté a pH 7,4 avec NaOH IN — gsp 11

Milieu 2TY
bacto—tryptorne 1lég
extrait de levure 10g
NaCl 3g
gsp 11

Tampons

PBS ‘"Phosphate Buffer Saline”
NazH PO4 10mM
NaHa P04 10mM
NaCl 0,15M

SET %20
NaCl 3M
EDTA 20mM
Tris 0,4M pH7,8

88C x20
NaCl 3M
Citrate de sodium 0,3M
Ajuste a pH7 avec HC11IM

TBE
Tris base 89mM
Acide borigque 89mM
EDTA 2mM

Trigs 10mM pHB
EDTA 1M

Tampon d’hybridation-N (pour environ 800ml)
Sulfate de dextran : 8BOg
Hy O : 300ml

Formamide désionisée : 320ml
S8C %20 : 160ml
Tris 2M pH 7,4 : Bml
Solution Denhardt : 8ml

ADN de sperme de hareng (2mg/ml) : Bml
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Formamide désionisée : A S0ml de formamide ajouter 5g de billes de
résine (Bio—Rad AG 3501-X8). Agiter doucement & 4°C et Ffiltrer sur
papier Whatman 1.

Solution Denhardt x100 : polyvinylpyrrolidone (PVP) 10g

sérum albumine bovine 10g
+icoll 400 10g
gsp 500ml
Tampon 8M :
NaCl : 5,Bg

MgB04.7H O : 29

Tris.Cl 1M pH7,3 : 30ml

gélatine 2% : Sml

quantités pour 11 de solution. Autoclaver.

TNEN
Tris—HC1 10mM pH7,4
NaCl 1350mM
EDTA 2mM
Nonidet P40 O0,1%

Tampon de réaction des enzymes

Tampon de la Reverse transcriptase x5
Tris—HCl 0,25M pHB,1
Dithiothreitol DTT 10mM
MoCl, 25mM
KC1 O,2M

Tampon de Polymérase x10
Tris 70mM pH7,4
NaCl SOO0mM
MgCly 70mM

Tampon de ligation x10 (pour T4 ADN ligase)
Tris 0O,3M pH7,4

MgCl, O,1m
DTT ~ 0,2M
ATP  10mM

SAB  30ug/ml

Tampon "High Salt" (EcoRI)
Tris S90mM pH7,3
NaCl SOmM
MgCl, 10mM
5AB 100ug/ml
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Milieux et tampons pour les réactions de sequence

Tampon de réaction 5x
Tris~-HC1 S0mM pH7,5
MgCla S0mM
NaCl SO0mM

Amorces
La poudre lyophilisée est dissoute en TE pow  obtenir une

concentration finale de 0,4pmol/ul. Elles sont conservées & 1’abri de
la lumiere.

Fluorophore de la réaction A (JOE) : fluorescéine

Fluorophaore de la réaction C (FAM) : 4—chloro-7—-nitrobenzo—2-oxa—1-
diazole (NDB)

Fluorophore de la réaction G (TAMRA) : tétramethylrhodamine
Fluorophore de la réaction T (ROX) : rouge Texas

Solutions de déoxynucléotides
e déoxy—-7—-déazaguanosine triphosphate (d—c7GTP) est substitué au dGTP

afin de diminuer 1’effet de compression des bandes.

dATP, dCTP, dTTP : 2mM
a-c7G6TP : 3mM
solutions de didéoxyrucléotides ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP @ S0mM

solutions de mélange déoxynucléotides et didéoxyrucléotides : mélange
dNTP/ddX = VW/V.

Solution Y (tampon de séquenase) : 12,5U/clore

DTT O,1M : 4,3ul
Trig 10mM pH 8 : 3,5ul
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