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Abréviations
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DFMO : difluorométhylornithine
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DTT : Dithiothréitol
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IPTG : Tsopropyl-B-D-Thiogalactopyranoside

kDa : kilodalton



Km : constante de Michaelis
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mhsp : protéine de choc thermique mitochondriale
MIF : facteur inhibiteur de migration

MTT : 3-[4,5-diméthyldiazole-2-yl]-2,5-diphényltetrazolium bromide

NBT : tetrazolium blue chloride
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TEMED: Tetraméthyléthyléne diamine

T[S]7 : trypanothion oxydé

T[SH]; : trypanothion réduit

U snRNP :"uridine rich small nuclear ribonucleoproteins
VSG : "variable surface glycoproteins”
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Introduction

Les maladies parasitaires touchent essentiellement la santé¢ des populations vivant
dans les pays en voie de développement. De plus, ces affections présentent également des
conséquences sur I’économie de ces pays qui est souvent basée sur la production agricole
et I'élevage du bétail.

Ces dernieres années, bien que 'on ait développé plusieurs axes de recherche
permettant de bien comprendre les interactions hodte-parasite dans le but d’établir des
vaccins et des traitements contre certaines de ces maladies parasitaires, celles-ci ne
cessent de se propager.

Des estimations données par I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) montrent
par exemple que 200 millions de personnes seraient infectées par Plasmodium; un chiffre
comparable est donné pour la bilharziose. 90 millions d’individus seraient atteints de
filariose lymphatique et environ 40 millions souffrent de 1’onchocercose. La maladie du
sommeil touche un nombre important de personnes en Afrique et affecte également le
bétail. Enfin, la maladie de Chagas due a Trypanosoma cruzi sévit en Amérique du Sud et
Centrale ou 1’on estime a 15-20 millions le nombre d’individus atteints et & environ 90
millions, le nombre de personnes exposées a l'infection.

L’explosion démographique mondiale, essenticllement des pays en voie de
développement, les catastrophes naturelles, les guerres, les déplacements de population,
mais également l'intervention de ’homme sur 1’équilibre de la nature (barrages,
agriculture, etc...) sont des facteurs de propagation de ces maladies, hors des régions

endémiques.



Pour remédier a cette situation, il est important de développer des moyens de
diagnostic sensibles et de traitement efficaces. Aussi, beaucoup de travaux ont été
entrepris ces dernires années dans le but d’élaborer des vaccins contre certaines maladies
parasitaires. Cependant, cette stratégie est particulierement délicate a établir, étant donné
la complexité des divers mécanismes d’échappement qu’un parasite peut développer pour
dévier la réponse immune de son hote.

Actuellement, la schistosomiase humaine et animale, la distomatose animale ainsi
que le paludisme représentent les principales parasitoses ou des progres sensibles ont été
réalisés pour I’élaboration de vaccins.

Par ailleurs, les médicaments utilis€s actuellement dans le traitement des différentes
parasitoses sont loin efficace de facon optimale. En effet, le parasite peut développer une
résistance contre les molécules thérapeutiques, comme cela a déja été observé pour
certains protozoaires tel que Plasmodium. De plus, certains médicaments peuvent avoir
des effets néfastes sur I’hdte qui peuvent étre dangereux pour son organisme.

La famille des Trypanosomidae regroupe des organismes protozoaires possédant la
capacité d’infecter des plantes et des animaux et dont la plupart sont définis comme
parasites. C’est le cas de Phytomonas chez les plantes, Leishmania et Trypanosoma chez
les animaux et I’homme.

Certains auteurs pensent qu’en ce qui concerne 7. cruzi, ’hdte intermédiaire
représenté par la punaise se nourrissait a I’origine de plantes. Au cours de I'évolution,
certains insectes auraient changé de comportement pour se nourir en piquant des
animaux. Ainsi, les trypanosomes ont pu s’adapter aux nouvelles conditions de nutrition

des punaises et développer un pouvoir infectieux chez les vertébrés.
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Répartition géographique de la trypanosomiase américaine

Mexique

Honduras

vénézuela
Guyane anglaise

Satvador Surinam

Costa Rica
Colombie

EQUATEWR o o — - — - [~ — —— — = = = = —— — — — -
Bresil

Equateur

TROPIQUEDU_ _ _ _ _ _ _ . Ny -~ -
CAPRICORNE )

Uruguay

Argentine

Chilt

Répartition géographique de la trypanosomiase amé
ricaine (maladie de Chagas) (d'aprés WILCKOCKS §
& MANSON-BAHR 1972).




L’agent responsable de la maladie de Chagas est un parasite flagellé qui fut
découvert au début du siecle par Carlos Chagas. Celui-ci le nomma d’abord
Schizotrypanonum avant de 1’appeller Trypanosoma cruzi en hommage a son maitre
Oswaldo Cruz. Carlos Chagas découvrit ensuite le vecteur qui est un insecte
hématophage et décrivit les formes aigués et chroniques de la maladie. Cette affection est
aussi connue sous le nom de trypanosomiase américaine dont la zone d’endémie est
représentée par différents pays d’ Amérique latine (figure 1).

T. cruzi est transmis par un insecte vecteur de 1’ordre des Hémipteres, famille des
Réduviidés, sous-famille des Triatominae, dont les principales especes sont représentées
par Panstrogylus megistus, Triatoma infestans et Rhodnius prolixus (figure 2). Ce sont
des punaises, hématophages obligatoires qui peuvent transmettre les parasites tout au
long de leur développement. Celles-ci sont également des vecteurs d’autres especes de

trypanosomes telle que 7. rangeli. 1l faut noter que 7. rangeli ne provoque pas de

pathologie chez ’homme bien qu’il soit infectieux pour celui-ci.

b

da

Figure 2: Les vecteurs principaux du parasite T. cruzi, Panstrongylus megistus (a),

Triatoma infestans (b) et Rhodnius prolixus (c).

16



La maladie de Chagas reste essentiellement une maladie socio-économique. De
plus, I'amélioration de I'habitat et 1’éducation de la population rurale des régions
endémiques sont nécessaires, afin de diminuer le risque de contamination par le vecteur.
L utilisation de peintures insecticides et de cartouches fumigénes permet de lutter contre
l'infection naturelle. Ces traitements appliqués depuis quelques années ont fait leurs
preuves dans certains pays d’ Amérique latine (Brésil, Argentine, Venezuela et Paraguay).
Avec I'aide de I'Organisation Pan Américaine de la Santé (PAHO) et la Communauté
Economique Européenne (CEE), les pays endémiques ont décidé d’adopter une stratégie

simultanée de ce type atin d’éliminer le vecteur principal, Triatoma infestans.

1. Cycle évolutif de T. cruzi.

Au cours de son cycle de développement (figure 3), I'environnement du parasite
alterne entre I'insecte vecteur et I’hote vertébré.

Pendant son repas sanguin, 1’insecte ingére des trypomastigotes sanguicoles qui se
différencient en épimastigotes, stade non-infectant pour ’homme. Les épimastigotes se
multiplient dans I'intestin de 1'insecte, o ils se différencient en trypomastigotes
métacycliques. Ce processus porte le nom de métacyclogenese.

L’infection de I’hOte mammifere survient apres le repas sanguicole de I’insecte. Les
trypomastigotes métacycliques présents dans les féces pénetrent dans 1’organisme lorsque
I'héte se gratte au niveau de la piglire de 1’insecte et ils infectent divers types cellulaires
(macrophages, tibroblastes, lymphocytes T, cellules musculaires, etc.). Dans Ies
cellules, les trypomastigotes se transforment en amastigotes qui aprés plusieurs
multiplications, se différencient en trypomastigotes sanguicoles. La cellule infectée est
détruite et les parasites sont ainsi libérés dans le sang. Les trypomastigotes peuvent alors
infecter d’autres cellules ou bien étre ingérés par I'insecte vecteur au cours de son repas

sanguin, assurant ainsi la pérénité du cycle.
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Figure 3 CYCLE _EVOLUTIF
DE TRYPANOSOMA CRUZI
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Le processus de différenciation des différents stades parasitaires n’est pas encore
connu en détail. Les épimastigotes peuvent étre cultivés A 28°C dans différents milieux
semi-délinis tels que le GLSH (CORNETTE et coll., 1988) ou le LIT (DE MAIO et coll.,
1984). L’addition de certaines substances au milieu, comme un analogue de 1’urine de
I'insecte vecteur riche en L-proline (GOLDENBERG et coll., 1987), des extraits de
I'intestin de I'insecte vecteur (ISOLA et coll., 1981; ISOLA et coll., 1986), de I’AMPc¢
(RANGEL-ALDAQO et coll,, 1987) ou un fragment de 1’aP-globine du poulet
(FRAIDENRAICH et coll., 1993) permet la différenciation des épimastigotes en
trypomastigotes “métacycliques” in vitro (GOLDENBERG et coll., 1987; DE ISOLA et
coll., 1987). Ces derniers restent cependant tout de méme différents des trypomastigotes
issus de I'insecte.

En 1968, BRACK et coll. avaient identifi¢ dans le tube digestif de 1'insecte, des
formes du parasite rondes mais pourvues de flagelle nommées “sphéromastigotes”. Ces
formes sont comparables aux amastigotes, mais sont extracellulaires et ne se multiplient
pas. PAN et coll. (1978) ont décrit les méme formes chez I’hdte vertébré. Lorsque des
formes trypomastigotes de culture sont incubées dans un milieu acellulaire tel que le
RPM]I, elles donnent naissance aux formes sphéromastigotes. Ces formes arrondies sont
dotées d'un pouvoir infectant supérieur a celui des trypomastigotes (PIRAS et coll,,
1982). Récemment, LEY et coll. (1988) ont montré que ce pouvoir infectant existait in
vitro et in vivo .

L’infection par des trypomastigotes issus des déjections du vecteur représente la
voie principale de transmission du parasite. Cependant, d’autres voies de contamination
constituant un danger réel sont a considérer. L’augmentation des transfusions sanguines
et I'internationalisation du marché du sang et de ses dérivés posent un probléme
particulier (MARTELLI et coll., 1992), non seulement pour les régions endémiques,
mais aussi pour les pays importateurs de produits sanguins. Des cas de maladie de
Chagas aigué ont été décrits aux Etats-Unis et au Canada a la suite de transfusions
sanguines chez des individus immunodéprimés (GRANT et coll., 1989; NICKERSON et

coll., 1989; MILEI et coll., 1992). Il est apparu dans ces cas, que les donneurs de sang
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provenaient de zones d’endémie (Bolivie et Paraguay). L utilisation du violet de gentiane
représente I’additif le plus utilisé pour I'élimination des parasites du sang. Son seul effet
indésirable est de colorer le sang et les organes en violet.

Le pourcentage d’infection congénitale n’est pas négligeable et peut varier de 0,7 a
10,5 % chez les meres séropositives (BRABIN, 1993). En Bolivie par exemple, le taux
estde 7,5 % .

T. cruzi infecte également un grand nombre d’autres vertébrés comme les rongeurs,
le chien, le chat, I'armadillos, I’opossum, et les chauve-souris. Tout ces animaux sont les
cibles des triatomes pour leur repas sanguin et représentent un réservoir de 7. cruzi.

Les parasites peuvent également étre transmis d’un insecte a 1’autre. En eftet, T.
infestans est aussi coprophage, et les formes nommées *‘blastocrithidia” sont capables de

survivre pendant une période de trois ans dans les déjections des punaises.

2. La maladie

L’infection par 7. cruzi est une infection qui persiste toute la vie, a I’exception des
cas aigus traités et présentant aprés traitement, une sérologie négative. Il n’a pas €té

rapporté dans la littérature de cas de guérison spontanée de maladie de Chagas.

a) La phase aigué

Cette phase dure 1 2 3 mois et passe souvent inapergue car les symptomes peuvent
Etre atypiques ou bénins. Cependant, chez les jeunes, les troubles cliniques peuvent étre
graves et conduisent partois a la mort. La mortalité durant la phase aigué de la maladie
peut atteindre 2 & 3 %.

Au niveau de la peau, au point d’inoculation du parasite, se produit parfois une
inflammation locale nommée chagdme. Elle porte le nom de signe de Romaiia si la pigiire
a lieu au niveau de la conjonctive. A cet endroit, une conjonctivite et une adénopathie de
la région périocculaire apparaissent. La formation d’un cedéme est accompagnée d’une
infiltration lymphocytaire avec prédominance de macrophages et de lymphocytes. Une

invasion ultérieure des tissus par des fibroblastes, des cellules géantes et des
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lymphocytes peut étre observée. Pendant cette phase, se produit une multiplication
intense des parasites qui se disséminent dans divers tissus et provoquent une infiltration
de lymphocytes, de monocytes et de polynucléaires. On observe également des parasites
a I'intérieur des cellules gliales ou neuronales et dans les espaces périvasculaires.

La phase aigué est caractérisée par une fievre (38-40°C) variable durant le premier
mois de I'infection. On observe également dans certains cas des asthénies, des céphalées,
une hépatosplénomégalie, I’anasarque et la tuméfaction des ganglions lymphatiques.
D’autres symptdmes possibles sont un exantheme généralisé, une anorexie, des diarrhées
et des vomissements. Un nombre important de malades (environ 30 %) montre des
anomalies de I'électrocardiogramme (ECG), signifiant la présence d’une myocardite
aigué. Une méningoencéphalite peut survenir chez les enfants de moins de deux ans et
provoque jusqu’'a 50 % de mortalité.

Dans la majorité des cas, les symptomes régressent quelques semaines apres

I’infection.

b) La phase de latence ou phase indéterminée

C’est une phase qui peut durer 10 & 20 ans. Les patients présentent une bonne
condition physique et les symptOomes cliniques sont absents, alors que 1’examen
sérologique peut étre positif. L’examen parasitologique ne révele pas de trypomastigotes
dans le sang. Cependant, le xénodiagnostic indique 20 a 60 % de cas positifs. Les
atteintes observées (dans un certain nombre de cas) sont notamment des fibroses, des
altérations du neeud sinusal et du systeéme de conduction auriculoventriculaire, ainsi que

du systéme neurovégétatif.
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¢) La phase chronique

Des atteintes cardiaques, digestives ou neurologiques sont observées chez 30 %
des sujets, environ 10 a 20 ans apres la phase indéterminée.
Durant cette phase, on peut distinguer deux types de pathologie:
- la forme cardiaque,
- la forme digestive.

Ces manifestations peuvent apparaitre séparément ou associées chez le méme patient.

(1) Forme cardiaque. Les manifestations cliniques de cette forme dépendent du
degré d’altération du myocarde. Dans ce cas, les signes se traduisent par une dyspnée, un
edeme, des syncopes, des étourdissements, des palpitations et des douleurs thoraciques.
On observe également une hypertrophie cardiaque qui peut étre décelée par radiographie
thoracique. L’électrocardiogramme représente le moyen de détection des modifications de
la conduction auriculoventriculaire, des arythmies et des troubles de conduction
ventriculaire. Parfois, on peut avoir une fibrilation ventriculaire du cceur qui peut

entrainer la mort subite.

(2) Forme digestive. Les atteintes de la forme digestive sont souvent localisées au
niveau de 1’esophage et du colon. Des 1ésions importantes au niveau du plexus nerveux
entrainent des troubles du péristaltisme. Les syndromes de méga-cesophage et méga-
cdlon peuvent &tre associés a une cardiopathie.

A ce jour, aucune relation entre la gravité du processus infectieux et la souche de
parasite ou le systtme HLA de I'individu n’a pu étre démontrée. Le rdle exact de la
persistance du parasite dans les tissus, en particulier dans le tissu cardiaque, n’est pas
clair et il ne semble pas exister de corrélation entre la quantité¢ de parasites présents dans
les tissus et la gravité de la forme clinique (HONTEBEYRIE-JOSKOWICZ et coll.,
1993).



d) Les moyens de diagnostic

(1) Diagnostic parasitologique. Lorsque 1’on est en présence d’une forte
parasitémie, surtout pendant la phase aigué, la simple observation d’une goutte de sang
sous le microscope permet de déceler des trypomastigotes. Mais le plus souvent, la
coloration au Giemsa est réalisée aprés hémolyse d’une goutte épaisse de sang.
Seulement 50 % des cas de phase aigué de I'infection chagasique sont détectés par cette
méthode.

L hémoculture réalisée a partir du sang du malade est également un moyen de
diagnostic parasitologique. Le sang est incubé avec du milieu de culture dans lequel les
parasites se multiplient. Dans ce cas, le taux de positivité n’excéde pas 40 a 50 %.

Des "nids" d’amastigotes tissulaires peuvent étre identifiés par biopsie des
ganglions. Le diagnostic par observation directe des parasites pose donc des probléemes
de fiabilité. Par contre, la technique de xénodiagnostic permet de dépister prés de 100 %
des cas en phase aigué et 40 a 50 % des cas en phase chronique de l’infection
chagasique. Le xénodiagnostic se sert de I'insecte vecteur comme d'une “étuve naturelle”:
le triatome prend son repas sanguin sur le patient et la présence des trypomastigotes
métacycliques est recherchée 30 a 90 jours plus tard dans les déjections de 1’insecte.

(2) Diagnostic par la technique de PCR (polymérisation en chaine). La PCR
représente la technique la plus récente pour le diagnostic de la maladie de Chagas
(DEGRAVE et coll., 1988; MOSER et coll., 1989; BRENIERE et coll., 1992). Une
partie des minicercles (une torme de I’ADN circulaire qui se trouve dans la mitochondrie
des trypanosomes) est amplifiée par une polymérase thermorésistante. Bien que
I'utilisation de cette technique soit limitée aux laboratoires de recherche, sa propagation
comme technique de base dans les laboratoires de diagnostic est trés probable dans un
avenir proche. Les premilres expériences montrent qu’il est possible de détecter un seul
parasite dans 20 ml de sang, ce qui rend cette technique plus sensible et plus rapide que le

xénodiagnostic (AVILA et coll., 1991).
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La validation définitive de cette méthode, nécessite 1'analyser un nombre plus
important d’échantillons. Une restriction pour cette technique de diagnostic est que
I'extréme sensibilité de la PCR fait risquer de fausse-positivité A cause des
contaminations. De plus, cette technique nécessite 1’utilisation d’un matériel cofiteux.

(3) Diagnostic sérologique. Le diagnostic sérologique utilise plusieurs techniques:
la réaction de fixation du complément, la réaction d’agglutination, 1’agglutination de
particules de latex sensibilisées avec [’antigéne parasitaire, I’hémagglutination indirecte,
les techniques d’'immunoprécipitation en gel, 'immuno-fluorescence indirecte et la
technique d’ELISA (“enzyme linked immunosorbent assay”).

Parfois des réactions de fausse positivité sont rencontrées. Elles sont dues aux
réactivités croisées que présente T. cruzi avec d’autres parasites protozoaires régnant
dans la méme zone d’endémie, en particulier T. rangeli, Leishmania brasiliensis, L.

donovani et L. mexicana.

e) Les traitements

La chimiothérapie de la maladie de Chagas reste un probleme non-résolu et la
recherche de molécules thérapeutiques se poursuit. Deux médicaments a base de
nitrohétérocycles sont utilisés en clinique actuellement: le nifurtimox (3-methyl-4-(5-

nitrofurfurylideneamino) tétrahydro-4H-1,4-thiazine -1,1-dioxyde; Bay 2502),
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commercialisé sous le nom de Lampit par Bayer, et le benznidazole (N-benzyl-2-

nitroimidazole acetamide; RO 7-1051), commercialisé sous le nom de Rochagan (Roche
Company). Ces produits sont capables d’éliminer certains symptdmes de la phase aigué
en diminuant la parasitémie. Ils agissent sur les formes trypomastigotes et amastigotes,
mais sont beaucoup moins efficaces sur les formes présentes chez I’insecte, les
épimastigotes. Parfois, ce traitement ne donne pas toujours les résultats attendus,

probablement a cause de 'hétérogénéité des souches de T. cruzi.



Le traitement a l'aide de ces nitrodérivés cause de nombreux effets secondaires.
Cela pose un probléme car la durée du traitement a son importance pour une bonne
efficacité (30 a 60 jours pour le nifutimox, 60 2 90 jours pour le benznidazole). 11 est
possible que la toxicité du nifurtimox soit liée a la formation de radicaux libres et & leur
interférence directe avec des composants cellulaires et/ou a I’oxydation des lipides. Dans
le cas du benznidazole, la toxicité semble €tre due a l'interaction des produits
intermédiaires avec des composants cellulaires (CASTRO et coll., 1988). De plus, le
nifurtimox et le benznidazole semblent étre des agents génotoxiques pour les bactéries et
les lapins (NAGEL, 1987; SOUZA et coll.,, 1991; TEIXEIRA et coll, 1990).
L’utilisation du benznidazole pour traiter des enfants chagasiques a révélé une
augmentation des altérations chromosomiques des lymphocytes périphériques (GORLA
et coll., 1988).

Des enfants traités par nifurtimox présentent 13 fois plus d'atteintes génétiques que
des enfants non-traités (GORLA et coll., 1989). Néanmoins, il ne faut pas oublier que 2
4 8 % des personnes n’ayant pas suivi de traitement pendant la phase aigu€ de la maladie,
décedent.

Beaucoup de recherches sont maintenant basées sur le “drug design”. Cela
nécessite une meilleure connaissance de la biochimie du parasite. Les cibles les plus
prometteuses sont les enzymes qui utilisent le trypanothion comme co-substrat. C’est le
cas de la trypanothion réductase (WALSH et coll., 1991) et des enzymes de la glycolyse

(OPPERDOES, 1987).
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__31_; La réponse immune de 1’hdte vis-a-vis de 1'infection par 7. cruzi

Chez ’homme, juste aprés 'infection se développe une réponse immune qui va
entrainer une réduction de la parasitémie a la fin de la phase aigué et contrdler I’infection
pendant la phase chronique de la maladie. Ces dernires années, les travaux menés par
plusieurs auteurs ont permis de mieux comprendre certaines caractéristiques de la réponse
immune anti-T. cruzi & la fois chez 'homme et chez les modeles animaux. Cependant, les
mécanismes jouant un rdle dans la destruction de Trypanosoma cruzi ne sont pas trés

bien définis.

a) La réponse cellulaire

Les lymphocytes T jouent un role important dans la résistance a I'infection par 7.
cruzi. L’infection expérimentale de souris thymectomisées (SCHMUNIS et coll. 1971)
ou traitées par des anticorps anti-thymocytes (ROBERSON et coll., 1973) entraine une
augmentation de la susceptibilité de ces animaux a I'infection. Cette susceptibilité est
retrouvée également chez les souris "nudes” (KIERSZENBAUM et coll., 1979;
TRISCHMANN, 1980). De plus, le transtert passif de lymphocytes enrichis en cellules
T provenant de souris infectées (TRISCHMANN, 1980; BURGESS et coll., 1980;
REED, 1980) ou de lignées CD4%* ou encore de clones T, spécifiques de T. cruzi,
protege d’une infection létale (NICKELL et coll., 1987).

Les mécanismes possibles impliqués dans la protection par des lymphocytes T

incluent:

(1) I’augmentation de la réponse humorale spécifique par les cellules CD4+
(KRETTLI et coll., 1976; KRETTLI et coll., 1982; ARAUJO, 1989);
(2) la sécrétion des lymphokines activant les macrophages (NOGUEIRA, 1981);

(3) une cytotoxicité directe vis-a-vis des cellules hotes infectées.
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En particulier, I’administration d’anticorps anti-IFNYy a des souris (BALB/c,
C57BL/6) augmente leur susceptibilité a I’infection par des souches réticulotropiques
(RA ou Tulahuen). Plusieurs auteurs ont souligné le rdle de 1'interféron y dans le contrdle
de I'infection qui passe par I'activation du macrophage (McCABE et coll., 1991; PLATA
et coll., 1987; REED et coll., 1988; WIRTH et coll., 1985).

Plusieurs auteurs ont également mis en évidence I’'importance des lymphocytes T
CD4* au cours de I’infection chagasique (ARAUJO, 1989; ROTTENBERG et coll.,
1988). Cependant, le role des lymphocytes T CD8* dans la résistance a 1’infection est
loin d’étre négligeable. Ainsi, Tarleton et coll. ont montré que des souris déplétées en
lymphocytes T CD8* ou déficientes en B2 microglobuline sont plus susceptibles a
I’infection que les souris normales (TARLETON, 1990; TARLETON et coll., 1992).

Etant donné la localisation intracellulaire de la forme de multiplication de 7. cruzi, il
est probable que certains antigénes parasitaires soient présents a la surface de la cellule-
hodte, en association avec les antigénes du CMH de classe 1. Cette cellule serait donc la
cible des cellules CD87 cytotoxiques. Les cellules CD8* cytotoxiques sont également
impliquées dans la réponse immune au cours d’infections virales (ZINKERNAGEL et
coll., 1977), d’infections par Listeria monocytogenes (KAUFMANN et coll., 1986) ou
encore par des protozoaires intracellulaires comme Leishmania major (TITUS et coll.,
1987), Plasmodium (SCHOFIELD et coll., 1987; WEISS et coll., 1988; KUMAR et
coll., 1988), Toxoplasma gondii (HAKIM et coll., 1991; SUZUKI et coll., 1988) et
Theileria parva (PEARSON et coll., 1992).

Les plaquettes représentent également des cellules effectrices vis-a-vis de T. cruzi.
UMEKITA et coll. (1989) ont montré que ces cellules, en présence d'anticorps de classe
IgG, sont capables de lyser des formes trypomastigotes. Ce mécanisme serait dépendant
du facteur C3 du complément et se traduit par la dégranulation des plaquettes qui libérent

des enzymes protéolytiques.
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Des expériences réalisées in vitro ont montré I'existence d’un mécanisme d’ADCC
(cytotoxicité cellulaire dépendante d’anticorps) vis-a-vis des formes épimastigotes, en
utilisant des cellules spléniques (ABRAHAMSOHN et coll., 1977; SANDERSON et
coll., 1978), des €osinophiles et des neutrophiles de rat (LOPEZ et coll., 1978), ainsi
que des granulocytes humains (MADEIRA et coll., 1979). Par la suite, il a ét¢ démontré
que ce phénomene d’ ADCC faisait intervenir surtout des anticorps de classe IgG1, IgG2a
et IgG2b dans la destruction des trypomastigotes sanguicoles (TAMBOURGI et coll.,
1989).

Par ailleurs, des travaux réalisés in vitro par (MOLINA et coll., 1988) montrent
que des formes trypomastigotes de T. cruzi peuvent également €tre lysées par des

produits provenant d’éosinophiles.

b) La réponse humoral

L’infection par Trypanosoma cruzi entraine I’induction d’une réponse immune
humorale qui est d’abord caractérisée par une prédominance des anticorps de type IgM,
puis par 'apparition des IgG et des IgA pendant la phase aigué de la maladie (TEIXEIRA
et coll.,, 1974). Cette réponse anticorps persiste tout au long de la phase chronique.

La réponse humorale joue son role dans la résistance a I'infection par 7. cruzi. Cela
a été démontré en comparant le niveau de susceptibilité des souches de souris produisant
soit un faible taux, soit un taux important d’anticorps (KIERSZENBAUM et coll.,
1976). Par ailleurs, le transfert passit de sérum immun de rat en phase aigué€ a des rats
sains entralne une protection significative (CULBERSON et coll., 1938). D’autres
expériences réalisées par RODRIGUEZ et coll., (1981) montrent que des rats Fischer
traités paf un sérum de lapin anti-y, deviennent plus susceptibles a I’infection que des
rats normaux. De plus, le transfert de cellules spléniques, lorsqu'elles sont déplétées en
lymphocytes B, ne confere aucune protection chez la souris normale vis-a-vis de
Vinfection par T. cruzi (SCOTT, 1981). Afin d’identifier le ou les isotypes impliqués
dans la résistance a I'infection, SCOTT et coll. (1984) ont réalisé le transfert des

différentes sous-classes d’anticorps purifiées a partir d’un sérum de souris infectée.
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Les meilleurs résultats ont €té obtenus en utilisant les anticorps de sous-classe 1gG2, et
plus précisément la fraction correspondant aux IgG2b (TAKEHARA et coll., 1981).
Les mécanismes d’action des anticorps dans la destruction du parasite sont

nombreux;

- les anticorps se fixent & la surface du parasite et inhibent ainsi 1’adhésion et 1a
pénétration de celui-ci dans la cellule hote,

- ils participent a la phagocytose du parasite par les macrophages et les monocytes
(opsonisation),

- les anticorps lytiques provoquent la lyse directe du parasite en présence du complément
(KRETTLI et coll., 1976), |

- ils interviennent dans le mécanisme d’ ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante
d’anticorps) en collaboration avec différentes populations cellulaires présentant des

récepteurs Fc a leur surface.

La réponse humorale joue donc un rdle déterminant dans la résistance a I’infection
par T. cruzi. Il est vrai que la plupart des travaux ont été conduits in vitro. 1l reste donc a

démontrer in vivo I'implication des différents mécanismes décrits .

¢) Autoimmunité et immuno-pathologie

Les phénomenes pathologiques caractéristiques de la maladie de Chagas se
traduisent principalement par des lésions cardiaques, musculaires et neuronales. A
I’heure actuelle, il est bien démontré que ces phénomenes sont dfis au moins en partie a
des réactions autoimmunes développées par I’hdte au cours de 1'infection. Certains
auteurs ont montré I’existence de réactivités antigéniques croisées entre certains
composants de I’'hdte et des molécules parasitaires. C’est le cas entre une molécule de 49
kDa exprimée au niveau du tissu nerveux de rat et un composant de 160 kDa présent au

niveau de la poche flagellaire de T. cruzi (VAN WOORHIS et coll. 1989).
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Certains de ces épitopes cross-réactifs semblent étre des glycanes (PETRY et coll., 1988;
PETRY et coll., 1989). Les auteurs supposent que cette réactivité est due a une
perturbation du systeme immun plutdt qu’a un mimétisme antigénique.

Récemment, la présence d’anticorps anti-acétylcholinestérase humaine et
d’anticorps anti-idiotype ont été décrits dans notre laboratoire chez les patients
chagasiques en phase chronique (OUAISSI et coll., 1988). L’épitope reconnu par les
auto-anticorps est de type glycanique. D'une fagon plus générale, les interactions entre 7.
cruzi avec le systeme nerveux de I’hOte sont multiples : on peut distinguer une
hypersensibilité due A une dénervation des neurones (KOBERLE, 1968), A une déplétion
de la choline acétyltransférase (TANOWITZ et coll., 1981), 4 une augmentation de
I’expression des récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine (TANOWITZ et coll., 1983),
ou 2 une diminution de I'activité acétylcholinestérasique chez les souris susceptibles (A/J)
a I'infection (BRENNESSEL et coll., 1985). Chez les souris résistantes (C57BL/6), ce
phénomene n’est pas observé.

Par ailleurs, certains anticorps qui se lient aux récepteurs B-adrénergiques des
lymphocytes de malades chagasiques sont capables d’activer ces lymphocytes CD4% en
augmentant le niveau intracellulaire d’ AMPc, tandis que d'autres anticorps en se liant aux
récepteurs muscarino-cholinergiques des lymphocytes CD8*> augmentent le niveau
intracellulaire de GMPc. L'existence d'une modulation des récepteurs de
neurotransmetteurs sur les lymphocytes au cours de I'infection chagasique pourrait
expliquer, au moins en partie, I’immunosuppression et certains désordres cardiaques
(BORDA et coll., 1984; GORELIK et coll., 1990).

Par ailleurs, CONNELLY et coll. (1988) ont décrit I'existence de récepteurs
adrénergiques o et B & la surface des trypomastigotes sanguicoles de T. cruzi. De plus,
des anticorps dirigés vis-a-vis du récepteur B-adrénergique de pigeon réagissent avec les

trypomastigotes.
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D'autres études ont montré que 1'épitope R-13 de la protéine ribosomale de T. cruzi
est spécifiquement reconnu par les sérums de malades chagasiques présentant une
cardiopathie grave et une correlation significative existe entre le niveau d’anticorps anti-
R13 et la sévérité de la maladie (LEVIN, 1991).

Plus récemment, BONFA et coll. (1993) ont réalisé une étude sur des antigénes du
soi reconnus par des sérums chagasiques, en utilisant un grand nombre d’échantillons
(102): 12 % des sérums testés réagissent avec des histones et environ 4 % montrent une
immunofluorescence indirecte positive avec des cellules d’une lignée de HeLa (HEp-2).
En Western-blotting, 7 sérums des 31 positifs réagissent avec une protéine de 23 kDa.
Cette protéine montre une réaction croisée avec une protéine ribosomale de 7. cruzi ayant
le méme poids moléculaire.

Plusieurs auteurs se sont intéressés a 1’étude des facteurs responsables de
I'induction de la réponse autoimmune observée dans une infection chagasique.
Cependant, jusqu’a présent, I’origine des lymphocytes B et T autoréactifs induits apres
I’infection reste inconnue.

Cette réponse autoimmune pourrait €tre due a I’existence d’épitopes communs au
parasite et a son hote. La présence d’autoanticorps pourrait tre également une
conséquence de la prolifération polyclonale B et T observée lors de I’infection.

Il a été démontré que plusieurs types de cellules sont impliqués dans la pathogénese
de la maladie de Chagas : le transfert adoptif de lymphocytes T CD4+ (et non de CD8+)
de souris infectées a des souris saines, en absence de parasite, entraine 1’apparition de
symptdmes neuro-pathologiques chez ces dernieres qui sont comparables a ceux
observés chez des souris infectées (SAID et coll., 1985; HONTEBEYRIE-JOSKOWICZ
et coll., 1987). Cependant, il n’a pas été possible de reproduire la pathologie par transfert

passif de sérums de souris chroniques a des souris naives (SAID et coll., 1985).

31



TANOWITZ et coll. (1990) discutent I'augmentation de 1'aggrégation des
plaquettes pendant I'infection chagasique. Cette aggrégation pourrait conduire aux
thrombus microvasculaires qui provoquent ensuite des ischémies locales et une
pathologie au niveau de la microcirculation coronarienne, ce qui serait a la base de la
cardiomyopathie de la maladie de Chagas.

MOLINA et coll. (1989a, 1989b) associent la présence des €osinophiles activés
dans le myocarde de patients chagasiques a I’apparition de certaines pathologies au cours
de U'infection. Ces auteurs ont mis en évidence la présence de la MBP et de I'ECP au
niveau des myofibres nécrotiques. Ces composants présentent une toxicité pour les
cellules de mammiferes.

CABEZA-MECKERT et coll. (1991) ont mis en évidence 1’expression anormale de
molécules du CMH de classe II au niveau des cellules des muscles squelettiques et du
myocarde. L’expression de ce type de molécules jouant un rdle dans le phénomene
d’immunoreconnaissance pourrait également pour un role dans les phénomenes d'auto-

réactivité observés dans la maladie de Chagas.
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d) Les moyens d’échappement du parasite

L’infection par Trypanosoma cruzi est accompagnée d’une activation polyclonale
des lymphocytes B et T (MINOPRIO et coll., 1986a) suivie d’une immuno-suppression.
L’activation polyclonale apparait tot lors de la phase aigué, persiste pendant toute la phase
chronique (MINOPRIO et coll., 1986b; D'IMPERIO LIMA et coll., 1985; D'IMPERIO
LIMA et coll., 1986) et entraine une perturbation de la réponse immune de I'hdte. Le
parasite se protege de la réponse immune en se multipliant a l'intérieur de la cellule. Le
parasite se retrouve ensuite dans le phagolysosome d'ol il échappe rapidement pour se
diviser dans le cytoplasme de la cellule hdte. T. cruzi s’échappe du phagolysosome en
produisant une protéine immunologiquement apparentée au composant C9 du
Complément et & la pertorine de souris. Cette protéine est capable de former des pores
dans la membrane du phagolysosome. De cette fagon, il est a I’abri des anticorps, des
cellules effectrices et des mécanismes de dégradation par le phagolysosome.

In vitro, en stimulant par la PHA ou un anticorps anti-CD3 des lymphocytes T de
patients, on peut mettre en évidence une inhibition de l'expression des marqueurs CD3,
CD4, CDS et du récepteur a 1'IL2 ce qui objective une certaine suppression de la réponse
immune (SZTEIN et coll., 1990). BELTZ et coll. (1987) ont montré que la production et
I'utilisation d’IL-2 par les PBMC humaines se trouvent diminuées chez les patients
chagasiques.

Chez la souris, le taux d’expression du récepteur a I'IL-2 n’est pas réduit;
cependant, dans ce cas, c¢’est le taux d’IL-2 lui-méme qui est diminué (REED et coll.,
1984a; REED et coll., 1984b, TARLETON, 1988). La production d’autres lymphokines
telles que I'IL-3 et I'IFN-y se trouve également diminuée pendant l'infection chagasique
(TARLETON, 1991). La diminution de production d'IFN-y est probablement dfi & une

faible synthese d’IL-2, lymphokine stimulant son expression.
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Si la forme épimastigote de 7. cruzi est sensible a la lyse par le complément, le
trypomastigote peut échapper a cette lyse en exprimant une protéine capable d’inhiber la
formation d’une C3 convertase alterne efficace (en phase liquide ou associée 2 la
membrane) (FISCHER et coll., 1988). De plus, JOINER et coll. (1988) et NORRIS et
coll. (1991) ont décrit un facteur sécrété par 7. cruzi , analogue au DAF de 1’hote
("Decay Acceleration Factor"). Ces deux facteurs semblent réagir au méme niveau de la
formation de la C3 convertase. Ce phénoméne est qualifié de "mimétisme fonctionnelle”.
Par ailleurs, des tformes amastigotes dans le sang échappent  la lyse par le complément
bien qu’elles aient a leur surtace le complexe C5b-9. Celui-ci est apparemment incapable
de former des trous dans la membrane (IIDA et coll., 1989).

MARTINEZ et coll (1993) ont décrit une protéine parasitaire ayant une activité
protéolytique (la cruzipain); cette protéine contient deux domaines, dont celui amino-
terminal qui serait nécessaire 2 1’activité enzymatique de la protéine. De maniere
remarquable, au cours de 'infection, les anticorps produits par 1’hGte ne réagissent
qu’avec 'extrémité carboxy-terminale. Selon ces auteurs, la réponse humorale serait
déviée vers une partie non-essentielle de la protéine afin de protéger la région portant
I’activité enzymatique.

Une autre moyen pour 7. cruzi d'échapper a la réponse immune de I'hdte serait sa
capacité d'incorporer des molécules de I'hdte & sa surface, réalisant ainsi une sorte de

camouflage des antigénes parasitaires.
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III La biologie cellulaire de T zZ

=

La connaissance de la biologie du parasite et des bases moléculaires des relations
avec ses hotes est nécessaire pour I’élaboration de stratégies anti-parasitaires. L’interface
hote-parasite et la différenciation jouent un rdle déterminant dans la vie du parasite. 7.
cruzi infecte la plupart des cellules de son hdte définitif et se montre hautement
pléomorphe dans son cycle évolutif. Chaque stade est caractérisé par des propriétés
uniques qui font que le parasite est un étre partaitement adapté a son environnement. La
transformation et le développement de chaque forme est une réponse du parasite vis-a-vis

des changements de son habitat.

L Les différents stades évolutifs

Il existe trois stades évolutifs pour T cruzi que l'on classe en:
- formes réplicatives, c’est-a-dire
+ les épimastigotes de I'insecte vecteur et
+ les amastigotes intracellulaires de I’hdte mammitere;
- formes non-réplicatives, a savoir
+ les trypomastigotes métacycliques de 1'insecte vecteur et
+ les trypomastigotes sanguicoles issus des cellules des hotes

mammiferes infectés.
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Les différents stades évolutifs de T. cruzi sont assez faciles a distinguer par la
localisation du noyau en relation avec le kinétoplaste et I’insertion du flagelle dans la
cellule (poche flagellaire). Concernant ces critéres, on distingue les trois formes décrites
ci-dessus: les épimastigotes, les trypomastigotes et les amastigotes.

(1) Les trypomastigotes présentent un kinétoplaste postérieur au noyau et sont
d’une taille d’environ 20 pm de longueur et de 2 um de largeur (figure 4a). Dans
I'insecte vecteur, on trouve des formes métacycliques dans la lumiére de I’intestin
postérieur. Cependant, chez ’hdte mammifere, ils sont sous forme sanguicole. Le
flagelle couvre presque toute la longueur du parasite en le tirant en avant par des
mouvements ondulatoires et est inséré entre le kinétoplaste et le noyau.

(2) Les amastigotes correspondent au stade réplicatif chez 1’hdte vertébré (figure
4b); ils sont plutdt arrondis et ne posseédent qu’un flagelle rudimentaire. Leur temps de
duplication est environ de 7 & 14 heures selon la température du milieu de culture.

(3) Chez les épimastigotes, formes réplicatives de 1’intestin moyen du vecteur, le
noyau est placé dans la partie postérieure suivie antérieurement par le kinétoplaste et la

poche flagellaire (figure 4c). Leur longueur est de 20 a 40 um.

2. L’organisation cellulaire

Comme la majorité des cellules eucaryotes, T. cruzi contient un réticulum
endoplasmique, des ribosomes, des péroxysomes, des lysosomes, un appareil de Golgi
et une seule (!) mitochondrie. Les fonctions de ces organelles sont similaires a celles de
mammiferes. Il est nécessaire ici de parler de la particularité de la mitochondrie des
trypanosomes: il n’en existe qu’une par cellule, et elle présente des cretes discoidales.
Elle est linéaire dans les trypomastigotes mais posseéde des ramifications dans les autres
stades. La mitochondrie peut s’étendre sur toute la longueur de la cellule. La partie
contenant !’information génétique s’appelle le kinétoplaste, d’ou le nom de
Kinetoplastidae. Cette structure est caractéristique de ce groupe d’organismes et sera

abordée plus en détail.
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Les trypanosomes possedent des microtubules subpelliculaires qui sont connectés
les uns aux autres et avec la membrane plasmique, ce qui conduit a la fois a une forte
rigidité et & une grande flexibilité de la cellule. Prés de la poche flagellaire existe le
“microtubule-organizing center” (SHERWIN et coll., 1989) qui constitue le point
d'origine des microtubules. La poche flagellaire ne contient qu'un groupe de quatre
microtubules. Ce compartiment est supposé €tre 1’endroit de I’endocytose. C’est une
région hautement diftérenciée protégeant certains récepteurs d’endocytose parasitaires du
systtme de défense de 1"hdte.

Pour T. cruzi, on trouve en plus chez les formes épimastigotes et sphéromastigotes
(amastigotes ?7), un cytostome qui n'existe pas chez les formes trypomastigotes (stade
non-réplicatif exposé au systeéme humoral de I’hdte). Chez T. brucei , les récepteurs pour
les LDL (COPPENS et coll., 1988; COPPENS et coll., 1991) et la transferrine
(SCHELL et coll., 1991) sont localisés dans la poche flagellaire. Les Trypanosomes ont
besoin de lipides et de la transferrine pour leur croissance, ce qui peut expliquer la
présence de ces récepteurs 4 la surface des parasites. D’une fagon intéressante, certaines
lipoprotéines sont toxiques pour les Trypanosomes (HADJUK et coll., 1989). Le
systeme de fixation et d’internalisation de la transferrine chez les Trypanosomes semble
gtre différent de celui des mammiferes. Chez les cellules des eucaryotes supérieurs, la
transferrine chargée (transterrine diferrique) est internalisée a I’aide d’un récepteur dans
un compartiment légerement acide. Le fer est alors dissocié de la transferrine qui est
ensuite recyclée a la surface de la cellule. Par contre, chez les Trypanosomes, la
transferrine n’est pas recyclée mais transportée et dégradée dans des lysosomes (GRAB
et coll., in press).

Par ailleurs, la poche flagellaire est aussi I’endroit de la sécrétion des protéines
parasitaires. Ceci a été montré pour une glycoprotéine de 98-140 kDa de L. donovani et
la phosphatase acide de L. mexicana. 11 semble que beaucoup de proté€ines membranaires
sont insérées dans la membane plasmique au niveau de la poche flagellaire (WEBSTER et

coll., 1993).
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Un autre organelle trés intéressant des Kinetoplastidae est le glycosome
(OPPERDOES et coll., 1976; OPPERDOES et coll., 1993). Les cellules peuvent en
contenir 200 & 300. Dans leur fonction, on peut les comparer avec les péroxysomes et les
glyoxysomes des autres organismes mais il manque quelques marqueurs typiques aux
fonctions de ces organelles (la catalase par exemple, chez les Trypanosomes pathogénes
pour ’homme). Leur particularité est la localisation de certaines enzymes glycolytiques
dans ces vesicules, alors qu’elles sont normalement cytoplasmiques chez les eucaryotes
supérieurs. De plus, les glycosomes contiennent certaines enzymes de la 3-oxydation des
acides gras et de la biosynthese des éthers lipides (OPPERDOES, 1984; HART, 1984).
La composition des enzymes des glycosomes varie selon les especes (OPPERDOES et
coll., 1993).

Au niveau de la N-glycosylation, les trypanosomatidae montrent de nombreuses
différences avec les mammiferes (pour revue, PARODI, 1993). En particulier, la
composition des sucres des glycoprotéines semble €tre différente des mammiferes; par
exemple, la glycoprotéine GP-72 des épimastigotes contient du ribose, un pentose qui ne
se trouve pas chez les autres eucaryotes, sauf dans certaines protéines subissant une

ADP-ribosylation.

3. L'interaction héte-parasite

Le parasite doit interagir avec les composants de la surface des cellules de I’hote
afin d’assurer sa pénétration. Plusieurs structures de 1’hOte ont été décrites comme
facteurs d’adhésion : le dimére de la tibronectine et plus précisément la séquence RGDS,
qui peut former un pont entre les récepteurs cellulaires d’une part et les récepteurs
parasitaires d’autre part (OUAISSI et coll., 1988). Apres fixation de la fibronectine,
celle-ci est hydrolysée par les protéases du parasite ce qui libere des fragments
peptidiques (OUAISSI et coll., 1992). Ces peptides semblent accélérer la différenciation
des trypomastigotes en amastigotes. Une augmentation de I’ AMPc intracellulaire ainsi

que la synthése des protéines et leur phosphorylation accompagnent la transformation du
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parasite. Le récepteur parasitaire de la fibronectine semble étre un complexe de protéines
de 80-85 et de 68 kDa. Ce dernier posseéde la capacité de fixer le collagéne (VELGE et
coll., 1988).

ORTEGA-BARRIA et coll. (1991) ont montré qu’un méme récepteur peut fixer
I’'héparine, I’héparane sulfate et le collagene.

En 1993, RAMIREZ et coll. ont décrit un composant de 82 kDa du stade
trypomastigote métacyclique qui intervient dans l'infection via une relation
ligand/récepteur. L’infection des cellules par la souche CL de T. cruzi peut étre inhibée
par incubation préalable avec la protéine purifiée ou des anticorps dirigés contre ce
composant. Néanmoins, I'infection par la souche Tulahuen n’est inhibée qu'en partie.
Ceci montre encore une fois qu’il existe de multiples mécanismes d’infection pour les
différentes souches de T. cruzi.

Trypanosoma cruzi contient une enzyme unique, la trans-sialidase. Cette enzyme
catalyse le transfert des acides sialiques de 'hdte vers des glycoprotéines de surface du
trypanosome (revue par COLLI, 1993; CAZZULO et coll., 1992; et CROSS et coll.,
1993). Le parasite n'est pas capable de synthétiser les acides sialiques et doit prélever ces
composants chez son hote. D’une fagon intéressante, 1’invasion des cellules-hdtes
exprimant moins d’acides sialiques a leur surface est plus faible que celle des cellules
normales (SCHENKMAN et coll., 1993). Ces auteurs ont proposé un modele dans
lequel le trypanosome adhére d’abord a un ligand tel que les acides sialiques, des
protéoglycanes ou des molécules de la matrice extracellulaire (comme le collagéne ou la
fibronectine). Ensuite, le parasite provoque une invagination qui formera le
phagolysosome. Dans ce modele, le transfert des acides sialiques vers le parasite et vice-
versa facilite le processus d’invasion.

Les résultats concernant I’implication des acides sialiques et la trans-sialidase dans
les mécanismes d’infection et de protection du parasite sont encore assez contradictoires
(COLLI, 1993). 1l faut donc attendre une étude plus approfondie de ces mécanismes afin

d’évaluer leur rdle dans I'interaction parasite/hdte.
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4. La génétique de T. cruzi

Les Kinetoplastidae possédent certaines caractéristiques intéressantes au niveau de
I’organisation de leur information génétique et son expression. La grande majorité des
expériences qui sont & la base des connaissances actuelles sur l'organisation et
I'expression de cette information génétique ont ét€ menées chez Trypanosoma brucei. Les
particularités de ce groupe d’organismes se manifestent dans:

- la maturation des ARN pré-messagers codés par le génome,

- le kinétoplaste et I'édition des ARN pré-messagers mitochondriaux.
LANAR et coll. (1981) ont montré que T. cruzi est un organisme diploide dont le
génome a une complexité d’environ 2,5 x 108 paires de bases (2,8 x 10-13 g). L’ADN
kinétoplastique contient 4,9 x 107 paires de bases (5,4 x 10-14 g). 9 % du génome est
représenté par des régions répétitives, 51 % du génome correspond & des éléments
faiblement répétés et 23 % a des structures “uni-copie”. 68 % de ces dernieres sont
représentées dans I’ARN polysomal. Le nombre d’ ARN différents est chiffré 2 12000
dont 9000 seraient polyadénylés. Ces ARN poly (A)* peuvent €tre classés en trois
groupes: deux séquences présentes 3000 fois dans la cellule, 750 présentes 20 fois, et
15000 présentes 1 a 2 fois.

GIBSON et coll. (1986) ont montré que 7. cruzi contient 125 chromosomes;
contrairement & 7. brucei (GONZALEZ, et coll., 1984), T. cruzi ne contient pas de mini-
chromosomes qui sont apparemment nécessaires pour la diversité antigénique. Les
chromosomes ne sont pas classiquement condensés pendant la mitose (SOLARI, 1980);
la raison de cette particuliarité n’est pas connue car la présence de 1’histone HI,
normalement impliquée dans la condensation des chromosomes, a ét¢ montrée recemment

(TORO et coll., 1993).
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Les différents stades évolutifs de 7. cruzi

. m‘ \vﬁ !
Figure 4 a) Trypomastigote (CHEN, 1978), 4b) nid d'amastigotes (HONTEBEYRIE-JOSKOWICZ,
1993), 4¢) épimastigote (RONDANELLI et coll., 1993).




a) Mécanisme de maturation des ARN pré-messagers codés par le noyau

Chez la plupart des organismes, les transcrits sont modifiés avant d’étre traduits en
protéines. Dans le cas des Kinetoplastidae, on observe la liaison de deux ARN différents
('ARN pré-messager et 'ARNmed) en un seul, nommé trans-épissage (SUTTON et
coll., 1986; revue par AGABIAN, 1990; DONELSON et coll., 1990; BONEN, 1993).
En effet, certains genes des Kinetoplastidae sont transcrits sous forme d'un ARN
polycistronique (figure S) et peuvent ensuite donner naissance a plusieurs ARNm
matures. Cela pourrait expliquer le nombre étonnant de génes multiples chez ce groupe
d’organismes qui sont transcrit en un seul messager pré-mature. Ce phénomeéne est
¢galement retrouvé chez les nématodes (revue par NILSEN, 1993) les trématodes
(RAJKOVIC et coll., 1990), I'Euglena gracilis (TESSIER et coll. 1991) et les
chloroplastes (KOLLER et coll., 1987).

Apres transcription, les pré-ARNm sont modifi€s dans un premier temps, au
niveau de leur extrémité 5 ou s’ajoute un oligo-nucléotide de 39 bases (BORST, 1986).
Puis dans un deuxiéme temps, une queue de poly(A)* est ajoutée a leur extrémité 3’
(ULLU et coll., 1993). Les 39 bases du c0té 5’ sont connues sous le nom de “Spliced
Leader” (SL), qui se trouve sur un transcrit ARNmed (pour "mini-exon derived RNA"
ou medRNA) d’environ 110 bases (McCARTHY-BURKE et coll., 1989). Les génes de
I'’ARNmed sont organisés en séquences répétées de 0,6 kb. Il existe de multiples
mutations dans ces génes selon les différentes souches de T. cruzi La séquence du SL
semble cependant étre conservée (McCARTHY-BURKE et coll., 1989). L'ARNmed lui-
méme n’est normalement pas poly-adénylé (McCARTHY-BURKE et coll., 1989).
Cependant, chez T. brucei, un certain nombre d'’ARNmed sont polyadénylés (PELLE et
coll., 1993) dans la forme sanguicole “long slender”. La fonction de cet ARNmed

poly(A)* n’est pas connue.
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Le trans-épissage chez les Trypanosomes

géne A gene B
ADN génomique

* Transcriptiopn

géne A gene B ARN

prémessager
polycistronique

gene A géne B
) i —| T

(AAAA. ) * poly-adénylation

(A (An ARNm

monocistronique

Le trans-épissage chez les trypanosomes conjugue deux ARN (medRNA g
et ARN pré-messager) en une seule molécule, ' ARN messager.




L’addition du SL permet la dissociation des ARN pré-messagers polycistroniques.
Le mécanisme du rrans épissage ressemble a celui du cis épissage connu chez les autres
eucaryotes et est composé de deux étapes: le clivage et la ligation (MURPHY et coll.,
1986; SUTTON et coll., 1986). La partie SL de 'ARNmed fusionne au niveau du “SL
acceptor site” (20-200 bases en amont du codon d’initiation) avec I’ ARN pré-messager.
La partie 3" du medRNA et la partie 5’ du “SL acceptor site” forment une structure Y
dont le branchement est caractérisé par une liaison peu fréquente, un pont phosphodiester
du type 2°-5’, comparable a la structure en "lasso” du cis-épissage (SHARP, 1987a,b).
L’ARNm chimérique est ensuite maturé par addition de la séquence poly(A) (ULLU et
coll., 1993). Le “SL acceptor site”” ne semble pas €tre bien conservé, car un ARN pré-
messager peut produire plusieurs ARNm matures de tailles différentes (AGABIAN,
1990; KAPLER et coll., 1987; LAYDEN et coll., 1988). La structure "cap"” (coiffe) en 5’
de ’ARNm, est fournie par le SL qui est préalablement modifié: au lieu d’une structure
m’G (m=méthylguanosine), comme chez la plupart des eucaryotes, le SL est modifié au
niveau de ses quatre premiéres bases et présente la structure
(m7G(5")ppp(5 )M, AmpAmpCmpm3Ump) (BANGS et coll; 1992).

Les facteurs impliqués dans le processus de trans épissage sont homologues & ceux
qui jouent un rdle dans le cis épissage: I’'U2 snRNP, ’U4 snRNP, I'US5 snRNP, et 1'U6
snRNP (PALFI et coll., 1991). Les U snRNA correspondants sont connus, a I’exception
de 'US ARN. Le medRNA joue peut-étre le role de 'U1 snRNA a cause de sa capacité
de complémentarité dans un systeme de cis épissage déficient en Ul snRNA (BRUZIK et
coll., 1990).

Jusqu’a maintenant, il n’y a aucune évidence montrant I’existence du phénomene
de cis épissage chez les Kinetoplastidae. En effet, il semblerait qu'aucun des génes
étudiés ne contienne d’introns. La question est de savoir s’ils les ont perdus ou s’ils n’en
ont jamais eu. Si cette derni¢re hypothése est vraie, le mécanisme de I’épissage en cis
pourrait avoir évolué a partir de 1'épissage en trans. D’une fagon intéressante, les
bactéries possédent aussi des ARN polycistroniques mais n’ont pas d'intron et ne

présentent pas de phénomeéne d’épissage.
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Le seul exemple d'intron (11 bases) et de cis-épissage décrit chez les
Trypanosomes jusqu’a maintenant se trouve dans ’ARNt™ de T. cruzi. Le systéme de
cis-épissage particulier pour cet intron est connu dans toutes les branches

phylogénétiques (SCHNEIDER et coll., 1993).

b) Le kinétoplaste et I’édition des ARN pré-messagers mitochondriaux

Les trypanosomes ne contiennent qu’une seule mitochondrie qui s’étale sur toute la
longueur du parasite. Comme chez les autres eucaryotes, cet organelle posséde de I’ADN
circulaire. Les Kinetoplastidae se singularisent par ’existence de deux types différents
d’ ADN circulaire, les maxi-cercles et les mini-cercles, organisés dans une sorte de réseau
(SIMPSON, 1986). Ce réseau est nommé le kinéroplaste et ’ensemble de I’ADN porte
I’abréviation ADNk. Les maxi- et les mini-cercles sont trés diftérents dans leur structure
et leur fonction. |

Un mini-cercle a une taille d’environ 0,7 a 2,5 kb selon les especes. Ils n’ont pas
de cadre de lecture ouvert, mais peuvent produire des transcrits. Leur nombre est de
5.000 a 10.000 par kinétoplaste avec généralement une grande diversité entre eux, mais
pas pour T. equiperdum et Crithidia fasciculata par exemple. Les maxi-cercles sont,
comme leur nom l'indique, plus grands: leur taille est de 20 a 38 kb, elle représente
I’équivalent en taille de I’ADN mitochondrial des autres eucaryotes. Les maxi-cercles
codent pour certaines protéines telles que la sous-unité III de la cytochrome-oxydase
(STURM et coll., 1990), le cytochrome b (STURM et coll., 1990) ou la sous-unité 6 de
I’ ATPase mitochondriale (BHAT et coll., 1990). Mais les maxi-cercles se distinguent de
ADNmit des autres organismes d'une part, par ’absence de I’ADNt et d'autre part, par
une taille plus petite des ADNr.

L’édition de I’ ARN chez les Kinétoplatides est définie comme un processus post-
transcriptionnel qui additionne ou délete des bases uraciles sur les ARN mitochondriaux
(revue par HADJUK et coll. 1993). Normalement, I’ARN pré-édité n’est pas fonctionnel
et seul le mécanisme d’édition rend le messager traduisible. Le degré de modification

varie selon les ARN : par exemple, I'ARN de la cytochrome-oxydase II subit seulement
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I’addition de 4 uraciles (BENNE et coll., 1986) alors que 557 uraciles sont ajoutés et 41
délétés dans I'ARN de la cytochrome-oxydase III (FEAGIN et coll., 1988). En général,
I’addition de bases est plus fréquente que leur délétion.

La découverte de I'édition de I’ARN a conduit les scientifiques & rechercher son
origine, ¢’est-a-dire la ou les molécules portant I’information pour ces modifications.
Récemment, diftérents groupes de chercheurs (BLUM et coll., 1990b; SIMPSON, 1990)
ont découvert des petits ARN d’environ 70 nucléotides de long. Ces petits ARN portent
I’information pour I'édition des ARN pré-matures. Ce mécanisme n’est pas encore tout 2
fait clair. Néanmoins, BLUM et coll. (1990a, 1991) proposent le modele dans lequel les
petits ARN serviraient de matrices pour 1'édition des ARN pré-matures. Ces petits ARN
sont nommés ARNg pour “‘guide RNA”. L'extrémité 5’ de ces ARNg est complémentaire
d'une région 3" de I' ARN pré-mature et les deux ARN s’hybrident a ce niveau. La région
de reconnaissance sur I'ARNg s’appelle: ancre. Une réaction de transestérification
(BLUM et coll., 1990a, 1991; CECH, 1991; HADJUK et coll., 1993) aura lieu au
niveau du premier “mismatch” entre I’ ARN prémature et I’ ARNg: I'uracile de I'extrémité
3’ de ’ARNg attaque ainsi I' ARN pré-mature et est li€ d’une fagon covalente avec la
derniere base complémentaire de I’ARN pré-mature. Ensuite, un certain nombre
d’uraciles (dépendant des bases correspondantes de I’ARNg) est ajouté. Il arrive
exceptionnellement, qu’un uracile soit placé en face d’une guanine. Cette
transestérification continue selon I'information existante sur I’ ARNg. Souvent, un grand
nombre de ces ARNg est nécessaire afin d'obtenir 'ARNm mature. Les informations
concernant les ARNg se trouvent sur les maxi- et les mini-cercles du kinétoplaste.
D’autres modeles ont €té proposés ot 1'addition des uraciles se fait plus ou moins par
hasard (DECKER et coll., 1991), pourtant, les modeles de transestérification semblent &
présent les plus probables.

L’existence de ce modele original nous conduit & essayer de comprendre pourquoi
il a été selectionné et comment il a évolué. L’édition chez les Kinetoplastidae ressemble
au mécanisme de cis-épissage des autres organismes et du trans-épissage discuté plus

haut (BLUM et coll., 1991). Peut-&tre existe t-il un mécanisme ancestral & partir duquel
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ces différents processus auraient évolué. L’édition des ARN "colite assez cher” i la

cellule, il faut donc qu’il y ait un "gain" pour les organimes, dans le “struggle for life”,

gain qui justifierait 1’existence et le maintien de ce type de maturation.

I y a environ 30 ans que 1'on a découvert que les chocs thermiques, les traitements
par des agents découplants de phosphorylations oxydatives, 1’alcool éthylique etc... font
apparaitre des puffs sur les chromosomes polyténes des glandes salivaires de
Drosophile. Dix ans plus tard, les premiéres protéines synthétisées a la suite de ces
stress, ont ét¢ identifiées. Ce phénomene a ét€ appelé “réponse au choc thermique” et les
protéines induites dénommées “protéines de choc thermique” ou hsp (pour heat shock
proteins). La réponse au choc thermique est donc en fait, une réponse au stress due a des
facteurs de I’environnement. Parmi ces stress, l'infection par des microorganismes
pathogenes nous intéresse tout particulicrement. Les protéines de stress sont produites a
la fois par I'agent pathogene et par I'hdte qui I'héberge; elles agissent mutuellement sur
chacun d’eux.

Les plantes aussi ont développé un mécanisme apparenté de résistance systémique
contre les agents pathogénes. Sous l'effet d’une infection, elles produisent des
médiateurs comme 1’acide salique, la systémine, 1’éthyléne, 1’acide jasmonique et méthyl-
jasmonique qui eux-mémes induisent I'expression de “pathogenesis-related proteins”
(PR) comme les chitinases ou les glucanases (revue par ENYEDI et coll., 1992).

Des homologies de séquences ont permis de rapprocher certaines de ces protéines
PR, dont la PR1 de la pomme de terre (TAYLOR et coll., 1990), ou une protéine de blé
homologue au GST (DUDLER et coll., 1991), des glutathion S-transférases de
diftérentes origines, et de la "stringent starvation protein” (SSP) d'E. coli (SERIZAWA
et coll., 1987), ainsi que la hsp26-A de soja (CZARNECKA et coll., 1984).
Curieusement, l'auxine provoque la synthe¢se de 1'hsp26-A et d'une protéine qui a une

activité GST (TAKAHASHI et coll., 1992).
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En général, les hsp sont classées d’apreés leur masse moléculaire. On classe ainsi

plusieurs familles :

Famille
hsp 110

hsp 90

hsp 70

hsp 60

(appelées chaperonines)
hsp 20 (small ou sHsp)
et les a-B-crystallines

hsp 10
Ubiquitine (8,5 kDa)

Fonction

» est concentrée dans le nucléole

» forme un complexe avec les récepteurs des
hormones stéroides

* fixe la protéine pS0 sur le pp60scr (produit d’un
oncogene) et inhibe son activité kinase

* fixe I’actine et la Ca/calmoduline

* apparait (GRP 94 ) dans le réticulum
endoplasmique 2 la suite d’une déficience en glucose
* posseéde une activité ATPase

« famille de molécules chaperonnes

* famille la plus importante dans les cellules animales
» famille hautement conservée sur le plan évolutif

* famille de molécules chaperonnes

* protéines induites a des stades spécifiques lors
du développement chez la drosophile et d’autres
organismes
* protéines de faible poids moléculaire, trés
abondantes chez les plantes
* molécules chaperonnes
* molécules chaperonnes
« impliquées dans le catabolisme protéique

Tableau 1: Les différentes familles de protéines de stress et leur fonctions (d'aprés

(DURAND, 1991), avec quelques moditications).



L’induction de 1’expression de protéines de stress chez les eucaryotes est souvent
médiée par des protéines régulatrices (heat shock factors). Celles-ci reconnaissent des
éléments spécitiques (HSE pour heat shock elements) de la réponse de choc thermique
dans la région 5 du site d’initiation de la transcription.

Ces HSE (nnTCnnGAAnnTCnnnGAAnnTTCnnGAAnR) se trouvent environ entre
80 et 150 nucléotides en amont du début de la transcription (SORGER et coll., 1987). En
dehors des conditions d’induction de I'expression, certaines hsp - sinon la plupart - sont
exprimées également dans le conditions normales, mais plus faiblement.

Dans ce qui suit, nous discuterons plus précisement deux roles des hsp :

* leur fonction chaperonne,

* leur implication dans les processus de développement.

1. Les molécules chaperonnes

Cette fonction est la plus connue chez les hsp. Les points les plus marquants de
leurs propriétés sont les suivants (DURAND, 1991) :

- elles sont impliquées dans les changements conformationnels majeurs et empéchent les
interactions pouvant conduire a la tormation d'aggrégats;

- elles ne sont pas partie prenante des systémes multi-enzymatiques dont elles ont
catalysé I’assemblage;

- elles développent généralement une activité ATPase lors de la dissociation du
complexe qui ne met jamais en jeu des liaisons covalentes.

Comme cela est indiqué sur le tableau, plusieurs familles d’hsp sont concernées. En
particulier, les protéines homologues a des protéines de choc thermique de 70 kDa
(hsp70) représentent le groupe le mieux connu; une deuxiéme famille, nommée
chaperonines, regroupe des protéines existant dans les organites ainsi que des analogues
des protéines GRO EL et GRO ES de E. coli. La derniere famille est celle des small hsp
(sHsp, pour protéine de choc thermique de faible poids moléculaire), de taille variant

entre 15 et 30 kDa.
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Commengons par la famille des hsp70 qui est aujourd’hui certainement celle pour
laquelle les connaissances sont les plus avancées. Les hsp70 sont largement répandues
chez toutes les especes, d'E. coli jusqu'a ’homme. Le tableau suivant indique les
fonctions principales des différents membres de cette famille. Il faut noter une propriété

importante commune aux hsp70 qui est de fixer I' ATP.

Organisme/localisation Fonction des protéin
E. coli ¢ produit du géne DnaK, indispensable pour

la réplication du phage A

Eucaryotes :

Cytoplasme * transport de précurseurs de protéines dans les
mitochondries et le réticulum endoplasmique

* désassemblage des clathrines dans le processus
d’endocytose

Réticulum endoplasmique » fixation des chaines lourdes des

immunoglobulines (protéine BiP)

« fixation des polypeptides en cours de la
glycosylation dans les cellules privées de
glucose ( protéine GRP78)

Mitochondrie et chloroplaste * réception de précurseurs de protéines dans la
matrice des mitochondries et le stroma des
chloroplastes

Noyau * on trouve des hsp70 dans les régions
nucléolaires endommagées par des chocs
thermiques

Membranes * “processing” des antigénes et présentation en

(la localisation est disputée) association avec les molécules de classe 11

du complexe majeur d’histocompatibilité
(DENAGEL et coll., 1992)

Tableau 2 : Localisation des molécules chaperonnes et leurs fonctions (d'aprés

DUDLER et coll., 1991, avec quelques modifications).



La deuxiéme famille de molécules chaperonnes impliquées dans 1’assemblage de
complexes protéiques est celle dont les composants ont une masse moléculaire de 60 kDa
(GRO EL chez E. coli ou hsp60 chez les autres especes) et de 10 kDa (GRO ES ou
hspl0). Ces protéines qui agissent sous forme de complexes, sont indispensables pour la
vie des cellules et aussi pour I’assemblage des particules de phages A, T4 et T5. Chez les
eucaryotes, on les trouve dans la mitochondrie et le chloroplaste; il est probable qu’elles
regoivent les protéines qui ne sont pas encore repliées, apportées par la hsp70. La
fixation des protéines - destinées au transport dans les organites - aprés leur synthése sur
les hsp70, éviterait un repliement prématuré. Dans les organites, les hsp70
mitochodriales/chloroplastiques peuvent les accueillir et assurer leur repliement. Une
alternative est qu’elles les transmettent aux complexes hsp60/hspl0 pour finir
I’assemblage ou le repliement.

Trés récemment, une troisitme famille de molécules chaperonnes a été découverte
regroupant les hsp de petite taille (small hsp, sHsp) et les a-B-cristallines (JAKOB et
coll., 1993). Leur taille varie entre 15 et 30 kDa. Elles existent sous forme d’un
complexe de haut poids moléculaire chez les vertébrés, les champignons et les plantes.
Ce complexe a un poids moléculaire de 800 kDa et contient environ 32 sous-unités
(ARRIGO et coll., 1988; BEHLKE et coll., 1991). D’une fagon intéressante, les sHsps
sont aussi exprimées en absence de stress. Ces protéines montrent non seulement une
homologie de séquence remarquable avec les a-crystallines (protéines formant le
crystallin des céphalopodes) et le Schistosoma egg-antigen p40, mais aussi un profil
d’hydrophobicité comparable (DE JONG et coll., 1988). De plus, la hsp27 humaine
d’une lignée cellulaire cancéreuse conteére une résistance contre le médicament anti-
cancereux doxorubicine (OESTERREICH et coll., 1993).

L’expression des sHsp est liée a de multiples phénomenes: croissance cellulaire et
différenciation; elle est augmentée lors de la phase stationnaire des cellules tumorales
(GAESTEL et coll., 1989), du développement des différents stades chez Brughia
pahangi (DEVANEY et coll., 1992) et de la drosophile (PAULI et coll., 1990). De plus,

il a ét¢ montré que leur surexpression augmente non seulement la thermotolérance des
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cellules (LANDRY et coll., 1989) mais inhibe également la prolifération cellulaire
(KNAUF et coll., 1992). On sait aussi que la sHsp du pigeon est capable d’inhiber la
polymérisation de 1’actine in vitro (MIRON et coll., 1991).

L’origine moléculaire des membres de la famille des crystallines est trés diverse.
Cette famille regroupe des protéines qui jouent un role dans la fonction de réfraction dans
les lentilles (WISTOW, 1993). D’autre part, elles exercent normalement une autre
fonction qui est souvent enzymatique. Par exemple la S-crystalline, trouvée chez les
céphalopodes, présente de nombreuses homologies avec les GST (TOMAREYV et coll.,
1993). Cependant, I'homologie de séquence entre les différentes classes de crystallines

est trés faible ou peu significative, en raison de leurs différentes origines.

i Le Role régulateur des hsp dans la différenciation des parasites

Le choc thermique provoque souvent un arrét de prolifération des cellules et une
baisse de leur métabolisme. Chez de nombreux parasites, le changement de température
fait partie de leur cycle de différenciation: ils passent d’un hote poikilotherme a un hote
homéotherme et vice-versa. L'augmentation ou la baisse de température a des effets
considérables sur I’activité des enzymes et la fluidit€ des membranes. Le parasite est donc
obligé de s’adapter. 1l se protege en exprimant des hsp (voir tableau) stabilisant les
protéines et en synthétisant d'autres types de lipides membranaires pour maintenir la
fluidité de la membrane plasmique. L’ expression des hsp est donc ainsi corrélée avec la
différenciation du parasite d’un stade a I’autre. Les hsp sont également impliquées dans
certains processus de développement chez un grand nombre d’organismes
(LINDQUIST, 1986), notamment dans 1’embryogénése (BENSAUDE, 1983) et
I’érythropoiese (MANDALESHWAR et coll., 1984). VAN DER PLOEG et coll. (19855
ont montré qu’un choc thermique peut induire une différenciation des promastigotes L.
major en amastigotes, ce qui entraine aussi un changement dans le profil d’expression
des hsp70. De plus, il a été¢ montré que I'expression des génes codant pour les hsp70 et

hsp&3 augmente avant la différenciation de stade promastigote en stade amastigote. Des
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amastigotes axéniques et des promastigotes soumis & un choc thermique sont plus
infectieux que des promastigotes non-traités (SMEJKAL et coll., 1988). La présence des
hsp avant la transmission du parasite pourrait préadapter celui-ci au stress subi dans son
hdte mammifere (SHAPIRA et coll., 1988). Cependant, chez une souche qui n’est plus
capable de se différencier, toutes les hsp70 sont exprimées normalement, indiquant que
ces protéines ne sont pas impliquées directement dans les mécanismes de différenciation
(LEE et coll., 1988). Dans le cas de L. donovani, I’hsp70 est présente dans tous les
stades du cycle évolutif (MACFARLANE et coll., 1990) et les promastigotes de L. major
expriment, & température normale, la plupart de ces hsp (SMEJKAL et coll., 1988).
Apres choc thermique (37-41°C), les épimastigotes de 7. brucei expriment le profil
classique des hsp mais ces protéines sont aussi présentes dans la phase exponentielle de
croissance, a température habituelle (DE CARVALHO et coll., 1990). Dans les formes
trypomastigotes, la plupart des hsp synthétisées a 29°C sont également présentes a 24°C.
L’abondance des hsp dans les formes trypomastigotes métacycliques pourrait donc étre
un processus qui a lieu dans I’insecte vecteur , en vue de 1'adaptation du parasite & son

environnement futur chez 1’hdte vertébré (ALCINA et coll., 1988).
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Pathogéne

L. major

L. mexicana

L. tropica et
et L. enrettii

L. donovani

T. cruzi

T. brucei

C. fasciculata

P. falciparum

P. chabaudi
E. histolytica

S. mansoni

S. japonicum

T. annulata

hsp
hsp82, hsp70*, hsp6S,
hsp41, hsp23, hsp22

hsp83, hsp70, hsp68
hsp27, hsp26, hsp23
hsp22

hsp&8, hsp74, hsp54

hsp88, hsp74, hsp54
hsp70*

hsp83*, hsp70*, hsp60*
hsp55, mhsp70

hsp83, hsp70*

mhsp70*

hsp70*, hsp90*
arp78-like*

hsp70*

hsp70*

hsp86*, hsp70*, hsp60,
hsp58, hsp27 (p40)*

hsp70
hsp70*

54

stade de développement hsp antigénique

promastigotes non-infectieux (phase log)
et infectieux (phase stationnaire) de culture,

dans un milieu sans sérum et changement

de température de 26 4 34°C
promastigotes cultivés a 34°C

promastigotes cultivés a 37 ou 40°C

hsp&8, hsp74, hsp54 dans les pro-
mastigotes cultivés a 37 ou 40°C;
hsp70 tous les stades

hsp83, hsp70, hsp60 dans les
épimastigotes cultivés a 37-41°C;
hsp&3, hsp70, hsp60, hsp55 dans
les trypomastigotes cultivés a 27°C
eta37°C

dans tous les stades mais plus aprés

exposition a 37°C

protéine spécifique du stade intra-
érythrocytaire

dans tous les stades

trophozoites

hsp60, hspS8 dans les cercaires apres
exposition a 37-42°C; hsp70 , hsp86
exprimées constitutivement dans les
schistosomules a 37°C; p40 exprimée
constitutivement dans les ceufs et les
miracidies

exprimée constitutivement

exprimée constitutivement a 28°C,

augmentée a 37°C

hsp70

protéine de 85 kDa
cross-réactive avec les
hsp83 et hsp90, dans
les épimastigotes et le

trypomastigotes; hsp7

hsp70, hsp90

hsp70

hsp70

protéine de 86 kDa
cross-réactive avec les

hsp83 et hsp90;
p40

hsp70

Tableau 3: Listing des hsp parasitaires. * signifie que la protéine a été séquencée.



L’un des effets du choc thermique consiste en I'inhibition de I’épissage de I’ ARNm.
Ceci a été mis en évidence chez la drosophile (YOST et coll., 1986) et les cellules HeLa
(MAYRAND et coll., 1983). Apres choc thermique, l’assemblage des
ribonucléoprotéines et des U snRNP (pour uridine-rich small nuclear ribonucleoprotein)
(BOND, 1988) avec les hnRNPS (pour heterogenous nuclear ribonucleoproteins) et
d’autres facteurs, créent le “spliceosome” (MANIATIS et coll.,, 1987; SHARP,
1987a,b). Chez T. brucei, un choc thermique (42°C) augmente la quantit€¢ dARN steady-
state du SL, une réduction de la quantité des structures Y et une accumulation des
transcrits polycistroniques des génes de I’o— et B-tubuline (MUHICH et coll., 1988).
D’une fagon intéressante, le messager de la hsp 70 est maturé normalement (MUHICH et
coll., 1989). Cependant, chez Leishmania amazoniensis, aucun changement au niveau de
I’ARN "steady-state" de SL n'est observé mais le SL. RNP semble étre sensible au choc
thermique (MICHAELI et coll., 1993). L’accumulation des RNA du SL chez T. brucei

pourrait étre due 2 sa nonutilisation provoquée par I’inhibition de I'épissage.

3. Interaction héte/parasite - hsp - immunité

Ce triangle de mécanismes replace les protéines de stress dans la co-évolution des
parasites et de leurs hotes. Lors de 'infection de I’hbte par le parasite, 1'hdte répond
souvent par une inflammation locale et par la fievre. Bien siir, cela induit des hsp chez
certains parasites, mais également chez ’hote. FORSDYKE (1985) a suggéré que
I’accumulation de protéines anormales chez 1’hdte induirait une réponse de stress qui
pourrait €tre impliquée dans I'élimination des pathogénes via un mécanisme non-
immunologique, par discrimination du soi/non-soi. L’induction des hsp serait donc une
premiere ligne de défense contre des pathogeénes notamment intracellulaires.
Effectivement, des protéines du non-soi peuvent dans certains cas, induire une réponse
du type choc thermique; ceci a ét€ montré apres infection par des virus (YOUNG et coll,,
1990) et des parasites intracellulaires (POLLA, 1991). De plus, les macrophages

semblent utiliser des protéines de stress afin de se protéger contre les effets de leurs
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propres radicaux libres de l'oxygeéne, radicaux produits pendant I’infection par des
parasites se multipliant dans des cellules phagocytaires (YOUNG et coll., 1990). Dans le
cas de Salmonella typhimurium, le germe synthétise des hsp, en réponse a la présence de
péroxyde d’hydrogeéne (CHRISTMAN et coll., 1985). Une souche mutée de S.
ryphimurium qui n’est plus capable de générer une réponse de stress, n’est plus résistante
vis-a-vis de la lyse par des macrophages (BUCHMEIER et coll., 1990).

La famille des hsp70 est la famille la mieux caractérisée parmi les protéines de
stress. La comparaison des séquences des différentes hsp70 a révélé qu’elles sont
fortement conservées dans leur extrémité N-terminale et moins conservées du coté C-
terminal, ce qui est aussi en partie vrai pour la hsp90. Cette forte conservation structurale
a renforcé 1" hypothese que leur fonction est identique dans toutes les cellules.

Des tests d’'immuno-reconnaissance des hsp parasitaires par les sérums de patient
infectés des régions endémiques montrent qu’elles font partie des antigénes les plus

immunogéniques (tableau 4) :

Parasite famille de hsp %
S. mansoni hsp 70 100
hsp 40 90
S. japonicum hsp 70 100
O. volvulus hsp 70 50
B. pahangi hsp 70 (Bpa 26) 83
. hsp 70 (Bpa 36) 30
P. falciparum hsp 70-1 61
hsp 70-2 38
L. donovani hsp 70 53
T. cruzi hsp 70 100

Tableau 4 : Pourcentage des sérums de patients infectés qui réagissent avec la hsp du

parasite infectant (MAZIER et coll., 1991).
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Ainsi, les hsp70 font partie des antigénes majeurs de parasites, non seulement a
cause de leur abondance (jusqu'a 1 % des protéines synthétisées par le schistosome
adulte; MAZIER, 1991), mais aussi du fait de leur immunogénicité. D’une fagon
intéressante, la réponse humorale contre les hsp70 semble Etre trés spécifique et
discriminante: en effet, les anticorps anti-hsp70 parasitaires ne reconnaissent
normalement pas les hsp70 de I’hdte et rarement les hsp70 d’autres espeéces (MAZIER et
coll.,, 1991). Ceci n'est pas le cas pour les anticorps obtenus a partir des hsp70
dénaturées: la réactivité croisée est alors importante entre les différentes hsp70 (MAZIER
et coll., 1991). Cependant, les épitopes immunodominants des hsp70 natives sont
probablement localisés dans des régions faiblement conservées (MAZIER et coll., 1991).

L’immunisation en utilisant une hsp70 a abouti & une protection contre I'infection
par Plasmodium falciparum (MAZIER et coll., 1991). De plus, I’hsp70 mycobactérienne
a été utilisée comme adjuvant et protéine porteuse pour un peptide issu de la protéine
circumsporozoite (CS) de P. falciparum, dans les tests d'immunisation d’un singe
(PERRAUT et coll., 1993).

Cette utilisation de la hsp70 parasitaire comme adjuvant pose évidemment le
probleéme des réactions croisées avec les hsp70 de 1’'hdte. Comme nous I'avons déja
mentionné, la réponse vis-a-vis des hsp70 est relativement spécifique. Néanmoins,
I’autoimmunité est aussi un des problémes qu'il faut prendre en considération pour les
expériences d’immunisations avec les hps70. En effet, méme pendant I’infection naturelle
par P. falciparum, le Pthsp70 induit des anticorps auto-réactifs (MATTEI et coll., 1989)
qui sont éventuellement diis a I’activation polyclonale des lymphocytes B. Mais, jusqu’a
maintenant, il n’y a aucune preuve de leur implication dans la pathologie.

Dans la maladie de Chagas, ot la pathologie est en partie due aux clones
autoréactifs, aucune réactivité croisée entre les anticorps anti hsp70 de T. cruzi,
provenant de la phase chronique de I'infection chagasique, et 1a hsp70 humaine n’a été

observée (ENGMAN et coll., 1989).
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Tout le probleéme de I'immunologie de la hsp70 repose sur la présentation de cette
protéine au syst¢tme immunitaire. En effet, la protéine native n’induit normalement pas
d’anticorps autoréactifs. Ceci n’est pas vrai pour la hsp65 des bactéries qui induit des
anticorps et des cellules T /8 autoréactives (KAUFMANN, 1990).

Dans les parasites, la hsp majoritairement reconnue par le syst¢éme immunitaire est la
hsp70 mais parfois, la hsp90 ou les hsp de petits poids moléculaires le sont aussi. Par
contre, la hsp60 n’est, jamais reconnue (MORANGE et coll., 1991). Au cours d’une co-
infection de 'homme par T. cruzi et L. bransiliensis bransiliensis, 1a hsp70 est le
déterminant antigénique majeur (YEYATI et coll., 1991).

T. cruzi contient plusieurs genes (> 10, organisés dans un cluster) codant pour les
isoformes de la hsp70 (REQUENA et coll., 1988). Certains de ces génes sont exprimés
d’une fagon constitutive (28°C), d’autres sont inductibles par un choc thermique (37°C)
(REQUENA et coll., 1992). Le locus des hsp70 chez T. brucei comporte 7 génes
(GLASS et coll,, 1986) qui ont une sensibilité différente aux chocs thermiques (LEE et
coll., 1990; LEE et coll., 1990a). L. major a arrangé les génes dans deux loci différents:
4 genes de hsp70 dans le premier locus et un seul géne dans le deuxieme. Le premier est
inductible par choc thermique tandis que le deuxieéme est exprimé de fagon constitutive
(LEE et coll., 1988).

Les hsp70 mitochondriales (mhsp70) de T. cruzi -plus homologues aux hsp70
bactériennes qu’aux hsp70 eucaryotes- (ENGMAN et coll., 1989), Crithidia fasciculata
(EFFRON et coll., 1993) et de Saccharomyces cerevisiae (CRAIG et coll., 1989),
contiennent un peptide signal qui permet le transfert dans la mitochondrie. Celles de
Trypanosoma cruzi sont codées par deux genes (ENGMAN et coll., 1989). Jusqu’'a
maintenant, on ne sait pas si les deux génes des mhs70 de T. cruzi sont exprimés de

facon différente ou non.
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L’expression différentielle des hsp des parasites pourrait étre un mécanisme
d’adaptation a leur hote qui est souvent homéotherme et posséde une température de 10 a
15°C supérieure A celle des hotes intermédiaires. L’hote, de son coté, réagit A I'infection
parasitaire par I’expression immédiate des hsp. Malgré I'homologie des hsp entre elles,
des réactions autoimmunes sont rares. Ceci montre qu’il y a un équilibre entre les deux

organismes, équilibre qui s’est établi au cours de la co-évolution du parasite et de son

hdte.

1. Mécanismes impliqués dans les processus de résistance et de

détoxification

a) Mécanismes de résistance

L’environnement impose aux organismes, de nombreux stress auxquels il doivent
s’adapter. Les facteurs de stress sont par exemple, les variations de la température,
d’osmolarité, les radiations, le niveau d’oxydo-réduction et les xénobiotiques (figure
6).

Des étres vivants comme les parasites peuvent changer brusquement de milieu de
vie, en passant d’une forme libre & une vie parasitaire ou I’inverse ou encore, en passant
d’un hote a un autre.

Afin de répondre a ces différentes conditions de vie, les organismes ont développé
des mécanismes de résistance. La résistance aux xénobiotiques est présente chez tous les
organismes. Les processus impliqués sont trés divers. En effet, les xénobiotiques
peuvent étre détoxifiés, éliminés; leur passage transmembranaire peut &tre inhibé ou

encore, leurs cibles peuvent €tre modifiées.
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Résistance naturelle des organismes

Résistance des bactéries Résistance des mouches Résistances des
contre les antibiotiques contre les insecticides parasites

Préneoplasie d
Résistance Résistance des
. plantes contre les
Résistances des cellules contre herbicides
tumorales contre les
médicaments anti-cancereux et
l'irradiation
Résistances des cellules Chaleur: Oxygene:
normales contre les Tolérance contre le Résistance
cytotoxines et l'irradiation choc thermique contre le stress
oxydatif

[ Schema des résistance chez les organismes (d'aprés HAYES & WOLF, 1988 ) E




Tous les mécanismes de résistance décrits existent chez les parasites. La résistance
des parasites devient un probleéme de santé publique majeur. En effet, le traitement des
patients par des produits anti-parasitaires a conduit a I’apparition de nombreuses souches
résistantes.

- Dans le cas du paludisme, ’apparition de la résistance de Plasmodium falciparum 2 la
chloroquine fait des ravages parmi les populations touchées alors que le mécanisme
impliqué n’est pas encore identifié. Un phénomene de résistance multiple est par ailleurs
connu pour les especes du genre Plasmodium (revue par SCHUSTER et coll., 1993).

- Chez certains schistosomes, la perte d’une activité enzymatique est a 1’origine de la
résistance vis-a-vis des hycanthones/oxamniquines (revue par CIOLI et coll., 1993).

- La résistance chez Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis et certaines bactéries
Gram-positives comme Bacteroides fragilis et Clostridium est apparue apreés traitement au
Métronidazole contre les infections provoquées par des germes anaérobies. La résistance
serait due a une diminution de I'expression ou a I’absence de certaines enzymes. Ceci est
le cas pour la pyruvate : ferridoxine : oxydoréductase et I’hydrogénase chez Gardia et
Trichomonas (pour revue JOHNSON, 1993; UPCROFT et coll., 1993).

- Chez Leishmania, des résistances vis-a-vis des antimoines pentavalents sont apparues
dans les années 40 et se répandent encore (pour revue OUELLETTE et coll., 1993).

- Chez les trypanosomes africains, la résistance vis-2-vis de plusieurs médicaments est
due a la déficience en un transporteur de purines. La nouvelle drogue DL-o-
difluorométhylornithine (DFMO) est active contre les Trypanosomes d’ Afrique de 1'ouest
mais pas contre ceux d’Afrique de I’est. D’autres résistances contre le melarsoprol, les

diamidines et la suramine sont fréquentes (pour revue, BACCHI, 1993).

b) Mécanismes de détoxitication

Parmi les différents mécanismes de résistance, la détoxification des xénobiotiques
prend une place importante. On peut distinguer trois étapes dans le métabolisme des

xénobiotiques:
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1. Rendre les xénobiotiques plus hydro-solubles par oxydation, réduction ou hydrolyse
(phase I). Les enzymes qui catalysent ces réactions sont les cytochromes P-450 et les
oxydases flaviniques (ISHIKAWA, 1992). Ces réactions de phase I peuvent permettre
I'engagement de certains xénobiotiques dans des réactions de phase I1.
2. Conjugaison de certains produits de la phase I avec le GSH, le glucuronate (dans le
regne animal) ou les résidus malonyl- ou glycosyl (dans le reégne végétal) (phase II). Ceci
les rend plus hydrosolubles et les prépare pour étre exporté€s hors de la cellule. Les
enzymes catalysant le transfert du xénobiotique au GSH sont nommées glutathion S-
transférases (GST). Certaines GST sont aussi impliquées dans le métabolisme des
produits biologiquement actifs comme le leucotriene A4 des prostaglandines (SIES,
1988) et I’'hépoxiline A3 (ISHIKAWA, 1992).
3. Exportation des glutathion S-conjugués par une pompe ATP-dépendante
(ISHIKAWA, 1992; MARTINOIA et coll., 1993) (phase III). Cette pompe n’exporte
pas seulement les xénobiotiques conjugués avec le glutathion mais également le
leucotriene A4, les prostaglandines A et J et I’hépoxiline A3.

Bien que ce mécanisme de détoxification élimine certains xénobiotiques, certains

des produits intermédiaires sont plus toxiques que le produit de départ.

2. Enzymes impliquées dans les mécanismes de résistance et de

détoxification

a) Les glutathion S-transférases ou GST

Les GST occupent une place clé dans la détoxification et le transport des molécules
lipophiles (MANNERVIK et coll., 1985a). Elles catalysent I’attaque nucléophile du
glutathion (y-Glu-Cys-Gly) sur une large gamme de composés hydrophobes possédant
un centre électrophile (époxydes, hydropéroxydes, thiocyanates, esters, alkénes,
lactones,...). Une autre activité de certaines GST a été mise en €évidence en utilisant les
hydropéroxydes comme substrat; il s’agit de D'activité glutathion péroxydase

indépendante du sélénium (KETTERER et coll., 1988).

62



63

La séquence primaire des différentes GST a permis de distinguer trois grandes
classes:
- les GST cytosoliques,
- les GST microsomales,

- les GST ayant une activit¢ “‘macrophage inhibitory factor” (MIF).

(1) Les GST cytosoliques

Ce groupe est le plus vaste et le plus étudié des GST. Les enzymes sont associées
sous forme d’homo- ou d’hétérodiméeres, chaque sous-unité posséde un poids
moléculaire de 23 a 28 kDa.

La classification est basée selon plusieurs criteres:
- le poids moléculaire,
- le point isoélectrique,
- les propriétés enzymatiques,
- les spécificités vis-a-vis des diftérents substrats,
- la séquence primaire en acides aminés.

Cinq familles multigéniques ont été répertoriées: a, U, w, c, et 6 (BUETLER et
coll., 1992). Les sous-unités des GST sont souvent codées par des génes multiples.
Cette diversité est certainement due 2 la duplication d’un géne ancestral, suivie d’une

diversification par mutations.

La famill -GST

Toutes les a-GST connues ont ét€ caractérisées exclusivement chez les vertébrés. Parmi
ces GST, la GST Ya du rat est la mieux connue. L’expression de cette enzyme est
souvent liée & la présence de phénobarbital, de composés aromatiques plans, de tert-butyl
hydroquinone, de métaux lourds, d’arsenate et d’arsenite (revue par DANIEL, 1993). De
plus, les o-GST de la souris sont impliquées dans la détoxification de certains

xénobiotiques, par exemple 1’atlatoxine B4-8,9-époxyde (BUETLER, 1992).



La famille des u-GST

La famille des p-GST contient des protéines de vertébrés, de nématodes et de trématodes.
Ces GST sont également impliquées dans la détoxification des xénobiotiques comme par
exemple, certains carcinogenes. En etfet, il a ét€ montré que des fumeurs déficients en pi-
GST ont un risque plus élevé de développer un cancer du poumons (KIHARA et coll.,
1993).

Les GST de Schistosoma et de Fasciola hepatica ne sont pas classifiées. La GST de 28
kDa de S. mansoni (Sm28GST) et la GST de 26 kDa de S. japonicum (Sj26GST)
possedent des spécificités de substrat et des sensibilit€s envers les inhibiteurs d’un type
intermédiaire entre les GST o, [ et # (WALKER et coll., 1993). Cependant, ’analyse de
plusieurs parametres laisse penser que la Sm28GST est du type p et la Sj26GST, d’un
type intermédiaire a o et .. Pourtant, une simple comparaison de la séquence N-terminale
(71 acides aminés) place la Sm28GST dans la famille des 6-GST (BUETLER et coll.,
1992). Des protéines homologues a la Sm28GST ont été clonées chez S. haematobium
et S. bovis (TROTTEIN et coll., 1992).

Lorsqu'on immunise des rongeurs ou des singes avec la Sm28GST, ceux-ci
montrent une certaine protection vis-a-vis de I’infection par S. mansoni. L'immunisation
diminue également la fécondité des femelles (BOULANGER et coll., 1991). De méme,
I’'immunisation des bovins par la GST de 28 kDa diminue la production des oeufs chez
S. bovis mais pas la charge parasitaire (BUSHARA et coll., 1993). De plus,
I’immunisation des ovins par la GST de 28kDa de Fasciola hepatica permet une

protection non négligeable contre I'infection par ce trématode (SEXTON et coll., 1990).

La famille des -GST

Les GST de la famille 7 sont en général codées par un seul géne par espece et trés
peu d’isoformes ont été décrits jusqu’a aujourd’hui. Une seule n-GST d’invertébré a été
séquencée jusqu’a maintenant (WESTON et coll., 1989) mais aucune caractérisation

enzymatique n’a été réalisée.
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I1 est cependant intéressant de noter que I'expression de ce type de GST est
augmentée dans certains types de tumeurs par un facteur qui agit en trans (MORIMURA

etcoll., 1993) et qui reste a caractériser.

La famille des 0-GST

En 1992, BUETLER a proposé & partir d’un alignement de séquences, de
considérer une famille supplémentaire: les 6-GST. Cette nouvelle famille contiendrait les
GST de 28kDa des especes du genre Schistosoma, les GST et les S-crystallines des
céphalopodes. Cependant, les caractéristiques enzymatiques des GST 28 kDa se
rapprochent plutdt de celles de la famille .

On soupgonne que les GST et les S-crystallines des céphalopodes ont le méme
ancétre moléculaire. Bien que les S-crystallines ne montrent aucune activité GST, elles
sont en matiere de séquence primaire trés proches des GST (TOMAREYV et coll., 1993;
HARRIS et coll., 1991).

La famille des 6-GST

La famille 6 des GST est la plus hétérogéne. Elle regroupe des protéines qui
appartiennent aux différents ordres du monde animal et végétal ainsi que des bactéries.
Comme cela a été déja mentionné, cette tamille semble étre 1a plus ancienne (PEMBLE et
coll., 1992).

En général, les GST classées dans cette famille ont un Km plus élevé que les autres.
Par exemple, la GST 5-5 du rat posséde un Km qui est environ 50 fois plus élevé que
celui des GST «, p et «. Par ailleurs, cette GST n’est pas inhibée par les glutathion S-
conjugués, ce qui est le cas dans les familles o, p et ® (MEYER, 1993). |

Certaines 6-GST sont également induites par des hormones végétales (MEYER Jr
etcoll., 1991; TAKAHASHI et coll., 1992a).

D’autres membres de cette famille sont impliqués dans la détoxification des
herbicides (SHAH et coll., 1986) ou encore dans la réponse du blé, apres infection par

un champignon (DUDLER et coll., 1991).
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Les GST bactériennes sont impliquées dans le métabolisme des hydrocarbures
halogénés (LA ROCHE et coll., 1990) et dans la dégradation de la lignine (DANIEL,
1993).

Cette famille contient également des protéines pour lesquelles aucune activité GST
n’a pu étre mise en évidence jusqu’a présent, telles que la protéine SSP d’Escherichia coli
ou I'URE 2 de la levure. La SSP est induite quand il existe une déficience en acides
aminés (REEH et coll., 1976; FUKUDA et coll., 1985) et 'URE 2 est impliquée dans
I’inactivation de la glutamine synthétase (COSCHIGANO et coll., 1991).

En 1991, HARRIS et coll. (1991) ont décrit une GST mitochondriale du foie de rat
codée par le noyau contenant apparemment une séquence amino-terminale de 5 acides

aminés nécessaires 4 1a translocation dans la mitochondrie.

66



GST:

Vertébrés:

homme

rat

souris

hamster

cochon d’Inde
lapin

bovin

porc

poulet

carrelet

truite
Céphalopodes:
Ommastrephes sloanei
O. sloanei pacificus
Loligo vulgaris
Octopus dofleini

Plathelminthes:

Schistosoma mansoni

S. japonicum
S. bovis
S. haematobium

Fasciola hepatica

Nemathelminthes:

Caenorhabditis elegans
Insectes:

Drosophila spec.
Musca domestica

Champignons:
Issatshenkia orientalis

X

MoX K )X
wooX X

>x

X3
X3

>

X2

X2
X2

continu...
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GST; o 14 T 0 o

Plantes:
Tabac (protéine parB)
Triticum

Zea mais

KoK K X

Daucus caryophyllus

Bactéries:
Methylobacterium spec.
Proteus mirabilis
Serratia marcescens
Mitochondrion du rat

P I S

Tableau S : Présence des différentes familles de GST dans les espéces. Ce tableau est

établi A partir des résultats publiés par BUETLER et coll., 1992; PEMBLE et coll., 1992;

TOMAREYV et coll., 1993; WALKER et coll., 1993.

lyce groupe contient les S-crystallines.

2) Les GST de 28 kDa sont répertoriées dans cette famille apres I’alignement des
séquences. Cependant plusieurs autres parametres permettent leur classification dans
la famille des u-GST (WALKER et coll., 1993).

3) Les GST de 26 kDa sont apparemment d’un type intermédiaire entre les familles o

et 0 (WALKER et coll., 1993).



En 1992, PEMBLE et coll. ont proposé un “arbre généalogique” des GST (figure
7). Les familles o, p et © posseédent les plus fortes homologies. L hypothése est que ces
familles posseéderaient un seul geéne progéniteur, a partir duquel les différents types de
GST ont evolué. Le mécanisme proposé est une duplication de ce géne, suivi d’une
diversification par mutations. La famille 8 contient les protéines appartenant aux espéces
phylogénétiquement les plus anciennes (bactéries, champignons). L’homologie des 6-
GST avec les aotres familles atteint au maximum 7 % lorsque 1’on consid@re la totalité de
la séquence. Les régions conservées entre 0-GST et les familles o, | et  se trouvent
autour de 1'acide aminé 70. Cependant, deux régions amino-terminales sont conservées
uniquement entre o, |, . L hypothese proposée par les auteurs est donc que les GST

des familles o, p et w ont évolué a partir d’une copie d’un géne codant pour une 6-GST.

Réactions chimiques catalysées par les GST.
Bien qu’il existe une grande hétérogénéité dans la séquence primaire des différentes

familles de GST, ces protéines posseédent toutes des fonctions enzymatiques semblables.

1. Conjugaison avec le GSH
RX + GSH ------ > R-SG + HX

2. Réduction de fonction hvdropéroxyde en fonction alcool

R-OOH + 2 GSH ------ > R-OH + GSSG + H,0

3. Isomérisation par déplacement d’une double liaison

RI-CHz'CH=CH'R2 """ > RI'CH=CH'CH2-R2
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Relation en terme d'évolution entre les différentes familles de gluta-
thion S-transférases (d'aprés PEMBLE & TAYLOR, 1992, avec
quelques modifications)

GST théta — 3 Mitochondrie

bactérienne
9 Théta Théta
¢ Alpha
URE 2 | '
levure Pi/Alpha/Mu ~—— Pi/Alpha —— Pi

Sigma — S-crystallines

——— GST céphalopode

Mu

Figure 7




Structure des GST cytosoliques

Les GST cytosoliques sont composées de deux domaines: le domaine amino-
terminal d’environ 80 acides aminés fixant le glutathion (domaine G) et le domaine
hydrophobe carboxy-terminal fixant le substrat (domaine H). En général, le domaine H
ne posséde pas une grande spécificité pour le substrat car de nombreuses GST sont
capables de fixer plusieurs composés.

L’importance des différents résidus impliqués dans la fixation et I’activation du
GSH ainsi que dans la catalyse, a pu €tre étudiée chez les GST cytosoliques de classe &,
1 et . Deux approches ont ét€ essentiellement utilisées:
- la diffraction aux rayons X,

- la mutagenese dirigée.

La structure tri-dimensionelle des GST cytosoliques

Les structures tri-dimensionnelles de trois GST ont été publiées :

GST Ligand Auteur
7 (porc, poumon) glutathion-sulfonate  (REINEMER et coll., 1991)

(DIRR et coll., 1991)
nt (homme, placenta) S-hexylglutathion (REINEMER et coll., 1992)

u (rat, foie) glutathion (JTetcoll., 1992)

Tableau 6: Les GST analysées par diffraction en rayons X

Les structures secondaires (établies & partir des structures tri-dimensionnelles) de la

7®-GST de ’homme, de la ©-GST du porc ainsi que de 1a u-GST du rat se ressemblent de

fagon étonnante.
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Domaine _humain TT_porg L rat

G Bl 3.7 Bl 3-7 Bl 27

oA 1523 oA 1523 al 1422
B2 29-32 B2 29-32 B2 27-32
oaBl  35-39 aB/3]( 38-43 a2 43-46
aB2  40-44

B3 52-55 B3 52-55 B3 61-64
B4 58-61 B4 58-61 B4 67-70
oC  63-71 oC  63-74 a3 72-82

H oD 81-107 oD  81-107 a4 90-114

oE  109-133 oF  109-133 asa  119-127
319 135-137 30 135137 asb  130-141
oF  148-163 oF  148-163 o6 154-169
3,0 168170

oG 172-183 oG 172-182 o7  178-189
aH  185-191 oH  185-192 o8  191-197
of 194197

Tableau 7: Comparaison des structures secondaires des différentes GST dont les
structures tri-dimensionnelles sont connues (tableau 6).
o hélices alpha (A-I pour les =-GST, 1-8 pour la u-GST), B: feuillets béta (1-4 pour

les trois GST); 3,, est une forme hélicoidale.



Eude des GST par mutagenése dirigée
Grice a l'analyse des structures tri-dimensionnelles et & 'aide de diverses
modifications chimiques, les acides aminés importants ont pu €tre déterminés et choisis

pour subir une mutation.

GST mutation activité relative fixation relative reférence

spécifique du glutathion
o Y6F 2-8 % 1
o R13I 2,0 % 2
o Q54N 7,0 % 2
o P56F 0 % 2
T Y7F 0,7 % 27,0 % 3
s RI11S 51,0 % 3
T R13S 0,3 % 6,9 % 3.4
n L48F 9,0 % 4
T D57K NM 8.0 % 4
yis G58F 21,0 % 4
14 Q64R 0,5 % 5,0 % 4
s Q62L 0,3 % 29 % 3
i I68Y NM 4
yid H71R 11,0 % 4
s L72F 0,6 % 4,0 % 4
T D96L 0,4 % 53 % 3
yis R182S 11,0 % 4

Tableau 8: La colonne intitulée "mutations” indique le résidu muté et sa position ainsi
que le nouveau résidu; NM: non-mesurable; (1) a-GST humaine (STERNBERG et coll.,
1991); (2) -GST de rat (WANG et coll,, 1993); (3) n-GST humaine (MONAHARAN
et coll,, 1992a); (4) n-GST humaine (MONAHARAN et coll., 1992b).



Les résultats de ces travaux mettent en évidence un certain nombre de résidus
essentiels pour la fixation du glutathion ou la catalyse enzymatique. Une étude théorique
de KARSHIKOFF et coll. (1993) renforce les observations de plusieurs auteurs qui ont
montré que la tyrosine 6 ou 7 (selon les GST) est indispensable pour créer I’anion
thiolate GS- qui posséde une forte réactivité nucléophilique. L’anion thiolate représente
une forme du glutathion particulierement réactive. Ceci est étayé par I’observation que le
pKa du glutathion fixé est plus faible que celui de GSH libre (pKa 6-7 au lieu de =9)
(LIU et coll., 1992; KARSHIKOFF et coll., 1993). De plus, la mutation du résidu Tyr7
en Phe diminue la fixation du GSH de 73 % mais supprime complétement I’activité
enzymatique.

Les résidus formant la cavité dans laquelle le GSH est fixé, sont tous situés dans le
domaine G. Cependant, un résidu du domaine H de I’autre sous-unité est impliqué dans
la fixation du GSH (REINEMER et coll., 1991; JI, 1992). En ettet, la GST native est un

dimere composé de deux sous-unités homo- ou hétérologues.

(2) Les GST microsomales

Ce type de GST a ét€ décrit dans un premier temps dans les microsomes du foie du
rat puis a été trouvé en quantité plus faible, dans divers autres tissus. La distribution de
ces protéines semble &tre liée a leur role de détoxification (MORGENSTERN et coll.,
1984). Dans les hépatocytes, la GST microsomale est localisée dans la membrane et la
lumiére du réticulum endoplasmique (ou microsomale) plutdt que dans la membrane
externe de la mitochondrie (MORGENSTERN et coll., 1984). Cette enzyme posséde
également une activité péroxydase sélénium-indépendante vis-a-vis des produits de
péroxydation des lipides, comme par exemple 1’hydropéroxyde de cumene
(MORGENSTERN et coll.,, 1983) et I'hydropéroxyde de l’acide linoléique
(MORGENSTERN et coll., 1988). Ainsi, les GST microsomales pourraient &tre
impliquées dans la protection des membranes contre le stress oxydatif (MOSIALOU et

coll., 1993).
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Les GST microsomales ne sont pas induites par les inducteurs classiques des GST
cytosoliques tels que le phénobarbital, le 3-méthachloranthréne et I'oxyde de trans-
stilbéne (MORGENSTERN et coll., 1980).

La structure des GST microsomales est essentiellement de nature hydrophobe
(MORGENSTERN et coll., 1980). Ces enzymes ont un poids moléculaire d’environ 17

kDa et leur structure quaternaire 8’ organise en trimére (MORGENSTERN et coll., 1985).

(3) Les MIF (“migration inhibitory factors” pour facteur inhibiteur de migration)

Récemment, I'utilisation d'une colonne d’affinité du type S-hexylglutathion a
conduit a la purification d’une protéine de poids moléculaire 13 kDa issue du foie de rat
(BLOCKI et coll., 1992). Cette protéine posseéde une homologie presque totale avec le
MIF humain dans sa région N-terminale déterminée par microséquengage peptidique. De
plus, ce facteur s’avere positif dans le test d’inhibition de la migration des macrophages.
L’activité vis-a-vis du 1-chloro-2,4-dinitrobenz¢ne (CDNB) n’est pas significative. En
revanche, cette protéine catalyse la conjugaison du glutathion avec le 1,2-époxy-3-(p-
nitrophénoxy)propane.

Bien que cette protéine posseéde une activité enzymatique de type GST et qu’elle
soit purifiée grice a son affinité pour le glutathion, son homologie avec les GST est trés
faible. Jusqu'a présent, aucune donnée ne permet de savoir si cette activité glutathion S-

transtérase est liée a la fonction MIF.

oxydatif).

En plus des GST, il existe de nombreuses enzymes intervenant dans les processus

de détoxification et plus particulierement contre les intermédiaires oxygene-réactifs
(figure 8).

Les plus importants sont :
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Défense biologique contre le stress oxydatif

GSSG ou T[S],
G+ H0, (@) + HO +HO
queroxide Fe-péroxidase réduction
dismutase GSH/T[SH], péroxydases non-enzymatique
(SOD) Catalases (GSH ou T[SH],)

oxydo- . - SOD oxydo- .
0, réductases 0, _\.l B0 éductases HO
0,

Défence biologique contre les dommages qui résultent du stress oxydatif [
(d'apres WALSH et coll. 1991, modifié).

Des intermédiaires oxygenes réactifs (IOR) sont produits par les mécanis-

mes d'oxydo-réductions. Ces IOR (O,, H,0, et HO*) sont tres réactifs et

donc toxiques pour les cellules. Ils peuvent €tre détoxifiés par des enzy-
mes comme la SOD, les péroxydases et les catalases. Un autre moyen est
la voie non-enzymatique par le glutathion ou le trypanothion.

Figure 8
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(1) Les superoxydes dismutases (SOD).
Ces enzymes sont des métallo-enzymes, qui sont classées selon trois groupes
majeurs:
- SOD a cuivre qui contiennent partois aussi du zinc (Cu?, Cu* -SOD),
- SOD & fer non-hémique (Fe*, Fe -SOD),
- SOD a mangangse (Mn?**, Mn? -SOD).
Ces enzymes catalysent la réaction de 1’anion superoxyde en hydrogéne-péroxyde:

2 0,7 + 2H+ 30D 5 H,0, + 0,

(2) Les péroxydases (Px).

Nous pouvons distinguer trois grands groupes essentiels selon le co-facteur utilisé:
- les péroxydases fer-dépendantes,
- les péroxydases glutathion-dépendantes,
- les péroxydases trypanothion-dépendantes.
De plus, certaines de ces péroxydases sont des séléno-GSH-péroxydases.

Ces enzymes catalysent la réduction du péroxyde d’hydrogene ainsi que celle de
certains hydropéroxydes:

2 GSH + H,0, -BX_> GSSG + 2 H,0

2 GSH + ROOH BX_> GSSG + ROH + H,0

(3) Les catalases (Cat).
Ces enzymes qui sont des Fe-hémoprotéines qui possédent une activité

péroxydase. Les catalases catalysent la réaction suivante:

H,0, + H,0, -Cal_> 0, + 2 H,0



; Movens de protection contre le stress oxydatif et les

xénobiotiques chez les Trypanosomes

Il est connu que Trypanosoma cruzi est trés susceptible au stress oxydatif. En effet,
bien qu’il posséde une superoxyde dismutase, probablement du type Cu, Zn-dépendante
(BOVERIS et coll., 1977, DOCAMPO, 1990), ce parasite est déficient en catalase
(DOCAMPO, 1990). Une activité péroxydase, dépendante de T[SH], a été démontrée
chez C. fasciculata et T. brucei (HENDERSON et coll., 1987). Cette activité
péroxydasique est de nature non-enzymatique chez 7. cruzi (CARNIERI et coll., 1993).
Néanmoins, cette activité ne peut éliminer qu’une faible quantité de péroxyde
d’hydrogene. L’activité péroxydasique de C. fasciculata et T. brucei n’ayant pas été
purifiée, il est ditficile de savoir si cetie activité est de nature enzymatique ou non.

La seule possibilité pour T. cruzi de se débarrasser du péroxyde d’hydrogeéne
semble &tre le trypanothion car il est assez réactif pour permettre la réduction de H,0,. Le
T[SH], semble donc remplacer les activités péroxydase et catalase. Cette déficience en
diverses enzymes chargées de lutter contre le stress oxydatif pourrait expliquer la
susceptibilité de 7. cruzi aux molécules augmentant le stress oxydatif comme le

nifurtimox, le cristal violet et éventuellement le benznidazole.

b) Métabolisme du glutathion et du trypanothion chez les Trypanosomes.

L’une des caractéristiques des Kinetoplastidae est qu'en plus du glutathion (pour le
métabolisme du GSH voir figure 9), ils utilisent aussi un dérivé de celui-ci qui est le
trypanothion. Cette molécule résulte en fait de la conjugaison de deux molécules de
glutathion avec une polyamine, la spermidine (figure 10 I). Les deux différences
majeures entre le glutathion et le trypanothion sont:

1) la charge: le GSSG est chargé négativement alors que le T[S], est chargé

positivement,



Métabolisme et conjugaison du glutathion
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2) le pont spermidine qui donne un aspect hydrophobe 2 la partie carboxy-terminale de la
molécule.

Le trypanothion est synthétisé a partir de deux molécules de glutathion et une
molécule de spermidine. La trypanothion-synthétase catalyse la premiere réaction ol une
molécule de glutathion est liée & son extrémité carboxylique a une molécule de
spermidine. Deux différents produits existent : la N!- et 1a Né-glutathionylspermidine. La
trypanothion-synthétase ajoute a ces molécules, une molécule de GSH afin de synthétiser
le trypanothion. Ces deux réactions sont ATP-dépendantes. Le trypanothion oxydé T[S],
peut étre réduit par la trypanothion-réductase en T[SH],. Ces trois enzymes sont uniques
pour les Kinetoplastidae. La glutathion-réductase des autres organismes n’utilise pas le
trypanothion mais le glutathion et vice-versa. Ces enzymes sont les cibles potentielles de

nouveaux médicaments spécifiques des parasites.
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[ Les thiols glutathion et trypanothion chez les trypanosomes [
et les inhibiteurs de la voie de synthése du trypanothion
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I. Formes oxydées et réduites des thiols glutathion et trypanothion (d'apres
FAIRLAMB & CERAMI 1992).

II. La voie de synthese du trypanothion.
DMFO : difluorométhylormithine. (d'apres WALSH et coll. 1991).




Les trypanosomes sont capables de synthétiser le glutathion de novo par la voie
classique. L’autre composant, le trypanothion, est synthétisé a partir de 1’ornithine. Des
substances inhibitrices de la voie de syntheése du trypanothion sont indiquées dans la
figure 10 II. Le DMFO n’agit pas sur T. cruzi car celui-ci ne contient pas d'ODC. En
revanche, une arginine-décarboxylase a été mise en évidence par MAJUMDER et coll.
(1992). Cette enzyme n’existe pas chez les mammiteres. Elle catalyse la décarboxylation
de I’arginine en agmatine qui pourrait &tre convertie ensuite en putrescine, afin d’étre
utilisée pour la syntheése de la spermidine. Cependant, les précurseurs de la spermidine:
I'ornithine, 1'adénosine, la méthionine, 1'agmatine et l'arginine ne peuvent pas étre
utilisés pour sa synthese et 7. cruzi est dépendant des polyamines (putrescine, spermine
ou spermidine) présentes dans le milieu de culture (ARIYANAYAGAM et coll. 1993).

Les inhibiteurs de la trypanothion-réductase sont & 1’heure actuelle, encore trop
toxiques ou peu actifs in vitro ou in vivo. Jusqu'ad maintenant, aucun médicament
intervenant dans les voies métaboliques indiquées dans la figure 9 n’est employé€ contre
T. cruzi.

Les pourcentages des trois différents thiols glutathion, glutathionylspermidine et
trypanothion chez les différentes espéces sont indiqués dans le tableau 9. 11 est
important de noter que ces pourcentages varient selon la phase ou les conditions de
culture. Il faut noter qu’E. coli, qui ne poss¢de pas de trypanothion (FAIRLAMB et
coll.,, 1992), produit également comme dans le cas de C. fasciculata, plus de
glutathionylspermidine dans la phase stationnaire (TABOR et coll., 1975). Le
glutathionylspermidine est utilisé dans ce cas, comme réservoir de spermidine (SHIM et

coll., 1988).
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Organisme GSH total % GSH sous forme de

(nmol/108_cellules) GSH GSH-SPD T[SHI],
T.c. epi 9.5 19 2 79
T.b. sang 5,6 24 5 71
T.b. proc 11,4 27 4 69
C.f. exp 51,1 12 20 68
C.t. stat 38,7 10 68 22
L.b.g. prom 13,7 14 4 82
L.d. prom 15,6 14 4 82

Tableau 9 : Pourcentages de glutathion, glutathionyl-spermidine et de trypanothion
chez les différents Trypanosomatidae. T.c.epi: T. cruzi stade épimastigote; T.b. sang.:
T. brucei stade sanguicole: T.b. proc: T. brucei stade procyclique; C.f. exp: C.
fasciculata culture en phase exponentielle; C.1. stat: C. fasciculata culture en phase
stationnaire; L.b.g. prom: L. brasiliensis guanensis stade promastigote; L. d. prom: L.

donovani stade promastigote. (d'aprés FAIRLAMB et coll., 1992).

¢) Les moyens de détoxification

- la phase I rend les xénobiotiques plus hydrosolubles par oxydation, réduction ou
hydrolyse. Celle-ci est catalysée par les cytochromes P450 et les oxydases
flaviniques;

- la phase II est la conjugaison de certains produits de la phase I avec le GSH, le
glucuronate ou les résidus malonyl- ou glycosyl;

- 1a phase III comprend 1’exportation des glutathion S-conjugés par une pompe ATP-

dépendante.



La présence des cytochromes P450 dans T. cruzi a ét€ démontrée par différents
groupes (GOAD et coll.,, 1989; AGOSIN et coll., 1976; AGOSIN et coll., 1976;
AGOSIN et coll., 1984; BERGER et coll., 1993). Cependant, le type exact de ce(s)
P450(s) n’est pas encore connu.

Les enzymes de la phase IT sont encore a I'heure actuelle beaucoup moins connues.

Certains travaux concernant I’ activité GST chez les Trypanosomes ont été effectués.
Des activités de I'ordre de 0,8-2,0 nmoles par minute et par milligramme de protéine en
utilisant le CDNB comme substrat, ont été mises en évidence (YAWETZ et coll., 1980;
ETAH et coll., 1993). Néanmoins, nous n’avons pas pu reproduire ces résultats sur un
extrait total du stade épimastigote. En effet, I'activité détectée était la méme que celle du
contrOle contenant l'extrait total dénaturé par chauffage (D. MEZINGUE CHERIF,
communication personnelle; PLUMAS-MARTY et coll., 1992). En 1981, YAWETZ et
coll. (1981) ont rapporté la purification d’un dimeére de 17 et 20 kDa ayant une activité
GST. Cependant, aucune caractérisation biochimique ou moléculaire n’a été présentée
depuis par ces auteurs. Les deux sous-unités de ce complexe seraient hétérogénes et cette
enzyme serait donc différente des autres GST. Ces résultats restent donc a confirmer.

Dans notre laboratoire, B. Plumas-Marty a purifié un complexe de trois protéines de
25, 30 et 45 kDa par chromatographie d'affinité, en utilisant une colonne de glutathion-
agarose (PLUMAS-MARTY et coll., 1992). Ces trois composants se sont révélés étre
homologues a des facteurs d’élongation de la traduction protéique EF1, y et
probablement 3. L analyse de la séquence de la sous-unité 1y a révélé des homologies
avec les GST dans sa moitié N-terminale (BILLAUT-MULOT et coll., 1993). Ceci
pourrait donc expliquer la purification de ce complexe par chromatographie d’affinité sur
colonne de glutathion. De plus, I’éluat de la colonne posséde une faible activité GST (70
nmol par minute et milligramme de protéine, en utilisant le CDNB comme substrat

(PLUMAS-MARTY et coll., 1992).
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Tres récemment, ETAH et coll.(1993) ont rapporté la purification d’une
trypanothion S-transtérase (TST) chez Crithidia fasciculata. Cette protéine de 62 kDa est
active sous forme de dimere (120 kDa) avec le CDNB comme substrat. De plus, uné
activité péroxydasique est associée a cette protéine. La taille de cette TST est double de
celle des GST cytosoliques. Sa caractérisation moléculaire permettra de savoir si cette
protéine appartient & la supertamille des GST cytosoliques.

A notre connaissance, aucun travail sur les conjugués du glutathion, de la

glutathionyl-spermidine ou du trypanothion n’a ét¢ publié.

L’étude approfondie du métabolisme du trypanothion et des enzymes dépendantes
du trypanothion est d'une importance primordiale car elle peut aboutir a la découverte
d’inhibiteurs spEcifiques des chemins métaboliques des Trypanosomes. De telles
molécules pourraient donner naissance a des médicaments afin de lutter contre les

maladies graves dont ce groupe de parasites est responsable.
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BUT DU TRAVAIL

La maladie de Chagas est une infection chronique qui dure plusieures années. Au
cours de l'infection parasitaire, I'hdte développe souvent des réactions autoimmunes
comprenant une importante activation non-spécitique des iymphocytes B (ORTIZ-ORTIZ
et coll. 1980; D’IMPERIO LIMA et coll., 1985, 1986; MINOPRIO et coll., 1986) et la
présence de lymphocytes T CD4% autoréactifs (SAID et coll., 1985; HONTEBEYRIE-
JOSKOWICZ et coll., 1987).

Une conséquence de 'activation polyclonale et de Pexpression inhabituelle des
molécules de classe 1I (Ia) du complexe majeur d’histocompatibilité sur les cellules
musculaires et les cardiocytes, et leur expression particulicrement élévée sur les
lymphocytes B au cours de la phase chronique, serait I'induction de I’ autoréactivité et la
rupture de la tolérance au soi (MINOPRIO et coll., 1988; SPINELLA et coll. 1989;
CABEZA MECKERT et coll., 1991).

En effet, OUAISSI et coll. (1988) ont montré I’existence d’anticorps anti-
acétylcholinestérase humaine et d’anticorps anti-idiotypiques chez les patients
chagasiques en phase chronique. L’épitope reconnu par les auto-anticorps est de type
glycanique. Par ailleurs, les interactions entre T. cruzi est le systeme cholinergique sont
multiples : on observe une hypersensibilité due 2 une dénervation des neurones
(KOBERLE et coll., 1968), une déplétion en choline-acétyliransférase (TANOWITZ et
coll., 1981), une augmentation de I’expression des récepteurs nicotinergiques de
I’acétylcholine (TANOWITZ et coll., 1983) ainsi qu'une diminution de 1’activité
acétylcholinestérasique (BRENNESSEL et coll., 1985).

11 serait donc possible qu’une acétylcholinestérase parasitaire soit impliquée dans
la dérégulation du syst¢me nerveux. Ceci serait dii soit & un mimétisme fonctionnel
(EISEN et coll., 1991), soit a I'induction d’auto-anticorps qui réagiraient avec

I’acétylcholinestérase de 1’hote.
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Nous nous sommes donc intéressé a la purification et au clonage moléculaire de
I"acétylcholinestérase de T. cruzi .

Le criblage d’une banque d’expression de ' ADNc du stade épimastigote de T.
cruzi al’aide d’ un sérum anti-AChE de torpille (obtenu auprés du Dr. Massoulie) n’a pas
abouti & I'isolement d’un clone positif. Un sérum obtenu par immunisation de souris a
I’aide d’une bande d’un gel d’électrophorse natif contenant le ou les composant(s) du
stade épimastigote de T. cruzi ayant une activité acétylcholinestérasique, a abouti a
I'isolement d’un clone d” ADNc (TcAc2) codant pour une protéine homologue aux GST et
a certaines protéines de stress des plantes.

Les GST et les diftérentes protéines de stress ont déja été décrites pour leur rdle
dans la protection de différents organismes, contre les phénomenes de stress auxquels ils
se trouvent soumis, au cours des diftérentes étapes de leur cycle de développement.

Dans ce contexte, nous avons poursuivi la caractérisation de ce clone et de la
protéine codée par l'insert, dans le but de mieux comprendre les mécanismes de
détoxification et les mécanismes de protection du parasite contre les stress auxquels il est

exposé au cours de son cycle évolutif.
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RESULTATS

Afin d’obtenir un sérum qui permet le criblage d’une banque d’expression du stade
épimastigote, nous avons utilisé un protocole modifié avec lequel DURIEZ-VAUCELLE
et coll. (1983) ont déja montré la présence de cette activité acétylcholinestérase dans ce
stade de ditférenciation de T. cruzi. Cette méthode nous a permis d’identifier une seule
bande d’activité ayant une charge négative (migration vers l’anode). Les
acétylcholinestérases (AChE) sont une famille d’enzymes qui existent sous diverses
formes: membranaires, solubles et excrétées. Nous avons utilisé le fractionnement
cellulaire cytosol (C) et membranes plasmiques/organelles (PO) afin de déterminer la
localisation de I’activité AChE. Le résultat de cette expérience est montré dans la figure
11: I'activité est liée uniquement a la fraction PO solubilisée par du Triton-X100. Aucune
activité n’est décelable dans les fractions cytosoliques extraites avec des tampons de
forces ioniques différentes. Ceci nous a amené a tester différents détergents et a chercher
le meilleur rapport protéine/détergent qui permet d’obtenir un rendement optimal et une
activité nette dans le systeme de gel natif aprés migration. Le meilleur résultat a ét¢ obtenu
avec le Triton X-100 et un rapport de 0,1-0,3% de TX-100 pour 10 mg/ml de protéines.
Par contre le désoxycholate ne semble pas &tre capable de solubiliser I'activité
acétylcholinestérasique. L' octyl-B-D-glucoside et Nonidet P40 ont une capacité nettement
plus faible que le TX-100 pour rendre I'AChE soluble. La migration de la fraction sans
traitement préalable avec un détergent ne donne aucun signal d’activité

acétylcholinestérase.



[ Détection de I'activité acétylcholinestérasique chez les formes épimastigotes de
T. cruzi

1) Sérum de veau fétal
2) Surnageant de culture
3) Fraction PO solubilisée avec Triton X-100

4) Fraction cytosolique obtenue apres sonication dans un tampon
de faible osmolarité

5) Fraction cytosolique obtenue apres sonication dans un tampon
de forte osmolarité

Figure 11



Un sérum contre la protéine parasitaire ayant une activité AChE a été obtenu en
immunisant des souris avec la bande de gel natif contenant cette activité enzymatique. La
cinétique de la réponse humorale a été étudiée par la technique de Western-blot (figure
12). Un extrait total d’épimastigotes incubé avec le sérum anti-TXepi, réagit
principalement avec deux antigénes de masse moléculaire 52 et 40 kDa. Le sérum
reconnait également des composants mineurs.

En revanche, I'immunoprécipitation des produits de traduction in vitro des ARN
messagers des formes épimastigotes par I'immunsérum anti-TXepi, met en évidence un
antigéne de 52 kDa (figure 13 A, piste 1) et un deuxieéme de 55 kDa. Ce dernier semble
étre non-spécifique car il apparait également trés faiblement avec le sérum nonimmun. La
réactivité du sérum anti-TXepi avec les produits de traduction nous a incité a cribler une
banque d’expression d’ADNc du parasite que nous avions construite préalablement a
cette étude.

L’ immunoprécipitation des antigénes métaboliques marqués a la méthionine[*S] ne
montre qu’une seule bande 4 52 kDa (figure 13 B, piste 1), indiquant 1’absence d’une

modification post-traductionnelle.

90



Réactivité du sérum anti-TcAc2 vis-a-vis de différents stades de
développement de T. cruzi
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Immunblot sur les extraits de différents stades de
développement de T. cruz

A) Epimastigote 1) Sérum anti-TcAc2
B) Trypomastigote 2) Sérum de contrdle

C) Amastigote
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Immunoprécipitation des antigénes radio-marqués d'épimastigotes [
par antisérum TXepi

A B
12 3 2
kDa
~
207
~

.—- 7 —

29

18 —

A) Produits de traduction in vitro des ARNm du stade épimastigote

B) Produits métaboliques du stade épimastigote

1) Antisérum TXepi

2) Sérum de contrdle

3) Sérum de souris infectée




III. Criblage de la banque d’expression du stade épimastigote

avec le sérum anti-TXepi

La banque d’ADNc a éé construite dans le vecteur d’expression AZapll
(Stratageéne), a partir de 5 pg d’ARN poly(A)+ de stade épimastigote, avec un rendement
de 1x10° recombinants avant amplification. Le criblage de 4 x 104 plages de lyse, A I’aide
du sérum de souris anti-TXepi a conduit a I'isolement de 4 clones. L’analyse des
fragments d’ADNc des clones pBluescript apreés une double digestion double par EcoRI
et Xhol, a montré qu’ils sont identiques: ils donnent deux fragments de taille 850 et 750
pb. L hybridation des différents inserts avec I'insert du clone 2 marqué a la digoxigénine
confirme ce résultat: les clones 1, 2, 3, et 4 hydrident avec cette sonde. Ce clone 2 a été
nommé par la suite TCAc2.

La sélection d’anticorps sur les plages du clone TcAc2 révele une bande majeure 2
52 kDa (figure 14, piste 2). La comparaison avec le sérum anti-TXepi nous montre que

I'insert du clone TcAc2 code pour la protéine de 52 kDa du stade épimastigote.
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Reconnaissance des antigénes d'épimastigotes par les anticorps anti-TXepi
sélectionnés sur le clone TcAc2
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Immunoblot avec I'extrait NP-40 d'épimasigote

1) Sérum de contrdle
2) Anticorps sélectionnés sur le clone TcAc2




2 T/TcAc2

Le sous-clonage de 'insert TcAc2 dans un vecteur d’expression permet I’ obtention
de quantités importantes de la protéine correspondante. Comme systéme d’expression,
nous avons choisi le vecteur pGEX-2T dans lequel I'insert est cloné en phase de lecture
avec la glutathion S-transtérase de Schistosoma japonicum (SjGST26) ayant un poids
moléculaire de 26 kDa. Ceci permet de purifier la protéine de fusion en une seule étape,
sur une colonne d’affinité de glutathion (SMITH et coll., 1988). L’analyse des protéines
éluées de cette colonne montre deux composants principaux: la SJGST26 et la protéine de
fusion SjGST26-TcAc2 qui a une masse moléculaire d’environ 78 kDa (figure 15 I).
En plus de cette protéine, on observe également des produits de dégradation. La quantité
de Sj26GST peut varier selon les préparations. Cependant, le rendement en protéine de
tusion obtenu reste assez faible; ceci serait dii a la difficulté de solubiliser la protéine au
cours de la purification. Ainsi, nous avons réutilisé le culot bactérien trois a quatre fois
afin d’extraire la protéine de fusion. Ceci nous a permis d’obtenir environ 300 pg de
protéine par litre de culture.

Afin de confirmer qu’il s’agit bien de la méme protéine que celle issue du clone
TcAc2 provenant du vecteur pBluescript, nous avons appliqué la technique du
Westernblot. La figure 15 IIA (piste 1) montre que la protéine de fusion est reconnue
par le sérum de criblage anti-TXepi. De plus, 1a protéine de fusion Sj26GST/TcAc2 réagit
avec des sérums anti-peptides C1-C3 issus de la séquence du clone TcAc2 (figure 15

II1, pistes 1-3).
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Reconnaissance de la protéine de fusion
Sj26GST/TcAc2 par I'antisérum TXepi
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Figure 15 ¢

I. SDS-PAGE de la protéine de fusion Sj26GST/TcAc?2 apres coloration au
bleu de coomassie

I1I.A) Immunoblot sur la protéine de fusion Sj26GST/TcAc2
I1.B) Immunoblot sur la protéine Sj26GST

(1) Sérum anti-TXepi, (2) sérum de contréle, (3) dsérum anti-TcAc2, (4) sé-
rum anti-Sj26GST.

II1. Immunoblot sur la protéine de fusion Sj26GST/TcAc2

(1) Sérum de contrdle, (2) sérum anti-peptide C1 TcAc2, (3) sérum anti-pep-
tide C2 TcAc2, (4) sérum anti-peptide C3 TcAc2.




é . Présence de la protéine TcAc?2 dans les différents stades évolutifs

de T. cruzi

En vue d’obtenir un sérum polyclonal anti-TcAc2, des souris BALB/c ont été
immunisées par la protéine de fusion en présence de Bordetella pertussis et d’hydroxyde
d’aluminium (Alum) comme adjuvant. L'immunsérum (anti-TcAc2) obtenu a été testé par
Western blot sur des extraits de différents stades de développement de T. cruzi:
(épimastigote, trypomastigote et amastigote). Dans toutes ces formes de différenciation,
un seul polypeptide de masse moléculaire 52 kDa est mis en évidence par I’ anticorps anti-
TcAc2 (figure 16, pistes 1). En revanche, le sérum contrdle (anti-SjGST26) ne montre

aucune réactivité ce qui démontre la spécificité de I’anticorps anti-TcAc2.

2. Existence de la protéine TcAc2 chez les différentes souches de 7.

cruzi et chez d'autres espéces de Kinetoplastidae

Une analyse de la réactivité du sérum anti-TcAc2 avec des extraits NP-40 de
différentes souches de T. cruzi révele la présence d’une protéine de 50-52 kDa dans tous
les extraits testés (figure 17). Cependant, un doublet est mis en évidence dans le cas de
la souche Tulahuen.

Nous avons aussi testé deux espeéces proches de T. cruzi, T. rangelietT.
marinkelli. Dans le cas de T. rangeli (figure 18, Tr), un doublet aux environs de 60
kDa et une bande a 48 kDa ont été détectés. En revanche, ’extrait de T. marinkelli
(figure 18, TM) contient un composant de 52 kDa immunoréactif.

En utilisant des extraits NP-40 de Leishmania donovani infantum et Phytomonas
spec., nous n’avons pas pu mettre en évidence de réactivité croisée avec 1’anticorps anti-

TcAc2 par la technique du Westernblot (figure 18, Ldi et Ph).
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Réactivité du sérum anti-TcAc2 vis-a-vis de différents stades de
développement de T. cruzi
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Immunblot sur les extraits de différents stades de
développement de T. cruzi

A) Epimastigote 1) Sérum anti-TcAc2
B) Trypomastigote 2) Sérum de contréle
C) Amastigote

|Figure16 I



Réactivité du sérum anti-TcAc2 avec des extraits NP-40 de différentes
souches de T. cruz
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Réactivité du sérum anti-TcAc2 avec les extraits NP-40 du stade épi-
mastigote de différentes souches de T. cruzi

Tehuentepec (Teh),Tulahuen (Tul), ECH, C23,CL, Y.

| Figure17 '



Réactivité du sérum anti-TcAc2 avec des extraits NP-40 des différentes espe- [
ces de la famille des Kinetoplastidae
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Réactivité sur immunoblot du sérum anti-TcAc2
avec les extraits NP-40 de différentes espéces pro-
ches de T. cruzi

Tc:T. cruzi
Tr: T. rangeli
Tm: T. marinkelli

Ldi: Leishmania donovani infantum

Ph: Phytomonas spec.
1) Sérum anti-TcAc2

2) Sérum de contrdle




Expression de TcAc2 par la forme épimastigote E
au cours de la culture in vitro

a1 j3 s i1 3 js

II. TcEFIB25 B

L'expression du géne codant pour la protéine TcAc2 change avec l'dge et la
densité de la culture d'épimastigotes in vitro. Extraits NP-40 (I, IT) et ARN |

totaux (III, IV) des formes épimastigotes prélevées apres les jour 1 (j1, phase |
de latence), 3 (j3, phase exponentielle) et 5 (jS, phase stationnaire) de la cul- £
ture in vitro.
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é. Expression de la protéine TcAc2 chez T. cruzi

L’expression de la protéine TcAc2 dans les formes trypomastigotes et
sphéromastigotes (formes rondes extra-cellulaires) semble ne pas étre homogene: une
forte réactivité est observée vis-a-vis d’un extrait de trypomastigotes qui proviennent de
fibroblastes infectés (4 et 5 jours aprés infection). Une réactivité plus faible est obtenue
avec les antigénes de sphéromastigotes (jour 10) et presque absente dans les jours 3, 6 et
7 de culture. Les préparations de trypomastigotes contiennent généralement 5 a 10% d’un
mélange d’amastigote et de formes sphéromastigotes. 11 est donc vraisemblable que la
réactivité observée vis-a-vis des formes trypomastigotes soit due en partie aux
amastigotes contaminants.

Un changement d’expression est aussi observé au cours du stade épimastigote.
Celle-ci augmente continuellement avec 1’dge et la densité de la culture. En effet, la
technique du Westernblot appliquée aux antigénes des épimastigotes prélevés a différents
temps de culture et révélés par I’anticorps anti-TcAc2 (figure 19, I), montre qu’il y a
augmentation de I'expression de la protéine TcAc2 au cours de la culture in vitro. En
revanche, I’incubation avec un anticorps anti-Sj26GST/TcEF1825 (PLUMAS-MARTY,
1992) révele une dimunition de la réactivité au cours de la culture (figure 19, 1I).

L’hybridation de la sonde TcAc2 marquée au [a—32P]dCTP avec I’ARN
d’épimastigotes recoltés a différents temps de culture, montre la présence d’un transcrit
dont le signal augmente avec I'dge de la culture (figure 19, III). Le contrdle effectué
avec une sonde B-tubuline indique un signal constant pour les différents préparations

(figure 19, IV).
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4. Modifications post-traductionnelles de la protéine TcAc2

Afin de déterminer si la protéine subit des modifications post-traductionnelles, nous
avons réalisé des expériences d’immunoprécipitation par les anticorps anti-TcAc2, des
produits de traduction des ARN messagers d’épimastigotes en parallele avec des
antigénes métaboliques du parasite, aprés marquage a la méthionine[3°S]. La masse
moléculaire de la protéine immunoprécipitée a partir des deux types de préparations
d’antigeénes est identique, suggérant une faible, voire une absence de modification post-
traductionnelle de la protéine.

La séquence primaire en acides aminés contient plusieurs sites pututifs de
phoshorylation. Comme la régulation de I"activité enzymatique de nombreuses protéines
dépend de la phosphorylation, nous avons donc marqué des épimastigotes avec de
I'orthophosphate radioactif. L'immunoprécipitation des antigénes du stade épimastigote
avec le sérum anti-TcAc2 n’a révél€ aucun signal spécifique. Néanmoins, il faut signaler
que cette technique ne met en évidence que les phosphorylations relativement stables

tandis que d’autres, de nature plus labile, ne peuvent pas étre détectées.

3. Détection de la protéine dans les composants d'excrétion/sécrétion

Dans le but d’identifier un précurseur éventuel de la protéine TcAc2, nous avons
réalisé des expériences de “pulse-chase”. Les épimastigotes et trypomastigotes sont
marqués a la méthionine[33S] (pulse). Les cellules sont ensuite incubées dans un milieu
contenant de la méthionine froide (chasse). Les €échantillons des culots parasitaires et
leurs surnageants sont précipités apres différents temps de chasse. La figure 20 montre
le résultat obtenu. Durant la chasse, aucun changement de la masse moléculaire de la
protéine n’est observé; ceci suggere que la protéine TcAc2 n’a pas de précurseur et n’est
pas elle-méme, précurseur d’une autre molécule.

Ces résultats montrent également que la protéine TcAc2 fait partie des produits
d’excrétion/sécrétion (ES) des formes épimastigote et trypomastigote. Le profil total des
produits ES des épimastigotes comprend quatre autres composants majeurs marqués a la

méthionine: >220 kDa, 220 kDa, 60 kDa et 20 kDa.



Immnoprécipitation des antigénes des stades épimastigote et trypo-
mastigote marqués a la méthionine[>*S]

Epimastigote Trypomastigote

1 23 4 56 1 2 3 4 5 6
kDa
106 >
75 > hd

-- = .- -

46 > .
28 >

Marquage métabolique des stades épimastigote et trypomastigote a la méthioni- [
ne[*S].

1) Immunoprécipitation des antigénes excrétes/sécrétés apres 3 heures de chas-
se par 'antisérum Sj26GST

2) Immunoprécipitation des antigénes NP-40 apres 3 heures de chasse par l'anti
sérum Sj26GST

3) Immunoprécipitation des antigénes excrétes/sécrétés apres 3 heures de chas-
se par l'antisérum Sj26GST/TcAc2

4) Immunoprécipitation des antigénes excrétés/sécrétés apres 18 heures de
chasse par I'antisérum Sj26GST/TcAc2

5) Immunoprécipitation des antigénes NP-40 aprés 3 heures de chasse par I'anti
sérum Sj26GST/TcAc2

6) Immunoprécipitation des antigénes NP-40 apres 18 heures de chasse par I'an
tis€érum Sj26GST/TcAc2

Figure 20 £
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6. Localisation de la protéine TcAc2

[’étude de la localisation de la protéine TcAc2 dans les parasites a été abordée par
immunofluorescence indirecte et en microscopie électronique. Pour le stade
trypomastigote, une réactivité est observée dans la partie postérieure du kinétoplaste et de
la poche flagellaire (figure 21, Ia). Dans les formes amastigotes, les anticorps anti-
TcAc2 réagissent avec des structures qui ne sont pas déterminées jusqu’a maintenant
(figure 21, IIa). En revanche, la réactivité mise en évidence en microscopie
électronique, vis-a-vis des stades épimastigotes montre que la distribution de la protéine
de 52 kDa est diffuse. Elle est cependant surtout présente dans le cytoplasme et dans des

vésicules.

7. Détermination du pH/

Chaque protéine est caractérisée par un point isoélectrique qui dépend de sa charge
électrique. Le pH auquel la charge est de zéro est le point isoélectrique de cette protéine.
La détermination du pH/ d’une protéine est utile pour plusieurs raisons: par exemple, il
peut constituer un renseignement utile pour la purification de la protéine. De plus, on peut
parfois comparer le pHI de plusieurs protéines ayant la méme activité enzymatique ou
ayant un rdle biologique similaire, afin de trouver des homologies entre elles. En utilisant
I'isoélectrofocalisation couplée 2 la technique du Westernblot, nous avons déterminé le
pHI de TcAc2 a 5,4 (figure 22). Une bande mineure est également visible a pH 5,2.
Trois hypothé¢ses pourraient étre formulées pour expliquer le résultat :

1. il existe une seul isoforme de la protéine TcAc2;
2. 1a molécule TcAc2 subit une moditication post-traductionnelle mineure qui ne change
pas de fagon significative sa masse moléculaire mais qui modifie son pHI,

3. il existe un autre polypeptide qui présente une réactivité croisée avec TcAc2.



Immufluorescence indirecte avec le sérum anti-TcAc2

Immunofluorescence indirecte réalisée avec le sérum anti-TcAc2 sur les stades trypo-
mastigote (I a) et amastigote intracellulaire (II a). Le sérum contréle (I b et II b).




Détection de TcAc2 en immunoblot aprés isoélectrofocalisation
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Immunoblot aprés isoélectrofocalisation de la fraction cyto-
solique du stade épimastigote.

1) Sérum anti-TcAc2

2) Sérum de controle

l Figure 22 I
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V1. Anglyse moléculgire de I’ADN¢c TcAc2 et de son produit

Le séquengage de 1'insert TcAc2, obtenu par criblage avec I'antisérum anti-TXepi,
a révélé I'absence de "spliced leader” (SL). Cet insert ne représente donc pas la totalité de
I'ARNm. Afin d’obtenir la région 5° de I’ADNc, nous avons utilisé la réaction de
polymérisation en chaine. L’ ARNm est transcrit par la polymérase réverse, en présence
d’une amorce (I) qui se trouve dans la région 5’ de la séquence connue. Ensuite, I’ ARN
est dégradé par la soude et le deuxieme brin est synthétis€ avec I’amorce homologue au
SL. Le SL est présent a 'extrémité 5 de tous les ARNm matures codés par le noyau.
L’ ADN est ensuite amplifi€ avec ce SL et une amorce qui se trouve en 5’ de 1’amorce L.
Ces amorces augmentent la spécificité de la réaction car seuls, les ADNCc portant cette
séquence seront amplifiés. Apres 35 cycles d'amplification, un seul produit d’environ
150 pb est visible sur gel d’agarose. Ce fragment a donc été sous-cloné dans le vecteur
pBluescript, puis sequencé.

La séquence compléte codant pour la protéine TcAc2 a donc été obtenue par
recouvrement des séquences du clone d'ADNc et du fragment PCR. Elle contient un
cadre de lecture ouvert de 1335 pb codant pour une protéine de 445 acides aminés. Le
poids moléculaire de cette protéine est d'environ 51 kDa (exactement 50.687). Une trés
courte séquence 5’ non-codante (12 pb) est située entre le SL et le codon d’initiation
(figure 23). La région 3’ non-codante a une longeur de 244 bases. Elle contient une
séquence présentant une symétrie de miroir & la position 1556-1569
(GAGAATIT]TAAGAG) et cing répétitions du motif AAA(2 ou 3 G/C)AAA. La

signification de cette structure est inconnue.



La séquence de I'ADNc de TcAc2 et sa séquence déduite en acides aminés

“spliced Jeader~” =
1 AACTAACGCIATTGATACAGTTTCTGTACTATATTS GAATCACACATT
52 AmAAGG?:"mGAAAcTI'PTTAAAGACCGATTATGCCCCTTTTGWGGCGAAGGAAAAGCGTGTCACGTTGGAG
1 M KA L KLVFE KDZ RLTCPTFUCQRVTILTITA ATZ KTETZ KI RV TTLE

142 GAGGTGGAGGTTCCTCTTGGCGATGACATGCCGCAGTGGTACAAGGAGC TGAACCCACGGGAGACGGTTCCAACGC TTCAGGTGGATGGA
31 EVvVEVPLGDIDMZPOQWY XK EILNUPIRETUVPTUL Q V DG

232 AAAAAATGCATGATCGAGTCAGATCTCATTTCACGGTACATTGACCGCATTTCTTCTCCCGCGAACGCCCTTATGGGGTCAAGCCCCTAC
61 K K ¢ MIESDULTISURYTIUDU RIS S PANAILMGS S S P Y

322 CAACGGCACCGCGTGGAGTTTTTTCTGGGTGAGATCGGCGATCT TGTCAAAGCATATTTTGGCCTTGTTAGGGACCCTTTCAATGAGGAG
91 Q R HRVEVFVFUL GETIGGDILVI KA AYV FSGILV RUDUPVFNE E

412 AAGCGGAAGTCCGTGGATAACAACACCGCATATATCGAGGATATCATTGCAGAACATCAGGGGGACGGACCATATTTTCTTGATGACACG
121 K RK SVDUNNTAYTIUEDTITIAEHUOQGDSGU?®PYZFULDTDT

502 TTTTCCATGGCTGAAGT TATGGTCGTTCCATTTCTTGCTTGTTTCCGTCCAGTTTTAAGTTACTATTGTGGTTATGACATC TTCCATAAT
151 F S MAEVMVV?PFLACFRZPUVILSYY CGYUDIVF HN

592 GCTCCCCGTCTCAAGAAAATGTACGTGACGTCCATGCAGCGTACAACTGTGAAGGAAACCGATTTCAAAGCCAGAAGAATACATTATTGGC
181 A PRLKKMYVTsMQRTTV I KETTISI KU®PEEYTITISG

682 TTTAAGAGTAAGGTGCCAAAATCGCACGTCACATGGTCATTGGCTCCTGGCTATGTACTTTTTGTTAACAAGTATTCTCCATTTTCGGAT
211 F K S KV P KS HVTWSULAPGYVLVFVNI KYSUPF S§TD

772 CGCCCTCGTTTGGCATGTGCACTGAAGAATATTGAT TTGCCCATGC TTGAAATTGATTTGAAACAGTTGCCCCCGTGGTTCCGATGGTTT
241 R P RLACAL KN NIDILUPMTLETIDU LI XK QLUZPUPWTFRWTF

862 AACCAGCGTGAAACTGTGCCAACTTTGCTTACCCCACAGGGTACCTACGTTCATGAGTCCCAACTTATTGTTCATTATCTTGATGATGGG
271 N QR ETVPTILULTZPOQGTYVHESOQLTIVHYUL DDG

952 TTCCCAGAGCATGGGCCTGCGCTACTTCCCAAGGATGCCGATGGATCGTACCATGTGAGGTTTGTTGAATCTAATGTGGATTACTTTATG
301 F PEHGUPALULUPI KD ADSGS SYHVRFVESDNUVDYFM

1042 GATGCCATGTATTCTTTCATAAAGGATCCAAAAAACATGAATGCAAAGGAAGAAT TTGATTGGGCAGCAGGTGAGCTTGAGAAATTATTG
331 DAMY S FTI KDUPI KDNMNAIKEEVFUDWAA AGTETLTEIKTLTL

1132 GCGGAACATCAGTTTGGGGAGGGTCCATTTTTTGGTGGAGCCACAATGAACGCTGCTGACGTTTCTCTTGTGCCCATGCTGGTGCACCTG
361 A EH QVF G EGPVFFGGATMNAADVYVSL VPMILV HL

1222 AAGGCCTGCACTCCAGAACTGACGGAAGGCCAGGATTTGCTTGCAAATTACAAGCTGTTGGCCGCCGCCGCGGAAGCGGGT TTGACGAGT
391 K A CTU©PEVLTESGOQDILTLA ANYI KU LT LA AAAARAEWAGTL TS

1312 GAGGCAGGCAAAAAGGTCTTTTTGTCACTCTCGGAATACTCGAGTATATACAAGACGT TTTTGCGTCCATCGTCTTGA GACAAACGCGGA
421 E A G KKV F L SL SEY S S I Y KTV FULRP s s sTOP

1402 AGCCGGTGCCTGTGCGTGCCATCAATATTGAGTCCACCAAGGAGTGGCTTACTGTTTCCTTTCTTTTTATGCCCCARGACCCTTCAGCGG
1492 AGGGATCGTAGTGGAGAGAATTTAAGAGGCTGCCAACCGACTGTGGGGGGAAAGCAAAATAAGCCCAAAGCGAAATGAATGT TGAAAGCGA
1582 AATTTGAATAAAGGCAAAAAAAAAAAARAARAAACACAAAATGAAACGAAAAAAAAAAAARAAAAAA

La séquence complete de 'ADNc de TcAc2 est présentée ci-dessus. Les oligo-
nucléotides utilisés pour la SRTPCR sont indiqués par des fleche. La séquen-
ce entiere du SL est également représentée. Le début de l'insert du clone
TcAc2 est indiqué par une étoil

Figur

23
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Résidu nombre % Résidu nombre %
Leu 46 10,3 Tyr 21 4,7
Glu 33 7,4 Thr 20 4,4
Lys 31 6,9 Arg 19 4,2
Ala 31 6,9 lie 18 4,0
Val 30 6,7 Met 14 3,1
Pro 30 6,7 Asn 14 3,1
Ser 38 6,2 Gln 12 2,6
Asp 27 6,0 His 10 2,2
Phe 26 5.8 Cys 7 1,5
Gly 23 5,1 Trp 5 1,1

Tableau 10 : Composition en acides aminés de la séquence de TcAc2.

La répartition des acides aminés a partir de leurs groupements fonctionnels est la suivante:

Acides aminés fortement basiques (K R): S50 (11 %)
Acides aminés fortement acides (D E): 60 (13 %)
Acides aminés polaires (NCQSTY): 102 (23 %)

Acides aminés hydrophobes (AIL FW V). 156 (35 %)

Le point isoélectrique calculé a partir de la composition en acides aminés est de pH 5,7.
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De nombreux sites potentiels de modification post-traductionnelle sont présents
dans la séquence:
- sites de phosphorylation par la kinase dépendante de I’ AMPc et du GMPc¢ (Thr25,
Serl21);
- sites de phosphorylation par la protéine kinase C (Thr18, Thr193, Ser236);
- sites de phosphorylation par la caséine kinase II (Thr18, Thr25, Ser149, Thrl193,
Ser199, Ser321, Serd426);
- site de N-glycosylation (Asn124);
- sites d’amidation (Asp56, Ala419);
- site de sultatation (Tyr142);
- sites de N-myristylation (Gly370).
De plus, deux motifs consensus ont ét€ identifiés dans la séquence :

- le “leucine zipper pattern” (Leu382-Leu403), une région constituée de
leucines, qui apparaissent regulierement tous les sept acides aminés dans une
conformation alpha-hélicoidale. Cette alpha-hélice n'est fonctionnelle qu'en
présence d'une deuxieme située dans un autre polypeptide. Ce motif joue un role
dans la régulation de la transcription. Le “leucine zipper pattern” n'existe pas
dans la moitié amino-terminale de la TcAc2. Ceci suggere que cette strucure n’est
probablement pas fonctionnelle.

- un peptide de transit trans-mitochondrial (Met1-Vall8), qui caractérise
certaines protéines transférées dans la mitochondrie. Cependant, cette protéine

n'a pas été détectée dans ce compartiment en microscopie électronique.
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V11, Cartographie génomique du geéne TcAc2

Chez les Trypanosomes, de nombreux geénes existent sous forme de copies
multiples plus ou moins homogénes. Par exemple, les copies des génes codant pour une
protéine fixant le potassium (GONZALES et coll., 1985) sont fortement homologues
alors que ceux codant pour la neuraminidase (CAMPETELLA et coll., 1992) sont
fortement divergents.

Afin d'évaluer le nombre de copies du géne TcAc2, I'ADN génomique de 7. cruzi a été
digéré par différentes enzymes de restriction et hybridé en Southern-blot avec l'insert
TcAc2 (figure 24). La cartographie réalisée a l'aide du profil de restriction et de la

séquence de l'insert TcAc2 indique que le gene TcAc2 est probablement unique (figure

25).
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#l Structure dp génef (A) et de I'ARN (B) codant pour la protéine TcAc2 obtenue par
ca{tographx'e sur 'ADN génomique et par analyse de l'insert TcAc2 ainsi que du pro-
duit de la S'RTPCR. B: Bamhl, K: Kpnl, X: Xhol, SL: Spliced Leader.




| L'analyse du géne codant pour la protéine TcAc2 par la technique d'hybri- g
dation de Southern
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Carte de restriction génomique du géne codant pour la protéine TcAc2

L'ADN génomique de T. cruzi digéré par différentes enzymes de restriction et
soumis a une €lectrophorese sur gel d'agarose. L'hybridation en Southern avec |
I'insert du clone TcAc?2 révele la présence d'un seule géne codant pour la protéine |
TcAc2.

Figure 24
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VIII, I/dentification du transcrit de TcAc2

Afin de connaitre la taille du transcrit, nous avons hybridé la sonde TcAc2 avec de
I’ARN des différents stades de T. cruzi (souche Y) : dans le cas des épimastigotes et des
amastigotes intracellulaires, un seul signal a environ 2500 bases est présent (figure 26
A, pistes 1 et 3). Ce signal se trouve légeérement au-dessus de celui obtenu avec la sonde
de B-tubuline. Cependant, dans le cas des trypomastigotes (piste 2), aucun messager
n’est détecté, alors que le sérum anti-TcAc2 immunoprécipite la protéine de 52 kDa a
partir des antigénes métaboliques de la forme trypomastigote, réagit avec la méme
protéine dans un extrait total testé par Westernblot et montre une réaction positive en
immunofluorescence indirecte. L’ARN fibroblastique (piste 4) utilisé comme contrdle
pour les amastigotes intracellulaires ne s’hybride pas avec la sonde d'ADNc du clone
TcAc2, indiquant la spécificité du signal obtenu chez les amastigotes.

Trois souches de T. cruzi (ECH, CL et C23) et deux autres especes (7. rangeli et
T. marinkelli) ont également été analysées en Northern-blot. Parmi les trois souches de T.
cruzi, seule la souche C23 posséde un méssager s'hybridant avec la sonde TcAc2 dans
des conditions relativement stringentes (piste 5). Ce transcrit a une taille légerement
inférieure a celle de la souche Y. Un trancrit de méme taille est mis en évidence pour T.
rangeli (piste 9). D’une fagon intéressante, T. marinkelli posséde deux transcrits de tailles

différentes (1750 et 2300 bases, piste 8).
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La diftérence entre la taille du cDNA (1648 pb) et du transcrit (2500 bases) est

significative (750 bases). Afin de savoir si le transcrit de 2500 bases est un précurseur de
I’ ADNc TcAc2, nous avons hybridé la sonde TcAc2 avec I’ ARN total, I' ARN enrichi en
poly(A)* et I'ARN poly(A)- du stade épimastigote (figure 26 B). La sonde TcAc2
s'hybride avec un transcrit de 2500 bases dans I’ARN total (piste 2) et dans 'ARN
enrichi en poly(A)* (piste 1), mais pas avec de '’ARN poly(A)- (piste 3). Le signal
obtenu avec la préparation poly(A)+ est plus fort que celui de I’ ARN total. L’absence de
signal dans la préparation poly(A)- suggére que le transcrit de 2500 bases n’est pas un
précurseur de I’ADNc TcAc2 mais un ARNm mature. En effet, la polyadénylation est

effectuée apres le trans-épissage (ULLU et coll., 1993).

IX. R rche d’homologie

La comparaison de la séquence en acides aminés de la protéine TcAc2 avec les
banques de données (DNASTAR) n'a pas révélé d'homologie avec les
acétylcholinestérases. D’ une fagon surprenante, des homologies avec des protéines de
stress de petite taille et des glutathion S-transferases (GST) ont été mises en évidence.
Cette homologie n’excéde pas 25% d’identité lorsque 1'on considére la totalité de la
chaine polypeptidique. De plus, I'alignement avec les protéines de stress peut s'effectuer
soit avec la moitié N-terminale (TcAc2-N), soit avec la moitié C-terminale (TcAc2-C).
Ceci nous a conduit 8 comparer entre elles, les deux parties de TcAc2: I'homologie entre
ces deux moitiés de la protéine est de 54%, 27% de résidus étant strictement conserveés

(figure 27).



Comparaison de la moitié N-terminale de la protéine TcAc2 B
avec la moitié C-terminale par alignement de séquence en
acides aminés

TcAC2N 1 MKALKLFKDRLC PFCQRVLITAKEKRVTLEEVEVPLGDDMPOWYKELNPRETV

LF :: .PF.:R :: K.:.L :E: L .::P.W:: :N.RETV
TcAc2C 227 YVLFVNKYSPFSDRPRLACALKNIDLPMLEIDL-KQLPPWFRWFNQRETV
54 PTLQVDGKKCMIESDLISRYIDR-ISSPANALMGSSPYQRHRVEFFLGEI
PTL . ..: ES:LI :¥Y:D ::..: AL: ..: :V F
277 PTLLTPQGTYVHESQLIVHYLDDGFPEHGPALLPKDADGSYHVRFVESNV
103 GDLVKAYFGLVRDPFNEEKRKSVDNNTAY IEDI TAEHQ-GDGPYFLDDTF
:: A 1::::DPN: :.. D .,:: :E.::AEHQ G:GP:F :.T:
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| Alignement de séquences en acides aminés de la moitié N
terminale (TcAc2N) et de la moitié C-terminale (TcAc2C) |
de la protéine TcAc2 de T. cruzi

Figure 27 B
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L’alignement des protéines de stress et des GST avec les séquences TcAc2-N et
TcAc2-C met en évidence la présence de résidus conservés. Ces acides aminés sont situés
surtout dans la région amino-terminale (acides aminés 1-90; figure 28), tandis que la
région carboxy-terminale semble moins conservée.

L'alignement simultané par le logiciel “CLUSTAL” (PCGENE) de toutes ces
séquences permet de les classer en quatre grands groupes (figure 29):
1. Les GST de familles o, y, m et la S-crystalline, représentées par 'a-GST humaine du
foie (HUMHAL; TU et coll., 1986), la S-crystalline des céphalopodes (CRYS;
TOMAREYV et coll., 1988), la GST 28 kDa de S. mansoni (SM28; BALLOUL et coll;,
1987), la n-GST du porc (PIGGST PI; DIRR et coll,, 1991), la GST 26 kDa de §.
Jjaponicum (SM26; TROTTEIN et coll., 1990), et la u-GST humaine du foie
(HUMLIVMU; TAYLOR et coll., 1991).
2. Les GST de la famille 8 et les GST bactériennes (PM GST; MIGNOGNA et coll.,
1993), notamment la sous-unité S de la GST du rat (RAT SU 5; PEMBLE et coll.,
1992), la GST27 de D. melanogaster (DM GST 27; TOUNG et coll., 1992), la GST IIT
du mais (ZM GST I1I; GROVE et coll., 1988), la GST de I'ceuillet-girofllé (CLOVE;
MEYER Jr et coll., 1991), une protéine de blé homologue aux GST (WHEAT; DUDLER
et coll., 1991), la dichlorométhane-déhalogénase de Methylobacterium spec.(METH; LA
ROCHE et coll., 1990), la B-étherase de Pseudomonas paucimobilis (ne figure pas sur le
dendrogramme, MASAI et coll., 1993) la “Stringent Starvation Protein™ d’E. coli (SSP;
FUKUDA et coll., 1985), la protéine URE2 de la levure (URE2; COSCHIGANO et
coll., 1991) et une GST du tabac induite par l'auxine (parB) (non représentée sur la
figure; TAKAHASHI et coll., 1992a).
3. La partie amino-terminale des facteur d’élongation 1 y de la synthese protéique des
eucaryotes comme celui de 'homme (HUMEF1G; SANDERS et coll., non-publié,
numéro d'acces de GenBank Z11531), de Xenopus laevis (XLEF1G; CORMIER et
coll., 1991), de 'Artemia salina (ASEF1G; MAESSEN, 1987) et de T. cruzi (TCEFIG;
BILLAUT-MULOT et coll., 1993).
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Comparaison des séquences peptidiques des deux moitiés de la B
protéine TcAc2 (TcAc2N, TcAc2C), de la protéine PR1 de la pom- [
me de terre (St PR1), de I'hsp26-A du soja (Gm HSP26), d'une pro-
téine du tabac dont l'expression est induite par l'auxine (Nt
pCTN103) et d'une 8-GST de D. melanogaster (Dm GST27). Cer-
tains acides aminés impliqués dans I'activité enzymatique des GST
sont indiqués par des étoiles.




Dendrogramme de la TcAc2 et des protéines homologues
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Dendrogramme des deux moitiés de la protéine TcAc2 et des protéines ho-
mologues établi a partir d'alignement multiple (résidus 1-90) .

HUMLIVMU: p-GST humaine, Sj26: S. japonicum GST 26 kDa, PIGGST PI: =-GST porc,
SM28: S. mansoni GST 28 kDa, CRYS: S-crystalline, HUMHA1: a-GST humaine, BRONZE
2: protéine Bronz-2 de mais, PR1: "pathogenesis related" protéine de la pomme de terre, NT:
protéine du tabac induit par 'auxine, GMHSP26: hsp26a du soja, NPMSR1: "multiple stress
response” protéine de Nicotiana plumbaginifolia, TCAC2C: TcAc2 moitié C-terminale,
TCAC2N: TcAc2 N-terminale, URE2: URE2 protéine de la levure, WHEAT: GST de bl in-
duite apres infection par un champignon, ZM GST III: GST OI du mais, CLOVE: GST de
l'ceuillet-giroflée, RAT SU 5: 8-GST 5-5 de rat, DM GST 27: 6-GST de D. melanogaster,
METH: dichlorométhyl-déhalogénase de Metholobacterium spec., SSP: "stringent starvation
protein” d'E. coli, PM GST: GST de Paucis mirabilis, HUMEF1G: eEFly humain, XLEF1G:
eEF1yde Xenopus laevis, ASEF1G: eEF1y d'Artemia salina, TCEF1G: eEFlyde T. cruzi.
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4. Un groupe de protéines répondant aux différents stress ("multiple stress response
proteins” ou "msr") contenant la protéine Bronze-2 du mais (BRONZE 2; SCHMITZ et
coll,, 1992), 1a "Pathogenesis-Related" protéine de la pomme de terre (PR1; TAYLOR et
coll., 1990), diverses protéines induites par I’auxine ou d’autres hormones de plantes
(par exemple, les protéines codées par les génes par du tabac (NT; TAKAHASHI et coll.,
1992, VAN DER ZAAL, 1987), 1a hsp26a du soja (GMHSP26; CZARNECKA et coll;,
1988), la “Multiple Stress Response Protein 17 Nicotiana plumbelliformis (NPMSR1;
DOMINOV et coll., 1992) et les deux moitiés de la protéine TcAc2 (TCAC2N et
TCAC2C).

Un autre moyen de comparer les séquences en acides aminés est d’analyser leur
profil d’hydrophobicité. En comparant les profils des protéines indiquées sur la figure
30, on constate la présence de quatre régions hydrophobes communes (1-4) et de trois
parties hydrophiles communes (a, b, ¢). En particulier, la région c-4 est conservée dans

toutes les s€quences analysées.



Graphes d'hydropathie des deux moitiés de la protéine TcAc2 et de pro- [
téines homologues a la TcAc2
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X, Représentation des molécules en deux dimensions (“HCA
E z 2 E” E

L’ utilisation d’un systeme de représentation en deux dimensions d’une séquence
peptidique sous forme théorique d’hélice a permet 1'étude des “clusters” hydrophobes
mais également, le rapprochement d’acides aminés éloignés en séquence primaire
(GABORIAUD et coll,, 1987, LEMESRE et coll., 1990). La représentation des deux
moitiés de la protéine TcAc2 montre la conservation de nombreux motifs hydrophobes et
non-hydrophobes (figure 31a). Parmi les acides aminés non-hydrophobes, la
conservation des résidus proline est particulierement importante. En effet, la proline est
l'acide aminé introduisant la plus grande contrainte dans une chaine polypeptidique.

La comparaison de ces résidus et des clusters hydrophobes des protéines de stress
de faible masse moléculaire, des facteurs d’élongation 1y de la synthése protéique et des
GST, indique, malgré leur faible taux d’homologie en séquence primaire, une
conservation structurale importante (figure 31b). Plusieurs motifs toujours présents
sont, entre autres, la sérine en position 67 (TcAc2 N-term) flanquée de part et d’autre, de
deux résidus hydrophobes et un motif en forme de botte dans une région de faible
homologie, entre les acides aminés Tyr145 et Phel51 (TcAc2 N-term) suivi d’une grande
région hydrophobe. La séquence de référence est la GST de la classe © des poumons de

rat. Cette protéine a ét€ cristallisée et sa structure tri-dimensionelle déterminée.
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Figure 31 A : Représentation en deux dimensions (HCA) des deux moitiés
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diffraction aux rayons X (REINEMER et coll., 1991), est indiquée en dessous de sa structure en HCA. Les résidus prolines conservés sont indiqués
des fleches. ainsi qu

igure 31 B: Représentation en deux dimensions (HCA) des protéines TcAc2, moitié N-terminale, le facteur d'élongation ly de la synthése

protéique de T. cruzi, la 6
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X1, Purification de la protéine TcAc2 native sur la matrice
S-hexylglutathion

L'existence d'une homologie entre la protéine TcAc2 et les GST (surtout de la
classe 0) nous a conduit & analyser la capacité de cette protéine a fixer le GSH. Des
travaux antérieurs, effectués dans notre laboratoire par B. Plumas-Marty, ont montré que
trois protéines parasitaires étaient retenues sur une colonne d'affinité S-glutathion-agarose
(PLUMAS-MARTY et coll., 1992). Cependant, aucune d'entre elles n'est reconnue par
un sérum dirigé contre la protéine de fusion Sj26GST/TcAc2.

Afin de purifier les molécules de T. cruzi capables de fixer le glutathion, Djalal
Meziane-Cherif dans le Service de Chimie des Biomolécules dirigé par le Pr. A. Tartar, a
adopté une autre approche: la chromatographie sur colonne de S-hexylglutathion couplé a
P’agarose. Deux différences existent entre ces deux matrices : la premiere concerne le
couplage du glutathion & 1’agarose; dans le cas de la colonne S-glutathion-agarose, le
glutathion est fixé d’une manilre covalente au support par son groupe -SH. Alors que
dans le cas de la S-hexylglutathion-agarose, le ligand est couplé de fagon covalente par le
groupement -NH, du résidu glutamique. Deuxieémement, ce dernier présente un
groupement aliphatique au niveau du groupement actif, le thiol (figure 32). 1l faut noter
que ce type de colonne a déja ét€ utilisé€ par certains auteurs pour la purification des GST
(OOT et coll., 1993) ou d’une GST de rat qui présente aussi une activité “MIF”’

(“migration inhibitory factor” (BLOCKI et coll., 1992).



Les structures des matrices du glutathion
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Le passage de la fraction cytosolique du stade épimastigote sur le S-hexylglutathion
a abouti & la purification d’une seule protéine de masse moléculaire approximative de 52
kDa. Celle-ci apres analyse en SDS-PAGE suivie d’une coloration au nitrate d’argent,
présente un dégré de pureté excellent (figure 33 I). Un sérum de souris anti-TcAc2 et
des sérums anti-peptides C1-C3 dérivés de la séquence TcAc2, réagissent avec la protéine
p52 purifiée par chromatographie d’affinité (figure 33 IT). Ces résultats suggerent que
la protéine TcAc2 présente des homologies avec la protéine pS52 purifiée sur colonne S-
hexylglutathion. Il est également vraisemblable que ces deux protéines soient identiques.
Afin de vérifier cette hypothese, la protéine p52 a été séquencée par le Dr. P. Maes-
Aumercier du service du Pr. A. Tartar. Le séquengage des fragments de clivage de la p52
obtenus par hydrolyse enzymatique et chimique, a montré qu’ils sont identiques a la
séquence TcAc2 (figure 23). Par ces résultats, nous pouvons donc conclure que la
protéine TcAc2 pourrait correspondre a la protéine p52 purifiée sur colonne §-
héxylglutathion-agarose a partir de la fraction cytosolique d’épimastigotes.

Nous nous sommes intéressés a une caractérisation plus fine de I’ affinité de TcAc2
pour le glutathion et ses dérivés. Pour cela, nous avons testé diftérents types de matrices
et fait varier les conditions d’élution.

Trois types de matrices ont été utilisés : la S-glutathion-agarose, la NH»-glutathion-
agarose et la S-hexylglutathion-agarose. La protéine TcAc2 n'est retenue que sur la
matrice S-hexylglutathion-agarose. A pH 7,5, la protéine TcAc2 est totalement éluée par
le S-hexylglutathion alors que le GSH ou le GSSG ne permettent 1'élution que d’une
faible quantité de protéine (environ un dixieme). Par contre, & pH basique (9,6) la

protéine TcAc2 peut &tre éluée en totalité par le GSH (tableau 11).



Reconnaissance de la protéine p52 purifiée sur la matrice S-hexyl- [
glutathion-agarose par des anticorps anti-TcAc2

I. SDS-PAGE suivi d'une coloration au nitratre d'argent de la fraction
éluée de la matrice S-hexylglutathion-agarose avec 5 mM S-hexylgluta-
thion.

II. Immunoblot sur la fraction éluée de la matrice S-hexylglutathion-aga-
rose avec 5 mM S-hexylglutathion.

(1) Sérum anti-Sj26GST,( 2) sérum anti-Ovalbumine, (3) sérum anti-
TcAc2, (4) sérum anti-peptide C1 TcAc2, (5) sérum anti-peptide CII
TcAc2, (6) sérum anti-peptide CIII TcAc2.
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Tableau 11 : Capacité de fixation des différents dérivés du glutathion par les GST et la protéine

S-hex-G-agarose: S-hexylglutathion-agarose; S-G-agarose: S-glutathion-agarose; S-hex: S-hexyl-
glutathion; +: positif; (+): faible; ((+)): trés faible; cases vides: non-déterminé; "-": négatif; 4-4:
isoenzyme 4-4 de rat de la famille des u-GST.
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1ALV S E

Uinfection expériment

1. Cinétique de la réponse humorale chez la souris BALB/c infectée

par T. cruzi.

Les sérums de souris BALB/c ont été prélevés a différents temps aprés infection
avec une dose de 2500 trypomastigotes. La protéine de fusion Sj26GST/TcAc2 a été
utilisée comme antigéne dans la technique ELISA. La figure 34 montre qu’il y a une
faible réponse anticorps vis-a-vis de la protéine TcAc2. En revanche, I'immunisation avec
la protéine de fusion Sj26GGST/TcAc2 induit une trés bonne réponse anticorps.
Cependant, une légere augmentation des isotypes IgG1 (figure 34 I), IgG2b (figure
34 1I) et IgA (figure 34 III) apparait lors de I’infection chagasique. En ce qui concerne
les autres isotypes testés (IgM, 1gG2a et 1gG3), les valeurs obtenues sont tout a fait
comparables a celles observées avec les sérums contrdles.

La méme observation est retrouvée dans les résultats obtenus par la technique du
Westernblot qui montre une trés faible réactivité des sérums de souris infectées par 7.

cruzi vis-a-vis de la protéine TcAc2 (figure 34 1V).

2. Réponse humorale dans 1’infection naturelle

De méme que pour la réponse des souris, les sérums humains chagasiques ont été
testés par la technique d’ELISA et en Western-blot. Les résultat obtenus sont similaires &
ceux obtenus dans le cas de la souris. En effet, les deux techniques montrent la présence

d’une trés faible réponse anticorps qui peut parfois étre absente (figure 34 IV).



| Réponse humorale dans l'infection naturelle et expérimentale par Trypanosoma cruzi

IgG1 IgG2b
0,21
04
a
c a
o
0,3 4
0,11 0,2
1 0,1 4
0,0 - 0,0
$sS J2 J10 J17 J23 SSS J2 J10 J17 J23
Jours aprés infection Jours aprés infection
IgA A
0,10 ~ kDa 1234567
Q .
© 0,08 100,6 —
71,2 — :
43,5 —
28,6 —
[ ]
18,3 — !
Ss§ J2 J10 J17 J23
Jours aprés infection

Cinétique de la réponse humorale dans l'in-
fection expérimentale : IgG1 (I), IgG2b (II),
IgA (IID).

kDa 12345617

100,6 —
Immunoblot de sérums chagasiques sur la 71,2 —
protéine de fusion Sj26GST/TcAc2 (IV):
A) Sérums de souris infectées par T. cruzi: 43,5 —
phase aigu€s (1-4); phase chronique (5), sé-
rum de souris anti-TcAc2 (6) et sérum de sou- 28,6 —
ris saine (7).
B) Sérum humain normal (1); sérum de souris 18,3 —

anti-peptide C2 de TcAc2 (2); sérums hu-
mains chagasiques de phase chronique (3-7).




133

Afin de tester le pouvoir protecteur de la protéine TcAc2, nous avons immunisé des
souris BALB/c avec la protéine de fusion Sj26GST/ TcAc2, avant de les infecter avec une
dose létale de trypomastigotes sanguicoles.

Le pourcentage de mortalité est déterminé en fonction des jours d’infection.

Dans deux groupes de souris (Sj26GST et Sj26GST/TcAc2), la mortalité commence 20
jours apres infection (figure 35).

Seulement 15 % des souris contrdles (Sj26GST) survivent en phase aigué apres 60 jours
d’infection, alors que dans le groupe de souris immunisées avec la Sj26GST/TcAc2, on
observe un retard de la mortalité en comparaison avec le groupe €moin. De plus, environ
57 % des souris ayant été injectées avec la protéine Sj26GST/TcAc2 survivent a
I'infection en phase aigué. Toutes les souris survivantes ont ét€ maintenues en vie jusqu’a

150 jours apres I'infection.

% de survie

jours apres infection

Figure 35 : Pouvoir protecteur de la protéine de fusion Sj26GST/TcAc2 vis-a-
vis de la mortalité par T. cruzi. Les colonnes en gris correspondent au groupe
de souris immunisées avec la protéine de fusion Sj26GST/TcAc2 avant l'infec-
tion par T. cruzi et les colonnes en noir correspondent au groupe contrdle im-
munisé par Sj26GST.
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DISCUSSION

Généralités

Trypanosoma cruzi est un protozoaire parasite intracellulaire obligatoire peu
spécifique dans son choix de 1'hote vertébré. Il infecte a la fois un grand nombre
d’animaux sauvages et domestiques ainsi que 1’homme. Le parasite posseéde la capacité
d’infecter différentes populations cellulaires. De nombreux travaux ont €t€ consacrés a
I’étude des protéines, jouant un role dans I'interaction hote-parasite.

Au cours de I'infection, I’homme développe une réponse immune dont les
composantes humorale et cellulaire contrdlent la parasitémie pendant la phase chronique.
Néanmoins, il subsiste des "nids" de formes amastigotes chez 1’hote infecté.

La pathologie caractéristique de cette maladie est la destruction des muscles
squelettiques et du coeur, et I"apparition des méga-viscéres. Ces symptomes semblent
étre directement ou indirectement diis 3 des phénoménes immunologiques d’auto-
réactivité induits pendant I'infection chagasique.

L’étude des antigénes potentiellement vaccinants est encore au stade expérimental.
Le but premier de la réalisation d'un vaccin est d'éviter une trop forte parasitémie car
celle-ci peut étre fatale. Il reste en effet & démontrer qu’une vaccination peut étre capable
de protéger contre la pathologie de la phase chronique.

L’autre approche anti-parasitaire est la chimiothérapie. Malheureusement, les deux
médicaments en usage, le nifurtimox et le benznidazole ne sont efficaces que pendant la
phase aigué de la maladie. De plus, des effets secondaires fréquents sont constatés chez

les patients traités.
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L'activité acétylcholinestérase

La présence d’une activité acétylcholinestérasique dans les extraits du stade
épimastigote de T. cruzi a déja été démontrée par DURIEZ-VAUCELLE et coll. (1983).
Des travaux ultérieurs (QUAISSI et coll., 1988) ont montré I’existence d’anticorps anti-
acétylcholinestérase et d’anticorps anti-idiotypiques dans les sérums des patients
chagasiques. Il était donc intéressant d'identifier la molécule capable d’exprimer cette
activité enzymatique et d’induire ces auto-anticorps.

Nous avons d'abord abordé ce projet en reproduisant ces résultats a 1'aide d'un

systeme d’électrophorése plus résolutive que celui utilisé par DURIEZ-VAUCELLE et
coll. (1983). L activité acétylcholinestérase de la forme épimastigote n’est trouvée que
dans le culot (apres sonication et ultra-centrifugation & 230.000 xg) solubilisé avec le
Triton X-100. Cette activité est concentrée dans une seule bande aprés électrophorése en
gel natif. La fraction cytosolique ne contient pas d’activité acétylcholinestérase. Cette
activité enzymatique est absente du culot extrait par un tampon de faible ou de forte
osmolarité.
Afin d’obtenir un sérum vis-a-vis de la protéine(s) portant 1’activité acétylcholine-
estérase, nous avons immunisé des souris BALB/c & avec la région du gel contenant cette
activité. La cinétique de réactivité de ce sérum nommé sérum anti-TXepi, avec un extrait
NP-40 de la forme épimastigote met en évidence une bande majeure de 52 kDa et une
deuxie¢me (40 kDa) d’une intensité plus faible. Plusieurs antigénes mineurs réagissent
avec les sérums des derniéres saignées.

Afin de cribler une banque d’expression d’ADNc de T. cruzi , nous avons testé la
réactivité du sérum anti-TXepi vis-a-vis des produits de traduction des ARNm du
parasite. L’autoradiogramme des antigénes immunoprécipités par ce sérum montre une
bande de 52 kDa et une autre d’environ 55 kDa. Une bande de 52 kDa a également été
immunopécipitée par le sérum anti-TXepi, a partir des antigénes métaboliques du parasite
et semblerait donc correspondre au produit de traduction précédemment cité. Le
composant de 55 kDa semble quant a lui, étre non-spécifique car il apparait également

aprés immunopécipitation des mémes produits de traduction a l'aide d'un sérum non-
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immun. L'ensemble de ces résultats nous permettait cependant d'entreprendre le criblage

d’une banque d’expression du stade épimastigote, a l'aide de ce sérum anti-TXepi.

Caractérisation de la protéine TcAc2

Le criblage en expression de la banque d'’ADNc du stade épimastigote, a l'aide de
I'immunsérum anti-TXepi a permis I'isolement d'un clone nommé TcAc2. L’insert du
clone TcAc2 a ensuite été sous-cloné dans le vecteur d’expression pGEX-2T qui permet
d'exprimer chez E. coli, la protéine recombinante en fusion avec la GST de 26 kDa de
Schistosoma japonicum(Sj26GST). Ce systeme d'expression permet également la
purification du produit de fusion par chromatographie sur colonne de glutathion-agarose.
Le sérum anti-TcAc2, obtenu aprés immunisation de souris a l'aide de la protéine
recombinante, a été utilisé dans différentes techniques immunologiques, telles que
I’immunofluorescence indirecte, I'immunoblot et I'immuoprécipitation des produits
métaboliques et de traduction in vitro des ARNm. Les résultats obtenus en immunoblot
ont montré que l'antigéne reconnu par le sérum anti-TcAc2 est présent dans trois stades
de T. cruzi. De plus, I'immunoprécipitation d'un composant de 52 kDa dans les antigénes
d’excrétion/sécrétion du parasite indique que la protéine TcAc2 est libérée dans le milieu
de culture, par les formes épimastigotes et trypomastigotes. A ce stade, il est cependant
important de signaler que les préparations de trypomastigotes contiennent toujours un
certain pourcentage de formes amastigotes et des formes indiftérenciées qui peuvent donc
contribuer a la présence de la protéine TcAc2 mise en évidence dans les produits
d’immunoprécipitation et sur les Westernblots.

L’absence de réactivité de I'immunsérum anti-TcAc2 vis-a-vis des extraits totaux
d'autres Kinetoplastidae (Phyvtomonas, Leishmania) suggére que la reconnaissance
immunologique de cette protéine est restreinte aux especes du genre Trypanosoma. 11 est
a noter qu'une bande supplémentaire d'environ 60 kDa a par ailleurs été¢ mise en
évidence chez T. rangeli . L’ analyse moléculaire de ce composant apres clonage du géne
correspondant et microséquencage de I’antigéne natif, pourra nous renseigner sur la

nature de la réaction croisée ainsi détectée entre les deux souches de Trypanosomes.
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L'étude des ditférences antigéniques entre T. cruzi et T. rangeli est en effet
particulierement intéressante puisque cette derniere espéce, bien qu'infectieuse, n'est pas
pathogéne pour 'homme.

A l'inverse de la reconnaissance par anticorps, la sonde ADNc correspondant au
clone TcAc2 n'hybride pas avec I’ ARN total des souches ECH et C23. En revanche, elle
identifie des transcrits dans les ARN totaux de T. marinkelli, T. rangeli et T. cruzi
souches Y et CL Cette hétérogénéité au niveau de la reconnaissance entre les
immunoblots et 1"hybridation sur I'ARN pourrait s’expliquer dans I'usage différent des
codons chez les différentes souches de T. cruzi. L’espece T. cruzi semble en effet évoluer
de facon clonale, c’est & dire asexuée (TIBAYERENC et coll., 1986). Ceci a pour
conséquence de permettre une treés grande diversité entre les souches de cette espéce. Il
est vraisemblable que pour le marquer TcAc2, T. marinkelli, T. rangeli et CL soeint plus
proche de la souche Y que ECH et C23.

Nous avons donc montré que la protéine TcAc2 est présente dans les trois stades de
différenciation de T. cruzi. Bien qu'il soit ditficile d'estimer la quantité¢ d'ARN spécifique
des formes amastigotes au sein de la population d'ARN extraits a partir de cellules
infectées, le taux de messagers détecté dans les formes amastigotes semble plus faible que
celui des formes épimastigotes. Cependant, I'analyse par Northernblot ne revele pas de
transcrit dans une préparation d’ARN du stade trypomastigote.

Deux hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer la présence de la protéine
au stade trypomastigote:

1- une contamination des protéines trypomastigotes par des protéines d'amastigotes ou de

formes indifférencides;
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2- la protéine TcAc2 présente dans les trypomastigotes persisterait & des taux résiduels,
apres la différenciation des formes amastigotes en formes trypomastigotes.

Par ailleurs, il est & noter que la protéine TcAc2 semble étre assez stable, a la fois a
I'intérieur de la cellule et dans le surnageant de culture. En effet, aprés 18 heures de
chasse métabolique, aucune dégradation n’est observée. De plus, les formes
trypomastigotes montrent une faible réactivité en immunotluorescence avec le sérum anti-
TcAc2. Ceci suggére une persistance de cette protéine aprés différenciation des

amastigotes en trypomastigotes.

Structure de 'ADNCc¢

La séquence complete de I"’ADNc codant pour la protéine TcAc2 a été obtenue en
utilisant deux techniques différentes. Dans un premier temps, la banque d’ ADNc du stade
épimastigote de T. cruzi a été criblée a I’aide d’un sérum obtenu par immunisation de
souris avec une bande d’un gel d’électrophorése natif contenant 1’activité
acétylcholinestérase. Ce criblage a permis I'isolement d’un clone de 1495 paires de bases
(nommé TcAc2) possédant une queue poly(A) mais pas de "spliced leader" (SL) a son
extrémité 5'. Ce spliced leader a cependant été décrit jusqu'd présent pour tous les
messagers matures des Trypanosomes. Afin de compléter la région 5° du clone TcAc2,
nous avons employé la technique de PCR par transcription réverse a partir de ’ARNm,
en utilisant un oligonuciéotide spécifique de I'insert TcAc2 et un oligonucléotide
spécifique du SL. Le séquengage du fragment amplifié a permis de compléter la séquence
5" de I'insert TcAc2 par recouvrement. La longueur totale de ce messager serait donc de
1647 bases, dont 1335 codant pour une protéine de 445 acides aminés (poids moléculaire

théorique de 50,6 kDa).
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D’une facon intéressante, la région codante renferme seulement 47% de GC, alors
que la moyenne est de 57% pour les autres génes de T. cruzi (ALONSO et coll., 1992).
La signification de cette différence n’est pas connue. En fait, le pourcentage de GC de
TcAc2 est intermédiaire entre le %GC des génes codés par le noyau (57% GC) et des
genes mitochondriaux (31% GC). Les geénes codant pour les glycoprotéines variables de
surface (VSQ), la procycline (PARP) et les ESAG de T. brucei possédent également un
faible pourcentage de GC dans leurs codons (ALONSO et coll., 1992). Cependant, le
%GC de la région 3’ de TcAc2 (43%) est proche de la moyenne du %GC observée chez

T. cruzi (41%).

Pourcent % ns la région n I’ADN TcAc2
région
Total codante lere 2eme  3émehage dy codon
T. cruzi 51 56,9 59,6 43,7 67,3
TcAc2 47,2 54,4 389 51,0

La région 5’ non-codante située entre le SL et le codon ATG d’initiation de
traduction est relativement courte (12 bases). Cependant, bien que la taille de cette région
puisse atteindre plus de 200 bases, des régions 5' noncodantes de 20 bases ont déja été
décrites dans certains genes codant pour des VSG d'une autre espéce de Trypanosomes,
T. brucei (DONELSON et coll., 1985).

Par ailleurs, plusieurs groupes ont mis en évidence le role déterminant de la région
3’ dans le controle du niveau d’expression chez T. brucei (PAYS et coll., 1990,
JEFFERIES et coll., 1991 ; HUG et coll., 1993). La région 3’ noncodante de 1’ADNc
TcAc2 est de 244 bases, du codon stop au site d’insertion de la queue poly(A). Elle
contient une séciuence particuliere entre les bases 1556-1569 (GAGAAT[T]TAAGAG) et
cing répétitions du motif AAA(2 ou 3 G/C)AAA. Le r0le de ces motifs n'a cependant pas
été é‘tildié. Il serait donc intéressant de rechercher si ces motifs sont impliqués dans la

- régulation de I'expression de la protéine TcAc2 en fonction du stade parasitaire. En effet,
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le stade transitoire nonréplicatif, le trypomastigote, ne contient pas ce messager. En plus
de cette régulation, selon le stade de différenciation parasitaire, nous avons observé que
'expression du gene codant pour cette protéine augmente considérablement avec 1’dge de
la culture d’épimastigotes in vitro. De plus, bien qu’il existe un motif AATAAA en amont
du site d’insertion de la queue poly(A), cette séquence de polyadénylation conservée chez
les eucaryotes supérieurs (PROUDFOOT et coll., 1976, FITZGERALD et coll., 1981)
ne semble pas fonctionnelle chez les Trypanosomes. Le signal pour ce type de

modification post-transcriptionnelle n’est d'ailleurs pas connu chez ces parasites.

Le transcrit TcAc2

Un résultat surprenant est que la taille du messager (2,5 kb) est supérieure a celle de
I’ADNc de TcAc2. Afin de savoir s’il s’agissait d’un pré-messager, nous avons hybridé
la sonde TcAc2 avec de I’ARN total, I’ARN enrichi en ARNm poly(A)* et avec de
I’ ARN poly(A)- du stade épimastigote. Les résultats montrent clairement qu’il s’agitd’un
messager mature car aucun signal n’a ét€ obtenu avec la fraction poly(A)-. En effet, les
messagers ayant une queue poly(A) ont déja subi I’addition du SL (ULLU et coll.,
1993). La question se pose donc de savoir s’il existe plusieurs génes homologues
permettant la transcription de messagers de taille différente et en quantité variable. La
cartographie réalisée sur I’ADN génomique digéré par différentes enzymes suggere en
effet I’existence d’un seul géne.

En 1990, Nina AGABIAN (1990) souligne que le site d’addition du SL chez les
Trypanosomes ne serait pas bien conservé dans une méme espéce d’ARN, et qu’il en
existerait plusieurs donnant des messagers de taille différente. En effet, des sites
multiples sont connus pour les génes de la dihydrofolate réductase-thymidylate synthétase
de L. major (KAPLER et coll., 1987), des VSG (pour “Variable Surface Glycoproteins™)
de T. equiperdum (LAYDEN et coll., 1988) d’actine (HUG et coll., 1993) et de
calmoduline de T. brucei (TSCHUDI et coll., 1985). De plus, I’ARNm codant pour
I’actine peut étre polyadénylé en plusieurs sites (HUG et coll., 1993). En effet, les

différences entre les messagers alternatifs peuvent atteindre quelques centaines de bases.
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La différence entre I’ADNc de TcAc2 et le messager est d’environ 800 bases. Il serait
donc intéressant de savoir si I’extension se trouve a ’extrémité 5’ ou 3’. Pour cela, la
construction d’une banque génomique de T. cruzi est envisagée. Afin de déterminer
d’autres sites possibles d’addition du SL ou de polyadénylation, des expériences
d’extension d’amorce et de cartographie par la nucléase S1 seront réalisées.

D’une fagon intéressante, I’hybridation de la sonde TcAc2 sur I’ARN total de T.
marinkelli révéle deux transcrits d’environ 1750 et 2300 bases. S’il se vérifie qu’un seul
gene donne naissance, dans cette espece, a deux messagers de taille différente, la
comparaison de leur séquence avec celle de I'insert TcAc2 devrait nous renseigner sur

I’utilisation des séquences consensus de trans-splicing ou de poly-adénylation.

Struct \ homologies de | éine TeAc2

Afin de connaitre la nature de la protéine TcAc2, sa séquence en acides aminés a été
comparée avec différentes banques de données. Aucune homologie n’a été trouvée avec
les acétylcholinestérases ou d'autres hydrolases.

Cependant, des homologies significatives avec certaines protéines de plantes et des
membres de la superfamille des glutathion S-transférases ont été mises en évidence.
D’une fagon intéressante, il est possible d’aligner ces différentes protéines a la fois avec
la moitié N-terminale de la protéine TcAc2 (N-Term) et également avec sa moitié C-
terminale (C-Term). La comparaison des deux moitiés N-Term et C-Term de TcAc2 entre
elles montre qu'elles possédent 54% d'homologie, dont 27% de résidus strictement
conservés. Au niveau de I’ADNc, I'homologie entre la partie 5' et la partie 3' est de 51%.
Ceci nous a amené a émettre I’hypothése qu’il existait un géne ancestral codant pour une
protéine de 25 kDa environ, dont la duplication aurait donné naissance au gene codant
pour TcAc2. Les différences observées entre les deux moiti€s N-Term et C-term de la
protéine seraient dues a des mutations. Ces différences suggéreraient également que
I’événement de duplication devrait avoir eu lieu trés tot au cours de 1’évolution. II existe
de nombreux exemples de duplication de géne avec fusion. C'est la cas des génes codant

pour des protéases rétrovirales (PEARL et coll., 1987) et de mammiferes (DOOLITTLE
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et coll., 1981).

L'activité des GST n'est induite qu'apres dimérisation de deux sous-unités de 25
kDa environ. La protéine TcAc2, quant a elle, présente "intrinséquement” une structure
dimérique puisque la moiti€ N-terminale est homoloque a la moitié C-terminale. De plus,
un motif B-turn est présent & la jonction entre les deux moitiés de la protéine. Ce motif, en
assurant un repliement antiparallele de la protéine, permettrait de reproduire l'arrangement
observé entre les deux sous-unités monomériques des GST (REINEMER et coll., 1992).

L’alignement des deux moitiés N-Term et C-Term de TcAc2 avec les différentes
protéines homologues (protéines de plantes et protéines de la superfamille des GST)
montre que I’homologie est essentiellement située dans leur région N-terminale (acides
aminés 1 a 90). Dans les GST, cette région constitue le domaine G responsable de la
fixation du GSH. Afin de mieux caractériser I’homologie observée dans ce domaine G,
nous avons essayé de localiser dans la protéine TcAc2, les résidus correspondant a ceux
impliqués dans I’interaction du GSH avec les GST. Cependant, en I'absence d’analyse de
structure tri-dimensionnelle des 8-GST, qui représente la famille des GST avec lesquelles
la TcAc2 montre I’homologie la plus forte, nous n’avons pu prendre en compte que les
structures des p- et -GST (READY et coll,, 1979; DIRR et coll.,, 1991; REINEMER et
coll., 1991; JI, 1992; REINEMER, 1992). Ainsi, il apparait que les acides aminés
impliqués dans la fixation du GSH sont conservés dans les deux moitiés N-Term et C-

Term de la protéine TcAc2 (tableau 12).
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n-GST humain n-GST-rat U-GST rat TcAc2N [cAc2C

Tyr7 Tyr7 Tyr6 Leull Tyr234
Argl3 Argl3 Leul2 Argl7 Arg240
Trp38 Trp38 Trp45s Trp43 Trp265
Lys42 Lys42 Lys49 Lys45 Arg267
GIn49 GIn49 Asn58 Thr52 Thr274
LeuS0 Leu$s9 Val53 Val275
ProS1 ProS1 Pro60 Pros54 Pro276
GIn62 GIn62 GIn71 Glu66 Glu288
Ser63 Ser63 Ser72 Ser67 Ser289
Glu9s Glu9s . Glul101 Glu322
Asp96 Asp105 Asp104 Asp326

Tableau 12 : Résidus impliqués dans la fixation du glutathion des n-GST de ’homme
(REINEMER et coll., 1992) et de rat (REINEMER et coll., 1991), la u-GST de rat (JI,
1992) et leurs équivalents dans les deux moitiés de la protéine TcAc2 de T. cruzi. Les
résidus marqués en caracteres gras sont identiques tandis que ceux qui sont écrits en

italique sont homologues.

Le résidu Tyr6 (ou Tyr7) des GST est nécessaire pour I’activation du glutathion
(KARSHIKOFF et coll., 1993). Le fait que cette tyrosine soit remplacée par une leucine
dans la moitié N-Term de la protéine TcAc2 suggeére que cette protéine aurait une activité
S-transférase plus faible, si toutefois, celle-ci existe. La GIn49 de la n-GST est remplacée
dans la protéine TcAc2 par une thréonine. Il faut noter que la 8-GST1-1 de Drosophila
melanogaster posséde également une thréonine (TOUNG et coll., 1990). La GIn62, un
résidu polaire, peut étre remplacé dans les différentes GST par un acide glutamique. Cela

est aussi le cas dans la protéine TcAc2.
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Des expériences de mutagéneése dirigée sur les n-GST (MONAHARAN et coll.,
1992b) ont mis en évidence d’autres résidus impliqués dans la fixation du glutathion ou
dans I'activité enzymatique. Ces résidus sont également retrouvés dans la protéine TcAc2

(tableau 13).

7-GST humain TcAc2N TcAc2C

Asp57 Asp59 Gin282
Glyss8 Gly60 Gly283
Ile68 Ile70 I1e292
His71 Arg72 His294
Argl82 Argl193 Lys424

Tableau 13 : Résidus impliqués dans la fixation du glutathion ou dans I’activité
enzymatique de la n-GST humaine (MONAHARAN et coll., 1992b). L'importance de
ces résidus a été mise en évidence par mutagénese dirigée. Les résidus déja mentionnés
dans le tableau 12 n’apparaissent pas ici. Les résidus marqués en caracteres gras sont

identiques, ceux qui sont écrits en italique sont homologues.

A P'heure actuelle, peu d’informations sont disponibles quant a I’interaction des
diftérents substrats des GST avec le domaine H C-terminal (responsable de la fixation
des substrats lipophiles). Dans les GST analysées, les structures bi- et tri-dimensionelles
de ce domaine sont bien conservées. En 1993, BARYCKI et coll. (1993) ont montré que
la Tyr115 d’une p-GST de rat, située dans un large cluster hydrophobe, est impliquée
dans la fixation des xénobiotiques. Dans la protéine TcAc2, un résidu Tyr est retrouvé
dans les clusters homologues, soit en un méme endroit (C-Term, Tyr333), soit déplacé

d’un acide aminé en direction amino-terminale (N-Term, Tyr109).



145

En conclusion, les résidus essentiels pour la fixation et 'activation du glutathion
ainsi que pour I'activité enzymatique S-transtérase sont conservés dans les deux moitiés
de la protéine TcAc2, a I'exception du résidu Tyr7 dans la moitié N-terminale. Cette
moitié N-Term de la protéine apparait donc comme homologue au domaine G des GST. Il
est donc probable que la protéine TcAc2 et les GST aient évolué & partir d’un géne

ancestral commun.

Structure bi-dimensionelle de la protéine TcAc2 et des protéines
homologues

Afin d’explorer I'hypotheése d'un géne ancestral, nous avons comparé les profils
d'hydropathie des différentes protéines montrant une homologie avec TcAc2. Les profils
correspondant aux deux moitiés de la protéine TcAc2 sont en effet presque identiques et
superposables. La seule exception concerne la région carboxy-terminale de la moitié¢ C-
Term qui apparait plus hydrophobe que les régions correspondantes des protéines
homologues. Nous pouvons ¢également constater la superposition des profils
d’hydropathie de plusieurs protéines qui présentent par ailleurs une homologie
significative en séquence primaire avec la protéine TcAc2. Cette homologie recouvre 3
régions hydrophiles et 4 régions hydrophobes, dont la plus large se trouve dans le
domaine H des GST, connu pour son affinité pour les substrats hydrophobes
(MANNERVIK et coll., 1985b). II faut noter que la plupart des GST présentent ce profil
d’hydropathie. Un profil d’hydropathie semblable est également retrouvé pour certaines
protéines de stress de faible poids moléculaire (sHsp) (CZARNECKA et coll., 1988) et
pour les crystallines de type A et B (DE JONG et coll., 1988).

La comparaison des différentes séquences en fonction de leur structure bi-
dimensionnelle renforce donc la valeur des homologies observées dans les autres modes
de représentation (séquence primaire et protil d'hydrophobicité). Cette analyse révele en
effet une forte homologie dans la localisation des prolines qui est l'acide aminé
introduisant la plus grande contrainte dans une chaine polypeptidique. De plus, les

groupes d'acides aminés hydrophobes dans le domaine H sont fortement conservés. Ce
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domaine qui fixe le substrat des GST est pourtant faiblement conservé au niveau de la
séquence primaire entre les différentes familles de GST.

Les résultats obtenus 2 l'aide des plots d’hydropathie et des profils HCA sont
concordants : deux grands motifs hydrophobes sont séparés par une région hydrophile
(couvrant les résidus 100-140). En HCA, nous remarquons une structure hydrophobe en
forme de “botte” (entre les résidus 140-150), suivie d’un grand motif hydrophobe pour
toutes les protéines analysées. La région comprenant cette “botte” permet en fait
I’arrangement des o-hélices aD et oF de la n-GST de rat d’une fagon antiparallele
(REINEMER et coll., 1991) et semble donc nécessaire pour maintenir la structure tri-
dimensionelle de la protéine.

L’analyse des séquences en acides aminés des eEF1y (facteurs d'élongation de
I'étape de traduction des protéines) en HCA révele une homologie significative entre leur
région amino-terminale et les GST. Les génes codant pour ces protéines pourraient donc
étre issus de la fusion de deux geénes différents, I'un codant pour une GST (résidus 1-
200) et 'autre, pour une protéine de fonction inconnue (résidus 200-400). Une telle
hypothese a été émise pour les geénes de la dihydrofolate réductase-thymidilate synthétase
de la plante Arabidopsis thaliana (LAZAR et coll., 1993) et de Leishmania major
(BEVERLY et coll., 1986) ainsi que pour le géne de la tryptophane synthétase
d’Escherichia coli (MIOZZARI et coll., 1979). Le domaine de la sous-unité y du
complexe eEF1By(8) homologue & la GST pourrait donc é&tre responsable de I’ affinité de
ce complexe pour le S-glutathion-agarose sur lequel il a été purifié (PLUMAS-MARTY et
coll., 1992).
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\ffinité de la TeAc2 le_elutathi

Certaines GST ont des affinités différentes pour les conjugués de glutathion. Les
GST des familles o, [ et & se fixent sur le glutathion-agarose et sur le S-hexylglutathion-
agarose. Les o, U et T-GST peuvent ainsi &tre €luées par ces ligands. Néanmoins, les
isoformes 3-3 et 4-4 de la u-GST du rat peuvent €tre séparés a 1'aide d'un gradient de pH
(pH 7.5 pour l'isoforme 4-4 puis 9.6 pour l'isoforme 3-3) (OOI et coll., 1993). En
revanche, les 6-GST ne peuvent pas étre purifiées par ce ligand (MEYER D.J.et coll.,
1991; CASTRO et coll., 1993). La TcAc2 posseéde une homologie plus importante avec
les 8-GST qu’avec les autres GST. Cependant, contrairement aux 8-GST qui ne sont pas
retenues par des colonnes de dérivés de glutathion, le TcAc2 présente la capacité de se
fixer sur une matrice S-hexylglutathion-agarose. Elle se comporte donc a la fois
différemment des 0-GST en ce qui concerne I’affinité pour la matrice S-hexylglutathion et
de fagon similaire pour la matrice S-glutathion. D’une fagon intéressante, 1’élution de la
protéine TcAc2 avec le GSH ou le GSSG a pH 7,5 est beaucoup moins efficace qu’avec
le S-hexylglutathion ou avec le GSH a pH basique. La protéine TcAc2 ressemble donc
plutot aux pu-GST pour ce qui concerne son élution alors qu'en terme d’affinité et de
séquence, la TcAc2 se comporte comme une forme intermédiaire entre les familles [ et 6.

Des protéines recombinantes correspondant soit a la moitié N-Term, soit la moitié
C-Term de TcAc2 seront ainsi exprimées chez E. coli puis chez le T. cruzi lui-méme
apres transfection (KELLY et coll., 1990). Des constructions couvrant les deux domaines
homologues au domaine G des GST seront utilisées dans les mémes systemes
d'expression afin de tester la capacité des protéines recombinantes a fixer les différentes

matrices de glutathion et de ses dérivés.
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Un _role de détoxification pour la protéine TcAc2 ?
Certaines protéines, telles que la SSP d'E. coli (FUKUDA et coll., 1985) ou

I'URE2 de la levure (COSCHIGANO et coll., 1991), classées par alignement de
séquence dans la famille des 6-GST ne présentent ni activité enzymatique S-transférase
(en utilisant le CDNB comme substrat) ni affinité pour le glutathion ou ses dérivés. Ceci
est également vrai pour les membres de la famille de protéines "msr" (‘“multiple stress
response proteins’) qui forment un groupe proche des 6-GST. Excepté la TcAc2, tous
les autres membres de la famille "msr" sont des protéines végétales. Leur synthése est
induite par des hormones et médiateurs végétaux comme 1’auxine, la cytokinine et
I’'éthyléne ou par les métgux lourds, le choc thermique, les polyamines et I’infection par
des pathogenes. L’auxine et la cytokinine sont impliquées dans la régulation de
I’expression d’un certain nombre de génes pendant la croissance et la différenciation des
plantes (NAPIER et coll.,, 1991). L’un des génes dont l'expression est induite par
I’auxine, est celui d'une GST. Cette GST (parB) pourrait étre impliquée dans la
prolifération des protoplastes du mésophyle (TAKAHASHI et coll., 1992a).

Le glutathion induit également la transcription de génes de défense chez les plantes
(DRON et coll., 1988). En outre, aprés une attaque par des pathogénes fongiques,
certaines plantes expriment des GST qui, dans le cas du blé, induisent une résistance
contre un champignon pathogene (DUDLER et coll,, 1991). Le mécanisme par lequel
cette GST contribue a la résistance n’est pas connu.

De plus, les GST sont impliquées dans la protection contre les dommages causés
aux lipides par le stress oxydatif. La production de péroxydes dérives des lipides,
souvent toxiques, est également induite pendant ’aggression des plantes par certains
pathogénes (KEPPLER et coll., 1987) et pendant I'altération des pétales (SYLVESTRE
et coll., 1989). L’augmentation de P'expression des GST ou des protéines fixant les
conjugués du glutathion pourrait donc étre un mécanisme protecteur contre les effets de la

péroxydation des lipides membranaires.
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En 1993, MEYER a émis I'hypothése que certaines GST possédent un role

primaire de fixation de conjugués du glutathion plutbt qu'une fonction enzymatique S-
transférase (KETTERER, et coll. 1988; BROPHY et coll., 1990a). En effet, la
“ligandine”, qui est un hétérodimere des sous-unités de I'a-GST1-1 et 1-2 de rat, ainsi
que certaines GST des Helminthes semblent étre impliquées dans le transport
intracellulaire, le stockage et la séquestration des molécules qui peuvent €tre des substrats
des cytochromes P450 (TIPPING et coll., 1981). En effet, il a ét¢ montré que des
conjugués pourraient étre libérés par des GST dans le micro-environnement d'un
transporteur transmembranaire, ceci afin d’éviter leur présence dans le cytosol (MEYER,
1993).

I1 faut également noter qu’il existe des réactions chimiques de conjugaison du
glutathion de nature non-enzymatiques (JAKOBY et coll., 1980). En effet, les produits
de la péroxydation de lipides, comme par exemple les trans-alk-2-énales, les trans,trans-
2,4-diénales et les 4-hydroxyl-alk-2-énales, peuvent réagir ainsi avec le glutathion
(BROPHY et coll., 1990).

I1 est nécessaire de rappeler a ce stade que le thiol du trypanothion est plus réactif
que celui du glutathion (FAIRLAMB et coll., 1992). Certaines réactions chimiques
seraient donc possibles sans intervention d'une catalyse enzymatique. La réduction des
péroxydes serait ainsi assurée chez T. cruzi, par un processus non enzymatique plutdt
que par activité¢ péroxydasique enzymatique (CARNIERI et coll., 1993).

Par ailleurs, les trypanosomes sont déficients en glutathion-réductase mais
contiennent une trypanothion-réductase (FAIRLAMB et coll., 1985). La réduction du
GSSG en GSH est une réaction non-enzymatique, effectuée par le trypanothion
(FAIRLAMB et coll., 1985) qui est & son tour réduit par la trypanothion-réductase. Le
glutathion et/ou le trypanothion sont de plus impliqués dans la susceptibilité de T. cruzi

vis-a-vis du nifurtimox et du benznidazole (MONCADA et coll., 1989).
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L' analyse de l'ensemble de ces observations nous a conduit 3 émettre I'hypothése
selon laquelle chez T. cruzi, I'activité S-transférase serait surtout de nature non-
enzymatique et effectuée par la forte réactivité du trypanothion avec les péroxydes, les
époxydes et éventuellement d’autres électrophiles lipophiles. 11 serait donc possible que la
protéine TcAc2 joue un rdle dans la fixation et le transport des conjugués du trypanothion
(et/ou du glutathion) afin d’assurer la séquestration de ces molécules et leur élimination
du cytosol. Cette hypothese est renforcée par 1’observation que le géne codant pour la
TcAc2 n’est transcrit que dans les stades réplicatifs épimastigote et amastigote et que son
expression est fortement augmentée pendant la phase stationnaire de la culture
épimastigote in vitro. Ces deux formes parasitaires, les épimastigotes et les amastigotes,
épuisent leur environnement en produits nutritifs et sécrétent des molécules, ce qui
conduit A une acidification du milieu de culture. Par la production d'intermédiaires
oxygene-réactifs, ils se crént donc un environnement intra- et extracellulaire, hostile en ce
qui concerne les conditions d’oxydo-réduction. Le parasite est alors obligé de se
"débarrasser” des produits toxiques et d’assurer un €équilibre de son pouvoir d’oxydo-
réduction. Le fait que la protéine TcAc2 soit libérée dans le milieu de culture pourrait
laisser supposer qu'elle intervient dans un mécanisme d’exportation des conjugués du
trypanothion (ou du glutathion) permettant a la cellule d’éliminer ses produits toxiques.

Il n'est cependant pas exclu que la protéine TcAc2 soit capable de fixer soit le
trypanothion, soit le glutathion ou encore les deux a la fois et d’exercer ainsi une activité
S-transférase. Il est donc séduisant de spéculer sur I'affinité de cette prot€ine pour ces
cofacteurs et sur son role possible dans les phénomeénes de détoxification. A 1’heure
actuelle, nous n’avons cependant, aucun indice d'une activité S-transférase pour cette
protéine. En eftet, les expériences réalisées en utilisant le CDNB comme substrat et le
GSH ou le T[SH], comme co-substrat n’ont révélé aucune activité de ce type. Il est
intéressant de noter que les 6-GST ne possédent pas d'activité GST vis-a-vis ce substrat.
Elles catalysent néanmoins la conjugaison du glutathion avec des époxydes et des

hydropéroxydes des lipides.
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L'ensemble de nos résultats (alignement de séquences primaires, analyse des
profils d'hydropathie et des clusters d'hydrophobicité, affinité pour les dérivés du
glutathion) nous permettent donc de considérer la protéine TcAc2 comme un membre de
la superfamille des GST.

Mais atin de déterminer son rdle biologique, une étude approfondie des facteurs qui
induisent son expression et son activité enzymatique sera nécessaire. De plus, grace aux
techniques de transfection des parasites, il sera possible soit de "sur-exprimer” cette
protéine, soit d'inhiber sa traduction par un ARN antisens ou encore de produire des
mutants nuls par recombinaison homologue. Outre les connaissances apportées sur sa
fonction, ces expériences devraient également permettre de préciser l'influence de la

protéine TcAc2 dans les mécanismes de virulence.

Role protecteur pour la protéine TcAc2

Etant donné le rble des GST dans la protection contre la schistosomiase humaine
(BALLOUL et coll., 1987) et animale (BUSHARA et coll., 1993) d'une part et contre la
distomatose (SAXTON et coll.,1990) d'autre part, nous avons également recherché le
pouvoir protecteur de la protéine TcAc2 dans un modele murin d'infection expérimentale
par T. cruzi. L'immunisation a 1'aide de la protéine de fusion (§j26GST/TcAc2) permet
de protéger 57% des souris infectées par une dose de 2500 trypomastigotes sanguicoles.
Ces expériences encourageantes devront &tre poursuivies afin de rechercher si
I'immunisation permet d'éradiquer la présence du parasite dans I'organisme infecté.

Des homologues de la protéine TcAc2 s’expriment dans toutes les souches de T.
cruzi testées jusqu'a présent et également dans certaines espéces voisines. Son
implication probable dans les fonctions de détoxification du parasite permet de penser que
cette protéine pourrait constituer une cible privilégiée pour le développement de nouvelles
drogues trypanocides. De plus, le pouvoir protecteur induit par la protéine recombinante
permet d'envisager l'utilisation de cette molécule comme composant majeur d'une

chimiothérapie et d'une immunothérapie combinées.
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CONCLUSION

Nous avons cloné et séquencé un ADNc du stade épimastogote de Trypanosoma cruzi qui
code pour une protéine de poids moléculaire 52 kDa dénommée TcAc2. L'analyse moléculaire
de I'ADNCc suggere qu'il résulte d'une duplication de géne dont le produit d'expression est une
protéine ayant deux moitiés homolo gues d'environ 25 kDa chaqu'une. La recherche
d'homologie montre que la protéine TcAc2 fait partie de la superfamille des glutathion S-
transférases (GST) et des protéines de stress de faible poids moléculaire. Cette observation est
renforcée par la comparaison des profils d'hydropathie de la protéine parasitaire et des
structures secondaires (HCA) avec ceux des membres de la superfamille des GST. De plus, la
protéine TcAc2 native a été purifiée sur colonne d'affinité S-hexylglutathion-agarose a partir
d'un extrait total d'épimastigote.

Cette protéine est exprimée dans les stades réplicatifs (€pimastigote et amastigote) de 7.
cruzi et résiduelle dans le stade non réplicatif: le trypomastigote. D'une fagon intéressante,
I'expression de TcAc2 augmente avec 1'dge et la densité de la culture d'épimastigote in vitro et
fait partie des composants d'excrétion/sécrétion.

Ces résultats nous ont amené a émettre 1'hypothese que la protéine TcAc2 pourrait Etre
impliquée dans la fixation et le transport des molécules toxiques produites pendant la culture,
telles que les péroxydes de lipides et d'autres IOR. Ce composant serait donc impliqué dans les
mécanismes de détoxification du parasite.

Par ailleurs, l'immunisation des souris avec la protéine de fusion Sj26GST/TcAc2
protege partiellement (57%) contre la mortalité apres l'infection par T. cruzi.

IIs serait donc possible d'élaborer une thérapie mixte d'immunisation par protéine TcAc2
et chimique en utilisant des analogues du glutathion ou du trypanothion afin d'inhiber l'activité
de la protéine TcAc2. Cela pourrait afaiblir le parasite et le rendre plus susceptible au systeme
de défense de 1'hdte vertébré.

Une autre approche séduisante serait la transfection des parasites pour inhiber ou
augmenté 1'expression de la protéine TcAc2 afin d'aborder I'étude de sa fonctionnalité.
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ANNEXE TECHNIQUE

1. Obtention des différents stades de T. cruzi.

La souche principale utilisée dans ce travail est la souche Y (SILVA et coll. 1953;
NUSSENZWEIG et coll. 1953) qui infecte préférentiellement les macrophages. De plus, pour
des études comparatives en immuno-fluorescence, immuno-blot et en Northern-blot, les
souches suivantes ont été utilisées:

-Téhuantepec, qui infecte plus particulierement les cellules musculaires (DARMAN et coll.
1941) ainsi que les souches Tulahuén (PIZZI et coll., 1952), ECH, C23 et CL (BRENER et
coll., 1963).

De méme, plusieurs especes proches de T. cruzi ont ét€ utilisées dans ces expériences:

-T. marinkelli, un trypanosome qui a comme hote naturel, la chauve-souris et qui connait
également un stade de multiplication intracellulaire chez son hdte mammifere;

-T. rangeli, une espéce infectieuse mais non-pathogéne pour 1’homme (ANEZ et coll., 1982).
Ses hotes naturels sont les mammiféres d’ Amérique Centrale et d’Amérique du Sud, par
exemple I’oppossum;

-L. donovani infantum, agent responsable de la leishmaniose viscérale (kala-azar) en Inde.

1.2,_Obtention des parasites in vitro.

Les stades épimastigote des trypanosomes et promastigote de Leishmania ssp. sont
repiqués vers la fin de la phase logarithmique (environ 1x107 parasites par ml de culture) dans
le milieu GLSH (1g/1 de glucose, 4,5g/1 de lactalbumine hydrolysée, 15% d’extrait
d’hémoglobine de boeuf) et 10% de sérum de veau foetal (SVF) (Boehringer) qui a été
substitué pour les cultures de 7. cruzi par I’Ultroser HY (IBF). Le SVF a été préalablement
inactivé & 56°C pendant 30 min (Jadin et coll., 1969). Les cultures d’épimastigotes se font &
28°C et celles des promastigotes & 26°C. Les parasites sont sédimentés par centrifugation a 1000
xg pendant 10 min. & 4°C et lavés 3 fois dans du tampon Hanks-Wallace.

La culture des trypomastigotes est réalisée sur cellules fibroblastiques (NIH 3T3 FR) ou
macrophagiques (OUAISSI et coll., 1986). Ces cellules sont entretenues en flacon de culture
de 75 ou de 150 cm?, incubées a 37°C en étuve 2 5% de CO, dans du milieu RPMI 1640
(Gibco BRL) additionné de 5% de SVF. Les tibroblastes sont repiqués tous les 3 jours apres
traitement au verséne-trypsine. 10% trypomastigotes environ sont inoculés a des cultures
cellulaires presque confluentes. Apres 3 & 4 jours de culture les trypomastigotes apparaissent
dans le milieu de culture, a partir desquels de nouvelles infections sont réalisées (SANTIAGO
et coll. 1981).
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Le surnageant de culture est centrifugé a 300 xg pendant 5 min a 10°C afin d’éliminer les
débris cellulaires. Une deuxieéme centrifugation & 1000 xg pendant 10 min & 10°C permet de
sédimenter les trypomastigotes et les amastigotes.

Tampon de Hanks-Wallace:

NaCl 8¢
KCl1 0.4g
CaClp, 2H,0 0.25¢
MgS0y4, 2H0 0.2g
NaHPOg4, 12H20 0.15¢g
KH7PO4 0.06g
NaHCO3 0.98¢g
Glucose lg

Compléter a 11. avec de I'eau distillée

2. Electrophorese des protéines

2.1. Dosage des protéines
Les protéines sont dosées selon la méthode de Lowry modifiée par MARCKWELL et

coll. (1978).
2.2. Séparation des protéines par électrophorése en condition native.

Les protéines des différentes fractions d’extrait d’épimastigotes sont séparées par la
technique d’électrophorese native sur gel d’acrylamide/agarose selon BENOIT et coll. (1990).

Composition du gel de séparation: Gel de concentration:
Acrylamide 7 % 4,5 %
Bisacrylamide 0,186 % 0,225 %

Agarose 04 % 0,2 %
Trizma-base 0,375 M (pH §,8) 0,125 M (pH 6,8)
PSA 0,075 % 0,075 %

TEMED 0,03 % 0,07 %

Les solutions (a I’exception de PSA et de TEMED) sont chauffées a 37°C avant de les
mélanger avec I’agarose SeaPrep (FMC) tondu dans de I’eau. Le mélange du gel est coulé entre
deux plaques de verre préchautfées & 37°C et recouvert par de 1’alcool isobutylique. Aprés
polymérisation, le gel est retroidi a 4°C afin de permettre la gélification de 1’agarose.
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Le tampon de migration est constitué de 250 mM Trizma base/HCL pH 8,3, 384 mM
glycine et 5 mM MgCl,. Les échantillons sont repris dans du glycérol 10 % avant dépét sur gel.
La migration est réalisée & 4°C pendant la nuit, 4 25 mA, apres avoir soumis le gel 4 deux “pré-
run” de 15 min. 4 40 mA.

2.3. Electrophorese sur gel d’acrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE).

Pour la séparation des protéines dans des conditions dénaturantes, la technique
d’électrophorese sur gel d’acrylamide en présence de SDS est employée (SEE et coll. 1989).
Les gels SDS-PAGE ont été colorés soit par le bleu de Coomassie soit par le nitrate d’argent
(SEE et coll. 1989).

2.4. Isoélectrofocalisation.

Cette technique d’électrophorése utilise la charge naturelle des protéines pour leur
séparation. Alors que certains protéines basiques (chargées positivement, par exemple les
histones) migrent vers la cathode (pOle négatif), la plupart des protéines sont chargées
négativement et migrent vers 1'anode (pOle positif).

L’Ampholine PAGplate (pH 3,5-9,5) est posée aprés que le film en plastique ait été enlevé (pas
le support!) comme indiqué sur I’appareil Multiphor II (Pharmacia LKB) refroidi avec un
courant d’eau 2 14°C (mettre | ml d’huile de paraffine sur la plaque afin d’assurer un bon
refroidissement du gel). Ensuite les “strips” d’électrode sont mis sur les bords du gel et
imprégnés avec 3 ml de tampon d’électrode (anode: | M H3PO,, cathode: 1 M NaOH). Les
échantillons (60 pg/piste) sont appliqués sur des petites pieces de papier (livrées avec le kit)
environ a un centimetre de la cathode et enlevés apres la moitié€ de la migration.

Les conditions de migration sont les suivantes:

Voltage: 1500 V. max.
Courant: 50 mA max.
Puissance: 30 W max.
Durée: 1,5 h.

Le pH est mesuré avec une électrode de contact (calibrée a la température du gel) a des
intervalles d’un centimetre entre I’anode et la cathode ce qui donne la courbe de calibration.
Apres cela, le gel est remis sous tension pendant 10 min.

Pour le transfert sur membrane de nitrate de cellulose, le gel est enlevé doucement du support.
Le transtert est décrit dans la section 5.2. La présence d’antigéne est ensuite détectée par
anticorps. Le point isoéletrique est déterminé  I'aide de la courbe de calibration.
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3. Détection de I’activité acétylcholinestérase

3.1. Préparation de 1'extrait d’épimastigotes
Les formes épimastigotes de T. cruzi sont maintenues en culture dans du milieu GLSH

supplémenté avec 'Ultroser HY (IBF). Les antigénes sont préparés apres lyse des parasites
aux ultrasons (150W, 5 min., 0,5 sec. intervalle, sur glace) soit dans un tampon de faible
osmolarité (10 mM Tris/HCI1 pH7,3, 50 mM MgCl,, | mM PMSF) soit dans un tampon de
forte osmolarité (50 mM Tris/HCI pH 7,3, 300 mM MgCl,, 1 mM PMSF). Afin de séparer le
cytosol de la membrane plasmique et des organelles, le lysat est centrifugé pendant une heure 3
230.000 xg a 4°C dans la Mini-ultracentrifugeuse Beckman TL100 en utilisant le rotor
TL100.1. L activité enzymatique est mesurée dans le cytosol et le culot est solubilisé avec
différents détergents (Triton-X 100, Nonidet P40, désoxycholate, cholate et octyl-glucoside) en
utilisant différents rapports quantité de protéines/% de détergent, ceci afin de déterminer les
meilleures conditions de solubilisation des protéines. Le SVF est utilisé comme contrdle positif
de la réaction enzymatique.

3.2. Détection de I'activité enzymatique acétylcholinéstérasique.

L’activité acétylcholinéstérasique est détectée comme décrit ailleurs (DURIEZ-
VAUCELLE et coll., 1983) :
Pour 100 ml de solution:
25 mg de MTT (3-[4,5-diméthyldiazole-2-yl1]-2,5-diphényltetrazolium bromide; Sigma) dissous
dans 5 ml d’éthanol absolu,
100 mg de S-acétylthiocholine dans 95 ml de tampon véronal (0,1 M, pH 8,2).

Les deux solutions sont mélangées et incubées avec le gel & 28°C. La présence de
I"activité acétylcholinéstérasique se caractérise par un précipité bleu-violet.
La réaction biochimique est la suivante:
1. Enzyme +S-acétylthiocholine iodide ---> Enzyme-thiocholine + acide acétylique
2. Enzyme-thiocholine + MTT --->précipité bleu

3.3. Production d’antigénes contenant ' activité enzymatique acétylcholinésterasique
Afin de préparer I’antigéne pour I'immunisation de souris, le culot d’épimastigotes obtenu

aprés ultracentrifugation est traité avec 0,3 % de Triton-X100/10 mg de protéines par ml. Apres
centrifugation & 230.000 xg, le surnageant est déposé sur un gel natif d’agarose SeaPrep
(FMC) a 3 %. La région montrant I'activité acétylcholinésterasique est coupée, fondue a 50°C et
gardée a 37°C afin d’éviter la gélification.
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4. Marquage des protéines.

4.1.Marguage métabolique 4 la méthioning[35S]

1x108 épimastigotes ou trypomastigotes sont lavés trois fois en RPMI sans SVF et une
fois en MEM sans méthionine et “mis & jeun” dans ce dernier milieu pendant 1 h 2 28°C
(épimastigotes) ou 37°C (trypomastigotes). Aprés centrifugation a2 1000 xg pendant 10 min.,
les parasites sont incubés 1 h en présence de 500 pCi de méthionine[35S] (>37 Bg/mmol,
Amersham) en MEM sans méthionine puis centrifugés. Le culot est alors incubé dans du RPMI
contenant 10 % de SVF (chasse). Les échantillons sont prélevés 1 h aprés le marquage (T, ), 2
h apres la chasse (T,3) et 18 h apres la chasse (T, g). Les parasites sont lysés pendant la nuit &

4 °C (sur un roue) dans le tampon indiqué.

Tampon de Lyse:

Trizma-base, pH 7,4 10 mM,
Nonidet P40 1 %,
Aprotinine 100KUT/ml,
PMSF I mM.

Comptage de la radioactivité incorporée:

20 pl de produits marqués sont mis en contact 2 h sur glace avec 1 ml de TCA 25 % puis filtrés
sur des filtres Whatman GF/C. Les filtres sont rincés avec du TCA 8 % puis de 1'eau. Apres
séchage, la radioactivité est comptée en présence d'un scintillateur (Aqualyte).

4.2. Marguage des produits de traduction 3 la méthionine[33S].
5 ug de I’ARN total dans 10 pul d’eau traitée au DEPC sont chauffés 5 min. & 65°C afin de

dissocier les structures secondaires puis gardés sur glace. Ensuite,

42 pl de lysat de réticulocyte de lapin (Promega),

3 ul de mélange d’acides aminés sans méthionine (Promega) et

7,4 ul de méthionine[33S] (111 uCi, >37 Bg/mmol, Amersham,) sont rajoutés et incubés 2 h 2
30°C.

L’efficacité¢ du marquage est contrdlée par comptage apres précipitation au TCA comme suit :

1 1 de produits marqués, 500 pl d’eau et 250 pl de NaOH 1M contenant 0,68 % H,0, sont
incubés 15 min. 3 37°C. Ensuite 1 ml de TCA 25 % est rajouté et les tubes sont gardés 15 min.
sur glace. Cette solution est filtrée sur un filtre Whatman GF/C et rincée avec du TCA 8 % et de
I'eau. La radioactivité fixée est déterminée comme décrit dans la section 4.1.

Les produits de traduction obtenus sont immunoprécipités par diftérents anti-sérums et analysés
par SDS-PAGE comme décrit dans la section 2.3.
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4.3. Marquage des parasites in vivo au |3—2P|O]

Afin de déterminer si une protéine est phosphorylée ou non, les parasites sont cultivés en
présence d’ortho-phosphate marqué au 32P. Le [32P]Q, est incorporé dans les nucléotides qui
sont ensuite utilisés dans la phosphorylation des protéines, des lipides et d’autres composants
cellulaires.

Des épimastigotes (108) en fin de phase logarythmique sont incubés 2 fois 15 min. 2 28°C dans
une solution isotonique sans phosphate. Aprés centrifugation, les parasites sont resuspendus
dans 1 ml de ce méme tampon contenant 250 uCi [32P]O, (Amersham) et incubés 1 h a 28°C
avant de les laver 3 fois dans du milieu de culture. Des fractions aliquotées de surnageant de
parasites sont prélevées deux heures (T,3) et cinq heures plus tard (T,¢). Les parasites sont

lysés comme décrit en 3.1. et la fraction soluble est immunoprécipitée.

5. Préparation des anticorps polyclonaux et analyse immuno-chimique des
antigénes paasitaires

S.1. Préparation des anti-sérums
Afin d’obtenir des anti-sérums pour cribler la banque d’expression, la bande du gel en

condition native contenant I’activité acétylcholinéstérasique est injectée par voie intrapéritonéale
a des souris BALB/c en présence de 1'adjuvant (Vaxicoq, Institut Mérieux, France: 4 U.I. de
Bordetella pertussis et 1,25 mg of aluminium hydroxyde/500 pl), le tout complété a S00 pl avec
une solution saline. Les injections sont répétées trois fois & deux semaines d’intervalle.

Dans le cas de la protéine de fusion Sj26/TcAc2, les souris sont immunisées trois fois avec 40
pg de protéine de fusion.

Par ailleurs, un lapin est immunisé avec 1 mg de protéine de fusion SJ26/TcAc2, selon la
méthode de Vaitukaitis en présence d’adjuvant complet de Freund.

Des sérums anti-peptide issus de la séquence du clone TcAc2 sont obtenue par immunisation
des souris avec des peptides couplés a I’ovalbumine.

Peptide C1 TcAc2:

Pro42-Gln-Trp-Tyr-Lys-Glu-Leu-Asn-Pro- Arg-Glu-Thr-Val-Pro-Thr-Leu-Gln- Val- Asp-Gly60
Peptide C2 TcAc2:

1le65-Glu-Ser-Asp-Leu-Ile-Ser- Arg-Tyr-Ile- Asp- Arg-Ile-Ser-Ser-Pro80

Peptide C3 TcAc2:

Aspl15-Pro-Phe-Asn-Glu-Glu-Lys-Arg-Lys-Ser-Val-Asp-Asn-Asn128
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5.2. Test d’immuno-tluorescence indirecte

Le test d’immuno-fluorescence indirecte est réalisé sur des épimastigotes, trypomastigotes
et des formes intracellulaires (fibroblastes 3T3 ou macrophages J774) de T. cruzi. Les parasites
sont lavés trois fois dans du Hanks-Wallace et posés sur des lames d’immunofluorescence
(Diagnostics Pasteur) avant d’&tre séchés. Ces lames sont ensuite fixées pendant 10 min. dans
du méthanol a -20°C et gardées & -20°C. Les formes intracellulaires (cultivées dans LAB-TEK
tissue culter chambers/slides; Miles, Naperville, IL, USA) sont ensuite traitées avec de
I'acétone pendant 10 min. 3 -20°C et gardées a cette température.

Sur chaque préparation, 30 pl de sérum a diftérentes dilutions sont déposées et les lames
sont incubés 30 min. & 37°C. Les anticorps non-fixés sont éliminés par lavage en PBS (2 fois
brievement et 1 fois 15 min). 30 ul d’une solution de Bleu d’Evans (1:10.000) contenant le
conjugué couplé au Fluoroisothiocyanate (FITC) dilué dans du PBS sont enfin déposés sur les
puits séchés et incubés comme décrit plus haut. Apres lavage et séchage, quelques gouttes de
glycérine/PBS (1:1, v:v) sont déposées sur les lames que l'on recouvre de lamelles. La
fluorescence est lue 4 I’aide d’un microscope en lumiere UV a 490/525 nm.

5.3. ELISA
Des plaques d’ELISA sont incubées pendant la nuit & 4 °C avec 100 pl par puit, d’une solution

antigenique contenant 1 ug/ml de protéine. Les puits sont saturées pendant 1 h & température
ambiante avec 2 % d’une solution de BSA préparée dans du PBS. Ensuite, les différents
sérums a tester sont dilués dans du “PBS et incubés (100 pl/puit) pendant 3 h & 37 °C. Apres 3
lavages avec du PBS/0,1 % Tween-20 le conjugué (dilué au 1/10000) marqué a la péroxydase
est ajouté 1 h a 37 °C. La révélation est réalisée en incubant les puits avec 100 pl de tampon I 30
min. 2 37 °C. La lecture de la densité optique est faite a une longueur de 492 nm.

Tampon I (extemporanément):

1 pastille d’OPD (o-phénylenediamine dihydrochloride, 10 mg; Sigma)
20 ml de tampon II

20 ul H,0,

Tampon II:
PO,3- 0,1 M; 500 ml

Acide citrique 0,1 M, pH 5,0; 400 ml
A conserver a -20 °C.
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. radiomarqués.

Les protéines marquées sont soit immunoprécipitées, soit directement analysées par SDS-
PAGE:

Les produits radiomarqués sont incubés avec 20 pl de sérum sain dans un volume final de 500
ul de tampon et incubés toute la nuit sur une roue a 4°C ou 3 h a température ambiante. 10 mg
de Protéine A Sépharose CL-4B (Pharmacia) prégontlées dans du tampon sont rajoutées et les
tubes sont mis sous agitation 2 h a température ambiante. Aprés centrifugation, le surnageant
est mis en contact avec le sérum a tester (20 pl) comme ci-dessus. Les immuns-complexes sont
fixés sur 10 mg Protéine A Sépharose CL-4B comme décrit précédemment et lavés au moins
dix fois dans du tampon. L’efticacité du dernier lavage est contr0lée par simple comptage en
scintillation. Pour décrocher les protéines marquées 2 fois, 40 pl de tampon d’échantillon du
SDS-PAGE sont rajoutés aux billes de Protéine A Sépharose CL-4B et bouillis 3 min. Aprés
migration sur gel SDS-PAGE, les protéines sont fixées dans un bain de méthanol 2 % et
d’acide acétique 8 % pendant 30 min. et lavées 10 min. a I’eau distillée. Le gel est ensuite traité
avec la solution d’Amplity (Amersham, Les Ulis, France) - pour les protéines marquées a la
[35S]méthionine - séché et exposé. Dans le cas des antigénes marqués & 1’ orthophosphate, le gel
est exposé avec des écrans Dupont Cronex lightning plus.

Les tampons d’incubation et de lavage sont le TNSTE pour les marquages métaboliques et le
TNEN pour les produits de traduction .

TNSTE: TNEN:

Trizma-base 10 mM, Trizma-base 10 mM,
NaCl 150 mM, NaCl 150 mM,
SDS 0,3 %, EDTA 2 mM,
Triton X-100 1,7 %, Nonidet-P40 0,5 %,
EDTA 2 mM, Aprotinine 100 KUI/ml.
Aprotinine 100 KUI/mL

Le pH est ajusté pour les sérums de souris, a 8,0 et pour ceux de rat et lapin, & 7,4.

5.5. La technique de Western blot.
Apres séparation par SDS-PAGE, les protéines sont transtérées sur une membrane de

nitrate de cellulose d'apres la technique de TOWBIN et coll. (1979).

5.6. Infection expérimentale de souris par T, cruzi.
L’infection de souris méles BALB/C a été réalisé par voie intrapéritonéale 1 mois apres la

derniere immunisation (voir plus haut) avec 3500 trypomastigotes sanguicoles.
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6. Préparation de I’ADN

6.1. Préparation de I’ ADN génomigue parasitaire.
6.1.1. Préparation & grand échelle.

Ce protocole suit majoritairement les instructions de SAMBROOK et coll. (1989).

Les parasites sont recoltés par centrifugation (1800 xg, 4°C, 10 min.) et lavés 3 fois dans
du Hanks-Wallace. Le culot est congelé dans I’azote liquide et repris dans le tampon de lyse
aprés décongélation. Les ARN sont détruits par addition de RNAse (DNAse free) a 50 pg/ml
final et incubation au moins 3 h & 37°C. Les protéines sont digérées par la protéinase K (100
ug/ml) pendant 3 h & 50°C. Celles-ci sont ensuite éliminées par 2 extractions au phénol (1v:1v,
15 min. sur roue a 4°C) et centrifugation & 5.000 xg (20 min., 4°C). Le surnageant est traité par
un mélange phénol/chloroforme (1v:1v) et centrifugé comme précédemment. La phase aqueuse
est ensuite traitée avec 1 volume de chloroforme pour éliminer le phénol qui inhibe les réactions
enzymatiques. Finalement, le surnageant est traité avec 1 volume d’éther. Dans ce cas, I’ADN
se trouve dans la phase inférieure. Il est précipité par 2,5 volumes d’éthanol absolu froid
pendant 3 h a -20°C. Apres centrifugation & 5.000 xg pendant 10 min., le culot d'ADN est lavé
deux fois avec un volume d’éthanol 70 % froid. Il est alors repris dans du tampon TE et gardé a
4°C. Le dosage se fait 2 260 nm avec un calcul de 50 ug/ml d'ADN par unité de densité optique.
La rapport de densité 260 nm/280 nm doit étre =2.

6.1.2. Méthode de “mini”-préparation.(MEDINA-ACOSTA et coll.1993)

Cette méthode est utilisée afin d’obtenir de I’ADN chromosomique et épisomal des
transfectants et des différentes souches pour les analyses par hybridation.
1 x108 cellules sont récoltées et lavées 3 fois. Le culot est lysé avec 150 ul de tampon TELT en
inversant plusieurs fois le tube, et incubé 5 min. sur glace avant de faire une extraction avec 150
ul d’une solution phénol/chloroforme (1:1 v:v; temps de contact: 5 min.)sur une roue a 4°C).
Les phases sont ensuite séparées par centritugation a 13.000 xg pendant 5 min. a2 4°C. L’ADN
de la phase supérieure est directement précipité en ajoutant 300 ul d’éthanol absolu froid. Le
mélange est sécoué doucement 15 secondes et incubé pendant 5 min. & 4°C. Apres
centrifugation comme décrit plus haut, le culot est lavé avec 1 ml d’éthanol absolu et
recentrifugé. Le culot est repris dans 100 pul de TE contenant 20 pg/ml de ribonucléase
pancréatique et incubé a 37°C pendant 15 min.

TELT:

Trizma base, pH 8,0 50 mM
EDTA, pH 9,0 62,5 mM
LiCl 25M

Triton X-100 4 %.



162

6.2. Préparation de I ADN plasmidique bactérien.
6.2.1. Mini-préparation.

Cette méthode (He et coll., 1990) utilise la principe de la lyse douce suivie d’une
centrifugation. Elle est utilisée pour la caractérisation immédiate des clones bactériens
transformés par analyse de restriction.

Une culture "over night” de 3 ml est centrifugée en deux temps pendant 30 secondes dans
un tube Eppendorf a température ambiante. Le surnageant est jeté et le culot bactérien est lysé
par 100 ul de tampon de lyse. Un volume égal de Phénol/Chloroforme/Alcool isoamylique
(25:24:1 = v:v:v) est ajouté aux bactéries resuspendues. L'ensemble est vortexé pendant 15
min. La phase aqueuse contenant I’ADN plasmidique est récupérée aprés 2 min. de
centrifugation. L’ ADN est précipité avec 2,5 volumes d'éthanol absolu et centrifugé (2 min.).
Un lavage avec 200 pl d’éthanol a 70 % est nécessaire afin d’enlever la majorité des sels. Apres
séchage, le culot d’ADN est resuspendu dans 20 pl d’eau ultra-pure et analysé a 1’aide
d’enzymes de restriction.

Tampon de lyse :

LiCl 25M
Trizmabase 50 mM
Triton-X100 4 % (vlv)

EDTA 62,5 mM, pH 8,0.

6.2.2. Midi-préparation.
La préparation d’ ADN plasmidique en quantité plus grande (50-100 mg) se fait a l'aide du

kit de Qiagen Midi-Prep (Qiagen, Coger). Cet ADN est également utilisé pour les transfections
de T. cruzi. Pour cela, 'ADN est cependant purifié lors d'une étape supplémentaire, par
gradient de chlorure de césium:

100 ng d’ADN dans 700 pl de I’eau sont mélangés a 1,4 g de chlorure de césium et 20 pl de
BET (10 mg/ml) et centrifugés 10 min. & 1000 xg. Le lysat est repris ensuite & 1’aide d’une
pipette Pasteur et transtéré dans un tube Quick Seal (Beckman, Palo Alto, CA, USA). Le
mélange est recouvert de paraffine et les tubes sont scellés. La centrifugation se fait au moins
pendant 8 h & 80.000 rpm (accélération : -, décélération : 9) dans le rotor TLA 100.2 de la Mini
Ultracentrifugeuse TL 100 (Beckman). Une bande rose due au BET fixé€ sur I’ADN indique la
présence de I’ ADN. Cette bande est récupérée a I’aide d’une seringue. Le BET est extrait par un
volume d'isobuthanol saturé en chlorure de césium. Le chlorure de césium est éliminé par
dialyse (Sartorius, Gottingen, Allemagne) contre du TE. L’ADN est précipité en ajoutant 1/10
volume d’acétate de sodium 3 M et 2,5 volumes d’éthanol absolu & -20°C pendant la nuit. Trois
lavages en éthanol sont necéssaires pour éliminer les sels. L’ ADN est finalement repris dans de
I’eau ultra-pure et gardé a 4°C.
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6.3. Purification des oligonucléotides.

Les oligonucléotides sont synthétisés & 1'aide du "Cyclone Plus DNA Syntheziser”
(Milipore) et purifiés sur gel d’acrylamide contenant de I’urée qui garde les oligonucléotides
sous forme dénaturée :

Apres avoir repris les oligonucleotides dans de 1’eau, la solution est centrifugée a 12.000
rpm afin de sédimenter les substances insolubles. Cette préparation est mélangée a 2 volumes
de formamide et chauffé a 95°C pendant 5 min. L'ensemble est déposé sur gel de
polyacrylamide et 1 pul de bleu de bromophénol est dépos€ dans un puits comme témoin de
migration; le tout migre 2 300-400 V jusqu'a ce que le bleu ait migré jusqu'au 3/4 du gel.
L’oligonucléotide est ensuite visualisé en lumiére UV et la bande la plus intense est découpée du
gel. Ce morceau est coupé en petits dés et I’ADN est élué avec 3 ml de le tampon d’élution
pendant la nuit 2 37°C sous agitation et lavé. Le lendemain, une colonne de "Sep-Pack"
(Millipore) est préparée en la lavant d'abord avec 10 ml de méthanol puis 10 ml d’eau ultra-
pure. La solution d’oligonucléotide est appliquée sur la colonne qui est ensuite lavée avec 10 ml
d’eau ultra-pure. L’élution des oligonucléotides fait avec 1 ml d’éthanol absolu. Le contenu du
tube est ensuite séché et repris dans 100 pl d’eau ultra-pure. La concentration des
oligonucléotides est estimée par mesure de 1'absorption en UV (260 nm) et calculée avec la
formule suivante:
¢ [UM] = D.O.540n/E (T+C+G+A)
€pour T: 8400 x nombre de T

C 7080 x nombre de C
G: 12010 x nombre de G
A 15200 x nombre de A.

TBE (x 10) 5 ml
Acrylamide/bisacrylamide (40 %/2,7 %): 25 ml
Urée 23 g
TEMED 120 ul
PSA (10 %): 120 i
gsp 50 ml d’eau.

Tampon d’élution:

Acétate d’ammonium 500 mM

EDTA Na,, pH 7,5 100 mM

Acétate de magnésium 10 mM.
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7. Préparation de I’ARN.

Tout le matériel et toutes les solutions sont traitées au diéthylpyrocarbonate (Fluka) ou
autoclavées pendant 2 h afin d’inhiber les RNAses.

7.1. Mini-préparation.
La préparation de I'ARN total en petites quantités est réalisée avec le Kit de RNA-ZOL

(Bioprobe Systems):

5 x107 parasites sont lysés dans 1 ml de solution RNA-ZOL plus 100 ul de chloroforme.
Le tout est mélangé vigoureusement pendant 15 secondes et incubé ensuite 15 min. sur glace.
Apres centrifugation a 12.000 rpm, 4°C, la phase supérieure aqueuse contenant I’ARN est
transférée dans un tube Eppendorf. Pour la précipitation, un méme volume d’alcool
isopropylique est rajouté et 'ensemble est mis a -20°C pendant 45 min. La solution est ensuite
centrifugée comme décrit plus haut et I’ ARN est lavé avec de I'éthanol 2 70 %. L’ ARN est enfin
repris dans 20-50 pl d’eau traitée au DEPC. La concentration est mesurée a 260 nm. 1 unité
O.D. correspond a 40 pg/ml d’ADN.

7.2. Préparation a grande échelle.

1 litre de culture d’épimastigotes est centrifugé a 1600 xg a 4°C pendant 10 min.. Les
parasites sont ensuite lavés 3 fois dans du Hanks-Wallace puis lysés avec 10 volumes de la
solution d’hydrochlorure de guanidinium et centrifugés pendant 10 min. a 2500 xg a 4°C, afin
d’éliminer les débris cellulaires. 2 ml de cette solution sont déposés sur 3 ml de solution de
chlorure de césium, dans un tube d’ultracentrifugation (1/2 x 2 inches, Polyallomer, Beckman)
puis centrifugés pendant 16 h a 38000 rpm (ultracentrifugeuse L8M, rotor TI SW 55,
accélération 9, décélération 9, 25°C, Beckman). Le lendemain, le surnageant est éliminé et
I’ARN (culot opalescent) est repris dans 3x50 pl de 10 mM EDTA pH 8,0 par tube. L’ ARN est
précipité (3 h a -20°C) en ajoutant 1/10 de volume d’acétate de sodium 0,3 M, pH 5,2 et 2,5
volumes d’éthanol absolu. Un lavage a 1’éthanol 70 % est ensuite effectué et I’ ARN est repris
dans de ’eau traitée au DEPC. La concentration est estimée comme décrit plus haut.

7.3. Purification de I’ ARN poly(A)*.

L’ARN poly(A)* est purifié a partir de I’ARN total (préparé comme décrit dans le
paragraphe 7.2) par passage sur une colonne d’oligo(dT) couplé a la cellulose (Pharmacia). Le
protocole adopté suit les instructions de SAMBROOK et coll. (1989). 100 pl de cellulose-
oligo(dT) sont suffisants pour 1 mg d’ARN total.
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La cellulose-oligo(dT) est d’abord resuspendue dans 0,1 N NaOH et lavée avec I'équivalent de
3 volumes de colonne d’eau stérile. La colonne est ensuite équilibrée avec le tampon I jusqu’a
ce que le pH soit tombé en dessous de 8,0. Un volume du tampon I (x2) est ajouté a I’ARN
dénaturé (chauffé & 65°C, 5 min.), retroidi rapidement et appliqué sur la colonne puis lavé avec
un volume de colonne de tampon 1. Les fractions sont collectées et dénaturées une deuxie¢me
fois avant de les redéposer sur la colonne. Les ARN non-fixés sont éliminés par lavage avec le
tampon I (5-10 volumes de colonne, contrdles par absorbance & 260 nm). L’ARN fixé sur la
colonne est élué a 1'aide du tampon II. L’élution est suivie par mesure de 1’absorbance a 260
nm. Les fractions contenant la plus forte concentration d’ ARN sont regroupées et précipitées a
-20°C pendant 2 h avec 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M, pH 5,2 et 2,5 volumes
d’éthanol absolu froid. Les tubes sont ensuite centrigugés a 10.000 xg pendant 15 min. 4 4°C et
les culots sont lavés en éthanol 70 %. Aprés séchage, I’ ARN est dissous dans de I'eau traitée au
DEPC et stocké a -70°C.

Solution I:

Trizma base, pH 7,6 20 mM
NaCl 0,5M
EDTA; pH 8,0 1 mM

Lauryl sarcosine de sodium 0,1 %.
La solution I est faite & partir de solutions meres et autoclavé, avant d’ajouter du lauryl
sarcosine de sodium d’une solution mere & 10 % chauffée a 65°C.

Solution II:

Trizma base, pH 7,6 10 mM
EDTA, pH 8,0 1 mM
SDS 0,05 %.

Cette solution est préparée a partir des solutions meres.
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8. Séparation et transfert des acides nucléiques

8.1. Southern-blot

L’ADN génomique digéré par les enzymes de restriction est séparé par électrophorése
horizontale sur gel d’agarose (1%). A la fin de la migration, le gel est coloré par une solution de
bromure d’éthidium (BET) et I’ADN est visualisé sous lumiere UV 4 354 nm afin de vérifier le
profil de restriction. Pour le transfert, I’ ADN est traité avec 0,25 M HCl jusqu’a ce que le bleu
de bromophénol change de couleur (plus 10 min. supplémentaires). Cette étape est nécessaire
pour fragmenter les grands fragments d’ADN (>10 kbp) et assurer leur transfert sur la
membrane. Ensuite, le gel est rincé et incubé dans le tampon de dénaturation (1,5 M NaCl, 0,5
M NaOH) pendant 30 min., rincé et incubé dans le tampon de neutralisation (15 min.). Le gel
est enfin transféré sur une membrane de nylon (Hybond N ou N*» Amersham, Les Ulis,
France) par la technique de Southern (1975). Aprés transfert, la membrane est lavée dans du
SSC x2 afin d’enlever les restes d’agarose et séchée 10 min. a 80°C. La fixation de I’ADN
s’effectue pendant 3 min. sous rayons UV (354 nm).

8.2. Northern blot.
L’ARN est séparé sur gel d’agarose/formaldéhyde (DAVIS et coll. 1986). La

formaldéhyde étant fortement toxique, le gel est manipulé sous hotte chimique.

Pour un gel de 60 ml, 0,6 g (=1 %) d’agarose NA (Pharmacia) sont dissous dans 52,2 ml
d’eau et 6 ml de MOPS sont ajoutés quand le gel est refroidi & 70°C. Sous la hotte, 1,8 ml de
formaldéhyde sont rajoutés et le gel est coulé immédiatement. Les échantillons sont dilués au
demi dans le "pré-mix" et chauftés a 65°C pendant 10 min., puis additionnés du tampon
d’échantillon . Apreés 30 min. de gélification, les échantillons sont déposés et une tension de 7

V/cm est appliquée.

MOPS x10:

MOPS 3[N-morpholino]propane sulfonic acid, pH7,0 0,2M
Acétate de sodium 50 mM
EDTA, pH 8,0 10 mM

Le MOPS est fait & partir de solutions meres. Le pH final doit tre entre 5,5-7,0.

Prémix:
MOPS x10 (Sigma) 2,5 ml
Formaldéhyde (37 % = 12,3 M, pH>4) 4,375 ml

Formamide (déioniséé, Merck) 12,5 ml
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Tampon d’éc hgr_lt_j illon x35:

EDTA, pH 8,0 1 mM
Bleu de bromophénol 0,25 %
Xylénecyanol 0,25 %
Glycérol 25 %.

Les gels d’agarose/formaldéhyde sont colorés au BET et transférés immédiatement apres,
par force capillaire, en SSCx20 pendant la nuit sur une membrane de nylon (Hybond N ou
Hybond N*, Amersham). Apres transfert, la membrane est lavée en SSCx6 pendant 10 min.
afin d’enlever 1’agarose résiduelle. L’ARN est fixé sur la-‘membrane séche par lumiere UV a
354 nm pendant 3 min.

9. Marquage et hybridation des acides nucléiques.

9.1. Marquage de ’ADNc .
Les fragments d’ADN préparés par la méthode “freeze-squeeze” (voir chapitre 10.1.) sont

marqués, soit d’une fagon radioactive (pour 1’analyse par la technique de Northem-blot et pour
I’analyse de I’ADN génomique), soit non-radioactive (pour la technique d’hybridation des
colonies et des plages de lyse).

9.1.1.Marquage de I’ADNc par I’a-[32P]-dCTP.
L’ ADN est marqué en utilisant le kit Megaprime (Amersham) selon le protocole suivant :
50 pg dans 33 pl d’eau et 5 pl de solution d’amorces sont chauffés 5 min. a 95°C,
10 pl de tampon de réaction,
5 ul d’a-[32P]-dCTP (50 uCi, =110 TBg/mmol, Amersham,) et
2 ul d’enzyme de Klenow (1 U/ul, Boehringer)
sont mélangés et incub€s 15-30 min. a 37°C.
Les nucléotides non-incorporés sont éliminés par passage sur une colonne de Quick-Spinn
Séphadex G 50 (Boehringer,).
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9.1.2. Marquage de I’ADNc par le digoxigénine-dUTP (Boehringer.

Ce systeme de marquage est basé sur l'incorporation d’un analogue de dUTP
(digoxigénine -dUTP, Dig-dUTP) dans 1’ ADN synthétisé de novo par I’enzyme de Klenow en
“random-priming”. La détection est faite en utilisant un anticorps marqué a la phosphatase
alcaline reconnaissant la digoxigénine de la base moditide.

Marquage:

250 pug d’ADN sont chauftés pendant 10 min. & 95 °C et refroidis sur la glace contenant
du NaCl. 2 ul d’un mélange d’hexa-oligonucléotides, 2 pl de INTP (1 mM dATP, | mM
dCTP, 1 mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM Dig-dUTP, pH 6,5) et 1 pl d’enzyme de
Klenow (=2U) sont rajoutés dans un volume final de 20 pl. La réaction se déroule pendant la
nuit a 37°C. 1 ul d’EDTA 0,5 M, pH 8,0 est ajouté pour arréter la réaction. L’ADN marqué est
séparé des nucléotides libres par passage sur une Quick-Spin Column Sephadex G-50
(Boehringer, Mannheim, Allemagne).

Hybridation: voir chapitre 6.8.2.
Détection:

Apres lavages dans des conditions stringentes (2x 15 min. dans SSC x0,1, SDS 0,1 % a
65°C), la membrane est équilibrée brievement dans la solution I contenant 0,3 % de Tween-20
puis saturée pendant 30 min. dans la solution II. Ensuite, le conjugué est ajouté a une dilution
de 1/10.000 et incubé pour une durée de 2 h. La membrane est lavée deux fois 15 min. dans la
solution I et équilibrée brievement dans la solution III. La détection se fait & I’obscurité avec la
solution IV. La réaction est arrétée par lavage avec du tampon TE, dans lequel la membrane est
également gardée.

Solution I:
Acide malique 100 mM, pH 7,5
NaCl 150 mM, autoclaver.

Solution II:
“Blocking reagent” 1 %, dans solution L.

Solution III:
Trizma base, 100 mM, pH 9.5,

NaCl, 100 mM,
MgCl,, 50 mM.

Solution IV:
NBT (Nitro Blue Tetrazolium), 45 ul,

X-Phosphate 37 pl, dans 10 ml de solution HL
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9.2. Marquage des oligonucléotides par le y-[32P]-ATP.

Les oligonucléotides sont marqués a I’aide de la T4 DNA-polynucléotidekinase:

15 pmol d’oligonucléotides chauffés (7,5 ul) sont incubés avec 5 ul de tampon x4, 5 ul de
¥-[32P]-dATP (110 TBg/ml) et | ul de T4 DNA-polynucléotidekinase (1U/ml) pendant 30 min.
a37°C. 1 ul ’EDTA, 0,5M, pH 8,0 est ajouté afin d’arréter la réaction. Les nucléotides libres
sont séparés des oligonucléotides par passage sur une Quick-Spinn-Column Sephadex G-25
(Boehringer).

Un oligonucléotide spécifique pour la séquence de la B-tubuline de 7. cruzi a été utilisé:
5" GGACACCAAGTGGTTCAGATCACGAACGTTTGGAGCTGTCAG 3’

9.3. Hybridations.
9.3.1. Hybridation avec une sonde radioactive.

Apres transtert de I’ ADN (Southern-blot) ou de I’ ARN (Northern-blot) la membrane est
préhybridée pendant 3 h 4 42°C. Ensuite I’ADN marqué a I'a-[32P]-dCTP (1x10° cpm/ml final)
est ajouté et hybridé pendant la nuit & 42°C. Le lendemain, la membrane est lavée 2x15 min. en
SSC x2 a température ambiante puis 2x15 min en conditions stringentes (68°C/ 0,1x SSC/ 0,2
% SDS pour les blot contenants des acides nucléiques de la souche Y de T. cruzi; 60 °C/ 0,1 x
SSC/ 0,1 % SDS pour les blots contenant des acides nucléiques d’autres souches de T. cruzi et
d’autres espéces). La membrane est exposée sur un film d’autoradiographie (X-OMAT Kodak,
ou Hyperfilm, Amersham,) qui est ensuite ré vélé.

Solution de préhybridation:

Formamide 50 %
Na(Cl, 09M
Phosphate de sodium, pH 6,5 50 mM
EDTA, 1 mM
Solution de Denhardt x4
ADN de sperme de saumon 50 pg/ml
Sulfate de dextran S %
SDS 0,1 %

Solution de Denhardt (x 50);

Ficoll Type 400 (Pharmacia) 5S¢
Polyvinylpyrrolidone g
BSA (Fraction V, Sigma) 5¢

gsp- 500 ml d’eau.

Solution d’hybridation:

La solution d’hybridation est identique a la solution de préhybridation, & I’exception de 1’eau
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qui est remplacée par la sonde préalablement dénaturée.

SSC x20:

NaCl 1753 g
Citrate de sodium 88,2 g
Eau ultra-pure 800 ml

Ajuster le pH 2 7,0 et complétera 1 1.

9.3.2. Hybridation avec une sonde marquée 4 Dig-dUTP.

Les conditions de préhybridation, d’hybridation et de lavage sont les mémes que celles
indiquées avant. Mais les tampons different ainsi que la méthode de révélation (voir dessous).

lution réhybridation:
Ingrédient ntration fin
Solution de “blocking” 2%
Formamide 50 %
SSC x5
N-Lauroylsarcosine 0,02 %
SDS 0,02 %
Sperme de saumon 50 pg/ml
Solution de blockage:

Cette solution est préparée a partir d’une poudre fournie par Boehringer, dans un tampon
comprenant 0,1 M acide malique, 0,15 M NaCl, pH 7,5. Pour le stockage, elle est autoclavée et
gardée a 4°C.

lution d’hybridation:
La solution d’hybridation est 1a méme que la solution de préhybridation a I’exception de
’eau, qui est remplacée par la sonde préalablement dénaturée.

10. Clonage.

10.1. S¢ i I’ADN ¢ nz restriction et | xtraction 1

10 pug de I’ADN plasmidique sont coupés par 10 unités d’une ou plusieurs enzymes de
restriction par 1 h d'incubation a la température adéquate. Ensuite, les fragments d’ADN sont
séparé sur gel d’agarose et visualisés en lumiére UV aprés coloration au BET. La bande d’ADN
est découpée du gel et traitée selon la technique de “Freeze-squeeze” (TAUZ et coll., 1983). Le
morceau de gel contenant le fragment d’ADN est équilibré dans 10 volumes de tampon I, &
I’obscurité pendant 15-45 min. Apres cela, le gel est refroidi dans de 1’azote liquide dans un
tube Eppendorf de 750 pl, perforé au fond et contenant de la laine de verre. Ce tube est placé
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dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Ce montage est ensuite centrifugé 2 12.000 rpm 2
température ambiante de 10 min. A 1’éluat, 1/100 de volume de tampon II et 2,5 volumes de
tampon III sont ajoutés. L’ADN est précipité la nuit & -20°C. Dans certains cas, 1 pl de
glycogene est ajouté afin d’assurer un bon rendement de précipitation. Le lendemain, le tube est
centrifugé a 12.000 rpm pendant 30 min. suivi d’un lavage en éthanol 70 %. Un gel d’agarose
est utilisé pour estimer la quantité d’ ADN obtenu. On se sert de cet ADN pour les clonages et
les marquages.

Tampon I
Acétate de sodium 0,3 M
EDTA 1mM

ajuster le pH a 7,0 avec de I’acide acétique glaciale.

Tampon II:

MgCl, 1M
Acide acétique 10 %
Tampon III:

Acétate de sodium 3 M

ajuster le pH 2 6,0 avec I’acide acétique glaciale.

10.2. “Blunting” de I’ADN.

Pour certains clonages, il est nécessaire de couper le fragment avec des enzymes de
restriction différentes de celles utilisées pour le vecteur. Dans ce cas, les extrémités du fragment
a cloner sont rendues franches (“blunt”) afin de le liguer dans un vecteur linéarisé, dont les
extrémités sont également ét€ rendu franches.

Au lieu de traiter I’ADN coupé apres purification, il est possible - dans la plupart des cas -
d’utiliser directement le mélange de la digestion en complétant éventuellement le tampon par
certains composants comme le magnésium.

10.2.1. Blunting par I’enzyme de Klenow.

Le fragment large de I’ADN Polymérase I d’E. coli, nommé fragment de Klenow,
n’exprime pas d’activité exonucléasique 5’---> 3’ mais exprime une activité exonucléasique 3’--
-> 5’ ainsi qu’une activité polymérasique 5’---> 3’. Ces activités sont utilisées pour remplir des
sites de restriction qui sont récessifs en 3’, en présence de nucléotides ou €liminer les bouts
cohésifs “sortant” en 5’ en absence de nucléotide.
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Protocole pour le remplissage:
L’ADN coupé dans 19,5 ul d’eau est complété avec

2,5 pl de tampon de réaction,

2 pl de dNTP (1,25 mM chacun, tinal 100 uM chacun) et

I ul de 'enzyme de Klenow (2 U/ul) (1U enzyme/1pug ADN, Boehringer) et
incubé 30 min. a 20°C. La réaction est arrétée en chauftant 10 min. a 68°C.

Protocole pour I'activité exonucléasique de I'enzyme Klenow:

En principe le méme protocole est utilisé a I’exception des nucléotides, qui ne sont pas présents.

Tampon de réaction:

Phosphate de potassium, pH 7.5: 40,0 mM,

MgCl,: 6,6 mM,
2-B-mercaptoéthanol: 1,0 mM.

10.2.2. Blunting par I’enzyme¢ DNA Polyméra tériophage T4.

Les bactériophage T4 ADN polymérase et le fragment de Klenow possédent des activités
enzymatiques comparables. Néanmoins, 1’ activité exonucléasique de I’enzyme bactériophagique
est 200 fois plus efficace que celle de la Klenow. Afin de favoriser I’activité polymérasique, la
température de 1'incubation est maintenue a 12°C.

Protocole:

2,5 ul de ANTP (2 mM chaqun, final 0,1 mM chacun) et

1 U T4 DNA polymérase (Boehringer) /ug de I’ADN

sont rajoutés aprés la digestion (eau gsp 50 pl) et incubés pendant 15 min. a 12°C.
La réaction est arrétée avec de 'EDTA, pH 8, a une concentration finale de 20 mM.

10.3. Déphosphorylation du vecteur.
Apres coupure par 1’enzyme de restriction, le vecteur est déphosphorylé afin d’éviter sa

religation en cours de ligation:

1 pl de Calf Intestinal Phosphatase (CIP, Boehringer) est ajouté & la réaction de restriction et
incubé pendant 1 h a 37°C. Cette quantité d’enzyme est suffisante pour déphosphoryler 50
pmoles de vecteur. Une extraction au phénol/chloroforme est effectuée pour éliminer les
protéines.
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10.4. Ligation.
Apres avoir quantifié 1I'ADN sur gel d’agarose, deux fois plus de molécules d’insert que de

vecteur sont utilisées pour la réaction de ligation. Une unité de la T4 DNA-ligase (1 U/ul,
Boehringer) est ajoutée et le tout est incubé dans un tampon approprié pendant une nuit a 16 °C.
Pour la ligation en bouts francs, cing fois plus de molécules d’insert que de molécules de
vecteur sont utilisées. Cinqg unités de la T4 DNA-ligase sont ajoutées et le tout est incubé dans
un tampon approprié¢ pendant une nuit a 16 °C.

Tampon de ligation:
Trizma base (pH 7,5) 66 mM

MgCl, 5 mM
Dithioérythritole I mM
ATP 1 mM

10.5. Transtormation de bactéries par un plasmide:
10.5.1. Bactéries compétentes.

Reprendre 0,33 ml d’une culture effectuée sur la nuit dans 30 ml de milieu SOB contenant 10
mM MgCl; et 10 mM MgSOa4 et incuber A 37 % en agitation, jusqu’d O.D.550 = 0,45. Aprés
avoir refroidi les bactéries sur la glace, centrifuger 12 min. a2 1500 xg (4 °C). Le culot est
ensuite repris dans 10 ml de tampon TFB et placé pendant 15 min. sur la glace. Apres
centrifugation, le culot bactérien est repris dans 2,4 ml de tampon TFB plus 84 pl de DMSO
(ajouter goutte par goutte !). Le tout est placé de nouveau sur la glace et agité doucement (5
minutes). 84 ul de DTT sont ensuite additionnés goutte par goutte et le tube est placé pendant
10 minutes sur la glace. Enfin, 84 pul de DMSO sont rajoutés et le tube est mis pendant 5 min.
sur la glace.

Les bactéries restent competentes pendant plusieures heures pour la transformation.

Milieu SOB:

Bacto-Tryptone 20¢
Yeast extract 5¢g
NaCl 0,58 g
KCl A 0,18 g

gsp 11 d’eau.

Milieu SOC:
Milieu SOB additionné de 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQOy, et de 20 mM glucose.



Tampon TEB:
KMES

RbCl

MnCl12 4 H20
CaCl2 2 H20
C13COH13N6

10 mM
100 mM
45 mM
10 mM
3 mM (Hexaminecobalt trichloride)

(ces produits sont fournis par Fluka)

Tampon DTT:
DTT

225 M

Acétate de potassium 40 mM
gsp 2 ml d’eau (a conserver a - 20 °C).

10.5.2. Transformation.

La réaction de ligation est mélangée doucement avec 210 ul de bactéries compétentes et placée
pendant 30 minutes sur la glace puis pendant 90 secondes a 42 °C et 2 minutes sur la glace. 800
ul de SOC (a température ambiante) sont ajoutés et le tube est placé dans un incubateur a 37 °C
en agitation pendant 1 heure. Les bactéries sont ensuite étalées sur des boites SOB contenant un

antibiotique approprié et incubées une nuit & 37 °C.
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11. Construction et criblage d’une banque d’expression du stade épimastigote.

En principe, la banque d’expression du type lambda ZAPII permet le clonage de I’ADNc
en orientation 5’ --> 3’, ce qui augmente la représentation des clones exprimés par deux.
Le schéma ci-apres représente le protocole général de la construction de cette banque; nous en

détaillerons ensuite les ditférentes étapes.

1. Synthése du premier brin de I’ ADNc
2. Génération de bouts francs
3. Production de I’ADNc ayant des bouts francs
4. Ligation des adaptateurs
5. Phosphorylation de I’ ADNc
6. Digestion par I’endonucléase Xhol
7. Séparation de I’ADNc sur colonne de Séphacryl S-400
8. Ligation de ’ADNc¢ dans le vecteur Uni-Zap
9. Empaquetage de la ligation dans les protéines phagiques
10. Infection des bactéries E. coli PLK-F’ par les phages
11. Amplification de la banque dans les bactéries E. coli PLK-F
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11.1. Synthése du premier brin de I’ ADNCc.
5ug dans 37 ul de I'ARN poly(A)* dénaturé pendant 5 min.2 65°C sont incubés avec le
"prémix":

5,0 ul tampon pour la synthese du premier brin x10

2,5 pl mélange de nucléotides (10 mM dATP, dGTP, dTTP, 5 mM 5-Methyl-

dCTP)
2,0 pl linker-primer (1,4 pg/ul)
1,0 ul RNase Block II (1 U/ul)

Le mélange permet I'hybridation de I’amorce (5° GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAA
CTAGTCTCGAGT g 3’) a la queue poly(A)*t de I’ARN messager. Cette amorce contient un
site de restriction Xhol (en gras) et une queue oligo-GA qui protége ce site de restriction. Le
mélange des nucléotides contient le 5-méthyl-dCTP pour protéger les sites de restriction de
I’ADNCc reconnus par Xhol.

Apres 10 min. & température ambiante, 2,5 ul de la transcriptase réverse (18 U/ul) sont
ajoutés et incubés 1 h & 37°C. 5 pl de cette solution sont incubés avec 0,5 ul d’o[32P]-dATP
(800 Ci/mmol) comme controle de la réaction (voir 8.3.).

11.2. Synthése du second brin de I’ ADNCc.

Apres avoir mis la réaction sur glace, les composants suivants - gardés & une température
inférieure & 16°C - sont ajoutés dans I’ordre:

40,0 ul tampon de synthése du second brin x10

6,0 ul 10 mM mélange de nucléotides (10 mM dATP, dGTP, dTTP, 26 mM
dCTP --> élimination du 5-Méhyl-dCTP par compétition)
297,0 ul d’eau ultra-pure
2,0 pl d’a[32P]-dATP (800 Ci/mmol).

Afin d’éviter une réaction prématurée de 1'une des deux enzymes, celles-ci sont déposées sur la
paroi du tube qui est centrifugé pendant quelques secondes pour les mélanger avec le contenu:

0,8 ul RNase H (4 U/ul)

10,0 pl DNA Polymérase I (11,0 U/ul).
La réaction se déroule & 16°C pendant 2,5 h.
Les fragments de I’ARN produits par “nicking” sont utilisés comme amorces, par la DNA
polymérase I pour la synthése du brin complémentaire. Le mélange des nucléotides ne contient
pas de 5-Méthyl-dCTP afin d’éviter la protection du site de restriction Xho I du “linker-primer”
du premier brin.
Les protéines sont ensuite extraites avec 400 ul de phénol/chloroforme (1:1) et le phénol restant,
avec 400 pl de chloroforme seul. L’ ADN est précipité pendant la nuit & -20°C en ajoutant:

33,3 ul acétate de sodium 3 M

867,0 ul éthanol.
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Le lendemain, le tube est centrifugé 1 h 2 4°C. Le surnageant radioactif est gardé pour calculer
le rendement de la réaction. L’ ADN est lavé avec 1 ml d’éthanol 80 % et repris aprés séchage
dans 43,5 pl d’eau ultra-pure. 4,5 ul sont prélevés pour 1’analyse du second brin.
Analyse de la synthése du premier et du second brin:
Pour le premier brin:

1,5 ul sont comptés selon la méthode de Cherenkov;

1,5 pl sont précipités avec du TCA et comptés, et

2,5 pl sont analysés sur gel d’agarose suivi d’une autoradiographie.
Pour le second brin:

1 ul est compté selon la méthode de Charenkov;

1 ul est précipité avec du TCA et compté, et

2,5 pl sont analysés sur gel d’agarose suivi d’une autoradiographie.

11.3. ionde I’AD lunti

Avant de liguer les adaptateurs, il est nécessaire de rendre franches les extrémités des ADNc:
Aux 39,5 ul restant, on ajoute

5,0 pl de tampon de I’ADN Polymérase T4 x10,

2,5 ul du mélange de nucléotides 2,5 mM, et

3,5 ul de la Polymérase T4 (2,9 U/ul)
et on incube 30 min. & 37°C.
A la fin de la réaction, 50 pl d’eau ultra-pure sont ajoutés et I’ADN est extrait par 100 pl de
phénol/chloroforme (1:1) puis lavé avec 100 ul de chloroforme. Pour la précipitation (2 h, -
70°C)

7,0 ul d’acétate de sodium, et

226 pl d’éthanol absolu sont ajoutés.
La centrifugation (maximum, 4°C, 1 h) est suivie d’un lavage par 150 ul d’éthanol a 80 % et
séchage. La présence de I’ ADNc est vérifiée avec le compteur de radioactivité.

11.4. Ligation des adaptateurs.

L’adaptateur contient le site de restriction EcoRI: 5’ AATTCGGCACGAG 3’
3 GCCGTGCTC 5’
Le nonamere est phosphorylé, ce qui permet la ligation avec les bouts francs de I’ADNc.
Au contraire, le tridécamere est déphosphorylé afin d’éviter sa ligation. Plus tard, le tridécamere
va étre phosphoryl€ afin de permettre la ligation avec le vecteur qui lui est déphosphorylé.
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Le culot obtenu est resuspendu dans
7,0 ul d’adaptateur EcoRI et
1,0 pl de tampon de ligation x10.

En utilisant le compteur Geiger, on contrdle si toute la radioactivité a été solubilisée et on incube
le tube 10 min. & 37°C. Ensuite,

1,0 ul de rATP 10 mM et

1,0 ut de DNA Ligase T4 ( U/ul)
sont rajoutés et laissés la nuit & 4°C afin d’assurer un bon rendement de la ligation. Le
lendemain, la ligase est inactivée par la chaleur (70°C, 30 min.).

11.5. Phosphorylation de I’ADNc.
Afin de permettre une ligation efficace de 1’ADNc dans les bras du vecteur

déphosphorylé, I’ADNc de son coté doit &tre phosphorylé. Aprés avoir inactivé la ligase, le
tube est bricvement centrifugé et laissé a refroidir pendant 5 min. sur la paillasse. Pour la
réaction catalysée par la kinase,

1,0 ul de tampon de ligase x10,

2,0 ul de rATP,

6,0 ul d’eau ultra-pure et

1,0 pul de la T4 Polynucléotide kinase (10U/ul)
sont rajoutés et incubés 30 min. & 37°C. La kinase est ensuite inactivée 2 70°C pendant 30 min.
Le contenu du tube est centrifugé et refroidi a température ambiante.

11.6. Digestion par 1’endonucléase Xhol.

Jusqu’a maintenant, I’ADNc contient en ses deux extrémité des adaptateurs EcoRI mais
aussi le linker-primer au 5’ de I’adaptateur 3’. Afin de permettre une orientation correcte avec le
promoteur lacZ, cet ADN est digéré par I’endonucléase Xhol. Cette enzyme ne reconnait qu’un
site de restriction qui se trouve dans le linker-primer; tous les autres sont protégés par
I’analogue du dCTP, le 5-Méthyl-dCTP.

Au tube de la réaction de phosphorylation
28 pul de tampon Xhol supplémentaire et

2,0 ul de Xhol (45U/ul)

sont ajoutés et incubés pendant 1 h & 37°C. Le tube est ensuite mis & refroidir a
température ambiante.

11.7. Séparation des ADNc sur colonne de Séphacryl S-400.
Cette technique est utilisée pour séparer les ADNc selon leur taille, avant de les liguer

avec le vecteur. Seuls les ADNc d’une taille supérieure a environ 500 paires de bases sont
collectés aprés contrdle sur gel d’agarose et autoradiographie des produits d’élution de la
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colonne.

La colonne est préparée avec une seringue de 1 ml sans piston. Au fond de celle-ci, la moitié
d’un coton d’une pipette stérile de 1 ml est posée stérilement. La seringue est remplie avec le gel
Séphacryl et posée dans un tube Falcon de 15 ml qui est centrifugué ensuite 2 min. & 600 xg.
De nouveau, la seringue est remplie avec le gel et centrifugée. Apres cela, la colonne est lavée
deux fois avec 300 ul de tampon STE x1. Pour collecter les fractions, la colonne est mise dans
un autre tube Falcon de 15 ml qui contient déja un tube Eppendort décapsulé.

Au tube contenant la réaction de restriction, 5,0 ul de tampon STE x1 sont rajoutés et le
mélange est déposé sur la colonne. Celle-ci est centrifugée ensuite & 600 xg pendant 2 min.
Apres la centrifugation, le tube Eppendortf est remplacé par un autre, 50 pl de tampon STE x1
sont rajoutés a la colonne qui est recentrifugée. Ceci est répété en tout quatre fois. Une fraction
aliquoté des différentes fractions est analysée sur gel d’agarose et autoradiographiée. Les
fractions contenant des ADNc de taille supérieure a 500 paires de bases sont rassemblées pour
la suite. Une extraction au phénol/chloroforme, un lavage au chloroforme et une précipitation a
I’éthanol (sans ajouter de sels) sont nécessaires afin d’enlever les protéines avant la liguation.
Le précipité est repris dans 10 pl d’eau ultra-pure.

11.8. Ligation de I’ADNCc avec le vecteur Uni-Zap.

La prochaine étape comprend la ligation de I’ADNc avec le vecteur Uni-Zap. Pour cela on
mélange

2,5 ul de 'ADNC,

0,5 ul de tampon de ligation x10,

0,5 ul de rATP 10 mM,

1,0 wl de vecteur Uni-Zap XR (1 pg/ul) et

0,5 ul de Ligase T4 (4 U de Weiss/ul)
et on incube l'ensemble deux jours & 4°C puis 2 h & température ambiante.

11.9. Empaguetage de la ligation dans les protéines phagiques.

L'empaquetage de la ligation est etfectué a I’aide du kit Gigapack II (Stratagene).
1 ml de I’ADNCc est empaqueté en le mélangeant avec un tube d’extrait phagique et 15 pl
d’extrait phagique soniqué. Ces deux tubes sont décongelés entre les doigts et utilisés dans les
secondes (!) suivantes. Le mélange est incubé 2 h a 22°C. Ensuite 500 ul de tampon de dilution
(SM) et 20 ul de chloroforme sont rajoutés et le tube est centrifugé brievement. Le surnageant
est utilisé pour I'infection des bactéries. La solution contenant les phages est gardée a 4°C.
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L’ADN hémiméthylé introduit dans des souches mcrA+, mcrB+ serait soumis 4 une
digestion par des nucléases du syst¢me mcrA et merB. C’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser
des souches qui sont mcrA- et mcrB- comme la souche PLK-F’. Aprés passage dans cette
souche, I’ ADN n’est plus hémiméthylé mais méthyl€ sur les deux brins et des souches mcrA*+,
mcrB+ (par exemple la souche XL1-Blue) seront ensuite utilisables. En outre, la souche PLK-
F’ n’est pas complémentée pour un phénotype B-galactosidase positif et n’est pas utilisable pour
la sélection blew/blanc. La fréquence de recombinaison est donc testée avec la souche XL1-Blue
qui elle, peut complémenter la mutation du géne lacZ du vecteur Uni-ZAP XR par la mutation
AM1S dans le géne lacZ, qui se trouve sur son épisome F’. L’expression de ces deux génes est
nécessaire pour le phénotype B-galactosidase positif (bleu). S’il y a eu recombinaison (insertion
de I’ ADNCc), le géne lacZ du vecteur Uni-ZAP est interrompu (muté) et le phénotype devient B-
galactosidase négatif (blanc). L’induction de I'expression des genes lacZ est régulée par le
produit du géne répressif lacld sur I'épisome F* qui supprime la transcription. Ce répresseur est
important au cas ou le produit du géne de fusion B-galactosidase/insert est toxique pour la
bactérie. L’expression des geénes lacZ est donc induite par dérépression, en utilisant un
analogue de I'inducteur naturel allolactose, I'isophénylthiogalactoside (IPTG). La maintenance
de cet épisome est assurée par le transposon Tn10 sur 'épisome F’ qui exprime un géne de
résistance contre la tétracycline.

Une colonie de XL 1-Blue est repiquée la veille dans 3 ml de milieu LB plus 12,5 mg/ml de
tétracycline (LB/tet) et incubée a 37°C sous agitation. Le lendemain, 50 ml de LB/tet sont
incubés avec 1/100 de la culture de la veille et laissés en culture jusqu’a D.O.400,,=0,5. La
culture est alors centrifugée 4 2500 xg , reprise dans 10 mM de MgSO, et incubée pendant 1 h &
37°C sous agitation. Apres cela, les bactéries compétentes sont mises a 4°C et utilisées dans les
trois jours.

1 ul de la préparation de phages et 1 pl d’une dilution 1:10 sont préincubés avec 200 pl de
bactéries compétentes 15 min. a 37°C, mélangés a 2 ml de top-agar (48°C) et platés sur des
boites NZY préchautfées a 37°C. Le lendemain, les plages de lyse sont comptées.

Si le total théorique donne plus d'un million de plages, le reste de I’ADNc est ligué et
empaquete.

11.11. Amplification.

Comme la banque non-amplifiée est relativement instable, elle est multipliée dans des
bactéries. Afin d’éviter une surreprésentation des clones abondants, I’amplification est arrétée
des qu’il y a des plages visibles.

Apres avoir titré 1a banque primaire, 50.000 pfu (plaque forming units) sont incubés avec 600
ul de bactéries compétentes & 37°C et platées sur une boite NZY de 14 cm de diametre, apres
mélange avec 6 ml de top-agar. L’infection est arrétée en ajoutant 10 ml de tampon SM pendant
la nuit sous agitation a 4°C. Le lendemain, le surnageant est récupéré et I’agar est lavé avec 2 ml
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du méme tampon. 5 % de chloroforme sont ajoutés aux phages afin de lyser les bactéries.
Apres centrifugation a 4000 xg, le surnageant est séparé du culot et 0,3 % de chloroforme sont
ajoutés. Finalement, la banque amplifiée est titrée et gardée a 4°C. Des fractions sont congelées
en présence de de DMSO a -20 eta -70°C.

La fréquence de recombinaison est testée sur boites NZY, en platant & peu prés 200 pfu. Afin
de permettre la selection bleu/blanc, 15 ul d’IPTG 0,5 M et 50 ul de X-gal 250 mg/ml (dans du
diméthylformamide) sont ajoutés & 3 ml de top-agar. Le X-gal sert de substrat chromophore qui
donne une produit bleu indiquant les plages positives pour le phénotype B-galactosidase. Les
plages négatives apparaissent blanches. La quantité des plages bleues ne doit normalement pas
étre supérieure a 1 %.

11.12. Milieux de culture pour la bactériologie.

NZY Broth (par litre) NZY Boites/Top-Agar

NaCl 5¢ Ajouter 15 g d’agar par litre de

MgSO, x 7 H,O 2 g NZY Broth pour les boites et 7g

Yeast extract 5¢ d’agarose pour le Top-Agar

NZ amine (hydrolysat de caséine) 10 g

pH 7.5.

Luria Broth (LB) (par litre) Super Broth (par litre)

NaCl 10g NaCl 5¢

Yeast Extract 10¢g Yeast Extract 20 ¢

Bacto-Tryptone 5 ¢ Bacto-Tryptone 35¢
NaOH 5M 1 ml.

YT Broth x2 (par litre) SM Buffer (par litre)

NaCl 10 ¢ NaCl 58 ¢

Yeast Extract 10 g MgSO4 x TH20 20 ¢

Bacto-Tryptone 16 g. Trizma base 1 M, pH 7,5 50 ml
Gélatine 2 % 5 ml

11.13. Criblage de la banque d’expression lambda ZAP par anticorps.

Le criblage d’une banque d’expression est possible a 1’aide d’anticorps dirigés contre la
partie protéique d’un antigéne car les bactéries expriment une protéine de fusion (B-
galactosidase + produit codé par I'insert).

Sur une boite de 14 cm de diametre, 10.000 a 20.000 pfu sont platés avec des bactéries de la
souche XL1-Blue. Les boites sont incubées 4 42°C jusqu’a ce que des plages commencent a
apparaitre. Puis elles sont mises 4 4°C pendant 1 h pour éviter & la membrane de coller au top-
agar. Les membranes de nitrocellulose sont préalablement imprégnées avec 10 mM d’IPTG et
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séchées avant de les déposer sur les boites. L'IPTG des membranes va induire I’expression des
protéines de fusion. 4 h aprés, les membranes sont enlevées et saturées dans du PBS 5 % de
lait Gloria 1 h a température ambiante. Les anticorps absorbés | h avec un lysat bactérien sont
mis en contact la nuit & 4°C. Le lendemain, les membranes sont lavées 4 x 15 min. en PBS 0,05
% Tween-20 et 1 fois en PBS seul. Le conjugué marqué a la péroxidase est alors mélangé au
1/500 avec du PBS/5 % lait et incubé avec les membranes pendant 2 h & température ambiante.
Ensuite les filtres sont lavés comme décrit plus haut et révélés comme décrit sous chapitre 5.5.
Les plages positives sont repiquées avec une pointe de pipette Eppendort et éluées la nuit a 4°C
dans 1 ml de tampon SM. Aprées titrage, 500 ptu sont platées sur une boite de 90 mm de
diametre et recriblées. Un troisieme criblage est fait pour &tre siir de la pureté des plages (phage
stock). L’étape suivante est I’excision in vivo.

11.14. Excision in vivo.
L’excision in vivo permet de sortir le phagemide Bluescript SK- du vecteur lambda et de le
recirculariser. Des bactéries sont coinfectées par les phages purifiés apres criblage et des phages
helper R408 (dérivé du phage f1). Ce phage helper apporte les protéines nécessaires a
I’excision et & la recircularisation du phagemide. Le résultat est un phage du type f1 contenant
I’ADN du phagemide Bluescript SK- sous forme circulaire et monobrin. Afin d’obtenir des
colonies bactériennes, des E. coli sont infectées avec ces phages. Dans les bactéries, I’ADN est
dupliqué et se réplique ensuite comme un plasmide. Les clones positifs sont sélectionnés sur le
base de leur résistance contre I’ampicilline résistance portée par le phagemide.
Protocole:
Dans un tube conique de 50 ml

200 pl XL1-Blue (D.O.¢g0pm=1,

200 ul de phage stock (>1 x 103 ptu) et

1 ul de phage helper R408 (>1 x 106 pfu/ml)

sont mélangés et incubés 15 min. & 37°C. Les bactéries sont incubées seulement avec les phages
helpers servent de témoins négatifs. Ensuite, S ml du milieu YT x2 sont rajoutés et les tubes
sont agités 3 h a 37°C. Les bactéries sont ensuite dénaturées par la chaleur (70°C, 20 min.) et
sédimentées pendant 5 min. & 4000 xg. Le surnageant contenant le phagemide pBluescript
empaqueté comme un phage filamenteux f1 est gardé & 4°C (max. 1-2 mois). De cette solution,
20 ul de surnageant non-dilué et 20 pl d’une dilution 1:100 sont mélangés avec 200 ul de
bactéries XL1-Blue (D.O.400,n,=1) et incubés 15 min. a 37°C. 1, 10 et 100 pl du mélange sont
platés sur des boites LB/Ampicilline (100 pg/ul) et incubés la nuit & 37°C. Les colonies
obtenues contiennent le phagemide pBluescript SK- en double-brin. Les bactéries infectées avec
le phage helper seul ne vont pas pousser parce qu’elles ne contiennent pas de géne de
résistance.
Les clones sont mis en culture liquide la nuit et un demi volume de glycérol est ajouté. Ils sont
d’abord refroidis a -20°C avant de les mettre a -80°C.
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12. Séquencage.

Le séquencage a €té réalisé 4 I'aide de """ AutoRead™ Sequencing Kit” de Pharmacie LKB.

12.1. Production de I’ ADN simple-brin.
Une colonie bactérienne est reprise le matin dans 5 ml de milieu Super-Broth, additionné de 100

g/ml de tétracycline. En fin d’aprés-midi, 10 ml de Super-Broth sont inoculés avec les
bactéries a une D.O.550 ym de 0,05 et laissés | heure en agitation & 37 °C. Ensuite, des phages
VSM13 sont ajoutés dans un rapport 20:1 (phages : bactéries). La culture est mise & 37 °C, en
agitation pendant la nuit. Le lendemain, le tube est centrifugé pendant 10 min. 2 2200 xg a4 4 °C.
Le surnageant est récupéré et traité 4 fois de la méme fagon. Ensuite, le surnageant est transvasé
dans des tubes Eppendorf. Ceux-ci sont centrifugés a 12000 rpm pendant 10 min. a 4 °C. Les
surnageant est transvasé (1,2 ml) dans d’autres tubes Eppendort. 300 pl de polyéthyléne-glycol
(PEG 6000 dans 2,5 M NaCl) sont ajoutés et soigneusement vortexés. Les tubes sont incubés
pendant 20 min. a température ambiante et centrifugés 15 min. 2 12000 rpm. Le surnageant est
ensuite éliminé et le culot est repris dans 10 pl de TE. Le tout est completé a 200 ul avec du TE
et soigneusement vortexé. Une extraction phénol/chloroforme est nécessaire afin d’éliminer les
protéines. Ensuite, I’ ADN est précipité pendant la nuit et repris dans 10 ul de TE 0,1.

Tampon TE 0.1:
Trizma base 10 mM
EDTA 0,1 mM
pH 8,0.

12.2. Séquencage automatique.
Ce systeme de séquengage est basé sur la méthode de la terminaison de chaine par des

nucléotides didésoxy (SANGER et coll., 1977). Au lieu d’incorporer des nucléotides
radiomarqués, ce systéme utilise une amorce marquée 2 la fluorescéine. Chaque fragment
fluorescent d’ADN, au cours de sa migration, passe devant un rayon laser et est aussi
enregistré sur un ordinateur. Chaque réaction de terminaison est déposée sur une piste
individuelle.

Deux différents protocoles sont utilisés, selon qu'il s’agit d’ADN du simple-brin ou d’ADN
double-brin:
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12.2.1. Séquencage en simple-brin avec le systéme A.L.F.
3 ul de I’ADN simple-brin (voir 11) dans 13 pl d’eau ultra-pure (Millipore milli Q) sont
mélangés avec

2 ul d’amorce et

2 ul de tampon d’annealing.
Apres avoir mélangé doucement et centrifugé, le tube est incubé 10 min. 3 60°C, puis laissé sur
la paillasse pendant 20 min. et on recentrifuge quelques secondes avant d’ajouter
1 pl de tampon d’extension et
2 ul de la DNA Polymérase T7 (3 Ulul).
4,3 nl du mélange sont tout de suite répartis dans quatre tubes Eppendort (marqués A/C/G ou
T) préchauftés a 37°C qui contiennent déja 2,5 ul mix de terminaison A/C/G ou T. Ces tubes
sont incubés 10 min. & 37°C. La réaction est arrétée en rajoutant 5 ul de tampon d’échantillon.
Avant de mettre les échantillons sur le gel, ils sont concentrés & moitié dans le Speed-Vac (=5
min.) et dénaturés 3 min. a 95°C.
Le gel est préparé avec de I'eau ultra-pure Millipore milli Q; tout le matériel est aussi lavé avec
cette eau.
24 ml acrylamide/bisacrylamide,
33,6 g urée 7M (Pharmacia LKB) et
4,8 ml TBE x10
sont complétés & 80 ml avec de I’eau Millipore milli Q (déionisée), filtrés et dégazés (10-15
min.). Ensuite 70 ul de TEMED et 280 ul de PSA 10 % sont ajoutés pour la polymérisation du
gel. En général, le gel est coulé le matin et lancé le soir (6 h de migration). Les résultats sont
analysés le lendemain.

12.2.2. Séquencage en double-brin avec le systéme A.L.E.

L’étape cruciale en séquengage double-brin est la dénaturation de I’ADN, ¢’est-a-dire qu’il faut
travailler vite sans laisser trainer I' ADN pendant les étapes de dénaturation et de précipitation!
10 pg de I' ADN plasmidique dans 32 ul d’eau ultra-pure Millipore milli Q plus
8 ul de NaOH 2 M sont chauftés 5 min. & 70°C avant de rajouter
28 ul d’eau milli Q,
12 pl d’acétate de sodium 3 M, pH 4,8 et
240 ul d’éthanol absolu froid.
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La précipitation se fait pendant 5 min. sur carbo-glace ou la nuit a -70°C. Ensuite le tube est
centrifugé 15 min. et le culot est lavé avec de I’éthanol 70 % et séché. Le culot est repris dans
10 pl d’eau milli Q froide et

2 ul d’amorces,

2 ul de tampon d’annealing,

3 ul de DMSO
sont rajoutés. L’annealing se tait & 37°C pendant 20 min. puis 10 min. & température ambiante.
Ensuite

1 pl de tampon d’extension et

2 ul de DNA polymérase T7 (3 U/ml)
sont rajoutés et le tout est réparti dans 4 tubes Eppendorf (marqués A/C/G ou T) préchauffés &
37°C et contenant déja 2,5 ul mix de terminaison A/C/G ou T. Ces tubes sont incubés 10 min. a
37°C. La réaction est arrétée en rajoutant 5 pl de tampon d’échantillon. Avant dépot sur gel, les
échantillons sont concentrés & moitié dans le Speed-Vac (=5 min.) et dénaturés 3 min. & 95°C.

Solutions pour la réaction de séguencage:

A Mix: ddATP, dATP, dCTP, c7dGTP, dTTP.
C Mix: ddCTP, dATP, dCTP; ¢7dGTP, dTTP.
G Mix: ddGTP, dATP, dCTP, c7dGTP, dTTP
T Mix: ddTTP, dATP, dCTP, c7dGTP, dTTP.

(les concentrations ne sont pas indiquées dans les instructions du kit)

M13 amorce universelle: 5’ -Fluorescéine-d(CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT)-3’,
1,5 mM (1,6 pmol/ul; 0,42 A,gony unités/ml);

M13 amorce réverse: 5’-Fluorescéine-d(CAGGAAACAGCTATGAC)-37,

2,1 mM (2,1 pmol/ul; 0,42 Aygp,munités/ml).

Tampon d’annealing: une solution tamponnée contenant du MgCl,.

Tampon d’extension: une solution tamponnée contenant du DTT.

Tampon de dilution de I’enzyme: une solution tamponnée contenant du glycérol, de la BSA et
du DDT.

Tampon d’arrét de la réaction: formamide désionisée et bleu de dextran.

Solutions pour le gel:
Acrylamide/bisacrylamide 20 %:

Acrylamide 95,00 ¢
Bisacrylamide 5,00 ¢

PSA 10 %
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TBE x10:

Trizma base 121,14 g
Acide Borique 51,32 ¢
EDTA Na, 372 ¢
Eau milli Q gsp 1,00 L

13. La réaction de polymérase en chaine (PCR)

Cette technique permet I’amplification de I' ADN entre deux amorces de séquence connue.
La PCR est utilisée ici pour amplifier la région 5’ inconnue d’'un ARNm. Le principe consiste &
transcrire d’abord I’ARNm par la transcriptase réverse, a I’aide d’une amorce (1) qui se trouve
proche de I'extrémité 5° connue de I’ ADNc. L’amplification se fait avec I’amorce (2), située en
5" de I'amorce (1) de la transcription réverse (pour augmenter la spécificité) et une amorce
homologue a une partie du “Spliced Leader” (SL) qui représente I'extrémité 5° de tous les
ARNm matures. Pour le séquengage, le(s) produit(s) sont séparé(s) sur gel d’agarose et
cloné(s) dans le vecteur pBluescript.
Protocole de la transcription réverse:
2 pg de I’ARN poly(A)* sont incubés avec 10 pmoles d’oligonucléotide 1 spécifique de la
séquence TcAc2 a 65 °C, dans un volume de 16,5 pl, pendant 5 minutes. Ensuite 3,5 pl de
tampon de transcrition réverse sont rajoutés. Le tout est incubé 1 heure & 42 °C, puis 30 minutes
as2°C.
Les oligonucléotides libres sont ensuite retenus spécifiquement sur une colonne Séphadex G50
(Boehringer.
I ul de I’éluat est utilisé pour la PCR.

Tampon de la transcription réverse (x 10):
Trizma base 500 mM

MgCl, 60 mM
KCl 400 mM
DTT 10 mM
dNTP 10 mM (de chaque)

(pH 8,15 2 41 °C).
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Pr | la réaction de PCR:
5 ul de tampon PCR
5 ul de DMSO
5 ul de dNTP (15 mM de chaque)
30 ul de I'eau
1 ul d’oligonucléotide II (10uM)
1 pl d’oligonucléotide “SL” (10 uM)
2,5 U (0,5 ul) de la polymérase thermostable (Tag-polymérase, Perkin Elmer Cetus)

sont mélangés et incubés.

Tampon PCR (x 10):
Trizma base 670 mM
MgCl, 67 mM
BSA 1,7 mg/ml
(NH4)2S04 166 mM

Protocole d’amplification :

5 min. a 95 °C, 1 cycle;

1 min. a 95 °C, 1 minute a 58°C, 1 minute a 72 °C, 35 cycles;

10 min. 272 °C, 1 cyle.
Séquence de ’oligonucléotide (I) spécifique de la séquence du clone TcAc2:
5’ TCCTTCGCCGTGATCAACACGCG 3’
Séquence de I’oligonucléotide (II) spécifique de la séquence du clone TcAc2:
5 GTGATCAACACGCGTTGG 3’
Séquence de ’oligonucléotide spécifique de la séquence du “Spliced Leader”:
5’ TATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG 3’

14. Expression des protéines recombinantes.

14.1. Sous-clonage dans le vecteur d’expression pGEX 2T (Smith and Johnson, 1988).

Afin d’exprimer la protéine clonée de la banque d’expression, I’insert est sous-cloné dans
le vecteur pGEX 2T, en fusion et en cadre avec la glutathion S-transférase 26 kDa de

Schistosoma japonicum. Ceci permet la purification du produit sur une colonne d’affinité de

glutathion couplé a I’agarose. Comme souche réceptrice de ce vecteur, nous avons utilisé E.
coli IM109, qui est rendue compétente par la technique du TFB (MANIATIS et coll.., 1990).
L’analyse des colonies se fait par mini-préparation de plasmide décrite plus haut, de fagon a

vérifier la présence de I’insert en orientation correcte. Les clones positifs sont testés pour

I’expression de la protéine de fusion.
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14.2. Expression et purification des protéines recombinantes
Les clones ayant un insert en bonne orientation sont criblés pour 1’expression de la

protéine de fusion par mini-préparation: les clones sont cultivés une nuit dans 1 ml de milieu LB
en présence de 100 pg ampicilline/ml. Le matin, 10 volumes de LB plus antibiotique sont
ajoutés. Apres une heure d’incubation, I'IPTG est ajouté a la concentration finale de 0,01 mM
afin d’induire I'expression de la protéine recombinante. Une heure plus tard, les bactéries sont
sédimentées et lysées dans du MTPBS (PBS pH 7.5, Triton X-100 | %, EDTA 1 mM, PMSF
1 mM). Aprés une sonication d'l min., le lysat est centrifugé en tubes Eppendorf 5 min. a
12000 rpm a 4°C. Le surnageant est mis en contact pendant S min. avec des billes d’agarose
couplées au glutathion. Apres plusieurs lavages dans du MTPBS, la protéine de fusion est éluée
par ébullition dans du tampon d’échantillon de SDS-PAGE.

Pour les préparations a grande échelle, le culot d’une culture d'un litre (dans un Erlen de
5 litres de volume) obtenu apreés centrifugation (2000 xg), est soniqué pendant 5 min. 3
puissance maximale. L’absorption sur billes se fait en 15 min.. Elle est suivie par 10 lavages en
MTPBS. Si la protéine se dissout difficilement, il est nécessaire d’extraire la protéine de fusion
plusieurs fois, afin de solubiliser la totalité de la protéine de fusion. L'élution de la protéine de
fusion est ensuite réalisée par compétition avec du glutathion libre ajouté & la concentration de 5
mM en Trizma-base pH 8,0 50 mM. Ce décrochage est effectué deux fois de suite par 2 ml de
cette solution pendant 2 min. a 4°C. Trois extractions d’ 1,5 litre de culture donnent & peu prés
1 mg de protéine de fusion. La pureté de cette préparation est analysée par la technique de SDS-
PAGE. La protéine est stockée a -20°C, aprés dialyse contre du MTPBS et concentration sur
Amicon B15 (Amicon). La concentration de la protéine est dosée par la technique décrite plus
haut.

15. Purification de la protéine TcAc2 native sur colonne de S-
hexylglutathion-agarose.

Une culture massive (5 litres) de stade épimastigote de 7. cruzi est maintenue jusqu’au début de
la phase stationnaire (jour 5). Les parasites sont repris dans le tampon Hepes et lysés par 4
cycles de congélation/décongélation dans du nitrogéne liquide. Le lysat est ensuite centrifugé
pendant I h a 110.000 xg. La traction cytosolique (surnageant) est appliquée sur la colonne de
S-hexylglutathion-agarose (Sigma). Apres passage, la colonne est lavée pendant la nuit avec le
tampon Hepes. L’¢lution est effectuée avec S mM de S-hexylglutathion dans le tampon Hepes.
La quantité de protéine éluée est de 300 pg.
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Tampon Hepes:

Hepes 20 mM
EDTA 1 mM
KCl 150 mM
PMSF 0,5 mM
pH 7,5

16. Analyse des séquences en acides nucléiques et protéiques.

L’analyse en séquence primaire est réalisée grace aux programmes “DNASTAR” et “PC Gene”
(IntelliGenetics).

Les profils en 2 dimensions sont obtenus grice au programme “HCA plot” (GABORIAUD et
coll,, 1987; LEMESLE-VARLOOT et coll., 1990). La séquence de I'insert TCAc2 en acides
nucléiques et en acides amines a ét€ comparée aux banques de données NBRF-PIR, Swiss-
Prot, GenBank et EMBL.
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