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Le contrôle de la synthèse des protéines et de leur 

phosphorylation chez les Trypanosomatides n'a fait l'objet d'aucun travail 

à notre connaissance, vraisemblablement du fait que ces organismes sont 

des eucaryotes et il est a priori logique de penser qu'il n'y a pas de 

différences majeures au niveau de la machinerie de la synthèse protéique 

par rapport aux cellules de l'hôte vertébré. Pour notre part, nous avons 

cloné et séquencé des ADNe et certains gènes codant pour l'ensemble des 

sous-unités du facteur d'élongation EF-1. Deux observations originales 

importantes découlent de ce travail. 

La première concerne la sous-unité y. La fonction de cette sous­

unité n'est pas encore connue de façon précise. En effet, l'inactivation du 

gène correspondant chez la levure n'empêche pas le processus d'élongation 

de la synthèse protéique. Après le séquençage de l'ADNe codant pour 

TcEF-1 y, nous avons rapporté pour la première fois que cette sous-unité 

possède des homologies de séquence avec les GSTs. Alors que nos travaux 

étaient sous presse, une équipe allemande travaillant sur la structure des 

protéines a publié les mêmes observations (Koonin et coll. ( 1994) Prote in 

Sei. 3, 2045). Il est donc vraisemblable que cette protéine puisse jouer un 

rôle dans d'autres processus biologiques. Afin de répondre à cette 

question, nous avons conduit des expériences de transfection avec une 

construction plasmidique permettant la surexpression de TcEF-1 y. Les 

résultats obtenus à ce jour sont extrêmement intéressants. En effet, la 

surexpression induit l'apparition de mutants dont le phénotype se 

caractérise par une résistance accrue à la clomipramine. Les résultats 

obtenus suggèrent que TcEF-1y, par son domaine de type GST, pourrait 

participer au phénomène de détoxication des xénobiotiques. 

La deuxième observation concerne la sous-unité a du facteur 

EF-1. En effet, après avoir cloné et séquencé le gène codant pour EF-1a, 

exprimé la protéine dans le système bactérien et produit des anticorps, 
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nous avons étudié sa localisation chez la forme épimastigote au cours de la 

croissance in vitro. La courbe de croissance des épimastigotes in vitro 

présente 2 phases, une phase logarithmique où il y a une multiplication 

exponentielle des parasites eJ une phase stationnaire où on observe une 

mortalité importante, en même temps qu'une fraction des épimastigotes se 

différencie en trypomastigotes métacycliques, formes infectantes pour 

1 'hôte vertébré. Nous avions rapporté dans un travail récent que la mort 

de ces formes parasitaires en phase stationnaire présente 1' ensemble des 

caractéristiques morphologiques et biochimiques de 1 'apoptose observée 

chez les organismes multicellulaires. Le résultat surprenant est que la 

distribution de la sous-unité a est différente en fonction de la phase de 

croissance du parasite. Elle est cytoplasmique en phase logarithmique et 

préférentiellement nucléaire chez les formes en sénescence ou en apoptose 

présentes dans la phase stationnaire. Afin de confirmer la localisation 

nucléaire, nous avons traité les parasites avec la généticine que l'on savait 

induire 100 % d' apoptose dans les formes épimastigotes. Dans ces 

conditions, 100 % des formes parasitaires traitées par la drogue montrent 

une localisation nucléaire de TcEF-la. Il faut rappeler que de nombreux 

travaux ont montré que EF-la pourrait jouer un rôle dans d'autres 

processus biologiques en plus de 1 'élongation de la synthèse protéique. En 

particulier il a été suggéré que EF-1a pourrait jouer un rôle au niveau de 

la transcription. Par ailleurs, il a été montré que la surexpression de EF-

1 a par transfection de la drosophile augmente leur longévité. Nous 

pensons que la faisabilité des transfections chez Trypanosoma cruzi peut 

apporter des informations complémentaires sur la fonction de cette sous­

unité a chez le parasite en particulier et de façon générale chez les cellules 

eucaryotes. 
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AMPc: 
ADN: 
ADNe: 
ADNk: 

adénosine monophosphate cyclique 
acide désoxyribonucléique 
ADN complémentaire 
ADN du kinétoplaste 

ARN: acide ribonucléique 
ARNr: ARN ribosomal 
ARNm: ARN messager 
ARNt: ARN de transfert 
A TP: adénosine triphosphate 
CMH: complexe majeur d'histocompatibilité 
EF: facteur d'élongation 
eiF: facteur d'initiation eucaryotique 
GSTs: glutathion S-transférase 
GSH: glutathion réduit 
GSSG: glutathion disulfure 
G418: généticine 
GDP: guanosine diphosphate 
GTP: guanosine triphosphate 
IL: interleukine 
Kb: kilobase 
KDa: kilodalton 
mRNP: petite particule ribonucléique 
MCP: mort cellulaire programmée 
MPF: facteur promoteur de la phase M 
Nt: NH2-terminale 
PCR: réaction de polymérisation en chaîne 
pb: paire de base 
RF: facteur de libération 
TcGBP: protéine de T. cruzi fixant le glutathion 
S: constante de sédimentation 
SL: spliced leader 
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INTRODUCTION 



Les maladies parasitaires posent de graves problèmes de santé 

publique dans de nombreuses aires tropicales et subtropicales. Elles 

augmentent les difficultés que connaissent les pays en voie de 

développement. Il n'existe pas de traitement satisfaisant contre certaines 

de ces parasitoses et en particulier contre la maladie de Chagas. 

Plus que toute autre parasitose, la maladie de Chagas est liée au 

développement socio-économique: le réduve vecteur et la maladie 

transmise par cet insecte persisteront aussi longtemps que la médiocrité 

de l'habitat, l'ampleur des mouvements de population et la rapidité de 

l'urbanisation constitueront la norme en Amérique latine. 

Les programmes de lutte doivent être axés, entre autre, sur 

l'élimination de l'agent vecteur de la maladie, avec une véritable 

politique d'amélioration de l'habitat. Cependant, le plâtrage des murs 

n'est pas la première priorité des habitants des zones endémiques. Par 

ailleurs, une méthode de diagnostic fiable et sensible doit être mise au 

point afin de traiter le plus rapidement possible les individus atteints, 

mais également, afin de limiter les contaminations par transfusion 

sanguine qui sont de plus en plus fréquentes en dehors des foyers naturels 

de transmission. 

Enfin, l'élaboration d'un vaccin par l'identification de protéines 

à potentialités protectrices serait la voie idéale qui permettrait à l'homme 

de lutter contre cette infection. Cependant, cette stratégie est 

particulièrement difficile étant donné la complexité du cycle évolutif du 

parasite, avec en particulier la présence de divers stades exprimant des 

antigènes pouvant être différents. Par ailleurs, les parasites ont évolué en 

acquérant des mécanismes sophistiqués qui leur permettent d'échapper à 

la réponse immune de l'hôte. 
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C'est dans ce contexte que nous avons entrepris notre recherche, 

avec pour objectif de mieux connaître certains aspects de la biologie 

cellulaire de Trypanosoma cruzi. Nous nous sommes intéressés à la 

synthèse protéique du parasite et en particulier à la phase d'élongation. 

En effet, une meilleure connaissance du mécanisme et du mode de 

contrôle de la synthèse protéique peut être important pour comprendre 

les processus aussi divers que la division cellulaire, la différenciation ou 

le vieillissement, ceci afin d'élaborer une stratégie de lutte contre le 

parasite en inhibant son développement, sa différenciation ou en 

accélérant son processus de mort. 
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1. La maladie de Chagas 

En 1909, lors d'une campagne de lutte contre le paludisme dans 

la région de Lassance au Brésil, Carlos Chagas détecta dans le tube 

digestif d'un insecte hématophage (le triatome), un trypanosome 

jusqu'alors inconnu qu'il désigna Schizotrypanum puis Trypanosoma 

cruzi en hommage à Oswaldo Cruz. A lui seul, ce médecin détermina 

l'hôte vecteur, le parasite, le réservoir et les formes cliniques de la 

maladie parasitaire qui porte son nom (CHAGAS, 1909), la maladie de 

Chagas ou trypanosomiase américaine en raison de sa prévalence sur le 

continent sud américain. 
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A. Le parasite 

Trypanosoma cruzi est un protozoaire flagellé, de la famille des 

Trypanosomatidés, de 1 'ordre des Kinétoplastidés et du sous-genre des 

Schizotrypanum. 

1. Cycle évolutif 

Initialement décrit par C. Chagas puis confirmé par BRUMPT 

en 1912, le cycle de T. cruzi nécessite la présence d'un insecte vecteur (le 

triatome) et d'un hôte vertébré définitif (l'homme ou certaines espèces 

animales) Fig. 1. 

Lors de la piqûre d'un individu infecté, l'insecte ingère des 

trypomastigotes sanguicoles (ayant un corps trapu, présentant une 

membrane ondulante peu plissée et un kinétoplaste postérieur au noyau) 

qui migrent vers l'intestin moyen où ils se différencient en épimastigotes 

(de forme allongée avec un kinétoplaste antérieur au noyau) Fig. 2A. Les 

épimastigotes, non infectants pour les cellules de vertébrés, se multiplient 

par scissiparité puis migrent vers l'intestin postérieur où ils se 

différencient en trypomastigotes métacycliques infectants. 

Chez les vertébrés, les trypomastigotes métacycliques issus des 

déjections des triatomes traversent la peau érodée par des micro-lésions 

provoquées par grattage au niveau de la piqûre. lls pénètrent alors dans 

différents types de cellules dont les macrophages et les polynucléaires 

neutrophiles, puis sont véhiculés au niveau tissulaire où ils infectent des 

fibroblastes, des cellules musculaires et des cellules endothéliales. A 

1' intérieur de la cellule, les trypomastigotes se transforment en 

amastigotes (ayant une forme arrondie avec un flagelle rudimentaire) qui 

se multiplient par scissiparité (Fig. 2B ). Après plusieurs cycles de 
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Fig. 1: Cycle évolutif de T. cruzi chez l'hôte vertébré et invertébré 

(d'après A. OUAISSI, Encycl. Méd. Chir. 1993) 



Fig. 2: A, Forme épimastigote en division 

B, Forme amastigote intracellulaire 

C, Libération des trypomastigotes 
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division, les amastigotes se différencient en trypomastigotes qui sont 

libérés dans la circulation sanguine après rupture de la cellule infectée 

(Fig. 2C). Ces formes, dénommées trypomastigotes sanguicoles ne sont 

pas capables de se multiplier, mais pourront être de nouveau prélevées 

par le vecteur lors d'un repas sanguin ou infecter d'autres cellules, 

assurant ainsi la pérennité du cycle. 

2. Souches de T. cruzi 

Des investigations menées sur des populations clonées de souches 

de T. cruzi ont révélé une très forte hétérogénéité qui peut influer sur les 

caractéristiques de chaque souche (TIBA YRENC et LE RAY, 1984). A 

côté des différences morphologiques, il a été signalé une différence dans 

le comportement biologique de certaines souches de T. cruzi. Selon les 

sous-populations clonées, il a été observé des dissemblances portant 

notamment sur la vitesse de croissance en culture, l'infectiosité des 

souches pour leur hôte vertébré, leur virulence et leur pathogénicité. 

Dans la nature, les populations de T. cruzi qui parasitent l'homme, le 

réservoir domestique et sylvatique ainsi que les vecteurs, renferment un 

mélange de populations hétérogènes en raison du passage naturel et 

continu des parasites entre les différents hôtes. Les souches de T. cruzi 

peuvent être individualisées par l'étude de leur comportement et de 

l'évolution de l'infection chez l'hôte ou par une analyse moléculaire et 

génétique des parasites. 

B. Transmission de la maladie 

La maladie de Chagas est habituellement transmise par le contact 

des déjections de l'insecte infecté avec une lésion au niveau de la peau ou 

d'une muqueuse. Cependant d'autres voies de contamination constituant 

un danger réel sont à considérer. 
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1. Contamination par l'insecte vecteur 

Les réduves sont les transmetteurs naturels du parasite. Ce sont 

des insectes de 1' ordre des Hémiptères appartenant à la famille des 

Réduvidés et à la sous-famille des Triatomes. Une centaine d'espèce de 

triatomes sont connues, trois étant très importantes pour la transmission 

de T. cruzi: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus 

megistus (CHARLES, 1987). Ce sont des hématophages obligatoires à 

tous les stades, tant chez la nymphe que chez 1' adulte, et dans les deux 

sexes, qui vivent dans les fissures des murs en torchis et dans les toits de 

chaume. L'inoculation est souvent nocturne au niveau des parties 

découvertes et des muqueuses. 

Les diverses espèces de triatomidés se différencient par leur 

habitat domestique, semi-domestique ou sauvage. Les réservoirs varient 

selon la localisation de l'insecte. Le chien, le chat et le cobaye constituent 

les réservoirs domestiques tandis que les divers rongeurs et chauve­

souris constituent les réservoirs péri-domestiques. Par ailleurs, de 

nombreux animaux sauvages ont été reconnus porteurs de T. cruzi: les 

primates, les marsupiaux et les édentés, alors que les oiseaux et les 

animaux à sang froid sont réfractaires au parasite. 

2. Autres modes de transmission 

Hormis la contamination par l'insecte vecteur, principalement 

dans les zones rurales, la maladie de Chagas peut être contractée par 

transfusion sanguine ou par transplantation d'organes parasités, mais 

également par voie congénitale et par infection accidentelle en 

laboratoire. 
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C. Aspects cliniques de la maladie 

La maladie de Cha gas évolue en trois phases: une phase aiguë de 

courte durée et une phase chronique prolongée, séparées par une longue 

phase de latence clinique, dite phase indéterminée (OUAISSI, 1993). 

1. Phase ai2uë 

Cette phase se caractérise par un état de malaise général 

accompagné de manifestations cliniques diverses. Elle dure 1 à 3 mois et 

passe souvent inaperçue, les symptômes pouvant être bénins ou atypiques. 

Cependant, chez les plus jeunes, les troubles cliniques peuvent être très 

importants et conduisent parfois à la mort. 

A la suite d'une piqûre par le triatome, il apparaît parfois au 

niveau de la peau un oedème inflammatoire connu sous le nom de 

chagôme. Si la porte d'entrée est au niveau de la conjonctive oculaire, un 

complexe ophtalmo-ganglionnaire se forme appelé signe de Romana. 

Ailleurs, elle n'est pas apparente. Les symptômes généraux de la phase 

aiguë sont la fièvre, 1 'hépatosplénomégalie, 1 'asthénie, les céphalées, 

1 'anorexie ainsi que des diarrhées et des vomissements. Dans une 

proportion qui peut atteindre 30 % des cas, apparaît des anomalies de 

1 'électrocardiogramme imputables à une myocardite aiguë plus ou moins 

intense, se traduisant par une tachycardie. Une cardiomégalie peut être 

m1se en évidence par radiographie du thorax. Enfin, une 

méningoencéphalite peut survenir chez ]es enfants en bas âge qui 

provoque la mort dans 50 % des cas. 

La mortalité à ce stade touche 2 à 8 % des sujets atteints et se 

manifeste particulièrement chez les enfants de moins de 2 ans. Chez les 

autres sujets, les symptômes régressent en quelques semaines dans la 

majeure partie des cas, sans séquelles cliniques à court ni à moyen terme. 
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2. Phase de latence ou phase indéterminée 

Cette phase peut durer plusieurs années (10 à 20 ans) voue 

indéfiniment. Elle se caractérise par 1' absence de symptômes cliniques 

chez un sujet qui conserve son entière capacité physique et ne manifeste 

aucune modification de 1 'électrocardiogramme ni d'anomalie à la 

radiographie du thorax. En revanche, la sérologie reste positive tandis 

que la parasitémie, indécelable par les méthodes directes, peut être mise 

en évidence par xénodiagnostic dans 20-60 % des cas. Pendant cette 

phase, la plupart des patients ignorent qu'ils sont parasités et constituent 

donc durablement un réservoir d'infestation important, contribuant à 

l'entretien du cycle biologique de T. cruzi. 

3. Phase chronique 

On estime que la phase indéterminée évolue à long terme vers 

une atteinte cardiaque, digestive ou neurologique chez 30 % des sujets au 

maximum, les autres ne manifestant jamais d'atteinte organique. 

3.1. Forme cardiaque 

Les manifestations cliniques de la forme cardiaque 

dépendent du degré d'altération du myocarde, de la présence de troubles 

du rythme et du degré d'insuffisance cardiaque. La symptomatologie est 

dominée par des palpitations, des étourdissements, des syncopes, un 

oedème, une dyspnée et des douleurs thoraciques. La radiographie du 

thorax permet de déceler l'hypertrophie cardiaque, tandis que 

1' électrocardiogramme met en évidence des troubles typiques du rythme 

et de la conduction ventriculaire. Parmi les arythmies ventriculaires, la 

fibrillation est la cause la plus importante et sans doute la plus fréquente 

de mort subite chez les chagasiques chroniques, ainsi que l'embolie 

pulmonaire. 
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3.2. Forme digestive 

L'appareil digestif peut être atteint chez le chagasique 

chronique, le plus souvent au niveau de 1' oesophage et du côlon. Des 

lésions importantes au niveau du plexus nerveux entraînent des troubles 

du péristaltisme. La dilatation progressive de l'oesophage est 

accompagnée de régurgitation et de dysphagie plus ou moins sévère. Le 

manque de coordination des mouvements du côlon aboutit à une 

constipation intense et à une importante dilatation. Les syndromes de 

méga-oesophage et de méga-côlon peuvent coexister avec une 

cardiopathie plus ou moins importante. 

3.3. Forme nerveuse 
Une atteinte du système nerveux central qui se traduit par 

des troubles fonctionnels cérébraux, des cas de parésie, des convulsions 

et des troubles psychiatriques, ainsi qu'une atteinte du système nerveux 

périphérique ou végétatif, peuvent également survenir lors de la phase 

chronique. Ces altérations neurologiques sont les moins étudiées et, par 

conséquent, les moins bien connues des formes chroniques de la maladie. 

Cependant, la précocité des altérations irréversibles du système 

neurovégétatif, notamment des lésions neuronales au niveau de l'intestin 

et du coeur, donne à penser qu'elles s'inscrivent dans un mécanisme 

pathogène commun à toutes les manifestations de la maladie du Chagas 

chronique. 

4. Dia2nostic 

Plusieurs signes cliniques peuvent être évocateurs pour détecter 

une infection précoce, cependant la présence du parasite dans le sang doit 

être confirmée par différentes techniques. 

4.1. Méthodes parasitologiques 

Lorsque l'on est en présence d'une forte parasitémie, 

surtout pendant la phase aiguë, 1' observation microscopique des 
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trypomastigotes est possible par l'examen d'une goutte de sang frais entre 

lame et lamelle, mais en général, 1' observation est réalisée sur une goutte 

épaisse de sang, après hémolyse et coloration au Giemsa. Cet examen ne 

révèle que 50 % des cas en phase aiguë de la maladie. 

L'hémoculture réalisée à partir du sang des malades est 

également un moyen de diagnostiquer environ 40 à 50 % des infections 

en phase chronique et 100 % en phase aiguë. Cela consiste à inoculer le 

sang à du milieu de culture afin de permettre le développement du 

parasite in vitro. 

La méthode indirecte du xénodiagnostic est applicable à la 

phase aiguë de la maladie avec une efficacité d'environ 100 % et de 20 à 

50 % en phase chronique. Elle implique de provoquer la piqûre d'un 

patient par un tria tome sain (hôte intermédiaire) et d'examiner la 

présence de trypomastigotes métacycliques dans les déjections de l'insecte 

20 à 60 jours après le repas sanguin. 

4.2. Méthodes sérologiques 

Le diagnostic sérologique repose sur la détection 

d'anticorps spécifiques vis-à-vis de T. cruzi dans les sérums de patients 

en phase chronique. De nombreuses techniques sont utilisées, notamment 

la réaction de fixation du complément, la réaction d'agglutination, 

1 'agglutination de particules de latex sensibilisées avec 1 'antigène 

parasitaire, l'hémagglutination indirecte, les techniques 

d'immunoprécipitation en gel, l'immunofluorescence indirecte et la 

technique d'ELISA (Enzymes Linked Immunosorbent Assay) (OUAISSI, 

1993). 

Ces techniques manquent parfois de spécificité du fait des 

réactions croisées que présente T. cruzi avec d'autres parasites 

protozoaires présents dans la même zone d'endémie, en particulier T. 

rangeli, Leishmania brasiliensis, L. donovani et L. mexicana. 
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4.3. Méthodes moléculaires 

Récemment, avec le développement de techniques de 

biologie moléculaire, le diagnostic de la maladie de Chagas est possible 

par la technique de polymérisation en chaîne ou PCR (Polymerase Chain 

Reaction). Il est possible de détecter des quantités infimes d'ADN 

parasitaire même en présence d'un très grand excès d'ADN humain 

comme c'est le cas dans le sang de sujets infectés. Cette méthode permet, 

en outre, d'identifier différentes souches de trypanosomes et a été utilisée 

pour différencier T. cruzi de T. rangeli dans un test de diagnostic 

(GUEVARA-ESPINOZA, 1996). 

S. Lutte contre la maladie de Cha2as 

Le combat contre 1' infection présente deux aspects principaux, 

l'un comporte les moyens thérapeutiques et l'autre est l'élimination du 

vecteur. 

5.1. Moyens thérapeutiques 

Actuellement, le traitement de la maladie de Chagas est 

basé sur l'utilisation de deux trypanocides chimiques, le nifurtimox et le 

benznidazole qui sont actifs sur les formes trypomastigotes et 

amastigotes. Leur administration est préconisée en phase aiguë de 

1 'infection. Ces traitements sont efficaces dans le cas d'une 

méningoencéphalite aiguë qui résulte d'une complication de la maladie. 

En phase aiguë, l'administration de trypanocides entraîne la négativation 

du xénodiagnostic et de la sérologie dans un très grand nombre de cas. 

Cependant, ces deux produits sont responsables d'effets secondaires 

correspondant à des atteintes digestives, des insomnies ainsi que des 

polynévrites pour le nifurtimox (MARR et DOCAMPO, 1986) et des 

neuropathies périphériques pour le benznidazole. 
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L'efficacité thérapeutique d'un autre médicament, 

1' allopurinol, est à 1' étude. Si son action positive est démontrée, il sera 

sans doute possible, étant donné l'absence de réactions indésirables 

graves, de faire bénéficier un plus grand nombre de patients d'une 

chimiothérapie. 

A l'heure actuelle, la majorité des spécialistes s'accorde à 

considérer qu'un traitement trypanocide est sans intérêt en phase 

chronique, chez des malades qui présentent des lésions organiques 

patentes. Ces patients bénéficieront d'un traitement symptomatique 

médical selon leurs lésions, qu'elles soient cardiaques ou digestives. 

5.2. Lutte antivectorielle 

Plusieurs moyens sont utilisés pour lutter contre la 

transmission de T. cruzi, notamment l'épandage d'insecticides afin 

d'éliminer les insectes vecteurs dans les habitations rurales. Cette mesure 

doit être accompagnée d'une véritable politique d'amélioration de 

1 'habitat, spécialement le plâtrage des murs pour combler les fissures où 

se réfugie l'insecte à tous les stades de son développement et une 

politique d'éducation sanitaire (DUJARDIN, 1992). 
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D. Immunoloa=ie de 1 'infection chaKasigue 

Chez 1 'homme, 1' infection chagasique conduit à une réponse 

immunitaire qui contrôle le niveau de parasitémie lors de la phase aiguë. 

Ces dernières années, les travaux menés par plusieurs auteurs ont permis 

de mieux comprendre certaines caractéristiques de la réponse immune 

anti-T. cruzi à la fois chez l'homme et dans les modèles animaux. 

1. Résistance naturelle 

L'existence d'une immunité naturelle contre l'infection à T. 

cruzi a été mise en évidence chez les animaux à sang froid et les oiseaux 

(BRENER, 1973). Cette résistance serait liée à la lyse directe des formes 

trypomastigotes par le système du complément, notamment par 

l'activation de la voie alterne (KIERSZENBAUM et coll., 1976), un 

phénomène qui n'est pas observé chez les hôtes mammifères. 

2. Réponse immunitaire 

Très rapidement après 1' infection, 1 'hôte développe une réponse 

immune qui contribue à la destruction des parasites. Ainsi, le nombre de 

trypomastigotes circulants pendant la phase aiguë diminue 

progressivement et les parasites disparaissent complètement de la 

circulation sanguine pendant la phase chronique de la maladie. Le 

pathogène persiste dans les tissus de 1 'hôte durant toute sa vie et stimule 

ainsi de façon permanente son système immunitaire. Des mécanismes de 

défense à médiation cellulaire et humorale semblent jouer un rôle 

important dans la résistance à 1' infection chagasique (TRISCHMANN et 

coll., 1978). 

2.1. Immunité à médiation cellulaire 

De nombreux travaux ont montré que la réponse cellulaire 

participait activement dans la résistance à l'infection chagasique. Par 
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exemple, le traitement des souris par des anticorps anti-thymocytes ou 

une thymectomie néonatale augmente leur parasitémie 

(KIERSZENBAUM et PIENKOWSKI, 1979). De même, l'infection de 

souris ''nudes'' montre une parasitémie supérieure à la normale et les 

souris ne survivent pas à la phase aiguë. Par ailleurs, le transfert passif 

de lymphocytes T immuns induit une protection partielle chez des souris 

saines vis-à-vis d'une infection d'épreuve (REED, 1980). 

La caractérisation des sous-populations T impliquées dans 

ce phénomène est très récente. Ainsi, T ARLETON (1990), par une série 

d'expériences, indique que des souris C57BL/6 naturellement résistantes 

à l'infection, déplétées en lymphocytes T CD8+ ou déficientes en ~2 

microglobuline (T ARLETON et coll., 1992) sont incapables de contrôler 

la parasitémie. D'autre part, les lymphocytes T CD8+ peuvent lyser les 

cellules infectées qui présentent à leur surface des antigènes parasitaires 

(NICKELL et coll., 1993). En effet, la forme de multiplication de T. 

cruzi réside librement dans le cytoplasme de la cellule hôte où certains 

antigènes pourraient être présentés à la surface de la cellule infectée en 

association avec les antigènes du complexe majeur d'histocompatibilité 

(CMH) de classe 1. En outre, de récentes études ont mis en évidence que 

la ~2 microglobuline est indispensable à l'expression des produits du 

CMH de classe 1. L'ensemble de ces observations suggère que les cellules 

parasitées pourraient servir de cibles aux lymphocytes T CD8+, dans le 

contexte du CMH de classe 1, et explique que cette sous-population 

lymphocytaire joue un rôle majeur dans le contrôle de l'infection. 

Les monocytes et les macrophages jouent un double rôle 

dans 1' infection chagasique, en étant à la fois des cellules hôtes 

préférentielles du parasite, et des cellules effectrices de la réponse 

immune après activation. L'activité trypanocide des macrophages peut 

être augmentée par certaines lymphokines libérées par des lymphocytes 

T stimulés (NOGUIERA et coll., 1981), comme par exemple l'interféron 
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y et~, le GMCSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor) ou 

le TNF (tumor necrosis factor). 

2.2. Immunité à médiation humorale 

Le rôle protecteur des anticorps a été mis en évidence par 

transfert passif de sérums immuns anti-T. cruzi, ou d'anticorps 

monoclonaux (SEGURA et coll., 1986), et le fait que des animaux 

mauvais producteurs d'anticorps sont plus sensibles à l'infection 

chagasique (souris Biozzi). 

Différents mécanismes faisant intervenir les anticorps ont 

été décrits comme jouant un rôle dans la destruction du parasite. En plus 

de leur capacité à se fixer à certains composants de surface du parasite et 

à inhiber ainsi l'adhésion de celui-ci et sa pénétration dans la cellule hôte, 

les anticorps participent également à la phagocytose du parasite par les 

macrophages et les monocytes. D'autre part, les anticorps peuvent 

induire une lyse directe du parasite en présence du complément ou 

interviennent dans le mécanisme d' ADCC ( cytotoxicité cellulaire 

dépendante d'anticorps) en association avec différentes populations 

cellulaires présentant des récepteurs Fe à leur surface. 

3. Mécanismes d' éyasjon 

Malgré la diversité et l'efficacité des mécanismes immunitaires 

impliqués dans la destruction du parasite, celui-ci survit chez son hôte. 

Ceci est le résultat d'un équilibre subtil entre les mécanismes effecteurs 

de 1 'hôte et les mécanismes de défense mis en oeuvre par le parasite. 

En premier lieu, la multiplication intracellulaire du parasite lui 

permet d'échapper à la réponse immune de 1 'hôte. En effet, il se trouve 

en dehors de la circulation sanguine, donc à l'abri des anticorps et des 

cellules effectrices. En outre, T. cruzi possède la capacité d'infester 

plusieurs types de cellules dont les macrophages et sa destruction à 
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1' intérieur de la cellule serait possible après fusion du lysosome 

macrophagique et de la vacuole parasitophore. Cependant, une fois dans 

la cellule, le parasite se libère du phagolysosome en sécrétant une 

protéase, active à pH acide appelée hémolysine qui détruirait le 

phagolysosome, permettant la libération des amastigotes dans le 

cytoplasme où ils se multiplient (ANDREWS et WHITLOW, 1989). 

Avant d'infecter les cellules, les trypomastigotes se trouvent 

dans le sang, ce qui les rend extrêmement sensibles aux attaques de 

1 'hôte. Cependant, les trypomastigotes ont la capacité de résister à la lyse 

par activation de la voie alterne du complément. En effet, les parasites 

expriment une protéine capable d'inhiber la formation d'une C3 

convertase alterne efficace (FISHER et coll., 1988). De plus, T. cruzi 

produit une molécule analogue au DAF (decay-accelerating-factor) des 

cellules de mammifères qui interfère avec la formation du C3b actif et 

conduit à la dégradation du C3b en C3bi marquant ainsi 1' arrêt de la 

cascade qui conduit au C5b-9, complexe lytique du complément. 

D'autres facteurs peuvent contribuer à la survie du parasite dans 

le sang. Par exemple, l'acquisition d'antigènes de l'hôte, décrite pour les 

trypomastigotes (CHESS et coll., 1983) qui possèdent à leur surface des 

antigènes cellulaires, pourrait également jouer un rôle dans la déviation 

de la réponse immune. De même, le parasite peut libérer des antigènes ce 

qui lui permet de dévier la réponse immune. 

4. Manifestations patholo2iQues 

L'infection chagasique provoque une rupture dans le système 

immunitaire de 1 'hôte, conduisant aux manifestations pathologiques 

observées durant la phase aiguë et chronique de la maladie. 
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4.1. Immunopathologie de la phase aiguë 

Les réponses immunes à la fois humorale et cellulaire sont 

en partie dirigées spécifiquement vis-à-vis du parasite. On assiste 

cependant à une activation polyclonale et une prolifération massive de 

toutes les classes de lymphocytes qui se traduit par une augmentation de 

la taille de la rate et des ganglions (MINOPRIO et coll., 1986). Cette 

activation polyclonale est en grande partie aspécifique, dans la mesure où 

une bonne proportion d'anticorps présents dans les sérums de sujets 

immuns ou d'animaux infectés expérimentalement sont dirigés vis-à-vis 

d'antigènes non parasitaires. 

En même temps, apparaissent les phénomènes 

d'immunosuppression, c'est à dire une incapacité à répondre aux 

antigènes hétérologues. Ceci serait la conséquence de l'activation 

polyclonale car elle conduirait à un épuisement des cellules réactives, qui 

seraient incapables de répondre aux stimuli antigèniques. Cependant, 

d'autres phénomènes pourraient expliquer cette immunosuppression. On 

peut citer, à titre d'exemple, l'existence de cellules suppressives telles que 

des macrophages ou des lymphocytes T suppresseurs, ou bien encore 

1 'apparition de substances immunosuppressives d'origine parasitaire ou 

cellulaire (LIEW et coll., 1988; OUAISSI et coll., 1995). Des altérations 

au niveau de la sécrétion de l'IL2 et l'expression du récepteur 

correspondant ont été rapportées. Par ailleurs, il a été montré que le 

parasite, aussi bien que les produits libérés par des formes 

trypomastigotes ou TIF (pour Trypanosome Immunosuppresive Factor) 

sont capables d'induire une diminution de la transcription du gène codant 

pour la protéine 55 (p55) du récepteur à l'IL2 (KIERSZENBAUM et 

coll., 1995). 

L'activation polyclonale et l'immunosuppression ne sont 

pas restreintes qu'à la phase aiguë. De même, les prémices d'une 

pathologie auto-immune peuvent se rencontrer dès cette phase de 

1' infection. 

29 



4.2. lmmunopathologie de la phase chronique 

Les causes exactes entraînant la pathologie de cette phase 

ne sont pas totalement élucidées. La pathogénie peut être la conséquence, 

soit de la persistance du pouvoir pathogène du parasite, soit des séquelles 

de la phase aiguë. Mais de plus en plus d'évidences tendent à prouver que 

la pathogénie est d'origine auto-immune (JOSKOWICZ, 1985). 

En effet, 1' infection chagasique perturbant la réponse 

tmmune de l'hôte en entraînant un dysfonctionnement des fonctions 

cellulaires T et B, notamment avec une stimulation polyclonale suivie 

d'une immunosuppression, pourrait conduire à une perte de tolérance 

vis-à-vis des antigènes du soi. D'autre part, l'existence d'épitopes cross­

réactifs entre le parasite et son hôte vertébré ou "mimétisme 

moléculaire" pourrait aussi conduire à des phénomènes auto-immuns. 

Enfin, un autre type de mécanisme pourrait intervenir, à savoir le 

mimétisme fonctionnel qui concerne les protéines parasitaires possédant 

des fonctions analogues à des molécules de 1 'hôte. 
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E. Biolo2ie cellulaire de T. cruzi 

La connaissance de la biologie du parasite et des bases 

moléculaires des relations avec ses hôtes est nécessaire pour 1 'élaboration 

de stratégies anti-parasitaires. L'interface hôte-parasite et la 

différenciation jouent un rôle déterminant dans la vie du parasite. T. 

cruzi infecte la plupart des cellules de son hôte 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 être 

parfaitement adapté à son environnement. La transformation et le 

développement de chaque forme sont une réponse du parasite vis-à-vis 

des changements de son milieu. 

1. Différenciation du parasite 

Au cours de son cycle de développement, 1 'environnement du 

parasite alterne entre l'insecte vecteur sous forme épimastigote et 

trypomastigote et 1 'hôte vertébré sous forme amastigote et 

trypomastigote. 

1.1. Chez l'hôte vecteur 

Chez le vecteur, les trypomastigotes sanguicoles subissent 

une transformation morphologique en épimastigotes qui se multiplient, 

migrent jusqu'au rectum, adhèrent à 1' épithélium et se différencient en 

trypomastigotes métacycliques. Cette étape de différenciation a pu être 

reproduite m vitro: c'est le processus de métacyclogenèse 

(GOLDENBERG et coll., 1987). En effet, les épimastigotes cultivés dans 

de l'urine artificielle de réduve, riche en L-proline, adhèrent au flacon 

de culture, se différencient en trypomastigotes qui se détachent du 

support et se déplacent dans le milieu. Cet analogue de l'urine stimulerait 

donc les événements morphologiques et biochimiques semblables à ceux 

qui se produisent dans la glande rectale de 1' insecte. 

31 



Ces transformations morphologiques sont associées à 

1 'expression de protéines spécifiques présentes uniquement dans les 

formes différenciées (BON ALDO et coll., L 988) et peuvent être induites 

par 1' AMP cyclique et des activateurs de 1 'adénylate cyclase 

(GONZALES-PERDOMO et coll., 1988). De plus, un gène dont 

1' expression est augmentée durant le processus de métacyclogenèse, mais 

aussi en présence d' AMP cyclique ou de ses analogues a été identifié 

(HEATH et coll., 1990). Ces observations suggèrent que les processus de 

différenciation sont sous la dépendance de gènes spécifiques inductibles. 

Par ailleurs, il sera montré au cours de cette thèse, que le 

processus de différenciation in vitro s'accompagne de la mort massive 

par apoptose des épimastigotes non différenciés. 

1.2. Chez l'hôte vertébré 

La capacité des trypomastigotes à envahir les tissus de 

l'hôte dépend de processus complexes faisant intervenir des interactions 

ligands-récepteur et la production de protéases qui dégradent les 

composants de la matrice extracellulaire. D'une manière générale, ces 

mécanismes de reconnaissance et d'adhésion des parasites aux cellules 

font intervenir des interactions entre protéines de surface du parasite et 

de la cellule hôte. Le dimère de la fibronectine et plus précisément la 

séquence RGDS joue un rôle important dans l'interaction du parasite aux 

cellules et tissus de l'hôte (OUAISSI et coll., 1984; OUAISSI, 1988). 

Après fixation de la fibronectine, celle-ci est hydrolysée par les protéases 

du parasite libérant ainsi des fragments peptidiques qui activent la 

différenciation des trypomastigotes en amastigotes (OUAISSI et coll., 

1992). Ce phénomène est concomitant avec une augmentation de l' AMP 

cyclique intracellulaire ainsi que de la synthèse de protéines et de leur 

phosphorylation (OUAISSI et coll., 1991). 

L'adhésion par l'intermédiaire de la fibronectine n'est 

cependant pas exclusive et il existe d'autres mécanismes d'adhésion du 
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parasite à la cellule hôte, notamment ceux faisant intervenir la sous-unité 

Clq du composant Cl du système du complément (ORTEGA et 

PEREIRA, 1991 ). Par ailleurs, les trypomastigotes métacycliques 

provenant de 1' insecte vecteur ou de culture axénique expriment des 

composants de surface qui ne sont pas présents chez les trypomastigotes 

sanguicoles et qui pourraient donc jouer un rôle dans l'interaction 

parasite-cellule hôte. Plusieurs de ces glycoprotéines de surface ont été 

décrites comme intervenant dans l'invasion des cellules (RAMIREZ et 

coll., 1993; DE CASSIA RUIZ et coll., 1993; YOSHIDA et coll., 1990; 

MING et coll., 1995). 

2. Or~:anisation cellulaire 

La plupart des organelles des eucaryotes supérieurs sont 

retrouvés chez Trypanosoma cruzi, avec des fonctions similaires. Ce 

parasite possède néanmoins des structures originales, comme tous les 

trypanosomatidés en général. 

En effet, il ne possède qu'une seule mitochondrie, linéaire dans 

les trypomastigotes mais avec des ramifications dans les autres stades et 

qui s'étend sur toute la longueur de la cellule. L'ADN mitochondrial est 

composé de deux sortes d'ADN circulaire, les maxi-cercles et les mini­

cercles qui forment ensemble une sorte de réseau localisé principalement 

à la base du flagelle. Il est visualisé par des colorants basiques, et avant 

que sa composition ne soit connue, les cytologistes 1' ont nommé 

kinétoplaste pour "corps associé au mouvement" et l'ensemble de l'ADN 

porte l'abréviation ADNk. Les deux types d' ADNk sont très différents 

dans leur structure et leur fonction. Les mini-cercles, de 0.7 à 2.5 kb 

selon les espèces, sont de l'ordre de 5000 à 10000 par kinétoplaste. Ils 

n'ont pas de fonction codante connue, ni de cadre de lecture ouvert, mais 

ils peuvent cependant produire des transcrits (THERTULIEN et coll., 

1991). 
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Les maxi-cercles, de 20 à 38 kb dont le nombre est limité 

(environ 50), possèdent des gènes essentiels au bon fonctionnement de la 

mitochondrie, en particulier ceux codant pour la synthèse des ARN 

ribosomaux, ainsi que des gènes dont les protéines sont impliquées dans 

le transport d'électrons et dans la synthèse de l'A TP. Comme les autres 

génomes mitochondriaux, les maxi-cercles utilisent le codon UGA pour 

coder le tryptophane, alors que ce codon est un signal de STOP dans le 

code génétique universel. Une autre propriété originale de ces maxi­

cercles réside dans le fait que plusieurs de leur gènes sont "incomplets". 

En effet, leur transcrits ne sont pas fonctionnels et seul un processus 

post-transcriptionnel qui additionne ou délète des bases uraciles rend les 

messagers traduisibles. Ce processus, connu sous le terme d'édition de 

l'ARN (BENNE, 1994), a été décrit chez d'autres kinétiplastidés, T. 

brucei, Leischmania tarentolae et Crithidia fasciculata, mais pas encore à 

ce jour chez T. cruzi. 

Les microtubules subpelliculaires sont également des structures 

originales. Ils sont connectés entre eux ainsi qu'à la membrane plasmique 

ce qui confère à la fois une forte rigidité et une grande flexibilité au 

parasite. Ils sont localisés sur 1' entière surface de la membrane plasmique 

sauf à l'endroit où le flagelle émerge de la cellule ou poche flagellaire. 

Ce compartiment est supposé être l'endroit de l'endocytose, mais 

également de la sécrétion des protéines parasitaires. 

Un autre organelle très intéressant des kinétoplastidés est le 

glycosome. Les cellules peuvent en contenir 200 à 300. Ces organelles, 

délimités par une membrane de 0.3 microns, ont un rôle métabolique. Ils 

contiennent plusieurs enzymes responsables de réactions cataboliques et 

anaboliques, en particulier des enzymes de la glycolyse et du 

métabolisme du glycérol. Le glycosome apparaît constituer une réserve 

séparée des intermédiaires de la glycolyse (OPPERDOES et MICHEL, 

1993) en métabolisant le glucose 50 fois plus vite que dans le système des 

mammifères. 
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3. Génétique de T. cruzi 

T. cruzi est un orgamsme diploïde dont le génome a une 

complexité d'environ 2.5 108 paires de bases, tandis que l' ADNk en 

contient 4.9 107 (LANAR et coll., 1981). 9 % du génome est représenté 

par des régions répétitives, 51 % correspond à des éléments faiblement 

répétés et 23 % à des structures "uni-copies". 68 % de ces dernières sont 

représentées dans l'ARN polysomal. Cet ARN comprendrait 12000 

espèces différentes dont 9000 seraient polyadénylés. T. cruzi contient 

250 chromosomes ( 125 paires) qui ne sont pas classiquement condensés 

pendant la mitose (SOLARI, 1980). La raison de cette particularité n'est 

pas connue car la présence de 1 'histone H 1, normalement impliqué dans 

la condensation des chromosomes, a été montrée récemment (TORO et 

coll., 1993). T. cruzi est supposé être un des plus anciens eucaryote 

(McLAUGHLIN et DAYHOFF, 1973) et la particularité de sa 

chromatine peut être interprétée comme étant un modèle intermédiaire 

d'adaptation de l'organisation génétique qui a été testé durant 1 'évolution 

des eucaryotes et qui a été conservé jusqu'à ce jour. 

Les trypanosomatidés, et T. cruzi en particulier possèdent une 

particularité intéressante qui est la maturation des ARN pré-messagers 

codés par le génome. En effet, chez la plupart des organismes 

eucaryotes, les transcrits sont modifiés (addition de 7 -methylguanoside 

ou "coiffe" en 5' et poly A en 3') avant d'être traduits en protéines. La 

"coiffe" existe chez T. cruzi, mais elle est fournie avec 39 bases 

appelées "Spliced Leader" (SL). De plus, la plupart des gènes codant 

pour des protéines sont organisés en tamdem et sont transcrits sous 

forme de longs et multigéniques ARN pré-messagers nommés ARN 

polycistroniques contrairement à l' ARN des autres eucaryotes qui est 

monocistronique. Après transcription, les ARN pré-messagers sont 

modifiés dans un premier temps au niveau de leur extrémité 5' où 

s'ajoute le SL (McCARTHY-BURKE et coll., 1989) ce qui permet la 

séparation des différents transcrits. Cette réaction est appelée trans 
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épissage. Puis dans un deuxième temps, une queue poly A est ajoutée à 

leur extrémité 3' (Fig. 3). Le SL se trouve sur un transcrit ARNmed 

(pour mini-exon derived RNA) d'environ 110 bases. 

Jusqu'à maintenant, il n'y a aucune évidence montrant l'existence 

du phénomène de cis épissage chez les kinétoplastidés. En effet, il 

semblerait qu'aucun des gènes étudiés ne contienne d' introns ce qui est 

une autre particularité chez ce parasite. D'une façon intéressante, les 

procaryotes possèdent aussi des ARN polycistroniques et n'ont pas 

d' intron, ni de phénomène d' épissage. 

gène A gèneB 
------~~...-___ ...._ __ ...._ ___ _... ___ ADN génomique 

gène A 

gène A 

(AAAA ... )n 

t Transcriptiopn 

gèneB 

t trans-épissage 

gèneB 

t poly-adénylation 

ARN 
prémessager 
polycistronique 

+2' 

ARNm 
monocistronique 

Fig. 3: Le trans-épissage chez les trypanosomes 
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II. Le facteur d'élongation EF -1 de la 
synthèse protéique 

Dans le laboratoire, la recherche d'antigènes parasitaires 

pouvant avoir une activité enzymatique et immunoprotectrice a eu 

comme résultat la purification de trois molécules fixant le glutathion 

(PLUMAS-MARTY et coll., 1992). Curieusement, ces molécules ne 

possèdent pas d'homologies avec des glutathion S-transférases (GSTs), du 

moins pour deux d'entre elles, mais sont homologues les sous-unités ~ et 

8 du facteur d'élongation EF-1 (PLUMAS-MARTY et coll., 1994). 

L'étude de la troisième molécule fait l'objet d'une partie de cette thèse, 

ainsi que la sous-unité a du facteur EF-1 de la synthèse protéique. 
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A. La synthèse protéique 

Les cellules nécessitent une machinerie élaborée pour synthétiser 

leurs protéines (Fig. 4 ). La traduction chez T. cruzi est identique à celle 

des cellules eucaryotiques, exceptée dans la composition des ARN 

ribosomaux (ARNr). Quelques centaines de macromolécules, incluant les 

ribosomes, les ARN messagers (ARNm), les ARNt de transfert (ARNt) 

et des facteurs protéiques sont impliqués dans la traduction des 4 lettres 

de l'alphabet de l' ARNm en 20 lettres de l'alphabet des protéines, l'actuel 

dictionnaire résidant dans les molécules d'aminoacyl-ARNt. Ce 

dictionnaire est dicté par la haute spécificité des aminoacyl-ARNt 

synthétase dont chacune lie un seul acide aminé à un seul ou à plusieurs 

ARNt correspondants. 

La synthèse protéique s'effectue sur le ribosome cytosolique 80 

S (S étant la constante de sédimentation en ultracentrifugation) qui est 

composé d'une petite sous-unité (40 S) et d'une grande (60 S) 

(MOLDAVE, 1985). Chez les eucaryotes supérieurs la sous-unité 40 S 

comporte un seul ARNr (18 S) et 30 à 35 protéines tandis que la sous­

unité 60 S contient 3 chaînes d' ARNr (5 S, 5.8 S et 28 S) et 45 à 50 

protéines. Les ARN ribosomaux des kinétoplastidés sont différents quant 

à leur taille. L' ARN r 18 S de la petite sous-unité est remplacé par 

l'ARNr 21 S, de même que l'ARNr 28 S devient deux ARNr d'environ 

18 S et 15 S. Ce profil des 3 ARNr est caractéristique chez T. cruzi. 

On trouve les ribosomes sous deux formes dans les cellules 

eucaryotes: libres ou liés aux membranes. Les protéines destinées à 

certains organites et au cytosol (portion soluble aqueuse du cytoplasme) 

sont synthétisées sur des ribosomes libres. Les protéines qui aboutissent 

dans les lysosomes, l'appareil de golgi et la membrane plasmique sont 

synthétisées par des ribosomes associés au réticulum endoplasmique 

rugueux. La plupart des protéines mitochondriales et nucléaires sont 
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Groupes de nombre de 
composants composants 

Protéines ribosomales 70-80 
RNAs ribosomaux 4 

les ARNs messagers quelques centainesb 

aminoacyl-ARNts environ 20 

aminoacyl-ARNt 20 
synthétase 

facteurs d'initiation 30 

facteurs d'élongation 5 

facteur de terminaison 1 

ATP,GTP 

nombre de fois 
utilisé" 

continuellement 
un ribosome 

continuellement 
unARNm 

500 fois 
1 des 20 

500 fois 
1 des 20 

1 fois 
chacun des 30 

500 fois 
chacun des 5 

1 fois 

environ 1500 

fonction 

site de la 
synthèse 
protéique 

message 
génétique 

molécule 
adaptatrice 

chargement 
des ARNt 

initiation de 
la syp.thèse 
proteique 

élongation 
de la chaîne 

terminaison 
de la chaîne 

apport 
d'energie 

a: nombre de fois utilisé pour la synthèse d'une protéine de 500 acides aminés 
b: dépend du type de cellule 

Fig. 4: Tableau des différents composants de la synthèse 

protéique 
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synthétisées par des ribosomes cytoplasmiques sous forme de protéines 

matures et sont ensuite absorbées par les organites appropriés. D'autres 

protéines mitochondriales sont codées par de l'ADN mitochondrial et 

traduites dans la mitochondrie par un système de synthèse des protéines 

analogue au système cytoplasmique eucaryotique. Cependant, les 

ribosomes sont différents quant à leur taille, ils sont plus petits et 

contiennent moins de protéines et d' ARN r. Par ailleurs, le facteur 

d'élongation la mitochondrial est plus proche de EF-Tu des procaryotes 

que de EF-la du cytoplasme des eucaryotes (KUHLMAN et PALMER, 

1995). Il est donc appelé EF-Tu mt. 

1. Initiation 

La synthèse protéique est classiquement divisée en trois phases 

consécutives qui sont l'initiation, 1 'élongation et la terminaison. 

L'initiation conduit à la formation du complexe d'initiation 80 S 

composé de l' ARNm, de l' ARNt initiateur (ARNt-Méthionine) et des 

deux sous-unités ribosomales réunies (Fig. 5), à travers la formation 

séquentielle d'un nombre de complexes intermédiaires de pré-initiation 

(HERSHEY, 1991). L'initiation propre requiert une dizaine de facteurs 

d'initiation ( eiF pour facteur d'initiation eucaryotique) et peut être 

décrite brièvement en 3 étapes. Tout d'abord, la formation d'un 

complexe de préinitiation comprenant la sous-unité 40 S, les facteurs 

eiF-4C (appelé aussi eiF-lA) et eiF-3 et le complexe ternaire eiF-2-

GTP-ARNt-Met. Ensuite, l'ARNm se fixe au complexe de pré-initiation 

par l'intermédiaire du facteur eiF-4F lié à la 7 methyl guanosine (coiffe) 

en 5' terminale (m7G) de l'ARNm ainsi que des facteurs eiF-4A et eiF-

4B. Enfin, la fixation de la sous-unité 60 S est concomitante avec le 

largage des facteurs d'initiation et l'hydrolyse du GTP pour former le 

complexe 80S contenant l' ARNt-met sur le site P du ribosome. 
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Fig. 5: Représentation schématique de la formation du complexe 

d'initiation 80 S de la synthèse protéique 

(d'après MERRICK, 1992) 



2. Eloneation 

La phase d'élongation est un processus cyclique qui ajoute un 

acide aminé à l'extrémité C-terminale de la chaîne polypeptidique 

naissante jusqu'à la rencontre du codon de terminaison. Les facteurs 

d'élongation ou eEF sont impliqués dans cette phase qui comporte 4 

étapes principales (Fig. 6). 

1) La fixation de l'aminoacyl-ARNt sur le site A du ribosome 

est catalysée par eEF-la-GTP. L'anti-codon de l' ARNt permet une haute 

spécificité en étant complémentaire au codon de l' ARNm situé dans le 

site A. 

2) Le GTP est hydrolysé et eEF-la-GDP quitte le ribosome. 

3) La formation de la liaison peptidique entre le groupe 

carboxyl de l'acide aminé du site P et le groupe amine de l'acide aminé 

du site A est catalysée par une enzyme de la sous-unité 60 S, la peptidyl 

transférase. Ceci conduit au transfert du peptide du site P sur 

l'aminoacyl-ARNt du site A, tandis que l' ARNt non chargé quitte le site 

E. 

4) Afin de finir le cycle, EF-2 induit le mouvement du 

messager d'un codon ce qui libère le site A qui peut alors recevoir un 

nouvel aminoacyl-ARNt. 

3. Terminaison 

Le cycle d'élongation est répété aussi souvent qu'il y a d'acides 

aminés à être polymérisés et avant que les codons « stop » UAA, UAG 

ou UGA n'entrent dans le site A. Il n'existe pas d'ARNt complémentaires 

avec ces codons mais ceux -ci permettent la fixation d'un facteur de 

libération (release factor, ou RF) qui induit le clivage du pont peptidyl­

ARNt par l'activité peptidyl transférase du ribosome. 
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A la fin du cycle ribosomal, 1 'ARNm a été traduit en protéine et 

tous les composants impliqués dans ce processus sont de nouveau prêts 

pour d'autres synthèses protéiques. 

3' 
mRNA 

43 

\ PEPllDYl TRANSFER 

J (VERY FAST) 

3' 

Fig. 6: Représentation schématique du cycle d'élongation de la synthèse 

protéique eucaryotique (d'après RIIS, 1990) 



B. Le facteur d' élon&ation EF -1 

EF-1 est composé de deux parties fonctionnelles distinctes, EF-

1a et EF-1~y8. EF-1a est responsable de la fixation de l'aminoacyl­

ARNt sur le site A du ribosome avec l'hydrolyse du GTP en GDP. EF-

1~y8 permet le recyclage de EF-1a-GDP inactif en EF-1a-GTP actif 

(Fig. 6). 

1. EF-la 

EF -1 a est peut -être le facteur de traduction le plus étudié dans 

le système eucaryotique. Ceci est probablement le fait de 1 'extrême 

intérêt que présentent les protéines fixant le GTP, du fait de leur 

importance dans les processus de transduction des signaux et dans 

1' oncogenèse, mais également parce que EF -1 a est 1 'une des protéines 

cytoplasmiques les plus abondantes, constituant entre 3 et 10 % des 

protéines solubles. 

Un très grand nombre de séquences codantes pour EF-1a est 

connu avec un degré d'identité élevé (supérieur à 76 % d'identité en 

acide aminé) ce qui démontre que EF-1a est l'une des protéines les plus 

conservée durant l'évolution. Par exemple, la séquence protéique de EF-

1 a humain est 100 % identique avec celle du lapin, tandis qu'elle ne 

diffère que d'un seul acide aminé avec celle de la souris et du hamster. 

Cette forte identité est interprétée comme la conservation des sites actifs. 

En effet, en comparant EF-1a humain avec d'autres espèces, le plus haut 

degré d'identité est confiné dans le domaine fixant le GTP. La 

comparaison la plus extrême est celle de EF -1 a humain avec la séquence 

du facteur d'élongation EF-Tu d' Escherichia coli qui est l'espèce la plus 

distante. EF-Tu possède la même fonction chez les procaryotes que EF-

1a chez les eucaryotes. Bien que le pourcentage d'identité soit de 33 % 

sur toute la séquence protéique, il atteint 62 % (75 % d'homologie) dans 

les régions fixant le GTP (RIIS, 1990). 
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Une autre caractéristique de la protéine EF-1 a est qu'elle est 

codée par plusieurs gènes dans de nombreuses espèces. Ces gènes codent 

pour des protéines identiques chez les procaryotes (HUGHES, 1990) et 

chez les eucaryotes inférieurs (SCHIRMAIER et PHILIPPSEN, 1984; 

SUNDSTROM et coll., 1990; LINZ et SYPHERD, 1987), mais pour des 

protéines légèrement différentes dans les organismes supérieurs comme 

la drosophile (HOVEMANN et coll., 1988; WALLDORF et coll., 1985), 

le xénope (DJE et coll., 1990) ou le rat (LEE et coll., 1993). Dans ces 

trois dernières espèces, les différents gènes EF -1 a subissent une 

expression spécifique de stade durant le développement (HOVEMANN et 

coll., 1988; DJE et coll., 1990), mais également une expression 

spécifique de certains tissus chez le rat, la souris ou 1 'homme (LEE et 

coll., 1995). 

Par ailleurs, de nombreuses observations semblent indiquer que, 

en plus de sa fonction dans l'élongation de _la synthèse protéique, EF-la 

pourrait jouer un rôle dans d'autres aspects de la régulation cellulaire. 

En particulier, EF-la est un composant du complexe valyl-ARNt 

synthétase-EF-1 ~yù, il est associé aux particules mRNP ou lié au 

réticulum endoplasmique et participe à la dégradation des protéines et à 

l'association des ribosomes (MERRICK, 1992). EF-la a été également 

trouvé en association avec l'appareil mitotique, avec les complexes 

multiprotéiques qui peuvent être précurseurs des centrosomes mitotiques 

et avec les filaments d'actine (SHIINA et coll., 1995). Ces associations 

suggèrent que EF-la peut être impliqué dans l'organisation du 

cytosquelette et il a été montré qu'il peut jouer un rôle dans la 

désorganisation des microtubules pendant la phase M du cycle cellulaire. 

Enfin, des études ont montré la localisation de EF -1 a dans le 

noyau de certaines cellules (COLLING et coll., 1994; BARBARES et 

coll., 1995; JANSSEN et coll., 1994). Ceci suggère que EF-la nucléaire 

peut posséder une fonction distincte de EF-la cytoplasmique. Cette 
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possibilité est supportée par le fait que l'enzyme Q~ réplicase, 

responsable de la réplication de l' ARN du phage Q~ d' E. coli, est 

complexée avec EF-Tu et EF-Ts qui sont l'équivalent de EF-la et EF-1~ 

chez les procaryotes (BLUMENTHAL et coll., 1972). De plus, le 

complexe EF-Tu-EF-Ts semble stimuler quatre fois la synthèse d'ARN 

ribosomaux (TRAVERS, 1973). Ainsi, ces observations indiquent que 

EF-la peut également avoir un rôle dans la régulation de la 

transcription. 

Parmi les diverses fonctions possibles de EF-la, celle qm 

semble être la plus intéressante serait son implication dans le contrôle de 

la prolifération cellulaire et dans le vieillissement des eucaryotes 

supérieurs. En effet, sa surexpression semble augmenter la longévité 

chez Drosophila melanogaster (SHEPHERD et coll., 1989), tandis 

qu'elle rend plus susceptible à la transformation les fibroblastes de 

mammifères par des agents chimiques ou par ultra violet (TA TSUKA et 

coll., 1992). Par ailleurs, il a été observé que la protéine EF-la ainsi que 

son activité catalytique baissent dans les fibroblastes âgés mais restent 

constantes dans les fibroblastes immortalisés par transformation avec le 

virus SV 40 (CAVALLIUS et coll., 1986). De plus, l'augmentation de 

l'expression de EF -1 a chez la levure affecte la fidélité de la traduction 

(SONG et coll., 1989). Il est difficile de savoir si la modification de la 

fidélité de la traduction ou l'une des autres fonctions supposées de EF-la 

est responsable de 1' augmentation de la durée de vie des drosophiles et de 

la susceptibilité à la transformation des fibroblastes. 
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2. EF-1J3yô 

EF-l~yô permet le recyclage de EF-la-GDP en EF-la-GTP. 

L'activité d'échange du nucléotide réside à la fois dans EF-1~ (équivalent 

à EF-Ts chez les procaryotes) et EF -1 ô, qui sont deux protéines de 

structure et de fonction homologue (IW ASAKI et coll., 1976; JANSSEN 

et MÜLLER, 1988a), dont les régions C terminales possèdent l'activité 

enzymatique (V AN DAMME et coll., 1990). 

Le rôle de E F -1 y n'est pas encore ela irement établi. li possède 

un effet stimulant sur l'activité d'échange de EF-1~, et il montre in vitro 

une affinité pour les structures membranaires et pour la tubuline du 

cytosquelette, ce qui pourrait permettre l'ancrage de EF-1 sur le site de 

la synthèse protéique dans la cellule (JANSSEN et MÜLLER, 1988b). 

Par ailleurs, EF-ly est phosphorylé par la p34cdc2
, qui est la kinase du 

MPF, le facteur promoteur de la phase M (BELLE et coll., 1989). Le 

MPF est un régulateur de la mitose et de la progression dans le cycle 

cellulaire des eucaryotes, ce qui suggère la possibilité de l'implication du 

facteur EF -1 y dans la régulation du cycle cellulaire. 

Enfin, une surexpression de EF -1 y dans des tumeurs du 

pancréas, dans des adénocarcinomes et adénomes du colon ainsi que dans 

des carcinomes gastriques et oesophagiens a été rapporté (MIMORI et 

coll., 1996). La surexpression de EF-1 y et son implication éventuelle 

dans la régulation du cycle cellulaire pourrait être la conséquence de la 

prolifération anarchique des cellules cancéreuses. 
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C. Ré2ulation de 1 'élon2ation 

Le contrôle de la traduction est définie comme la régulation du 

niveau d'expression des ARNm. Ce type de contrôle agit aussi bien sur 

les ARNm en général que sur un groupe d'ARNm spécifiques. Le 

contrôle de la traduction peut s'effectuer à travers les composants de la 

synthèse protéique ou à travers 1 'ARNm lui même. La plupart des études 

concernant la régulation de la synthèse protéique chez les eucaryotes sont 

faites au niveau du stade de l'initiation. Cependant, de nombreuses études 

offrent une évidence claire de 1 'existence d'un mécanisme de régulation 

de 1' élongation et qui peut être un point de contrôle majeur pour la 

synthèse protéique dans les cellules eucaryotes. 

1. Exemples de ré2ulation du taux d'élon2ation 

Le taux d'élongation polypeptidique peut varier suivant la 

concentration en sérum, un choc thermique, un traitement hormonal ou 

le stade de développement. Quelques exemples où le changement dans le 

taux d'élongation est clairement démontré sont présentés avec l'évidence 

que EF-1 est le composant limitant. 

Tout d'abord, l'addition de sérum frais à une culture de cellule 

Hela entraîne l'augmentation du taux global de l'élongation d'un facteur 

2 à 3 (NIELSEN et McCONKEY, 1980), mesuré par le temps du transit 

ribosomal (FAN et PENMANN, 1970). Ce temps est la durée nécessaire 

au ribosome afin de traverser 1 'ARNm pour le traduire et relâcher la 

chaîne polypeptidique complète. Le taux d'élongation est égal au nombre 

d'acides aminés du polypeptide codé par 1' ARNm, divisé par le temps de 

transit ribosomal. 
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Par ailleurs, la fertilisation des oeufs d'oursin de mer 

s'accompagne d'une augmentation de 2 fois du taux d'élongation total 

(BRANDIS et RAFF, 1979; HILLE et ALBERS, 1979). De même, ce 

taux augmente graduellement d'environ 4 fois pendant la morphogenèse 

du stade levure au stade hyphe chez le champignon Mucor Racemosus 

(ORLOWSKI et SYPHERD, 1978). 

D'autres exemples montrent que le taux d'élongation est modifié 

sur un ARNm spécifique, bien qu'un changement relativement faible du 

taux d'élongation global soit observé. Ainsi, un effet extrêmement 

sélectif a été montré dans les cultures de cellules hépatiques où 

1' élongation de la tyrosine aminotransférase est accélérée par un 

analogue de l' AMP cyclique d'un facteur 5, tandis que l'élongation des 

autres protéines reste inchangée (ROPER et WICKS, 1978). Enfin, 

l'exemple le mieux documenté d'une régulation au niveau de l'élongation 

concerne la traduction de l' ARNm codant pour l'HSP 70, dans les 

réticulocytes de poulet. Dans ce cas, l' ARNm de l'HSP 70 des cellules 

non stressées est présent dans les polysomes, mais est traduit très 

lentement, tandis qu'après un choc thermique, le blocage de 1' élongation 

est levé afin d'augmenter l'efficacité de la synthèse de l'HSP 70 

(THEODORAKIS et coll., 1988). 

2. Mécanismes po oyant ré~uler le taux d' élon~ation 

Des évidences directes qui montrent que EF-1 est impliqué dans 

le contrôle de la traduction dérivent de l'étude des cellules CHO en 

division où le taux d'élongation est considérablement plus élevé que dans 

les cellules en phase stationnaire. Une augmentation de 5 fois du taux 

d'élongation est accompagnée par une élévation de 2.5 fois de l'activité 

de EF-1, aussi bien qu'une augmentation de la quantité des polysomes 

associés à l'ARNm traduisible (FISCHER et coll., 1980). L'activité de 

EF-2, des facteurs d'initiation et de terminaison, dans les extraits bruts 

des cellules CHO, reste cependant constante pendant cette transition 
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(FISCHER et coll., 1980). De plus, le retrait du sérum du milieu de 

culture de cellules V éro en division entraîne le déclin immédiat du taux 

de l'élongation, en même temps que le déclin de l'activité de EF -1, tandis 

que l'activité de la peptidyl transférase n'est pas altérée par la privation 

du sérum (HASSEL et ENGELHARDT, 1976). 

En théorie, le taux d'élongation peut être régulé par des 

modifications ou des altérations de la concentration des composants 

participant au cycle de l'élongation, comme les ribosomes, les aminoacyl­

ARNt synthétase, les ARNt, les facteurs d'élongation ou encore le GTP. 

En réalité, il y a plus d'évidence en faveur des facteurs d'élongation 

comme cible principale pour la régulation du taux d'élongation. Ce 

contrôle semble principalement s'effectuer par des réactions de 

phosphorylation-déphosphorylation. En effet, l'existence de quelques 

modifications covalentes au niveau du facteur EF-1 a été rapportée. 

Les trois sous-unité ~' y et 8 sont sujets à des phosphorylations 

spécifiques par des kinases bien définies. EF-1~ et EF-18 sont 

phosphorylés par la caseine kinase II (BELLE et coll, 1989; CHEN et 

TRAUGH, 1995). La phosphorylation de EF-1~ chez Artémia sa/ina est 

localisée sur la sérine 89 et a pour conséquence la baisse de l'activité 

d'échange du GDP sur EF-la (JANSSEN et coll., 1988c). Cette sérine 

est conservée dans toutes les protéines EF-1~ et EF-18 séquencées 

jusqu'à présent appartenant au règne animal, mais n'est pas retrouvée 

dans les séquences de EF-1~ et EF-18 des plantes. Ainsi, il semblerait, à 

l'exception des plantes, que la nature ait préservé la faculté aux facteurs 

d'échange du GDP, à être phosphorylés par la caseine kinase II, afin de 

servir de mécanisme de régulation au niveau du cycle d'élongation. 

La sous-unité y, quant à elle, est phosphorylée in vivo et in vitro 

chez l'ovocyte de xénope ou chez des cellules isolées du foie de lapin, par 

la p34cdcz, kinase du MPF (BELLE et coll., 1989). La p34cdcZ 

phosphoryle également la caséine kinase II et augmente ainsi son activité 
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m vitro (MULNER-LORILLON et coll., 1990). Récemment, il a été 

montré que EF-lô était lui aussi phosphorylé par la p34cdc2 (MULNER­

LORILLON et coll., 1994). 

Ainsi, au cours de la maturation de l'ovocyte de xénope, mais 

également lors des divisions mitotiques des cellules somatiques de 

vertébrés supérieurs, le complexe EF-1 ~yô est la cible de plusieurs 

kinases qui peuvent alors modifier son activité et réguler le taux 

d'élongation de la synthèse protéique. 

Bien que EF-la soit modifié post-traductionnellement sur 

quelques sites, le rôle de ses modifications dans la modulation de 

l'activité de EF-la n'est pas encore bien établi. EF-la peut être méthylé 

sur différentes lysines par un ou plusieurs groupes méthyl et subit 

1 'addition de glycery lphosphory léthanolamine (MERRICK, 1992). 

L'expression de EF-la dans le cycle d'élongation semble être déterminée 

d'un part par le niveau de ses substrats naturels, les aminoacyl-ARNt et 

le GTP et d'autre part par le degré de phosphorylation des facteurs 

d'échanges (EF-1 ~ô). 

En conclusion, il devient de plus en plus claire que l'étape 

d'élongation de la synthèse protéique est impliquée dans la régulation de 

la traduction. Que les facteurs d'élongation peuvent être les protéines 

limitantes dans ce processus devient également évident. 
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Des travaux antérieurs ont permis la purification de trois 

protéines de Trypanosoma cruzi de masse moléculaire 25, 30 et 45 kDa 

en utilisant la chromatographie d'affinité sur colonne de glutathion­

agarose (PLUMAS-MARTY et coll., 1992). Le clonage moléculaire des 

ADNe codant pour les polypeptides de 25 et 30 kDa a montré que ces 

composants ne sont pas homologues avec des protéines fixant le 

glutathion, mais avec le facteur d'élongation 1~ du complexe EF-l~yô. 

Le premier objectif de notre recherche a été de poursuivre la 

caractérisation de la protéine de 30 kDa et de montrer comment des 

molécules qui n'ont apparemment aucun lien avec le glutathion ont pu 

être purifiées à partir d'une colonne de glutathion-agarose. La 

caractérisation moléculaire du polypeptide 45 kDa permettra de 

répondre à cette question. Par ailleurs, l'approche fonctionnelle, en 

utilisant les techniques de transfection chez le parasite, apporte un 

éclairage nouveau sur les potentialités d'action de cette protéine de 45 

kDa qui s'est avérée être homologue à la sous-unité y du complexe EF-1. 

Ceci fera 1' objet de la première partie des résultats. 

Le deuxième objectif portait sur la caractérisation moléculaire 

du gène codant pour la sous unité a (EF-la). L'obtention d'un anticorps 

anti-TcEF-la nous a permis d'aborder la localisation cellulaire de cette 

molécule au cours de la différenciation et de la mort cellulaire des 

parasites in vitro. 
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ARTICLE 1 

Clonage moléculaire de l'ADNe de Trypanosoma cruzi codant 

pour une protéine homologue au facteur d'élongation EF -1~ 

des mammifères 
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Après le passage d'un extrait parasitaire du stade épimastigote à 

travers une colonne de glutathion-agarose, trois protéines de 25, 30 et 45 

kDa ont été co-purifiées. Ces protéines ont été nommées TcGBP pour 

"T. cruzi glutathione binding proteins". 

Un sérum de souris anti-TcGBP a été utilisé pour cribler une 

banque d'ADNe d'épimastigote. Plusieurs clones ont été obtenus 

contenant des inserts d'environ 900 pb à 1100 pb. Le séquençage de 

l'insert de 900 pb a indiqué la présence d'un cadre de lecture ouvert de 

222 acides aminés correspondant à un polypeptide de masse moléculaire 

théorique de 24.4 kDa. L'interrogation des banques de données a montré 

une identité de 40 % avec les facteurs d'élongation EF-1~ humain et 

d'Artémia sa/ina. La protéine de 25 kDa a donc été appelée TcEF-1~. 

L'insert fut sous-cloné dans le vecteur d'expression pGEX-2T ce 

qui a permis d'obtenir une protéine de fusion et de produire un sérum de 

souris an ti-TcEF -1 ~. Ce sérum réagit contre deux protéines de 25 et 30 

kDa sur un lysat de T. cruzi des formes épimastigotes et trypomastigotes. 

La protéine de 25 kDa correspond à TcEF-1~ d'après la masse 

moléculaire déduite de la séquence en acide aminé. Les protéines de 30 et 

25 kDa possèdent des épi topes communs puisqu'elles sont reconnues par 

le même sérum. En effet, le clone de 1100 pb a également été sequencé 

et a montré 89 % d'homologie avec la séquence de TcEF-1 ~· Ce clone 

pourrait correspondre à la molécule de 30 kDa reconnue par le sérum 

anti-TcEF-1~. Cette protéine pourrait correspondre à la sous-unité 8 du 

complexe EF-1~y8. En effet, les auteurs qui ont purifié les facteurs EF-

1~ et y d'Artémia salina (JANSSEN et coll., 1988b) ou de xénope 

(JANSSEN et coll., 1991) mentionnaient l'existence d'une troisième 

protéine. Le séquençage de celle-ci dans les deux espèces, montre qu'elle 

est très homologue dans son extrémité C-terminale à EF-1~ et elle 

possède une masse moléculaire plus grande. Elle fut nommée EF-18. 
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Dans le cas de T. cruzi, les régions C-temlinales des protéines de 25 et 

30 kDa présentent de fortes homologies. Ces observations nous incitent 

donc à penser que la protéine de 30 kDa pourrait être la sous-unité 8. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons comparé la 

réactivité de l'anticorps anti-TcEF-1~ à celle de l'anti-EF-1~y8 de 

xénope vis-à-vis d'un extrait d'ovocyte de xénope. Les résultats montrent 

que le sérum anti-TcEF-1~ reconnaît les bandes de 30 et 36 kDa 

correspondant aux sous unité ~ et 8 de xénope révélées par 1' anticorps 

homologue. Ces résultats sont en faveur de 1 'hypothèse que la protéine de 

30 kDa de T. cruzi correspond à la sous-unité 8 du complexe EF-1 ~y8, 

alors que le polypeptide de 25 kDa est l'équivalent de la sous-unité ~· 
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Elongation factors (EF) are involved in protein synthesis 
(Riis et al. 1990). Indeed, EF 1, a major complex present 
in eukaryotic cells, exists as a heterooligomer consisting 
of subunits a, [3, y and 8 (Merrick 1992). cDNAs corre­
sponding to EF1f3 from human (HuEF1[3) and from Ar­
temia sa/ina (AsEF1[3) have been fully sequenced 
(Maessen et al. 1986; Von der Kammer et al. 1991). 
Moreover, sequences of Xenopus oocytes EF 1[3 and 
EF18 have been reported (Cormier et al. 1993, Morales 
et al. 1992). Comparison of the amino acid sequences for 
Artemia, Xenopus and human EFlfJy shows that EFlf3y 
are highly conserved in animais. 

In previous studies we reported the characterization of 
three Trypanosoma cruzJ (a protozoan parasite that caus­
es Chagas' disease) proteins (apparent molecular mass, 
25, 30 and 45 kDa respectively) named TcGBP (glutathi­
one-binding proteins; Plumas-Marty et al. 1992). For 
cloning of these proteins, a À ZAPII eDNA library was 
constructed from epimastigote mRNA (Ouaissi et al. 
1992) and screened after amplification with a mouse an­
ti-TcGBP serum, permitting the molecular cloning of a 
parasite protein homologous to mammalian EF1 y (Bill­
aut-Mulot et al. 1993 ). In the present paper, we report the 
molecular cloning and sequencing of a eDNA encoding a 
parasite protein homologous to mammalian EFlfJ. 

The T cruzi Y strain was used throughout this study. 
Parasite lysates were prepared as reported elsewhere 
(Plumas-Marty et al. 1992). Total Xenopus oocyte ex­
tracts were a gift from Prof. S. Guilbaut (Département 
de Physiologie, Université de Lille 1, France). Mouse an­
tisera directed against native TcGBP antigens and fusion 
protein were prepared following the immunization proto­
cols reported elsewhere (Plumas-Marty et al. 1992). Rab­
bit ami bodies to the EF 1- J1)8 complex were kindly pro­
vided by Dr. R. Bellé (Université Pierre et Marie Curie, 
Paris, France). 

B. Plumas-Martv · R. Schi:ineck · O. Billaut-Mulot 
A. Taibi ·A. Capron· M.A. Ouaissi (~) 
Laboratoire de Recherche sur les Trypanosomatidae. INSERM 
U415, Institut Pasteur. 1 rue du Pr. Calmette. 
F-590 19 Lille. France 

Immunoscreening of the eDNA library allowed the 
isolation of ten clones containing inserts of approximate­
ly 1100 bp for one of the clones, and inserts of approxi­
mately 900 bp for the others. One of the latter clones 
(Tc 1) was selected for further study. 

Nucleotide sequences were determined by the chain 
termination method of Sanger et al. ( 1977). Sequence an­
alyses were performed using programs purchased from 
DNAStar (Madison, Wis., USA). pBLUESCRIPT Tel 
eDNA was ligated into the Smal site of the pGEX-2T 
vector (Pharmacia, Uppsala, Sweden). After transforma­
tion. selection was performed on appropriate selective 
media plates. Positive clones were then screened for ex­
pression and the fusion protein was purified as described 
elsewhere (Smith and Johnson 1988). Reactive proteins 
were detected by Western blotting. 

The complete sequence of Tc 1 is indicated in Fig. 1 A 
Computer analysis detected a single open reading frame 
of 222 amino acids. The predicted molecular mass of the 
parasite polypeptide is 24.4 kDa. Comparison with ami­
no acid sequences in severa! data banks revealed about 
40% identity with human and A. sa/ina EF1f3, mainly lo­
calized at the C-terminal domain of the proteins (Fig. 
lB). 

The parasite polypeptide was expressed using the 
pGEX-2T vector system for protein expression and puri­
fication. When lysates of T cru:::i epimastigotes and try­
pomastigotes were used as antigens, antibodies against 
the fusion protein reacted with two polypeptides of 30 
and 25 kDa (Fig. 2A; lanes a and b, epimastigotes and 
trypomastigotes, respectively). The band of 75 kDa was 
considered to be non-specifie, since it reacted with the 
control serum (Fig. 2, Jane a). 

It is noteworthy that the predicted molecular mass of 
the encoded protein is 24.4 kDa. Thus, it is likely that 
this polypeptide corresponds to the 25-kDa native pro­
tein revealed by the antibodies to the fusion pept:de. The 
reaetivity of antibodies with the 30-kDa polypeptide 
could have been due to shared epitopes between the 25-
and 30 kDa proteins. This hypothesis is supported by the 
observation that partial sequencing of the 1100-bp clone 



Fig. 1. A Nucleotide sequence 
of the TcEFl,B-25 eDNA 
clone. Predicted stop codon is 
indicated bv an asterisk. This 
sequence h~s been submitted to 
the GenBank Data library and 
has been assigned accession 
numbers L 12584. B Compari­
son of amino acid sequences of 
TcEFl,B-25 with those of hu­
man elongation factor 1,8 
(HuEFJ~) and elongation fac­
tor ,B from Artemia sa/ina 
(AsEFJ~). Alignment was done 
employing the program Clustal 
from PC GENE 
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A) 
c;..;._;._;_!._;...;..p._;cc;::.;. .!..~G :'C:' G':':' A.AG CAC G7C AJ..C -~-!.G AGG .;G: GC:' G.!.G C':'C Gr.G .:;v: .!..AG 

M S V K D V N K R S G ~ L E G K 
CTG MG GGC MG CT'!' TTT TTG GGC GGC ACA MG CCT TCC AAA GAG GAC GTG MG CTG TTC 
LKGKLFLGGTKPSKEDVKLF 

MC GAC TTG CTG GGC GCC GAA AAC ACA TCC TTG TAC CTG TGG GTG AAG CAT ATG ACC TCC 
NDLLGAENTSLYLWVKHMTS 

TTC ACG GAG GCG GAG CGC AAG GCG TGG GGG GCC CCT GTG AAG GTT ACA GCT ACC ACT TCG 
FTEA ERKAWGAPVKVTATTS 

GCT TCC GCT CCC GCA AAG CAG GCA CCA AAG AAG GCG GCG TCT GCC CCC GCC AAG CM GCC 
ASA PAKQAPKKAASAPAKQA 

GAT GAA GAC GAG GAA ATT GAC CTC TTC GGG GAA GCG ACG GAG GAG GAG ACG GCT GCT CTT 
DEDEE DLFGEATEEETAAL 

GAG GCC MG MG MG AAG GAC ACT GAC GCC AAG AAG GCA AAG AAG GAG GTT ATC GCC AAA 
EAK K KKDTDAKKAKKEVIAK 

TCC TCT ATC CTG TTC GAC GTC AAG CCG TGG GAC GAC ACC GTG GAT TTG CAG GCT CTG GCG 
SSI L FDVKPWDDTVDLQALA 

AAT AAG CTG CAT GCC GTT MG CGC GAC GGC CTG CTG TGG GGC GAC CAC AAG CTG GTG CCT 
NKLHAVKRDGLLWGDHKLVP 

GTG GCA TTC GGC GTC AAG AAG CTG CAG CAG CTT ATC GTC ATT GAG GAC GAC AAG GTC TCC 
VA F G VKK L Q Q LIVIE D D KVS 

AGT GAT GAT TTG GAG GAA TTG ATC ATG TCG TTT GAG GAC GAA GTG CAG TCC ATG GAC ATC 
SDDLEELIMSFEDEVQSMD 

GTT GCC TGG MT MG ATC TGA GCCTCACTGTTTTCAGAAATCGMGAAAAATAAATAAATAAAATGAAAATG 
V A W N K I 

AAATAAAGTAAAAGAGCAGAGTCGAGGCGTTCTGCGGGATCGATGTCGTGCTCTTTTTTTTTTTTGTTATTGAAGGCAA 
AAACAATTGGTCACGAAACCACCAGATTTGAGAGGGAGGGAAATATGTGCGTCTCTGGGGAAAAAAAAAA 
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revealed 89% homology to the Tel clone sequence over 
143 amino acids (data not shown). 

We further explored whether antibodies to the fusion 
peptide reacted against Xenopus oocyte extracts. As 
shown in Fig. 2B, (lane b), two polypeptides with an ap­
parent molecular mass of 30 and 36 kDA, respectively, 
were identified. Moreover, antibodies against the Xen­
opus EFl-)138 complex revealed three components with a 
molecular mass of 45, 30 and 36 kDA, respectively, 
when they reacted with total Xenopus oocyte extracts 
(Fig. 2B, lane c).These polypeptides correspond to EFl y, 
f3 and 8, respectively. These results clearly indicate that 
the 25- and 30-kDa parasite polypeptides share common 
structural domains with EFl/3 and EF18 subunits. 

Xenopus EFl/3 (molecular mass, 30 kDa) and EF18 
(molecular mass, 36 kDa) have been cloned and sequenced 
(Cormier et al. 1993; Morales et al. 1992). The sequences 
of these factors are strongly homologous and share the 
same function of nucleotide exchange. In the present study 
we identified two EFl/3-like molecules; the 25-kDa protein 
could correspond to the EFl/3 subunit, whereas the 30-kDa 
molecule could represent the EF18 subunit. The reactivity 
of our anti-fusion protein antibodies against Xenopus oo­
cyst polypeptides defined by the anti-EF1-J13<) complex 
from Xenopus strongly supports this possibility. Therefore, 
the encoded Tel protein was termed TcEFl/3-25. 

The C-terminal region of TcEFl/3-25 was homolo­
gous with the C-terminal domain from HuEFl/3 and 
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Fig. 2 A Reactivity analysis of mouse antisera directed against fu­
sion protein using Western blotting on epimastigote (lanes a, b, d) 
and trypomastigote (lanes c ,e) lysate (20 J.Lg/lane). Mouse antisera 
directed against fusion proteins were obtained by immunization of 
mice. The animais were intraperitoneally inoculated at 15 day in­
tervals three times with 40 J.!g of fusion protein , in the presence of 
30 J.!l of Bordetella pertussis plus alum (BpAI; Vaxicoq, Institut 
Mérieux, France: 4 I.U. of B. pertussis and 1.25 mg of aluminium 
hydroxide). Control sera were obtained from mice injected with 
BpAI alone or with Schistosoma japonicum 26-kDa GST (Sj26) 
plus BpAI (fane a. Serum from mice injected with BpAI alone, 
lanes b,c). serum directed against TcEFl,B-25, lanes d,e serum di­
rected aaainst Sj26 GST and BpAI). B Reactivity of antibodies to 
TcEFI,B":.25 fusion peptide (fane b) and rabbit polyclonal antibod­
ies to Xenopus EF 1- J138 complex (fane c) with Xenopus oocytes 
lysate (fane a), serum from mice immunized with BpAI alone 

AsEF 1/J. whereas the N-terminal regions of these pro­
teins were non-homologous (approximately 20% homo­
logy on the overall sequences). Recent studies have dem­
onstrated that the catalytic domain of AsEF 1/J resides in 
the C-terminal domain of the molecule (Van Damme et 
al. 1990). These regions are therefore expected to be 
more highly conserved. Phosphorylation of AsEF1/J by 
an endogenous kinase affects its catalytic activity. The 
target for phosphorylation is residue serine 89 located in 
the DFLGS89DEEDEE motif containing a critical se­
quence for casein kinase II type substrate recognition 
(Janssen et al. 1988). The corresponding region of 
TcEF1/J-25 shares homology with this motif, but no 
serine was found in this region. However, in the case of 
EF 1/J from wheat embry os, a threonine is supposed to be 
phosphorylated. The two threonine residues, located in 
positions 109 and 113 for TcEF1/J-25, could be candi­
dates for such phosphorylation. 

TcEFl/J-25 did not share any significant homology 
with glutathione S-transferases. However, in a recent 
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study we cloned and sequenced the 45-kDa component 
comprising TcGBP and found that the protein was ho­
mologous to mammalian EF1 y (Billaut-Mulot et al. 
1993 ). Moreover, the alignment of certain GST sequences 
with that of TcEF 1 y cl earl y shows conserved amino acid 
residues within the N-terminal domain of the protein, in­
cluding those playing a role in glutathione (GSH) binding 
(Shoneck et al. manuscript in preparation). This shared 
homology between TcEFl y and GSTs may account for 
the binding of the TcGBP complex to GSH columns. 

In the present work we obtained and expressed a nov­
el T. cruzj protein corresponding to the 25-kDa molecule 
named TcEF1/J, which is expected to be the elongation 
factor implicated in the elongation step of the protein 
synthesis. Further studies are needed to characterize the 
30-kDa component and to analyse the functional proper­
ties of these molecules. 
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ARTICLE 2 

Séquence nucléotidique de l'ADNe de Trypanosoma cruzz 

codant pour une protéine homologue au facteur d'élongation 

1 y des mammifères. 
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Parmi les trois protéines parasitaires initialement co-purifiées 

sur colonne de glutathion-agarose, deux ont été identifiées, celle de 25 

kDa correspond au facteur d'élongation 1 ~ et celle de 30 kDa à la sous­

unité 8 du complexe EF -1 (3y8. 

Afin d'identifier le troisième composant de masse moléculaire 

45 kDa, un double criblage de la banque d'ADNe d'épimastigote a été 

réalisé. Tout d'abord, le sérum anti-TcGBP qui reconnaît les trois 

protéines de 25, 30 et 45 kDa a permis d'obtenir 17 clones positifs. 

Parmi ces clones, un seul clone était négatif vis-à-vis d'un immunsérum 

anti-protéine de fusion 25 et 30 kDa. Ce clone pouvait donc 

correspondre à la protéine de 45 kDa. 

Le séquençage complet de ce clone de 1400 pb indique un cadre 

de lecture ouvert de 411 acides aminés correspondant à un polypeptide 

d'une masse moléculaire théorique de 46.6 kDa. L'interrogation de la 

banque de donnée a montré une homologie d'environ 60 % et une 

identité de 30 % avec la sous-unité y de EF-1 humain et d'Artémia 

sali na. Cette homologie n'est pas vraiment surprenante étant donné que 

les protéines co-purifiées sont homologues aux sous-unité ~ et 8 du 

facteur d'élongation EF -1 qui est présent dans le cytoplasme sous forme 

de complexe EF-1~y8. 

Ainsi, les trois protéines parasitaires co-purifiées sur colonne de 

glutathion-agarose correspondent au complexe EF-1 ~y8 du cycle 

d'élongation de la synthèse protéique. 
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encoding a prote in homologous to mammalian EF1 'Y 

O.Billaut-Mulot, V.Pommier, R.Schôneck, B.Piumas-Marty, A.Taibi, M.Loyens, A.Capron and 
M.A.Ouaissi* 
Research Laboratory on Trypanosomatids, INSERM U167 Institut Pasteur, 1 rue du Pr. Calmette, 
59019, Lille, France 

Received June 7, 1993; Accepted June 11, 1993 

Elongation factor (EF 1) participates in prote in synthesis by 
binding aminoacyl-tRNA to 80S ribosomes with the hydrolysis 
of GTP. EF1 is a major complex in eukaryotic cells. lt is 
composed of subunits a, {3 and 'Y of molecular mass 50 kDa, 
30 kDa and 48 kDa respectively (1). Following an 
immunoscreening of a lambda ZAPll Trypanosoma cruzi 
epimastigote eDNA library, using antibodies against three parasite 
proteins of molecular mass 45, 30 and 25 kDa eluted from 
glutathione-agarose column (Tc GBP), we could identify two 
eDNA clones, corresponding to the 30 and 25 kDa proteins, 
highly homologous in both their nucleic acid and arnino acid 
sequences. Sequence analysis of the clones revealed 40% 
homology with elongation factor {3 from bothAnemia Salina and 
human (2). Both cloned proteins were expressed by T.cruzi 
developmental stages and each was translated by a different length 
mRNA. Therefore, the proteins were termed TcEF-1{325 and Tc 
EF-1{330. The nature of the 45 kDa protein comprising TcGBP 
remains unknown. In order to identify the eDNA clones 
corresponding to this protein, we used a double immunoscreening 
strategy that allowed us to isolate a eDNA clone corresponding 
to the 45 kDa protein. 

The eDNA expression library was screened, frrst using anti­
TcGBP immunserum which reacted against three major 
components ofmolecular mass 45, 30 (TcEF-1{330) and 25 kDa 
(TcEF-1{325). We could isolate 17 positive clones which were 
further reacted with anti-TcEFl-{3 25/30 immune sera. One clone 
which did not react with anti-TcEF-1{325/30 was selected and 
sequenced by Autornated Laser Fluorescent ALF DNA Sequencer 
(Pharmacia) using Auto Read™ sequencing kit. 

Computer analysis detected a single open reading frame of 419 
arnino acids beginning by the initiation codon A TG at nucleotide 
25 and terminating by TGA at nucleotide 1258. The predicted 
molecular mass of the 411 arnino acids parasite polypeptide is 
46.6 kDa. 

Screening of GeneBank database for sequences related to that 
of the clone under study revealed that the gene was not previously 
identified and that the encoded protein shares significant 
homology withAnemia (3) and human EF-1-y (4). The degree 
of identity of TcEF-1-y polypeptide to human EF-1-y is 31.3% 
and 29.3% withAnemia EF-1-y. When conservative replacements 
are included in the calculation, the similarity is 62.4% and 60.2%, 
respectively. The overall homology is of the same order as that 
observed between EF-1{3 proteins of different species and 
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TcEF-1{3 25 and 30 (2). The homology in the latter is mainly 
observed in the C-terminal domain, whereas in EF-1-y, the 
homology is spread over the sequence. 

In sorne species, EF-1 'Y is phosphorylated by a cell division­
controlled protein kinase, p34cdc2 (5). The recognition sequence 
for p34cdc2 kinase is a proline residue immediately following a 
serine or threonine residue (6). Three putatives phosphorylation 
sites at position 51 (CSPC), at position 90 (RTPL) and at position 
265 (PSPF) were found in TcEF-1 'Y sequence. 

The single methionine at position 1 is preceded by nucleotides 
(ACGCCATG) that conform well to the general translation 
initiation consensus sequence (CCA/GCCATG) established by 
Kozak for eukaryotes (7). In yeast, many of the genes encoding 
transcription and translation factors possess conserved sequences 
in the ir 5' untranslated regions (8, 9) which are thought to 
function as transcriptional promoters and enhancers. Two such 
consensus sequences derived from ribosomal protein genes have 
been defmed: HOMOLI (AACATCC/TG/ATA/GCA) (10) and 
RPG (ACCCATACATT/CT/A) (11). Careful examination of the 
5' non-coding region of TcEF-1-y indicates the presence of a 
potential RPG sequence (AT A CACA) at position 2 of the nucleic 
acid sequence. Further biochernical and immunological 
characterization of TcEF-1 'Y protein is currently under 
investigation. 
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ARTICLE 3 

Caractérisation moléculaire et immunologique d'une protéine 

de Trypanosoma cruzi homologue au facteur d'élongation ly 

des mammifères 
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Nous avons complété l'étude du composant de 45 kDa 

homologue au facteur d'élongation EF-1 y (TcEF-1 y) par des approches 

moléculaires et immunologiques. 

Le profil d'hybridation de la sonde TcEF-1y sur l'ADN 

génomique digéré par différentes enzymes de restriction suggère que 

cette protéine est codée par un seul gène. Par ailleurs, l'analyse en 

Northern blot a montré que le transcrit du gène TcEF-1 y est présent dans 

les trois stades de développement du parasite: épimastigote, amastigote et 

trypomastigote. 

Afin d'obtenir une grande quantité de protéine TcEF -1 y, nous 

avons sous-cloné l'ADNe correspondant dans le vecteur d'expression 

pGEX-4T-3. La protéine de fusion Sj26{fcEF-1y fut produite et injectée 

au lapin pour préparer un sérum spécifique. Ce sérum reconnaît en 

Western blot sur un extrait total d'épimastigote deux protéines, une à 48 

kDa et une autre à 24.4 kDa. La bande à 48 kDa correspond à TcEF-1 y 

entière, tandis que celle de 24.4 kDa représente un produit de clivage. En 

effet, EF-1 y est très sensible à la protéolyse du fait de la présence d'un 

domaine hydrophile dans la région centrale de la protéine. Ce clivage a 

été observé dans le cas d'autres EF -1 y de différentes espèces et nous 

l'avons également retrouvé après avoir fait réagir en Western blot vis-à­

vis d'un extrait total de macrophage 1774 de souris notre sérum anti­

TcEF-1 y. Ces résultats indiquent l'existence d'épitopes communs entre 

TcEF-1y et EF-ly murin. 

L'élution des trois protéines TcEF-1~, y et 8 à partir d'un 

extrait parasitaire passé sur colonne de glutathion, nous a amené à 

rechercher un lien éventuel avec les protéines fixant le glutathion. 

Aucune homologie entre les molécules TcEF-1 ~ (25 kDa) et 8 (30 kDa) 

et de telles protéines n'a été observée. En revanche, la protéine TcEF-1 y 
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possède des homologies dans son extrémité N-terminale avec différentes 

GSTs (glutathione S-transferases). Il est en particulier intéressant de 

noter que les résidus impliqués dans la fonction enzymatique sont 

conservés. Ces observations ont également été rapportées pendant la 

même période, par d'autres auteurs qui par ailleurs, ont utilisé la 

séquence TcEF-1ydans leur analyse comparative des séquences de EF-1y 

de diverses espèces avec celles des GSTs (KOONIN et coll., 1994 ). 

Ces résultats nous incitent à penser que la protéine TcEF-1y a 

une affinité pour le glutathion et que les protéines TcEF-1 ~ et 8 qui sont 

associées dans le complexe TcEF-1~y8 sont co-éluées sur colonne de 

glutathion-agarose. 
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Summary- In previous studies, we reported the characterization of three Trypanosoma cruzi proteins with molecular masses of 45, 30 
and 25 kDa eluted from a glutathione agarose column (these proteins were named TcGBP). Using antibodies against TcGBP native 
proteins we could isolate from a lambda ZAPII epimastigote eDNA library eDNA clones encoding the 30 and 25 kDa proteins. Com­
parison of the two sequences with amino acid sequences in severa! data banks revealed that both protein sequences were highly homo­
logous to human and Artemia salina elongation factor 1{3. Thus, the proteins were named TcEF-1 f3 25 and TcEF-1 f3 30. In the present 
study we used a double immunoscreening strategy that allowed us to isolate a eDNA clone corresponding to the 45 kDa protein. The 
protein sequence revealed 31% identity and 61% homology with human and Artemia sa/ina EF1 y and therefore was narned TcEF-1 y. 
Moreover, three putative phosphorylation sites at position 51 (CSPC), at position 90 (RTPL) and at position 265 (PSPF) were found in 
the TcEF-1 y sequence. These sites are compatible with the notion that TcEF-1 y could be the target of phosphorylation by protein 
kinase(s). Random primed eDNA hybridized with a single 1.4 kb mRNA found in epimastigote, trypomastigote and amastigote forms. 
In addition, Southern blot analysis of genomic DNA suggested that the protein is encoded by a single gene. The TcEF-1 y eDNA was 
subcloned into the pGEX-4T-3 vector for expression in Escherichia coli. Antibodies against the fusion peptide allowed us to identify 
the weight sizes of the native protein (48 kDa) and its major degradation product (24.4 kDa) which are in close agreement with those 
of EF1-yfrom Artemia sa/ina and Schizosaccharomyces pombe. These antibodies reacted against macrophage cellline 1774 extracts 
which indicates that EF-1 y epi topes were conserved throughout evolution. 

Trypanosoma cruzi 1 elongation factor 1 EF -1 y / glutathione S-transferase 

Introduction 

Elongation factor (EF-1) participates in protein synthesis by 
binding arninoacyl-tRNA to 80S ribosomes with hydrolysis 
of GTP [13]. EF-1,Byfacilitates the nucleotide exchange of 
EF-1 a-GDP to EF-1 a-GTP. Moreover, biochernical studies 
have suggested that guanine nucleotide transferase activity 
is mediated by the .B subunit [3, 6], whereas the r subunit 
rnight function as a catalyst [7]. Other studies have shown 
that phosphorylation of EF-1,8 by casein kinase II leads to a 
decrease in GDP exchange rate of EF-1 [8]. In addition, 
phosphorylation of EF-1 r by p34cctcz kinase occurs at the 
entry of M-phase of the cell cycle in Xenopus oocytes [1, 
9]. Furthermore, EF-1 yhas been shown to be highly asso­
ciated with membrane and cytoskeleton structures. This 
interaction raised the hypothesis that EF-1 y could be 
involved in directing components of the prot~in synthetis 

* Correspondence and reprints 
Abbreviations: T cruzi, Trypanosoma cruzi; EF, elongation factor; 
TcEF-1 y, Trypanosoma cruzi protein homologous to mammalian EF-
1 y; GST, glutathione S-transferase; TcGBP, Trypanosoma cruzi glu­
tathione binding protein; Sj26, Schistosomajaponicum GST 26. 

apparatus towards the three-dimensional cytoplasrnic struc­
ture of the cell [7]. 

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi, the causative 
agent of Chagas' disease, replicates as epimastigote in the 
rnidgut of its insect vector and transforms into infective meta­
cyclic trypomastigotes in the hindgut. In the mammalian host, 
the parasite cycles between intracellular reproductive arnasti­
gotes and the released infective trypomastigote forms. Apart 
from the prelirninary observation ofTcEF-1 y[2] and TcEF-1,8 
[19], no evidence documenting the existence of either EF-1,8 
or yin Kinetoplastidae has yet been reported. In this paper we 
present detailed analysis of T cruzi eDNA encoding TcEF-1 r 
homologue and show that antibodies to the fusion peptide 
reacted against macrophage cellline 177 4 ex tracts, suggesting 
therefore that the EF-1 y is highly conserved across evolution. 

Materials and methods 

Parasites and antigens 

The T cruzi Y strain was used throughout this study. T cruzi try­
pomastigotes, extracellular amastigotes and epimastigotes were 
obtained according to previously described procedures [15, 24]. 
Parasite lysates and macrophage cellline 1774 extracts were pre­
pared as reported elsewhere [16]. 
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Antibodies 

Rat antibodies against a complex of three parasite proteins with 
molecular masses of 25, 30 and 45 kDa named TcGBP and rab­
bit an ti bodies to a mixture of 25 and 30 kDa proteins (TcEF-1 f3 25-
{3 30), produced in pGEX-2T vector as fusion peptides with 
Sehistosoma japonieum glutathione S-transferase (Sj26), were 
obtained as described [18, 19]. After the double immunoscreen­
ing strategy (see below), pBluescript inserts coding for the 
45 kDa protein (TcEF-1 y) were subcloned into Eco RI, Xhoi 
restriction sites of pGEX-4T-3 (Pharrnacia, Uppsala, Sweden) 
vector. The fusion proteins were purified as described [20]. Rab­
bits were inoculated intraderrnally by Vaitukaitis et al's method 
[22] with 800 pg of fusion protein in saline solution (500 pl) 
mixed with Freund complete adjuvant (500 pl). The animais 
were bled four weeks later. Control sera consisted of pre­
immune rabbit serum and sera from rabbits immunized with 
Sj26 protein. 

Preparation of eDNA libraries and eharacterization of eDNA 
eneoding the 45 kDa eomponent 

A eDNA expression library was constructed using lambda ZAP 
II eDNA cloning kit and Gigapack Gold Kit (Stratagene, La 
Jolla, CA) as described previously [ 17]. The eDNA library was 
first screened with anti-TcGBP immune serum. The positive 
clones were then re-screened using anti-TcEF-1 f3 25-{3 30 immune 
serum. Among 17 anti-TcGBP positive clones, one clone did not 
react with anti-TcEF-1 f3 25-{3 30 immune serum. This clone was 
excised in vivo directly into pBluescript by using the helper 
phage R408. After EeoRI and Xhol digestion, the size of the 
eDNA insert was determined in 1% agarose gel. 

RNA and DNA blot hybridization 

RNA and DNA blot hybridization were carried out as described [17]. 

lmmunoblotting 

Immunoblotting was performed using as antigens parasite and 
macrophage cell line 1774 extracts. The antigens were fraction­
ated by SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylarnide gel 
electrophoresis) electroblotted onto nitrocellulose, and then incu­
bated with the immune or control sera. The detection was done 
using specifie peroxidase-labeled anti-rabbit lgG (Diagnostics 
Pasteur, Mames la Coquette, France) and 4-chloro-1-naphthol. ln 
the case of macrophages, peroxidase activity was revealed by 
enhanced chemiluminescence (ECL) detection system according 
to the manufacturer's instruction (NEN, Dupont). 

Results and discussion 

Figure 1 shows the deduced amino acid sequence of eDNA 
clone encoding TcEF-1 y. The predicted molecular mass of 
the 411 amino acid parasite polypeptide is about 46.6 kDa. 
Random primed DNA insert of the eDNA clone was used to 
probe a Northem blot of epimastigote, trypomastigote and 
amastigote RNA. A band of 1400 bp was detected in the 
three parasite forms (fig 2). The size of the positive tran­
script indicates that the sequenced eDNA is near a full­
length clone. 

Epimastigote genomic DNA was digested with different 
restriction enzymes. The resulting fragments were then 
hybridized with labeled eDNA in arder to determine if the 
cloned eDNA corresponds to a single-copy gene. As 
shawn in figure 3, the eDNA hybridized to one fragment 
when using BamHI (D), Xhol (E) and EcaRI (F) which did 
not cleave the insert. Two fragments were detected with 
Bgll (C) and Smal (A) for which a single restriction site 
was predicted by the cloned eDNA and three fragments 

$TACAC*AAGCACACAT~ATGTCGCTCACGCTGTGGAGCGGTGTGAACCCCGAG 60 

M S L T L W S G V N P E (12) 

AACGCACGCACGCACAAGCTTCTGGCTGCTGCGGCCCTCGCCAACGTTGCGGTGACGCTG 12 0 

N A R T H K L L A A A A L A N V A V T L 132) 

AAGGCGTGCGAGTACGGCCGCGAGAACGAGACGGCGGAGTACTGCCGCAACTGCAGCCCG 18 0 

K A C E Y G R E N E T A E Y C R N C S P (52) 

TGCGGCCGCTACCCCGTGCTGCAGACGGAGGAGGGCTGCGTGTTCGAGTCCAACGëëA'fC 2 4 0 

C G R Y P V L Q T E E G C V F E S N A I ( 72) 

CTGCGCCACATCGCGCGCCTTGACCGGAGCGGCGGCTTCCTGTACGGCCGCACGCCGC','G 300 

L R H I A R L D R S G G F L Y G R T P L 1 92) 

GAGGGCAGCCAGGTGGACATGTGGCTCGACTTTTCGGCAACGGAGCTGGACGCTGCCTCC 360 

E G S Q V D M W L D F S A T E L D A A S ( 112) 

GAACCGTTTGTGCACCACGCCTTCCGTGGCGAGCCGCTGCCCGCCAACGCGATGGACCGC 4 2 0 

E P F V H H A F R G E P L P A N A M D R (132) 

GTGCACGAGGTGCTGCGTGCGCTGGAGGCGTGGCTGGAGACGCGCACA TTCCTCGTGGGC 4 8 0 

V H E V L R A L E A W L E T R T F L V G (152) 

GAGCGCATGACGGTTGCGGACGTGGCGGTTGCGTTTGCGCTGCAA TGGCACTACCGTCTG 54 0 

E R M T V A D V A V A F A L Q W H Y R L 1 172) 

AACGGCGCGGAGGGAGAGGCACTGACGAAGAAGTACCGGAACGCGTACCGCCTGTACAAC 600 

N G A E G E A L T K K Y R N A Y R L Y N 1 192) 

ACGGTGATGCAGCAGCCGAAGACGGTGGAGGTGCTGCGGTCGCAGGGTGCGACGTTCGGC 6 6 0 

T V M Q Q P K T V E V L R S Q G A T F G 1 212) 

GCCCGTGAAGGCGGAGCGAAAGGGCAAGGACGCGGCTGCGCCCGCCCGGGCAGAGAAGAA 7 2 0 

A R E G G A K G Q G R G C A R P G R E E 1232) 

GCCGAACGCGCCGCTGCTGCTGCTGATGGTGCGGAGGAAGAGGACGAGGCGCCGAGGGAG 7 8 0 

A E R A A A A A D G A E E E D E A P R E 1252\ 

AAGAAGAAGCCGAACCCGCTGGACGAGCTGCCGCCGAGCCCTTTCGTGCTGGACGCATTC 8 4 0 

K K K P N P L D E L P P S P F V L D A F 12721 
AAGCGCGAGTACAGCAACACGGACACCCGCACGGTTGCTGCGCCGTACTTCTTCCAGCAC 900 

K R E Y S N T D T R T V A A P Y F F Q H 12921 

TACGACGCCGCCGGCTACACGACGTTCTGGTGCCGCTACAAGTACAACGAGGACAACAAG 960 

Y D A A G Y T T F W C R Y K Y N E D N K ( 3121 

ATGCAGTTCATGACGGCCAACCTGATCCGCGGGTGGTTCCAGCGCA TGGAGCACGTGCGC 1 0 2 0 

M Q F M T A N L I R G W F Q R M E H V R 1332) 

AAGT ACGCGTTCGGCGTTGCACTCATCATTGGGGAGGAGAGGCGGCACGACATTGTGGCG 1 0 8 0 

K Y A F G V A L I I G E E R R H D I V A 1352) 

CTGTGGGTGTTCCGCGGCCGGGGCATGCCGGCGATTGTGGAGGACGTGGAGGACACGGAG 114 0 

L W V F R G R G M P A I V E D V E D T E 1372) 

CTGTTCGACTGGGAGGAGGTCGCTGACGTCGCGGCGCAGCGGGAGCGCATCACGGACT AC 12 0 0 

L F D W E E V A D V A A Q R E R I T D y (392) 

CTGTCGTGGGAGGGCCC GACGATCCCGAGGCCTGTGCTGGAGGGGCGTGTGTTCAAGTGA 12 6 0 

L S W E G P T I P R P V L E G R V F K • (4111 

GCGTGGCGTGCTGGTGAGGGACGGAGTAGAGAAAATAACGGTAATAGTAACTGTGGGGGT 13 2 0 

GTGAGGAACGGGACAAGGGCGAGGAGCACTCCTTTTTTTTTTCTTTTT AAAAAAAAA.AAA 13 8 0 

AAAAAAAAAAAAAAA 13 98 

Fig 1. Nucleotide and deduced arnino acid sequences of TcEF-
1 y. The ORF is shown in phase with {3-galactosidase below the 
nucleotide sequence and the TGA termination codon is denoted 
by an asterisk (*). The Kozak sequence and putative phosphory­
lation sites are underlined and the putative RPG consensus 
sequence is boxed. The nucleotide sequence was done by Auto­
mated Laser Fluorescent AFL. DNA Sequencer (Pharmacia) 
using Auto Read™ sequencing kit. The GeneBank accession 
number is L17307. 

with Apal (B) for which two restriction sites were pre­
dicted by the cloned eDNA. Two restriction sites were 
predicted for Pstl (G) separated by 25 bp which explained 
the detection of only two fragments. These results strongly 
indicate that the cloned eDNA corresponds to a single­
copy gene. 

The overall similarity (about 61 %; fig 4) shawn between 
TcEF-1 y and mammalian EF-1 y is of the same arder as that 
observed between EF-1 f3 pro teins of different species and a 
T cruzi protein homologous to mammalian elongation fac­
tor 1{3 (TcEF-lfj25 and TcEF-1{330) [19]. Moreover, three 
putative recognition sequences for p34cdc2 kinase were 
present in TcEF-1 y, respectively at positions 51 (CS.PC), 
90 (RIPL), and 265 (PS.PF) (fig 1). However, the two 
internai repeats present in AsEF-1 y which could be part of 
a binding motif for EF-1{3 and EF-18 [23], were not 
observed in TcEF-1 y. Although the general translation 
initiation consensus sequence (CCA/GCCATG) estab­
lished by Kozak: [10] for eukaryotes is somehow controver-
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Fig 2. Total RNA (10 J.lg) of trypomastigote (T), amastigote (A) 
and epimastigote (E) was hybridized with TcEF-1 y labeled 
eDNA. 

si al, such a sequence (ACGCCA TG) motif was found in 
TcEF1-y sequence. Moreover, the 5' non-coding region 
contains a potential ribosomal protein gene sequence 
(RPG) (ATACACA) [11] at position 2. This RPG sequence 
has been detected in the 5' untranslated region of most of 
the yeast ribosomal protein genes examined. Studies on 
yeast have shown the presence of DNA binding activity 
interacting specifically with RPG sequences [5]. Whether 
this sequence functions to exert control over TcEF-lygene 
expression is not known. 

We further compared TcEF-1 y sequence with that of 
HuEF-1 y using the hydrophobie cluster analysis (HCA) 
[4]. Figure 5 shows a close correspondence of the 
arrangement of hydrophobie clusters and proline resi­
dues. Moreover, the hydrophilic region was clearly evi­
denced in the two sequences. In our original study, we 
have isolated TcGBP antigens using binding to glutathi­
one matrix [19]. Comparison of TcEF-lysequence with 
availab1e nucleotide or amino acid sequences corre­
sponding to proteins related to the glutathione cycle 
including GSTs, revealed sorne limited similarity (30%) 
between TcEF-1 y and fruit fly GST27 (data not shawn). 
This might be responsible for the complex binding to 
glutathione. 

The TcEF-1 y eDNA was subcloned into the pGEX-4T -3 
expression vector. The Schistosoma japonicum 26 kDa glu­
tathione S-transferase (Sj26) and the TcEF-1 y/Sj26 fusion 
protein were produced and purified on glutathione-agarose 
beads. 

An ti-TcEF-1 y rabbit immune serum strongly recog-

Kpb A B C D E F G 

20 ,_ -~''': • ,, 1 
5 ,_ 

3.5 ,_ 
-~ -1 ' 1 

1 

1 
,_, 

• 1.4 ,_ • 
1 ,_ 

0.5 ,_ 

Fig 3. Genomic Southem-blots suggest a unique TcEF-1 y gene: 
10 J.lg DNA/lane digested with Smal (A), Apal (B) Bgll (C), 
BamHl (D), Xhol (E), EcoRl (F) and Pstl (G), and probed with 
labeled TcEF-1 y eDNA. 

nized the TcEF-1 y/Sj26 fusion peptide (data not shown). 
Furthermore, antibodies to TcEF-1 y/Sj26 fusion peptide, 
when reacted against epimastigote total extracts, 
revealed two bands with a molecular mass of 48 and 
24.4 kDa (fig 6A, lane 2). Moreover, anti TcEF-1 y re­
cognized in Western blot Leishmania infantum extracts 
(data not shown). In contrast, anti-Sj26 rabbit immune 
serum while reacting against Sj26 purified protein (fig 
6B, lanel), it did not recognize T cruzi epimastigote 
extracts (fig 6B, lane 2) or macrophage antigens (fig 6B, 
lane 3). 

We further explored whether antibodies to the TcEF-
1 y/Sj26 fusion protein reacted against host cell extracts 
(macrophage cellline J774). As shawn in figure 6B, lane 4, 
two polypeptides of an apparent molecular mass of 42 and 
29 kDa were identified. It is weil known that EF-1 y is very 
sensitive to proteo1ysis and spontaneously undergoes inter-
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Fig 4. Comparison of amino acid sequences of TcEF-1 y with other elongation factors: human elongation factor 1 y (HuEF1J1 and elongation 
factor 1 y from Artemia salina ( AsEF1 y). Alignment was done employing the prograrn Clustal from PC Gene. 

nal cleavage [7]. Moreover, it has been shown that during 
purification, the EF-1 ywas occasionally split by an endoge­
nous protease generating a 24 kDa cleavage fragment of 
EF-lyfrom Artemia sa/ina [12]. Furthermore, a complete 
sequence of Schizosaccharomyces pombe protein homolo­
gous to EF-1 yhas been recently reported [14]. Interestingly, 
a major degradation product of S pombe EF-1 y with a 
molecular mass of 23 kDa has been identified and 
sequenced. 

Our results also showed that an ti-TcEF-1 y immune 
serum reacted against two polypeptides with a molecular 

mass of 48 and 24.4 kDa. This finding is compatible with 
the above observations and suggests that the 24.4 kDa poly­
peptide is a degradation product ofTcEF-ly (48 kDa) pro­
tein. Taking together, these observations clearly indicate 
that the protozoan parasite T cruzi possesses a protein 
homologous to mammalian EF-1 y. Taking into account the 
earl y divergence of Trypanosomatids from the main branch 
of the eukaryotic lineage [21], the degree of sequence con­
servation between T cruzi and human EF-1 y is remarkable. 
Further studies will have to investigate the function of 
TcEF-1 ymolecule. 



Fig 5. Hydrophobie elus ter analysis of the two elongation factors, TcEF1 y and HuEF1 r Amino acids are represented by their standard 1-letter 
code with the exception of proline (asterisk with vertical tine and arrowhead), glycine (closed rhomb), threonine (open square) and serine (open 
pointed square). Residue numbers are indicated above. Sets of adjacent hydrophobie arnino acids (WYMFILV) are contoured and indicated by 
the letters H 1-H 19. ldendical arninoacids between TcEF 1 y and HuEF 1 y are reported in orange and important hydrophobie areas are coloured in 
green. ldentical prolines are represented by a red vertical tine. Hydrophobie cluster analysis was done as described by Gaboriaud and Bissery [4]. 
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Fig 6. Western blot analysis using rabbit poly­
clonal antiserum against TcEF-1 y produced in 
the pGEX-4T -3 vector as fusion peptide with 
Sj26. A. Immunoblot of epimastigote lysate 
reacted with pre-immune serum (lane 1), anti­
TcEF-ly/Sj26 fusion protein (lane 2). B. Immu­
noblot of Sj26 (lane 1), epimastigote lysate (lane 
2) and macrophage cell line 1774 extracts (lane 
3) reacted with anti-Sj26 rabbit serum. Lane 4 
represent immunoblot of macrophage cell tine 
1774 extracts reacted with anti-TcEF-1 y/Sj26 
fusion peptide. The positions of 24.4 kDa pro­
tein and its intact form are indicated by the open 
and closed arrowhead, respectively. 
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Notes added in proof 

1. The predicted ami no acid sequence of TcEF-l y N-terminal 
domain showed significant homology to glutathione S-transfe­
rases (GSTs). This observation provides a possible explanation 
for the original isolation of TcEf-1 complex using binding to glu­
tathione matrix. 
2. In a previous study, we isolated TcGBP antigens using binding 
to glutathione matrix [ 19]. Comparison of TcEF-1{325 and TcEF-
1{330 sequences with available nucleotide or amino acid 
sequences corresponding to proteins related to the glutathione 
cycle including GSTs did not reveal any significant homology. In 
contrast, alignment of the GSTs and TcEF-1 y sequences clearly 
showed conserved arnino acid residues mainly within the N-ter­
rninal region. The degree of identity of TcEF-1 y polypeptide to 
fruit fly GST27 is 18%. When conservative replacements are 
included in the calculation, the similarity is 30%. Moreover, 
hydrophobie cluster analysis (HCA) showed very close corres­
pondence of the arrangement of hydrophobie cluster and proline 
residues. These observations suggested that the shared homology 
between TcEF1 y and GSTs may account for the binding of 
TcGBP complex composed of TcEF-1{325, TcEF-1{330, and 
TcEF-1 y to glutathione matrix. 

Recently, it has been found that the human valyl-tRNA syn­
thetase presents an N-terrninal extension of about 200 arnino acid 
residues that has no counterpart in the yeast cytoplasrnic enzyme, 
but, surprisingly, bears strong sequence sirnilarity to the N-terrni­
nal region of EF-1 y from different organisms. Comparison with 
TcEF-1 y sequence confirms this sirnilarity. This domain within 
the valyl-tRNA synthetase is required for complex formation by 
binding to the EF-18 subunit of the EF-1 {3}'15-valyl-tRNA synthe­
tase complex, therefore suggesting that these N-terrninal domains 
(GST-homologous) of these two proteins are implicated in pro­
teinlprotein interactions. Indeed, a mode! of proteinlprotein inter­
actions within mamrnalian valyl-tRNA synthetase-EF-1 complex 
clearly showed molecular contacts involving the N-terminal 
do mains of EF-1{3, EF-1 y; EF-18 and valyl-tRNA synthetase. 
3. While this manuscript was in press, independent investigators 
have reported that eukaryotic translation elongation factor 
1 gamma contains a glutathione S-transferase domain (Koonin et 
al (1994) Protein Sei 3, 2045-2054). 
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ARTICLE 4 

Phénotype des parasites recombinants chez Trypanosoma cruzz 

qui sur-expriment le facteur d'élongation ly: implication du 

domaine de type GST de EF-ly dans la résistance aux drogues 

an ti-parasitaires. 
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Le rôle de EF-1 y des cellules de mammifères n'est pas encore 

bien défini. Dans le but de contribuer à une meilleure connaissance des 

propriétés biologiques de ce facteur, nous avons transfecté les formes 

épimastigotes de T. cruzi par un vecteur permettant la surproduction de 

la protéine TcEF-1 y. 

Nous avons utilisé le vecteur pTEX dans lequel nous avons 

introduit le eDNA codant pour TcEF-1 y dans les sites Eco RI et Xhol 

afin d'obtenir le vecteur pTEX-TcEF-ly. Les séquences promotrices du 

gène gOAPDH (glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase) placées en 

amont du site de clonage, permettent l'expression des gènes clonés. Les 

parasites ont été transfectés avec les vecteurs pTEX ou pTEX-TcEF-ly 

par électroporation et sélectionnés par leur résistance à la généticine 

(0418), celle-ci étant apportée par le gène de la néomycine 

phosphotransférase du vecteur pTEX. Les parasites résistants sont 

obtenus 1 mois après la transfection. Les clones, acquis après dilution 

limite, sont continuellement cultivés avec 200 J.Lg/ml de 0418 pendant 2 

mois, puis la concentration est progressivement augmentée jusqu'à 6000 

J.Lg/ml pendant 6 mois. 

La présence d'une forte concentration des vecteurs pTEX et 

pTE X-TcEF-1 y est vérifiée par la technique du Sou them blot. Les 

techniques de Northem et de Western blot montrent la surproduction de 

la protéine TcEF-lyqui peut être augmentée par la dose de 0418. 

Il n'y a pas d'intégration des vecteurs dans le génome, ceux-ci 

sont extrachromosomiques sous forme de larges éléments circulaires du 

vecteur répétés en tandems. Après 5 mois de culture sans 0418, les 

parasites finissent par perdre le plasmide ct ne sont plus résistants à la 

drogue. Les transfections sont maintenues à travers le cycle des parasites. 

En effet, les trypomastigotes obtenus après la lyse des épimastigotes par 

le complément sont déposés sur un tapis de fibroblastes 3T3 afin 
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d'infecter les cellules. Les trypomastigotes Issus de ces cellules 

contiennent encore les plasmides de transfection. 

Nous avons analysé le phénotype des transfectants, en ce qm 

concerne tout d'abord leur croissance. Les taux de croissance des 

parasites normaux et ceux transfectés avec pTEX ou pTEX-TcEF-1 y 

sont sensiblement identiques. La surproduction de TcEF-1 y n'a donc pas 

d'influence sur la croissance des parasites. 

Nous avons donc testé la résistance de ces parasites à différentes 

drogues, en particulier le nifurtimox, le benznidazole et la 

clomipramine. Les parasites normaux ou transfectés avec pTEX ou 

pTEX-TcEF-1y sont sensibles aux nifurtimox et au benznidazole. 

L'utilisation de la clomipramine a permis de montrer que les parasites 

transfectés avec pTE X-TcEF -1 y sont résistants tandis que ceux 

transfectés avec pTEX et la souche sauvage sont sensibles. En effet, avec 

une dose de 50 ~M de clomipramine, on observe une inhibition de 

croissance de 90 % des parasites sensibles transfectés par pTEX ainsi que 

la souche sauvage. La mort de ces deux populations parasitaires survient 

après 2 jours de culture. En revanche, la croissance des parasites 

transfectés avec pTEX-TcEF-1y est inhibée à 20 %, et après 8 jours de 

culture en présence de drogue, ces parasites reprennent une croissance 

normale s'ils sont inoculés dans un milieu frais. Ainsi, la surproduction 

de TcEF-1 y ne permet pas la résistance des parasites au nifurtimox et au 

benznidazole, drogues dont l'activité trypanocide réside dans la 

production de radicaux libres, tandis que cette surproduction entraîne la 

résistance des parasites à la clomipramine, composé lipophile, principal 

inhibiteur de la trypanothion reductase. 

La protéine TcEF -1 y a été purifiée à partir d'une colonne de 

glutathion agarose et la moitié N-terminale de la molécule possède des 

homologies de séquence avec les GSTs. Il est donc vraisemblable que 

TcEF-1 y participe à la détoxication des composés lipophiles à travers 

74 



leur conjugaison au glutathion par le biais de son domaine de type GST. 

D'autres travaux complémentaires utilisant des transfections avec le 

vecteur pTEX comportant uniquement le domaine N-terminal de TcEF-

1 y qui contient l'homologie de séquence avec les GSTs sont nécessaires 

pour valider cette hypothèse. 
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Phenotype of recombinant Trypanosoma cruzi which over­

express elongation factor 1 y. possible involvement of EF -1 y 

GST like domain in the resistance to anti-parasitic drugs. 

(soumis, 1996) 

O. Billaut-Mulot, R. Fernandez-Gomez and A. Ouaissi 

ABSTRACT 

In previous studies, molecular and immunological approaches have 

been used to characterize Trypanosoma cruzi (a unicellular eukaryote) 

elongation factor 1 y (TcEF -1 y). Primary sequence homology se arch 

revealed that TcEF-1 y N-terminal domain showed significant homology 

to glutathione S-transferases (GSTs). Subsequently, using motif search 

and structural modeling, independent investigators have reported similar 

observations in the case of a large number of EF-1 y sequences from 

different species. Although studies have suggested the involvement of 

EF -1 y in the prote in synthesis machinery, the exact function of this 

protein, particularly the role of its GST-like domain, is not fully 

understood. Therefore, we have used the protozoan parasite T.cruzi as a 

model and a shuttle vector which allow overexpression of TcEF-1 y in 

order to gain insight into its biological function. The sensitivity of 

transformed parasites to drugs having different action pathways, was 

compared to that of organisms containing the empty control plasmid and 

the wild type parental strain. The growth of parasites which overexpress 

TcEF-1 y and control cells was equally sensitive to inhibition by 

nifurtimox and benznidazole which exert a trypanocidal activity through 

the production of free radicals. In contrast, a strong resistance of 

transformed organisms to the tricyclic antidepressant drug 

clomipramine, a lipophilic compound, was observed whereas control 

cells were highly sensitive. Our finding suggest that TcEF-1 y 
participates in the detoxification of lipophilic compounds likely by 

conjugation with glutathione through its GST -like domain. Recent 
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studies have shown increased transcription of EF -1 y gene in certain 

tumours. Moreover, correlation of drug resistance with overexpression 

of GST isozymes has been demonstrated in a variety of tumour cell 

lines. To our knowledge, this is the first report showing that the 

eukaryotic EF-1 y GST conserved enzymatic module could play a role in 

drug resistance. Furthermore, these results reinforce the notion that the 

aggressiveness of tumours could in part be linked to overexpression of 

EF-1 y and raised a central question regarding the GST as target for 

chemotherapeutic drug in cancer research. 

INTRODUCTION 

Elongation factor 1 (EF -1) pla ys a central role in eukaryotic prote in 

biosynthesis. EF-1a binds aminoacyl-tRNAs to 80S ribosome under the 

hydrolysis of GTP whereas EF-1 ~yô facilitates the nucleotide exchange 

of EF-1a-GDP to EF-1a-GTP (Moldave, 1985). Moreover, 

biochemical studies have suggested that guanine nucleotide transferase 

activity is mediated by the (3 and ô subunits, whereas the y subunit might 

function as a cata1yst (Janssen and müller, 1988a; 1988b). Furthermore, 

EF -1 y has been shown to be highly associated with membrane and 

cytoskeleton structures. This interaction raised the hypothesis that EF-1 y 
could be involved in directing components of the protein synthesis 

apparatus towards the three dimensional cytoplasmic structure of the 

cell (janssen and Müller, 1988b ). In addition, phosphorylation of EF-1 y 
by p34cdc2 kinase occurs at the entry of M-phase of the cell in Xenopus 

oocytes (Bellé et al., 1989). Although these observations suggest the 

involvement of EF-1 y in the prote in synthesis machinery, its biological 

properties are not fully understood. 

Trypanosoma cruzi is the causative agent of american trypanosomiasis 

(Chagas' disease). The parasite replicates as an epimastigote in the 

midgut of its insect vector and transforms to metacyclic infective 

trypomastigote in the hindgut. In the mammalian host cells, dividing 
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amastigotes are found which transfonn into infective trypomasigotes 

prior to release into the bloodstream. 

In previous studies, we isolated three T. cruzi proteins using binding 

to glutathione matrix (Plumas-Marty et al., 1992), and reported the 

characterization of corresponding cDNAs (Plumas-Marty et al., 1994; 

Billaut-Mulot et al., 1993). Sequence analysis revealed that the encoded 

proteins are homologous to the subunits pyù of eucaryotic elongation 

factor 1 (EF-1). Surprisingly, we found that TcEF-1y N-tennina1 

domain showed a significant homology to glutathione S-transferases 

(GSTs). Independent investigators reported similar observations in the 

case of a large number of eukaryotic EF -1 y subunits (Koonin et al., 

1994 ). The se observations pro vide a possible explanation for the 

original isolation of TcEF-1 complex using binding to glutathione 

matrix. 

Glutathione S-transferases are a group of proteins with several roles 

in detoxification. These proteins may bind xenobiotic compounds and 

catalyse the conjugation of reduced glutathione (GSH) with a variety of 

toxic compounds (Mannervik et al., 1985). In order to gain insight into 

the function of TcEF -1 y G ST -like domain, we used the shuttle vector 

pTEX (Kelly et al., 1992) and achieved overexpression of TcEF-1y 

molecule which confered tricyclic antidepressant drug resistance 

phenotype. 

MATERIALS AND METHODS 

Parasites 
The Y strain of T. cruzi was used throughout this work. Culture form 

epimastigotes were grown at 28 oc as previously described (Ouaissi et 

al., 1990). Trypomastigotes were obtained after lysis of epimastigotes by 

incubation for 1 hat 37 oc in the presence of human unheated serum as 

a source of complement and were maintained in tissue culture by weekly 

infection of 3T3 fibroblasts. 

78 



Construction of vector pTEX-TcEF-ly 

We have previously obtained a full-length eDNA encoding TcEF-1y 

(Billaut-Mulot et al., 1993). This 1400 bp eDNA was subcloned into the 

EcoRI 1 Xhol sites of pTEX vector (Kelly et al., 1992). Large scale 

preparations of pTEX-TcEF-1 y and pTEX vectors were performed 

using lysis by alkali and purification by equilibrium centrifugation in 

Cesium-Chlorure-Ethidium-Bromide gradients (Sambrock et al., 1989). 

Transfection procedures 

T. cruzi epimastigotes were electroporated as described (Kelly et al., 

1992). Epimastigotes were washed once with phosphate buffered saline 

and resuspended at 108 cells/ml in electroporation buffer (272 mM 

sucrose, 7 mM sodium phosphate, pH 7.2). After 10 minutes on ice, 108 

cells were added to 100 ~g vector DNA and left for a further 20 

minutes on ice. The cells were electroporated using an Easyject Plus 

(Eurogentec, Belgium) apparatus set at 900 volts and 400 ohms. 4 pulses 

have been used. The cells were left on ice for a further 3 minutes and 

then 1 ml aliquots were added to 4 ml of normal growth medium. 

Twenty four hours later, parasites were subcultured at 106 cells/ml in 10 

ml of growth medium containing 0418 (100 ~g/ml) and at 1-2 106 

cells/ml after 3 days and then after a further 5 days in the continued 

presence of 0418. Drug resistant cells were usually observed 15-20 days 

later. After establishment of transformed lines, clones were derived by 

limiting dilution in solid phase LB-agar containing 0.6 % glucose and 

0.02 % haemoglobin. 

N orthern and Southern blot 

Epimastigotes RNA was prepared using RNAzol (Bioprobe Systems, 

France) and DNA was isolated using the simple 'mini-prep' procedure 

described elsewhere (Medina-Acosta and Cross, 1993). RNA and DNA 

blot hybridization were carried out as described (Billaut-Mulot et al., 

1994 ). 
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Immunoblotting 

Parasite extracts were prepared by direct lysis of cells with SOS­

PAGE sample buffer (Laemli, 1970) and boiled for 5 mn before 

electrophoresis in denaturing 13 % polyacrylamide gel. Immunoblotting 

was carried out as described (Billaut-Mulot et al., 1994). 

Drug sensitivity experiments 

Experiments were performed using the following compounds: 

nifurtimox, benznidazole and clomipramine. The growth inhibitory 

effects of these drugs were tested on the non transfected T. cruzi strain 

and on parasites which had been transformed with pTEX and pTE X­

TcEF-1 y. Most experiments were carried out in 200 J..Ll volumes of 

growth medium containing the drug using 96-well microplates and 

pulsed with 3H -thymidine. Cells were seeded at 1.5 l 06 mi-1 into wells 

containing a range of drug concentrations and allowed to grow for 2 

da ys. Control cultures consisted of parasites incubated in the presence of 

culture medium alone. After different incubation times, parasites were 

harvested in an automated sample harvester. The filter dises were dried, 

placed in scintillation fluid and counted in a scintillation counter. Results 

are expressed as percentage of growth inhibition. 

RESULTS 

Transformation of T. cruzi 

The full-length T. cruzi elongation 1 y eDNA was subcloned by 

ligation into the EcoRI-Xhoi site of the expression vector pTEX (Fig. 

lA) to yield the construct pTEX-TcEF-ly (Fig. lB). T. cruzi 

epimastigotes were transfected with circular pTEX-TcEF-1 y or pTEX 

vector using electroporation. Drug resistant T. cruzi, selected at 200 !lg 

mi-1 0418, were obtained and clones were derived by limiting dilution 

after 3 weeks of culture. Parasites were continuously cultured in the 

presence of 0418 at 200 llg mi-1 for 2 months and the concentration of 

0418 was progressively increased until 6000 J..Lg ml-1 for 6 months 
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before drug sensitivity experiments. Transformed cells growth rates 

were not significantly different from the parental strain. 

Southem analysis of DNA from transformed cells demonstrated that 

vector DNA was maintained at high copy number in agreement with the 

observations already reported (Kelly et al., 1992) (data not shown). 

Parasites DNA was digested with either EcoRI or EcoRI and Xhol and 

hybridized with TcEF-1 y probe (Fig. 2). Digestion with Eco RI revealed 

a 7 kb band corresponding to the linearized pTEX-TcEF-1y vector in 

agreement with the presence of one restriction site for this enzyme in 

the vector sequence. Furthermore, TcEF-ly eDNA hybridized to 1.4 kb 

band of Eco RI and Xhol digested DNA corresponding to TcEF-1 y 

insert. The signal for endogenous TcEF-1 y gene is very weak in wild 

type parasites and is not visible in transformed cells. lndeed, similar 

amounts of DNA from different parasite populations have been loaded 

on the gel, therefore the low ratio of genomic to plasmid DNA in 

transformed cells could explain the absence of positive signal on 

endogenous EF-1 y. Increasing the amount of total DNA from 

transformed cells allowed the visualization of the endogenous TcEF-1 y 

(data not shown).The same blot when dehybridized and hybridized with 

labelled neomycin probe allowed to show the presence of neor gene in 

pTEX and pTEX-TcEF-1 y transformed parasites. Furthermore, 

Southem analysis of DNA from trypomastigotes originated from 

transformed epimastigotes demonstrared that the G418-resistant 

phenotype can be maintained throughout the T. cruzi cycle. lndeed, 

hybridization profils using TcEF-1 y and neo' probes were similar to 

those obtained with epimastigote DNA (data not shown). 

Over-expression of elongation factor 1 y in transfected T. 

cruzi 

Transcription of transfected gene has been analysed by Northem 

blotting using similar amounts of total RNA from different parasite 

populations (Fig. 3A upper panel) and TcEF-1y labelled probe (Fig. 3A 

lower panel). The 1.4 kb band in each track corresponds to the 
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endogenous TcEF-1 y transcript whereas the 1.9 kb band is the transcript 

of the transfected Tc-EF-1 y gene. The size of the transfected gene 

transcript is consistent with the presence of the flanking sequences from 

the T. cruzi g1ycosoma1 g1ycera1dehyde-3-phosphate dehydrogenase 

genes (gGAPDH) which were incorporated in pTEX vector being 

utilised for processing (Kelly et al., 1993). Moreover, the level of 

TcEF -1 y expression in transfected cells can be increased by raising the 

G418 concentration (Fig. 3B). Furthermore, in complementary 

experiments, the Northem blots were dehybridized and treated with 

labelled eDNA encoding either of the EF-1a or ~ subunits (Billaut­

Mulot et al., 1996; Plumas-Marty et al., 1994). No difference in the 

intensity of a and ~ transcripts was observed between transformed and 

control cells (data not shown). 

In parallel experiments we analysed the production of TcEF~ 1 y 

polypeptide by Western blotting using anti-TcEF-1y rabbit serum. The 

antibodies when reacted against total ex tracts of non-transformed T. 

cruzi epimastigotes or epimastigotes transfected with pTEX vector 

revealed two polypeptides corresponding to TcEF-1 y and its degradation 

product (Fig. 4, lane 2, 3 ), in agreement with our previous data using 

wild type parasites (Billaut-Mulot et al., 1994 ). Interestingly, the 

intensity of reactive bands considerably increased in parasites 

transfected with pTEX-TcEF-1y vector (Fig. 4, lane 1). An internai 

control consisting of an immune serum directed against a T.cruzi 

constitutive protein named Tc24 (Ouaissi et al., 1992) showed similar 

signal intensities for Tc24 reactive polypeptide in all the samples 

examined demonstrating therefore that equal quantities of total extracts 

were been analysed. 

Sensitivity of transformed parasites towards differents drugs 

The effect of increased production of TcEF-1 y on the sensitivity of 

parasites to drugs was performed. The growth of transformed and 

control cells is equally sensitive to inhibition by nifurtimox and 

benznidazole which are known to exert a trypanocidal activity through 
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the production of free radicals. In contrast, pTEX-TcEF-1 y transfected 

cells are much less susceptible to a lipophilic compound that is the 

tricyclic antidepressant clomipramine than normal and pTEX 

transfected parasites (Fig. 5). After 2 days, a 50 ~M concentration was 

lethal for control and pTEX transfected cells whereas only 20% growth 

inhibition of parasites which overexpress TcEF-1y was observed. The 

IC50 was determined by establishing the concentration of clomipramine 

which inhibited growth by 50 %. As shown in Fig.5, the IC50 values for 

control and pTEX transfected cells were similar ( 18 and 23 ~M, 

respectively), whereas the IC50 was two times greater for pTEX-TcEF-

1 y transformed parasites (57 ~M). Interestingly, in contrast to pTEX 

transfected and wild type parasites which all died after 8 days exposure 

to 50 ~M clomipramine, the parasites which overexpressed TcEF-1 y 

when subcultured in fresh medium resumed a normal growth (data not 

shown). 

DISCUSSION 

The production of recombinant T. cruzi clones that overexpress 

elongation factor 1 y have been produced and the ir corresponding 

phenotype analyzed. Transformed parasites were characterized by an 

increased level of expression of TcEF-1 y mRNA which is paralleled by 

an overproduction of the corresponding protein. The abundance of the 

transcripts could be increased by raising the 0418 concentration which 

is correlated with an increase in the copy number of vector DNA. 

Transformed cells have been continuously cultured in the presence of 

0418 with no reduction in the copy number of vector molecules. 

However, after five months of culture in the absence of 0418, drug­

resistant organisms could not be rescued. This reflected the loss of 

detectable vector sequences within the parasite population. This is 

consistent with the transfected DNA being located extrachromosomally 

as large circular elements forming head-to-tail tandem repeats of the 

vector sequence (Kelly et al., 1992). 
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In order to assess the pTEX-TcEF-1y transformed cells phenotype, 

the growth rate has been determined. The growth curves of transfected 

parasites were not significantly different from th ose of pTE X­

transfected and wild type strain. This observation may suggest that there 

was no relation between overproduction of TcEF-1 y and the growth rate 

of the parasites. This is in agreement with the results already reported in 

the case of human fibroblast cultures (Sanders et al., 1992). Indeed, 

comparison of mRNA levels of actively dividing primary fibroblasts to 

those found in confluent cultures showed that the amount of EF-1 a, EF-

1 ~ and EF-1 y mRNA was not infuenced by a tempory arrest of cell 

division. A similar invariance of these expression levels has been 

observed for EF-1 y. Indeed, it has been reported that celllines sensitive 

to growth inhibition by retinoic ac id did not exhibit a decreased EF-1 y 

expression after treatment with this compound. Furthermore, the 

expression of the different elongation factors is coordinated so as to 

achieve an optimal expression of each protein. Indeed, mRNA levels for 

EF -1 a, EF -1 ~ and EF -1 y increased in parallel in cultured cell lines 

compared to those in the equivalent normal tissues (Sanders et al., 

1992). However, it is noteworthy that our biological model differs from 

the above by the fact that we have introduced an extrachromosomal 

DNA which resulted in an overproduction of TcEF-1y and this has no 

effect on the synthesis of the associated subunits a and ~ comprising 

EF-1 complex. 

In previous studies, TcEF-1 y has been purified from glutathione 

agarose columns together with TcEF-1~ and 8. Furthermore, the TcEF-

1 y N-terminal sequence showed a significant homology to GSTs (Billaut­

Mulot et al., 1994; Koonin et al., 1994). We have hypothesized that the 

GST -like domain could play a role in the detoxification of xenobiotics. 

In order to evaluate this concept, the drug sensitivity experiments were 

performed using transfected parasites. The growth of pTE X-TcEF -1 y 

transfected and control cells was equally sensitive to inhibition by 

nifurtimox and benznidazole. In contrast, the tricyclic antidepressant 
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drug clomipramine was lethal to the control cells whereas the parasites 

which over-express TcEF-1 y were resistant. 

Nifurtimox appears to work by generating free radicals which 

promote the formation of toxic oxygen metabolites within the parasites 

(Docampo and Moreno, 1984 ). Free radical intermediates apparently 

not related to oxygen-reduction products have been found in the 

metabolic pathways of other trypanocidal drugs such as benznidazole. In 

contrast to the mammalian host, T. cruzi is partially deficient in the 

defense mechanisms against free radicals (Morello, 1988). T. cruzi is 

devoid of catalase and glutathione peroxidase and instead the 

trypanothione system with trypanothione reductase appears to be a 

central feature of the antioxidant defences in trypanosomatids (Fairlamb 

et al., 1985). The mechanism of cidal action of clomipramine is not 

known. Interaction with biomembranes is a likely key factor in the 

activity of this lipophilic compound against T. cruzi as suggested by the 

marked alteration in parasite morphology (Doyle and Weinbach, 1989). 

Furthermore, clomipramine is the most potent trypanothione reductase 

inhibitor reported to date (Benson et al., 1992). 

The resistance of parasites which over-expressed TcEF -1 y to 

clomipramine uncovered a novel possible function for EF-1 y subunit. It 

is likely that the TcEF-1 y N-terminal domain homologous to GSTs plays 

a central role in this phenotype. Indeed, the main function of GSTs is 

the detoxification of xenobiotics by catalyzing the conjugation of 

glutathione (GSH) with a variety of toxic lipophilic compounds having 

an electrophilic center (Mannervik et al., 1985). The hypothesis that 

TcEF-1 y exhibits GST activity is reinforced by the fact that TcEF-1 y 

has been initially purified from glutathione agarose columns. 

Furthermore, tertiary structure mode ling showed that the GST -related 

domain of eukaryoticTcEF-1 y is likely to form a fold very similar to 

that in the known structures of class a, rn and p GSTs (Koonin et al., 

1994). 

This putative enzymatic function of EF-ly could play a role in the 

drug resistance in human tumours. Indeed, increased transcription of 
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EF-1 y in pancreas malignant tissue in comparison with corresponding 

normal pancreatic tissue bas been demonstrated (Lew et al., 1992). 

Similar findings were reported in the case of adenocarcinomas and 

adenomas of the colon and in gastric and oesophageal carcinomas 

(Mimori et al., 1996). Similarly, GSTs over-expression has also been 

observed in many clinical tumor specimens as compared to their normal 

tissue counterparts (Morgan et al., 1996). 

The possible genetic manipulation of T.cruzi allowed us to disclose a 

new function for EF-1 y linked to drug resistance likely through its 

GST-like domain. This finding raised a central question regarding the 

GST as traget for chemotherapeutic drug in cancer research. 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1: (A) Construct used to overexpress TcEF-1 y in T. cruzi. 

Restriction map of the pTEX expression vector (Kelly et al., 1992). (B) 

Construct pTEX-TcEF-ly (linear map) in which the TcEF-ly eDNA has 

been introduced into the EcoRI-Xhoi sites of pTEX polylinker. Neor, 

neomycin phosphotransferase gene; Ampr, ~-lactamase gene. 

Fig. 2: Southem blot analysis of transformed T. cruzi DNA (5 J.tg) 

digested with different restriction enzymes and hybridized with the 

TcEF-1 y eDNA probe labeled with a(32P)dCTP. DNA from pTEX (1, 

2) or pTEX-TcEF-ly(3, 4) transfected cells digested with EcoRI (1, 3) 

and EcoRI+Xhoi (2, 4); DNA from non transfected cells digested with 

EcoRI (5) and EcoRI+Xhoi (6). 

Fig. 3: (A) Expression of transfected genes in T. cruzi. (1) RNA from 

non- transfected cells; (2, 3) T. cruzi epimastigote clones which had 

been transformed with pTEX and pTEX-TcEF-ly, respectively. Equal 

quantity of total RNA was stained by ethidiumbromide (upper panel) 

and hybridized with TcEF-1 y probe (lower panel). rRNA indicates the 

position of ribosomal RNA. (B) Comparison between TcEF-1 y 

expression levels according to the G418 concentration. Northem blot of 

equal total RNA from non-transfected cells (1), pTEX (2, 4) or pTEX­

TcEF-1 y (3, 5) transfected cells, hybridized with TcEF-1 y probe. 

Parasites were cultured with 200 J.tg/ml G418 (2, 3) or 2000 J.tg/m1 (4, 

5). 
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Fig. 4: Production of TcEF-1 y in transfected parasites. Total extracts 

from pTEX-TcEF-1y (1, 2) or pTEX (3) transfected cells and non­

transfected cells ( 4) reacted with normal rab bit serum ( 1) and a mixture 

of rabbit anti-TcEF-ly and anti-Tc24 immune sera (2, 3, 4). Rabbit 

immune serum to a constitutive prote in (Tc24) was used to control that 

equal amounts of antigens have been analysed for each parasite 

population. Tc24 is indicated by an arrow, TcEF-1 y and its degradation 

product are noted by an closed and open arrowhead, respectively. 

Fig. 5: Effects of nifurtimox, benznidazole and clomipramine on the 

growth of transfected and control cells. The growth inhibition was 

determined as described under Materials and Methods section. 
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Fig. 1: Construction utilisée pour sur-exprimer le gène TcEF-ly. (A) Carte de restriction du 
vecteur d'expression pTEX (Kelly et al., 1992). (B) Portion du vecteur pTEX-TcEF-1y 
obtenu après introduction de l'ADNe codant pour TcEF-ly dans les sites EcoRI-Xhol 
du vecteur pTEX. Neo, gène de la néomycine phosphotransférase; Amp, gène de la 
~-lactamase. 
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Fig. 2: Southern-blot de l'ADN génomique. 5 J..lg d'ADN d'épimastigotes transfectés avec le 
vecteur pTEX, sont digérés par Eco RI (1) et EcoRI + Xhol (2) ou transfectés avec le 
vecteur pTEX-TcEF-ly digérés par EcoRl (3) et EcoRl + Xhol (4), ainsi que l'ADN 
de parasites normaux digérés par Eco RI (5) et EcoRl + Xhol (6) sont hybridés avec 
la sonde TcEF-ly. 
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Fig. 3 A: Comparaison du niveau d'expression du gène TcEF-lydans les épimastigotes 
de T. cruzi: (1) souche sauvage, (2, 3) clones obtenus après transfection avec les 
vecteurs pTEX et pTEX-TcEF-1y, respectivement. La même quantité d' ARN 
totaux des différentes préparations parasitaires a été analysée en gel (partie 
supérieure) et hybridée avec la sonde TcEF-1y (partie inférieure). rRNA indique 
la position des ARN ribosomaux. 

8: Comparaison du niveau d'expression du gène TcEF-lyen fonction de la dose 
de drogue G418. Le Northern-blot a été réalisé sur l' ARN total d'épimastigotes 
normaux (1), transfectés avec le vecteur pTEX (2, 4) ou pTEX-TcEF-ly (3, 5), 
hybridé avec la sonde TcEF-1y. Les parasites sont cultivés avec 200 11g/ml de 
G418 (2, 3) ou 2000 11g/ml (4, 5). 
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Fig. 4: Comparaison du niveau d'expression du produit du gène TcEF-lypar immunoblot 
sur l'antigène d'épimastigote de T. cruzi: Clones obtenus après transfection avec les 
vecteurs pTEX-TcEF-Iy (1, 2) et pTEX (3); (4) souche sauvage. Les différents extraits 
ont été révélés par un sérum de lapin normal (1 ), un mélange de deux sérums immuns 
(2, 3, 4): sérum de lapin anti-TcEF-Iyet sérum de lapin anti-Tc24. Le sérum immun 
dirigé contre le composant Tc24, qui est une protéine constitutive, a été utilisé comme 
témoin interne, ce qui permet de contrôler que les dépots sont équivalents. La position 
de la Tc24 est indiquée par une flèche noire, celle de la protéine TcEF-ly par une tête 
de flèche pleine, tandis que la tête de flèche vide indique le produit de dégradation de 
TcEF-ly. 



Fig.S: Effets du nifurtimox, du benznidazole et de la clomipramine sur 

la croissance des parasites transfectés et parasites sauvages. 
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ARTICLE 5 

Le facteur d'élongation la: localisation nucléaire dans les 

parasites en apoptose 
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Afin de compléter la caractérisation du complexe EF-1 de T. 

cruzi, nous avons recherché le gène codant pour la sous-unité a. L'ADN 

génomique d' épimastigote fut tout d'abord amplifié en utilisant deux 

amorces spécifiques de l'ADNe codant pour EF-1a de Trypanosoma 

brucei. Un produit de PCR de 900 pb a été cloné et séquencé. La 

séquence en acide nucléique de ce fragment de PCR présente 86.6 % 

d'identité avec celle de l'ADNe codant pour EF-1a de T. brucei. Cette 

région d'identité concerne une zone allant de la méthionine à la valine en 

position 303. 

Une banque génomique d'épimastigote a été construite, puis 

criblée par la technique d'hybridation sur filtres contenant l'ADN des 

phages, en utilisant comme sonde le fragment de PCR de 900 pb marqué 

au 32P. L'ADN génomique des clones positifs a été sous-cloné dans le 

vecteur PUC 18. Le sous-clonage a été vérifié par hybridation sur 

colonies. Un clone positif de 1960 pb a été sélectionné puis séquencé. 

Cette séquence montre la présence d'un cadre de lecture ouvert de 449 

acides aminés d'une masse moléculaire théorique de 50 kDa. Le degré 

d'homologie entre cette séquence et celle des sous-unités a d'autres 

espèces est très élevé. Il atteint 99.5 % avec EF-1a de T. brucei (94 % 

d'identité) et 92 % avec EF-1a de l'homme (77 % d'identité). D'autre 

part, les sites de modifications post-traductionnelles, ainsi que les 

domaines qui interagissent avec les composants cellulaires comme le 

GTP/GDP, les ARNt et la ~ actine sont conservés. 

L'hybridation de la sonde marquée sur 1' ARN a montré la 

présence d'un transcrit de 1700 b chez T. cruzi, mais également chez T. 

rangeli. Par ailleurs, le profil d'hybridation sur l'ADN génomique, 

digéré par différentes enzymes de restriction, indique la présence d'un 

seul gène codant pour la protéine TcEF-la. 
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La réactivité d'un sérum de lapin anti-EF-la d'Artemia satina 

vis-à-vis d'un extrait total d'épimastigote révèle une bande à 54 kDa qui 

pouvait correspondre à TcEF-la. Afin d'obtenir un sérum anti-TcEF-

1 a, le produit de PRC de 900 pb codant pour les 303 acides aminés N­

terminaux a été sous-cloné dans le vecteur pQ32. La protéine 

recombinante (TcEF-laNt) est reconnue par le sérum anti-EF-la 

d'Artemia sa/ina. Un sérum de souris a été obtenu après immunisation 

avec la protéine de fusion TcEF-laNt. Ce sérum révèle une protéine sur 

1' antigène total d' épimastigote de même masse moléculaire que celle 

reconnue par le sérum anti-EF-la d'Artémia sa/ina. L'ensemble de ces 

résultats indique que le polypeptide de 54 kDa correspond à TcEF-la. 

Enfin, nous avons étudié la localisation de la protéine TcEF-la 

au cours de la croissance du parasite in vitro. La courbe de croissance 

présente deux phases, une phase logarithmique avec une multiplication 

exponentielle des parasites et une phase stationnaire où les parasites ne se 

divisent plus. Lors de cette dernière phase, une fraction des 

épimastigotes se différencient en trypomastigotes métacycliques tandis 

que la plupart des parasites meurent. Les caractéristiques 

morphologiques et biochimiques de ces épimastigotes en fin de vie, 

ressemblent à ceux observés lors de l'apoptose qui est le phénotype le 

plus fréquent de la mort cellulaire programmée (Détaillé dans l'article 6 

suivant). 

L'étude par immunofluorescence, en utilisant le sérum anti-EF­

la, montre un changement de localisation de TcEF-la durant la 

croissance. En effet, la réactivité des anticorps est localisée dans le 

cytoplasme des formes jeunes, alors qu'elle décroît dans le cytoplasme 

des formes vieillissantes de la phase stationnaire. De façon inattendue, 

TcEF-la montre une localisation préférentiellement nucléaire dans le 

cas des parasites de la phase stationnaire dont les aspects morphologiques 

rappellent ceux de 1' apoptose. Afin de vérifier que la localisation 

nucléaire de TcEF-la est liée à la mort des parasites, 
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l'immunofluorescence a été réalisée sur des épimastigotes traités avec la 

généticine (0418) qui induit 100 % de mort par apoptose. Dans ces 

conditions, la localisation de TcEF-1a est nucléaire chez toutes les 

formes parasitaires. 

100 

De nombreux travaux ont suggéré que EF-1a pouvait avou 

d'autres fonctions que celle de 1 'élongation de la synthèse protéique. En 

particulier, il a été avancé que EF-1a peut jouer un rôle au niveau de la 

transcription, et qu'il agirait également sur la longévité des cellules. 

Nos résultats montrant une localisation nucléaire de TcEF -1 a 

dans les parasites âgés en voie de mort par apoptose, pourraient être en 

faveur d'un rôle de EF-1a dans le contrôle des phénomènes de division 

et de mort cellulaire chez les parasites. 
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SUMMARY 

The cloning and sequencing of the gene coding for Trypanosoma cruzi 

elongation factor la (TcEF-la) was performed by screening a T. cruzi 

genomic library with a probe obtained through the polymerase chain 

reaction (PCR) amplification of T. cruzi DNA using two 

oligonucleotides deduced from the sequence of T. brucei EF -1 a. 

Southem blot analysis of T. cruzi digested genomic DNA and Northem 

blot hybridized with the labeled probe revealed that one copy of TcEF-

1 a exist in the genome of the parasite. Indirect immunofluorescence 

technique using anti-EF-la antibodies and epimastigotes harvested after 

different days of in vitro culture showed that EF-la is localised in the 

cytoplasm of the parasites from the exponential growth phase. 

Surprisingly, during the stationnary phase (ageing parasites), EF-la was 

found in the nucleus. Furthermore, treatment of parasites with the 

antibiotic drug geneticin (0418) which induces the death of 

epimastigotes by apoptosis showed selective localization of EF-la in the 

nucleus of dying parasites. This observation supports the notion already 

reported in the case of mammalian cells that EF -1 a could parti ci pate in 

the transcription processes and possibly in the case of T. cruzi, in the 

expression regulation of genes involved in the control of cell death. The 

possible transfection and genomic manipulation of T. cruzi may provide 

a model to study the role of TcEF-la in this phenomenon. 



INTRODUCTION 

Elongation factor 1 a (EF -1 a) pla ys a central role in eukaryotic 

prote in biosynthesis. It consists of two functionally distinct parts, EF-1 a 

and EF-1~y8. EF-1a binds aminoacyl-tRNAs in the acceptor site of 80S 

ribosome under the hydrolysis of GTP (Moazed and Noller, 1989). EF-

1~y8 catalyses the exchange of GDP in the binary complex EF-1aGDP 

for free GTP (Janssen and Müller, 1988). EF-1a is an exceptionally 

abundant protein comprising 3-10% of the soluble proteins in most cells 

and it appears to have a number of other functions. Indeed, EF-1 a has 

been found in association with mammalian valyl-tRNA synthetase 

together with EF-1 ~y8, complexed to mRNP particles, bound to the actin 

cytoskeleton of the cell, linked to the endoplasmic reticulum or the 

mitotic apparatus, being involved in protein degradation or ribosome 

association (Merrick, 1992). EF-1 a has also been implicated in a variety 

of processes, as diverses as embryogenesis, cell division, cell 

proliferation, ageing, oncogenic transformation, (Janssen et al., 1994 ). 

Furthermore, a considerable amount of EF-1 a has been localized in the 

nucleus of several type of cells (Colling et al., 1994; Barbarese et al., 

1995). The possibility also remains that EF-1a could have a role in the 

regulation of transcription (Blumenthal et al., 1972). 
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Trypanosoma cruzi is an intracellular pathogen that causes Chagas' 

disease. This protozoan parasite has a complex life cycle that includes 

different stages in the insect vector (triatomine bug) and vertebrate 

hosts. There are two parasite stages in the vector: epimastigote and 

metacyclic trypomastigote, whereas the vertebrate stages are blood 

stream trypomastigote and intracellular amastigote. The morphological 

transformation of epimastigotes to metacyclic trypomastigotes is named 

metacyclogenesis process and could be observed in vitro during the 

stationnary growth phase of epimastigotes in a cell free medium. 

In previous studies, we reported the characterization of eDNA 

encoding T. cruzi EF-1 y and ~ subunits (Billaut-Mulot et al., 1993; 
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Plumas-Marty et al., 1992; 1994). Surprisingly, we found that TcEF-1y 

N -terminal domain exibited a significant homology to glutathione S 

transferases (GSTs) (Billaut-Mulot et al., 1994). Independent 

investigators reported similar observations in the case of eukaryotic EF-

1y (Koonin et al., 1994), suggesting therefore, that the GST-like domain 

may be involved in the formation and assembly of multimolecular 

complexes containing EF-1 and aminoacyl-tRNA synthetases (Bec et al., 

1989) through the transfer of thiol groups between glutathione, disulfide 

glutathione, cys te ines and prote in disulfide bonds. In the present study, 

we have extented our approach towards the characterization of the T. 

cruzi EF-1 complex, through the cloning and sequencing of the T. cruzi 

gene encoding the EF -1 a subunit. The immunofluorescence studies using 

anti-TcEF-1a antibodies allowed to show a striking pattern of cell 

distribution, that is cytoplasmic or nuclear localization according to the 

growth phase of epimastigote. Moreover, nuclear localization seems to 

be a marker of parasites undergoing apoptosis (Ameisen et al., 1995). 

These observations may support the notion of EF-1a having functions in 

genetic control of cell death in these pathogenic organisms and in a more 

general term nuclear processes like transcription. 

EXPERIMENTAL AND DISCUSSION 

(a) Cloning and sequencing of EF-1 a gene of T. cruzz 

In order to isolate the TcEF -1 a gene, we constructed and screened a 

T. cruzi genomic library using a 0.9 kbp T. cruzi PCR product (see 

legend to Fig. 1). The nucleotide (nt) and deduced amino acid (aa) 

sequence of TcEF-1 a gene is indicated in Fig. 1. Computer analysis 

detected a single open reading frame of 449 aa with a predicted 

molecular mass of 50 kDa. Alignment of TcEF-1a with EF-1a 

sequences from other species revealed a high degree of conservation 

which seems to be characteristic of EF-1a (Table I). Indeed, in 

mammals, human and rabbit EF-la amino acid sequence are 100 % 

identical, whereas mouse and hamster sequences differ from the human 
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sequence by only a single amino acid. This high degree of identity 1s 

interpreted as a conservation of active sites that interact with large 

substrates (tRNA or mRNA) or other factors and ribosomes (Riis et al., 

1990). Comparison of the protein domains interacting with cellular 

components (GTP/GDP, tRNAs and ~-actin) (Wang et al., 1994) reveals 

that they are highly conserved in species belonging to the four traditional 

eukaryotic kindoms (Fig. 1). Moreover, sites for post-translation 

modifications are also conserved in T. cruzi EF-la (Merrick, 1992). 

Indeed, 6 lysine residues (Lys-30, Lys-36, Lys-55, Lys-79, Lys-306, 

Lys-380) that undergo post-tanslational methylation in Rabbit EF-la 

were present m TcEF-1 a. Furthermore, addition of 

glycerylphosphorylethanolamine occurs at residues Glu-301 and Glu-374 

of the rabbit EF-la. These sites were found to be conserved in the 

TcEF-la sequence in position 289 and 362. The 5' part of TcEF-la 

sequence contains a dinucleotide 'AG' and an upstream polypyrimidine­

rich stretches. The AG doublet is likely the trans-splicing acceptor site 

(Borst, 1986). 

Further examination of the 5' and 3' untranslated region revealed the 

presence of a streach of repeat nucleotide sequence at positions 247 to 

289 and 1853 to 1893, respectively (Fig. 1). These repeat sequences are 

composed in part of dinucleotides (T -C)7 and (T -G)7 thus resembling 

DNA regions having Z-DNA-forming properties (Wang et al., 1979). 

This alternative conformation has been suggested to play a role in the 

regulation of gene expression (Nordheim and Rich, 1983). Furthermore, 

the (T-G)n is postulated to act as a hot spot for recombination (Borst, 

1986). Whether these sequences function to exert control over TcEF-1 a 

gene expression is not known. Further studies will be needed to prove 

the biological function of these gene flanking sequences. 

(b) Transcript of TcEF-la and genes number analysis 

The TcEF-la coding sequence was labeled with ae2p)dCTP and used 

to probe a Northem blot of total RNA of T. cruzi and T. rangeli 

epimastigotes. A band of about 1. 7 kb was detected in the case of T. 



cruzi RNA, large enough to code for a polypeptide chain of 449 residues 

(Fig. 2B, lane l).Moreover, a transcript of similar molecular size was 

observed in the case of T. rangeli (Fig. 2B, lane 2). 
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An estimation of the number of EF -1 a genes in the T. cruzi genome 

was made by Southem blot analysis with the same probe as that used in 

the Northem blot hybridization. Epimastigote genomic DNA was 

digested with different restriction enzymes. As shawn in Figure 2A, the 

probe hybridized to one fragment when using Hindlll (4) and EcoRI (5) 

which did not cleave the insert. Two fragments were detected with Drall 

( 1) and Apal (2) in agreement with the presence of a single restriction 

site for the enzymes in TcEF-1 a gene sequence. Furthermore, the 

labeled probe hybridized with three bands in the case of Bell (3) for 

which two restriction sites were predicted by the cloned gene. This 

pattern of hybridization indicates that one single copy of the TcEF-la 

gene per haploid genome is present in T. cruzi. The presence of a single 

EF -1 a gene has also been observed in the case of other eukaryotes such 

as chicken (Wang et al., 1994) or Neurospora crassa (lchi-Ishi and 

lnoue, 1995). In contrast, the re are other species where EF -1 a gene 

appeared to be present in more than one copy (Merrick, 1992). This 

reflects the relative abundance of EF-1a which constitutes between 3 and 

10 % of the soluble proteins. 

(c) Immunological characterization of TcEF-1 a 

A rabbit immune serum against Artemia salina EF-1a when reacted 

against epimastigote total extracts revealed one band with molecular 

mass of 54 kDa (Fig. 3A, lane 2). In arder to obtain an antiserum against 

EF-1 a of T. cruzi, the 0.9 kbp amplified product coding for the N­

terminal 303 amino acids (TcEF-1aNt), was cloned in frame into pQE-

32. This vector system allows the production of TcEF-1aNt fused with 6 

histidine residues and its purification using an Ni-NTA resin according 

to the manufacturer's instructions. The eluted product was analyzed by 

SDS-PAGE. A recombinant protein of molecular mass 42 kDa 

recognized by the anti-A. Sa/ina EF-1a rabbit serum (Fig. 3B, lane 4) 
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and sera from TcEF-1a-immunized mice (Fig. 3B, lane 2) was isolated. 

The band at molecular mass 23 kDa could be degradation product of 

TcEF-1cx.Nt reacting with mouse antibodies (Fig. 3B, lane 2). 

Furthermore, mouse immune serum to TcEF-1cx.Nt when reacted against 

epimastigote extracts recognized a band of molecular mass similar to that 

reacting with anti-A. Satina rabbit serum (Fig. 3A, lane 4 and lane 2, 

respectively). Moreover, anti-TcEF-1cx.Nt mouse serum revealed a 

polypeptide of molecular mass 54 kDa when reacted in western blot 

against T. cruzi trypomastigote, amastigote and Leishmania donovani 

total extracts (data not shown). Control tests using pre-immune mouse 

serum (Fig. 3A, lane 3; Fig. 3B, lane 1) and normal rabbit serum (Fig. 

3A, lane 1; Fig. 3B, lane 3) showed negative reactions. 

(d) Immunolocalization of TcEF-1a during parasite growth 

The epimastigotes were cultivated in a monophasic medium, they 

remained in the active dividing phase (logarithmic) up to the 6th day and 

in the non-dividing phase (stationnary) for the 6th to the 9th day (Fig. 4 ). 

During the stationnary growth phase, a proportion of epimastigotes 

differentiate to metacyclic trypomastigotes which are the vertebrate 

infective form. Similar changes occur during the growth of T. cruzi 

epimastigotes in the triatomine vector. This suggests that the nutrient­

depleted environment, resembling that of stationnary cultures, exerts a 

selective pressure on the epimastigotes, thereby giving rise to an 

infective form. In a recent study, we reported for the first time that in 

the absence of medium renewal, while a proportion of epimastigotes 

differentiate to infective metacyclic trypomastigotes, a significant 

number of epimastigotes die. Dead parasites appear as spheroid shaped 

cells with a long flagellum and showed cytoplasmic and nuclear 

morphological features and DNA fragmentation pattern typical of 

apoptosis, the most frequent phenotype of programmed cell death (PCD) 

(Ameisen et al., 1995). 

Using rabbit anti-EF-la antibodies, an immunofluorescence study was 

conducted in order to localize TcEF-1a during cell growth. As shown in 
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Fig. 5A, the anti-EF-1a antibodies revealed reactive material associated 

with the cytoplasm of young epimastigotes harvested during the 

logarithmic phase of growth. Similar pattern of fluorescence was 

observed during the first days of stationnary phase (Fig. 5B). 

Surprisingly, old epimastigotes harvested at late periods (13 days or 

more), when reacted with anti-EF-1a antibodies showed positive signais 

in the nuclei (Fig. 5C). These parasites appeared as spheroid shaped cells, 

a morphological feature already observed in the case of epimastigotes 

undergoing apoptosis (Ameisen et al., 1995) and binucleated cells 

indicated arrest at cytokinesis. Similar patterns of fluorescence were 

obtained using anti-TcEF-1a mouse serum (data not shown). We have 

previously reported that epimastigotes responded to 0418-mediated 

agression by undergoing apoptosis (Ameisen et al., 1995). In order to 

ascertain that the nuclear localization of EF-1a is preferentially linked to 

the death of epimastigotes, we conducted immunofluorescence 

experiments using anti-EF-1a antibodies and epimastigotes treated with 

the 0418 drug. As shown in Fig. 5D, a strong positive signal was 

observed in the nuclei of 0418 treated parasites. Control tests using 

preimmune serum showed negative reactions (Fig. 5E, F). 

A number of studies have shown that high amounts of EF-1a could be 

localized in the nuclei of several type of cells (Colling et al., 1994; 

Barbarese et al., 1995; Janssen et al., 1994). This might suggest that the 

nuclear EF-1a is functionally distinct from the cytoplasmic component. 

This possibility is supported by the fact that the enzyme, Q~ replicase, 

responsible for the replication of the RNA of Esc heric hia coli phage Q~, 

is complexed with EF-Tu and EF-Ts which is the prokaryotic 

counterpart of EF-1a and EF-1~ respectively (Blumenthal et al., 1972). 

Moreover, the EF-Tu-EF-Ts complex has been found to stimulate 

ribosomal RNA synthesis four-fold (Travers, 1973). Taken together, 

these observations and our data showing the selective nuclear localization 

of TcEF-1a in aged non proliferating senescent epimastigotes and\or 

those undergoing apoptosis pointed to the need of studying the possible 

involvement of TcEF-1a in transcription processes. 
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(e) Concluding remarks 

We have for the first time isolated and characterized a T. cruzi gene 

encoding EF-1a. The antibodies against A. sa/ina EF-1a or TcEF-1aNt 

fusion prote in revealed a striking cell distribution of EF -1 a being 

mainly localized in the cytop1asm of exponential growing epimastigotes 

and in the nuclei of parasites undergoing apoptosis. This novel finding 

may suggest that the nuclear TcEF-1 a participates alone or in 

combination with other cellular factors to coordinate the cell cycle in T. 

cruzi. The possible genetic manipulation of T. cruzi by means of 

transfection offers a tool to investigate the possible role of EF-1a in 

transcription processes. 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. T. cruzi EF -1 a gene cloning and sequencing. The deduced aa are 

aligned with the second nt of each codon. The underlined aa represent 

the conserved sequences involved in GTP-binding regions (aa 14-21, 91-

94, 153-156), actin binding domain (162-181) and tRNA binding domain 

(230-266). The stop codon is marked with an asterisk. The 5' and 3' nt 

sequence repeat are underlined. The pyrimidine-rich stretches upstream 

from the splice acceptor 'AG' dinucleotide (marked by two asterisk in 

position 359-360) are underlined by dashes. Methods: In order to 

iso1ate TcEF-1 a gene, the genomic DNA was amp1ified by PCR using 

two primers specifie of T. brucei eDNA (Kaur and Rubens, 1994), a 

sense primer (5' GCCATGGGAAAGGAAAAGGTGCAC 3') and an 

anti-sense primer (5'AACGTTCAACA-CGTT AAAGCCGAC 3'). A 0.9 

kbp amplified product was obtained and cloned using TA cloning kit 

(Invitrogen corporation, San Diego). Sequencing of this PCR fragment 

showed 86.6 % identity with T. brucei eDNA corresponding to amino 

acid 1 (Methionine) to 303 (Valine). A T. cruzi genomic library was 

constructed as follow: high molecu1ar weight genomic DNA was 

prepared from epimastigotes and partially digested by SAU3A. The 

DNA fragments were ligated into BamHI site of the phage vector 

EMBL3 (Stratagene, La Jolla, CA). Recombinant DNA was in vitro 

packaged into phage particles with the "Gigapack II" kit (Stratagene, La 

Jolla, CA) and lysis plaques were obtained after transfection into E. coli, 

strain XLlblue MRA (p2). The 0.9 kbp PCR fragment was ae2P)dCTP 

radiolabeled by DNA labelling system (Amersham, England) and used to 

screen the T. cruzi genomic library by plaque filter hybridization 

according to the manufacturer's instructions (Stratagene, La Jolla, CA). 

Genomic DNA fragments from positive clones were subcloned into PUC 

18 plasmid vector (Pharmacia, Uppsala, Sweden) and controled by 

colony hybridization (Sambrook et al., 1989). Sequence was determined 

from double-stranded plasmid subclones using Automated Laser 
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Fluorescence AFL DNA Sequencer (Pharmacia, Uppsala, Sweden) and 

Auto Read™ sequencing kit. The sequence data described here bas been 

submitted to GenBank under accession No L76077. 

Fig. 2. A: Southern blot analysis of T. cruzi genomic DNA (5 j.lg) 

digested with different restriction enzymes and probed with the complete 

coding sequence of TcEF-la labeled with ae2P) dCTP; lane 1 (Drall), 

lane 2 (Apal), lane 3 (Bell), lane 4 (Hindiii), lane 5 (EcoRI). B: 

Northem blot of T. cruzi (lane 1) and T. rangeli (lane 2) epimastigote 

total RNA (10 j.lg) hybridized with the same probe as that used in the 

Southern blot. RNA and DNA blot hybridization were carried out as 

previously described (Billaut-Mulot et al., 1994). 

Fig. 3. A: Western blot of T. cruzi epimastigote antigens reacted with 

rabbit immune serum to A. sa/ina EF-1a and anti-TcEF-1aNt serum. 

Lane 1: Normal rabbit serum, Lane 2: anti-A. satina EF-1a rabbit 

serum, Lane 3: Pre-immune mouse serum, Lane 4: anti-TcEF-1aNt 

mouse serum. B: Western blot of TcEF-laNt fusion protein reacted with 

rabbit immune serum to A. satina EF-la and anti-TcEF-laNt mouse 

serum. Lane 1: Pre-immune mouse serum, Lane 2: anti-TcEF-laNt 

mouse serum, Lane 3: Normal rabbit serum, Lane 4: anti-A. satina EF-

1 a rabbit serum. Methods: A: T. cruzi Y strain epimastigotes were 

obtained according to previously described procedures (Ouaissi et al., 

1990). Parasite extracts were prepared by direct lysis of cells with SDS­

PAGE sample buffer (Laemli, 1970) and boiled for 5 mn before 

electrophoresis in denaturing 13 % polyacrylamide gel. B: The 0.9 kbp 

amplified product coding for the N -terminal 303 aa, was cloned into 

pQE-32 vector vector (Qiaexpress system, Qiagen, Coger, France). The 

protein fused with 6 histidine residues (TcEF-laNt) was purified on Ni­

NT A resin (immobilized metal chelate affinity: the chelating ligand, 

nitrilo-tri-acetic acid, is charged with Ne+ metal ions) and analysed by 

13 % polyacrylamide gel. Immunoblotting was carried out as described 

(Billaut-Mulot et al., 1994). 
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Fig. 4. A typical in vitro growth curve of T. cruzi epimastigotes. 

Methods: Epimastigotes (1 06/ml) were incubated in conditioned medium 

GLSH supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum and 

maintained for 15 days in the same medium at 28°C. Numbers of 

epimastigotes were assessed under the light microscope as reported 

elsewhere (Ouaissi et al., 1990). 

Fig. 5. Immunofluorescence studies using anti-EF-la antibodies and 

epimastigote forms harvested at different da ys of in vitro culture. A,E: 

epimastigotes from days 3 of culture (logarithmic growth phase). B: 

epimastigotes from the first days (5-6) of stationnary phase. C: 

epimastigotes from day 12 of culture (stationnary growth phase). D,F: 

epimastogotes were harvested from parasites cultured for one week at 

28°C in the presence of G418 (1.5 mg/ml, Sigma, France). A-B-C-D: 

Rabbit anti-EF-1a immune serum. E-F: Normal rabbit serum. 

Methods: Binding assays were performed using formaldehyde 4%-fixed 

parasites as described in previous reports (Ouaissi et al., 1990). Briefly, 

the slides were treated with anti-EF-la immune serum diluted 1/100 in 

phosphate buffer saline (PBS) for 30 mn at room temperature followed 

by three washes in PBS then incubated with fluorescein conjugated an ti­

rabbit IgG (Diagnostics Pasteur, Mames la Coquette, France) diluted 

1/100 in Evans blue 1/10000 in PBS. The slides were washed three times 

in PBS and mounted in glycerol-PBS solution (1:1). 
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I D K S E N M P W Y K G P T L L E A L D 221 
TGCTGGAGCCCCCGGTGCGCCCCAGCGACAAGCCCCTGCGCCTGCCGCTGCAGGATGTGT 1140 
M L E P P V R P S D K P L R L P L 0 D V 241 
ACAAGATCGGCGGTATCGGCACTGTGCCGGTCGGTCGCGTGGAGACGGGCACGATGAAGC 1200 
Y K I G G I G T V P V G R V E T G T M K 261 
CCGGCGACGTGGTGACGTTTGCGCCCGCCAACGTGACGACGGAGGTGAAGTCGATTGAGA 1260 
P G D V V T F A P A N V T T E V K S I E 281 
TGCACCACGAGCAGCTGGCCGAGGCCACGCCCGGCGACAACGTCGGCTTCAACGTGAAGA 1320 
M H H E Q L A E A T P G D N V G F N V K 301 
ACGTGTCCGTGAAGGACATCCGCCGTGGCAACGTGTGCGGCAACTCGAAGAACGATCCCC 1380 
N V S V K D I R R G N V C G N S K N D P 321 
CAAAGGAGGCGGCCGACTTCACGGCGCAAGTGATCATCCTGAACCACCCCGGCCAGATCG 1440 
P K E A A D F T A Q V I I L N H P G Q I 341 
GCAACGGTTATGCGCCGGTGCTTGACTGCCACACCTGCCACATCGCGTGCAAGTTCGCCG 1500 
G N G Y A P V L D C H T C H I A C K F A .361 
AGATCGAGTCCAAGATCGACCGCCGCTCCGGCAAGGAGCTTGAGAAGAACCCCAAGTCGA 1560 
E I E S K I D R R S G K E L E K N P K S 381 
TCAAGTCCGGTGACGCCGCCATGGTGCGCATGGTGCCGCAGAAGCCCATGTGCGTGGAGG 1620 
I K S G D A A M V R M V P Q K P M C V E 401 
TGTTCAACGACTACGCTCCTCTTGGCCGCTTTGCCGTGCGTGACATGCGCCAGACGGTCG 1680 
V F N D Y A P L G R F A V R D M R Q T V 421 
CCGTCGGCATCATCAAGGCGGTGACGAAGAAGGATGGCGGTGCCGGCAAGGTCACCAAGG 1740 
A V G I I K A V T K K D G G A G K V T K 441 
CCGCCGCAAAGGCCGCTAAGAAGTGATATGAACGTAATTGTTTGTGAGCAAGACCTTTTT 1800 
A A A K A A K K * 449 
TTGTTTTTGTTTTTTTATGATTTCGTTGGGATTGTAATTTTAGTGTGCGTGTCTGTCTTT 1860 
CTTTGTCTCTCTCTCTCTCTGTGTGTGTGTGTGCCCGCTGTGCCATCTGCTGTTGACCGA 1920 
GCAGGAGGGGCGTGCTCTGAGGGGATACCCCCACACCCGG 1960 

Fig. 1 



Table 1 

Comparison of TcEF-la with subunit a from 
other species. 

. % identity with spec1es 
TcEF-la 

Trypanosoma brucei 94 
(U10562)* 

E ugle na gracilis 82 
(X16890) 

Homo sapiens 77 
(X62245) 

Xenopus laevis 77 
(X55324) 

Dictyostelium discoideum 74 
(511665) 

Saccharomyces cerevisiae 74 
(X00779) 

Artemia salina 73 
(P02993) 

Sulfolobus acidocaldarius 52 
(X52382) 

Escherichia coli 27 
(P02990) 

*: The numbers in brackets represent the 
accession number. Alignments were obtained 
using the program MegAlign from DNASTAR. 
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Fig. 2. A: Southern-blot génomique. 5 f.J.g sont digérés par Drall (1), Apal (2), Bell (3), 

Hindlll (4) et EcoRI (5) puis hybridés avec la sonde TcEF-1a. 

8: Northen-blot sur l' ARN total d'épimastigote de T. cruzi (1) et de T. rangeli (2) 
hybridé avec la sonde TcEF-1a. 
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Fig. 3. A: Immunoblot sur l'antigène d'épimastigote de T. cruzi réagissant avec 
un sérum de lapin normal (1), sérum de lapin anti-A. sa/ina EF-1a (2), 
sérum pré-immun de souris (3), et sérum de souris anti-TcEF-1aNt (4). 

8: Immunoblot sur la protéine de fusion TcEF-1aNt réagissant avec un 
sérum pré-immun de souris (1), sérum de souris anti-TcEF-1aNt (2), 
sérum de lapin normal (3) et sérum de lapin anti A. salina EF-1a (4). 
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Fig. 4: Courbe de croissance in vitro des épimastigotes de T. cruzi. 
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ARTICLE 6 

Apoptose chez un eucaryote unicellulaire Trypanosoma cruzi: 

implication pour l'origine évolutive et le rôle de la mort 

cellulaire programmée dans le contrôle de la prolifération 

cellulaire, la différenciation et la survie 
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La mort cellulaire programmée est un processus physiologique 

génétiquement régulé qui permet 1 'élimination active de cellules pendant 

l'embryogenèse et la vie adulte des organismes multicellulaires. 

L'apoptose est une forme particulière de mort programmée, qui 

s'accompagne de modifications morphologiques et biochimiques 

caractéristiques. La mort programmée remplit de multiples fonctions. 

Elle a notamment un rôle morphogénétique et un rôle homéostatique. 

Elle élimine les cellules qui peuvent nuire à 1 'organisme, comme celles 

dont 1' ADN est endommagé, celles qui deviennent tumorales et les 

lymphocytes qui produisent des auto-anticorps. La différenciation ou 

l'arrêt de la croissance des cellules, qui sont régulées par la mort 

cellulaire programmée (MCP) dans les organismes multicellulaires, sont 

des caractéristiques essentielles du cycle de vie de plusieurs eucaryotes 

unicellulaires et en particulier chez T. cruzi. Nous nous sommes donc 

intéressés à la définition des caractéristiques morphologiques et 

biochimiques qui accompagnent la mort de ce parasite au cours de la 

culture in vitro. 

Durant son cycle de vie, T. cruzi subit trois changements dans 

son développement qui impliquent des modifications majeures de la 

morphologie, de l'expression de gènes et dans le cycle cellulaire, qui 

conduisent à la différenciation en trois stades distincts, les épimastigotes, 

les trypomastigotes et les amastigotes. La différenciation in vitro des 

épimastigotes (stade prolifique) en trypomastigotes métacycliques (non 

prolifique, bloqué en GO/G 1) pendant la phase stationnaire de la culture 

est associée avec la mort massive des épimastigotes. 

Plusieurs techniques ont été utilisées pour étudier le phénomène 

de mort cellulaire chez les épimastigotes de T. cruzi en phase 

stationnaire: 1' analyse en microscopie électronique à transmission et à 

balayage, ~e cytofluoromètre en flux, la technique du TUNEL et 

l'électrophorèse en gel d'ADN. Ces techniques indiquent que la mort des 
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épimastigotes présente 1 'ensemble des caractéristiques morphologiques et 

biochimiques de l'apoptose observée chez les cellules d'organismes 

pluricellulaires. 

L' apoptose des épimastigotes peut être accélérée ou prévenue en 

modifiant les conditions de culture ou la densité cellulaire, ce qui indique 

que la mort des épimastigotes est régulée par des signaux extracellulaires 

y compris ceux provenants des épimastigotes avoisinants. Cette 

caractéristique est également observée dans le cas de la MCP chez les 

organismes pluricellulaires. 

125 

Par ailleurs, la mort par apoptose est également observée 

lorsque les épimastigotes sont soumis à une agression immunologique 

médiée par le complément. Ce type de mort cellulaire est aussi induit, à 

la fois sur les lymphocytes Tet les épimastigotes, lorsqu'ils sont soumis à 

un traitement par la généticine (G418), drogue qui interfère avec la 

synthèse protéique. En revanche, le traitement par la saponine, agent non 

physiologique, induit la nécrose des épimastigotes. 

Ces résultats indiquent que deux formes distinctes de mort 

cellulaire peuvent être induites chez T. cruzi: la MCP qui présente les 

caractéristiques typiques de 1 'a pop tose, et une forme de mort accidentelle 

présentant les caractéristiques de la nécrose. 

L'existence chez T. cruzi d'un phénotype de mort cellulaire de 

type apoptose, pose le problème de 1 'origine et de la nature des gènes 

impliqués dans ce programme de MCP. Une autre implication 

importante de cette observation, est que l'induction de la MCP pourrait 

représenter une cible pour le développement de stratégies thérapeutiques 

vis-à-vis de cet organisme pathogène. 
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Abstract 
The origin of programmed cell death (PCD) has been linked to 
the emergence of multicellular organisms. Trypanosoma cruzi, 
a member of one of the earliest diverging eukaryotes, is a 
protozoan unicellular parasite that undergoes three major 
differentiation changes and requires two different hosts. We 
report that the in vitro differentiation of the proliferating 
epimastigote stage into the GO/G1 arrested trypomastigote 
stage is associated with massive epimastigote death that 
shows the cytoplasmic and nuclear morphological features 
and DNA fragmentation pattern of apoptosis, the most fre­
quent phenotype of PCD in multicellular organisms. Apoptosis 
could be accelerated or prevented by modifying culture condi· 
tions or cell density, indicating that extracellular signais 
influenced the epimastigote decision between life and death. 
Epimastigotes responded to complement-mediated immuno­
logical agression by undergoing apoptosis, while undergoing 
necrosis in response to nonphysiological saponin-mediated 
damage. PCD may participate into the optimal adaptation of T. 
cruzi to its different hosts, and the avoidance of a local compe­
tition between a GO/G1 arrested stage and its proliferating 
progenitor. The existence of a regulated cell death programme 
inducing an apoptotic phenotype in a unicellular eukaryote 
provides a paradigm for a widespread role for PCD in the 
control of cell survival, which extends beyond the evolutionary 
constraints that may be specifie to multicellular organisms 
and raises the question of the origin and nature of the genes 
involved. Another implication is that PCD induction could 
represent a target for therapeutic strategies against unicellu­
lar pathogens. 

• This work was presented in part at the Gordon Conference on Cali Death, 
New London, NH, USA, 2-7 July 1995. 

Keywords: Apoptosis; programmed cell death; cell death; 
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Introduction 
Programmed cell death (PCD) is a genetically regulated 
physiological process of cell suicide that is of central impor­
tance for the development and the homeostasis of multicellular 
organisms (reviewed in Duvall and Wyllie, 1986; Ucker, 
1991; Ellis et al., 1991; Raff, 1992; Cohen, 1993; Vaux, 1993. 
Steller, 1995). PCD plays an essential role in morphogen­
esis, in the removal of useless, harmful or abnormal cells, in 
the regulation of cell numbers and the matching of the 
numbers of different cell-types in a given tissue, in the 
maturation of the immune and nervous systems and in 
protection against infection (Giucksman, 1951; Lockshin and 
Williams, 1965; Tata, 1966; Saunders, 1966; Cowan et al., 
1984; Oppenheim, 1991; Green and Scott, 1994; Vaux et al., 
1994). Conversely, PCD dysregulation participates in the 
pathogenesis of severa! human diseases, ranging from can­
cer and autoimmunity to Al DS and neurodegenerative disorders 
( reviewed in Williams, 1991 ; Am eisen et al., 1994; Nagata 
and Golstein, 1995; Thompson, 1995). Most- if not ali- cells 
from multicellular organisms have the ability to self-destruct 
by activating an intrinsic cell-suicide programme when they 
are no longer needed or have become damaged (reviewed in 
Raff, 1992). Despite the recently recognised widespread 
importance of PCD, its molecular mechanisms rem ain poorly 
understood. The genetic regulation of this programme may, 
in sorne cases, strictly depend on celllineage information, as 
in the worm Caenorhabditis elegans (Ellis et al., 1991 ); in 
most animais, however, and in particular in mammals, the 
cell decision between lite and death is influenced in a stochastic 
way by extracellular signais that either suppress or promote 
the induction of the death programme (reviewed in Duvall 
and Wyllie, 1986; Ucker, 1991; Raff, 1992; Cohen, 1993; 
Vaux, 1993; Williams and Smith, 1993; Ameisen, 1994; Green 
and Scott, 1994). 

ln worms ( C. elegans), insects (the fruitfly Drosophila) and 
vertebrates, the basic machinery carrying out PCD appears 
to be present in ali cells, at ali times, and crucial features of 
PCD appear to have been highly conserved at the levels of 
both the genes involved in its regulation, and the morphologi­
cal and biochemical features of its phenotype (Duval! and 
Wyllie, 1986; Kerr et al., 1972; Ellis et al., 1991; Schwartz and 
Osborne, 1993; Vaux, 1993; Steller, 1995). Apoptosis, the 
most usual phenotype of PCD (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 
1980), radically differs from necrosis, the accidentai, patho­
logical and passive form of cell death that can be induced in 
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any cell by severe injury. During necrosis, cells swell and 
lyse, and the rupture of the cell membrane leads to the 
release of toxic cytoplasmic enzymes, causing the death of 
bystander cells, an inflammatory reaction, and a scarring 
process that disorganises the architecture of the tissue or 
organ affected. ln contrast, apoptosis involves a stereotypie 
pattern of morphological changes that include shrinkage of 
the cell and the nucleus, condensation and fragmentation of 
the nuclear chromatin, margination of chromatin along the 
inner lining of the nuclear envelope, initial maintenance of 
organelle and plasma membrane integrity, extensive surface 
blebbing or pitting, cytoplasmic vacuolisation, and produc­
tion of apoptotic bodies, that are rapidly ingested by 
neighbouring phagocytic or epithelial ce lis (Kerr et al., 1972; 
Wyllie et al., 1980; Morris et al., 1984; Cohen, 1993; Savill et 
al., 1993). Nuclear changes are associated with the regular 
fragmentation by an endogenous endonuclease of the entire 
genomic DNA, first into large (50 to 300 kb) fragments 
(Oberhammer et al., 1993), then into regular multiples of an 
oligonucleosome-length unit of 180 bp (Wyllie, 1980). 

The recently recognised crucial role of PCD in multicellu­
lar organisms raises important questions relating to the 
evolutionary origin of this process (Ellis et al., 1991; Ucker, 
1991; Raft, 1992; Vaux et al., 1994). Natural selection, 
sanctioned by death, a central feature of species evolution, 
has been essentially viewed as operating at the level of 
genetically heterogeneous individuels. The existence in mul­
ticellular organisms of a physiological cell death programme 
allowing the continuous competition for the survival of the 
fittest cell in a given individual implies however that natural 
selection sanctioned by death also operates at the level of 
interaction between cells with the same genoma. The re­
quirements for the evolutionary emergence of such an 'altruistic' 
or 'social' form of genetically regulated death programme 
has been attributed to the selective pressure that specifically 
applies to multicellular organisms (Ellis et al., 1991; Ucker, 
1991; Raft, 1992; Vaux etal., 1994). Even when considered 
in the context of unicellular prokaryotes (Myxobacteria) or 
eukaryotes (Dictyostelium), the existence of primitive forms 
of 'altruistic' or programmed cell death have been related to 
the capacity of these cells in certain conditions to form 
multicellular organisms, lin king the requirement for ce li death 
programmes to the several evolutionary attempts at multicel­
lularity (Wittingham and Raper, 1960; Wireman and Dworkin, 
1975; Kaiser, 1986; Cornillon et al., 1994). 

We reasoned however that there could be several theo­
retical reasons for the emergence and conservation of a 
regulated cell death programme and machinery in unicellular 
organisms independently of the evolutionary constraints specifie 
to the emergence of multicellularity. The first reason pertains 
to the yet unknown nature of both the death programme and 
the death machinery. Since apoptosis exhibits several fea­
tures reminiscent of those involved in mitosis, it has been 
proposed th at PCD may represent in multicellular organisms 
a form of abortive mitosis (Ucker, 1991 ), and that sorne of the 
cell cycle components that drive cells into mitosis may also 
be responsible for inducing apoptosis (Harrington et al., 
1994; Shi etal., 1994). Thefinding thatcdc2 kinase (a protein 
that is essential for entry into mitosis of ali mammalian cells 
and that appears highly conserved in eukaryotes) can induce 
apoptosis when prematurely activated (Shi et al., 1994), 
suggests the possibility that cell cycle control check points 
may represent common endpoints of the various signais that 
influence the cell decision between lite and death (Harrington 

et al., 1994). If the effector machinery of PCD is linked to- or 
shares components with - the effector machinery of the cell 
cycle, an extreme implication is that the effectors of the 
intrinsic death machinery may be present in ali cells endowed 
with the capacity to proliferate, namely in ali unicellular 
organisms. The second reason does not pertain to the poten­
tiel nature of the death programme and machinery, but to the 
possible role of PCD. Although such a view may appear 
counterintuitive, sorne of the evolutionary constraints that 
favour regulated death of cells at the level of multicellular 
organisms could also apply to unicellular organisms at the 
level of the multicellular colony that they obligatorily consti­
tute. Several features that are regulated by PCD in multicellular 
organisms (i.e. cell numbers, cell differentiation, cell growth 
arrest) are essential features of the lite cycle of several 
unicellular eukaryotes, and a process of continuous selection 
of the fittest cell cou Id therefore in theory be similarly optimised 
by such a stringent control mechanism. 

We have explored this hypothesis by investigating a uni­
cellular haploid protist, Trypanosoma cruzi, belonging to one 
of the most ancient diverging branches of the eukaryotic 
phylogenetic tree, which precedes by a long period the more 
recently and almost simultaneously derived evolutionary groups 
that include red alguae, fungi, ciliated protozoans, and multi­
cellular plants and animais (Sogin, 1991 ). 

T. cruzi, a flagellated protozoan parasite, is one of the 
more than 700 members of the kinetoplastidae family which 
are among the first mitochondrial eukaryotes and contain one 
giant mitochondrion, the kinetoplast (Maslov and Simpson, 
1995). The lite cycle of T. cruzi in volves an obligate passage 
into two different hosts, the Triatomid haematophage arthro­
pod insect vector, and a vertebrate, including humans, in 
which T. cruzi causes Chagas disease (reviewed in Brener, 
1973; De Souza, 1984; Williams, 1985; Schaub, 1994). Dur­
ing his lite cycle, T. cruzi undergoes three developmental 
changes that involve major modifications in morphology, 
gene expression, and cell cycle, and lead to differentiation 
into three distinct stages, the epimastigotes, the trypomastigotes 
and the amastigotes. The extracellular replicating epimastigotes 
proliferate in the gut of the insect vector, at a temperature of 
2rc and differentiate into the non-dividing metacyclic 
trypomastigotes, that are excreted in the vector feces on the 
skin of a vertebrate host during the vector blood meal. The 
trypomastigotes then enter the vertebrate cells, in which they 
differentiate into the proliferating intracellular amastigotes, 
that come out of the cells as non-dividing trypomastigotes. 
Once in the blood stream, these non-dividing trypomastigotes 
either enter new cells, or pursue their lite cycle by being 
ingested by an insect vector du ring his blood meal. The non­
dividing trypomastigotes then differentiate in the vector gut 
into the proliferating epimastigotes. 

The nonproliferating trypomastigotes are the differentia­
tion stages of T. cruziwhich migrate between the two different 
hosts, and are pre-adapted for survival in their new host. 
Therefore, the T. cruzi lite cycle can be viewed as a continu­
o us alternation between proliferative forms in stable 
environments and non-proliferative forms pre-adapted to a 
new and different environment (Mottram, 1994). For exam­
ple, one of the striking differences between the metacyclic 
trypomastigote and its epimastigote progenitor pertains to 
sensitivity to mammalian complement-mediated immune 
agression. Epimastigotes are kil led by complement, whereas 
metacyclic trypomastigotes express enzymes that inactivate 
complement (Nogueira et al., 1975; Hall and Joiner, 1993). 



The differentiation of epimastigotes into metacyclic 
trypomastigotes, a crucial step in the lite cycle of T. cruzi, can 
also be achieved in vitro in axenic cultures of epimastigotes. 
ln conditioned a-cellular medium, at 27°C (the temperature of 
the insect vector gut), epimastigotes proliferate and progres­
sively differentiate into non-dividing metacyclic trypomastigotes 
(Camargo, 1964 ). The standard in vitro culture of epimastigotes, 
in the absence of medium renewal, allows the maximal 
recovery of differentiated trypomastigotes after one to two 
weeks, a period in which the replication curve of the epimastigote 
becomes stationary (Camargo, 1964; Castellani et al., 1967; 
Chiari, 1975; Dusanic, 1980; Sullivan, 1983). lt has also been 
reported that metacyclogenesis can be accelerated and/or 
enhanced wh en epimastigotes are cultured in particular chemi­
cally defined media (Contreras et al., 1985b). ln 
vitro-differentiated metacyclic trypomastigotes can enter 
mammalian cells both in vitro and in vivo at 37°C and then 
differentiate into intracellular replicating amastigotes, and 
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are indistinguishable from trypomastigotes that have differ­
entiated in vivo in the gut of the insect vector and have been 
excreted in their faces (De Souza, 1984). 

Here, we report that the in vitrodifferentiation of epimastigotes 
into metacyclic trypomastigotes is associated with epimastigote 
death, which is maximal after two-week culture and accounts 
for the previously called stationary stage of the culture. 
Epimastigote death has ali the morphological features of 
apoptosis, the most usual phenotype of programmed cell 
death in multicellular organisms. As in cells from multicellular 
organisms, epimastigote death appears to be regulated by 
extracellular survival signais. Together, these findings indi­
cate that the cell death programme and machinery required 
to induce apoptosis are present and operational in a unicel­
lular eukaryote of very ancient origin. This suggests that PCD 
is a widespread and crucial feature of the eukaryote world, 
and that the requirement for adaptation of a unicellular 
organism to different environments may represent an 

1 2 

Figure 1a Epimastigote death by apoptosis in culture 
conditions leading to epimastigote growth arrest and 
differentiation into trypomastigotes a Growth arrest and 
differentiation. Epimastigotes (106/ml) were incubated in 
conditioned medium (GLSH plus mediaser) and maintained 
in culture for 12 days in the same medium at 27"C. Numbers 
of epimastigotes (e) and trypomastigotes (0) were 
assessed under the light microscope . 

Figure 1 b Epimastigote death by apoptosis in culture 
conditions leading to epimastigote growth arrest and 
differentiation into trypomastigotes. Growth arrest and 
death. Numbers of living (e) and dead (0) (spheroid, 
nonmotile) epimastigotes assessed under the light 
microscope in culture condHions similar to Figure 1 a. 
These results are from one representative experiment 
out of seven . 

1 0 1 2 
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Figure 1 c Epimastigote death by apoptosis in culture conditions leading to 
epimastigote growth arrest and differentiation into trypomastigotes. Scanning 
electron microscopy analysis. Epimastigotes from day 3 (A ) day 13 (B to 0) 

evolutionary constraint akin to those that apply to cells from 
multicellular organisms. 

Results 
ln vitro differentiation of epimastigotes into 
trypomastigotes is associated with epimastigote 
death by apoptosis 
When re-suspended in vitro in conditioned medium at a 
concentration of 1 06/ml and at a temperature of 2rc, 
epimastigotes proliferate, leading to an exponential increase 
in epimastigote numbers that is followed one or two weeks 
later by a plateau, the stationary stage of the culture. Du ring 
this one to two week period, in the absence of medium 

A B 

\ 

Figure 1d Epimastigote death by apoptosis in culture conditions leading to 
epimastigote growth arrest and differentiation into trypomastigotes. Transmission 
electron microscopy analysis. Epimastigotes from day 13 cultures (A toC) 
similar to Figures 1a and b were analysed. Arrows show nuclear chromatin and 

cultures similar to those in Fugures 1a and b were analysed. Bars represent 
10 1Jf11 in A and B and 11Jf11 in C and O. Changes typical of apoptosis are shown 
in panels C (surface pitting) and D (surface blebbing). 

renewal, differentiation of epimastigotes into the non-dividing 
trypomastigotes progressively increases, and becomes maximal 
during the stationary phase of epimastigote growth (Figure 
1 a). Figure 1 b shows that du ring the same period the re is a 
progressive increase in dead epimastigotes that represent, 
after two weeks, a significant proportion of the epimastigotes 
present in the culture. Under a light microscope, dead 
epimastigotes appear as spheroid shaped cells (Figure 1e) 
that have lost motility. Scanning and transmission electron 
microscopy analysis shows that these spheroid epimastigotes 
are undergoing morphological changes typical of apoptosis. 
These include extensive membrane Ôlebbling (Figure 1 c, 
panels B and D) or pitting (Figure 1c, panels B and C), 
cytoplasmic vacuolisation, and margination and condensa­
tion of nuclear chromatin (Figure 1 d). As also shown in Figure 

c 

cytoplasmic features typical of apoptosis. Panel 0 shows a different form of œil 
death induced in epimastigotes from day 3 cultures by a 10 min incubation with 
the membrane damaging agent saponin. 



Figure 1 e Epimastigote death by apoptosis in culture conditions leading to 
epimastigote growth arrest and differentiation into trypomastigotes. DNA 
fragmentation analysis. Epimastigotes from day 3 (A and 8) or day 18 (C and D) 
cultures similar to Figures 1a and b were processed by the TUNEL techmque, 
and analysed under the fluorescent microscope. Panels 8 and D show the same 
samples as panels A and C, alter counter-colouration with visible light in order to 

1 c, the flagellum of the epimastigotes undergoes the same 
phenomenon of membrane boiling and blebbing. The co­
existence of apoptotic cells with either a blebbing or a deeply 
pitted surface seen in Figure 1 c is similar to previous obse.r­
vations of apoptosis in mammalians (Morris et al., 1984) or 1n 

the chi ken (Wyllie et al., 1980). The use of the in situ terminal 
deoxytransferase-mediated dUTP nick end labelling (TUNEL) 
technique shows that apoptosis of the spheroid epimastigote 
is associated with extensive DNA fragmentation (Figure 1e). 
ln ali living epimastigotes (Figure 1e, 8), a backgrou~d 
TUNEL fluorescence is detected, but this fluorescence 1s 
strictly localised at the level of the mitochondrion (the ki neto­
piast), a feature that may be due to the tact that the kin~toplast 
contains numerous replicating DNA minicircles (S1mpson, 
1987). ln contrast, DNA fragments in the dying epimastigote 
are detected ali over the ce li (Figure 1 e D), a feature typical 
of apoptosis in cells from multicellular organisms (Gavrieli et 
al., 1992). DNA gel electrophoresis did not allow the detec­
tion of a clear DNA fragmentation pattern in multiples of 
oligonucleosomal length units (not shown). This was prob­
ably related to the long incubation time and asynchro~ous 
induction of apoptosis du ring these two-week cultures, s1nce 
a DNA ladder typical of apoptosis could be observed in ether 
conditions that allowed rapid and synchronous induction of 
epimastigote apoptosis (see later, Figure 3b and 4d). 
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analyse epimastigote morphology. Arrows indicate spheroid shape and global 
fluorescence typical of apoptotic epimastigotes. The very localised fluorescence 
seen in each living epimastigote corresponds to the staining of the 
mitochondrion (kinetoplast) (see Results section). These results are from one 
representative experiment out of live. 

Epimastigote apoptosis can be accelerated or 
delayed by modifications in culture conditions 
At the onset of the stationary stage of epimastigote growth, 
after eight day culture in the absence of medium renewal, 
epimastigotes were re-suspended at concentrations equal to 
-or higher than - 1 06/ml in fresh conditioned medium. This 
led to a re-growth of the epimastigote culture and a further 
one-week delay in the occurrence of the stationary growth 
phase (Figure 2a) that was also associated with a delay in the 
onset of significant apoptosis (not shown). Re-suspension of 
epimastigotes in new conditioned medium after one week 
culture was repeated up to four consecutive times, leading to 
the maintenance of a continuous growth curve and to an 
absence of significant induction of beth trypomastigote dif­
ferentiation and epimastigote apoptosis (data not shown). 
Experiments are under way to assess whether this effect is 
mainly related to the addition of factors contained in th~ fre~h 
conditioned medium, to the withdrawal of factors contamed 1n 
the old medium, and/orto the re-suspension of the epimastigotes 
at a cell concentration lower than that of the stationary growth 
curve. Differentiation of epimastigotes into trypomastigotes 
has been reported to depend on various extracellular signais, 
including a certain degree of stress and starvation that m~y 
mimic the in vivo conditions in the insect vector gut and 1s 
provided in vitro by the absence of renewal of the conditioned 
medium. Our results strongly suggest that the extracellular 
signais that allow epimastigote self-renewal and prev~nt 
optimal trypomastigote differentiation also have a preventive 
effect on the induction of epimastigote apoptosis. 
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Figure 2a Influence of culture conditions on epimastigote 
proliferation and death. a Re-suspension in fresh medium . 
Epimastigotes (e) thal had been cuHured for 8 (top) or 10 
(bottom) days in the same conditioned medium as in Figure 
1, were re-suspended, at the onset of the stationary grow1h 
phase, in fresh conditioned medium (0) at a concentration of 

.1 +--.....,.--,....--.....,.--,----,---r--..,--r--"'T"---t 1 06/ml (top) or 2 x 1 07/ml (bottom) and further cultured in 
0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8 2 0 the same medium for ten additional days. Numbers of living 

DA vs epimastigotes were assessed under the light microscope 

Conversely, growth arrest and death could be induced in 
epimastigotes, as it can be induced in ali mammalian cells 
(Raft, 1992), by culturing the parasite at very low densities. 
This effect was enhanced when parasites were cultured in 
poor medium. As shown in Table 1, culturing epimastigotes at 
a cell density of 900/ml, either in the usual conditioned 
medium or in poor medium, led to their rapid disappearance 
in 48 h. Culturing epimastigotes in poor medium led to cell 
growth arrest at ali the parasite concentrations tested, including 

9 x 1 05/ml, wh ile cultures in rich conditioned medium only 
showed grovvth arrest (and progressive epimastigote disap­
pearance) at parasite densities of 9 x 103/ml and below. ln ali 
the conditions that induced epimastigote death, no 
trypomastigote differentiation was observed (not shown). These 
data strongly suggest that epimastigote continuously requires 
extracellular signais to prevent PCD induction, and indicate that 
these survival signais include signais provided by neighbouring 
epimastigotes. However, particular culture conditions (solid 

Table 1 Low epimastigote density and/or poor culture medium induce epimastigote grow1h arrest and death. Epimastigotes at various 
cell concentrations, were cultured for 4 days at 270C in conventional conditioned culture medium (GLSH + FCS) or in poor medium 
(RPMI). Numbers represent the concentration of epimastigotes in the culture medium (epimastigote number/ml). These resuHs are from 
one representative experiment out of two 
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Figure 2b Influence of culture conditions on epimastigote 
proliferation and death. b Influence of temperature. 
Epimastigotes (106/ml) were cultured in conditioned 
medium at 270C (same culture as in Figure 1 b) or at 37"C 
during 12 days. Symbols represent respectively living (•) 
and dead (CJ) epimastigotes in 270C cultures, and living 
(e) and dead (0) epimastigotes in 370C cultures. These 
results are from one representative experiment out of two. 

.001~-----;J-----~-------.------~------T-----~ 

0 

phase agar with glucose and haemoglobin) provided survival 
signais sufficient to allow epimastigote cloning in limiting 
dilutions (0. 8-M., unpublished data). 

We then investigated the response of epimastigotes that 
had been recently incubated at optimal concentration (1 06/ 

ml) in new conditioned medium to modifications in culture 
parameters th at may mimic features of the mammalian host, 
to which the trypomastigote is preadapted, but not the 
epimastigote (Hall and Joiner, 1993). Such parameters in­
ciudad switching the culture temperature from 27°C to 3rC, 
or incubating the epimastigotes in the presence of human 

Figure 3a Complement-induced epimastigote apoptosis. a Scanning electron 
microscopy analysis. Epimastigotes (2 x 108 parasites) from conventional3-day 
cultures (GLSH plus FCS) were incubated for 1 h with culture medium in the 

2 4 6 

DAYS 

8 1 0 1 2 

complement. Culturing the epimastigotes at 3JCC led to the 
accelerated induction of both epimastigote growth arrest and 
death (Figure 2b), and to an absence of significant 
trypomastigote differentiation (not shawn). When incubated 
with unheated human serum as a source of complement, 
epimastigotes responded, as previously described (Nogueira 
et al., 1975; Hall and Joiner, 1993), by undergoing massive 
death in less than one hour. As shawn in Figure 3 (a and c), 
scanning electron microscopy and flow cytofluorometry analysis 
of complement-treated epimastigotes revealed features typi­
cal of apoptosis in al most ali the epimastigotes. Although the 

presence or in the absence of fresh unheated human serum and then analyzed. 
Panels A and B show complement-treated epimastigotes at two different 
magnitudes. Bars represent 10 J.lll1 (A) and 1 J..111 (B). 
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Figure 3b Complement-induced epimastigote apoptosis. b DNA fragmentation. 
Agarose gel electrophoresis of DNA extracted from 2 x 108 epimastigotes from 
3-day cultures similar to th ose in Figure 3a alter 1 h incubation with medium 
(Jane 2), or complement (Jane 3) or alter 10 min incubation with saponine (Jane 
4). Lane 1 shows molecular weight markers. 

chromatin organisation in T. cruzi is not identical to that in 
higher eukaryotes, the number of base pairs per nucleosomal 
and linker DNA has been reported to be the same in T. cruzi 
and in mammalian cells (Hecker et al., 1994). ln this instance 
of complement treatment, in which cells could be analysed a 
very short ti me after the synchronous induction of apoptosis, 
an apoptotic fragmentation pattern of DNA into regular mul­
tiples of oligonucleosome length fragments of around 200 bp 
could be detected (Figure 3b). Also, in this instance in which 
very rapid apoptosis was induced, scanning electron microscopy 
(Figure 3a) showed the sole presence of apoptotic cells with 
surface blebbing, suggesting the possibility that the cell 
surface pitting observed in the two-week cultures of 
epimastigotes (Figure 1 c) may represent a secondary fea­
ture of apoptosis that follows surface blebbing. 

ln contrast to epimastigotes, trypomastigotes survived in­
cubation with complement, and remained infection-competent 
when subsequently incubated with hUman cells at 37"C (not 
shown). Our findings that epimastigote death in response to 
complement occurs by apoptosis instead of necrosis is con­
sistent with the observed absence of bystander death of 
trypomastigostes in these circumstances, a feature that al­
lows the in vitro purification of trypomastigotes from epimastigote 
cultures (Nogueira et al., 1975) even when they contain less 
th an 5% trypomastigotes prior to complement treatment (not 
shown). 

Epimastigotes respond to different agressions by 
undergoing either apoptosis or necrosis 
ln any cell from multicellular organisms, mild damage can 
result in the triggering of the physiological apoptotic death 

Figure 3c Complement-induced epimastigote 
apoptosis. c Flow cytofluorometry analysis. 
Epimastigotes from 3-day cultures similar to those 
in Figure 3a and b were incubated for 1 h with 
medium in the absence (A and B) or in the 
presence of complement (C and D) and apoptosis 
was assessed using flow cytofluorometry alter 
YOPRO 1 staining for 10 min. The percentage of 
apoptotic cells, corresponding to both reduced 
forward scatter and high fluorescence intensity 
(R3, panels A and C), are indicated in each 
experimental condition. M1 (panels Band D) 
represents the peak of fluorescence intensity. 
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programme, while severe injury will lead to dysregulated 
death by necrosis (Cohen, 1993; Vaux, 1993; Steller, 1995). 
We investigated the response of epimastigotes to two differ­
ent forms of agression. The first one is an antibiotic drug, 
geneticin or G418, that induces the death of mammalian 
cells, and whose effect can be prevented by transfection of 
the neomycin phosphotransferase (ned) gene that confers 
G418 resistance, a procedure that is routinely used in order 
to select for gene transfectants in mammalian cell lines. 
Although the type of cell death (apoptosis or necrosis) that 
G418 induces in mammalian cells was not known, we rea­
soned that necrosis was an unlikely possibility, since bystander 
cell death would be incompatible with the selection of 
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resistant transfected cells. As shown in Figure 4 (a and b), 
G418-induced death in the human T-cellline MOLT 4 indeed 
exhibited the flow cytoflurometry features and the regular 
DNA fragmentation pattern of apoptosis that were similar to 
those induced by low dose irradiation. ln epimastigotes, the 
drug also induced a death process with flow cytofluorometry 
features and a regular DNA fragmentation pattern in multi­
ples of around 200bp, typical of apoptosis (Figures 4 c and d). 
Apoptosis was due to a selective effect of the drug on 
epimastigote metabolism, and not to unrelated non-specifie 
damages, since the drug did not induce death in epimastigotes 
th at were transfected with the T. cruzi expression vector th at 
contained nedgene as a selectable marker (Figure 4d). The 
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Figure 4a G418-induced apoptosis in human cells and in epimastigotes. 
a Flow cytofluorimetry analysis of human cell apoptosis. The MoH 4 human T­
cellline was cultured during 2 days in the absence (A and B) or presence 
(C and D) of the G418 drug geneticin, or after irradiation (E and F), and the 
percentage of apoptotic cells was assessed using flow cytofluorimetry as in 
Figure3c. 
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Figure 4b G418-induced apoptosis in human cells 
and in epimastigotes. b DNA fragmentation in human 
cells. Agarose gel electrophoresis of DNA extracted 
from 2 x 106 Mol! 4 T cells alter two day culture in the 
absence (lane 2) or presence of G418 (lane 3) or Iwo 
days alter irradiation. Lane 1 shows molecular weight 
markers. 
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Figure 4d G418-induced apoptosis in human cells and in epimastigotes. 
d DNA fragmentation in epimastigotes. Agarose gel electrophoresis of DNA 
extracted from 7 x 107 untransfected epimastigotes (lane 2) or from 7 x W 
epimastigotes transfected with the neo' gene (lane 3) alter six day culture in 
conventional conditioned culture conditions in the presence of G418. Lane 1 
shows molecular weight markers. 

B 

D 

Figure 4c G418·induced apoptosis in human cells and 
in epimastigotes. c Flow cytofluorometry analysis of 
epimastigote apoptosis. Epimastigotes were cultured 
for 6 days in conventional culture conditions in the 
absence (A and B) or presence (C and D) of G418, 
and percentage of apoptotic cells was assessed as in 
Figure 3c. 

ether noxious agent that we used was saponin, a drug that 
induces severe injury by damaging the cell membrane. 
Epimastigotes responded to saponin treatment by undergo­
ing a rapid (1 0 min) and catastrophical form of cell death that 
radically differed from the apoptosis morphology (Figure 1 d), 
and did not induce detectable DNA fragmentation (Figure 
3b). Together, these findings indicate that, as in multicellular 
organisms, two major distinct forms of cell death can be 
induced in T. cruzi: a form of programmed cell death, with 
features typical of apoptosis, and a form of severe injury­
mediated accidentai death, with features 
similarto nec rosis. Finally, we explored the effect of Staurosporin, 
a protein kinase inhibitor drug that has been reported to 
in duce rapid apoptosis in various hu man celllines at concen­
trations of 1 IJ.M (Jacobson et al., 1994). ln two distinct 
experiments, incubation with 1 ~J,M staurosporin did not in­
duce epimastigote death (not shown). 

Discussion 
Our results indicate th at an intrinsic death programme allow­
ing the cell to kill itself is present in a unicellular eukaryote, 
the protozoan T. cruzi, and ope rational at the level of at least 
one of its differentiating stages, the epimastigote. The com­
bined use of severa! techniques, including scanning and 
transmission electron microscopy, flow cytofluorometry, the 
TUNEL technique, and DNA gel electrophoresis, indicated 
that this form of programmed ce li death has the morphologi­
cal and biochemical features of apoptosis, the most frequent 
phenotype of PCD in multicellular organisms, particularly in 
mammals (Wyllie et al., 1980; Duvall and Wyllie, 1986; Vaux, 
1993; Steller, 1995). As PCD in cells from multicellular 



organisms (Ucker, 1991; Raft, 1992), PCD in epimastigotes 
is regulated by extracellular signais, including signais pro­
vided by neighbouring epimastigote cells. As in cells from 
multicellular organisms (Duvall and Wyllie, 1986; Cohen, 
1993), a very different form of unregulated accidentai cell 
death, similarto necrosis, could be rapidly induced by severe 
cell membrane injury, such as saponin-mediated membrane 
damage. One ofthe most dramatic inductions ofthe epimastigote 
apoptotic machinery was achieved by a component of the 
vertebrate immune system, complement, that led to apoptosis 
in less than one hour, suggesting that complement bypassed 
some of the regulatory pathways of the death programme. 
This observation is reminiscent of findings in mammalian 
ce lis, in which other components of the immune system, such 
as fragmentin, perforin and granzymes, or the CD95 (Fas/ 
Apo-1) ligand are also able to bypass regula tory check points 
of PCD to achieve apoptosis of target cells in around one 
hour (reviewed in Ameisen, 1994; Green and Scott, 1994; 
Nagata and Golstein, 1995). Our observation th at staurosporin, 
a protein kinase inhibitor that has been reported to induce 
PCD in various mammalian cells (Jacobson et al., 1994) 
failed to induce death in the epimastigotes, at least at the 
concentrations optimal in hu man cells, suggests that some of 
the cellular second messengers involved in the control of 
PCD in T. cruzi may be particular to this species. We are 
currently investigating whether cAMP, that may play an im­
portant role in the differentiation of epimastigotes into GO/ 
G1-arrested trypomastigotes (Gonzales-Perdomo et al., 1988), 
also plays a role in epimastigote apoptosis induction. During 
the course of our study, we did not detect significant death of 
trypomastigotes in conditions that induced epimastigote apoptosis. 
Experiments are in progress in order to try to specifically induce 
and analyse trypomastigote death and to explore whether 
trypomastigote survival also depends on the presence of selec­
tive extracellular signais able to suppress PCD. 

Our findings raise the important question of the nature of 
the genes that may be involved in the control of PCD in the 
unicellular eukaryote T. cruzi. ln multicellular organisms, 
some of the essential gene familias that regulate the induc­
tion or prevention of PCD have been highly conserved from 
worms (ced3 and ced9) to humans (IGE and bcl-2) , and 
some of these gene products, such as human Bcl-2 or 
baculovirus p35 remain functional when introduced in very 
distant multicellular species (reviewed in Vaux et al., 1994). 
Severa! gene products have been characterised in T. cruzi 
th at either control the ce li cycle, such as the conserved cdc2-
related kinases (Mottram, 1994), or play a role in the 
differentiation of epimastigote into trypomastigote, such as 
cAMP-responsive genes (Heath et al., 1990). The recently 
available possibility of transfecting genes into T. cruzi (Kelly 
et al., 1992) and of achieving gene knock-out should help in 
identifying functional genes involved in the regulation of T. 
cruzi PCD, and in exploring whether genes from mammali­
ans, worms, insects or virus es, that control PCD in multicellular 
organisms, may be able to exert a similar function in T. cruzi. 
Finally, our findings suggest the possibility of using the 
inducible endogenous de ath machinery of T. cruzi as a target 
for therapeutic strategies. The kinetoplastid protozoa family 
includes some of the most pathogenic protozoa, such as T. 
cruzi, T. brucei, and Leishmania, that cause Ch agas disease, 
human sleeping sickness and visceral Kala Azar, respec­
tively. Experiments are under way in our laboratory to explore 
whether PCD also exists in other strains of T. cruzi, in ether 
members of the kinetoplastid family, as weil as in other 
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unicellular eukaryotes that cause infectious diseases; and 
whether drugs already used to kill these organisms act by 
inducing apoptosis. 

The identification in a unicellular eukaryote of an intrinsic 
and regulated cell death programme that is coupled to a 
death machinery able to carry out apoptosis raises a series of 
important questions about the nature of the death machinery, 
its role and its evolutionary origin. A possible and extreme 
interpretation of our findings in T. cruzi is that they may 
represent only one particular example of a general mecha­
nism that ope rates in most- if not ali- unicellular organisms. 
If this were shown to be true, the much-debated question of 
the nature of the evolutionary constraints involved in the 
emergence of PCD (Ellis et al., 1991; Ucker, 1991; Raft, 
1992; Vaux et al., 1994) may be resolved in the following way: 
the genetically regulated ability to self-destruct in response 
to activation signais would simply represent an obligatory 
and inescapable consequence of the genetically regulated 
ability to undergo the nuclear and cytoplasmic processes that 
allow mitosis. ln such a perspective, the evolutionary origin of 
PCD would equate with the very evolutionary origin of the 
cell, and the only remaining question about PCD would 
concern the extent to which this regulated death machinery 
has been used and refined along ti me in the various diverging 
branches of the prokaryotic and eukaryotic phylogenic tree. 
The various extents to which PCD may have been used and 
refined du ring evolution could result from a balance between 
the contradictory evolutionary constraints represented by the 
potential benefits of allowing stringent regulation of ce li nu rn­
bers, differentiation, and selection of the fittest cell, and the 
potential disadvantage, in terms of competition, of allowing a 
growth advantage to a mutant endowed with a less opera­
tional or inducible death programme. ln this respect, the 
reported clonai population structure of the members of the 
kinetoplastid family (Tibayrenc et al., 1990) may have fa­
voured strategies tipping the balance towards the use of 
PCD, although evidence for sexual reproduction has also 
been provided (Tait, 1980; Kreutzer et al., 1994). 

Du ring the course of our study, a publication indicated that 
the interaction between bacteriophage viruses and infected 
bacteria may involve, in sorne instances, the setting by the 
virus of a regulation of the survival and death of the infected 
bacteria (Naito et al., 1995), suggesting the possibility of a 
form of viral gene-mediated regulation of programmed bacte­
rial death, favouring the persistance of infection in bacteria 
(Yarmolinsky, 1995). Converseiy, instances of bacterial 'al­
truistic' death response to viral infection have been reported 
(Shub, 1994). These findings could be consistent with the 
alternate possibility that the evolutionary origin of PCD post­
dates that of the first prokaryotic cells, and is specifically 
related to the progressive appearance of endogenous and/or 
exogenous genes involved in a form of host/pathogen co­
evolutionary arms race. 

Another question pertains to the evolutionary origin of the 
apoptotic phenotype of the death programme. Because both 
the cytoskeleton and the nucleus emerged in eukaryotes, 
only eukaryotic cells can express the morphological and 
biochemical features that define the apoptotic phenotype. 
During the course of our study, a publication reported the 
existence of a regulated cell death programme in the unicel­
lular eukaryote Dictyostelium, that was triggered by the 
conditions that lead to the formation by Dictyostelium of a 
multicellular organism (Cornillon et al., 1994). Since this 
death programme did not have the typical features of apoptosis, 
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it was proposed that such non-apoptotic cell deaths may 
represent the primordial form of eukaryotic programmed cell 
death, prior to the emergence of stable multicellular organ­
isms. Consistent with this view of the existence of both 
evolutionary ancient and more recent phenotypes of eukaryotic 
PCD is the observation that PCD in multicellular organisms 
does not always display the morphological and biochemical 
features of apoptosis (Clarke, 1990), i.e. the PCD of interseg­
mental muscles of the moth Manduca sexta, that occurs in 
the absence of membrane blebbing, chromatin condensation 
and DNA fragmentation (Schwartz et al., 1993). lt has been 
shown however that while neurons normally dying during 
development of the chick ciliary ganglion show a non-apoptotic 
phenotype, they can undergo typical apoptosis if afferent 
cells are removed (Schwartz, 1995). Therefore, the absence 
of an apoptotic phenotype in a given cell can be related to the 
type of signais that are inducing PCD, rather than to an 
intrinsic absence of an apoptosis effector machinery. Simi­
larly, the reported absence of a typical apoptotic phenotype 
during Dictyostelium PCD could simply be related to the 
particular in vitro differentiating treatments that were experi­
mentally used in order to induce death. Such an hypothesis 
is partly supported by the previously published observation 
th at the machinery able to carry out the nuclear components 
of apoptosis in multicellular organisms, namely the nuclear 
chromatin condensation and the DNA fragmentation into 
multiples of oligonucleosome-length fragments, appears also 
to be present in a unicellular ciliated protozoan eukaryote, 
Tetrahymena (Davis et al., 1992). Although no evidence has 
been provided that it also plays a role in cell death, this 
nuclear destruction programme is functional and is involved 
in the elimination of surnumerary old macronuclei during 
Tetrahymena conjugation (Davis et al., 1992). 

lt is still possible, however, that only sorne- and not ali -
unicellular eukaryotes have evolved effector molecules able 
to carry out apotosis. An implication of this view is that there 
may have been several independant and parallel evolution­
ary attempts towards the emergence of the components of 
the apoptosis machinery in highly divergent eukaryotes. ln 
this respect, T. cruzi, as weil as the other di genie members of 
the kinetoplastid family that are obligate parasites of two 
different hosts, have several particular features. Although 
their kinetoplastid ancestors appear to have diverged long 
before the emergence of red alguae (around one billion years 
ago), of fungi, and of the first multicellular organisms (around 
0.7 billion years ago) (reviewed in Kaiser, 1986; Field et al., 
1988; Sogin, 1991 ), the present form of T. cruzi, adapted to 
both its vertebrate and insect vector hosts, may only be 200 
million years old. lndeed, this is the period in which the first 
Diptera vector insects have been identified, 300 million years 
after the emergence of the vertebrates (Maslov and Simpson, 
1995). Therefore, even if apoptosis emerged separately in T. 
cruzi and in the more recent putative ancestors of multicellu­
lar animais, it is still possible that the origin of apoptosis in T. 
cruzi does not precede the origin of apoptosis in its verte­
brate and insect hosts, but is a consequence of the evolutionary 
pressures involved in the establishment of the complex inter­
actions between unicellular and multicellular organisms that 
allowed the emergence of parasitism. The important and 
elusive question asto whetherthe emergence of an apoptotic 
death programme in T. cruzi is directly related to its obligate 
parasite nature, could be addressed by exploring the closely 
related kinetoplastid Bodonids that include both parasites 
and free-living organisms (Maslov and Simpson, 1995). 

Whatever the answer to the question of the origin of an 
apoptotic death programme in T. cruzimight be, its existence 
raises the question of its possible role in a unicellular eukaryote. 
Our findings do not allow, at the present time, to predict to 
what extent this death programme is used in vivo by the 
parasite. Several theoretical evolutionary advantages can 
however be envisioned for the possession by T. cruzi of such 
a program, and for its regulation by extracellular signais. The 
first cou Id be a process of limitation of epimastigote numbers 
in the insect gut akin to a form of cooperative evolution, 
allowing to minimise fitness impairment of the vector, and 
hence the interruption of parasite lite cycle. Such a possibility 
would be consistent with the observation that T. cruzi has 
minimal adverse effect on its insect vector (Schaub, 1994). ln 
addition to the possible matching of the number of epimastigote 
cells to their environment, it is possible that an apoptotic 
death program in epimastigotes could lead to engulfment of 
epimastigote corpses by the vector cells present in the gut, 
thereby preventing an inflammatory response that could be 
harmful for both the host and the parasite. Although previ­
ously published scanning electron microscopy pictures of in 
vivo T. cruzi infected insect gut show T. cruzi features that 
may possibly be reinterpreted in terms of apoptosis (Bëker 
and Schaub, 1984; Zeledon et al., 1984), no inferrence can 
be made from these pictures asto the tate of the epimastigote 
cell corpses. Another potential benefit of PCD in T. cruzi 
might be to allow a stringent regulation of cell differentiation 
into a reversible arrested stage. This process of differentia­
tian in T. cruzi is similar to that of lineage commitment in 
vertebrate progenitor cells, with the important difference th at 
in multicellular organisms such a commitment is often irre­
versible, and represents a form of terminal differentiation. 
Usually, self-renewal of vertebrate progenitor cells occurs in 
the absence of lineage commitment, and differentiation oc­
curs at the expense of self-renewal. Distinct survival factors 
are involved in ensuring the proliferation of the progenitor 
and the survival of the differentiating cell (Raft et al., 1993; 
Linette and Korsmeyer, 1994). The selective survival factors 
that repress the induction of the cell death programme in the 
differentiated ce li act by coup ling survival to the developmentally 
regulated expression of defined genes and allow, in sorne 
instances by themselves, differentiation to proceed in the 
absence of additional inductive signais (Fairbairn et al., 
1993; Linette and Korsmeyer, 1994). During epimastigote 
differentiation, expression of genes specifie for the 
trypomastigote stage precedes by seve rai days the morpho­
logical changes associated with differentiation (Contreras et 
al., 1985a). The possible association of these processes of 
early gene expression with selective switches in survival 
factor requirements may ensure that only the fittest differen­
tiating cell, expressing the correct and coordonate set of 
genes required for infection of the vertebrate host, will be 
allowed to survive. The concomitant presence, in the insect 
gut, of the vertebrate preadapted GO/G1 arrested forms and 
of their proliferating progenitors may raise complex problems 
of competition and of adequate respective localisation in 
order for the infective form to optimise the possibility of being 
selectively excreted by the vector and continuing its lite cycle 
in the vertebrate host. ln this context, the coupling of PCD 
induction to a failure of epimastigote to properly differentiate 
in respolise to signais specifie for a particular insect gut 
environment may allow the exclusion of epimastigotes from 
the regions of the gut in which metacyclic trypomastigotes 
accumulate before being excreted. Published results frorr 



scanning electron microscopy of T. cruzi infected insect 
vector gut are consistent with this hypothesis, by suggesting 
the existence of local compartimentalisation between 
trypomastigotes and epimastigotes (Bôker and Schaub, 1984). 
Finally, it is not impossible that the apoptotic response of 
epimastigote to vertebrale complement attack may have 
evolved in order to benefit the invading trypomastigote. lt has 
been reported that the insect vector occasionally excretes 
epimastigotes in addition to the trypomastigotes (Zeledon et 
al., 1984). Epimastigote apoptosis in response to comple­
ment upon penetration in the vertebrale blood may prevent 
the extracellular spilling of epimastigote enzymes and anti­
gens, and the triggering of an early inflammatory response 
that could target the complement-resistant trypomastigote 
for other inflammatory and immune effector mechanisms. lt 
remains to be tested whether the consequence of apoptotic 
epimastigote ingestion by mammalian macrophages is the 
same as thal of apoptotic mammalian-cell ingestion (Cohen, 
1993; Savill et al., 1993), namely the maintenance of an 
immunologically silent state of the macrophages. 

ln summary, we have proposed the hypothesis that one of 
the crucial roles of PCD in both the unicellular and multicellu­
lar worlds may be the tight regulation of the processes of 
growth arrest and differentiation in cells with the same genoma, 
as weil as the regulation of the coexistence or mutual exclu­
sions of cells in disctinct differentiated stages. The potential 
consequences of the outgrowth of - and competition with -
PCD-defective mutants may also share sorne similarities in 
unicellular and multicellular organisms. ln multicellular or­
ganisms, one of the several benefits th at have been attributed 
to the evolutionary conservation of regulated cell death pro­
grammes is the prevention of the development of tumours. 
Mutations which allow cells to escape the environmental 
regulation of their inducible death programme also allow 
these cells to escape the environ mental regulation of growth 
and differentiation, causing the death of the organism to 
which they be long (Williams, 1991; Vaux, 1993; Harrington et 
al., 1994). Such mutations represent evolutionary dead ends 
only if they occur before reproduction of the organism has 
been achieved, namely before the soma becomes dispos­
able. ln the unicellular T. cruzi, if death of proliferating 
epimastigotes is the obligatory 'default' outcome of a failure 
to adequately differentiate into its GO/G 1-arrested 
trypomastigote progeny in response to appropriate inductive 
signais, the theoretical advantage in terms of outgrowth thal 
could be conferred to an early epimastigote mutant that 
would escape environmental regulation of its inducible death 
programme may prove to be counterselective in a similar 
way: the inability of such a proliferating epimastigote mutant 
to differentiate into the vertebrale pre-adapted trypomastigotes 
will lead to an interruption of the parasite life cycle, and 
therefore to an evolutionary dead end. Once trypomastigotes 
have been generated and have invaded theirvertebrate host, 
however, the loss of growth control in a late epimastigote 
PCD-defective mutant may lead to the death of the insect 
vector but, at thal stage, epimastigotes may be viewed as a 
form of disposable soma, and the possible late occurence of 
such mutations may then represent, as in multicellular organ­
isms, an evolutionary neutral accident. 

Further investigations on the origin, regulation and role of 
PCD and of the apoptotic death machinery in the unicellular 
world should have profound implications for our understand­
ing of the basic mechanisms underlying cell survival, 
proliferation, and differentiation. They should also provide 
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insights into the evolutionary role of regulated death pro­
grammes in the process of natural selection, and into the 
complex interactions between unicellular and multicellular 
organisms thal have allowed the establishment of parasitism. 

Materials and Methods 
Cells and culture conditions 
T. cruzi eplmastigotes 
The Y strain of I cruzi was used throughout this work as previously 
described (Ouaissi et al., 1986). Epimastigotes were cultured in glucose­
lactalbumin serum-hemoglobin (GLSH) (Ouaissi et al., 1990) supplemented 
either with 10% Mediaser (Institut J. Boy, Reims, France) or 10% heat­
inactivated letal calf serum (FCS, Boehringer Mannheim, Meylan, France) 
where indicated, and 1% gentamycin (Gentalline, Shering-Piough, Dardilly, 
France) at 270C and were maintained by weekly re-suspension (106 cells/ 
ml) in fresh medium.ln sorne experiments, epimastigotes were transfected 
as previously described with an expression vector containing the gene 
coding for neomycin phosphotransferase (ned) thal coniers resistance to 
geneticine (G418) (Kelly et al., 1992) and were used as controls in 
experiments involving G418 treatment of epimastigotes. 

Epimastigote survival and death was explored in various culture 
conditions. First, epimastigotes were maintained for two or three weeks at 
27"C in the absence of medium renewal, a procedure known to allow the 
spontaneous differentiation of the proliferating epimastigotes into the 
metacyclictrypomastigotes (Camargo, 1964; Chiari, 1975; Sullivan, 1983); 
second, epimastigotes were cultured for Iwo weeks, either at 27"C or at 
37"C; third, epimastigotes were cultured for one week at 27"C in the 
presence or absence of G418 (1.5 mg/ml, Sigma, La Verpillière, France), 
or for two days at 27°C in the presence or absence of staurosporin (1 IJM, 
Sigma); fourth, epimastigotes were incubated for 1 h at 37°C, in the 
presence or absence of human unheated serum as a source of comple­
ment orfor 10 min at room temperature in the presence or the absence of 
saponin (0.1%, ICN, Aurora, OH, USA ). Finally, seriai dilutions of 
epimastigotes (ranging from 106 to 103 cells/ml) either in GLSH supple­
mented with 10% FCS or in RPMI alone (GIBCO, Grand Island, NY, USA) 
were performed and each concentration of epimastigotes was maintained 
at 27°C for four days in the absence of medium renewal. Every two days, 
the numbers of living and dead epimastigotes were counted in an haemocy­
tometer. 

Cells 
The MOLT 4 T-cellline (ATCC, Bethesda MD, USA) was cultured at 370C 
in RPMI1640 supplemented with 10% FCS, 2 mM glutamine, 1% gentamycine 
and passaged every three days. when so indicated, cells were either 
incubatedwith G418 (1 mg/ml) orirradiated at 10 Grays, and analysed two 
days later. 

Analysis of cell death 
Six distinct methods were used in order to explore cell death. 

Optical analysis 
Epimastigotes were counted at the indicated times points in a haemocy­
tometer under the light microscope. Spheroid shaped epimastigotes that 
had lost motility were counted as dead. 

Scanning Electron Microscopy 
Epimastigote suspensions were fixed in glutaraldehyde, then in osmium 
tetroxyde medium. 100 to 300 jJI of the suspensions were filtered on a 
0.2 IJill Anopore mineral membrane. The fine mesh of the membrane filter 
acts as a firm base for the fixation of micro-organisms which can be easily 
handled, processed and observed in a Scanning Electron Microscope 
(SEM) (Seviour et al., 1984). The preparations were dehydrated through 
increasing concentrations of ethanol, soaked in an intermediate amyl 
acetate medium before the final critical point drying in co2 medium 
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(Goldstein et al., 1981 ). Alter sputter coating with gold, sam pies were 
examined in a 35-CF JEOL SEM at 15 kV. 

Transmission Electron Microscopy 
T. cruzi epimastigotes were washed twice in cacodylate butter and then 
fixed sequentially in each of the following three fixatives: (a) 1% glutaral­
dehyde in 0.05 M sodium cacodylate butter, pH 7.2 for 1 hat 4°C followed 
by three washes in butter; (b) 1% osmium tetroxide solution for 1 hat 40C 
and then three washes in distilled water; (c) a 0.5% aqueous solution of 
uranyl acetate pH 5.0, containing 50 mg/ml of sucrose, for 1 hat 40C with 
a final wash in distilled water. The specimens were dehydrated in acetone 
and embedded in araldite. Sections were eut with a diamond knife, stained 
with uranyl acetate and lead citrate, and examined with a Hitachi electron 
microscope. 

ln situ terminal deoxytransferase-mediated dUTP nick 
end labeling (TUNEL technique) 
DNA fragmentation was analysed in situ as previously described (Gavrieli 
et al., 1992) with minor modifications. Briefly, epimastigotes were settled 
on a slide, air-dried and fixed for 10 min with paraformaldehyde (4%, 
Sigma), washed with water and dehydrated with increasing concentra­
tions of methanol. SI ides were finally stored at -200C until use. The TUNEL 
protocol involves a 1 0-min preincubation period with Terminal transferase 
(TdT) butter (Boehringer Mannheim, France). Nick-end translation was 
carried out in 20J.l] final volume with Terminal transferase (1 J.l], Boehringer 
Mannheim), biotin-16-dUTP (0.5 J.l], Boehringer Mannheim) in TdT butter 
containing CoCI2 (Boehringer Mannheim). Alter a 30-min incubation 
period at 370C in a humidified chamber, parasite preparations were 
washed with RPMI supplemented with 10% FCS and incubated with 
streptavidin-fluoresceine (10 119/ml in RPMI plus FCS, BoehringerMannheim) 
for 30 min in the dark at 370C. Alter an extensive washing in PBS, prepara­
tions were mounted using an anti-fading reagent (Vector, CA, USA) and 
analysed using a fluorescent microscope (Leica, Rueil-Malmaison, France). 

Flow cytofluorometry analysis 
The percentage of apoptotic cells was quantitated by flow cytofluorometry 
analysis using the impermeant DNA intercalatant YOPR0-1 (YP) as 
previously described (ldziorek et al., in press). Briefly, 106 human cells 
(MOLT 4) or T. cruziepimastigotes were incubated with YP (10!lM) for 10 
min. Cells were immediately analyzed on a Facscan TM flow cytometer 
(Becton Dickinson, Ivry, France) using an argon-ion lasertuned to 488 nm. 
Green cell fluorescence, gated on forward and side-light scatter, was 
collected using a 525 ± 10 nm band-pass tiller and displayed using a 
logarithmic amplification. 

DNA agarose gel electrophoresis 
Qualitative analysis of DNA fragmentation was performed as previously 
described (Estaquier et al., 1994) by agarose gel electrophoresis of DNA 
ex1racted from 2 x 106 human MOLT 4 cells or 2 x 108 T. cruziepimastigotes 
to correct for genomic DNA size differences. Cell pellets were incubated in 
lysis butter (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 7.4) for 30 min 
at 4°C. The mixtures were then submitted to proteolysis (Proteinase K, 
2 llQ/ml final concentration, Boehringer Mannheim) for 2 h at 500C and 
lysates centrifuged at 18000 x gfor 30 min at 4 OC. DNA from supernatants, 
purified by the phenol-chloroform extraction method, was precipitated in 
the presence of 0.5 M NaCI (final concentration) and one volume iso­
propanol. Alter washing by 70% ethanol, DNA was air-dried, dissolved in 
10 J.l] distillated water and electrophoresed in the presence of 1 J.l] migration 
butter (40 mM Tris, 20 mM Natrium acetate, 1mM EDTA, pH 8.0 (TAE), 
50% glycerol) on 2% aga rose gel in TAE butter for 2 h at 100 V. ln another 
experiment, whose results are shown in Figure 4d, DNA was ex1racted 
from 7 x 107 T. cruzi epimastigotes by using the protocol of Medina-Acosta 
(Medina-Acosta and Cross, 1993).1n ali cases, DNA was then visualised 
under the UV light alter gel staining with ethidium bromide. 
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La maladie de Chagas est une parasitose due à Trypanosoma 

cruzi, protozoaire flagellé transmis par des triatomidés hématophages. 

Elle reste encore un problème majeur de santé publique dans les pays 

d'endémie et hors zone d'endémie puisqu'elle affecte plus de 20 millions 

de personnes. Les moyens utilisés pour lutter contre la maladie, que ce 

soit l'élimination de l'insecte vecteur, les approches thérapeutiques ou 

l'élaboration d'un vaccin n'ont pas donné de résultats satisfaisants à ce 

JOUr. 

Nous avons axé notre recherche sur certains aspects de la 

biologie cellulaire de T. cruzi, plus particulièrement la caractérisation 

des molécules qui interviennent dans la phase d'élongation de la synthèse 

protéique. Une connaissance plus approfondie du mécanisme et du 

contrôle de la synthèse protéique est indispensable pour comprendre des 

processus aussi divers que la division cellulaire, la différenciation ou le 

vieillissement. Ces approches sont un préalable à l'établissement d'une 

stratégie de lutte contre le parasite qui consisterait à inhiber sa 

multiplication ou accélérer les processus conduisant à sa mort. 

Notre recherche a consisté à poursuivre la caractérisation de 

protéines précédemment purifiées sur colonne de glutathion agarose 

(PLUMAS-MARTY et coll., 1992). Ce travail a conduit à l'identification 

et au clonage moléculaire des gènes codant pour les sous-unités 

composant le complexe EF-1. En utilisant la technique de transfection 

chez le parasite, nous avons essayé d'aborder les aspects fonctionnels, en 

particulier de la sous-unité EF-1 y. Les résultats obtenus peuvent être 

discutés en trois parties: la première concerne le complexe EF-1 ~yô, la 

deuxième le facteur EF-la et la troisièrne la mort du parasite par 

apoptose. 
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Le complexe EF -l~y8 

Le passage d'un extrait total d'épimastigote à travers une 

colonne de glutathion-agarose a permis la purification de trois protéines 

de masse moléculaire 25, 30 et 45 kDa, nommées TcGBP. Les ADNe 

codant pour les protéines de 25 et 30 kDa ont été obtenus par criblage de 

la banque d'ADNe d'épimastigote à l'aide d'un sérum anti-TcGBP. 

L'analyse comparative des séquences de ces clones, ainsi qu'une 

caractérisation immunologique ont révélé une correspondance avec les 

facteurs d'élongation EF-1~ pour la protéine de 25 kda et EF-18 pour la 

protéine de 30 kDa. 

Un criblage différentiel en utilisant le sérum anti-TcGBP et un 

sérum anti-protéine de fusion 25 et 30 kDa a conduit à l'identification de 

l'ADNe codant pour le troisième composant de 45 kDa. L'interrogation 

de la banque de donnée a montré que cette protéine correspond à la sous 

unité EF-1 y. Ainsi, les protéines co-purifiées sur colonne de glutathion­

agarose sont homologues aux sous-unités ~. y et 8 du facteur 

d'élongation EF-1 qui est présent dans le cytoplasme sous forme de 

complexe EF-1~y8 d'une part et EF-1a d'autre part. Il est surprenant 

que ce complexe ait été purifié sur colonne de glutathion étant donné 

qu'il n'existe, jusqu'à présent, aucun lien décrit dans la littérature entre 

le complexe EF -1 ~y8 et les protéines fixant le glutathion. 

Cependant, l'interrogation de la banque de donnée en utilisant 

des paramètres moins stringents, a montré l'existence d'une homologie 

de séquence entre la moitié N-terminale de TcEF-1y et certaines 

glutahion S-transférases (GSTs). Bien que le pourcentage d'homologie ne 

soit pas très élevé (30% environ) en structure primaire, il apparaît que 

les résidus impliqués dans la fixation du glutathion sont conservés. De 

plus, la comparaison des structures secondaires par analyse des 

"clusters'' hydrophobes (HCA) montre une bonne correspondance entre 

les domaines hydrophobes du domaine Nt de TcEF-1 y et les GSTs. Ces 
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observations ont également été rapportées pendant la même période par 

d'autres auteurs, qui par ailleurs, ont utilisé la séquence TcEF-ly dans 

leur analyse comparative des séquences de EP-1 y de diverses espèces 

avec celles des GSTs (KOONIN et coll., 1994). Il ressort de cette étude 

que le modèle de structure tertiaire permet de mettre en évidence, qu'en 

dépit d'un pourcentage de similarité relativement faible, le domaine de 

type GST de EP-1 y est capable de former une ''crevasse'' similaire à 

celle connue dans les structures des GSTs des différentes classes. 
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Quel peut être le rôle de ce domaine GST du facteur 

d'élongation ly? Il a été démontré que le complexe EP-laJ3y8 peut 

s'associer à la valyl-tRNA synthétase. Il est vraisemblable que le domaine 

GST de EP-ly peut réguler l'assemblage de ce complexe multiprotéique 

en déplaçant 1 'équilibre entre le glutathion (GSH), le glutathion di sulfure 

(GSSG), les groupes thiols des cystéines et les ponts disulfures des 

protéines. Il convient de rappeler que le rôle de EP-1 y n'est pas 

clairement établi. En effet, EP-la fixe l'aminoacyl-ARNt sur le site A 

du ribosome avec hydrolyse du GTP en GDP, tandis que EP-l~y8 

facilite l'échange de EF-la-GDP en EP-la-GTP. Des études 

biochimiques ont montré que 1' activité d'échange du nucléotide réside à 

la fois dans EP-1J3 et EP-18. EF-ly possède un effet catalyseur de 

l'échange et il présente in vitro une affinité pour les structures 

membranaires et la tubuline du cytosquelette, ce qui pourrait permettre 

1 'ancrage de EP -1 sur le site de la synthèse protéique dans la cellule. 

L'ensemble de ces observations suggère que EF-1 y pourrait avoir 

d'autres fonctions biologiques en plus de son rôle dans l'élongation. 

L'homologie de la partie N-terminale de EP-ly avec les GSTs 

peut apporter de nouvelles indications sur sa fonction éventuelle. Afin 

d'étudier cette fonction, nous avons transfecté les formes épimastigotes 

de T. cruzi par un vecteur permettant la surproduction de la protéine 

TcEP-ly. Le eDNA codant pour TcEP-ly a été introduit dans le vecteur 

pTEX afin d'obtenir le vecteur pTEX-TcEF-ly. Les parasites ont été 



transfectés par électroporation puis sélectionnés par leur résistance à la 

généticine. La présence du vecteur a été montrée par Southem blot, 

tandis que la surproduction de TcEF-1 y a été montrée par Northem et 

Western blot. Le niveau d'expression du gène TcEF-1y augmente de 

façon significative en utilisant des concentrations croissantes de drogue 

G418. Cette augmentation est corrélée avec celle du nombre de copies du 

vecteur. 

Nous avons tout d'abord analysé le taux de crmssance des 

parasites transfectés in vitro. Les résultats obtenus montrent qu'il n'y a 

pas de différence significative en terme de croissance entre les parasites 

de la souche sauvage et les parasites transfectés avec pTEX-TcEF-ly. Ces 

observations suggèrent qu'il n'y a pas de relation entre la surproduction 

de TcEF-1 y et le taux de croissance des parasites. Ceci est en accord avec 

les résultats rapportés dans le cas des cultures de fibroblates humains 

(SANDERS et coll., 1992). En effet, la comparaison du niveau des 

ARNm des fibroblastes en division avec ceux des cultures à confluence a 

montré que le taux des ARNm de EF-1 <X, EF-1 ~ et EF-1 y n'est pas 

influencé par un arrêt temporaire de la division cellulaire. Un niveau 

similaire de production des transcrits de EF-1 a également été rapportée 

au niveau des lignées cellulaires sensibles à l'inhibition de croissance par 

l'acide rétinoique. En effet, l'expression du gène EF-ly n'est pas 

diminuée au niveau des cellules traitées avec cet inhibiteur. 
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L'expression des différents facteurs d'élongation est coordonnée 

pour obtenir une expression optimale de chaque protéine. En effet, les 

niveaux des ARN rn de EF -1 a, ~ et y augmentent en parallèle dans les 

cultures de lignées cellulaires en comparaison avec ceux des cellules au 

sein des tissus correspondants (SANDERS et coll., 1992). Dans notre 

modèle biologique, nous n'avons introduit que l'ADNe codant pour 

TcEF-1 y ce qui a comme conséquence une surproduction de TcEF-1 y 

sans effet sur la synthèse des sous-unités associées a et ~ du complexe 

EF-1. 



Etant donné que TcEF-1 y a une affinité pour le glutathion et que 

son extrémité N -terminale possède des homologies avec les GSTs, nous 

avons recherché un phénotype éventuel en relation avec 1' activité GST 

en particulier dans la détoxication des xénobiotiques. Nous avons donc 

testé la résistance des parasites transfectés vis à vis de différentes 

drogues. Les parasites transfectés avec pTE X-TcEF-1 y et les contrôles 

sont sensibles à 1' inhibition de croissance par le nifurtimox et le 

benznidazole. Par contre, l'utilisation de la clomipramine provoque la 

mort des parasites contrôles, tandis que les parasites qui surproduisent 

TcEF-1 y résistent et se multiplient. 

147 

Le mode d'action de ces différentes drogues est différent. Le 

nifurtimox et le benznidazole génèrent des radicaux libres qui induisent 

la formation de métabolites de 1' oxygène qui sont toxiques pour le 

parasite (DOCAMPO et MORENO, 1984). T. cruzi est partiellement 

déficient en ce qui concerne les mécanismes de défense contre les 

radicaux libres (MORELLO, 1988), ce qui le rend sensible aux drogues 

utilisées dans le traitement de la maladie de Chagas. En effet, bien que le 

parasite possède une superoxide dismutase, il semble qu'il ne possède ni 

catalase, ni glutathion peroxidase. Le trypanothion constitue l'une des 

possibilités pour lutter contre le stress oxydatif. La surproduction de 

TcEF-1 y ne permet pas la résistance des parasites ce qui indique que 

1' activité éventuelle du domaine de type GST de TcEF-1 y n'intervient pas 

dans la défense contre les radicaux libres. n est à noter que la 

surproduction de la trypanothion réductase chez T. cruzi, en utilisant le 

vecteur pTEX, ne permet pas la résistance des parasites au nifurtimox, 

bien que cette enzyme soit impliquée dans la résistance au stress oxydatif 

(KELLY et coll., 1993). 

Le mode d'action de la clomipramine n'est pas bien connu. Il 

semblerait que ce composé lipophile interagisse avec les biomembranes 

ce qui altérerait la morphologie du parasite (DOYLE et WEINBACH, 



1989). La clomipramine est également un inhibiteur très puissant de la 

trypanothion réductase (BENSON et colL, 1992). Les parasites qui 

surproduisent TcEF-1 y résistent à l'action de la clomipramine, 

probablement par le domaine de type GST. En effet, la principale 

fonction des GSTs est la détoxication des xénobiotiques en catalysant la 

fixation du glutathion (GSH) sur une variété de composés lipophiles 

toxiques possédant un centre électrophile (MANNERVIK et coll., 1985). 

Les glutathion S-conjugués sont alors moins réactifs et plus polaires que 

les électrophiles initiaux. Cette meilleure hydrosolubilité leur permet 

d'être plus facilement exportés hors de la cellule. Le domaine de type 

GST de TcEF-1y pourrait conjuguer le GSH avec la clomipramine la 

rendant plus hydrosoluble, ce qui permet aux parasites transfectés de 

résister à cette drogue. 

Afin de vérifier que le domaine de type GST induit la résistance 

des parasites transfectés, nous avons cloné dans un vecteur pTEX la 

moitié N-terminale de TcEF-1y contenant ce domaine. Cette construction 

sera utilisée pour transfecter des parasites afin de tester leur résistance à 

la clomipramine. TI se peut cependant qu'aucune résistance ne soit 

constatée, car le domaine N-terminal de type GST nécessite peut-être la 

présence de la moitié C-terminale pour être fonctionnel. Cependant, une 

observation intéressante a été faite chez le champignon Emericella 

nidulans. En effet, le facteur EF-1 y d' E. nidulans consiste en une 

protéine de 215 acides aminés qui correspond à la taille des GSTs, 

contrairement aux autres cellules eucaryotes où le polypeptide EF-1 y est 

composé de 411 a.a .. Ce polypeptide de 215 a.a. est par ailleurs très 

homologue aux GSTs (KOONIN et coll., 1994). Ce champignon n'a donc 

pas besoin de la moitié C-terminale pour que EF-1 y soit fonctionnelle, 

que ce soit au niveau de la synthèse protéique ou pour une autre fonction 

éventuelle comme l'activité GST. Il a également été observé par d'autres 

auteurs et par nous même que EF -1 y est très sensible aux attaques 

protéolytiques au niveau de sa large zone centrale polaire et qu'il se 

fragmente spontanément (JANSSEN et MÜLLER, 1988b; MOMOI et 
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coll., 1993; MAESSEN et coll., 1987). Ceci pourrait permettre la 

libération des extrémités N-terminales qui formeraient des dimères à 

l'image de ce qui est observé dans le cas des sous-unités monomèriques 

des GSTs (REINEMER et coll., 1992). 
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L'activité GSTs a été testée sur le mélange élué à partir de la 

colonne de glutathion agarose contenant les sous-unité a, ~ et y de EF-1 

(PLUMAS-MARTY et coll., 1992). Une faible activité a été démontrée 

(70 nmoles/min/mg) en utilisant comme substrat le 1-chloro 2, 4-

dinitrobenzène (CDNB). Cette activité est similaire à celle obtenue par 

YAWETZ et AGOSIN (1981) avec une protéine de 37 kDa purifiée 

après différentes étapes chromatographiques et qui reste la seule donnée 

concernant les GSTs chez T. cruzi. Afin de vérifier l'activité 

enzymatique de TcEF-1 y en relation avec l'activité GST, nous avons 

sous-cloné le eDNA correspondant dans un vecteur d'expression fort 

(vecteur pQ). Ce vecteur permet d'obtenir la protéine TcEF-1y 

contenant 6 histidines en partie Nt ce qui permet sa purification sur 

colonne de nickel. Malheureusement, la protéine TcEF-1 y obtenue 

précipite dans les tampons aqueux habituels. Elle n'est soluble que sous 

forme dénaturée dans un tampon contenant différents détergents, ce qui 

rend impossible les tests d'activité enzymatique. EF-1 y d'Artemia sa/ina 

possède les mêmes propriétés hydrophobes et ne peut être obtenue 

soluble qu'en présence de détergents ou en association avec EF-1~ 

(JANSSEN et MÜLLER, 1998b). Ce dernier moyen pourra être utilisé 

pour tester 1' activité GST en mélangeant TcEF-1 y et TcEF-1 ~' avec pour 

témoin de réaction TcEF-1~ seul. 

Cette fonction GST éventuelle de EF-1 y pourrait jouer un rôle 

dans la résistance des tumeurs humaines. En effet, une augmentation de 

la transcription de EF -1 y dans les tissus cancéreux du pancréas en 

comparaisqn avec les tissus normaux a été observée (LEW et coll., 

1992). Des résultats similaires ont été rapportés dans le cas de l'adénome 

et le carcinome du colon, ainsi que dans les carcinomes gastriques et 



oesophagiens (MIMORI et coll., 1996). Parallèlement, une surproduction 

des GSTs a été observée dans quelques tumeurs cliniques comparées aux 

tissus seins environnant (MORGAN et colL, 1996). Une corrélation entre 

la résistance aux drogues et la surproduction des GSTs a été démontrée 

dans divers types cellulaires, en particulier les cellules de carcinome du 

colon (PETER et ROELOFS, 1992). La surproduction de EF-1 y qui 

exprimerait une activité GST dans les cellules tumorales est susceptible 

d'augmenter la résistance de ces cellules aux drogues anti-tumorales. 

Ainsi, la recherche d'inhibiteurs d'enzymes intervenant dans les 

mécanismes de détoxication doit non seulement prendre comme cible les 

GSTs, mais devrait tenir compte de l'existence de cette cible potentielle 

que représente TcEF-1 y. 

Le facteur E F-la 
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Nous avons complété la caractérisation de EF-1 par l'étude de la 

sous-unité a. Le clonage du gène codant pour EF-1a a été réalisé en 

criblant la banque génomique à l'aide d'une sonde obtenue après 

amplification par PCR de l'ADN génomique de T. cruzi en utilisant deux 

oligonucléotides spécifiques de EF-1a de Trypanosoma brucei. L'ADN 

génomique des clones positifs a été sous-cloné dans le vecteur PUC 18 

puis séquencé. L'alignement de TcEF-1a avec les séquences EF-1a 

d'autres espèces a révélé un très haut degré de conservation. En effet, 

l'homologie est de 99,5 %avec EF-la de T. brucei et 92 % avec EF-1a 

humain. Le facteur d'élongation EF-1a est l'une des protéines les plus 

conservées et est souvent utilisée dans les études phylogénétiques. Par 

exemple, chez les mammifères, EF-1a humain est identique à EF-1a du 

lapin et ne diffère que d'un seul acide aminé avec EF-1a de la souris et 

du hamster. Cette identité importante s'explique par la conservation des 

sites actifs en particulier les sites de fixation du GTP/GDP, les domaines 

d'interaction avec l'ARNt et la ~-actine (RIIS, 1990) ainsi que les sites de 

modifications post-traductionnelles (MERRICK, 1992). 



La séquence de TcEF-la possède en outre dans ces extrémités 5' 

et 3' non-codantes une séquence nucléotidique répétée qui se compose 

d'une série de 7 (T-C) et 7 (T-G). Nous ne connaissons pas le rôle de ces 

séquences chez T. cruzi. Cette succession de bases pyrimidine et purine 

stabilise la conformation Z de l'ADN (WANG et coll., 1979). Ces 

conformations peuvent jouer un rôle dans la régulation de 1 'expression 

des gènes (NORDHEIM et RICH, 1983). 

Nous avons testé la réactivité d'un sérum de lapin anti-EF-la 

d'Artémia salina sur un extrait total d'épimastigote. Ce sérum reconnaît 

une bande à 54 kDa. Afin d'obtenir un séntm anti-TcEF-la, nous avons 

sous-cloné le produit de PCR de 900 pb codant pour les 303 acides 

aminés N-terminaux de TcEF-la dans le vecteur pQ32. Le sérum anti­

EF-la d'Artemia salina reconnaît la protéine de fusion correspondante. 

Nous avons obtenu un sérum anti-TcEF-laNt après immunisation de 

souris avec la protéine de fusion. Ce sérum révèle une protéine de même 

masse moléculaire que celle reconnue par le sérum anti-TcEF-la 

d'Artemia salina, à la fois sur l'extrait total d'épimastigotes, de 

trypomastigotes et d'amastigotes et également sur l'antigène de 

Leishmania donovani. 

Par ailleurs, nous avons recherché l'existence d'une éventuelle 

réaction croisée entre TcEF-la et EF-la humain. Ainsi, des sérums de 

patients chagasiques en phase aiguë, testés par la technique du Western 

blot, montrent une réactivité vis à vis de la protéine de fusion TcEF­

laNt. Ces résultats préliminaires montrent la présence d'anticorps anti­

TcEF-la dans les sérums des malades. La contribution éventuelle de ces 

anticorps dans les phénomènes auto-immuns observés dans la maladie de 

Chagas nécessite d'autres investigations. 

Les épimastigotes en culture présentent une phase de croissance 

logarithmique avec une multiplication exponentielle des parasites suivie 

d'une phase stationnaire où les parasites ne se divisent plus. Cette 
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dernière phase s'accompagne de la différenciation d'une fraction des 

épimastigotes en trypomastigotes métacycliques infectants tandis que la 

majorité des épimastigotes meurent. Nous avons montré que la mort des 

parasites possède les caractéristiques biochimiques et morphologiques de 

l'apoptose observée chez les organismes pluricellulaires. La localisation 

de TcEF1-a au cours de la croissance du parasite in vitro a été étudiée 

par immunofluorescence en utilisant le sérum an ti-EF -1 a. Cette 

localisation est cytoplasmique dans les formes jeunes de la phase 

logarithmique avec une intensité de fluorescence importante qui diminue 

en fonction de l'âge des parasites. La synthèse protéique ayant lieu dans 

le cytoplasme des cellules, la localisation cytophysique de TcEF-1a n'est 

pas surprenante. 

En revanche, dans le cas des épimastigotes de la phase 

stationnaire dont l'aspect morphologique ressemble à des parasites en 

apoptose, la localisation de TcEF-1a est nucléaire. De plus, ces formes 

sont souvent binuclées ce qui indique l'anêt de la cytokinèse. Afin de 

confirmer que la localisation nucléaire est bien en relation avec les 

processus d'apoptose, les parasites ont été traités avec la généticine qui 

induit 100 % de mort. Dans ce cas, un fort signal est observé dans les 

noyaux parasitaires. Cette localisation nucléaire est surprenante compte 

tenu du lieu de la synthèse protéique, mais a déjà été observée dans 

d'autres modèles, comme les oligodendrocytes de souris, des cellules de 

l'algue Nitella pseudoflobellata ou des cellules d'Artemia salina 

(COLLING et coll., 1994; BARBARES et coll., 1995; JANSSEN et coll., 

1994 ). Cependant, aucune corrélation entre la localisation nucléaire et la 

sénescence n'a été observée auparavant. La fonction de EF-1a nucléaire 

n'est pas déterminée, mais nous pouvons envisager qu'elle interviendrait 

dans la transcription des gènes. En effet, les équivalents de EF-1a et EF-

1~ chez les procaryotes, EF-Tu et EF-Ts forment des complexes avec la 

réplicase Q~ responsable de la réplication de l'ARN du phage QJ3 d'E. 

coli (BLUMENTHAL et coll., 1972). De plus, ce complexe stimule la 

synthèse des ARNr (TRAVERS, 1973). Ces résultats et nos observations 

sont en faveur d'un rôle possible pour EF-la au niveau de la régulation 
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de la transcription. Dans le cas de T. cruzi, cette régulation pourrait 

intervenir dans l'expression de certains gènes qui seraient impliqués dans 

le contrôle de la mort cellulaire programmée. 

L'implication de EF-1 a dans le vieillissement des cellules 

eucaryotes a été rapportée au niveau des fibroblastes humains en culture. 

En effet, il a été observé que la quantité de EF-1a ainsi que son activité 

catalytique baissent dans le cas des fibroblastes âgés, alors que ces deux 

paramètres restent constants chez les fibroblastes immortalisés 

(CAVALLIUS et coll., 1986). D'autre part, la surexpression de EF-1a 

chez la drosophile augmente sa longévité (SHEPHERD et coll., 1989) et 

rend plus susceptible à la transformation les fibroblastes de mammifères 

(TATSUKA et coll., 1992). Si l'hypothèse d'un rôle éventuel de EF-1a 

dans le contrôle de l'expression des gènes impliqués dans la mort 

cellulaire est vérifiée, il est raisonnable de penser qu'un dérèglement du 

mécanisme de contrôle pourrait entraîner l'immortalisation des cellules. 

Ceci pourrait être rapproché des expériences de transfection de EF-1a 

qui entraîne une augmentation de la longévité chez la drosophile ou la 

transformation des fibroblastes. Des expériences de transfection des 

épimastigotes avec le vecteur pTEX contenant le gène TcEF-1a 

pourraient constituer un modèle intéressant pour étudier le rôle de 

TcEF-1 a dans le contrôle de la mort des parasites par apoptose. 

La mort cellulaire pro~:rammé e 

Le cycle de T. cruzt passe par trois stades distincts, les 

épimastigotes, les trypomastigotes et les amastigotes et par deux hôtes 

différents l'homme et l'insecte vecteur. Nous avons décrit pour la 

première fois que la différenciation in vitro pendant la phase stationnaire 

du stade épimastigote prolifique en trypomastigote non prolifique 

s'accompagne de la mort massive des épimastigotes. Cette mort cellulaire 

possède les. caractéristiques morphologiques nucléaire et cytoplasmique 

de l'apoptose. La mort des épimastigotes peut être accélérée ou inhibée 
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suivant les conditions de culture ou la densité de parasite, ce qui indique 

que des signaux extracellulaires interviennent dans ce phénomène. Ces 

signaux peuvent provenir des parasites eux-mêmes puisqu'une culture à 

faible densité entraîne la mort des parasites, mais également du milieu de 

culture. En effet, dans certaines conditions de culture sur phase solide, 

contenant du glucose et de l'hémoglobine, les signaux provenants du 

milieu sont suffisants pour permettre le clonage par dilution limite d'un 

seul parasite qui se multiplie ensuite. 
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La mort par apoptose n'est pas systématiquement corrélée avec 

la différenciation en trypomastigote. Elle peut être induite par une 

agression immunologique médiée par le complément ou par la 

généticine, inhibiteur de la synthèse protéique. L'utilisation d'un agent 

non physiologique tel que la saponine, induit la mort des parasites non 

plus par apoptose, mais par nécrose qui est une mort accidentelle ou 

pathologique. 

La signification du processus de mort cellulaire programmée 

(MCP) chez un eucaryote unicellulaire doit être élucider. La MCP est 

principalement liée aux organismes multicellulaires. L' apoptose est une 

forme particulière de MCP qui s'accompagne de modifications 

caractéristiques de la morphologie et de la physiologie cellulaire 

(lobulation de l'enveloppe nucléaire, condensation et dégradation de la 

chromatine par attaque des liens intemucléosomiques, fragmentation du 

noyau, puis de la cellule) (SOLARY et coll., 1993). La MCP remplit de 

multiples fonctions. Elle a notamment un rôle morphogénétique et un 

rôle homéostatique. Chez le nématode Caenorhabditis, un nombre fixe de 

cellules meurt pendant le développement d'un hermaphrodite. De 

nombreuses cellules périssent pendant la métamorphose des insectes et 

des amphibiens (ELLIS et coll., 1991). Chez les vertébrés, la MCP 

contribue au modelage des membres ainsi qu'à la maturation du système 

nerveux. Elle élimine ainsi les cellules qui peuvent nuire à l'organisme, 



comme celles dont l'ADN est endommagé, celles qui deviennent 

tumorales et les lymphocytes qui produisent des auto-anticorps. 

La nature de la MCP n'est pas encore connue, mais une 

hypothèse consiste à considérer la MCP comme une mitose avortée 

(UCKER, 1991). Dans beaucoup de cas, le choix entre mitose ou suicide 

se fait après que la cellule a franchi un point du cycle mitotique que l'on 

appelle point de restriction ou point R. Une fois franchi ce point, la 

cellule prépare activement la division, à moins que des facteurs internes 

ou externes ne l'obligent à réaliser une mitose abortive qui provoque sa 

destruction. Cette hypothèse est renforcée par le fait que l'apoptose peut 

être induite par certains gènes qui interviennent dans le contrôle de la 

mitose des cellules de mammifères. Ainsi, si les effecteurs de la MCP ont 

en commun des composants du cycle cellulaire, toute cellule ayant la 

capacité de proliférer possède en elle les effecteurs de la mort et il serait 

de même pour les organismes unicellulaires comme T. cruzi. 

Chez ce parasite, la différenciation in vitro des épimastigotes en 

trypomastigotes qui s'accompagne de la mort par apoptose des 

épimastigotes non différenciés pourrait mimer le cycle de développement 

du parasite chez l'insecte vecteur. Une étude plus fine des stades de 

développement chez le vecteur permettra de confirmer l'existence de la 

MCP des épimastigotes in vivo. Le rôle de l'apoptose des épimastigotes 

in vivo pourrait être la limitation du nombre de parasite chez l'hôte 

vecteur afin de ne pas le fragiliser. En effet, si le vecteur venait à 

mourir ceci pourrait interrompre le cycle de vie du parasite. Pendant la 

différenciation des épimastigotes, l'expression de gènes spécifiques pour 

le stade trypomastigote précède de quelques jours les changements 

morphologiques associés à la différenciation (CONTRERAS et coll., 

1985). Les épimastigotes reçoivent donc des signaux qui leur donnent le 

choix entre la mort ou la différenciation. La mort des épimastigotes 

permettrait la survie des trypomastigotes qui expriment les gènes 
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nécessaires à l'infection de l'hôte vertébré et les gènes inhibiteurs de 

1' apoptose. 

Si 1' apoptose est une mitose avortée qui fait intervenir le cycle 

cellulaire, les trypomastigotes, formes non réplicatives, ne peuvent pas 

recevoir les mêmes signaux qui induisent la mort des épimastigotes. Les 

trypomastigotes se retrouvent dans les déjections de l'insecte, déposées 

sur la peau. Quelques épimastigotes peuvent être présents parmi les 

trypomastigotes, mais ils pourraient alors être éliminés une fois dans la 

circulation sanguine par le complément, alors que les formes 

trypomastigotes qui sont résistantes peuvent envahir les tissus de l'hôte. 

Nous avons montré in vitro que le complément induit également 

1' apoptose des formes épimastigotes sans affecter les trypomastigotes. 

L 'apoptose in vivo en réponse au complément pourrait prévenir la 

libération d'enzymes et d'antigènes d' épimastigotes et ainsi éviter une 

réponse inflammatoire précoce qui pourrait alors prendre pour cible les 

trypomastigotes par d'autres mécanismes effecteurs de l'immunité. Il 

reste cependant à tester si l'ingestion d'épimastigotes apoptotiques par les 

macrophages de mammifères présente les mêmes conséquences que 

1' ingestion de cellules apoptotiques, à savoir le maintient des 

macrophages dans un état immunologiquement silencieux (SA VILL et 

coll., 1993). La MCP pourrait participer à l'adaptation optimale de T. 

cruzi aux différents hôtes en établissant un équilibre subtil qui 

permettrait de conserver la vie de ses hôtes le plus longtemps possible. 

La MCP n'est donc pas un phénomène spécifique des organismes 

multicellulaires. Elle a également été décrite chez d'autres organismes 

unicellulaires: Le parasite kinétoplastidé T. brucei rhodensiense chez le 

champignon Dictyostelium discofdeum et chez le protozoaire cilié 

Tetrahymena thermophila (AMEISEN, 1996). L'origine de la MCP est 

donc plus ancienne que l'apparition des organismes multicellulaires. Une 

hypothèse simple consiste à supposer que l'apoptose pourrait dériver de 

la mort nucléaire programmée mise en oeuvre par les protistes (DENIS 
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and MIGNOTTE, 1994). En effet, pendant la phase sexuée de leur cycle, 

certains protistes détruisent un ou plusieurs de leurs noyaux par un 

processus qui possède quelques traits communs avec l'apoptose, comme 

la condensation de la chromatine et la fragmentation de l'ADN au niveau 

des liens entre les nucléosomes, ainsi que la lobulation de l'enveloppe 

nucléaire. Bien qu'aucune évidence ne prouve qu'il joue un rôle dans la 

mort de la cellule, ce programme de destruction nucléaire est fonctionnel 

et est impliqué dans l'élimination des macronuclei surnuméraires durant 

la conjugaison chez Tetrahymema (DAVIS et coll., 1992). 
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Ainsi, chez un même organisme unicellulaire, Tetrahymena, 

l'existence des deux types de mort nucléaire et cellulaire a été 

démontrée. La recherche de gènes impliqués dans les deux processus de 

mort chez ce protiste apporterait une réponse sur l'origine de la mort 

cellulaire programmée et en particulier l'apoptose. A ce point de vu, T. 

cruzi est également un modèle biologique intéressant pour rechercher 

des gènes qui contrôlent la MCP. La faisabilité des expériences de 

transfection chez ces microorganismes est un outil puissant qui pourrait 

élucider les phénomèmes au niveau moléculaire et en particulier 

répondre à certaines questions que soulèvent nos observations notamment 

le rôle possible de EF-la dans les phénomènes de transcription. 
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