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INTRODUCTION 1 OB.JECTIFS 

La trypanosomiase africaine, également appellée maladie du sommeil chez l'homme, est 

une affection parasitaire induite par un protozoaire flagellé sanguicole, le trypanosome. Cette maladie, 

qui est transmise par des arthropodes hématophages sévit à l'état endémique dans diverses régions 

d'Mrique Noire où elle touche environ 25 millions d'individus (251). Le parasite est transmis à 

l'homme par la piqûre d'une mouche du genre Glossina et pourra, au cours de la maladie, se localiser 

dans l'appareil encéphalo-méningé ce qui induit des perturbations de l'alternance normale veille

sommeil d'où l'appellation historique de "maladie du sommeil". 

On distingue classiquement chez l'homme deux formes types de la maladie, une forme à 

Trypanosoma brucei gambiense dans l'ouest africain et une forme à Trypanosoma brucei rhodesiense 

en Afrique orientale. Outre leur distribution géographique différente, ces 2 protozoaires se distinguent 

également par la sévérité de la maladie. 

Certains trypanosomes africains (T. vivax, T. gambiense, T. rhodesiense) sont, par 

ailleurs, susceptibles de parasiter des animaux (bovins, ovins, caprins, porcins, équidés) (192, 202, 

220) qui peuvent dans certains cas constituer un "réservoir" permettant la propagation de la maladie 

chez l'homme. L'infestation des animaux domestiques est en outre souvent dramatique pour ces pays 

aux équilibres économiques et nutritionnels précaires dans la mesure où, en l'absence d'un traitement 

couteux, ces animaux meurent à plus ou moins long terme (111). 

La trypanosomiase Africaine entraîne en effet de nombreuses perturbations de l'organisme 

parmi lesquelles des déséquilibres de l'équilibre glucidique (hypoglycémie [224, 262], sans doute en 

partie responsable du stress observé au cours de l'infestation [219]) et des déséquilibres endocriniens 

avec l'apparition d'une hypothyroïdie (222) ou d'un hypogonadisme tant chez l'homme que chez 

l'animal (36, 94). 

Des anomalies de la reproduction peuvent être observées dans les 2 sexes et on peut ainsi observer 

impuissance, stérilité, irrégularité des cycles menstruels et avortements. De nombreuses explications 

ont été avancées quant à l'origine des déséquilibres gonadiques observés (140) et la plupart font état 
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de l'apparition de lésions inflammatoires (nécrose et fibrose) tant au niveau de l'hypophyse (ce qui 

entraîne une diminution du taux des gonadotrophines circulantes) que du testicule (ce qui provoque 

une hypotestostéronémie) ou de l'ovaire (avec diminution des taux sériques de 17B-Oestradiol et de 

progestérone). 

Cependant il est vraisemblable que ces atteintes ne sont pas primitivement à l'origine des 

dysfonctionnements gonadiques observés. 

En effet, certains trypanosomes strictement circulants (T. congolense et T. vivax) sont capables 

d'induire une dégénérescence testiculaire (atrophie, nécrose) (5, 37, 152, 294) ou ovarienne (220, 

221) sans atteinte inflammatoire (5, 152). Par ailleurs, les sujets parasités parT. b. gambiense ont 

des taux de LH normaux (36). 

Enfin, les études précédémment citées ont toujours évalué l'incidence d'une parasitose "chronique" 

sur la reproduction. On peut admettre dans ces conditions que les atteintes dégénératives observées au 

niveau hypophysaire ou gonadique ne sont que les conséquences à long terme de la maladie et que 

l'hypogonadisme résulte de mécanismes autres qu'inflammatoires. 

Les études menées au laboratoire nous ont fourni des arguments dans ce sens, dans la mesure où il a 

pu être démontré que l'injection d'extraits parasitaires préparés en l'absence ou en présence 

d'inhibiteurs de protéases induisaient un hypogonadisme (caractérisé par une diminution du taux 

sérique de testostérone pouvant atteindre 70 %) chez des rats mâles sains en l'espace de 5 heures 

(130). Par ailleurs, les mécanismes responsables de l'hypogonadisme dans cette étude apparaissent 

différents; en effet, les extraits parasitaires préparés en l'absence d'inhibiteurs de protéases induisent 

une accumulation de LH dans l'hypophyse alors que les extraits préparés en présence d'inhibiteurs de 

protéases induisent une diminution du contenu hypophysaire en LH. 

Le but de notre travail a donc été d'approfondir l'étude des déséquilibres précoces de l'axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadique dans le cadre de l'infestation par le trypanosome, d'une part en 

utilisant des modèles expérimentaux d'infestation parasitaire à évolution aiguë (3 jours) ou 

"chronique" (14 jours), et d'autre part en appréciant l'effet de composés parasitaires sur différents 

paramètres endocriniens. 
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GENERALITES 

A) CLASSIFICATION ET BIOLOGIE GENERALE DES TRYPANOSOMES 

D CLASSIFICATION 

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés appartenant à la famille des 

Trypanosomatidae, famille qui se divise en trois genres : Blastocrithidia, Leishmania et 

Trypanosoma. Le genre Trypanosoma se subdivise en trois groupes en fonction de l'agent vecteur 

(99). 

On distingue : 

- les trypanosomes transmis par des glossines (mouches tsé-tsé) qui engendrent la 

maladie du sommeil chez l'homme, la "nagana", par exemple, chez l'animal, et dont sont 

respectivement responsables Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense) et Trypanosoma 

brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense), Trypanosoma congolense (T. congolense), Trypanosoma 

vivax (T. vivax) et Trypanosoma brucei brucei (T. b. brucei). 

- les trypanosomes transmis par des réduvidés en Amérique du Sud : T. cruzi responsable 

de la maladie de Chagas et T. range li . 

- les trypanosomes transmis par des tabanidés et stomoxynés (T. evansi et sa varieté T. 

equinum) dont la répartition géographique comprend l'Amérique du Sud, l'Afrique du nord, et l'Asie 

centrale. 

-les trypanosomes transmis par contact sexuel (T. equiperdwn). 

Pour nos études nous avons développé un modèle expérimental de trypanosomiase Africaine chez le 

rat en utilisant T. b. brucei qui induit chez cet animal des signes biologiques voisins de ceux 

rencontrés chez l'homme parasité. 
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II) MORPHOLOOIE ET BIOLOGIE DU TRYPANOSOME 

1 °) Caractères momhologiques 

Les trypanosomes sanguicoles ont un corps fusiforme et allongé. La coloration permet de 

mettre en évidence un gros noyau arrondi central et un petit élément postérieur ou kinétoplaste d'où 

part un flagelle qui par accollement au protoplasme détermine une membrane ondulante. En raison 

d'un polymorphisme, il est possible d'observer dans le sang des trypanosomes allongés (29 à 42 

microns) et minces (type "slender"), des formes intermédiaires, et des formes courtes et trapues (12 à 

18 microns) sans flagelle libre (type "stumpy"). Ces dernières formes sont incapables de se diviser et 

ne sont donc pas infectieuses pour l'hôte (109). 

Les trypanosomes sont recouverts d'un "manteau" de 15 nm d'épaisseur (292). Ce manteau de 

surface résulte de l'assemblage d'une glycoprotéine appelée Antigène Variable de Surface (AVS) qui 

a été initialement purifiée et caractérisée par Cross (74). 

Cet A VS, qui est retrouvé sous forme dimère ou monomère en fonction des variants de trypanosomes 

(132), est un élément très important de l'adaptation du parasite à l'hôte dans la mesure où des 

variations des motifs antigéniques de cet A VS permettent au parasite d'échapper aux défenses 

immunitaires de l'hôte (38). 

2°) Cycle évolutif 

a) Chez l'insecte vecteur 

La glossine ingère les trypanosomes qui parcourent tout le tube digestif de la mouche en 

subissant différentes modifications morphologiques aboutissant dans un premier temps à une forme 

épimastigote avec une évolution progressive ultérieure vers un stade de trypanosomes métacycliques 

infectieux qui se localisent dans les glandes salivaires de l'insecte. La durée de cette transformation 

est d'environ 20 jours. 
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b) Chez l'homme 

La transmission se fait essentiellement par piqûre de l'insecte vecteur. Plus rarement, il 

est observé une transmission non cyclique : transmission mécanique par certains insectes, 

transmission interhumaine (congénitale, allaitement, transfusion). 

Dans le cas d'une piqûre par une glossine, les parasites se multiplient d'abord localement dans le 

collagène dermique pendant 2 à 3 jours avec apparition au point d'inoculation d'un chancre. Les 

trypanosomes passent ensuite par voie sanguine ou lymphatique dans la circulation générale, les 

ganglions et le liquide céphalo-rachidien où ils se multiplient par scissiparité. 

Le suivi de la parasitémie dans le sang permet de mettre en évidence une évolution par vagues 

successives de la prolifération parasitaire qui est liée aux variations du "manteau" de surface du 

parasite (A VS) qui permettent au protozoaire d'échapper aux défenses immunitaires de l'organisme 

contaminé. Par ailleurs, des produits libérés par le parasite ont une activité immunosuppressive sur la 

réponse IgM (257). 

B) ASPECTS CLINIQUES DE LA TRYPANOSOMIASE AFRICAINE HUMAINE 

La trypanosomiase ouest-africaine à T. b. gambiense sera prise comme exemple : 

Suite à la piqûre infectante, la maladie va évoluer en 2 phases distinctes : phase lymphatico-sanguine 

puis phase nerveuse liée à la localisation cérébrale du parasite (14). 

-La phase lymphatico-sanguine associe: 

-une fièvre discrète (38-38,5°C) à caractère anarchique avec des pics de température 

survenant le soir. Elle est associée à des céphalées et à une asthénie plus ou moins nette. 

-Un syndrome adéno-spléno-hépatomégalique modéré. 

-Des signes cutanés constitués de grands "placards" papulo-érythémateux à contours 

irréguliers : les trypanides (signes inconstants et fugaces surtout visibles chez les sujets à 

téguments clairs). 
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-La phase de polarisation cérébrale se traduit par: 

-des troubles du sommeil (insomnie nocturne et somnolence diurne) 

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

-Des troubles du comportement (succession d'états dépressifs et de phases 

d'excitation) 

-Des troubles moteurs 

-Des troubles neuro-endocriniens objectivés par des troubles gonadiques et 

thyroïdiens 

La symptomatologie de cette dernière phase s'aggrave avec l'évolution vers la phase terminale en 15 à 

20 jours, le décès du malade survenant dans un état de coma avec hypothermie. 

Un traitement instauré lors de la première phase de la maladie entraîne le plus souvent la guérison 

sans séquelles tandis que si le traitement est réalisé en phase de polarisation cérébrale, le pronostic 

sera réservé. 

La trypanosomiase à T. b. rhodesiense a une installation analogue à celle de la trypanosomiase à T. b. 

gambiense mais la phase de généralisation est plus sévère et plus rapide avec apparition d'une fièvre 

intense, d'une atteinte cardiaque, de complications pulmonaires et de troubles hépatiques avec 

altération rapide de l'état général. 

Le plus souvent, cette évolution rapide ne laisse pas le temps à la phase de polarisation cérébrale de 

s'installer et le malade évoluera rapidement vers la phase terminale avec survenue du décès dans un 

délai de 3 à 6 mois 

C) DESCRIPTION DE L'AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSO-GONADIQUE 

La testostérone qui est le paramètre gonadique que nous avons particulièrement étudié au 

cours de notre travail est un composé stéroïdien de la famille des androgènes qui possède 19 carbones 

et est synthétisé par les cellules testiculaires de Leydig sous l'effet de la LH hypophysaire, elle-même 

dépendante pour sa synthèse et sa secrétion du LHRH (LH Releasing Hormone) hypothalamique. 
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Nous allons donc détailler les 3 étages de cet axe hypothalamo-hypophyso-gonadique de façon à 

mieux apprécier ultérieurement les répercussions sur celui-ci de la trypanosomiase Africaine. 

l) HYPOTHALAMUS ET LHRH 

Le LHRH (ou GnRH ou gonadolibérine) est un décapeptide constitué d'une seule chaîne 

carbonée (71). ll est protégé du côté N-terminal par la cyclisation de la glutamine en pyroglutarnate et 

présente une amidification du glycocolle en position C terminal (structure : pGlu 1 - His - Trp - Ser

Tyr- Gly- Leu- Arg- Pro- Glyl0NH2) 

Le LHRH hypothalamique est unique chez les mammifères alors qu'une seconde structure a été 

décrite chez les poulets (183, 309). Une activité LHRH-like a également été décrite dans le cerveau de 

reptiles, d'amphibiens et de poissons (183). 

L'hormone intacte, biologicalement active, présente un coude Bau niveau des résidus Tyr5-Gly6-

Leu 7 -Arg8 ce qui a pour effet de rapprocher les extrémités N-et C- terminales. On estime ainsi que 

les acides aminés 1 et 10 du peptide sont nécessaires à la fixation de l'hormone sur son récepteur ( 69) 

alors que l'activation de ce dernier implique les 3 premiers (71). 

1 °) Distribution hypothalamique du LHRH 

Les neurones immunoréactifs pour le LHRH sont retrouvés de façon diffuse dans la 

partie antérieure de l'hypothalamus et leur secrétion de LHRH est régulée par la libération centrale de 

nombreux neurotransmetteurs (203) (5 HydroxyTryptamine [5 HT], norépinephrine [le rôle des 

neurones catécholaminergiques a cependant été discuté (182)], dopamine (28), Acide Gamma Amino 

Butyrique (GABA) et acide L-glutamique (84)) ainsi que par des neuropeptides comme le 

neuropeptide Y (256) et les tachykinines (neurokinine A, neuropeptide K, neuropeptide y et 

substance P) (154). 

Il existe par ailleurs un rétrocontrôle indirect des stéroïdes gonadiques (183) qui vont intervenir sur 

un "LHRH pulse generator" (198) dont l'identité n'est pas bien définie (88) mais qui contrôle la 

fréquence et l'amplitude de la secrétion du LHRH (211). 
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Les axones issus des neurones à LHRH se projettent vers de nombreux sites du système nerveux 

central (SNC). 

L'une de ces plus remarquables projections s'établit de l'aire préoptique médiane vers l'éminence 

médiane où le décapeptide est libéré dans la circulation porte-hypophysaire ainsi que d'autres 

médiateurs de nature peptidique, qui ont un rôle important sur le fonctionnement hypophysaire 

comme l'atriopeptine (6), le CRF, la Galanine (190), le GRF (151), la Neurotensine (138), le 

Neuropeptide Y (75, 147, 156), l'ocytocine (234), le TRH (1) et le VIP (271). 

Enfin, il est à noter que l'éminence médiane, étant située en dehors de la barrière hémato

encéphalique, est de ce fait très exposée à l'influence de composés plasmatiques (hormones, 

enzymes). 

2°) Biosynthèse du LHRH 

Le LHRH est synthétisé sous forme d'un précurseur de 92 acides aminés qui après 

clivage protéolytique libère, d'une part le décapeptide LHRHl-10, et d'autre part un peptide de 56 

acides aminés, le GAP (Gonadotropin Associated Peptide) (316). Après leurs synthèses, LHRH et 

GAP sont stockés dans des granules et dirigés par un transport axonal rapide vers les extrémités 

nerveuses terminales de l'éminence médiane où ils sont cosecrétés (183). 

3°) Dynamique de secrétion du LHRH 

La secrétion du LHRH est pulsatile (211, 41). Elle est sous le contrôle du "LHRH pulse 

generator" qui régit de ce fait indirectement la fréquence et l'amplitude de la secretion de LH (211). 

a) Régulation par les stéroïdes gonadiques 

Des stéroïdes d'origine gonadique comme la progestérone (178), l'androsténedione (~4a) 

et la testostérone inhibent cette secrétion pulsatile (183). 

L'oestradiol (E2) a, pour sa part, un effet biphasique : inhibiteur à des taux faibles à 

modérés, activateur à des taux élevés, notamment au moment du "pic" de LH préovulatoire. 
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b) Concentration en LHRH dans la circulation porte hypophysaire 

Les concentrations de LHRH libéré dans la circulation porte hypophysaire au niveau de 

l'éminence médiane varient de 20 à 200 pg/ml (183) en fonction de la période du cycle chez la rate. 

Par contre, ces taux sont inférieurs à 4 pg/ml dans le sang périphérique où la demi-vie du décapeptide 

est d'environ 7 minutes (244). 

TI) HISTOLOGIE ET REGULA TI ONS HYPOPHYSAIRES 

1 °) Anatomie et histologie de l'hypophyse 

a) Anatomie de la glande hypophysaire 

L'hypophyse est située dans la selle turcique (171). Elle est divisée en 2 lobes : 

l'adénohypophyse ou ante-hypophyse (environ 80% de la glande) et la neurohypophyse ou post

hypophyse (Figure 1-A). 

L'adénohypophyse est constituée d'un lobe antérieur (pars distalis) (qui constitue la partie la plus 

importante de l'adenohypophyse), d'un lobe intermédiaire rudimentaire (pars intermedia) et d'une 

partie distale (pars tuberalis qui est l'extension en avant le long de la tige hypophysaire de la pars 

distalis mais qui joue un rôle mineur dans la secrétion adénohypophysaire). 

L'hypophyse est irriguée par du sang provenant des artères hypophysaires supérieures et 

inférieures. Certaines branches de l'artère hypophysaire supérieure pénétrent dans l'infundibulum, 

qui est une zone située à la surface de l'hypothalamus, avant de se terminer pour leur grande majorité 

dans un système porte appellé système porte-hypophysaire (Eigure 1-B). Les hormones issues des 

noyaux neurosecrétoires de l'hypothalamus sont libérées à l'extrémité axonale des neurones dans ce 

système porte hypophysaire d'où elles pourront gagner le lobe antérieur. 

L'artére hypophysaire inférieure irrigue pour sa part le lobe postérieur. Certains vaisseaux de ce lobe 

postérieur pénètrent par ailleurs dans le lobe antérieur ce qui permet le transport de substances de la 

post hypophyse vers la pars distalis. 
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Figure 1-B :Schéma du système porte hypothalamo-hypophysaire 
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b) Populations cellulaires de l'antéhypophyse 

On distingue actuellement au moins 6 types cellulaires dans l'hypophyse : les cellules 

somatotropes (environ 50% des cellules) qui secrètent la GH (hormone de croissance ou Growth 

Hormone); les cellules à prolactine, également appelées mammotropes ou lactotropes (15 à 25% de 

la population cellulaire) ; les cellules corticotropes (environ 20% des cellules) qui contiennent des 

peptides dérivés de la proopiomélanocortine (POMC) comme l'ACI'H, la B-LPH et des endorphines; 

les cellules thyréotropes (environ 5% des cellules) qui secrètent la TSH; les cellules gonadotropes 

(environ 10 % de la population cellulaire) qui secrètent à la fois LH et FSH et enfin les cellules 

folliculo-stellaires (143, 151) qui secrètent la protéine S-100 (171). 

Les cellules lactotropes, gonadotropes, corticotropes et somatotropes sont dispersées à travers 

l'antéhypophyse tandis que les cellules thyréotropes forment des amas au centre de la glande. Par 

ailleurs, certaines populations cellulaires sont topographiquement proches les unes des autres ce qui 

suggère des interactions paracrines entre : cellules gonadotropes et lactotropes ; somatotropes et 

corticotropes; thyréotropes et somatotropes (149). 

2°)Régulations antéhypopohysaires 

Leurs caractères complexes peuvent être illustrés par un exemple (151). 

Le LHRH stimule les cellules gonadotropes ce qui entraine la libération de LH et de FSH mais 

également d'angiotensine II (Ali). 

L'Ail induit la libération de prolactine par les cellules lactotropes et a également un effet sur les 

cellules somatotropes dont elle entraîne une libération de GH. Ce dernier effet est cependant modulé 

par les glucocorticoïdes qui augmentent cette libération chez les jeunes rats et la diminuent chez les 

rats adultes. Dans la mesure où l'Ali stimule également au niveau hypophysaire la secrétion d'ACIH 

à partir des cellules corticotropes, ce qui va induire la production de glucocorticoïdes surrénaliens, on 

comprend que cet effet sur les cellules corticotropes aura des répercussions indirectes sur le 

fonctionnement des cellules somatotropes. 

Les mécanismes de régulation intra-hypophysaires sont donc très complexes et font intervenir de 

nombreuses protéines et peptides dont une liste non exhaustives est présentée dans le Tableau 1. 
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Ainsi, d'autres substances interviennent dans les régulations hypophysaires comme les [Met]- et 

[Leu]-enkephalines ; les kinines [bradykinine, kallidine ([Lys]-bradykinine) et [Met-Lys]-bradykinine 

(151) ainsi que les tachykinines (Substance Pet substance K (ou neurokinine A) (145)] ; la B

endorphine (2) ; la dynorphine (165) ; la gastrine ; la secrétine (151) ; le peptide 7B2 et les 

neuromédines (B et U) (273) ; la motiline (151) ; l'activine (290), la follistatine (195), l'inhibine 

(195) et des facteurs de croissance [FGF, EGF, IGF-I] (151). 
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HORMONES SECRETEES AGENTS STIMULANTS AGENTS INHIBITEURS 
A cm Corticotropin Releasing Factor activine (290), Substance P 
(Adrenocorticotropic (CRF), Angiotensine ll (Ail) (Sbce P) (8), atriopeptine (6) 
Hormone) (151), arginine vasopressine 

(8), Interleukine-1 (IL-l) (30) 
(Cellules corticotropes) 
FSH Luteinizing Hormone inhibine (77, 312) 
(Follicle Stimulating Releasing Hormone (LHRH) 
Hormone) (114), activine (301, 312), 

Neuropeptide Y (NPY) (205), 
(Cellules gonadotropes) Gonadotropin Associated 

Peptide (GAP) (316), FSH-
Releasing Factor (FSH-RF) 
(76) 

GH Growth hormone Releasing activine (290), lnsulin-like 
(Growth Hormone) Factor (GRF) (271), Ail Growth Factor-! (IGF-1) 

(151), bradykinine (151), (inhibe la libération de GH 
(Cellules somatotropes) lnterleukine-6 (ll-6) (271 ), induite par le GRF) (151), 

Prostaglandine E2 (PGE2) galanine (138, 228, 253), 
(271), NPY (205), IL-l (30) somatostatine (Somatotropin 

Release Inhibiting Factor = 
SRIF) (271) 

LH LHRH (114), CRF (151), Sbce P et opioïdes (inhibition 
(Luteinizing Hormone) PGE2 (271), IL-6 (271), Ail de l'effet du LHRH) (35, 50, 

(75), NPY (potentialise l'effet 75), inhibine (suppression du 
(Cellules gonadotropes) du LHRH) (75, 205), IL-l pic préovulatoire) (77) 

(30), galanine (190), GAP 
(316), neuropeptide K (154), 

neuropeptide y (154) 
PROLACTINE (PRL) Ail (96), VIP (271, 1), TRH dopamine (96), SRIF (138, 

(271), bradykinine; kallidine 271 ), neurotensine (chez la 
(Cellules lactotropes) (151), Epidermal Growth femelle) (8), IL-l (30), ACTH 

Factor (EGF) (151), Fibroblast (30), GAP (316) 
Growth Factor (FGF) 
(potentialise l'effet du TRH) 
(151), IL-6 (271), Sbce P (8), 
neurotensine (chez le mâle) 
(8), PGE2 (271), protéineS-
100 (143), oestradiol (106) 

TSH Thyrotropin Releasing neurotensine (8) 
(Thyroid Stimulating Hormone (TRH), Fibroblast 
Hormone) Growth Factor (FGF) 

(potentialise l'effet du TRH) 
(Cellules thyréotropes) (151), IL-l (30) 

Tableau 1 : Facteurs de régulation de la secrétion des hormones hypophysaires. 
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ill) LHRH ET HYPOPHYSE : SYNTHESE DES GONADOTROPHINES 

1 °) Les gonadotrophines 

Bien que de nombreuses molécules soient susceptibles d'interférer sur les fonctions 

gonadiques, seules 3 glycoprotéines structuralement apparentées portent le nom de gonadotrophines : 

la LH (Hormone Lutéinisante), la FSH (Hormone stimulant le Follicule) qui sont synthétisées dans 

l'antéhypophyse et la CG (Gonadotrophine Chorionique) qui est une hormone placentaire. Les 

gonadotrophines exercent des effets sur la stéroïdogénèse, la maturation et la libération des gamètes, 

et la libération de peptides gonadiques comme l'inhibine qui, à leur tour, vont contrôler les processus 

de synthèse et de secrétion des gonadotrophines hypophysaires (73, 308). 

a) Structures peptidig_ues des gonadotrophines 

Les gonadotrophines sont des hormones glycoprotéiques d'une masse moléculaire 

d'environ 28 kDa (hLH), 34 kDa (hFSH) et 37 kDa (hCG). Il s'agit d'hétérodimères résultant de la 

liaison non covalente de sous-unités désignées sous le nom de a. et B qui sont codées par des gènes 

différents. La sous unité a. est commune à chacune de ces hormones (ainsi qu'à la TSH) alors que la 

sous-unité B est spécifique de chacune d'elles et va leur conférer leur activité biologique et leurs 

propriétés immunologiques particulières. La séquence en acides aminés de ces sous-unités est très 

conservée d'une espèce à l'autre bien qu'une certaine hétérogénéité soit rencontrée dans la partie N

terminale des chaînes a. et B de même que dans la partie C-terminale de certaines sous-unités B (308). 

b) Rôle des structures glycannig_ues des gonadotrophines 

Les gonadotrophines présentent uniquement des chaînes N-glycanniques sur les 2 sous

unités a. et B à l'exception de chaînes 0-glycanniques localisées sur l'extrémité C-terminale de la B

CG. Ces structures glycanniques sont à l'origine de l'existence de nombreuses isoformes de ces 

gonadotrophines en raison essentiellement de leur contenu plus ou moins abondant en acides 

sialiques et en groupements sulfates (308). 
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L'existence de ces isoformes dont l'activité biologique est variable, explique les discordances 

rencontrées lors de l'étude comparée du dosage radioimmunologique <n de ces hormones et de leur 

effet stéroïdogène (B = bioassay) (discordance exprimée par le rapport B!I). 

ll apparaît ainsi que le rapport B!I est plus élevé pour les isoformes les plus basiques. 

Les structures glycanniques ont également : 

-un rôle de protection des gonadotrophines, les formes les plus acides ayant la demi-vie la 

plus longue et donc une plus grande durée d'action 

-un rôle dans l'activation des récepteurs gonadiques par les gonadotrophines, dans la 

mesure où, une fois déglycosylées, ces dernières ont une activité stéroïdogène réduite de 1 à 10% 

par rapport à celle de l'hormone intacte. ll est par ailleurs intéressant de noter que la déglycosylation 

de la chaine a de la LH mais non celle de la chaîne B entraîne des effets similaires à ceux obtenus lors 

de la déglycosylation de la molécule entière. 

c) Régulation de la glycosylation des gonadotrophines 

Cette régulation est mal connue et fait l'objet d'études souvent contradictoires. Il apparaît 

cependant que la testostérone augmenterait la sialylation et que les oestrogènes la diminuerait en 

activant une neuraminidase hypophysaire (308). 

Par ailleurs, il a été montré in vitro sur des préparations hypophysaires, que le LHRH, à 

des concentrations plus faibles que celles requises pour stimuler la secrétion de LH, augmenterait 

l'incorporation de glucosamine ainsi que la sulfatation de la molécule de LH (308). 

2°) Action du LHRH sur les cellules gonadotropes de l'hypophyse 

a) Synthèse des gonadotrophines 

Le LHRH stimule la libération par l'hypophyse de LH et de FSH. Le caractère pulsatile 

de la secrétion du décapeptide augmente la transcription des gènes codant pour les ARNm des sous 

unités a et B de la FSH et de la sous unité B de la LH (310), la fréquence de la secrétion étant très 

importante pour l'expression quantitativement différentielle des mRNA des sous unités (114, 142). 
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La transcription du gène codant pour la sous unité B constitue pour sa part l'étape limitante de la 

formation de la LH "hétérodimère" (315). 

Il faut cependant noter que la secrétion pulsatile de FSH apparaît régulée par un facteur 

hypothalamique différent du LHRH (le FSH-RF) mais que la présence du LHRH est requise pour 

maintenir des taux sériques élevés de FSH (76). 

b) Régulation de la synthèse des gonadotrophines 

Outre l'effet de facteurs d'origine hypothalamique, des composés stéroïdiens et 

protéiques d'origine gonadique jouent un grand rôle dans la régulation endocrine de la secrétion des 

gonadotropines par l'hypophyse. Il s'agit d'une part de l'oestradiol (E2), de la progestérone (P) 

(importants chez la femelle) et de la testostérone (importante chez le mâle) ; et d'autre part de 

l'inhibine, de l'activine, et de la follistatine (195). 

Chez la femelle, E2 et P modulent la secrétion de LH induite par le GnRH, dans le sens soit d'une 

inhibition soit d'une stimulation (106,233). Il a été ainsi montré, in vitro, qu'une exposition 

prolongée à la progestérone de cellules gonadotropes inhibe la secrétion de LH LHRH-dépendante, 

mais qu'une exposition courte à la progestérone de ces cellules préalablement mises en présence 

d'Oestradiol augmente la secrétion de LH LHRH-dépendante (233). 

Chez le mâle, la testostérone a un effet inhibiteur plus important sur la secrétion LHRH-dépendante 

de LH que sur celle de FSH (310). Par ailleurs, comme on l'a déjà indiqué, une des actions de la 

testostérone est de ralentir le "LHRH pulse generator" ce qui influe sur les secrétions de FSH et LH 

ainsi que sur l'expression de leur ARNm (142). Enfin, ce stéroïde agit également directement sur les 

cellules gonadotropes en induisant une diminution du nombre de leurs récepteurs pour le LHRH (68, 

110). 

En ce qui concerne l'E2, ce stéroïde augmente in vitro chez le mâle la secrétion hypophysaire de LH 

et FSH mais la diminue in vivo ce qui semble indiquer que le site d'action de l'E2 se situe au niveau 

du "LHRH-pulse generator" (170). 

L'inhibine et l'activine (312), modulent également la secrétion de la LH et de la FSH en réponse au 

LHRH (inhibition par l'inhibine et activation par l'activine) (77, 301, 312). L'inhibine diminue la 

secrétion basale de FSH alors que la testostérone la stimule. Cependant, lors d'une stimulation des 
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cellules gonadotropes par le LHRH, inhibine et testostérone agissent de concert pour supprimer la 

secrétion des gonadotrophines (167). 

Il a été proposé que l'effet en synergie de ces deux composés pourrait se situer au niveau des 

récepteurs du LHRH dans la mesure où l'inhibine est capable de s'opposer à leur "up-régulation" 

induite par l'hormone homologue (45) et que la testostérone entraîne également une diminution du 

nombre de ces récepteurs à la surface des cellules gonadotropes. 

Enfin, rappelions que de nombreux composés (parmi lesquels un grand nombre de neuropeptides) 

contrôlent la synthèse et de la secrétion des gonadotrophines (Tableau 1). 

3°) Evénements moléculaires résultant de la fixation du LHRH sur son récepteur 

Lors de la stimulation des cellules gonadotropes, il s'installe transitoirement un état de 

désensibilisation qui repose sur 3 phénomènes : "down-régulation" des recepteurs, découplage des 

récepteurs restants de leurs signaux effecteurs, et inhibition de la synthèse hormonale (300). 

a) "Down- et up-régulation" des récepteurs pour le LHRH 

Les cellules gonadotropes possèdent à leur surface environ 15 000 récepteurs pour le 

LHRH. 

La fixation du décapeptide sur ces récepteurs induit une microagrégation de ceux-ci puis leur 

internalisation par endocytose avec libération de seconds messagers qui vont induire la mobilisation 

de calcium (Ca2+) et l'exocytose de la LH. Les seconds messagers impliqués sont l'AMP cyclique 

mais surtout des composés résultant de l'activation de la voie des phosphoinositides (inositol 

triphosphate (IP3) et diacylglycérol [DAO]) (73) qui jouent un rôle important dans la mobilisation des 

réserves de calcium et la phosphorylation des protéines. 

Par ailleurs, le LHRH est avec l'angiotensine II (Ail) et la prolactine, une des rares hormones capable 

d'induire l'augmentation du nombre de ses propres récepteurs (up-régulation) (67). 

Ainsi, l'exposition de cellules gonadotropes à des concentrations physiologiques (0, 1-1 nM) de 

LHRH, entraîne une diminution initiale de 30 à 40 % des récepteurs du décapeptide ("down 

régulation") dans un délai de 1 à 2 heures (70), cette diminution coïncidant avec la libération de LH 
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qui survient au bout d'environ 1 heure (1-4 heures). On peut ensuite observer dans un délai de 6 à 10 

heures une augmentation d'un facteur 2 à 3 de ces récepteurs ("up-régulation"). 

Des composés stéroïdiens peuvent également intervenir sur le nombre de ces récepteurs. 

L'oestradiol (E2) induit en 24 heures une augmentation de leur nombre tandis que la 

dihydrotestostérone provoque leur diminution en 48 heures. 

b) Désensibilisation des récepteurs hypophysaires du LHRH 

La fixation du LHRH sur ses récepteurs hypophysaires entraîne une inactivation 

transitoire des récepteurs restants exposés à la surface de la cellule gonadotrope. Dans les conditions 

physiologiques, cette désensibilisation, dont l'importance dépend de la dose de LHRH apporté sur la 

cellule ainsi que de la durée d'exposition au décapeptide, est de courte durée du fait du caractère 

pulsatile de la secretion du LHRH. 

c) LHRH et synthèse hormonale dans la cellule gonadotrope 

En cas de désensibilisation prolongée, on observe une diminution du contenu 

hypophysaire en LH (67) ce qui implique que la biosynthèse de cette dernière hormone est altérée. Ce 

phénomène est lié à une diminution marquée de la synthèse de la sous-unité B alors que la synthèse de 

la sous-unité a est augmentée (315). 

4°) Effets extra-hypophysaires du LHRH 

Des peptides "LHRH-like" (263) interviennent dans les régulations paracrines tant 

testiculaires (31) qu'ovariennes par l'intermédiaire de récepteurs qui ont été décrits à la surface des 

cellules de Leydig de rats (48) ainsi que dans les ovaires de rates (15, 34). 

Le placenta humain exprime, pour sa part, le gène du LHRH et produit de l'authentique LHRH à 

partir d'un mRNA identique à celui de l'hypothalamus. Ce LHRH stimule la production d'hCG par le 

trophoblaste qui possede des récepteurs spécifiques de faible affmité (67). 
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M LE 1ESTICULE 

1 °) Organisation structurale et cellulaire du testicule 

Le testicule des mammifères est constitué par l'assemblage, au sein d'une charpente de 

tissu conjonctif, de différentes cellules : Sertoli, Leydig, germinales et péritubulaires. 

La charpente de tissu conjonctif comprend: (i) la capsule (ou albuginée) qui entoure tout l'organe; 

(ii) des travées conjonctives qui en partent et définissent des lobules ; (iii) le corps de Highmore, 

situé à la face postérieure du testicule, où les travées conjonctives se rejoignent au niveau d'un 

épaississement de la capsule (Figure 2). 

A l'intérieur de chaque lobule se trouvent 2 à 3 tubes séminifères d'un diamètre de 150 à 300 J.lm et 

d'une longueur de 0,3 à 1,5 m. Les tubes sont constitués de l'extérieur vers l'intérieur d'un fin tissu 

conjonctif qui renferme les cellules myoïdes péritubulaires, d'une matrice extracellulaire (contenant 

fibronectine, laminine, collagène ... ) et d'une lame basale sur laquelle reposent les cellules de Sertoli. 

Les cellules de Sertoli, qui s'étendent de la surface basale à la surface apicale des tubes, entourent de 

façon étroite les cellules appartenant à la lignée germinale (spermatogonies, spermatocytes, 

spermatides et spermatozoïdes), ces dernières étant isolées des constituants sanguins dans la mesure 

où les cellules de Sertoli établissent entre elles des jonctions étroites ("Tight junctions") qui 

définissent une "barrière hémato-testiculaire". 

Les cellules de Sertoli ont un rôle essentiel dans le processus normal de la spermatogénèse (266) en 

assurant le ravitaillement énergétique (lactate et pyruvate) des cellules germinales. Elles produisent 

également des protéines analogues à celles du sérum (transferrine, céruléoplasmine, transcortine ... ) et 

de nombreuse autres protéines spécifiques comme l"'Androgen Binding Protein" (ABP) qui vont se 

substituer aux protéines sériques qui ne peuvent pas traverser la "barrière hémato-testiculaire". 

A la sortie du lobule, les tubes séminifères se continuent par des tubes droits très courts qui 

s'anastomosent dans le corps de Highmore pour former le rete testis d'où naissent une douzaine de 

canaux efférents qui émergent à la surface du testicule pour former la tête de l'épididyme. 

Dans l'interstitium du testicule, entre les tubules, se trouvent les cellules de Leydig qui sont des 

cellules polyédriques groupées en petits amas autour des capillaires sanguins mais également à la 

périphérie des tubes séminifères. 
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Figure 2 : Histologie du testicule [D'après Skinner (266)] 
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On trouve également dans l'interstitium des cellules macrophagiques et un riche réseau de capillaires 

sanguins (266). 

2°) Régulations hormonales testiculaires 

Les cellules testiculaires, et en particulier les cellules de Leydig et de Sertoli, sont 

soumises à une régulation endocrine assurée par les hormones hypophysaires lli et FSH. 

La LH agit sur les cellules de Leydig et stimule via l'AMPc la synthèse et la secrétion d'androgènes, 

en particulier la testostérone qui joue un rôle trés important dans la spermatogénèse (115). 

La FSH agit essentiellement sur la fonction sertolienne (267) et influence par ce biais le 

développement des cellules germinales (Tableaux 2). 

Aux régulations endocrines se surajoutent de nombreuses régulations paracrines et autocrines 

(Tableaux 2) dans lesquelles les facteurs peptidiques sont nombreux à intervenir : IGF-I (266), 

Proopiomélanocortine (POMC) (289) et peptides dérivés : B endorphine (97), ACTH et a.-MSH (95), 

enkephalines (258), dynorphine (193), y endorphine (177), Arginine vasopressine (155), substance 

P (61), GHRH (32), substance "LHRH-like" (263, 87, 33), TRH (264) et CRF (101, 313, 98, 86). 

Au regard de cette liste non exhaustive, il apparaît donc que des désordres fonctionnels testiculaires 

sont susceptibles d'apparaître en cas de catabolisme accru de ces peptides. 
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COMPOSES SITES DE SITES D'ACTION ACfiONS/FONCTIONS 

PRODUCTION 

Testostérone (T) cellules de Leydig -cellules -stimulation de la production 

péri tubulaires de Protéine Modulant la 

fonction Sertolienne (P-Mod-

S) (80) 

-cellules de Sertoli -augmentation de la synthèse 

d'ABP (79, 129) 

-action synergique avec la 

FSH indispensable à 

certaines étapes de la 

spermatogénèse (129, 276) 

Oestradiol (E2) cellules de Sertoli cellules de Leydig diminution de la 

et/ou stéroïdogénèse 

(en fonction de l'age) 

cellules de Leydig 

(56, 236) 

facteur cellules de Sertoli cellules de Leydig -augmentation (213) puis 

LHRH-like (80, diminution (66) de la 

263) stéroïdogénèse 

Androgen Binding cellules de Sertoli cellules germinales -accumulation de testostérone 

Protein (ABP) dans les tubes séminifères 

(78, 79, 80) (129, 266) 

Tableau 2-A : facteurs impliqués dans les régulations paracrines et autocrines testiculaires. 
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COMPOSES SITES DE SITES D'ACTION ACfiONS/FONCTIONS 

PRODUCTION 

Transforming cellules de Sertoli cellules de Leydig diminution de la 

Growth factor a (266) stéroïdogénèse et 

(TGFa) (166, cellules péritubulaires cellules augmentation de la croissance 

184) (266) péri tubulaires cellulaire 

TGFB1 cellules de Sertoli cellules de Leydig -diminution du nombre des 

(184, 215, 269) cellules péritubulaires récepteurs de la LH à la 

cellules germinales surface des cellules 

(215) -diminution des effets 

stéroïdogénes de la LH 

cellules de Sertoli -inhibition des effets de la 

FSH sur la production de 

lactate et l'activité aromatase 

inhibine cellules de Sertoli cellules de Leydig -augmentation de la 

(49, 216, 311) cellules de Leydig stéroïdogénèse (266) 

-inhibition de l'action de 

l'activine sur la production 

d'AMPc et de testostérone 

induite par l'hCG (311) 

cellules germinales -diminution du nombre de 

(311) certaines spermatogonies 

(311) 

Tableau 2-B :facteurs impliqués dans les régulations paracrines et autocrines testiculaires. 
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COMPOSES SITES DE SITES D'ACTION ACI'IONS/FONCTIONS 

PRODUCTION 

activine (311) cellules de Leydig cellules de Leydig -stimulation de la 

(281) transformation de la 

cellules de Sertoli Testostérone en Oestradiol 

(82) -inhibition de la synthèse 

d'AMPc et de testostérone 

induite par l'hCG (311) 

cellules germinales -prolifération de certaines 

(266) spermatogonies (311) 

transferrine (Tf) cellules de Sertoli cellules germinales transport du fer vers les 

(81, 266) cellules germinales (266) 

-céruléoplasmine cellules de Sertoli cellules germinales -transport du cuivre (266) 

(voir revue 81) 

-Glycoprotéine -transport des sphingolipides 

sulfatée-1 

(SGP-1) (266) 

-Retinol Binding -transport du rétinol 

Protein (RBP) 

pyruvate, lactate cellules de Sertoli cellules germinales -source énergétiques pour les 

(voir revue 266) cellules germinales 

Corticotropin- cellules de Leydig cellules de Leydig -inhibition de la synthèse de 

Releasing Factor (86) testostérone LH-induite. 

(CRF) -stimulation de la secretion de 

B-endorphine par les cellules 

deLeydig 

Tableau 2-C : facteurs impliqués dans les régulations paracrines et autocrines testiculaires. 
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COMPOSES SITES DE SITES D'ACfiON ACfiONS/FONCfiONS 

PRODUCfiON 

Peritubular cellules myoïdes cellules de Sertoli -stimule la production d'ABP 

Modulating péri tubulaires (266), de Tf (266) et 

Substance d'inhibine 

(P-Mod-S) (80, -diminue l'activité aromatase 

249) 

Interleukine-! macrophages cellules de Leydig -inhibition de la 

(IL-l) (108, 247, cellules de Sertoli stéroïdogénèse 

275) (266, 277) cellules de Sertoli -diminution de la synthése 

cellules de Leydig d'IGF-I (187) 

(187, 295) cellules germinales -stimulation de la croissance 

des cellules germinales 

B-endorphine cellules de Leydig cellules de Sertoli -inhibition de l'effet de la 

(100, 266) (80) FSH sur la croissance 

testiculaire et la synthése 

d'ABP (95) 

cellules de Leydig -stimulation de la 

(80) stéroïdogénèse en synergie 

aveclaLH 

Mélanostimuline cellules de Leydig cellules de Sertoli -potentialisation des effets de 

(a-MSH) (80, 266) laFSH 

Interleukine-6 (IL-6) cellules de Sertoli cellules germinales -rôle vraisemblable dans la 

(277) régulation de la 

spermatogénése 

Tableau 2-D : facteurs impliqués dans les régulations paracrines et autocrines testiculaires. 
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COMPOSES SITES DE SITES D'ACTION ACfiONS/FONCTIONS 

PRODUCTION 

Insulin-like cellules de Sertoli cellules de Leydig -augmentation de la 

Growth Factor-! (266) (185) stéroïdogénèse stimulée par 

(IGF-I) (32) cellules de Leydig laLH (166) 

(187) -stimulation de la 

cellules germinales cellules de Sertoli transformation du glucose en 

lactate 

Facteurs cellules de Sertoli cellules de Leydig Modulation de la biosynthèse 

paracrines de testostérone 

Sertoliens ( 40, 

54, 55, 60, 237) 

Tableau 2-E: Facteurs impliqués dans les régulations paracrines et autocrines testiculaires. 

3°) Structure et distribution testiculaire du récepteur de la LH 

Le récepteur testiculaire de la LH appartient à la famille des récepteurs couplés aux 

protéines G. Dans le cas particulier du récepteur de la LH, la stimulation de la protéine G active 

l'adényl cyclase induisant la synthèse d'AMPc qui joue le rôle de second messager. 

Le récepteur de la LH est une glycoprotéine de masse moléculaire 70 à 80 kDa (208, 268) dont 

l'extrémité N-terminale est extracellulaire et la partie C-terminale intracellulaire (250). 

Cette glycoprotéine comporte de 20 à 30% de N-glycannes (242, 268) qui n'interviennent pas dans 

l'affinité pour le ligand mais qui sont indispensables pour l'expression de récepteurs fonctionnels à la 

surface cellulaire (144). 

La cellule de Leydig présente à sa surface de 4000 (113) à 20 000 (115) récepteurs de la LH. Ces 

récepteurs sont capables de reconnaître et fixer de la LH mais également l'hCG. lls sont ainsi souvent 
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appelés LH/hCG-récepteurs. La constante d'affinité du récepteur sera cependant différente en 

fonction du ligand proposé (134). 

4°) Fixation de la LH sur son récepteur 

En fonction des travaux réalisés sur le comportement de l'hCG vis à vis du récepteur de 

la LH, on pense actuellement que les interactions entre la LH et son récepteur sont les suivants : 

-La LH reconnaît son récepteur testiculaire par l'intermédaire de sa sous-unité B, cette reconnaissance 

étant suivie d'une modification structurale du complexe ligand-récepteur et la stabilité de ce dernier est 

alors assurée par l'interaction de la sous-unité a avec le récepteur (208, 241). 

-La fixation de la LH sur son récepteur entraîne également des modifications membranaires qui 

induisent transitoirement une augmentation du nombre des récepteurs disponibles à la surface de la 

cellule avec un maximum au bout d'une heure et un retour à la normale en 1,5 à 2 heures (135). 

-Cette surexposition est rapidement suivie par une diminution du nombre des récepteurs exposés sans 

modification de leur affinité pour leur ligand (103). Ce dernier phénomène, qui est temps- et dose

dépendant, est appelé "Dawn-régulation" (303). 

5°) "Dawn-régulation" des récepteurs testiculaires de la LH 

La "Dawn-régulation" correspond à l'établissement d'un état d'équilibre entre 

l'internalisation de complexes [ligand-récepteur] (LR) et l'exposition à la surface de la cellule de 

Leydig de nouveaux recépteurs (194). 

Cette modulation négative du nombre des récepteurs fait intervenir 3 phénomènes : 

-Internalisation des complexes hormone-récepteurs et dégradation de ceux-ci dans les 

lysosomes (164) 

-Protéolyse des récepteurs à la surface de la cellule par des protéases membranaires 

-Diminution de la transcription du gène codant pour le récepteur 

a) Dégradation des complexes [ligand-récepteur] 

La dégradation lysosomiale des complexes LR, après internalisation dans des 

endosomes, constitue le principal mécanisme responsable de la "Dawn-régulation" (296). 



29 

La vitesse d'internalisation apparaît inversement proportionnelle à l'affinité du ligand pour le 

récepteur (9, 209) et est déterminée par la nature de la sous-unité B du ligand (210). 

Pour sa part, la vitesse de dégradation des complexes [hCG-récepteur] est plus lente que celle des 

complexes [LH-récepteur] (260). 

En:fm il est à noter qu'une partie des récepteurs internalisés seront recyclés à la surface cellulaire après 

dégradation du ligand (113). 

b) Protéolyse du récepteur de la LH à la surface de la cellule de Leydig 

Les enzymes responsables de cette protéolyse sont différentes des protéases 

lysosomiales. ll s'agit en fait d'enzymes membranaires possédant des activités de thiol- et de métallo

protéases (160, 162). 

La protéolyse se produit en permanence à la surface des cellules de Leydig chez certaines espèces 

comme le rat (303), mais ne survient chez d'autres comme la souris (303) que lorsque l'hormone 

s'est fixée sur son récepteur, phénomène qui induit un remaniement de celui-ci et sa fragilisation vis à 

vis des protéases membranaires (162). 

Le clivage protéolytique du récepteur de la LH a été étudié au niveau ovarien. Ce clivage libère 2 

fragments de masses moléculaires 64 000 et 38 000 daltons (163). 

c) Diminution de la synthèse des récepteurs 

La "Dawn-régulation" fait également intervenir une diminution temporaire de la 

transcription du gène codant pour le récepteur (121), l'AMPc jouant un rôle fondamental dans cette 

diminution (297). 

6°) Désensibilisation des récepteurs 

La désensibilisation des récepteurs testiculaires est un événement indépendant de la 

réduction du nombre de ceux-ci à la surface de la cellule de Leydig (Dawn-régulation) (317). 

Cette désensibilisation correspond à l'apparition temporaire d'un état réfractaire de la cellule à toute 

stimulation supplémentaire par la LH ou l'hCG. 
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Différentes explications ont été apportées pour expliquer ce phénomène. 

-Inhibition partielle de la [17, 20] desmolase testiculaire par les oestrogènes produits 

localement (64). 

-Diminution très importante de la capacité des récepteurs restants à activer l'adénylcyclase 

(127) du fait d'un découplage du récepteur de sa protéine G (83, 243). 

Le stress est un facteur qui provoque une désensibilisation partielle des récepteurs testiculaires de la 

LH (59, 232), et il a été démontré que cet effet pourrait résulter de la libération dans la circulation 

générale de sérotonine qui induit la secrétion par les cellules de Leydig de CRF, ce neuropeptide 

inhibant alors de manière autocrine la production d'androgènes induite par la LH (86). 

7°) Autres facteurs de régulation des récepteurs testiculaires de la LH 

L'Epidermal Growth Factor (EGF) possède des récepteurs spécifiques à la surface des 

cellules de Leydig (274, 302). Cet EGF induit, d'une part une réduction du nombre des récepteurs de 

la LH présents à la surface cellulaire en agissant au niveau transcriptionnel (296), et d'autre part une 

diminution de la réponse stéroïdogène à l'hCG (10). 

Le LHRH, qui possède un récepteur spécifique sur les cellules de Leydig de rat (119), entraîne 

également une diminution du nombre des récepteurs de la LH ainsi que de la réponse stéroïdogène 

(146). 

Enfin, la prolactine possède des récepteurs spécifiques sur les cellules de Leydig et induit une 

augmentation du nombre des récepteurs de la LH (279). 

Les effets de la prolactine sur la stéroïdogénèse induite par la LH sont pour leur part très controversés 

et les plus récentes études indiquent que cet effet serait double : Inhibiteur à faible dose et activateur à 

forte dose. 

La stéroïdogénèse basale (c'est-à-dire en dehors de toute stimulation par la LH) des cellules de 

Leydig n'est quant à elle pas significativement altérée in vivo par l'administration prolongée de 

prolactine (201) même si, in vitro, la prolactine active l'activité aromatase de base des cellules de 

Leydig ce qui entraîne une accélération de la transformation de la testostérone en oestradiol (238). 
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D) DEGRADATION EN:lYMA TIQUE DES MEDIATEURS PEPTIDIQUES 

Les médiateurs peptidiques jouent un rôle primordial dans de nombreux processus 

biologiques au niveau du système nerveux central. Les enzymes qui vont dégrader ces neuropeptides 

(interrompant ou modifiant leur effet biologique) ont donc également une importance très grande et 

ont, de ce fait, été très étudiés au niveau cérébral. 

l) ACTIVTIES ENzyMATIQUES DANS LE CERVEAU 

Parmi les activités mesurées dans le cerveau, on note les activités Endooligopeptidase A (7, 

53, 283) ; Dipeptidyl peptidase identique à l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) (EC 

3.4.15.1) (58), Endopeptidase 24.11 (EC 3.4.24.11) (21, 196) ; Endopeptidase 24.15 (EC 

3.4.24.15) (3, 63, 230, 283) ; Prolyl endopeptidase (EC 3.4.21.26) (307) ; Pyroglutamate 

aminopeptidases I et II (46, 227); Aminopeptidases (227) et Carboxypeptidases (105). 

Il apparaît qu'il n'existe pas d'activité enzymatique spécifique d'un seul substrat (173), la seule 

restriction provenant parfois d'une taille limite des peptides dégradables. De ce fait, ces différentes 

activités sont susceptibles de dégrader, outre le TRH ( 46, 112, 227, 307) (Figure 3) et le LHRH 

[Eigure 4-A et Figure 4-Bl (62, 112, 214, 227, 307), de nombreux peptides comme l'Angiotensine I 

(21, 58) et II (307), la Bradykinine (7, 21, 58, 62, 196, 204, 229, 307), la substance P (21, 58, 62, 

112, 116, 196, 307) et les tachykinines en général (21, 196), les Enképhalines (7, 58, 112, 196, 

230), les Dynorphines (3, 112, 283), la B-endorphine (112), l'ACTH (112), l'a-MSH (112), 

l'ocytocine (21, 112) et la neurotensine (7, 58, 62, 112, 196, 204, 283, 307). 
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Figure 3-A : Dégradation du TRH dans le cerveau par des enzymes de la fraction soluble 
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Figure 3-B :Dégradation dans le cerveau du TRH par des peptidases membranaires 

Figures 3-A et B: Dégradation du TRH par les enzymes du cerveau (d'après 46 et 227) 
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ill PEPTIDASES ET ANTEHYPOPHYSE 

L'antéhypophyse contient de nombreuses peptidases et protéases qui sont impliquées dans la 

maturation, la libération et la dégradation des hormones hypophysaires (191). 

1 °) Enzymes et secrétion hormonale hypophysaire 

On pense que des enzymes protéolytiques membranaires sont impliqués dans les processus de 

secrétion bien que le rôle des protéases du compartiment intracellulaire ne puisse être exclu (191). 

Ce rôle des composés enzymatiques dans les processus de secrétion hormonaux a été suggéré par des 

équipes qui, travaillant sur des composés de nature tripeptide-aldéhyde dont on connaît l'effet 

inhibiteur de l'activité de sérine- et de thiel-protéases (comme le N-tert-butoxy-carbonyl-D-Phe-Pro

Arg-H ou t-Boc-D-Phe-Pro-Arg-H), ont montré que ces substances inhibent les secrétions d'ACTif 

et de B-endorphine d'une part (20), et de GH et de PRL d'autre part (191), à partir de cellules 

antéhypophysaires stimulées in vitro. 

Enfin, la trypsine et les enzymes trypsine-like présents dans l'hypophyse ont été proposés comme 

pouvant intervenir dans les processus de secrétion (191), la cellule contrôlant leur activité par des 

inhibiteurs endogènes ou d'origine plasmatique comme l'a1-Protease-Inhibiteur (207). 

2°) Enzymes et dégradation hormonale hypophysaire 

Différentes activités enzymatiques ont été identifiées dans l'hypophyse: Endopeptidase 24.15 

[activité retrouvée dans les fractions solubles et particulaires] (204, 214) ; Endopeptidase 24.11 

[activité associée à la membrane cytoplasmique et identique à l'Enképhalinase ou Thermolysine-like 

Métalloendopeptidase (3)] (4, 125, 214) ; Enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) [activité 

associée à la membrane cytoplasmique] (125); Endopeptidase neutre cation-sensible chymotrypsine

like [enzyme multicatalytique retrouvée dans la fraction soluble] (305, 306) ; Prolyl endopeptidase 

[activité de la fraction soluble] (307); Pyroglutamate aminopeptidase (25, 288). 

D'autres activités [Aminopeptidase (125) et Endopeptidase neutre cation- et thiol- dépendante (176)] 

ont été mises en évidence au niveau de la fraction mitochondriale de l'antéhypophyse de rat et ne sont 

sans doute pas impliquées dans l'inactivation biologique des neuropeptides. 
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Le rôle des enzymes va donc, dans ce cas, être double : inactivation des médiateurs peptidiques, et 

régulation des taux intracellulaires des hormones synthétisées dans les cellules. 

a) Inactivation des médiateurs peptidiques 

Les peptides sont des médiateurs importants du fonctionnement de l'hypophyse et de 

nombreuses activités enzymatiques, souvent à localisation membranaire, sont succeptibles de les 

dégrader et ainsi d'interrompre leur effet (27, 63, 124). 

C'est le cas de l'Endopeptidase 24.11 présente à la surface des cellules gonadotropes et qui hydrolyse 

le LHRH (21). 

Parfois cette activité fera l'objet d'une régulation hormonale. C'est le cas d'une Pyroglutamate 

aminopeptidase qui est responsable de la dégradation du TRH et dont l'activité est augmentée par 

l'hormone thyroïdienne T3 (25) et diminuée par l'oestradiol (288). 

b) Régulation des taux intracellulaires d'hormones 

Les enzymes constituent également un moyen pour les cellules de réguler leur taux 

intracellulaire d'hormones. 

Ainsi, au cours des processus d'hypersecrétions hormonales, on observe un phénomène dit de 

crinophagie qui correspond à la fusion des granules de secrétion avec des lysosomes (16, 212) dont 

on connaît la richesse en enzymes protéolytiques de type cathepsine. Cette fusion a pour résultat une 

dégradation des composés hormonaux contenus dans les granules. 

La crinophagie a été décrite pour les cellules corticotropes, lactotropes, somatotropes, gonadotropes 

et thyréotropes (16, 212). 

c) Rôle des enzymes plasmatiques 

TI est à noter que des enzymes d'origine plasmatique sont potentiellement capables de dégrader 

les médiateurs peptidiques présents à la surface des cellules de l'hypophyse. Par exemple, une 

activité Pyroglutamate peptidase, permettant la dégradation du TRH, a été mise en évidence dans le 

sérum de porc (26). 
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3°) Enzymes et modifications post-traductionnelles des composés hormonaux 

Des modifications post-traductionnelles de composés hormonaux faisant intervenir différentes 

activités enzymatiques peuvent survenir à l'intérieur des granules de secrétion. 

-Des Cathepsines (Cystéines protéases habituellement à localisation lysosomiale) (22) 

appartenant plus particulièrement aux classes B, H et L (285) (Tableau 3) sont rencontrées dans les 

granules de secrétion en dehors des processus de crinophagie, ce qui suggère qu'elles jouent un rôle 

dans les processus de maturation des hormones peptidiques (287). 

Ces 3 activités enzymatiques (en particulier, celle de la cathepsine B) ont ainsi été mises en évidence 

dans les granules de secrétion de rénine des cellules juxtaglomérulaires de rat (197, 280). 

Par ailleurs, il a été démontré la coexistence de cystatine B (un inhibiteur endogène de cystéine

protéases) et d'insuline dans les cellules B pancréatiques de rat (298) ; de cathepsine B et du peptide 

atrial natriurétique dans les granules de secrétion des cellules atriales myoendocrines de rat (299); et 

des cathepsines B, H et L avec la thyroxine dans les granules cytoplasmiques des cellules 

thyroïdiennes folliculaires de rat (287). 

Au niveau hypophysaire, une activité de type cathepsine H est retrouvée dans les granules de 

secrétion des cellules corticotropes. 

Par ailleurs, les granules de secrétion des cellules gonadotropes contiennent à la fois une activité 

cathepsine B, de la LH, de la prorénine et de la rénine ce qui laisse supposer que la cathepsine B joue 

un rôle dans l'activation de la rénine au sein de ces granules (286). 

-Une activité Kallicréine (EC 3.4.21.35), inductible par les oestrogènes (118), a été décrite 

dans les granules de secrétion des cellules lactotropes d'hypophyses de rat (126) où elle est 

responsable du clivage de la PRL en fragments plus courts : les PLMs (PRL-like molecules), 

également secrétées mais dont le rôle physiologique est encore mal connu (126). 

-Une activité enzymatique de type peptidylglycine a-amidation monooxygénase ou PAM (EC 

1.14.17 .3) (92) est présente pour sa part dans les granules de secrétion des cellules 

antéhypophysaires où elle joue un rôle trés important dans la synthèse, à partir de prohormones, 

d'hormones peptidiques ayant un résidu amide en position C-terminale (44, 91). 

-Enfin, une activité Carboxypeptidase B-like a également été décrite dans les granules de 

secrétion de l'hypophyse. Cette activité permet le clivage des arginines ou lysines C-terminales de 
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nombreux précurseurs de neuropeptides (105) comme la Met -enképhaline-Arg6 qui est transformée 

en Met-enképhaline. 

CATHEPSINE CATHEPSINE CATHEPSINE 

B H L 

SUBSTRAT Z-Arg-Arg-AMC H-Arg-AMC Z-Phe-Arg-AMC 

REffiMMANDE 

MM(kDa) 24 28 23 

_EH OPTIMUM 6 6,8 5,5 

PHi 4,5 à 5,5 6 à 7,1 5,5 à 6,1 

Tableau 3 : Caractéristiques générales des cathepsines B, H et L. 

Nb : Z-Phe-Arg-AMC est insensible à la Cathepsine H mais est dégradé 

par la Cathepsine B. 

ill) PEPTIDASES TESTICULAIRES 

Des activités peptidasiques ont également été décrites au niveau du testicule et si elles sont 

relativement moins étudiées à l'heure actuelle que celles existant tant au niveau hypophysaire que 

central on peut penser qu'en général elles sont très proches sinon identiques à celles précédemment 

présentées. Dans ce sens, il a été mis en évidence dans le testicule des activités de type : 

-ACE (Enzyme de conversion de l'Angiotensine) (29, 90, 123, 270) qui joue un rôle 

dans le métabolisme de l'angiotensine II, de la bradykinine, de la substance P et de la neurotensine. 

On estime ainsi qu'une activité dipeptidyl carboxypeptidase zinc dépendante (ce qui est le cas de 

l'ACE) est indispensable à la maturation et au développement des cellules germinales (245). 

-Prolyl endopeptidase (307, 314) qui catabolise les peptides contenant une proline 

comme la substance P ou le LHRH. 
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-Endopeptidase 24.15 (24, 62, 231, 282) qui intervient dans la dégradation de la 

substance P, de la neurotensine, de la bradykinine et du LHRH. 

-Carboxypeptidase (104) et Aminopeptidase (122, 199, 200, 293). 

D'une manière générale, ces peptidases semblent plus particulièrement localisées dans les tubes 

séminifères (120) et plus particulièrement dans les cellules germinales (177). 

-Les activités de type Cathepsine (en particulier B et L) semblent pour leur part peu 

abondantes dans le testicule (265). 

E)PROTEASESETPARASniTSME 

Le rôle des protéases parasitaires est fondamental dans l'adaptation et le développement 

des parasites chez un hôte (11, 235). Il a ainsi pu être démontré qu'elles interviennent dans l'invasion 

tissulaire (158, 240), la digestion des protéines de l'hôte (255), l'échappement aux réponses 

immunitaires et la prévention de la coagulation (206). 

Parmi les 4 grandes classes de protéases (sérine-protéases, métallo protéases, aspartyl-protéases et 

cystéine-protéases) (23), il apparaît que les cystéine-protéases constituent le groupe enzymatique 

majeur de nombreux protozoaires parasites (225) comme Leismania mexicana, Trypanosoma brucei 

brucei, Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Trichomonas foetus, Giardia lamblia et 

Entamoeba histolytica. Les protéases des helminthes appartiennent, quant à elles, essentiellement aux 

sérine ou aux métallo-protéases (225). 
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l) ORIGINALITE ET CARACTERISTIQUES DES CYSTEINE-PROTEASES DES 

PROTOZOAIRES 

De nombreuses études ont indiqué que les protéases les plus abondamment représentées 

dans les formes circulantes des trypanosomes africains appartiennent au groupe des cystéine

protéases. Elles sont apparentées aux cathepsines B et L des mammifères (189) avec lesquelles elles 

présentent néammoins des différences quantitatives, fonctionnelles et structurales. 

La plupart des tissus de mammifères ne renferment en effet que 3 types principaux de 

cystéine-proteases qui appartiennent aux groupes des cathepsines B, Let H. 

Les protozoaires parasites (comme les trichomonas, les trypanosomes et L. mexicana renferment 

pour leur part un nombre relativement important de cystéine-protéases qui, comparées aux enzymes 

de mammifères, présentent une relative stabilité aux traitements alcalins (225) et ont une taille 

anormalement importante. 

La séquence d'une cystéine-protéase de Trypanosoma brucei a d'ailleurs été déterminée par des 

techniques de biologie moléculaire et montre que si certaines régions de l'enzyme présentent de très 

grandes analogies avec la cathepsine L des mammifères, le gène du trypanosome code également 

pour une extension inhabituellement longue de la partie C-terminale dont une partie subsiste dans la 

protéine définitive (89, 217, 225) 

ill LOCALISATION CELLULAIRE DES ENzyMEs DU TRYPANOSOME 

La plupart des cystéine-protéases de protozoaires sont localisées dans les lysosomes, ce 

qui est le cas pour les trypanosomes africains (189). Cependant, certains parasites sont capables de 

relarguer des protéases dans le milieu extérieur par un mécanisme encore mal connu. 

En ce qui concerne Trypanosoma brucei brucei, il a été décrit dans les organelles "lysosome-like" de 

ces parasites, 2 cystéines-protéases "cathepsine L-like" à activité peptidolytique inhibée par le E-64 

(188, 248). 
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Une activité cystéine peptidase cytosolique (188) active à pH alcalin (pH 8) a également été mise en 

évidence chez Trypanosoma cruzi ainsi que chez de nombreux autres trypanosomatidés parmi 

lesquels des trypanosomes africains comme Trypanosoma brucei brucei, T. b. gambiense, T. b. 

rhodesiense, T. evansi et T. equiperdum (12). 

Enfin, Trypanosoma brucei brucei posséde également des enzymes de type sérine protéase (188) dont 

la localisation est vraisemblablement cytosolique. 

III) ACTIVITES ENZYMATIQUES PLASMA TIQUES D'ORIGINE PARASITAIRE 

1 °) Activités enzymatiques libérées par le parasite 

Des peptidases parasitaires ont été mises en évidence dans le plasma de souris infestées 

par Trypanosoma brucei brucei (169) et celui de génisses parasitées par Trypanosoma congolense 

(168). Ces peptidases, qui sont libérées dans la circulation suite à la destruction des parasites par les 

défenses immunitaires, vont subir différentes destinées. 

Ainsi, l'activité sérine peptidase cytoplasmique soluble à pH optimum alcalin de Trypanosoma brucei 

brucei est résistante à des inhibiteurs d'enzymes "trypsine-like" comme l'aprotinine et l'ai-protéase 

inhibiteur et n'est que partiellement inhibée par l'a2-macroglobuline ce qui implique que lors de sa 

libération dans le sang circulant elle puisse jouer un rôle important dans la pathogénie du parasite 

(188) 

Par contre, les protéases lysosomales, lorsqu'elles sont libérées dans le torrent circulatoire, sont 

rapidement neutralisées par des inhibiteurs comme l'a2-macroglobuline, le kininogène et la cystatine 

(inhibiteur apparenté au kininogène) (188). 

Ce dernier phénomène a été confirmé par Nwagwu et coll. (226) de la façon suivante. 

Trypanosoma brucei brucei est capable de libérer, dans un tampon phosphate salin glucosé (PSG), 

différentes protéases dont les pH optima d'activité sont de 5,4 et 8,0. Lorsqu'on examine les activités 

protéolytiques des plasmas de rats infestés par ce même trypanosome, on retrouve l'activité avec un 

maximum à pH 8,0 mais aucune à pH 5,4 ce qui indique que la protéase active à pH 5,4 est instable 

ou indétectable dans le plasma des rats infestés (226). 
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2°) Interactions des constituants sériques avec les enzymes parasitaires 

Le sérum de certaines espèces comme le rat et l'homme est capable pour sa part, lorsqu 'il 

est mis en contact avec des enzymes parasitaires, d'induire l'apparition de nouveaux complexes 

enzymatiques actifs et d'entraîner une augmentation de l'activité protéolytique globale. 

Ce phénomène apparaît lié à la fixation de l'enzyme parasitaire à un effecteur allostérique sérique ce 

qui entraîne une modification de sa masse moléculaire, de son activité et de son pH optimum qui est 

diminué. Cet événement n'est pas rencontré avec les enzymes lysosomales de mammifères ce qui 

indique une adaptation de l'équipement enzymatique des trypanosomes aux conditions de l'infestation 

(188). 
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RESULTATS 

ETUDE DES DESEQUILIBRES ENDOCRINIENS SURVENANT AU COURS DE 

LA TRYPANOSOMIASE AFRICAINE 

A) SUIVI DES REPERCUSSIONS SUR L'AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSO

GONADIQUE D'UNE TRYPANOSOMIASE CHRONIQUE 

Cette étude a été entreprise afm de valider le modéle expérimental d'infestation aiguë 

développé au laboratoire. 

En effet, l'infestation expérimentale aiguë par Trypanosoma brucei brucei variants AnTat 1.1 A ou 

AnTat 1.8 présente sur au moins deux points des différences importantes avec l'infestation naturelle 

des humains et des animaux dans les zones d'endémie. 

-la mort de l'animal survient en l'espace de 4 jours (contre 1 à plusieurs mois dans le modèle 

naturel) 

-la parasitémie atteint au moment de la mort des animaux des niveaux trés supérieurs à ceux 

observables sur le terrain. 

On pouvait donc craindre que les déséquilibres endocriniens mis en évidence au laboratoire sur le 

modèle expérimental aigü ne soient pas liés à une intervention directe du trypanosome sur le 

fonctionnement de l'axe gonadique mais résultent d'une réponse non spécifique de l'organisme à un 

état infectieux très sévère. 

Nous avons ainsi vérifié qu'une infestation se développant sur un mode "chronique" chez le rat 

(utilisation du variant T. brucei brucei AnTat 1.1 E) entraînait des déséquilibres endocriniens 

comparables à ceux observés lors d'une infestation aiguë. 

L'étude a été entreprise sur 5 groupes de 6 rats mâles sains qui ont été inoculés par voie 

intrapéritonéale à j = 0 par 100 formes circulantes de T. brucei brucei AnTat 1.1 E mises en 

suspension dans du tampon PSG. Le développement de la parasitémie chez les rats infestés a été 
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suivi pendant 14 jours sur des échantillons de sang prélevés à la queue des animaux et, àj = 0, 3, 5, 

8 et 14, un groupe de 6 rats a été tué par décapitation à la même heure de la journée (pour tenir 

compte du rythme circadien de certains paramètres à doser) de façon à mesurer les taux sériques de 

LH, testostérone et corticostérone ainsi que la concentration hypophysaire en LH. 

La Figure 5 reflète les variations dans le temps des taux sériques de la testostérone (T) et de la 

LH (S-LH) ainsi que celles du contenu hypophysaire en LH (P-LH) en fonction de la parasitémie. 

Les valeurs des différents paramètres suivis sont quant à elles reportées dans le Tableau 4. 

Pourcentages de variation 
(valeurs initiales= 100%) 

100 

50 

0 
0 3 4 5 7 8 11 12 13 14 

100 

50 

0 
Jours 

d'infestation 

Figure 5 : Evolution au cours de la trypanosomiase chronique des taux sériques de testostérone 

(barres noires) et de LH (barres blanches) ainsi que du contenu hypophysaire en 

LH (barres hachurées) en fonction de la parasitémie (ligne noire continue) chez des 

groupes de 6 rats. Les étoile indiquent les paramètres dont la valeur est significativement 

différente (p<0,05) de celle mesurée chez les rats témoins à jO. 
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Jours 0 3 4 5 7 8 11 12 13 14 

Parasitémie 0 8.7 25 35 3 3.7 61.2 72.5 75 72.5 
(Trypanosomes x ± 3.7 ±5 ±5 ±1 ± 1.2 ± 10 ± 8.7 ± 14 ± 15 

w6 /ml) 

LH hypophysaire 23 16.3 13.9 14.2 18.1 
(~g 1 hypophyse) ± 2.7 ± 2.2 ± 1.7 ±2 ± 1.6 

3.85 3.13 2.52 2.53 2.51 
LH sérique ± ± ± ± ± 

(ng /ml) 0.64 0.47 0.17 0.19 0.24 

Testostérone 0.68 0.66 0.58 0.43 0.62 
(ng/ml) ± ± ± ± ± 

0.08 0.03 0.06 0.05 0.18 

Corticostérone 168 234 195 178 167 
(~g 11) ±24 ±59 ±45 ±71 ±43 

Tableau 4 : Evolution de différents paramétres endocriniens et de la parasitémie au cours d'une 

trypanosomiase évoluant sur un mode chronique. 

Les valeurs correspondent aux moyennes ± SEM pour chaque groupe de 6 animaux. 

On observe que l'infestation induit un premier pic de parasitémie à j0+5 (35 x 1Q6 

Trypanosomes/ml) alors qu'un très petit nombre de parasites est observable dans le sang à jO+ 7 et 

j0+8, période correspondant à une phase de trypanolyse. Le premier pic est suivi d'un deuxième qui 

atteint son maximum vers le douxième jour (environ 75 x 1Q6 trypanosomes/ml) et se maintiendra au 

moins jusqu'au vingt et unième jour, période où les animaux décéderont. 

Avant le premier pic de parasitémie, les valeurs de la testostérone sérique ainsi que celles de LH 

(sérique et hypophysaire) restent comparables aux valeurs des témoins. 

Par contre, après ce premier pic, les valeurs des différents paramètres endocriniens étudiés diminuent 

graduellement, avec un minimum vers j0+8 ; cette diminution coïncidant avec la phase de trypanolyse 
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ce qui suggère que les troubles observés ont pour origine des composés parasitaires libérés au cours 

de la lyse des parasites. 

L'hypogonadisme (objectivé par la diminution du taux sérique de testostérone) est moins net à jO+ 14 

qu'àj0+8, lorsque la parasitémie atteint un plateau, mais ce phénomène peut être lié à une adaptation 

à moyen terme de l'organisme aux déréglements endocriniens induits par le parasite. Dans ce cadre, 

les taux delli sériques et hypophysaires restent nénmoins plus bas que ceux des contrôles avec 0,05 

< p < 0,1. 

La corticostéronemie (C), quant à elle, augmente de façon modérée à j0+3 puis revient à un taux 

comparable à celui des témoins à j0+8 (Tableau 4) ce qui correspond à l'évolution habituellement 

décrite de ce paramètre au cours d'un stress prolongé (246). 

En fonction des observations réalisées sur ce modèle d'infestation "chronique" qui est proche 

de celui retrouvé en milieu naturel, il nous est donc apparu que l'utilisation d'un "modèle 

expérimental d'infestation aigüe" pour étudier les effets du trypanosome sur le fonctionnement de 

l'axe gonadotrope, était justifié dans la mesure où des déséquilibres endocriniens comparables étaient 

relevés dans les deux cas. 

Par ailleurs le modèle "aigu" apporte sans doute plus de renseignements que le modèle "chronique" 

dans la mesure où le caractère important de l'infestation exacerbe les effets du parasite sur ses cibles 

privilégiées, l'organisme de l'animal n'ayant pas, de plus, le temps de s'adapter et de compenser les 

déséquilibres endocriniens provoqués. 

B) ETUDE DES EFFETS D'UNE TRYPANOSOMIASE AlGUE CHEZ LE RAT 

Les observations précédemment réalisées au laboratoire sur un modèle expérimental chez le rat 

d'infestation aiguë à Trypanosoma brucei brucei variant AnTat 1.1 A, avaient mis en évidence 

l'apparition en l'espace de trois jours d'un hypogonadisme (objectivé par la diminution du taux 

sérique de testostérone) accompagné d'une accumulation de LH dans l'hypophyse des rats infestés 

mais sans diminution significative de la LH sérique (130). 
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En fonction de ces résultats, le trypanosome apparaissait avoir deux cibles privilégiées : le testicule et 

l'hypophyse. 

Nos travaux ont donc essentiellement consistés à élucider sur ce modèle d'infestation aigu la 

physiopathologie de l'altération des fonctionnements hypophysaires et gonadiques. 

D DESORDRES ENDOCRINIENS ET METABOLIQUES INDUITS PAR UNE 

TRYPANOSOMIASE AlGUE 

1 °) Effets de la trypanosomiase sur la testostéronémie de base des rats 

Notre première étude a consisté à vérifier la survenue d'un hypogonadisme en l'espace de 

trois jours chez les rats infestés. 

Par ailleurs, dans l'optique d'une étude ultérieure des effets du parasite sur les récepteurs testiculaires 

de la LH, nous avons également étudié l'incidence du mode de sacrifice des animaux (décapitation ou 

injection de pentobarbital) sur la valeur des taux sériques de testostérone. 

En effet, les rats utilisés ultérieurement pour l'étude de ces récepteurs devaient être sacrifiés par 

l'injection d'une solution de pentobarbital. 

L'anesthésie étant susceptible d'induire un stress responsable d'une augmentation transitoire de la LH 

sérique et donc de testostérone, il convenait donc de vérifier que ce mode de sacrifice ne risquait pas 

de masquer l'hypogonadisme induit par l'infestation. 

L'étude des taux sériques de la testostérone au cours de l'infestation par le trypanosome a été 

conduite sur 4 groupes de rats pour un nombre total de 94. 

Les rats témoins ont été répartis en 2 groupes (groupe 1 (G1): n = 22 et groupe 4 (G4): n = 20) et 

ont été uniquement inoculés par voie intrapéritonéale (ip) avec 5 ml d'un tampon PSG de pH 8,0 (38 

mM Na2HP04, 29 mM NaCl, 83,3 mM glucose) àj =O. Ce même jour, 2 groupes de rats (groupe 

2 (G2) : n = 26 et groupe 3 (G3) : n = 26) ont été inoculés en ip par 50 x 1Q6 formes circulantes de 
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trypanosomes diluées dans le PSG et appartenant respectivement aux variants T. brucei brucei AnTat 

1.1 A et AnTat 1.8. 

Trois jours après l'infestation, les rats parasités ont développé une parasitose aiguë (plus de 360 x 

1Q6 trypanosomes/ml de sang) et ont été sacrifiés entre 09h00 et 11h00 le matin. 

-Le groupe 4 a été décapité et le sang récupéré à partir du tronc dans des tubes secs de 10 ml. 

-Les rats appartenant aux groupes 1. 2 et 3 ont reçus chacun par voie ip l'injection d'un 

mélange contenant 0,5 ml d'héparine (Liquemine®, Roche) et 0,6 ml de pentobarbital (Pentobarbital 

sodique®, Sanofi). Le sang des animaux a ensuite été prélevé par ponction intracardiaque. 

A prés préparation, les sérums ont été conservés à -20°C pour la détermination ultérieure des taux 

sériques de testostérone. 

La valeur moyenne de ces taux, pour chacun des groupes étudiés, est reportée dans le Tableau 5 .. 

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Analyse statistique 

(G1) (G2) (G3) (G4) (test de Student) 

Testostérone 2,51 1,09 0,93 1,94 Gl/G2: p < 0,001 

(ng/ml) ±0,25 ± 0,23 ± 0,14 ± 0,36 Gl/G3 : p < 0,001 

Tableau 5 : Taux sériques de testostérone de rats sains ou parasités au bout de 3 jours 

d'infestation en fonction du mode de sacrifice. 

A la vue de ces résultats, il apparaît clairement que notre modèle d'infestation expérimentale aigüe 

induit en l'espace de 3 jours un hypofonctionnement gonadique objectivé par la diminution du taux 

sérique de testostérone. 

Les études statistiques (test de Student) révélent une différence significative entre les groupes 1 et 2. 

(p < 0,001) et entre les groupes 1 et 1 (p < 0,001). Il n'existe cependant pas d'identité entre les 2 

groupes témoins (groupes 1 et .4) (0,2 < p < 0,3) ce qui indique que le sacrifice par anesthésie induit 

une légère augmentation de la production de testostérone (+29 %). 
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2°) Recherche de l'origine de l'hypogonadisme 

La diminution de la production testiculaire de testostérone peut relever de 3 origines : 

hypothalamique, hypophysaire ou gonadique. 

De manière à mieux cerner cette origine, deux expériences ont été menées. Tout d'abord, nous avons 

mesuré les taux de LH sérique de rats après trois jours d'infestation ; puis, nous avons réalisé une 

étude fonctionnelle testiculaire par un test de stimulation par l'hCG. 

a) Taux sériques de LH le troisième jour d'une infestation aiguë 

L'étude a été menée sur 2 groupes de rats (témoins, n = 8 et infestés [T. b. brucei. variant 

AnTat 1.1 A], n = 8). Pendant les 3 jours nécessaires au développement de la parasitose aiguë 

(parasitémie supérieure à 360 x 1Q6 trypanosomes 1 ml) les rats n'ont pas été dérangés. 

Le troisième jour, ils ont été tués par décapitation et le sang a été prélevé au tronc en vue de la mesure 

des taux de testostérone et de LH sériques. 

Le résultat de ces mesures met en évidence une diminution conjointe des taux sériques de 

testostérone et de LH (environ 60 à 70 %) (Tableau 6). 

Rats témoins sains Rats infestés Différence statistique 

(test de Student) 

Testostérone 1,33 ± 0,23 0,57 ± 0,09 p < 0,01 

(nglml) 

LH 4,12 ± 1,03 1,19 ± 0,31 p < 0,02 

(nglml) 

Tableau 6 : Evolution des taux de testostérone et de LH sériques après 3 jours d'infestation 

par Trypanosoma brucei brucei variant AnTat 1.1 A. Chaque résultat est la moyenne 

obtenue à partir de 8 animaux ± SEM. 
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Ces résultats viennent contredire ceux précédemment publiés sur le même modèle expérimental par 

Hublart et col. (130) qui indiquaient que l'hypotestostéronémie ne s'accompagnait pas d'une 

diminution significative des taux de LH sériques. On peut donc en déduire que l'atteinte 

hypophysaire, si elle existe, n'est pas seule responsable du dysfonctionnement gonadique. 

Dans ce sens, l'étude fonctionnelle testiculaire prend tout son interêt. 

b) Etude fonctionnelle testiculaire du rat parasité 

De façon à évaluer la réponse testiculaire à une gonadotrophine exogène (hCG), 7 rats infestés 

depuis 3 jours par le variant T. brucei brucei AnTat 1.1 A et 6 rats témoins sains ont reçu par voie 

intrapéritonéale (ip) une injection de 500 ~1 d'une solution de chlorure de sodium isotonique (NSS) 

contenant de l'hCG à raison de 50 UI/100 g de poids vif (153). Trois rats sains, à titre de contrôles, 

ont reçus uniquement 500 ~1 de la solution NSS. Le sang de tout ces rats a été prélevé à la queue 1, 

2, 3, 4 et 6 heures plus tard afin de mesurer la testostérone (volume unitaire prélevé: 400 ~1). 

La Figure 6 révèle clairement une altération de la capacité testiculaire à répondre à l'hCG chez 

les rats infestés. La production de testostérone apparaît ainsi retardée et diminuée par rapport à celle 

des rats témoins. 
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Testostéronèmie (ng/ml) --o-- Rats Infestés + hCG 
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Figure 6: Evolution des taux sériques de testostérone des rats suite à l'injection d'hCG. 

Les ronds noirs correspondents aux rats sains, les ronds blancs aux rats 

infestés. Les carrés blancs montrent l'évolution de la testostérone chez des 

rats sains injectés uniquement à t=O par du sérum physiologique. 

Chaque point correspond à la moyenne du groupe étudié ± SEM. 

L'hypogonadisme survenant de manière précoce au cours de la trypanosomiase Africaine apparaît 

donc être essentiellement lié à une altération du fonctionnement testiculaire. 

Parmi les causes possibles de ce dysfonctionnement, deux semblent particulièrement intéressantes à 

retenir : le~ et l'inflammation tissulaire générée par le parasite. 

La trypanosomiase Africaine induit un stress. Ce stress, qui est révélé par l'augmentation de 

la cortisolémie chez les chèvres (219), entraîne chez le rat une diminution du taux sérique de 

testostérone qui est liée à une désensibilisation partielle des récepteurs testiculaires de la LH (59) sans 

modification de leur capacité de fixation ou de leur affinité (232). 
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Une cause possible de ce stress pourrait être l'hypoglycémie qui survient au cours de la parasitose 

autant chez l'homme (224) que chez l'animal (262), et qui résulte d'une augmentation de la 

consommation périphérique du glucose par le parasite ainsi qu'à la mobilisation des réserves de 

glycogène du foie du fait de l'altération des fonctions de ce dernier. 

L'hypoglycémie constitue en effet la plus puissante source de stress chez les mammifères (304) et il a 

été démontré qu'elle induit une diminution de la secrétion de LH (65). 

L'hypotestostéronémie peut être aussi le résultat de l'inflammation testiculaire induite par le 

parasite. 

En effet, le trypanosome induit chez le bélier (5) et le bouc (141) l'apparition d'un oedème testiculaire 

avec une infiltration diffuse de cellules macrophagiques et un envahissement de la tunica vaginalis par 

les parasites. 

Les cellules macrophagiques, normalement présentes dans les tissus interstitiels testiculaires et en 

contact avec les cellules de Leydig, sont ainsi susceptibles d'intervenir dans l'inhibition de la 

stéroïdogénèse gonadique observée dans la trypanosomiase africaine. En effet, au cours de 

l'infestation par T. b. brucei, il a été démontré que ces cellules macrophagiques sont activées et 

libérent de grandes quantités d'interleukine-! (IL-l) et de prostaglandine E2 (PGE2) (13). Or l'IL-l 

inhibe la stéroïdogénèse testiculaire (51) et si le rôle des prostaglandines au sein du testicule n'est pas 

encore bien défini (117), il a été suggéré qu'elles interviendraient dans les effets inhibiteurs des 

fonctions testiculaires par le LHRH (213). Il a ainsi été démontré in vivo que l'administration de 

prostaglandines entraînait une diminution de la spermatogénèse et de la testostéronémie (259). 

Dans le cadre de notre modèle expérimental, le stress et le processus inflammatoire ont été 

respectivement mis en évidence par l'observation de l'augmentation des taux sériques de 

corticostérone et d'a2-macroglobuline [protéine augmentant précocemment au cours des processus 

inflammatoires chez le rat (139)]. 

Par ailleurs, dans l'optique d'une étude étiologique plus approfondie du stress, les variations de la 

glycémie ont été suivies pendant les 3 jours d'infestation aiguë ainsi que celles des taux des 
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transaminases (TGO et TGP), utilisés dans le cas précis comme des marqueurs de l'intégrité 

hépatique. 

3°) Mise en évidence de la survenue d'un stress et d'un processus inflammatoire au cours de la 

trypanosomiase 

Les taux sériques de corticostérone (marqueur d'un stress) et d'a2-macroglobuline (témoin de 

l'existence d'un processus inflammatoire) ont été mesurés au bout de trois jours d'infestation chez les 

mêmes rats que ceux décrits dans le chapitre précédent (B-l-2°-a). Les résultats, rapportés dans le 

Tableau 7, montrent clairement que le parasite induit un état de stress et un processus inflammatoire 

qui sont des paramètres qui jouent certainement un rôle dans la survenue de l'hypogonadisme. 

Rats témoins sains Rats infestés Différence statistique 

(test de Student) 

Corticostérone 162,9 ± 50,7 354,3 ±56 p < 0,02 

(Jlg/1) 

a2-macroglobuline 72± 12 135 ± 28 p < 0,05 

(mg/1) 

Tableau 7 : Mise en évidence au bout de trois jours d'infestation aiguë de l'augmentation 

des taux sériques de la corticostérone (marqueur d'un stress) et de 

l'a2-macroglobuline (marqueur d'un processus inflammatoire). 

Chaque résultat est la moyenne obtenue à partir de 8 animaux ± SEM. 
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4°) Variations de la glycémie et des transaminases sériques au cours d'une infestation aiguë 

Des rats (témoins, n = 7 et infestés, n = 6) ont été inoculés à 10h00 le matin respectivement 

soit avec le tampon PSG soit avec 50 x 106 formes circulantes de T. brucei brucei AnTat 1.1 A dans 

cemêmePSG. 

Le sang a été prélevé à la queue des mêmes rats pendant 3 jours de façon à mesurer la parasitémie, la 

glycémie et les activités transaminasiques sériques [transaminase glutamate-oxaloacétate (TGO) et 

transaminase glutamate-pyruvate (TGP)]. 

Le volume de chaque prélévement a été d'environ 600 Jll pour une durée n'excédant pas 5 minutes 

par rat. 

Le Tableau 8 met en évidence les variations de la glycémie et de l'activité des transaminases 

sériques pendant les 3 jours d'infestation. On peut ainsi observer une légère diminution de la 

glycémie le troisième jour de la parasitose (0,75 g/1 pour 1,24 g/1 chez les rats témoins), cette 

diminution étant pour une part liée à une atteinte hépatique (révélée par une augmentation des 

transaminases TGO et TGP) qui apparaît déjà au bout de 24 heures d'infestation, moment où les 

trypanosomes apparaissent dans le sang circulant des animaux parasités. 
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Jours 0 0,3 1 2 3 

Parasites 

(x106Jml sang) 0 0 2± 0,8 109,6 ± 17,7 316 ± 47,7 

Infestés 1,30 ± 0,05 1,35 ± 0,06 1,22 ± 0,06 1,08 ± 0,06 0,75 ± 0,04 

Glycémie (g/1) 

Témoins 1,25 ± 0,06 1,25 ± 0,05 1,12 ± 0,12 1,22 ± 0,04 1,24 ± 0,02 

Infestés 170± 16 165 ± 10 162 ± 18 600± 94 1825 ± 262 

TGO (UI!l) 

Témoins 170 ± 13 159 ± 8 247 ± 33 204 ± 17 114 ± 13 

Infestés 56±2 64±5 77 ±6 2183 ± 472 8254 ± 2416 

TGP (UI/1) 

Témoins 56±2 51± 5 50±5 56±2 46±4 

Tableau 8 : Suivi de la glycémie et de l'activité des transaminases sériques en fonction de la 

parasitémie au cours d'une trypanosomiase aiguë. (TGO : transaminase 

glutamate-oxaloacétate et TGP: transaminase glutamate-pyruvate). Les 

résultats correspondent aux moyennes des valeurs ± SEM. 

Nos résultats mettent donc en évidence qu'en dépit des dommages hépatiques causés par le parasite, 

la glycémie n'est pas altérée de façon significative sauf au troisième jour d'infestation. Quoi qu'il en 

soit, le caractère peu marqué de cette diminution n'est pas suffisant pour expliquer à lui seul 

l'altération de la secrétion de la LH et le stress. 
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ill INCIDENCE DE LA TRYPANOSOMIASE SUR LES RECEPTEURS TESTICULAIRES DE 

LALH 

Lors de la réalisation du test à l'hCG, nous avions mis en évidence une altération 

fonctionnelle testiculaire. Parmi les causes envisagées de ce dysfonctionnement, le stress provoqué 

par le parasite avait été évoqué et il avait été rappellé que chez le rat, ce stress induit une diminution de 

la testostéronémie qui est liée à une désensibilisation partielle des récepteurs de la LH (59) sans 

modification de leur capacité de fixation ou de leur affmité (232). 

De manière à fournir plus d'arguments sur l'incidence du stress sur le fonctionnement gonadique, 

nous avons donc étudié de manière plus précise les effets du trypanosomes sur les récepteurs 

testiculaires de la LH. 

Cette étude a nécessité dans un premier temps la mise au point d'une méthode de "binding" de l'hCG 

marquée à l'iode 125 sur des homogénats testiculaires, cette gonadotrophine placentaire étant 

habituellement utilisée pour la mise en évidence des récepteurs testiculaires de la LH. 

La technique développée s'est inspirée de celle décrite par Salesse et coll. (260). 

1 °) Mise au point des conditions d'étude des récepteurs testiculaires de la LH 

a) Détermination des conditions de durée et de température d'incubation d'homogénats 

testiculaires. Effet des inhibiteurs de protéases. 

Deux types de tampons Tris ont été utilisés pour cette étude. Le premier <Jl:iù) est identique 

à celui utilisé pour la préparation des homogénats testiculaires, et le deuxième (Tris 2) est un tampon 

Tris 1 dans lequel a été ajouté des inhibiteurs de protéases (PMSF, TLCK et NEM) à une 

concentration de 1 mM. 

Une quantité fixe d'hCG* (100 000 cpm dilués dans 50 j..Ll du tampon Tris 1 ou Tris 2) a été apportée 

dans un tube polystyrène cristal sur 100 f.ll d'homogénat Hl (voir Appendice Technique) dilué au 1/4 

avec l'un ou l'autre des tampons. Le compétiteur, lorsqu'il était requis, a été apporté sous un volume 

de 50f.ll dans le tampon Tris 1 ou Tris 2. Le volume final du mélange réactionnel était de 200 f.ll. 
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Après une période d'incubation, chaque tube a été repris par 4 ml de tampon Tris 1 glacé puis 

centrifugé à 5000 g pendant 20 minutes à +4°C. Après élimination du surnageant par retournement, la 

radioactivité fixée sur les culots a été mesurée sur un Multigamma TI counter (LKB). 

Notre étude a consisté à mesurer l'évolution de la fixation du traceur ("binding") sur les 

récepteurs testiculaires au bout de 1, 2, 3, 4, 6 et 24 heures d'incubation à 20°C ou à 37 °C. 

La Figure 7 montre clairement que la température de 37 °C est à éviter dans nos conditions 

expérimentales car elle entraîne une dégradation rapide des récepteurs. Par contre, à 20 °C, un 

maximum de fixation du traceur est observé au bout de 4 heures surtout quand des inhibiteurs de 

protéases sont présents dans le milieu. De façon à se ménager une marge de sécurité lors de la 

réalisation des mesures ultérieures, les conditions d'incubation retenues ont donc été les suivantes : .3. 

heures à 20 °C en présence d'inhibiteurs de protéases. 



58 

0 

,-... 25000 
s ~ 

p.. 
(.) 

c 
20000 Q) 

'-' 
Q) 

'tU 
>< 

<.:::: 
Q) 15000 'tU g. 
~ s 
0 10000 
u ..c 
"cl 
'tU 

5000 ~ ·-~ § 
:;j 

Cl 
0 

0 4 8 12 16 20 24 

Figure 7: Fixation spécifique de 100 000 cpm d'hCG marquée à l'Iode 125 sur un 

homogénat H2 (voir Appendice Technique) en présence (+AP) ou non (-AP) 

d'inhibiteurs de protéases à 20 et 37 °C. 

b) Effet des lavages sur la fixation spécifique testiculaire de l'hCG* 

20°C-AP 

37°C-AP 

20°C+AP 

37°C+AP 

Heures 

Dans l'étude qui précède, un seul lavage par 4 ml de tampon Tris 1 avait été réalisé après 

l'incubation. Dans les conditions définies précédemment (3 heures d'incubation à 20°C) nous avons 

donc testé (avec présence ou non d'inhibiteurs de protéases dans le milieu) l'évolution du "binding" 

suite à 1, 2, 3, 4, 5 et 6lavages. Chaque mesure a été réalisée en triple. 

L'évolution du binding suite à ces lavages est présentée sur la Figure 8 . On observe ainsi clairement 

qu'un seul lavage est suffisant pour avoir une fixation spécifique maximale de la gonadotrophine 

marquée. 
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Figure 8: Effet du nombre de lavages sur la fixation spécifique de 100 000 cpm d'hCG marquée à 

l'Iode 125 sur un homogénat H2 en présence (barres noires) ou absence (barres 

blanches) d'inhibiteurs de protéases dans le milieu d'incubation. 

Chaque barre est la moyenne de trois mesures ± SEM. 

2°) Etude des récepteurs testiculaires de la LH au cours de la trypanosomiase 

a) Modifications quantitatives et qualitatives des récepteurs testiculaires de la LH le troisième 

jour d'une infestation aiguë 

Au total, 63 rats appartenant aux groupes 1, 2 et 3 de l'expérience décrite en B-I-1° ont été 

étudiés : groupe 1 (groupe témoin ; n = 22), groupe 2 (rats inoculés par le variant AnTat 1.1 A ; n = 

19) et groupe 3 (rats inoculés par le variant AnTat 1.8; n = 22). 
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La fixation spécifique de quantités croissantes d'hCG* (0,4 à 4 Jlg/1) a été mesurée sur les 

homogénats testiculaires préparés à partir de chacun de ces animaux et l'analyse de cette fixation a 

résulté de l'exploitation des diagrammes de Scatchard correspondants (261). 

Aucune différence n'a été trouvée entre le poids des testicules décapsulés des rats appartenant 

à ces différents groupes (Tableau 9). 

Par contre, l'analyse des diagrammes de Scatchard indique que la trypanosomiase induit de manière 

précoce une apparente diminution du nombre des récepteurs testiculaires de la LH. Les valeurs 

obtenues (exprimées par g de testicule frais décapsulé) pour chacun des groupes sont reportées dans 

le Tableau 9. 

On peut noter qu'une différence significative existe entre le nombre des récepteurs testiculaires 

de la LH des rats témoins sains et celui des rats infestés quel que soit le variant employé pour 

l'infestation (groupes 1 et 2 : p < 0,01 ; groupes 1 et 3: p < 0,001). 

Aucune différence n'existe entre les 2 groupes de rats infestés. 

Les valeurs totales de récepteurs par testicule sont également reportées dans le Tableau 9. Ici 

encore il existe une différence significative entre les groupes 1 et 2 (p < 0,01) et les groupes 1 et 3 

(p < 0,01), mais aucune entre les groupes 2 et 3 (0,2 < p < 0,3). 

ll apparaît par ailleurs que les récepteurs de la LH qui persistent à la surface des cellules de 

Leydig ont une affinité augmentée pour leur ligand (Tableau 9) mais que ce phénomène n'est 

statistiquement significatif que lorsque les animaux sont infestés par le variant AnTat 1.8 (p < 0,01). 

Enfin, aucune corrélation n'a été retrouvée entre la valeur de la testostéronémie et le nombre ou 

l'affinité des récepteurs de la LH. 
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Rats témoins Rats infestés Rats infestés Analyse statistique 

(groupe 1) (groupe 2) (groupe 3) (test de Student) 

(01) (02) (03) 

Poids des 2 3,45 ± 0,09 3,8 ± 0,09 3,79 ± 0,06 

testicules (g) 

Nombre de 0,528 ± 0,046 0,365 ± 0,015 0,332 ± 0,025 01!02: p < 0,01 

récepteurs de 01!03: p < 0,001 

laLH(pmoVg 

de testicule) 

Nombre total 0,985 ± 0,087 0,677 ± 0,042 0,633 ± 0,05 01/02: p < 0,01 

de récepteurs 01/03: p < 0,01 

de laLHpar 

testicule (pmol) 

Affinité des 3,53 ± 0,27 4,27 ± 0,27 4,82 ± 0,31 01!02: p > 0,05 

récepteurs de 01/03: p < 0,01 

laLH 

(x1Q9 Vmol) 

Tableau 9 : Altérations qualitatives et quantitatives des récepteurs testiculaires de la LH 

au cours de la trypanosomiase aigüe 

Notre étude démontre donc que la trypanosomiase Africaine induit de manière précoce des anomalies 

quantitatives et qualitatives des récepteurs testiculaires de la LH, anomalies sans doute à relier en 

partie aux anomalies fonctionnelles observées in vivo lors de la réalisation du test à l'hCO dans la 

mesure ou en principe seulement 1% du nombre total des récepteurs testiculaires de la LH est 

suffisant pour permettre une réponse stéroïdogène normale (57). 
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Par contre, le stress engendré par le parasite, n'apparaît plus être le seul responsable du 

dysfonctionnement gonadique puisqu'il n'altère en principe ni le nombre ni l'affinité de ces 

récepteurs (232). 

ll était donc nécessaire de pousser plus loin nos investigations de manière à expliquer les anomalies 

observées. 

b) Recherche de l'origine de la diminution du nombre des récepteurs testiculaires de la LH au 

cours de la trypanosomiase 

Dans la mesure où une diminution transitoire de l'expression des récepteurs testiculaires de la 

LH à la surface des cellules de Leydig, ainsi que leur désensibilisation, peuvent être liés à un excés 

transitoire de gonadotrophine circulante, nous avons étudié les variations des taux sériques de 

testostérone et de LH au cours des premières 24 heures d'infestation. 

Des rats (témoins, n = 7 et infestés, n = 6) ont été inoculés à 10h00 le matin respectivement soit avec 

le tampon PSG soit avec 50 x 106 formes circulantes de T. brucei brucei AnTat 1.1 A dans ce même 

tampon. Du sang (moins de 600 ).l.l) a ensuite été régulièrement prélevé au niveau de la queue des 

animaux pendant 24 heures de manière à doser les taux sériques de testostérone et de LH. 

On observe ainsi que le début de l'infestation se traduit par une augmentation précoce et temporaire 

des taux sériques de LH et de testostérone (Figure 9) qui pourraient expliquer la désensibilisation. 

Cette observation est compatible avec la survenue d'un stress provoqué par l'infestation. 

En effet, le stress, en régie générale, induit une élévation transitoire des taux de LH et de testostérone 

plasmatiques (181, 284), suivie d'une diminution de la testostéronémie tandis que la LH sérique 

revient souvent à un niveau normal (232). Ainsi, dans notre étude, l'augmentation précoce de la LH 

pourrait être à l'origine de la perte observée de 30 % des récepteurs ; ce résultat étant à rapprocher de 

celui observé lors du traitement de rats mâles par de faibles doses d'hCG (127). 

Cette augmentation précoce pourrait être également responsable en partie de leur désensibilisation, 

objectivée par le défaut de stimulation testiculaire par l'hCG aprés trois jours d'infestation. 

Cependant, rappellons que la désensibilisation partielle des récepteurs testiculaires de la LH au cours 

d'un stress (59) n'entraîne pas de modification de leur capacité de fixation ou de leur affinité (232). 
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Par conséquent, si l'augmentation transitoire du taux de LH sérique peut en partie expliquer la 

diminution du nombre des récepteurs testiculaires de la LH ainsi que leur désensibilisation, les 

modifications qualitatives de ces récepteurs sont le signe que le stress n'est sans doute pas le seul 

responsable de l'hypofonctionnement gonadique. 

4 

2 " 
" " " " \ " \ " \ <, \ 

......... 'i---------------------------1 ... -------------à ~---- --------------
o+-------~----~------~------~----~------~-

0 4 8 12 16 20 24 Heures 

Figure 9: Evolution des taux sériques de testostérone et de LH pendant les premières 24 heures 

d'une infestation aiguë. 

Les ronds correspondent aux variations de la LH (ronds noirs = rats infestés et ronds 

blancs= rats témoins sains). 

Les triangles correspondent aux variations de la testostérone (triangles noirs= rats infestés 

et triangles blancs =rats témoins sains). 

Chaque point est la moyenne des valeurs mesurées pour chaque groupe ± SEM. 
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C) EFFET DE COMPOSES D'ORIGINE PARASITAIRE SUR L'AXE HYPOTHALAMO

HYPOPHYSO-GONADIQUE 

Les études précédemment réalisées au laboratoire (130) avaient déja suggéré l'incidence 

directe de composés parasitaires sur le fonctionnement gonadique dans la mesure où l'injection 

d'extraits parasitaires qu'ils soient préparés en l'absence ou en présence d'inhibiteurs de protéases, 

induisaient un hypogonadisme chez des rats sains en l'espace de 5 heures (130). 

Les mécanismes responsables de l'hypogonadisme apparaissaient cependant différents dans les deux 

cas. 

En effet, l'injection des extraits parasitaires préparés en l'absence d'inhibiteurs de protéases induisait 

une accumulation de LH dans l'hypophyse et une diminution des taux sériques de LH, alors que 

l'injection des extraits préparés en présence d'inhibiteurs de protéases entraînait une diminution du 

contenu hypophysaire en LH sans modification notable des taux sériques de LH. 

Nous avons donc été amenés à étudier séparemment et de manière plus précise l'effet des produits 

parasitaires préparés en absence ou en présence d'inhibiteurs de protéases. 

l) ETUDE DE L'EFFET DES ENZYMES DU PARASITE SUR LES NEUROPEPTIDES 

Le trypanosome, lorsqu'il est incubé une nuit en l'absence d'inhibiteurs de protéases dans un 

tampon PSG à 4°C, libère des composés enzymatiques qui, lorsqu'ils sont injectés à des rats sains, 

induisent en l'espace de 5 heures, une chute du taux sérique de testostérone (130) associé à une 

accumulation de LH dans l'hypophyse. 

Une cible privilégiée de ces enzymes pourrait être constituée par le LHRH hypothalamique ce qui 

expliquerait les phénomènes décrits ci-dessus. 

En effet, une dégradation accrue du LHRH entraînerait un défaut de stimulation et/ou de secrétion de 

l'hypophyse et pourrait expliquer une accumulation de LH dans cette glande. 



65 

De manière à confirmer cette hypothèse, nous avons d'abord mis en évidence que les enzymes 

libérés par le parasite dans le plasma des rats infestés étaient effectivement capables de dégrader le 

lliRH et que cette dégradation était différente en partie de celle opérée par les enzymes de la fraction 

soluble du cerveau de rats sains. 

1 °) Dégradation du LHRH par les enzymes du trypanosome présents dans le sérum des rats infestés 

Le trypanosome, au cours de l'infestation, libère dans le torrent circulatoire de l'hôte des 

composés ayant une activité enzymatique. 

Nous avons démontré ce phénomène en comparant l'activité des sérums de rats sains et celle des 

sérums de rats infestés sur le substrat synthétique Z-Phe-Arg-AMC (Tableau 10). 

Rats sains Rats infestés Analyse statistique 

(n = 3) (n = 8) (Test de Student) 

Activité enzymatique (mUI/1) 4820 ± 176 163164 ± 11677 p < 0,001 

Substrat= Z-Phe-Arg-AMc 

Tableau 10 : Activité enzymatique des sérums de rats sains et de rats au troisième jour 

d'infestation aigüe parT. b. brucei variant AnTat 1.1 A. 

Chaque valeur correspond à la moyenne des animaux testés ± SEM. 

La présence des enzymes d'origine parasitaire dans le sérum des animaux infestés étant établie, nous 

avons étudié de manière comparative la dégradation du LHRH par ces enzymes sériques et par celles 

contenues dans la fraction soluble du cerveau de rats sains. 

L'étude de ce dernier modèle a eu pour but de rechercher une activité de dégradation du LHRH par 

les enzymes parasitaires qui pourrait être différente de celles rencontrées habituellement au niveau 
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central, et donc qui serait susceptible d'accélérer à ce niveau la dégradation d'un médiateur peptidique 

à l'importance cruciale pour le fonctionnement hypophysaire. 

La protéolyse in vitro du LHRH a été étudiée par incubation à 37°C de : 

-100 J...Ll -de sérum (issu de rats sains ou infestés) ou 

-d'extrait enzymatique de la fraction soluble du cerveau (issu de rats 

sains ou infestés) 

-50 J.ll de PBS 0,125 M pH 7,4 contenant 100 J.lg de LHRH (UCB) 

-50 J.ll de PBS 

Avant utilisation, le sérum des rats infestés dont l'activité enzymatique (100 à 200 U/1) avait été 

déterminée contre le substrat Z-Phe-Arg-AMC (131), a été dilué de façon à tester une activité de 20-

30mU. 

Les temps d'incubation retenus ont été de 0 et 30 minutes. 

La Figure 10-A montre clairement que les enzymes libérés par le trypanosomes dans la circulation des 

animaux infestés sont capables de dégrader le LHRH et que cette dégradation est, au moins en partie, 

différente de celle induite par les enzymes de la fraction soluble du cerveau (Figure 10-B). 

Enfm, il faut remarquer que les activités enzymatiques parasitaires n'ont pas pu être mises en 

évidence dans la fraction enzymatique soluble des cerveaux des rats infestés ce qui indique que 

l'intervention des enzymes du parasite sur le fonctionnement de l'axe hypothalamo-hypophyso

gonadique apparaît plus périphérique que central. 
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Les fractions 1, 2 et 3 de la Figure 10 ont été recueillies et caractérisées par leur composition en 

acides aminés (Tableau 11). 

FRACTION 1 FRACTION2 FRACTION3 

Ser 1,3 1,2 1,2 

Glu 1,3 1,4 1,1 

Pro - 0,9 0,6 

Gly 0,7 2,2 1,4 

Leu - 1 0,7 

Tyr 0,6 0,7 0,6 

His 0,7 0,8 0,6 

Arg - 1,0 0,6 

Trp ND (non déterminé) ND ND 

Total 6,0 9,0 -

Tableau 11 : Composition en acides aminés des fractions 1, 2 et 3 des chromatogrammes de la 

Figure 10 [dégradation du LHRH par les enzymes sériques (A) des rats infestés et par 

les enzymes de la fraction soluble du cerveau (B)]. 

Il apparaît dans le Tableau 11 que la fraction 2 correspond au LHRH natif dans la mesure où la 

composition en acides aminés après hydrolyse acide est celle attendue pour ce peptide. 

Cependant, la fraction 1 apparaît hétérogène dans la mesure où le glycocolle n'est retrouvé qu'à un 

rapport molaire de 0,7. 
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La fraction 3 pour sa part semble correspondre au LHR.Hl-9 dépourvu de son glycinamide N-terminal 

(le glycocolle est cependant encore retrouvé avec un rapport molaire de 1,4). 

L'incertitude sur la nature des composés présents dans les différentes fractions nous a amenés 

à utiliser une méthode d'analyse beaucoup plus élégante et fiable, la spectrométrie de masse FAB 

(Fast Atom Bombardment) [Kratos Concept II HH FAB (Xe) spectrometer ; matrice : 

glycérol/eau!IFA (10: 88 : 2)], dont les résultats sont présentés dans le Tableau 12. 

FRACTIONS STRUCTURES MASSES 

MOLECULAIRES 

1 pGluLHis2-Trp3-Ser4-Tyr5 + 702 + 

pGluLHis2-Trp3-Ser4-Tyr5-Gly6 760 

2 pGluLHis2-Trp3-Ser4-Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-GlylO_Nfi2 1182 

(LHRH) 

3 pGlu LHis2-Trp3-Ser4-Tyr5-Gly6-Leu 7 -Arg8-Pro9 1126 

Tableau 12 : Identification par spectrométrie de masse des peptides contenus dans les pics 1, 2 et 3 

de la Figure 10 (pics résultant de la dégradation du LHRH soit par les enzymes du 

trypanosome, soit par les enzymes de la fraction soluble du cerveau). 

2°) Dégradation du LHRH par un extrait enzymatique "brut" parasitaire 

Une étude plus fine des activités enzymatiques du parasite a ensuite été menée en analysant la 

dégradation du LHRH par un extrait brut parasitaire. 

La protéolyse in vitro du LHRH a été réalisée dans les conditions décrites précedemment en 

remplaçant les 100 Jll de sérum par 100 j.ll d'extrait parasitaire brut (surnageant pH 5,5) ou de PSG 
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de pH 5,5. Les 200 11.1 du mélange ont ensuite été incubés à 37°C dans un bain marie à agitation 

pendant 0, 10, 30 et 90 minutes. 

De la même façon que pour l'étude du sérum des rats infestés, les extraits enzymatiques ont été dilués 

pour obtenir une activité de 20-30 mU dans les 100 11.1 testés. 

L'étude en CLHP de la dégradation du LHRH permet d'observer 4 pics correspondant à 

différents produits de dégradation du décapeptide (Figure 11). 

L'étude analytique des différents pics obtenus sur les chromatogrammes a ensuite été réalisée 

par spectrométrie de masse FAB (Tableau 13). 

Nous avons ainsi pu mettre en évidence que les enzymes du parasite générent à partir du LHRH un 

tétrapeptide original :le LHRHl-4 (pic 2). L'originalité de ce tétrapeptide réside dans le fait que les 

activités enzymatiques habituellement décrites dans le cerveau, ne générent pas ce composé à partir du 

LHRH. 

Le LHRHl-4 est donc un peptide dont l'apparition semble spécifique à la trypanosomiase Africaine. 
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Figure 11 : Dégradation du LHRH par les enzymes contenues dans un extrait parasitaire "brut" 

("surnageant d'extraction de pH 5,5") 
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PICS de STRUCTURES MASSES 

la Figure 11 des p~tides constitutifs MOLECULAIRES 

1 Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Glyl0_NH2 498 

2 pGlu LHis2-Trp3-Ser4 521 

3 pGlu LHis2-Trp3-Ser4-Tyr5 + 702+ 

pGlu L His2-Trp3-Ser4-Tyr5-Giy6 760 

4 pGluLHis2-Trp3-Ser4-Tyr5-Gly6-Leu 7-Arg8-Pro9-Glyl0_NH2 1182 

(LHRH) 

5 pGlu LHis2-Trp3-Ser4-Tyr5-Qly6-Leu 7 -Arg8-Pro9-COOH 1126 

Tableau 13 : Identification par spectrométrie de masse de la nature des peptides constitutifs des 

différents pics obtenus lors de la dégradation du LHRH par les activités enzymatiques 

présentes dans un extrait parasitaire "brut" ("Surnageant de pH 5,5"). 

3°) Caractérisation du/des enzyme(s) du trypanosome responsable(s) de la dégradation du LHRH 

De manière à essayer de mieux définir la ou les activités enzymatiques libérées par le 

trypanosome, l'effet de différents inhibiteurs de protéases a été testé (en présence ou non d'un 

réducteur) sur l'activité du ou des enzymes présents dans le sérum des rats infestés et impliqués dans 

l'hydrolyse du LHRH. 

Les conditions d'incubation du sérum ont été identiques à celles décrites précédemment avec 

l'introduction des différents agents testés [activateur (DTT) ou inhibiteurs] dans 50 !J.l de PBS 

(volume final d'incubation = 200 !J.l). 
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Les inhibiteurs de protéases étudiés ont été les suivants : 

-inhibiteurs de sérine-protéases: PMSF et TPCK[Sigma] (0,2 mM) 

DFP [Sigma] (24 JlM) 

DFMO [Merrel Dow Research Institute] (5 mM) 

-inhibiteurs de thiol-protéases : pCMPSA [Sigma] (0,2 mM) 

E-64 [Sigma] (0,02 et 0,002 mM) 

-inhibiteur de métallo-protéases: EDTA [Sigma] (2 et 3,5 mM) 

L'action du DIT [Sigma] (agent réducteur) a été testée à des concentrations finales de 0,2; 1 ; 1,25; 

2 et2,5 mM. 

Les pourcentages d'inhibition de dégradation du LHRH ont été appréciés en comparant les tailles du 

pic de LHRH obtenu en CLHP aprés injection d'un sérum de rat infesté incubé en présence d'une 

quantité donnée de LHRH, en l'absence ou en la présence de l'inhibiteur testé. 

Les résultats de cette étude sont présentés dans le Tableau 14 et nous permettent de faire les 

constatations suivantes : 

-La vitesse de protéolyse est accélérée d'un facteur 3lorsque 2,5 mM de DTI sont introduits 

dans le milieu d'incubation (caractéristique des enzymes dont la fonction thiol du site actif peut être 

activée). 

-Par ailleurs, on peut noter également qu'indépendemment de la présence ou non de DIT 

certains inhibiteurs de sérine-protéases (PMSF [inhibiteur trypsine-like] et TPCK [inhibiteur 

chymotrypsine-like]) sont sans effet alors que le DFP bloque totalement l'activité enzymatique 

responsable de la dégradation du LHRH de même que le DFMO [inhibiteur de l'ornithine 

décarboxylase dont l'utilisation en thérapeutique a apporté de grands progrès dans le traitement de la 

trypanosomiase Africaine (109) dans la mesure où il induit la transformation des formes "slender" en 

formes "stumpy"]. 

-Pour sa part, l'effet inhibiteur de l'EDTA (inhibiteur de métallo-protéases) est surtout marqué 

à haute concentration (3,5 mM) et en absence d'agent réducteur. 

-En ce qui concerne les inhibiteurs de Thiol-protéases, des résultats contradictoires sont 

retrouvés. 
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En effet, l'E-64 se révèle inactif et même activateur de la/les enzyme(s) en présence d'un agent 

réducteur, alors qu'un inhibiteur de faible masse moléculaire, le pCMPSA inhibe complétement la/les 

activité(s) enzymatique(s) libérée(s) par le parasite. 

En résumé, le(s) enzymes qui dégrade(nt) le LHRH est/sont activé(s) par les agents 

réducteurs (DTI) et inhibé(s) par le DFP à 0,2 mM, le DFMO, le pCMPSA et l'EDTA à 3,5 mM. 

L'activité enzymatique responsable de la dégradation du LHRH apparaît donc être une sérine, cation 

sensitive, thiol-dépendante endopeptidase. 

Inhibiteurs testés Pourcentages d'hydrolyse du LHRH 

Temps d'incubation par le(s) enzyme(s) présents dans le 

30 min/37° C sérum des rats infestés (30 rn U) 

En l'absence de DTI En présence de DTT 2,5 mM 

Aucun (Témoin) 25 60 

PMSF0,2mM 25 59 

TPCK0,2mM 26 49 

DFM05mM 0 0 

DFP0,2mM 0 0 

DFPO,l mM 37 40 

{IJ_as de LHRHl-9) 

EDTA2mM 32 47 

EDTA3,5mM 0 35 

E-64 0,002 mM 55 70 

E-640,2 mM 30 58 

pCMPSA 0 0 

Tableau 14: Hydrolyse du LHRH par le sérum de rats le troisième jour d'une infestation aigüe en 

présence de différents inhibiteurs de protéases et/ou de DTT. 
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4°) Autres cibles peptidiques des enzymes du trypanosome 

Dans les conditions déjà décrites pour le LHRH, nous avons étudié l'effet des enzymes du 

parasite sur d'autres peptides naturels. 

Nous avons ainsi pu observer que le/les enzyme(s) présent(s) dans le sérum des rats infestés est/sont 

capable(s) de dégrader le TRH en l'espace de 10 minutes. 

Par ailleurs, nous avons également démontré que la/les activité(s) enzymatique(s) présente(s) dans les 

extraits parasitaires est/sont capable(s) de dégrader d'autres neuropeptides comme la neurotensine 

[NT] (Figure 12-A) , la substance P [SP] (Figure 12-B) et la bradykinine [Brad] (Figure 12-C) en 

l'espace de 60 minutes à 37°C. 

La structure des peptides correspondants aux pics de dégradation observés en CLHP à été par la suite 

déterminée par spectrométrie de masse-FAB. Cette structure est reportée pour l'étude de la 

dégradation de la neurotensine dans le Tableau 15-A, pour la substance P dans le Tableau 15-B, et 

pour la bradykinine dans le Tableau 15-C. 
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Figure 12 : Dégradation de différents neuropeptides par les enzymes du trypanosome 
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FRACTIONS STRUCTURES MASSES 

recueillies des peptides constitutifs des fractions séparées par CLHP MOLECULAIRES 

NT pGluLLeu2-Tyr3-Giu4-Asn5-Lys6-Pro 7 -Arg8-Arg9-ProlO_ 1673 

(neurotensine) TyriLne12-Leu13 

1 GluLLeu2 224 

2 GluLLeu2-Tyr3-Glu4 535 

3 Tyrll_IIel2_Leu13-COOH 407 

4 Lys6-Pro7-Arg8-Arg9-Prolû_TyrlLIIel2_Leu13-COOH + 1043 + 

Leu2-Tyr3-Giu4-Asn5-Lys6-Pro7-Arg8-Arg9-ProlO 1172 

5 Asn5-Lys6.:.Pro7-Arg8-Arg9-Prolû_TyrlLIIel2_Leul3-COOH 1156 

+ + 

Glu4-Asn5-Lys6-Pro7 -Arg8-Arg9-Prol0-Tyrl LIIel2_ 1285 

Leu13-COOH 

Tableau 15-A : Produits de dégradation de la neurotensine par les enzymes du trypanosome. 

FRACTIONS STRUCTURES MASSES 

recueillies des peptides constitutifs des fractions séparées par CLHP MOLECULAIRES 

SP ArgLPro2-Lys3-Pro4-Gin5-Gin6-Phe7-Phe8-GJy9-LeulO_ 1347 

(substance P) Metll_CONH2 

1 ArgLPro2 255 

2 ArgLPro2-Lys3-Pro4-Gin5 625 

3 Arg_LPro2-Lys3-Pro4-Gin5-Gin6 753 

4 Phe8-GJy9-LeulO-MetlLCONH2 + 468 + 

Arg L Pro2-L y_s3-Pro4 497 

5 ArgLPro2-Lys3-Pro4 497 

6 Arg_l-Pro2-Ly_s3-Pro4-Gin5-Gin6-Phe7 900 

Tableau 15-B :Produits de dégradation de la substance P par les enzymes du trypanosome. 
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FRACTIONS STRUCTURES MASSES 

recueillies des peptides constitutifs des fractions séparées par CLHP MOLECULAIRES 

BRAD Arg L Pro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-Pro 7-Phe8-Arg9 1060 

(bradykinine) 

1 Phe8-Arg9 322 

2 Ph eS 166 

3 Arg 1_ Pro2-Pro3 366 

4 ArgLPro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6 660 

5 ArgLPro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-Pro7 757 

6 Arg L Pro2-Pro3-Gl y4-Phe5-Ser6-Pro 7-Phe8 905 

Tableau 15-C : Produits de dégradation de la bradykinine par les enzymes du trypanosome. 

En conclusion, les enzymes libérés par le parasite dans le flux circulatoire s'avérent capables 

de dégrader des neuropeptides. La dégradation accrue de ces neuropeptides lors d'une infestation 

parasitaire pourrait ainsi limiter leur durée d'action habituelle et donc altérer le bon fonctionnement de 

l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique dont ils sont des éléments de régulation importants. 

Enfin, dans la mesure où les activités enzymatiques parasitaires n'ont pas été retrouvées dans la 

fraction soluble du cerveau des rats infestés, il est vraisemblable qu'elles n'interviennent pas au 

niveau central. Des sites d'action potentiels de ces activités enzymatiques parasitaires pourraient ainsi 

être constitués par l'éminence médiane (zone riche en neuromédiateurs et située en dehors de la 

barrière hématoencéphalique), la circulation porte hypophysaire, la circulation générale, l'hypophyse 

et le testicule. 

L'éminence médiane présente en effet de fortes concentrations en neurotensine (138), atriopeptine 

(6), neuropeptide Y (156, 75, 205) et Galanine (qui potentialisent au niveau hypophysaire la 

stimulation des cellules gonadotropes par le LHRH) (190), et enfin en B-endorphine et [Met]

Enkephaline (qui ont pour effet de diminuer le "turn over" à ce niveau de la dopamine et donc 

d'entrainer l'augmentation de la libération hypophysaire de Prolactine) (A25'). 
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Par ailleurs, c'est au niveau de l'éminence médiane que sont libérés dans la circulation porte 

hypophysaire de nombreux médiateurs ayant un rôle important sur le fonctionnement hypophysaire. 

Un grand nombre de ces derniers sont de nature peptidique et donc potentiellement sensibles à une 

dégradation accélérée par les enzymes du parasite. C'est le cas de l'atriopeptine (6), du CRF (86), de 

la Galanine (190), du LHRH (156), du GRF (151), de la Neurotensine (138), du Neuropeptide Y 

(147), de l'ocytocine (234), du TRH (1) et du VIP (271). 

Enfm, différents médiateurs peptidiques intervenant dans la régulation des fonctions hypophysaires et 

testiculaires (278) sont également susceptibles d'être dégradés par les enzymes du trypanosome. 

C'est cet effet dégradatif qui pourrait entre autre expliquer que certaines trypanosomiases 

s'accompagnent de troubles gonadiques sans lésions inflammatoires testiculaires ou hypophysaires. 

Par ailleurs, ce même effet pourrait expliquer l'accumulation au bout de 3 jours de la LH dans 

l'hypophyse des rats infestés (130), suite à une diminution de la quantité de LHRH intact pouvant se 

fixer sur ses récepteurs hypophysaires. 

5°) Recherche des répercussions in vivo de la dégradation du LHRH par les enzymes du parasite 

Une dégradation accélérée du LHRH in vivo devrait entrainer une diminution de l'amplitude 

des pics de secretion endogènes de LHRH. Cet effet va provoquer des perturbations de la synthèse et 

de la secrétion de la LH. 

Nous avons ainsi montré que les taux de LH sériques étaient soit diminués soit comparables à ceux 

de rats sains au cours d'une trypanosomiase expérimentale aigüe. Dans la mesure où la sous-unité a 

de la LH semble bénéficier in vivo d'une régulation spécifique à long terme de sa secrétion (252, 

300) et que sa mesure pouvait apporter des informations sur les perturbations hypophysaires de la 

synthèse de la LH, nous avons dosé cette sous-unités alpha dans le sérum de rats témoins sains ou 

infestés par les variants AnTat 1.1 A ou AnTat 1.8 de T. b. brucei. 
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Les résultats de cette étude (Figure 13) montrent que si l'infestation induit une diminution importante 

des taux sériques de testostérone, les taux sériques de sous-unités alpha, quant à eux, ne présentent 

pas de modifications significatives par rapport à ceux des témoins. 

La sous-unité alpha sérique résulte d'une secrétion pulsatile hypophysaire qui est rythmée par celle du 

LHRH (252). 

Cependant, en cas de désensibilisation hypophysaire au décapeptide, cette secrétion est toujours 

stimulable par le LHRH, ce qui n'est pas le cas de la secretion de la LH. 

L'observation conjointe au cours de la trypanosomiase Africaine 

-de taux sériques bas de LH 

-de taux sériques presque normaux de sous-unité alpha 

-d'une accumulation hypophysaire de LH 

pourrait donc témoigner de l'existence d'une désensibilisation hypophysaire au LHRH mais d'une 

secrétion du décapeptide qui reste suffisante pour permettre la secrétion de sous-unité alpha tout en 

étant insuffisante pour permettre celle de LH. Dans ce sens, un test de stimulation par le LHRH de 

rats parasités devrait sans aucun doute apporter des enseignements intéressants. 
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Figure 13: Etude comparée des taux sériques de testostérone et de sous-unités alpha chez des rats 

sains (barres noires, n=7) ou des rats au troisième jour d'infestation parT. b. brucei 

variants AnTat 1.1 A (barres blanches, n=7) ou AnTat 1.8 (barres grises, n=7). 

Chaque barre correspond à la moyenne du groupe ± SEM. 
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II) ETUDE DES EFFETS DU TETRAPEPTIDE LHRHl-4 SUR LE FONCTIONNEMENT 

GONADIQUE 

Nos études précédentes avaient révélé que les enzymes du trypanosome généraient un produit 

de dégradation original à partir du LHRH, le tétrapeptide LHRHl-4. 

De manière à rechercher un éventuel effet de ce tétrapeptide sur le fonctionnement de l'axe 

gonadotrope, nous avons procédé à différentes expériences tant in vivo qu'in vitro. 

1 °) Etude in vivo des effets du tétrapeptide LHRHl-4 chez le rat 

Le tétrapeptide LHRHl-4 (pGluLHis2-Trp3-Ser4) est, comme nous l'avons vu 

précédemment, un tétrapeptide original généré spécifiquement par les enzymes du trypanosome à 

partir du LHRH. 

De façon à mesurer l'effet de ce tétrapeptide sur le fonctionnement de l'axe hypothalarno-hypophyso

gonadique, nous avons étudié l'effet de son injection chez des rats sains en association ou non à 

l'injection de LHRH. 

Le LHRHl-4 a été obtenu pour cette étude par hydrolyse enzymatique du LHRH à 37°C 

pendant 90 minutes par l'extrait brut parasitaire (2 mg de LHRH dissous dans 2 ml de tampon PBS 

de pH 7,4 (Gibco) contenant 5 mM de DTT, et mis en contact avec 2 ml d'extrait parasitaire brut 

["surnageant pH 5,5" correspondant à 600 mU d'activité enzymatique] puis purification par CLHP et 

lyophilisation. 

L'expérience s'est adressée à 3 groupes de 3 rats sains. 

Les deux premiers groupes ont été inoculés par voie ip avec une solution (100 j.tl) de chlorure de 

sodium isotonique (NSS) contenant (groupe 2) ou pas (groupe 1) le tétrapeptide (environ 10 j.lg soit 

20 nanomoles) puis 30 minutes plus tard (t=O) par cette même NSS contenant du LHRH [Stimu-LH 

50, Roussel Uclaf] (10 j.lg sous un volume de 200 j.tl). 

Les rats appartenant au groupe 3 ont uniquement reçu une injection de tétrapeptide à t = O. 
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Le protocole d'injection des différents groupes est représenté ci dessous : 

t = tO- 30' t= tO 

GROUPE 1 NSS NSS contenant 10 J..Lg LHRH 

GROUPE2 NSS contenant 10 J..Lg LHRHl-4 NSS contenant 10 J..Lg LHRH 

GROUPE3 Rien NSS contenant 10 J..Lg LHRHl-4 

Un suivi de la testostéronémie a été réalisé par ponction d'environ 600 J..Ll de sang à la queue des rats 

toutes les 30 minutes pendant 3 heures. 

A la fin de l'expérience, les animaux ont été sacrifiés par décapitation et le sang récupéré au tronc. 

Les sérums ont par la suite été conservés à -20°C jusqu'à mesure du taux de testostérone sérique. 

Les effets de l'injection du tétrapeptide sur les variations du taux sérique de testostérone suite 

à l'injection de LHRH chez des rats sains sont représentés dans la Figure 14. 

li apparaît clairement que l'injection du tétrapeptide potentialise la réponse testostérone consécutive à 

l'injection de LHRH mais que le tétrapeptide seul ne stimule pas la stéroïdogénèse. 
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Figure 14: Effets in vivo de l'injection du tétrapeptide LHRHl-4 sur les taux sériques de 

testostérone (moyennes± SEM) avec ou sans stimulation ultérieure par le 

LHRH. 

Les carrés noirs correspondent à des rats témoins inoculés uniquement par le 

tétrapeptide à t = 0 ; Les ronds blancs correspondent à des rats témoins 

inoculés à t = -30 min par du sérum physiologique et à t = 0 par du LHRH; 

les ronds noirs correspondent à des rats inoculés à t = -30 min par le 

tétrapeptide et stimulés à t = 0 par le LHRH. 

2°) Etude in vitro des effets du tétrapeptide sur la dégradation du LHRH par les enzymes du cerveau 

et du testicule 

Les résultats de la précédente étude peuvent à priori apparaître paradoxaux dans la mesure où 

l'infestation par le trypanosome induit un hypogonadisme et donc une diminution des taux sériques 

de testostérone. Cependant, on ne peut exclure que le parasite puisse induire temporairement, et en 
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particulier au début de l'infestation lorsque les enzymes parasitaires libérés dans le torrent circulatoire 

sont encore en faibles quantités, une hyperstimulation hypophysaire-tétrapeptide dépendante par le 

LHRH hypothalamique, cette hyperstimulation pouvant être à l'origine d'une désensibilisation 

secondaire de l'hypophyse au décapeptide comme le laissent entendre les résultats du dosage de la 

sous-unité alpha sérique chez les rats infestés. 

La mesure, dans notre étude, des taux sériques de LH aurait donc pu, si elle avait été réalisée, 

apporter des arguments dans ce sens. 

A défaut, l'observation in vivo dans notre modèle expérimental d'infestation aigüe de l'augmentation 

précoce des taux sériques de LH et de testostérone lors du suivi cinétique de ces paramètres dans les 

vingt quatre premières heures d'infestation, pourrait relever, en plus de l'existence d'un stress généré 

par le parasite, d'une hypersiimulation hypophysaire transitoire par le LHRH endogène. Cette 

hyperstimulation contribuerait ainsi secondairement à la désensibilisation secondaire des récepteurs 

testiculaires de la LH et donc à l'hypogonadisrne. 

Une explication possible de l'effet du LHRHl-4 serait, ainsi que cela a déja été suggéré (173) 

pour d'autres peptides, d'agir en tant que substrat compétitif pour une peptidase qui normalement 

dégrade un peptide qui inhibe, soit la libération au niveau de l'éminence médiane du LHRH, soit la 

libération de LH au niveau hypophysaire. 

Le tétrapeptide pourrait également servir de substrat compétitif vis à vis de la dégradation du LHRH 

endogène lui même au niveau hypophysaire ce qui potentialiserait temporairement l'effet du 

décapeptide. Enfin, on ne peut exclure que le LHRHl-4 puisse, toujours de la même façon, perturber 

la steroïdogénèse au niveau testiculaire. 

En fonction de ces réflexions, nous avons testé l'effet du tétrapeptide sur la dégradation in 

vitro du LHRH par des préparations enzymatiques réalisées à partir des fractions solubles 

testiculaires et cérébrales. 

Cette étude a été menée dans les conditions décrites par Hui et Col. (137) et les préparations 

enzymatiques ont été conduites en fonction des indications décrites par Orlowski et Col. (230, 231). 
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Les tissus, prélevés immédiatement à la mort de l'animal, sont homogéneisés avec 4 volumes d'un 

tampon phosphate 0,125 M de pH 7,6 et contenant 0,32 M sucrose. L'homogénat est alors centrifugé 

à 800 g pendant 10 minutes puis le surnageant est centrifugé à 100 000 g pendant 60 minutes. 

Avant utilisation, les surnageants préparés à partir des tissus cérébraux et testiculaires ont été dilués 

avec le tampon phosphate de manière à avoir une concentration en protéines de 5 g/1. 

Le protocole d'étude a été le suivant: 

-100 Jll de préparation enzymatique ont été préincubés pendant 3 minutes avec 

-50 Jll de tampon phosphate seul ou contenant du tétrapeptide à une concentration de 0,75 mM 

soit 78 Jlg. 

On a ajouté alors 

-50 Jll d'une solution contenant 100 Jlg de LHRH et le mélange a été incubé à 37°C pendant 0 

et 15 minutes. 

La réaction d'hydrolyse a été interrompue par la congélation à -80°C, aux temps définis, de 100 Jll de 

chacun des mélanges réactionnels. 

La dégradation du LHRH a été suivie par l'analyse des profils obtenus en chromatographie CLHP 

suite à l'injection des différents prélévements ; le pourcentage d'inhibition de la dégradation du 

LHRH étant apprécié par la comparaison des hauteurs des pics correspondant au décapeptide en 

l'absence et en la présence du tétrapeptide. 

Les conditions de chromatographie CLHP ont été les suivantes: colonne C18 (150 x 4,6 mm), débit 

1,5 ml par minute, détection à 206 nm avec un gradient: 100% d'une Solution A (0% acétonitrile 1 

1FA 0,1 %) pendant 5 minutes puis progressivement, de 5 à 35 minutes, 50% de Solution A et 50 

%de Solution B (40% acétonitrile 1 1FA 0,1 %) et enfin 50% A et 50% B de 35 à 45 minutes. 

Cette étude n'a pas permis la mise en évidence d'un effet inhibiteur du tétrapeptide LHRHl-4 

sur l'activité protéolytique vis à vis du LHRH des enzymes contenus aussi bien dans les extraits 

testiculaires que les extraits cérébraux. 

La Figure 15 témoigne de cette absence d'inhibition, en présence de LHRHl-4, de la dégradation du 

LHRH par les enzymes de la fraction soluble du cerveau. 
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L'effet du tétrapeptide observé in vivo n'est donc pas une potentialisation de l'action du LHRH par 

inhibition compétitive du LHRHl-4 vis à vis d'enzymes de dégradation du décapeptide. Neanmoins, 

on ne peut exclure que ce type d'activité puisse s'exercer vis à vis d'un peptide de régulation de la 

secrétion du LHRH ou de la LH. 
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Figure 15 :Dégradation du LHRH par les enzymes de la fraction soluble du cerveau après 15 minutes 

d'incubation en absence (A) ou en présence (B) de tétrapeptide. 
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3°) Exploration de l'effet du tétrapeptide sur les cellules testiculaires de rat in vitro 

Si le mode d'action du LHRH reste à définir, l'étage de l'axe hypothalamo-hypophyso

gonadique dont le fonctionnement est altéré l'est également. 

Nous avons donc, dans un deuxième temps, testé in vitro l'effet du tétrapeptide sur le fonctionnement 

de cellules testiculaires de rat ; cet animal étant particulièrement intéréssant dans la mesure où il 

posséde des récepteurs pour le LHRH à la surface de ses cellules de Leydig (263). 

Dans ce sens, une préparation hétérogène de cellules testiculaires a été entreprise par digestion par la 

collagénase de testicules de rats de 90 jours (39). Cette préparation contenait 97 % de cellules 

vivantes (pourcentage mesuré par la coloration au Bleu Trypan) et 25 % de cellules de Leydig 

(pourcentage déterminé par la réaction mettant en évidence la 3 B HydroxyStéroïde Deshydrogènase: 

coloration positive). 

Les incubations se sont ensuite effectuées à 32 °C dans un milieu Ham F12/DMEM (1/1) contenant 

0,1 Unité d'insuline (Sigma) par ml comme préconisé par Browning et col. (48). 

a) Effet de différents composés sur la production de testostérone des cellules de Leydig 

Cette étude a consisté à mesurer les effets sur la production de testostérone par 106 cellules 

totales (volume final d'incubation de 1 ml) : 

-du tétrapeptide (concentrations de 10-4 [T-4], 10-5 [T-5] et 10-6 M [T-6]). 

-d'un agoniste du LHRH; le des-GlylO, [D-Ala6]-Luteinizing Hormone Releasing Hormone 

éthylamide (Sigma) ; à des concentrations de 10-5 [LHRHa-5], 10-6 [LHRHa-6], 10-8 

[LHRHa-8] et 10-IO M [LHRHa-10] 

-de la LH ovine (Nlli, Bethesda) à des concentrations de 0,5 [LH 0,5], 5 [LH 5] et 10 ng/ml 

[LH 10] 

-du N6,2'-0- dibutyryladénosine 3':5'monophosphate cyclique (Sigma) à une concentration 

de 1 mM [db AMPc]. 
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Le protocole d'étude était le suivant . On a incubé pendant 5 heures : 

-106 cellules apportées sous un volume de 50 J.ll 

-0,1U d'insuline apportée sous un volume de 100 J.ll 

-différentes quantités de tétrapeptide, LHRHa ou LH apportées sous un volume de 200 J.l.l 

-650 J..Ll de milieu 

Les résultats sont présentés dans la Figure 16 et les Tableaux 16-A et 16-B . 
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Figure 16 : Production de testostérone par les cellules de Leydig après 5 heures d'incubation en 

l'absence (Milieu) ou en présence de différents composés : tétrapeptide (concentrations de 

10-4 [T-4], 10-5 [T-5] et 10-6 M [T-6]), agoniste du LHRH (concentrations de I0-5 

[LHRHa-5], 10-6 [LHRHa-6], 10-8 [LHRHa-8] et 10-10 M [LHRHa-10]), LH ovine 

(concentrations de 0,5 [LH 0,5], 5 [LH 5] et 10 ng/ml [LH 10]), dibutyryl AMP cyclique 

[db AMPc] (concentration de 1 mM). 



CONCENTRATIONS EN TETRAPEPTIDE APPORTEES LORS DE LA PREINCUBATION 

OM 1o-4M 10-5M 10-6M 

x 010 08 06 05 x 010 08 06 05 x 010 08 06 05 x 010 08 06 05 

NP 904 1002 928 936 978 996 1114 1118 

±8 ±62 ±12 ±64 ±14 ±100 ±38 ±14 

p 908 904 942 874 888 926 898 1054 922 888 1034 982 962 920 968 1078 898 828 896 832 

±112 ±8 ±34 ±122 ±104 ±30 ±6 ±6 ±70 ±68 ±62 ±18 ±2 ±68 ±68 ±174 ±34 ±92 ±8 ±44 

Tableau 16-A: Effet du tétrapeptide sur la production Leydigienne de testostérone in vitro en présence d'un agoniste du LHRH. 

(les résultats sont exprimés en pg/mV106 cellules ± SEM). 

NP =résultats obtenus lors d'une incubation de 5 heures des cellules. 

P = résultats relevés lors d'une préincubation pendant 30 minutes des cellules en présence de différentes concentrations en 

tétrapeptide (0, 10-4, 10-5, 10-6 M) puis addition soit de milieu (X), soit d'agoniste LHRH (LHRHa) à différentes concentrations 

(010 = LHRHa 10-10 M; 08 = LHRHa 10-8 M; 06 = LHRHa 10-6 M; 05 = LHRHa 10-4 M) et incubation pendant 4 heures 30. 

1.0 
0 



CONCENTRA TI ONS EN TETRAPEPTIDE APPORTEES LORS DE LA PREINCUBATION 

OM 10-4M 10-SM 10-6M 

x LH LH LH dbc x LH LH LH dbc x LH LH LH dbc x LH LH LH dbc 

0,5 5 10 0,5 5 10 0,5 5 10 0,5 5 10 

NP 904 1140 2964 2892 2414 996 1114 1118 

±8 ±20 ±264 ±28 ±198 ±100 ±38 ±14 
• 

p 908 1016 2760 2438 2016 926 1024 2890 2644 2550 1034 1024 2742 2300 2180 1078 1138 2992 2746 2544! 

±112 ±8 ±12 ±46 ±128 ±30 ±112 ±54 ±92 ±266 ±62 ±112 ±10 ±208 ±24 ±174 ±62 ±138 ±1961 

Tableau 16-B : Effet du tétrapeptide sur la production Leydigienne de testostérone in vitro en présence de LH ovine. 

(les résultats sont exprimés en pg/mV106 cellules± SEM). 

NP = résultats obtenus lors d'une incubation de 5 heures des cellules. 

P = résultats relevés lors d'une préincubation pendant 30 minutes des cellules en présence de différentes concentrations en 

tétra peptide (0, 10-4, 10-5, 10-6 M) puis addition, soit de milieu (X), soit de LH à différentes concentrations (0,5 ng/ml = LH 0,5; 

5 ng/ml = LH 5; 10 ng/ml = LH 10), soit de dibutyryl AMP cyclique (dbc) et incubation pendant 4 heures 30. 

\0 
...... 
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Les résultats montrent que dans nos conditions expérimentales, l'agoniste du LHRH utilisé n'entraine 

pas de stimulation aussi nette de la production de testostérone par les cellules de Leydig que celle 

décrite par Lin (186). La LH stimule pour sa part de manière importante la production de testostérone 

avec une certaine désensibilisation des cellules qui est observée pour une concentration de 10 ng/ml. 

Quant au tétrapeptide, ces premiers résultats montrent qu'il entraîne une légère stimulation de la 

production basale de testostérone. 

b) Effet du tétrapeptide sur la réponse des cellules de Leydig à la LH et au LHRH 

Dans le but de rechercher une altération de la réponse stéroïdogène des cellules de Leydig par 

le tétrapeptide dans des conditions de stimulation soit par le LHRHa, soit par la LH, nous avons 

préincubé pendant 30 minutes 1()6 cellules totales avec différentes concentrations du tétrapeptide. On 

a ajouté ensuite dans le milieu d'incubation, soit du LHRHa, soit de la LH aux concentrations 

précédemment décrites et l'incubation a été poursuivie pendant 4h30. 

Les résultats, présentés dans les Figures 17-A et 17-B et les Tableaux 16-A et 16-B, ne font pas 

apparaître d'effet net du tétrapeptide sur la synthèse de testostérone par les cellules de Leydig avec 

cependant peut être une exception lorsque la stimulation est réalisée par le db AMPc, la synthèse 

d'androgène apparaissant alors majorée. 

Quoi qu'il en soit, des études complémentaires utilisant notamment des cellules de Leydig purifiées, 

devraient permettre de préciser la cible, si elle existe, du tétrapeptide, ainsi que son mode d'action. 
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Figure 17-A: Effets de différentes concentrations en LHRHa [ lQ-5 M = LHRHa -5; lQ-6 M = 

LHRHa - 6 ; 1 o-8 M = LHRHa -8 et 1 Q-10 M = LHRHa -1 0] sur la production de 

testostérone par les cellules de Leydig après une préincubation de 30 minutes en 

présence du tétrapeptide à une concentration de 0 M (barres noires), 1Q-4 M (barres 

blanches), lQ-5 M (barres hachurées) et lQ-6 M (barres grises). 
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Figure 17-B: Effets de différentes concentrations en LH [0 ng/ml =Milieu; 0,5 ng/ml = LH 0,5; 

5 ng/ml = LH 5 ; 10 ng/ml = LH 10] sur la production de testostérone par les cellules 

de Leydig après une préincubation de 30 minutes en présence du tétrapeptide à une 

concentration de 0 M (barres noires), 10-4 M (barres blanches), I0-5 M 

(barres hachurées) et 10-6 M (barres grises). 
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1ID EFFETS DE COMPOSES PARASITAIRES DE NA TURE NON ENZYMATIQUE SUR LE 

FONCTIONNEMENT GONADIQUE DU RAT SAIN 

Des études préliminaires réalisées au laboratoire avaient mis en évidence que l'injection de 

préparations parasitaires réalisées en présence d'inhibiteurs de protéases entrainaient l'apparition d'un 

hypogonadisme en l'espace de 5 heures sans modifications significatives du taux de LH sérique et du 

contenu hypophysaire en LH (130). 

Les mécanismes responsables de l'hypofonctionnement gonadique apparaissaient donc différents de 

ceux observés lors de l'injection de préparations réalisées en l'absence d'inhibiteurs de protéases 

dans la mesure où dans ce dernier cas l'hypotestostéronèmie s'accompagnait d'une diminution du 

taux sérique de LH avec accumulation de LH dans l'hypophyse. 

L'antigène Variable de Surface (AVS) du trypanosome étant le constituant quantitativement majeur 

des extraits parasitaires , il convenait donc d'étudier ses effets sur le fonctionnement de l'axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadique. 

Nous avons donc réalisé une purification de l'A VS par chromatographie d'affinité sur 

Concanavaline A-Sepharose (Con A-Sepharose) dans les conditions décrites par Baltz et col. (18) ce 

qui nous a permis d'obtenir 2 fractions, Con A-Fl et Con A-F2, à partir d'un extrait brut parasitaire 

préparé en présence d'inhibiteurs de protéases (PMSF, NEM et TLCK). 

La fraction Con A-Fl correspond à la fraction non retenue par la lectine alors que la fraction Con A

F2 correspond à la fraction éluée spécifiquement par le méthyl a-D-mannopyranoside (Sigma) et est 

essentiellement constituée par l'A VS. 

Les effets de l'injection des 2 fractions sur le taux de testostérone sérique (témoin de l'activité 

gonadique) a alors été testé. 
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1°) Etude préliminaire du rythme circadien de la testostérone chez les rats de 10 mois 

Pour étudier l'effet des fractions parasitaires sur le fonctionnement gonadique, nous avons 

décidé d'utiliser les conditions employées précédemment au laboratoire lors de l'étude des effets des 

extraits parasitaires "bruts"(130), soit l'injection des préparations à t=O et observation des effets après 

5 heures. 

Une étude préliminaire des variations circadiennes des taux sériques de la testostérone chez les rats 

Sprague-Dawley agés de 10 mois a donc été nécessaire de façon à définir une période de prélévement 

(et donc d'injection) où ces taux seraient stables. En conséquence, des groupes de 5 rats ont été 

prélevés toutes les 4 heures pendant 24 heures. Par la suite d'autres groupes de 3 rats du même age 

ont été prélevés toutes les 30 minutes entre 15h00 et 16h30 de manière à affiner la connaissance des 

variations des taux sériques de testostérone dans cette tranche horaire. 

L'observation des variations circadiennes de la testostéronémie met en évidence une certaine 

stabilité du taux sérique de la testostérone entre 15h00 et 16h00 avec 2 pics plasmatiques journaliers 

de ce stéroïde (Figure 18) comme cela avait déja été décrit par Keel (157). 

C'est en nous basant sur cette observation que nous avons défini la période d'injection (10h00 le 

matin) de composés parasitaires chez des rats sains afin d'apprécier leurs effets sur l'axe 

gonadotrope. 
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Figure 18 :Variations circadiennes des taux sériques de testostérone 

2°) Conséquences sur la fonction gonadique de l'injection chez le rat sain d'un matériel parasitaire 

partiellement purifié 

Deux groupes de rats ont été inoculés par voie ip par 5 ml de PSG contenant du matériel 

trypanosomal purifié préparé à partir de 4 animaux présentant une parasitose aiguë à T. brucei brucei 

AnTat 1.1 A (soit 9,2 mg par rat pour la fraction Con A-F1 [groupe 2 = 02, n=7] et 18,3 mg par rat 

pour la fraction Con A-F2 [~oupe 3 = 03, n=6]). 13 rats témoins [groupe 1 = 011 ont pour leur part 

été inoculés uniquement par le tampon PSO. 

L'injection du matériel a été réalisée à 10h00 le matin et les rats décapités 5 heures plus tard. Le sang 

a été récupéré à partir du tronc et les sérums conservés à -20°C pour les dosages hormonaux. 

Il apparaît clairement (Figure 19 et Tableau 17) que l'injection des fractions Con A-Fl 

(groupe 2) et Con A-F2 (groupe 3) induit en l'espace de 5 heures une diminution significative de la 

testostéronémie (T) et donc un dysfonctionnement gonadique. 
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Figure 19: Taux sériques de testostérone 5 heures après l'injection des fractions 

Con A-F1 ou Con A-F2. 

Rats Témoins groupe 2 groupe 3 Analyse statistique 

(Gl) (G2) (G3) (test de Student) 

Testostérone 1,29 ± 0,25 0,45 ± 0,07 0,31 ± 0,09 G1/G2: p < 0,05 

(nglml) Gl/G3: p < 0,05 

Tableau 17: Effet des fractions Con A-F1 et Con A-F2 sur les taux sériques de testostérone 

5 heures après leur injection chez des rats mâles sains. 

Dans la mesure où les inhibiteurs de protéases employés pour la préparation des fractions auraient 

éventuellement pu, par eux mêmes, induire un dysfonctionnement de l'axe gonadotrope, nous avons 

comparé les taux sériques de testostérone (T) de rats sains inoculés avec une solution d'inhibiteurs de 



99 @ 
protéases (TLCK, PMSF et NEM à une concentration de 0,2 mM) dans le PSG à ceux de rats 

uniquement inoculés par du PSG. Nos résultats indiquent que les inhibiteurs de protéases utilisés lors 

de la préparation des fractions n'interviennent pas dans la diminution observée des taux sériques de 

testostérone. 

-Rats inoculés par du PSG seul: T = 0,93 ± 0,2 ng/ml ; n = 7 

-Rats inoculés par du PSG contenant 

des inhibiteurs de protéases: T = 0,90 ± 0,2 ng/ml ; n = 7 

La différence existant entre les valeurs de testostéronémie des 2 groupes témoins présentés dans cette 

étude est liée à au fait que les 2 expérimentations ont été réalisées à des périodes différentes de 

l'année. 

Un ou des composés parasitaires de nature non enzymatique semblent donc jouer un rôle dans 

la survenue des troubles de la stéroïdogénèse gonadique au cours de la trypanosomiase. 

En effet, l'injection des fractions Con A-Flet Con A-F2 induit en 5 heures une hypotestostéronémie. 

Dans la mesure où ces 2 fractions différent uniquement par leur capacité à être retenues ou non sur 

une colonne de Concanavaline A-sepharose, elles contiennent soit des formes différemment 

glycosylées du même composé (223, 17), soit différentes protéines et/ou fragments associés qui 

pourraient avoir le même effet sur le fonctionnement gonadique sinon la même cible. 

3°) Etude approfondie des effets endocriniens de la fraction Con A-F2 

La préparation Con A-F2, essentiellement constituée par l'A VS (43), induit un 

hypogonadisme en l'espace de 5 heures. 

Cependant il faut relever que les quantités de matériel parasitaire injectées étaient trés importantes 

dans l'étude précédente. Il convenait donc d'apprécier l'effet sur le fonctionnement gonadique de 

l'injection de quantités moindres d'A VS. 
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Par ailleurs, de manière à étudier plus précisemment l'origine de la diminution du taux sérique de 

testostérone, les taux sériques de corticostérone et de LH ont été également mesurés. 

Des dilutions au 1/20 (groupe 2 = 02) et 1/40 (groupe 3 = 03) de la solution de Con A-F2 

utilisée dans l'expérience précédente ont donc été injectées à des groupes de 6 rats. Onze rats témoins 

(groupe 1 = 0 1) ont pour leur part été inoculés uniquement par du PSO sous un volume de 5 ml. 

Cinq heures plus tard, tous les rats ont été décapités et le sang du tronc récupéré de façon à mesurer 

les taux sériques de testostérone, LH et corticostérone. 

Les résultats font apparaître globalement une diminution significative des taux sériques de 

testostérone et de corticostérone des rats inoculés, associée à une augmentation de la LH (Figure 20 et 

Tableau 18). 

Témoins "ConA-F2" "ConA-F2" Analyse statistique 

(G1) dilution 1/20 dilution 1!40 (Test de Student) 

(915 Jlg) (460 Jlg) 

(G2) (G3) 

Testostérone 1,31 ± 0,14 0,91 ± 0,25 0,50 ± 0,08 G1/G3: p < 0,01 

(nglml) 

LH (nglml) 5,28 ± 1,84 7,91 ± 1,63 7,18 ± 3,03 

Corticostérone 212,1 ± 19,5 143,4 ± 20,2 131 ± 17,6 G1/G2: p < 0,05 

(Jlg/1) 01/03: p < 0,02 

Tableau 18 :Valeurs des paramètres endocriniens relevées 5 heures après l'injection 

de différentes dilutions de la fraction Con A-F2. 

Chaque résultat est la moyenne de chaque groupe ± SEM. 
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Figure 20: Perturbations endocriniennes relevées 5 heures après l'injection à des rats 

mâles sains de la fraction Con A-F2. Les barres noires correspondent aux 

valeurs de LH sérique, les barres blanches aux valeurs de corticostéronémie, 

et les barres hachurées aux valeurs de testostéronémie. 

L'activité apparemment moindre de la dilution 1/20 par rapport à la dilution 1/40 sur la 

testostéronémie est en fait liée à la présence dans le groupe des rats testés avec la dilution 

1/20 d'un animal présentant un taux sérique de testostérone anormalement élevé 

(2,15 ng/ml). 

L'étude approfondie des effets de la fraction Con A-F2 montre que la diminution du taux sérique de 

testostérone est associée à une augmentation de la LH sérique. 

Si le matériel parasitaire injecté entraînait primitivement une augmentation de secrétion de LH, une 

hypotestostéronémie secondaire à la désensibilisation des cellules de Leydig ne pourrait pas être 

observée dans un délai aussi bref (128). Ainsi, il apparaît que la fraction Con A-F2 renferme un ou 

des composants qui semblent inhiber la synthèse des stéroïdes avec une influence plus marquée vis à 

vis de celle des androgènes. 
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IV) EFFET D'UN MATERIEL PARASITAIRE SUR LE MAINTIEN DE L'INTEGRITE DES 

RECEPTEURS TESTICULAIRES DE LA LH 

Dans la mesure où les expériences précédentes orientaient vers une action directe de 

produits parasitaires sur le fonctionnement gonadique, nous avons étudié l'effet d'extraits parasitaires 

réalisés en l'absence d'inhibiteurs de protéases à partir des variants AnTat 1.1 A et AnTat 1.8 sur 

l'intégrité dans le temps des récepteurs testiculaires de la LH. La source de récepteurs était constituée 

d'un homogénat testiculaire réalisé à partir de 6 rats sains et l'intégrité des récepteurs de la LH dans le 

temps était appréciée par leur capacité à fixer une dose fixe d'hCG marquée à l'Iode 125 dans les 

conditions déja décrites. 

Cette étude a nécessité une mise au point des conditions de "binding" qui a fait écarter l'utilisation 

dans les protocoles expérimentaux de l'EDTA et du DIT dans la mesure où ces composés altéraient 

la fixation du ligand radiomarqué sur son récepteur. 

Ces composés auraient en effet pu être intéressants à tester pour étudier le comportement des 

récepteurs testiculaires de la LH en présence d'un activateur de thiel-protéases (DTT) ou d'un 

inhibiteur de métallo-protéases (EDTA). 

1 °) Interférences de l'EDT A et du DIT sur la fixation de la gonadotrophine chorionique sur les 

récepteurs testiculaires de la LH 

a) Effets de l'EDTA sur le "binding" 

Dans chaque tube à hémolyse en polystyrène cristal on introduit : 

-100 J..Ll d'homogénat Hom 1 réalisé à partir de 6 rats 

-50 J..Ll de Tris 1 contenant ou pas de l'EDTA à une concentration finale de 0,2; 1 

ou5mM 

On réalise alors une préincubation de 0 ou 1 heure à 34 oc au bain marie avant d'ajouter au mélange 

réactionnel : 

-50 J..Ll d'une solution dans le Tris 1 du traceur hCG* (300 000 cpm) 

-50 J..Ll de Tris 1 seul ou contenant le compétiteur froid (hCG0 ) 
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Les tubes ont alors été incubés pendant 2 heures à 34 °C. 

La Figure 21 montre que l'EDTA diminue le "binding" du traceur sur les récepteurs testiculaires de la 

LH. 
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Figure 21 : Effet de l'EDT A sur la fixation spécifique de l'hCG * sur les récepteurs testiculaires 

delaLH 

b) Effets du DIT sur le "binding" 

Les conditions d'incubation ont été les suivantes: 

-lOO Jll de Tris 1 

-100 Jll de Hom 1 préparé à partir de 6 rats 

-50 Jll de Tris 1 seul ou contenant du DTT à une concentration fmale 

de 1,25 mM 

-50 Jll de Tris 1 
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On réalise une préincubation de 0 ou 1 heure à 34 oc au bain marie, puis on ajoute dans les tubes : 

-50 Jll de la solution du traceur dans le Tris 1 (280 000 cpm) 

-50 ~de Tris 1 seul ou contenant le compétiteur froid 

L'incubation est de 2 heures à 34 °C. 

Aprés lavage et centrifugation on réalise le comptage des culots. 

Les résultats, présentés sur la Figure 22 mettent en évidence un effet inhibiteur du DTT sur le 

binding de l'hCG* sur les récepteurs testiculaires de la LH ce qui confirme les travaux de Sojar et 

Col. qui montraient que les agents réducteurs déstabilisent la conformation du récepteur de la LH et 

donc de ce fait altèrent la fixation de son ligand spécifique (268). 
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Figure 22: Effet du DTT sur la fixation spécifique de l'hCG* sur les récepteurs testiculaires de la LH 

en fonction du temps de préincubation des homogénats avec le réducteur. 
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2°) Effet d'un extrait parasitaire sur la capacité des récepteurs testiculaires de la LH à fixer l'hCG 

Des surnageants d'extraction parasitaire réalisés en l'absence d'inhibiteurs de protéases à 

pH 5,5 à partir des variants Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.1 A et 1.8 ont été ajustés à un pH 

de 7,4 avec du phosphate di sodique 0,125 M. 

L'activité enzymatique (mesurée en utilisant le substrat synthétique Z-Phe-Arg-AMC) et la 

concentration en protéines de chacune des préparations a été déterminée. Les résultats étaient les 

suivants: 

Solutions ajustées à pH 7,4 Activité enzymatique (UI!l) Concentration en protéines (g/1) 

Variant AnTat 1.1 A 13,8 0,65 

Variant AnTat 1.8 17,1 0,52 

Le protocole expérimental a alors été le suivant : 

Dans des tubes à hémolyse de 5 ml en polystyrène cristal on introduit : 

-lOO ~1 d'homogénat H2 préparé en l'absence d'inhibiteurs de protéases 

-100 ~1 du surnageant d'extraction ajusté à pH 7,4 ou de tampon phosphate 

0,125 M de pH 7,4 contenant 0,3% de glucose (tampon P). 

-50 ~1 de tampon Tris 1 seul ou contenant PMSF et E-64 à une concentration de 

0,2 mM final. 

On réalise ou non une préincubation à 34°C pendant 0, 1 ou 2 heures, puis on ajoute au mélange 

réactionnel : 

-50 ~1 d'une solution d'hCG* (300 000 cpm) dans le tampon P 

-50 J.Ù de tampon Tris 1 ou d'une solution d'hCG froid (correspondant à 1000 

fois la quantité d'hormone apportée sous 300 000 cpm) dans ce tampon Tris 1 

de manière à mesurer le "binding" non spécifique. 

Les tubes sont alors incubés pendant 2 heures à 34°C. Le lavage et le comptage de la radioactivité 

sont réalisés comme décrit précédemment. 



106 

Les résultats de la mise en contact des extraits parasitaires avec les récepteurs de LH sont 

présentés sur la Figure 23. 

lis font apparaître un effet protecteur des extraits étudiés sur l'altération dans le temps des récepteurs 

de la LH par des enzymes tissulaires. 

En effet, en l'absence d'inhibiteurs de protéases (Figure 23-A), on observe que la capacité des 

récepteurs de la LH à fixer l'hCG diminue de manière importante après 2 heures d'incubation alors 

qu'en présence d'extraits parasitaires cette diminution est fortement atténuée. 

Par contre, lorsque des inhibiteurs de protéases sont introduits dans le milieu d'incubation (Figure 

23-B), on observe que l'altération de l'intégrité des récepteurs de la LH incubés en l'absence d'extrait 

parasitaire est fortement réduite dans le temps et qu'elle devient pratiquement comparable à celle 

observée lorsque les homogénats sont incubés avec les extraits parasitaire en présence des mêmes 

inhibiteurs de protéases. 

L'étude comparée des résultats relevés en présence et en l'absence d'inhibiteurs de protéases suggère 

donc un effet protecteur de composés parasitaires de nature non enzymatique vis à vis de l'altération 

du récepteur gonadique de la LH par les enzymes testiculaires. 

Dans la mesure où ces derniers enzymes interviennent dans les processus de "Dawn-régulation" des 

récepteurs testiculaires de la LH on peut penser qu'une entrave à ce phénomène pourrait être à 

l'origine d'une stimulation trop prolongée des cellules de Leydig avec une désensibilisation précoce 

de celles-ci. 
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Figure 23 :Evolution en fonction du temps de la capacité des récepteurs testiculaires de la LH à fixer 

l'hCG marquée à l'Iode 125 en présence ou non (T=témoins) d'extraits parasitaires bruts 

préparés à partir des variants AnTat 1.1 A ou AnTat 1.8. A: Etudes réalisées en 

l'absence d'antiprotéases (ap) ; B: Etudes réalisées en présence d'antiprotéases 
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3°) Intéractions de l'A VS avec le récepteur testiculaire de la LH 

L'Antigène Variable de Surface (AVS) constitue l'élément quantitativement majeur des extraits 

parasitaires et il est en grande partie sous forme purifiée dans la fraction Con A-F2 (42). 

Nous avons donc recherché un site de fixation spécifique de l'A VS sur des homogénats testiculaires. 

Deux formes d'A VS ont été étudiées après marquage à l'Iode 125 :une forme monomère 

(extraite du variant AnTat 1.8) et une forme dimère (extraite du variant AnTat 1.1 A). 

La source d'A VS employée a été constituée de la fraction Con A-F2 obtenue par chromatographie 

d'affinité sur Concanavaline A-Sepharose d'un extrait parasitaire "brut" préparé en présence 

d'inhibiteurs de protéases. Deux protocoles d'études ont été engagés : 

a) Recherche d'un récepteur spécifique de l'A VS ainsi qu'une inhibition de sa fixation 

par un excès d'hCG 

On a, pour cette étude, incubé pendant 3 heures à 20°C : 

-lOO J.!l d'homogénat H2 

-50 J.!l d'une solution de Con A-F2* (Con A-F2 marquée) à différentes 

dilutions dans le Tris 1 

-50 J.!l de Tris 1 seul ou contenant une concentration molaire 1000 fois 

plus importante en A VS non marqué ou en hCG non marqué 

La Figure 24 montre que l'A VS ne possède pas de récepteur testiculaire spécifique et que l'état 

dimère (Figure 24-A) ou monomère (Figure 24-B) de l'A VS ne joue aucun rôle sur sa fixation 

spécifique testiculaire. 

On a par ailleurs testé la fixation de l'A VS dimère sur un homogénat préparé à partir des 

testicules prélevés chez un rat au troisième jour d'infestation parT. b. brucei Variant AnTat 1.1 A. 

Les résultats (Figure 25) montrent une fixation testiculaire toujours non spécifique de l'A VS avec 

cependant, à la différence de ce qui est observé lorsque les études sont réalisées sur des homogénats 

testiculaires de rats sains, une fixation apparemment accrue de l'A VS marqué lorsque le milieu 

d'incubation contient un excés d'A VS non marqué, ce qui est sans doute lié aux modifications 

inflammatoires des tissus. 
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Figure 24: Recherche d'un récepteur testiculaire spécifique de l'A VS. Les ronds blancs= 

fixation de l'A VS seul, les ronds noirs =fixation de l'A VS marqué en 

présence d'un excès d'A VS non marqué, et les triangles blancs = fixation de 

l'A VS marqué en présence d'un excès d'hCG non marqué. 
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Figure 25 : Etude de la fixation de l'A VS dimère sur un homogénat préparé à partir des testicules 

d'un rat infesté par T. b. brucei Variant AnTat 1.1 A. Les ronds blancs = fixation de 

l'A VS seul, les ronds noirs =fixation de l'A VS marqué en présence d'un excès d'A VS 

non marqué, et les triangles blancs= fixation de l'A VS marqué en présence d'un excès 

d'hCG non marqué. 

b) Recherche d'une inhibition de la fixation de l'hCG~ur les récepteurs testiculaires 

de la LH par la fraction Con A-F2 

On a, pour cette étude, incubé pendant 3 heures à 20°C : 

-lOO Jll d'homogènat H2 

-50 Jll d'une solution d'hCG* à différentes dilutions dans le Tris 1 

-50 Jll de Tris 1 seul ou contenant une concentration molaire 1000 fois 

plus importante en A VS non marqué (fraction F2) ou en hCG non marqué 

Il apparait (Figure 26) que l'A VS, qu'il soit sous forme monomère ou dimère, n'inhibe pas la 

fixation de l'hCG* sur les récepteurs testiculaires de la LH. 
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Figure 26: Essai d'inhibition de la fixation de l'hCG* sur les récepteurs testiculaires de la 

LH par l'A VS dimère préparé à partir du variant An Tat 1.1 A. Les ronds 

blancs correspondent à la fixation de la gonadotrophine marquée en l'absence 

de compétiteur, les ronds noirs correspondent à la fixation spécifique de cette 

même gonadotrophine marquée, les carrés noirs correspondent à la fixation 

non spécifique de l'hormone, et les triangles blancs correspondent à la 

fixation de l'HCG* en présence d'un excès (1000 fois molaire) 

d'A VS (Con A-F2). 
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c) Essai de mise en évidence de la fixation d'un produit parasitaire sur le récepteur 

testiculaire de la LH 

L'A VS ne possède pas de récepteur spécifique testiculaire et n'empêche pas la fixation 

de la LH sur son récepteur. Cependant, nos expériences in vitro ont mis en évidence qu'un produit 

parasitaire présent dans les extraits de trypanosomes était capable de "protéger" le récepteur de la LH 

de l'action protéolytique des enzymes testiculaire sans altérer la reconnaissance de ce récepteur par la 

gonadotrophine. Un composé issu du parasite doit donc intéragir avec le récepteur testiculaire de la 

LH, et pourrait par exemple se fixer sur un site du récepteur différent de celui reconnaissant la LH. 

Nous avons donc essayé de mettre en évidence une telle fixation en répétant l'expérience 

d'incubation d'homogénats testiculaires avec des extraits parasitaires et de l'hCG marquée à l'iode 

125. 

Nous avons ensuite stabilisé par le glutaraldéhyde les complexes [hCG* - récepteur de la LH -

composé parasitaire] qui auraient pu se former et la révélation de ceux-ci s'est effectué par 

autoradiographie après électrophorèse en gel de polyacrylamide des mélanges réactionnels. 

Le protocole d'étude employé a été le suivant : 

-100 ~ d'homogénat H2 sont préincubés pendant 1 heure à 34°C avec 

-100 J.ll de surnageant d'extraction parasitaire préparé en l'absence d'inhibiteurs de protéases à 

partir des variants AnTat 1.1 A ou AnTat 1.8 et ajusté à pH 7,4 ou 100 J.ll de tampon 

phosphate 0,125 M de pH 7,4 contenant 1% de glucose. 

Après la préincubation, on ajoute dans chaque tube 

-50 J.ll d'une solution d'hCG* (2 700 000 cpm) ainsi que 

-50 J.ll de tampon Tris 1 ou 50 J.ll d'hCG0 (compétiteur "froid" apporté à une concentration 

molaire 1000 fois plus importante que l'hCG*). 

Le mélange est alors incubé au bain marie pendant 2 heures à 34°C puis centrifugé à 3000 g pendant 

15 minutes. 
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Après ces opérations, les culots sont lavés 2 fois par 

-4 ml d'un tampon phosphate de sodium 10 mM de pH 7 contenant 5 mM de NEM 

(tampon A), de façon à éliminer le Tris (161). 

Les complexes [hCG* -récepteur] sont ensuite solubilisés par addition au culot de 

-300 J.l.l du tampon A, contenant 140 mM NaCl et 1% (v/v) Triton X-100 [Sigma], et agitation 

30 minutes dans la glace avec le bout d'une pipette pasteur fermée (163). 

A la fm de la réaction, on ajoute au milieu réactionnel 

-500 J.l.l de tampon A et on centrifuge l'ensemble à 100 000 g pendant 60 minutes à +4°C. 

Aux 800 J.l.l de surnageant on ajoute alors 6,4jll d'une solution de glutaraldéhyde [TAAB laboratories 

equipment limited] diluée au 1/10 dans le tampon A (concentration finale 2 mM) et on incube 60 

minutes à 20°C. La réaction est finalement arrétée par addition de 100 j.!l d'un tampon 1 M Tris/HCl 

de pH 7,4 à +4°C (242). 

Les 900 j.!l obtenus sont ensuite dialysés pendant 20 heures à +4°C contre 9 ml d'un tampon 125 

mM Tris/HCl de pH 6,8 et contenant 2% SDS (p/v) [Interchim], 10 % (v/v) glycérol [Merck] et 

0,001% (p/v) de bleu de bromophénol [Merck]. Le produit obtenu a été concentré au speed-vac de 

façon à avoir une concentration suffisante en hCG* dans le mélange (environ 2000 cpm/10 j.!l). 

Les échantillons ont ensuite été chauffés à ébullition pendant 2 minutes en présence de B

mercaptoéthanol puis déposés sur un gel de polyacrylamide + SDS avec un gel de concentration à 5 

% d'acrylamide et un gel de séparation à 7,5% d'acrylamide (159). 

L'autoradiogramme de la Figure 27 montre clairement qu'il n'existe pas de différence de 

masse moléculaire entre les complexes [récepteurs-125J-hCG] qu'ils aient été préalablement mis en 

contact ou pas avec un extrait brut parasitaire. 

Cette absence de différence de la masse moléculaire des complexes hormone-récepteur, que 

l'incubation ait été réalisée en présence ou non de surnageant d'extraction du parasite, infirme donc 

l'hypothèse de la fixation directe sur le récepteur de la LH d'un composé parasitaire de haut poids 

moléculaire comme l'A VS. 
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Figure 27 : Autoradiogramme mettant en évidence les complexes bCG* -Récepteur de la 

LH (masse moléculaire environ 130 kDa). 

Ligne 1 : Homogénat testiculaire incubé sans extrait parasitaire 

Ligne 2 : Homogénat testiculaire incubé sans extrait parasitaire mais en 

présence d'un excès d'bCG non marqué. 

Ligne 3 : Homogénat testiculaire incubé avec un extrait parasitaire réalisé à partir du 

variant AnTat 1.8 

Ligne 4 : Homogénat testiculaire incubé avec un extrait parasitaire réalisé à partir du 

variant AnTat 1.8 mais en présence d'un excès d'bCG non marqué. 

Ligne 5 : Homogénat testiculaire incubé avec un extrait parasitaire réalisé à partir du 

variant AnTat 1.1. A 

Ligne 6: Homogénat testiculaire incubé avec un extrait parasitaire réalisé à partir du 

variant AnTat 1.1. A mais en présence d'un excès d'bCG non marqué. 
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DISCUSSION 

L'altération de la fonction gonadique chez le rat mâle au cours de la trypanosomiase est 

révélée par la diminution des taux sériques de testostérone. 

C ette diminution apparaît avoir des origines multiples : 

-1 °) - inactivation du récepteur testiculaire de la LH 

-2°) - stress induit par l'infestation 

-3°)- intervention directe du trypanosome (par exemple, inflammation des tissus) 

-4°)- dégradation de médiateurs peptidiques par des enzymes parasitaires 

-5°) - intervention de composés parasitaires de nature non enzymatique 

Nos travaux ont montré que la trypanosomiase Africaine induit une altération du 

fonctionnement gonadique. 

L'infestation induit en effet une diminution des taux sériques de testostérone ainsi qu'une inaptitude 

des testicules à répondre in vivo à la stimulation par une gonadotrophine exogène, l'hCG. 

Le parasite induit également en l'espace de 3 jours, dans notre "modèle expérimental aigu", une 

diminution de la quantité des récepteurs testiculaires de la LH ainsi qu'une apparente augmentation de 

leur affinité. 

La diminution du nombre de ces récepteurs n'est pas liée à une simple "dawn-régulation" exagérée de 

ceux-ci dans la mesure où cette dernière ne s'accompagne pas d'une modification de leur affinité 

(136). L'altération du fonctionnement gonadique par le trypanosome apparaît donc résulter de 

mécanismes multiples. 
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L'un de ces mécanismes est le stress (86) survenant lors de l'infestation, une des causes de ce 

stress étant constituée par les perturbations du métabolisme glucidique (hypoglycémie) induites par le 

parasite. 

Nous avons mis en évidence ce stress par l'augmentation des taux sériques de la corticostérone des 

rats infestés ainsi que par l'élévation transitoire au début de l'infestation des taux de LH et de 

testostérone plasmatiques comme cela a été rapporté par d'autres équipes (181, 284). 

Cependant, le stress, s'il entraîne une désensibilisation partielle des récepteurs de la LH (59), ne 

provoque pas de modification de leur capacité de fixation ou de leur affmité (232). 

Par ailleurs, la prolactine, qui est une hormone secrétée de façon importante dans les situations de 

stress, n'est sans doute pas responsable de l'atteinte gonadique car elle augmente la fixation de la LH 

au niveau testiculaire et n'affecte pas la stéroïdogénèse basale (201, 279) ce qui ne cadre pas avec nos 

résultats. 

Le stress n'est donc pas à lui seul responsable de l'altération du fonctionnement gonadique au cours 

de la trypanosomiase Africaine. 

L'hypofonctionnement gonadique pourrait être aussi le résultat de l'inflammation testiculaire 

induite par le parasite. 

Nous avons démontré dans notre modèle expérimental que l'infestation par T. b. brucei induit 

effectivement un processus inflammatoire objectivé par l'augmentation du taux sérique d' Œ2-

macroglobuline (139, 318). L'activation des cellules macrophagiques testiculaires qui en découle 

entraîne la libération de grandes quantités d'interleukine-! (IL-l) et de prostaglandine E2 (PGE2) 

(13) qui sont des composés qui induisent un hypofonctionnement gonadique (51, 117, 213, 259). 

Le processus inflammatoire n'est cependant pas une constante des trypanosomiases Africaines. En 

effet, les trypanosomes strictement circulants comme T. vivax, T. congolense et T. simiae 

n'induisent pas ou peu de phénomènes inflammatoires à la différence des trypanosomes appartenant 

au groupe T. brucei qui sont capables d'envahir les liquides intersticiaux (141). 

Ainsi, comme toutes les trypanosomiases africaines induisent un déséquilibre du fonctionnement de 

l'axe gonadotrope, cela démontre que si le processus inflammatoire peut participer à la survenue de ce 

déséquilibre, il n'est pas le seul facteur en cause. 
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Les protéases parasitaires jouent sans doute également un rôle trés important dans la survenue 

des déséquilibres endocriniens observés. 

Ces protéases, qui sont libérées dans le sang circulant de l'hôte (133), interviennent 

vraisemblablement dans le déréglement du fonctionnement de l'axe hypothalamo-hypophyso

gonadique dans la mesure où nous avons montré qu'elles sont capables de dégrader de nombreux 

peptides biologiques régulateurs, et en particulier le LHRH. 

Cet effet dégradatif pourrait expliquer que certaines trypanosomiases s'accompagnent de troubles 

gonadiques sans lésions inflammatoires testiculaires ou hypophysaires et permettrait de comprendre 

l'origine de l'accumulation de LH dans l'hypophyse des rats (130) aprés 3 jours d'infestation aigüe. 

Il faut par ailleurs noter que les activité~ enzymatiques parasitaires semblent n'avoir pour cible que 

des structures peptidiqùes dans la mesure où nous n'avons pas pu mettre en évidence d'effet 

dégradatif de ces enzymes sur les gonadotrophines elles mêmes (LH humaine, LH de rat, FSH 

humaine et hCG). 

Enfin, certains produits de dégradations peptidiques spécifiquement induits par les protéases 

parasitaires pourraient également jouer un rôle dans la survenue des désordres gonadiques. 

Nous avons ainsi montré que le LHRHl-4, peptide original issu de la dégradation du LHRH par les 

enzymes du trypanosome, est susceptible de perturber le fonctionnement de l'axe gonadotrope suite à 

l'injection de LHRH. 

Un ou des composés parasitaires de nature non enzymatique semblent également jouer un rôle 

dans les troubles de la stéroïdogénèse gonadique au cours de la trypanosomiase. 

Nous avons ainsi montré que l'injection de produits parasitaires préparés en présence d'inhibiteurs de 

protéases induisent en l'espace de 5 heures une diminution des taux sériques de testostérone chez le 

rat sain. 

L'étude approfondie des effets d'un de ces produits (fraction ayant une affinité par la Concanavaline 

A = Con A-F2) a révélé que la diminution des taux sériques de testostérone était associée à une 

augmentation de la LH sérique ce qui laisse supposer la présence d'un ou plusieurs composants qui 

inhibent la synthèse des androgènes. 
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Dans la mesure où l'Antigène Variable de Surface (AVS) constitue l'élément quantitativement majeur 

de la fraction Con A-F2 (42), nous avons recherché un site de fixation spécifique de ce composé sur 

des homogénats testiculaires. 

Nous n'avons ainsi pu mettre en évidence ni récepteur spécifique de l'A VS sur les testicules, ni 

fixation en général de composé parasitaire de haute masse moléculaire sur le récepteur de la LH. 

Enfin, il est apparu que l'A VS, qu'il soit sous forme de monomère ou de dimère, n'entraîne pas de 

modification de la fixation de l'hCG sur les récepteurs testiculaires de la LH. Il semble donc que la 

glycoprotéine de surface n'intervienne pas, au moins directement, sur les troubles gonadiques 

observés. 

Notre travail a cependant montré qu'un composé parasitaire de nature non enzymatique, 

protège in vitro les récepteurs testiculaires de la LH de leur dégradation par les enzymes testiculaires. 

Cet effet est potentiellement susceptible de perturber in vivo la "Down régulation" de ces récepteurs à 

la surface des cellules de Leydig, ce qui pourrait jouer un rôle dans leur désensibilisation précoce au 

cours de l'infestation. 

Des études in vitro sur des cultures de cellules de Leydig isolées pourraient sans aucun doute nous 

apporter des renseignements intéressants sur l'existence d'un tel mécanisme. 
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CONCLUSION 

Avant que les travaux de notre laboratoire débutent, la description des anomalies gonadiques 

survenant chez les mammifères atteints de trypanosomiase Africaine était essentiellement 

histologique, et les rapports faisant état de modification des taux sériques de paramètres endocriniens 

étaient rares. 

La première approche des mécanismes responsables de l'hypogonadisme fut le fait de Hublart et Col. 

(130) qui indiquaient qu'au moins deux types de composés d'origine parasitaire, de nature 

enzymatique et non enzymatique, étaient capables d'induire une atteinte fonctionnelle testiculaire en 

l'espace de 5 heures chez des rats sains ; les mécanismes responsables de cette atteinte apparaissant 

différents. 

Notre travail a donc consisté à approfondir cette étude préliminaire en déterminant la nature des 

facteurs responsables de l'hypogonadisme ; que ce soit in vivo, lors d'une infestation expérimentale 

de rats mâles et lors de l'injection de composés parasitaires partiellement purifiés à des rats sains ; ou 

in vitro, lors de l'étude de l'effet de produits libérés par le parasite sur des homogénats testiculaires 

ou des cellules de Leydig en culture. 

Nous avons montré que les mécanismes à l'origine de l'hypogonadisme sont nombreux et 

agissent vraisemblablement à chaque étage de l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. 

Nous avons ainsi pu incriminer le stress provoqué par l'infestation ; les modifications inflammatoires 

des tissus liées à l'envahissement de ces derniers par les trypanosomes ; des composés parasitaires de 

nature enzymatique qui sont capables de dégrader des neuropeptides (comme le LHRH) 

indispensables au bon fonctionnement de l'axe ; et enfin des composés parasitaires de nature non 

enzymatique dont la cible pourrait être la gonade elle même. 

Les études ultérieures devraient permettre d'isoler la/les enzyme(s) responsables de la 

dégradation du LHRH de manière à en déterminer ultérieurement la structure. 
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ll conviendra en outre de rechercher l'origine de l'hypersensibilité au LHRH induite in vivo 

par l'injection du tétrapeptide LHRHl-4, composé spécifiquement généré par les enymes du parasite à 

partir du LHRH. Dans ce sens, le dosage de la LH sérique au cours d'une répétition de notre 

expérience d'injection conjointe du tétrapeptide et du LHRH, apportera certainement des 

éclaircissements, de même que des études in vitro sur des cellules de Leydig ou des cellules 

gonadotropes en culture. 

Enfin, l'évaluation de l'effet sur des cellules de Leydig in vitro des fractions parasitaires non 

enzymatiques Con A-Fl et Con A-F2, toutes deux responsables de l'apparition rapide in vivo d'un 

hypogonadisme chez le rat sain, pourra sans aucun doute apporter des indications précieuses sur le 

mode d'action/l'identité des éléments constitutifs de ces fractions qui sont responsables de la 

diminution de la synthèse de testostérone. 
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APPENDICE TECHNIQUE 

A) ANIMAUX 

Toutes les études expérimentales ont été menées sur des rats Sprague-Dawley mâles dont 

l'age était différent selon qu'il s'agissait d'études in vivo ou d'études in vitro. 

Pour l"étude de l'effet in vivo du trypanosome ou de certains de ses composés sur le 

fonctionnement gonadique, il était important d'utiliser des animaux dont les taux sériques de 

testostérone étaient les plus homogènes possibles dans une classe d'âge donnée de façon à mesurer 

de manière statistiquement convenable (Tests de Student et de Wilcoxon) les variations de ces taux au 

cours des protocoles expérimentaux. 

Il a été décrit que les rats mâles ont une spermatogénèse efficace à partir d'un âge de 50 à 60 jours 

(93, 179) mais que les taux sériques de testostérone ne sont homogènes dans un groupe d'âge donné 

qu'à partir de 13 semaines (172). 

D'un autre côté, il a été décrit que la fixation de l'bCG sur les récepteurs de la LH des cellules de 

Leydig testiculaires est comparable depuis l'âge de 90 jours jusqu'à 26 mois (107). 

Cependant, notre propre expérience indique que des rats Sprague-Dawley considérés "matures" (90 

jours) présentent en fait une trés grande diversité individuelle de leur taux de testostérone sérique. 

De ce fait, de façon à éviter tout problème d'interprétation lors de l'étude des effets de la 

trypanosomiase sur le fonctionnement de l'axe gonadotrope nous avons choisi d'utiliser pour chaque 

expérience des rats agés de 10 mois et pesant de 400 à 600 grammes (IFFA-CREDO, L'arbresle). 

En ce qui concerne les études in vitro de l'effet du tétrapeptide sur le fonctionnement des 

cellules de Leydig, les rats utilisés étaient agés de 90 jours (39) de manière à disposer de cellules de 

Leydig ayant une réactivité maximale à la stimulation par la LH. 

Enfin, avant chaque manipulation, les animaux ont été maintenus 3 par cage avec nourriture et eau à 

volonté pendant au moins une semaine dans une pièce artificiellement éclairée 12 heures par jour. 
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B) CO ND mONS D'INFESTATION DES ANIMAUX ET DE PREPARATION DES 

TRYPANOSOMES 

1) PREPARATION DES STABILATS 

2 volumes de sang de rats parasités sont repris dans un volume de tampon phosphate (PSG) 

de pH 8,0 (38 mM Na2HP04, 29 mM NaCl, 83,3 mM glucose) additionné de glycérol dans une 

proportion 1 : 1 (v/v). L'ensemble est distribué par aliquotes de 0,7 ml et congelé à -80°C par paliers. 

ll) INOCULATION DES TRYPANOSOMES 

Trois clones de trypanosomes on été utilisés dans nos études : Trypanosoma brucei brucei 

AnTat 1.1 A, AnTat 1.8 et AnTat 1.1 E (Antwerpen Trypanosoma Antigenic Type 1.1 A, 1.8 et 1.1 

E) (variants obligemment fournis par le Pr Vanmeirvenne, Institut de Médecine Tropicale, Anvers, 

Belgique). 

Les deux premiers variants entraînent une trypanosomiase dite aiguë dans la mesure où en l'espace de 

4 jours l'infestation est si intense qu'elle provoque la mort de l'animal. A l'inverse, le variant AnTat 

1.1 E induit une infestation dite chronique, beaucoup plus modérée que les précédentes, évoluant à 

l'image du modèle naturel africain par vagues successives de parasitémie au moins au début, et 

entraînant la mort de l'animal dans un délai d'environ 1 mois. 

1 °) Souches aiguës (AnTat 1.1 A et AnTat 1.8) 

Le stabilat est repris par 0,5 ml de PSG et 0,3 ml sont injectés par voie intrapéritonéale (ip) à 

une souris Swiss mâle. Deux jours plus tard, le sang des souris endormies à l'éther, est récupéré par 

ponction cardiaque avec une seringue héparinée et ce sang est dilué dans du PSG pour avoir une 

solution contenant 15-20 x 1Q6 trypanosomes/ml. 
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Pour la réalisation des préparatifs (préparations de matériels parasitaires) et les modèles 

expérimentaux d'infestation aiguë permettant le suivi des paramètres endocriniens, 5 ml de cette 

solution sont injectés en 2 fois à chaque rat par voie intrapéritonéale. 

2°) Souche chronique CAnTat 1.1 E) 

Le stabilat est utilisé directement et dilué dans le PSG de manière à injecter en sous cutané 100 

trypanosomes sous un volume de 1 ml à chaque rat impliqué dans le protocole expérimental. 

III) RECUEIL DU SANG DES RATS PARASITES 

Pour l'isolement des trypanosomes nécéssaires à la production d'un extrait parasitaire, les rats 

sont anesthésiés grace à l'injection par voie ip d'une solution contenant 0,5 ml d'héparine (soit 1250 

Ul) et 0,6 ml de pentobarbital par animal. Le sang est récupéré par ponction cardiaque dans un bécher 

placé dans la glace et contenant une solution de PSG (7,5 ml) et d'héparine (0,075 ml) additionnée ou 

pas de 0,25 ml d'une solution d'inhibiteurs de protéases (TLCK, PMSF et NEM [Sigma] à une 

concentration de 0,2 mM) par rat. 

La solution d'inhibiteurs de protéases est obtenue par dilution du TLCK dans le dioxane, du PMSF 

dans l'isopropanol et du NEM dans de l'eau. 

Pour l'étude des déséquilibres endocriniens consécutifs à la parasitose, quelque soit le mode 

de sacrifice (décapitation ou anesthésie), le sang sera en régie générale prélevé dans des tubes secs de 

façon à obtenir les serums correspondants. 
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IV) PROTOCOLE D'ISOLEMENT DES TRYPANOSOMES : CHROMATOORAPHIE 

SUR DEAE-CELLULOSE 

La DEAE-cellulose (DE-52 Whatman) est équilibrée en tampon PSG. Le mélange sang

solution de recueil est repris dans deux volumes de DEAE-cellulose et déposé sur une colonne 

contenant cette même DEAE-cellulose. 

On réalise une chromatographie par élution de la DEAE-cellulose par du tampon PSG à +4°C et 

l'éluat est réguliérement controlé au microscope en sortie de colonne de façon à apprécier le passage 

des trypanosomes. L'éluat final est ensuite centrifugé et le culot lavé deux fois par le PSG à +4°C 

(1500 g, 15 minutes) (175). 

V) PREPARATION DU MATERIEL PARASITAIRE "BRUT" 

La libération du manteau de surface est réalisée selon le protocole décrit par Baltz et coll (19). 

Un tampon phosphate 0,125 M de pH 5,5 est additionné de glucose à 1% (p/v) et éventuellement 

d'une solution d'inhibiteurs de protéases (NEM, TLCK, PMSF) à une concentration finale de 0,2 

mM. Dix ml de ce tampon sont utilisés par gramme de culot de parasites et la libération des 

constituants membranaires est effective après une nuit à +4°C sur agitateur de Kline. 

La suspension de parasites dans le tampon de libération est alors centrifugée à 3500 g pendant 15 

minutes à +4°C et le surnageant est ensuite soumis à une ultracentrifugation pendant 1 heure à 

165 000 g à +4°C de manière à éliminer totalement les débris cellulaires. 

Le surnageant est alors dialysé deux fois 30 minutes contre un tampon d'équilibre de pH 8,0 (0,01 M 

phosphate de sodium, 0,5 M NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCh) dans un rapport 1/10 (v/v). 

La préparation fmale sera désignée par l'expression "surnageant d'extraction de pH 5,5". 
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VI) PURIFICATION DE l'ANTIGENE VARIABLE DE SURFACE 

Cette purification s'effectue à partir du "surnageant d'extraction de pH 5,5" préparé en 

présence d'inhibiteurs de protéases. 

Dans un premier temps, une chromatographie d'affinité sur Concanavaline-A Sepharose (Con-A 

Sepharose) (19) est réalisée à +4°C dans une colonne de verre de 15 cm x 1 cm avec un débit de 10 

ml/heure et une détection à 206 nm en continu (cellule LKB 2138 UVICORD). Le tampon d'équilibre 

de pH 8,0 (décrit en V) permet d'obtenir une fraction non retenue sur la colonne d'affinité (fraction 

Con A-F1). Une fraction Con A-F2 est ensuite éluée après addition au tampon d'équilibre de méthyl

a-D-mannoside à 10 % (p/v) (50 mM). Les éluats sont par la suite dialysés 1 semaine à+ 4°C contre 

de l'eau distillée puis lyophilisés. 

La fraction Con-A F2 est essentiellement constituée par l'Antigène Variable de Surface (AVS) du 

trypanosome (43). 

C) MARQUAGES A L'IODE 125 

1) MARQUAGE DE LA GONADOTROPHINE CHORIONIQUE HUMAINE (hCG) 

Le marquage à l'iode de l'hCG utilise une méthode à l'iodogène : 

1 °) Préparation de l'iodogène 

Une solution à 1 mg/ml d'iodogène (1,3,4,6-Tetrachloro-3a,6a-diphénylglycouryl, Pierce) 

est réalisée dans le chloroforme puis distribuée dans des tubes eppendorf de 750 ~1 à raison de 100 111 

par tube (soit 100 ~g d'iodogène par tube). On laisse évaporer cette solution pendant une nuit à 

l'obscurité ce qui permet au catalyseur de se déposer sur les parois des tubes. Les tubes fermés seront 

ensuite conservés à -20°C jusqu'à une utilisation. 
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2°) Marquage de l'hCG 

10 Jlg d'hCG (RIA grade hCG, 13000 Ul/mg ; Sigma) contenus dans un tampon phosphate 

0,1 M de pH 7,2 sous un volume inférieur à 100 J..Ll (environ 80 J..Ll) sont introduits dans l' 

eppendorf contenant l'iodogéne. On ajoute ensuite dans le tube 500 J..LCi de Na125I (5 J..Ll) 

(Amersham), on agite au vortex, puis on laisse la réaction de marquage se développer pendant 10 

minutes dans la glace. 

Une chromatographie est ensuite réalisée sur une colonne de 5 à 6 ml de G-25 afin de séparer 

l'hormone marquée de l'iode libre. Cette colonne est montée dans une seringue de 10 ml 

préalablement équilibrée avec 1 à 2 volumes d'un tampon d'élution de pH 7,4 (10 mM Tris/HCl, 0,5 

g/1 BSA, 8g/l NaCl). 

Le recueil de l'éluat se fait par fractions de 1 ml dans des tubes contenant 50 Jll d'une solution de 

BSA à 10 % (p/v) dans le tampon d'élution. Le repérage de l'hormone marquée s'effectue par 

comptage à l'aide d'un compteur y (1260 Multigamma II counter LKB) de la radioactivité contenue 

dans 10 J..Ll de chacune des fractions. L'hormone marquée sera ensuite congelée par fractions aliquots 

à -20°C. 

Dans nos conditions, 60 à 70 % de la radioactivité totale apportée dans le mélange réactionnel sera 

fixée sur la protéine. 

ID MARQUAGE DE LA LH DE RAT (rLH) 

Ce marquage utilise une méthode à la chloramine T (Merck) (procédure recommandée par le 

NIDDK). 

5Jlg de rLH sont repris dans 50 Jll d'un tampon PBS de pH 7,4 (0,01 M phosphate de Na, 150 mM 

NaCl) et mis en contact dans un eppendorf avec 10 Jll de Na125J (lmCi) et 10 J..Ll d'une solution de 

chloramine T à 2,5 mg/ml dans ce même tampon PBS. Après agitation pendant 65 secondes dans la 

glace, la réaction est arrêtée par addition de 50 J..Ll d'une solution de métabisulfite à 2,5 mg/ml dans le 

tampon PBS puis de 100 J..Ll d'une solution de sucrose et d'iodure de potassium (concentrations 

respectives 0,16 g/ml et 10 Jlg/ml). Entre chacune de ces deux dernières additions le mélange 

réactionnel est homogénéisé quelques secondes au vortex. 
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L'hormone marquée et l'iode libre sont séparés par chromatographie sur colonne de Sepharose G-75 

de 25-30 cm de hauteur pour un diamètre de 1 cm. 

Avant utilisation la colonne est "lavée" abondemment par la solution de PBS (plusieurs fois le volume 

de gel) puis saturée en sérum albumine par dépôt en tête de colonne de 250 ~1 d'une solution de BSA 

à 10 % (p/v) dans le tampon PBS et lavage par 1 volume de tampon égal au volume du gel. Le 

mélange contenant la LH marquée est ensuite déposé sur la colonne et élué par le PBS. 

La récupération de l'éluat s'effectue par fractions de 1,5 ml dans des tubes à hémolyse où l'on a 

préalablement introduit 50 ~1 d'une solution de BSA à 10% (p/v) dans le tampon PBS. Cette 

addition de BSA a pour but d'éviter 1 'adsorption non spécifique de la LH marquée (LH*) sur les 

parois du tube de recueil. 

III) MARQUAGE DE L'ANTIGENE V ARIA BLE DE SURFACE (A VS) 

La méthode de marquage est une méthode à l'iodogène réalisée dans des conditions 

comparables à celles utilisées pour le marquage de l'hCG. L'A VS utilisé (10 ~g) est constitué par la 

fraction Con A-F2 obtenue par chromatographie d'affinité sur colonne de Con A-Sepharose d'un 

"surnageant d'extraction de pH 5,5". 

IV) DETERMINA TIQN DE L'ACTIVITE SPECIFIQUE DE L'hCG MARQUEE ET DE 

SA CAPACITE DE FIXATION SUR LES RECEPTEURS TESTICULAIRES DE 

LALH 

La concentration en hCG marquée (hCG*) du pic d'élution de la protéine marquée est 

appréciée par dosage immunoenzymatique ("Enzymun-Test hCG", Boehringer, dosage réalisé sur 

automate ES 600). En corrélant la radioactivité totale de la fraction d'élution et la concentration en 

protéine, l'activité spécifique peut alors être appréciée (120 à 170 ~Ci/~g). 
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A la suite de chaque marquage, la capacité maximale de fixation de l'bCG* sur les récepteurs 

testiculaires de la LH a été déterminée en mettant en présence le traceur avec un excès de récepteurs 

comme décrit par Huhtaniemi et col. (136). Cette fixation était de 35 à 45 %. 

D) PREPARATION DES TISSUS HYPOPHYSAIRES, CEREBRAUX ET 

TESTICULAIRES 

1) PREPARATION DES HYPOPHYSES DE RATS EN VUE DU DOSAGE DE LA LH 

HYPOPHYSAIRE 

Chaque hypophyse a été pesée puis homogéneisée dans 500 Jll d'un tampon phosphate de pH 

7,5 [0,01 M Na2HP04, 150 mM NaCl, 0,02 mM Bacitracine, 0,1% NaN3 (p/v)]. Après 

centrifugation à 2500 g pendant 10 minutes à 4°C, le surnageant a été dilué 200 fois dans ce même 

tampon phosphate avant d'être congelé à -20°C pour un dosage ultérieur de la rLH. 

Il) PREPARATION DE LA FRACTION ENZYMATIQUE SOLUBLE DES 

HOMOGENATS DE CERVEAUX 

Les cerveaux de rats infestés ou sains ont été rapidement prélevés après décapitation et 

homogénéisés dans un Potter-Evelhjem avec 1 ml de tampon PSG par gramme de tissu frais. Après 

centrifugation à 4°C (18000 x g, 120 min) le surnageant a été à nouveau clarifié par 

ultracentrifugation (100000 x g, 60 min) de manière à obtenir un extrait enzymatique brut. 
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III) PREPARATION DES HOMOGENATS DE TESTICULES 

A la mort de 1 'animal, ses 2 testicules sont récupérés et placés dans la glace. Ils sont ensuite 

décapsulés, pesés puis homogénéisés dans 15 ml d'un tampon 10 mM Tris/HCl de pH 7,4 contenant 

2,7 mM KCl, 0,5 mM MgCh, 0,9 mM CaCh, 8g/1 NaCl et 0,1% BSA (p/v) (tampon Tris 1). 

Cette homogénéisation est réalisée grâce à un Potter Elvelhjem avec 3 allers-retours du piston d'une 

durée d'environ 5 secondes chacuns. L'homogénat obtenu est filtré dans un bécher de 50 ml à travers 

une compresse double-épaisseur. Toutes ces manipulations sont effectuées dans la glace. 

Le filtrat est additionné d'environ 13 ml du tampon Tris 1 et centrifugé à 25 000 g pendant 20 

minutes à 4°C. Les culots sont alors repris par 1 ml du Tampon Tris 1 par gramme de tissu 

testiculaire initial et on ajoute au mélange 20 % de glycérol (v/v). Après réalisation de fractions 

aliquots les homogénats Hl obtenus sont conservés à -80°C. 

E) DEFINITION DES CONDITIONS DE BINDING DE L'hCG~ SUR LES 

RECEPTEURS TESTICULAIRES DE LA LH 

La technique de "binding" est une adaptation de la méthode décrite par Salesse et col. (260). 

L'homogénat Hl, aprés décongélation, est dilué au quart par le tampon Tris 1 additionné de TLCK, 

PMSF et NEM à une concentration de 1 mM (tampon Tris 2) ce qui permet d'obtenir l'homogénat de 

travail H2. Le traceur (hCG*) et le compétiteur (Gonadotrophine Chorionique "Endo"®, Organon) 

seront dilués dans ce tampon Tris 2. 

Pour ce qui est de l'étude de "binding" par elle même, 100 ).ll de 1 'homogénat H2 sont introduits dans 

un tube à hémolyse en polystyrène cristal de même que 50 ).ll de la dilution de l'hormone marquée et 

50 ).ll de tampon Tris 2 seul ou contenant le compétiteur hormonal froid, c'est-à-dire non marqué 

pour l'étude de la fixation non spécifique de l'hCG* sur l'homogénat (la concentration de ce 

compétiteur est 1000 supérieure à la concentration maximale d'hCG radiomarquée utilisée au cours de 

l'expérience). 
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La concentration finale en inhibiteurs de protéases dans le mélange réactionnel, lorsqu'elles sont 

utilisées, est de 0,87 mM et chaque dosage est réalisé en dupliquette à moins d'une indication 

contraire. 

Après une incubation de 3 heures à 20°C, chaque tube est lavé par 4 ml de tampon Trisl glacé puis 

centrifugé 20 minutes à +4°C à 5000 g. Le surnageant est finalement éliminé par retournement des 

tubes et la radioactivité fixée sur le culot est mesurée sur un compteur y. 

F) DOSAGE DES PARAMETRES PLASMATIQUES 

D DOSAGE DE LA CORTICOSTERONE 

La corticostérone a été dosée par une méthode de compétition décrite par Murphy (218) vis à 

vis d'une protéine porteuse et dont le coefficient de variation (CV) intra-série est de 5,1 %. Les 

réactifs sont contenus dans un Kit commercialisé par BioMérieux (3H-Cortisol CPB-Kit). Ce Kit 

contient une solution de cortisol marqué au tritium [(1,2-3H)-cortisol] ayant une activité spécifique de 

10 ~Ci/ml (RI), du sérum lyophilisé de chien qui apporte la protéine porteuse (CBP =Cortisol 

Binding protein = R2) et un flacon servant à réaliser par dilution dans 350 ml d'eau une solution 

tampon phosphate de sodium 0,01 M de pH 7,4 et contenant 0,126 M de chlorure de sodium, 0,015 

M d'azide de sodium et 1 g/1 de sérum albumine bovine (R3 = PBS-BSA). 

Le flacon R2 est reconstitué avec 1 ml de R3 (1 flacon/lOO tubes) et laissé sans agitation pendant 15 

minutes à+ 4°C. 

Pour 100 tubes également, 0,3 ml de R 1 sont dissous dans 105 ml de R3 ce qui donne la solution R4 

(compétiteur utilisé pour le dosage). 

0,6 ml du réactif R2 reconstitué sont dissous dans 102 ml de R4 ce qui donne le réactif RS (solution 

contenant la protéine porteuse et le compétiteur marqué). 

Par ailleurs, une suspension de charbon-dextran (187 mg de charbon (Sigma) et 18,7 mg de Dextran 

T 70 (Pharmacia) dans 30 ml de R3 pour 100 tubes de dosage) est également préparée et sera 

conservée sous agitation magnétique constante dans un bain d'eau glacée. 
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Cette étude nécessite également une gamme d'étalonnage (de 0 à 100 J...lg/1) réalisée dans le tampon R3 

à partir d'une solution étalon de corticostérone à 10 mg/1). 

Les échantillons de sérum de rats sont traités de la manière suivante : 

100 J.ll de sérum sont introduits dans 2 ml d'eau distillée (dilution au 1/21) et homogeneisés au 

vortex. Les tubes sont ensuite bouchés et chauffés 10 minutes au bain-marie à 70°C de façon à 

détruire la CBP du rat. 

Le protocole de radiocompétition est présenté dans le Tableau 19. 

Tubes Volume des réactifs ajoutés dans chaque tube 

Solution Solutions étalons Solution R4 (ml) Solution R5 (ml) 

PBS-BSA de Corticostérone (compétiteur (CBP et 

(ml) ou Echantillons marqué) compétiteur 

dilués au 1/21 marqué) 

(ml) 

Activité totale 0,3 1 

Activité non spécifique 0,1 1 

Etalon 0 Jlg/1 (BO) 0,1 1 

Etalon 1,56J.1g/l 0,1 1 

Etalon 3,12J.1g/1 0,1 1 

Etalon 6,25 Jlgf!_ 0,1 1 

Etalon 12,5 J.lg/1 0,1 1 

Etalon 25 Jlg/1 0,1 1 

Etalon 50 Jlg/1 0,1 1 

Echantillons à doser 0,1 1 

Tableau 19 : Protocole de dosage de la corticostérone par compétition vis à vis de la transcortine 

de chien (CBP) avec du cortisol marqué au tritium. 
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L'incubation dure 30 minutes au minimum dans un bain d'eau glacé et on sépare la corticostérone 

libre de la corticostérone liée à la CBP de chien par addition dans chaque tube de 0,2 ml de la 

suspension glacée de charbon-dextran avec un temps de répartition maximum de 2 minutes. 

Dix minutes après l'addition du charbon, les tubes sont mis à centrifuger à 2000 g pendant 10 

minutes à une température de +4°C. 

On introduit alors 0,5 ml de chaque surnageant dans une fiole de comptage avec 4,5 ml de liquide de 

scintillation (Aqualyte™, Baker) et le comptage est réalisé pendant 4 minutes (compteur B, Beckman 

LS 3801). 

ID DOSAGE DE LA TESTOSTERONE 

Les taux sériques de testostérone ont été mesurés en dupliquette par une méthode RIA dont le 

coefficient de variation intra-série est de 6,2% et le seuil de détectabilité de 0,1 ng/ml. Le principe de 

la technique est une réaction de compétition vis à vis d'une quantité fixe d'anticorps anti-testostérone 

recouvrants le fond d'un tube, de la testostérone présente dans le sérum et d'une quantité fixe de 

testostérone marquée à l'iode 125 (125I-Testostérone, Coatria, Biomerieux). 

Pour le dosage de la testostérone produite in vitro par les cellules de Leydig en culture, nous 

avons utilisé une méthode développée sous la direction du Dr Carreau dans le laboratoire de 

Biochimie universitaire du CHU de Caen (55) dont les coefficients de variation intra et inter-séries 

sont respectivement de 3 et 6% avec un seuil de détection de 4 pg/tube. Il s'agit d'une technique de 

compétition vis à vis d'un AC anti testostérone (Biomérieux) de la testostérone contenue dans le 

prélévement et de testostérone marquée au tritium (80-95 Ci/mmol, Amersham). 

Pour réaliser ce dosage il est nécessaire de disposer : 

-d'une gamme d'étalonnage (7,8-2000 pg/100 ~1) réalisée avec de la testostérone (Sigma) 

diluée dans un tampon PBS 0,01 M de pH 7,2 contenant 7,4 g/1 NaCl et 0,1% BSA. 

-d'une solution dans le même PBS de la testostérone marquée (12000 cpm/50 ~1) 

-d'un mélange charbon activé (Sigma) 1 Dextran 70. 

(94 mg de charbon sont dilués dans 34,9 ml de PBS/BSA et à cette suspension on 
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ajoute 94 j.tl d'une solution de Dextran-70 à 100 mg/ml qui est conservée à +4°C) 

-d'une solution d'Ac (300 j.tl d'une solution intermédiaire dans 5,7 ml de PBS/BSA soit une 

dilution de l'anticorps au 1/10000). 

(Solution mère: 1 flacon d'anticorps lyophilisés est repris dans 1 ml d'eau distillée) 

(Solution intermédiaire= dilution au 1/500 de la solution mère) 

Le protocole de dosage est le suivant : 

Dans des tubes en polystyrène cristal on introduit: 

Identification du Volume de Tampon Dilution de Dilution de 

tube l'Echantillon (j.tl) PBS/BSA (j.tl) testostérone l'anticorps (j.tl) 

marquée (j.tl) 

Fixation non 250 50 

spécifique 

Radioactivité 750 50 

totale 

Standarts 100 100 50 50 

Prélévements 200 50 50 

Les tubes sont alors incubés pendant au minimum 1 h 30 à +4°C et on ajoute ensuite, en moins de 2 

minutes et dans chacun de ceux-ci, à l'exception des tubes de "radioactivité totale", 500 j.tl de la 

suspension charbon/dextran qui aura été conservée auparavant sous agitation constante pendant au 

moins 3 heures à+ 4°C. 

10 minutes après le premier apport de la suspension de charbon/dextran, les tubes sont centrifugés à 

3000 g pendant 15 minutes à+ 4°C. 

Après la centrifugation, 500 j.tl de chacun des sumageants obtenus sera introduit dans une fiole 

comptage puis mélangé avec 2,5 ml de liquide de scintillation ("Emulsifier safe"-Packard) avant 

comptage. 
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III) DOSAGE DE LA rLH CLH DE RAT) 

Ce dosage a été réalisé dans le laboratoire des hormones polypeptidiques (CNRS, Gif-sur

Yvette) sous la direction du Dr Berault grâce à des réactifs fournis par le Nlli. 

La rLH a été déterminée en trip liquettes selon le protocole proposé par le NIDDK par une méthode 

RIA utilisant un sérum anti-rLH (lapin) (NIDDK-anti-rLH-S-10), un standard de rLH (NIDDK-rLH

RP-3) et de la rLH marquée à l'iode 125 comme décrite ci dessus (NIDDK-rLH-1-9). Ce dosage, 

dont le coefficient de variation intra-série est de 11,3 %, utilise une réaction de compétition entre la 

LH contenue dans le prélévement et une quantité fixe de LH marquée vis à vis d'anticorps anti-LH en 

défaut. 

Le protocole de dosage est le suivant: 

L'hormone marquée (activité spécifique : 40-50 ~Ci!~g) est diluée dans un tampon phosphate 10 mM 

de pH 7,4 (PBS-BSA) contenant 150 mM NaCl et 0,05 % BSA (p/v) de façon à obtenir une dilution 

à 12 000 cpm/100 ~1. La gamme étalon est réalisée dans ce même tampon PBS-BSA ainsi que la 

dilution de l'AC anti rLH (dilution finale dans le tube de 1/180 000). 

L'addition dans les tubes des différents réactifs s'effectue selon les données du Tableau 20. 

Dans l'ordre, on introduit les échantillons ou étalons, l'anticorps, et enfin l'hormone marquée. 

Aprés mélange au vortex, les tubes sont mis à incuber environ 40 heures en chambre froide à 

+4oC. 

Aprés l'incubation, on ajoute dans chaque tube 10 ~1 de Pansorbin® (protéine A staphylococcique, 

Calbiochem) qui a été préalablement centrifugée à 4000 g et dont le culot a été remis en suspension 

dans 11 ml de PBS contenant 0,02 % d'azide de sodium. 

Les tubes sont alors agités au vortex et laissés à température ambiante pendant au minimum 2 heures 

avant d'être lavés par 1 ml de PBS froid. 

On réalise alors une centrifugation à 4000 g pendant 30 minutes et le surnageant est éliminé par 

aspiration. 

La radioactivité de chaque culot est mesurée sur un compteur y (1260 Multigamma II counter LKB). 
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Solution Echantillons ou Solution d'AC Solution de 

PBS-BSA gamme anti rLH (Jll) rLHmarquée 

(Jll) d'étalonnage à l'iode 125 

(Jll) (Ill) 

Activité totale 100 

Activité non spécifique 550 100 

Etalon 0 ng/ml 500 50 100 

Etalon 0,097 ng/ml 500 50 100 

Etalon 0,195 ng/ml 500 50 100 

Etalon 0,390 ng/ml 500 50 100 

Etalon 0,780 ng/ml 500 50 100 

Etalon 1,560 ng/ml 500 50 100 

Etalon 3,125 ng/ml 500 50 100 

Etalon 6,25 ng/ml 500 50 100 

Etalon 12,5 ng/ml 500 50 100 

Etalon 25 ng/ml 500 50 100 

Echantillons (sérums) 450 50 50 100 

Tableau 20 : Protocole de dosage de la LH de rat 

IV) DOSAGE DE L'a2-MACROGLOBULTNE 

Le taux d'a2-macroglobuline sérique des rats a été mesurée par immunonéphélométrie sur un 

Behring Nephelometer-Analyser avec utilisation d'un anticorps (AC) de lapin dirigé contre cette 

protéine. 

Le coefficient de varaiation inter-séries a été de 6%. 
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V) DE1ERMINA TION DE LA GLYCEMIE ET DE L'ACTIVITE TRANSAMINASE <TGO ET 

TGP) DES SERUMS DE RATS 

Ces paramètres on été mesurés sur un automate Hitachi 717 en utilisant respectivement les 

coffrets réactifs Glucose GOD-PAP kit (Boehringer Diagnostica), Enzyline ASAT/GOT 20 

monoréactif et Enzyline ALAT/GPT 20 monoreactif (Biomérieux) avec des coefficients de variation 

inter-séries respectifs de 2; 1,5 et 5,3 %. 

Pour la détermination de la glycémie, le recueil du sang a été réalisé sur des tubes Microtainer (Becton 

Dickinson) contenant un inhibiteur de la glycolyse. Ces tubes ont été immédiatement placés dans la 

glace après prélévement puis centrifugés à +4°C. Les plasmas ont ensuite été immédiatement décantés 

et congelés à -80°C. Toutes ces précautions ont visé à éviter l'apparition d'une fausse hypoglycémie 

par consommation in vitro du glucose par les trypanosomes. 

Les activités transaminases ont été mesurées sur des sérums 

VI) DOSAGE DES PR01EINES DANS LES EXTRAITS PARASITAIRES 

Ce dosage a été réalisé sur un automate Hi tac hi 717 grâce à un coffret réactif commercialisé 

par Biotrol pour le dosage des protéines dans les urines et le Liquide Céphalo-Rachidien (LCR). Le 

principe de l'analyse est le suivant : les protéines forment un complexe coloré avec le rouge de 

pyrogallol et les ions molybdates en milieu acide. Le complexe formé est coloré en bleu et la densité 

optique mesurée à 600 nm est proportionelle à la concentration du milieu en protéines. 

VII) MESURE DE L'ACTIVI1E PR01EOL YTIQUE DES SERUMS ET DES 

EXTRAITS PARASITAIRES 

Cette mesure a été réalisée contre le substrat Z-Phe-Arg-AMC (Bachem). 

Le dosage a été réalisés sur un automate Cobas Para (Roche) et utilise les réactifs suivants: 
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-tampon 50 mM MES (Sigma) de pH 7,4; solution de substrat à 125 J..LM (dans une solution 

de Brij 35 [Serva] à 0,1 %) ; solution d'EDTA (Sigma) à 30 mM dans le tampon MES; solution de 

DTT (Sigma) à 20 mM dans le tampon MES ; solution de E-64 (Sigma) à 35 J..LM (5 Jll d'une solution 

mère à 10 mM dans le DMSO (Merck) dilués dans 1413 Jll de Brij 35 à 0,1 %) ; solution d'AMC 

(Sigma) (Amino-Méthyl-Coumarine) à 0,25 mM dans le tampon MES. 

Le protocole de dosage de l'automate est le suivant : 

-12,5 Jll d'échantillon sont dilués dans 

-220 Jll du tampon MES, et à t = 0 on ajoute au mélange 

-12,5 Jll de la solution d'AMC (qui sert d'étalon interne pour l'appareil) puis 

-22Jll de la solution de substrat 

L'incubation et la lecture cinétique du déroulement de la réaction dans les puits contenant le substrat 

s'effectue pendant 5 minutes. Le substrat est progressivement dégradé par les enzymes à 37°C avec 

libération d'AMC qui est un fluorochrome dont la quantité dans le milieu réactionnel est mesurée en 

continu par fluorimétrie avec une longueur d'onde d'excitation à 340 nm et une longueur d'onde 

d'émission de 450 nm. 

L'activité mesurée est exprimée en mU/1, 1 mU d'activité correspondant à la libération de 1 nano 

Mole d'Amino-Méthyl-Coumarine par minute. 

At= 5 minutes l'automate ajoute dans le mélange réactionnel : 

-20 Jll de la solution de DTT (réactif qui active les thiol-protéases) 

L'appareil fait de nouveau une lecture en cinétique du développement de la réaction pendant 5 minutes 

puis ajoute dans le mélange : 

-20 Jll de la solution d'EDTA (réactif qui inactive les métallo-protéases) 

Une fois encore la réaction est suivie en cinétique pendant 5 minutes, temps au bout duquel est ajouté 

dans le mélange réactionnel : 

-20 Jll d'E-64 (réactif qui inhibe les thiol-protéases) 

La réaction est encore suivie pendant 5 minutes avec appréciation de la vitesse de libération du 

fluorochrome. 
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Q) CO ND fiONS DE CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE CCLHP) ET 

DE SPECTROMETRIE DE MASSE POUR L'ETUDE DE LA DEGRADATION DES 

NEUROPEPTIDES PAR LES ENZYMES PARASITAIRES 

1) CONDITIONS DE CLHP 

La CLHP a été réalisée sur un V arian 5000 avec utilisation d'une colonne C1s Beckman Ultrasphère 

de granulométrie 5 J..lm/80 Â (4,6 x 150 mm) munie d'une précolonne remplie de Corasil C1s, 

granulométrie 50 J..lm (4,6 x 50 mm). Les éluats ont été analysés en continu grace à un détecteur LKB 

2238 Uvicord S TI (détection à 206 nm et sensibilité 0,2 pleine échelle). 

Les échantillons (contenant 50 J.lg de peptide initial) ont été injectés sous un volume de 100 J..ll. Le 

débit dans la colonne était de 1,5 ml/minute. 

Pour les études du LHRH, 2 types de gradient ont été employés : (i) tampon phosphate de triéthyl 

ammonium 0,05 M pH 3,5 dans l'eau (solvant A) et acétonitrile à 40% (solvant B) avec le même 

contre-ion (gradient de 25 à 50 % de B en 30 minutes, conditions recommandées par UCB) ; (ii) eau 

(solvant A) contenant 0,1 %de TFA comme contre-ion et mélange eau et acétonitrile à 40% (solvant 

B) contenant le même contre-ion. Dans ce dernier cas, les conditions de gradient ont été les 

suivantes : 25 % B pendant 5 minutes ; 25 à 50 % B en 20 minutes puis plateau à 50 % B pendant 10 

minutes. 

Pour l'étude du TRH, les conditions d'élution ont été les suivantes : tampon phosphate de triéthyl 

ammonium 0,05 M pH 3,5 dans l'eau (solvant A) pendant 10 minutes puis 0 à 100 % de B 

(acétonitrile à 40 %) en 10 minutes pour le lavage de la colonne. 

Pour l'étude de la bradykinine, de la substance P et de la neurotensine, l'élution a été obtenue sur le 

même type de colonne en utilisant un mélange eau/acétonitrile/TFA (acide trifluoroacétique) à 0,1 % 

(v/v) avec un gradient adapté pour chaque peptide soit: 

-neurotensine : 10 à 30 % d'acétonitrile en 30 minutes 

-substance P: 20 à 40% d'acétonitrile en 30 minutes 

-bradykinine : 10 à 25 % d'acétonitrile en 30 minutes. 



1 8 1 

Tous les solvants utilisés sont de qualité RS pour la CLHP (Farmitalia Carlo Erba) et filtrés à travers 

une membrane millipore de 0,22 flm avant utilisation. 

II) SPECTROMETRIE DE MASSE 

La masse moléculaire des peptides ainsi que celle de leurs produits de dégradation a été 

déterminée par spectrométrie de masse "Fast A tom Bombardment" (FAB-MS). Les fractions 

recueillies en CLHP ont été lyophilisées puis reprises dans un mélange eau/acide trifluoroacétique 

(TFA) 0,1% (v/v) à raison de 2flg pour 1 à 2fll avant d'être additionnées de 1fll de liquide de 

matrice (mélange 1:1 thioglycérol-glycérol contenant 1% de TFA). 

La F AB-MS a été réalisée sur un appareil Kratos concept II lili F AB (Xe) (Kratos, Analytical 

Instruments, Manchester, UK) avec un potentiel d'accélération de 8 KeV. 

H) REALISATION DES ELECTROPHORESES EN GEL DE POL Y ACRYLAMIDE EN 

PRESENCE DE SDS (174) 

1) SOLUTIONS DE TRAVAIL 

-Solution mère d'acrylamide : A 

-acrylamide 48 g 

-N-N' méthylène bisacrylamide 1,28 g 

-H20 désionisée q.s.p. 100 ml 

-Solution tampon du gel de séparation : B 

-Tampon 3M Tris/HCl de pH 8,8 

-Solution tampon du gel de concentration : C 

-Tampon lM Tris/HCI de pH 6,8 
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-Tampon d'électrophorèse : 

-Tampon 0,025M Tris/HCl de pH 8,3 contenant 0,192 M glycocolle et 

0,1 % SDS (p/v). 

-Tampons de reprise des échantillons : 

-Tampon 0,0625 M Tris/HCl de pH 6,8 contenant du glycérol à 10% (v/v) et du SDS 

à 2% (p/v). 

-Tampon 0,0625 M Tris/HCl de pH 6,8 contenant du glycérol à 10% (v/v), 

du B-mercaptoéthanol à 5% (v/v) et du SDS à 2% (p/v). 

Il) COMPOSITION DES GELS 

L'électrophorèse de l'bCG* après marquage a été réalisée en présence de SDS dans un gel de 

polyacrylamide (gradient continu 5-30 %) avec un gel de concentration contenant 5% d'acrylamide 

(Tableau 21). 

L'électrophorèse des complexes hCG* -récepteur de la LH a été réalisée avec le même gel de 

concentration et un gel de séparation contenant 7,5 % d'acrylamide selon la technique décrite par 

Keinanen et Col. (159) avec ébullition préalable des échantillons pendant 2 minutes en présence de B

mercaptoéthanol à 4,42% (v/v) (Tableau 21). 

Les standards de masse moléculaire (HMW Sigma) utilisés étaient les suivants : Thyroglobuline ( 669 

kDa), Ferritine (440 kDa), Catalase (232 kDa), Lactate deshydrogènase (140 kDa) et Albumine 

bovine ( 67 kDa). 
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Solution 5% Solution 7,5 % Solution 30 % Gel supérieur 5 

% 

A(ml) 1,4 2,1 8,4 1 

B (ml) 1,75 1,75 1,75 --

C (ml) -- -- -- 1,25 

SDS 2% (p/v) 0,7 0,7 0,7 0,5 

(ml) 

H20 (ml) 10 9,3 3 7,1 

Saccharose (g) -- -- 2,8 --

Riboflavine 0,1 0,1 0,1 0,1 

0,004% (v/v) 

(ml) 

TEMED(ml) 0,015 0,015 0,01 0,04 

Persulfate 0,025 0,025 0,01 0,06 

d'ammonium 

10% (p/v) (ml) 

Tableau 21 : Composition des gels d'électrophorèse. 

l) DETERMINATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

1) ETAPE D'HYDROLYSE ACIDE DU PEPTIDE 

L'échantillon (environ 50 à 100 nanomoles) est hydrolysé pendant 24 heures par l'acide 

chlorhydrique 5,6 N à 110 oc en tube scellé sous vide. L'hydrolysat est ensuite évaporé sous vide à 

basse température (Evapo Mix Buchler). 
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II) ANALYSE DES ACIDES AMINES SUR AUTOANALYSEUR 

La composition en acides aminés est réalisée sur autoanalyseur Beckman de type 119 CL. Les 

tampons et le programme retenus (102) permettent en une seule étape et sur une seule colonne la 

séparation des acides aminés et osamines sur une résine Durrum DC 6A dans une colonne de 6 mm 

de diamètre et de 220 mm de hauteur. 

La composition du réactif à la ninhydrine est la suivante: 75 g ninhydrine, 1,5 g chlorure stanneux, 

tampon acétate de sodium pH 5,5 1250 ml, méthylcellosolve 3750 ml. Le réactif est maintenu sous 

atmosphère d'azote. 

Le tryptophane, détruit par l'hydrolyse acide HC15,6 N, est dosé par la méthode de Penke et al. 

(239). 

J) PREPARATION DES CELLULES DE LEYDIG 

Avant toute manipulation, il convient de préparer un milieu de culture HAM F12/DME (1/1) 

contenant des antibiotiques (Penicilline [50 U/ml], Streptomycine [50 J..tg/ml]) et de la fungizone (2,5 

Jlg/ml). 

On devra également disposer d'une solution enzymatique de 20 ml congelée par fraction aliquots et 

contenant: 

- de la collagénase/dispase (Boehringer) : 200 mg 

- de l'inhibiteur trypsique de soja (Sigma) : 20 mg 

- de la désoxyribonucléase I (Sigma) : 4 mg 



185 

D PREPARATION DU "CRUDE" 

Le "erode" (préparation brute contenant cellules de Leydig, cellules de Sertoli, cellules 

péritubulaires et cellules germinales) est préparé de la manière suivante: 

Dans un bécher on verse un peu de milieu préchauffé à 37°C, et on pèse l'ensemble. 

Les testicules sont alors prélevés, immédiatement introduits dans le bécher, puis pesés. 

Ils sont ensuite décapsulés dans le couvercle d'une boite de Pétri contenant un peu de milieu puis 

dilacérés délicatement dans du mileu à raison de 2 ml/gramme de testicule. 

La préparation enzymatique est alors ajoutée à raison de 1 ml pour 20 ml de milieu ce qui donne une 

concentration finale de 0,05 % en collagénase/dispase, 0,005 % en inhibiteur trypsique de soja et 

0,001 % en désoxyribonucléase. L'ensemble testicules/préparation enzymatique est alors incubé 

pendant 10 à 15 minutes à 32°C sous agitation lente. 

Après digestion, la préparation est répartie dans deux tubes Falcons qui sont complétés à 50 ml par 

du milieu dépourvu d'enzyme. Chaque tube est délicatement mélangé puis décanté pendant 10 

minutes avant de récupérer dans un autre Falcon le surnageant. Cette opération de lavage des culots 

est répétée 3 à 4 fois et les surnageants sont finalement centrifugés à 150 g pendant 10 minutes à 

18°C. 

Les culots obtenus sont remis en suspension dans un peu de milieu puis introduits dans un tube, 

lavés avec 50 ml de milieu, et centrifugés à 150 g pendant 10 minutes à 18°C. 

Le surnageant est éliminé en grande partie (on laisse environ 1 ml de milieu sur le culot) et le culot, 

remis en suspension dans le reste de surnageant, est filtré dans un entonnoir sur 2 couches de toile de 

nylon à trâme de 30 mesh (Scrynel NY 30 HD, BMS, Maurepas France). Le tube est en outre rinçé 

avec 20 à 30 ml de milieu et la suspension obtenue est déposée sur le filtre. Le filtrat est alors 

récupéré, centrifugé à 150 g pendant 10 minutes et le culot est repris par 2 à 3 ml de milieu en 

fonction de la quantité de cellules récupérées. 

La viabilité des cellules est appréciée par coloration au bleu Trypan, ainsi que le pourcentage des 

cellules de Leydig qui est mesuré par une réaction mettant en évidence la ô5-3B-Hydroxystéroïde 

Déshydrogénase (3B-HSD) ( 47). 
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il) PURIFICATION DES CELLULES DE LEYDIG 

La purification s'effectue par centrifugation sur des gradients discontinus (13 couches) de 

Percoll selon la technique de Lefèvre et col. (180) mais en l'absence de sérum de veau foetal. 

La réalisation de ces gradients suit le tableau suivant : 

Couches du 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

gradient 

Volume de A à 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 

utiliser (ml) 

VolumedeB à 8 7,5 7 6,5 6 5,5 5 4,5 4 3,5 3 2,5 2 

utiliser (ml) 

La solution A correspond au mélange 63 ml de Percoll 17 ml de HAM F12/DME (111) 10 X (Gibco). 

La solution B est constituée de 70 ml de HAM F12/DME (1/1) 1 X. 

La couche 1 correpond à la couche supérieure du gradient. 

Au sommet de chaque gradient on dépose 500 ~1 de suspension cellulaire correspondant à environ 

80 x 106 cellules. 

On réalise ensuite une centrifugation à 1100 g pendant 15 minutes à 18°C et on aspire à la trompe à 

vide les fractions 1 à 6. Les fractions 7 à 10 (qui correspondent aux cellules de Leydig) (238) sont 

recueillies et complétées à 50 ml par du milieu Ham F12/DME à raison de 3 gradients par tube. 

Ces derniers tubes sont alors centrifugés à 150 g pendant 15 minutes à 18°C et les culots, contenant 

les cellules de Leydig purifiées, récupérés dans un volume minimal de 500 à 1000 ~1. 

Les cellules sont comptées, et on détermine leur viabilité ainsi que le pourcentage de cellules de 

Leydig. 
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Ill) COMPTAGE DES CELLULES 

Après dilution dans du milieu, le comptage des cellules testiculaires s'effectue dans une cellule 

de Thoma (10 ~1). On compte le nombre n de cellules sur 25 petits carrés et le nombre de cellules ru1r 

ml est donné par la formule suivante : Nombre de cellules par ml = n x dilution x 16 x 104 

IV) DETERMINATION DE LA VIABILITE DES CELLULES 

La viabilité des cellules est mesurée par la coloration au Bleu Trypan, les cellules vivantes 

restant incolores et les cellules mortes bleues. 

Le protocole est le suivant : 

10 ~1 de suspension cellulaire sont dilués avec 90 ~1 de milieu et une goutte de Bleu Trypan (Sigma). 

On mélange, puis on laisse agir pendant 3 à 5 minutes à 34°C. 

Le dénombrement des cellules vivantes et des cellules mortes est alors réalisé dans une cellule de 

Thom a. 

V) DETERMINATION DE L'ACTIVITE ~~-3B-HYDROXYSTEROIDE 

DESHYDROGENASE 

Cette technique a été décrite par Rommerts et Col. (254). 

Dans un tube de verre, on pèse : -1 mg de Nicotinamide [Sigma] 

-1,5 mg de Nitrobleu de tétrazolium (NBT) [Sigma] 

-6 mg de B-Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD) [Sigma] 

et ce tube, aprés avoir été enveloppé de papier aluminium (protection vis à vis de la lumière) est 

conservé à +4°C. 
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Pour réaliser la solution réactionnelle, on ajoute au dernier moment dans le tube 10 JJ.l d'une solution 

de DeHydroEpiAndrostérone (DHEA) (concentration de cette solution conservée à -20 °C dans 

l'éthanol: lOmg/ml) et 1 ml de tampon NPB (tampon 0,07 M Na2HP04 de pH 7,2). 

30 Ill de suspension cellulaire sont alors dilués dans 300 Ill de la solution réactionnelle et l'ensemble 

est incubé pendant 45 à 60 minutes à 34°C dans une étuve dont l'atmosphère contient 95% d'02 et 

5%deC02. 

En présence de l'enzyme, le NBT forme un précipité bleu, le formazan. Les cellules bleues sont 

comptées et la coloration non spécifique est appréciée en utilisant la solution de coloration sans le 

substrat. 


