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Kéeymeé

Impliquées dans un large spectre d’activités biologiques, les protéases sont, chez
Schistosoma mansoni, fondamentales non seulement pour assurer la survie du parasite mais
aussi parce qu’elles sont capables d’interagir avec la réponse immune de ’hdte. Au cours de
ce travail, nous nous sommes intéressés plus particuliérement aux sérine protéases de ce
parasite.

Dans un premier temps, une stratégie de PCR a I’aide d’oligonucléotides dégénérés,
nous a permis d’identifier une nouvelle sérine protéase (SmSP1) dont la caractérisation
moléculaire a été abordée. Ainsi, des homologies significatives avec différentes sérine
protéases impliquées dans les cascades de coagulation sanguine, du complément et dans le
systeme kallikréine-kinine ont été mises en évidence. L’expression de la SmSP1 semble
régulée au cours du développement du parasite et sa localisation conforte ’hypothése selon
laquelle, elle serait capable d’interagir avec les systémes de régulation de I’hdte évoqués
précédemment. Malgré la sécrétion vers le milieu extérieur et/ou son expression en surface,
aucune réponse humorale n’a été détectée au cours d’infections expérimentales par
S. mansoni. Cette observation suggére une forme d’échappement a la réponse immune
développé par le parasite. Enfin, la purification de la protéihe native correspondante a été
abordée et a permis de déterminer les conditions de purification a partir de vers adultes.

Nous nous sommes intéressés ensuite, a la seule sérine protéase caractérisée chez ce
parasite, ’élastase de cercaire, connue pour sa participation active dans la pénétration des
larves chez I’hote définitif. Plusieurs études ont permis de mettre en évidence son rdle en
tant que cible chimiothérapeutique et son intérét dans la modulation de la réponse immune.
L’absence d’enzyme active génant toute approche expérimentale, nous avons exprimé
I’élastase recombinante en cellules d’insectes. L’activité enzymatique détectée montre des
résultats préliminaires intéressants.

Les purifications par chromatographie d’affinité de I’élastase recombinante ainsi que
de la protéine native correspondant & SmSP1, pourront nous permettre alors de tester leur

réle éventuel en tant que modulateur de la réponse immune ou cible thérapeutique.
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La Sehictocomiase ou Bitharzioce

écrite pour la premiére fois par Théodor Bilharz en 1851, la schistosomiase ou
bilharziose est une infection parasitaire a transmission aquatique. Cette maladie représente
la seconde endémie parasitaire dans le monde apreés le paludisme, et constitue un probléme
majeur de santé publique dans de nombreux pays tropicaux et subtropicaux. On estime en
effet 4 500 000 le nombre de personnes qui meurent chaque année des suites d'une
bilharziose. De plus, la maladie aurait également des conséquences notables sur le
développement physique et les performances intellectuelles des enfants d'dge scolaire

(Wiest, 1996).

[es agents responsables de l'infection sont les schistosomes, vers plats hématophages.
Ils décrivent un cycle évolutif indirect passant par un hote intermédiaire gastéropode d'eau
douce, et un hote définitif mammifére. Les diverses pathologies causées par les
schistosomes sont essentiellement li€es a la localisation des différentes espéces du parasite

au sein de I'hote définitif,

[a lutte contre la bilharziose est essentiellement basée sur les différents moyens
d'interrompre le cycle du parasite, a quelque stade que ce soit. Ainsi, de nombreux
organismes internationaux ont mis en place des programmes destinés a la prévention, a la
surveillance épidémiologique, au traitement et a la recherche d'un vaccin efficace. Les
recherches effectuées dans ce domaine ont déja permis de mieux connaitre le parasite, ainsi
que la réponse immune générée lors d'une infection, ce qui a conduit au développement de
différentes stratégies vaccinales. Actuellement ces stratégies s'orientent de plus en plus

vers une maitrise de la pathologie.
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Lg Schictocomiase ou Bitharzioce

l. La Pargcita

What is a parasite?

Parasites are punctual, prudent, prolific, periparturient, pampered, pandemic, particular,
pathogenic, peculiar, pecunial, pejorative, pleiomorphic, penetrating, peragrate,
perforating, periclitate, perineal, peripatetic, permeable, pernicious, perpetual, perplexing,
persevering, pertinaceous, perturbatory, pestilential, piercing, pleonastic, poisonous,
polygametic, populous, polyphyletic, practical, prevalent, problematic, profligate,
progenitive, promiscuous, prompt, propinquent, protean, proximate, provident, palpable,

punctilious, pyrogenic.

Parasites are not parsimonious, pathetic, peaceful, penitent, pessimistic, perambulatory,
pleasing, poetic, pretentious, pretty (H. Mc L.Gordon in “Biochemical Adaptation in

Parasites ).

1.1 Taxonomie

Les schistosomes (figure 1) sont des vers plats appartenant a I'embranchement des
Plathelminthes (vers plats non segmentés), a la classe des Trématodes, sous-classe des
digénes (deux hotes), a la famille des Schistosomatidae et au genre Schistosoma qui
rassemble 19 espéces. Parmi elles, cinq espéces sont des parasites de 'homme, mais trois
d'entre elles, Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium et Schistosoma japonicum,
constituent une menace plus grave pour la santé publique du fait de leur fréquence, de
I'étendue de leur distribution et de leur pathogénicité. La distinction entre les especes est
basée sur des critéres morphologiques, biochimiques, parasitologiques (localisation
géographique, hotes intermédiaires et déﬁnitifs,...) et pathologiques (localisation

tissulaire. ..).
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L9 Sehictocomiace ou Bilharzioce

Figure 1: Couple de Schistosome

Contrairement a 1'immense majorité des trématodes, les schistosomes ont des sexes
séparés et présentent un tres fort dimorphisme sexuel. Cependant, il semble que le
schistosome soit malgré tout capable d'hermaphrodisme (Bash er al/., 1990) ou de
parthénogénese (Basch ez al., 1984).

Chez le schistosome, l'accouplement est permanent, le male (long de 5 a 11
millimétres) loge la femelle (jusqu’a 20 millimetres) dans son canal gynécophore. Les
couples ainsi formés semblent alors fidéles (Tchuem Tchuenté ef al, 1996). Sans cet
accouplement, les femelles restent de petite taille et sont incapables de parvenir a maturité
sexuelle (Basch ef al., 1990). Le male n’a besoin, ni d’étre fertile, ni d’étre de la méme

espece, pour induire la maturation des femelles.

1.2 Princjpales espéces infectant I'homme

S. mansoni, S. japonicum et S. mekongi sont associés aux bilharzioses intestinales, JS.
haematobium est responsable de la bilharziose uro-génitale et S. intercalatum de la
bilharziose rectale. Les diverses pathologies sont dues a une localisation différente de
l'espece chez I'hote définitif. S. haematobium s'établit dans I'appareil uro-genital, S.
mansoni dans les veines mésentériques supérieures et S. japonicum au niveau des veines

meésentériques inférieures.
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La Sehietocomiase ou Bilharzioce

Des appariements interspécifiques au sein d'un méme hdte peuvent entrainer
l'apparition d'hybrides qui vont influencer I'hétérogénéité génétique des populations
naturelles avec des conséquences possibles sur le pouvoir infectieux. Ainsi, I'évolution de
la prévalence des porteurs hybrides entre 1984 et 1992 au Gabon est en faveur du

développement de nouvelles espéces (Richard-Lenoble et al., 1993).

1.2 Cycle paracitaire

Le cycle parasitaire (figure 2) s'effectue entre un héte définitif mammifere et un hote
intermédiaire gastéropode d'eau douce. Les mollusques-hdtes sont spécifiques de chaque
espece: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum et S. mekongi infectant respectivement
les genres Biomphalaria, Bulinus, Oncomelania et Neotricula.

La pénétration de la forme infestante du parasite, la furcocercaire (issue du
mollusque) dans I'héte définitif, commence par une étape de fixation sur la peau par deux
ventouses munies d'épines. Grice a des mouvements vibratoires et a la sécrétion d'enzymes
protéolytiques au niveau des glandes céphaliques, la cercaire va traverser les couches
supérieures de la peau en quelques minutes. Au cours de la pénétration, elle va perdre sa
queue bifide qui lui permettait de nager en quéte de son hote. Ce sont les premiéres
modifications morphologiques et biochimiques que subit le parasite, alors appelé
schistosomule.

Tout en poursuivant ses processus de maturation, le schistosomule quitte le derme, atteint
la lumiére d'une veine ou d'un vaisseau lymphatique, puis est entrainé par le flux sanguin
jusqu'au coeur et aux poumons. Le stade pulmonaire du schistosomule va durer 3 a 4 jours
durant lesquels le parasite s'étire (passant d'une longueur de 300 um a pres de 900 pm) afin
de se faufiler dans les fins capillaires pulmonaires. Par la suite, le schistosomule sera
entrainé vers les artéres mésentériques et la veine porte, jusqu'au foie, son lieu de
maturation.

Le jeune parasite va alors se différencier en schistosome et subir une maturation sexuelle.
S'il est de sexe male, il acquiert la morphologie caractéristique du schistosome male, sa
face ventrale formant un canal gynécophore dans lequel se loge la femelle. Il s'accouple

ainsi a une femelle schistosome qui peut, alors seulement, atteindre sa maturité sexuelle.
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Figure 2 : Cycle évolutif de S. mansoni
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Chez I'homme, les vers peuvent demeurer accouplés pendant plusieurs années. Les

vers appariés se déplacent ensuite a contre-courant du flux sanguin grice a leurs deux
ventouses latérales et vont gagner leur lieu de ponte. La majorité des espéces de
schistosomes infectant 'homme va se nicher dans les veines proches de l'intestin. L'espéce
S. haematobium, quant a elle, a un tropisme particulier pour le systéme uro-génital.
Les femelles matures vont produire des ceufs en continu; on estime que la femelle de
S. mansoni pond jusqu’a 300 oeufs par jour. Les ceufs sont ensuite disséminés dans divers
organes internes, notamment le foie, ou a la faveur du rétrécissement des vaisseaux
sanguins, ils se trouvent bloqués. Les ceufs sont alors la cible d’une forte réaction
inflammatoire désignée sous le terme de réaction granulomateuse. Ces granulomes sont
responsables de la pathologie liée a I’infection. Les ceufs qui parviennent a franchir les
muqueuses de l'appareil urinaire (S. haematobium) ou intestinal (S. mansoni et
S. japonicum), par la sécrétion de substances protéolytiques, sont alors excrétés dans les
urines ou les selles et ainsi libérés dans 1'eau.

Les ceufs vont alors donner naissance, quand certaines conditions de milieu sont
réunies (pH neutre, luminosité suffisante, hydrométrie, salinité modérée et température
proche de 30°C), a une forme larvaire libre, le miracidium. Celui-ci est extrémement
mobile car doté de cils vibratiles lui permettant de se déplacer en quéte de son hdte
intermédiaire, le mollusque, vraisemblablement attiré par des facteurs chimiotactiques.

A l'intérieur du mollusque, le miracidium se transforme en sporocyste primaire et
rejoint 'hépatopancréas de I'h6te intermédiaire. Il passe alors, en 3 a 8 semaines, du stade
sporocyste primaire et secondaire a celui de furcocercaire par multiplication asexuée et
polyembryonie. Un seul miracidium peut ainsi aboutir 4 la production de 100 000
cercaires. Les mollusques infestés stimulés par la lumiére et la chaleur, rejettent alors
chaque jour dans l'eau environnante des milliers de cercaires qui ne peuvent survivre plus
de 48h en attente de I'hote définitif.

L’étude des “ profils d’émergence ” des cercaires révele une ponctualité intéressante,
en effet, la forme infestante va quitter son hdte intermédiaire & une heure de la journée qui
coincide le mieux avec le moment ou son héte définitif fréquente le milieu aquatique
(Combes et al., 1993). Ainsi, les larves de S. mansoni seront libérées vers le milieu de la
journée (pic a 11h) lorsque les activités de I'homme (travail, tiches ménageres ou loisirs)
les ménent au contact de I’eau, alors que les cercaires de ’espéce S. bovis seront présentes

dans I’eau a I’heure ou le bétail vient s’abreuver (pic & 9h). Cette chronobiologie
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Lq Schistncomiase ou Bitharziose

cercarienne est génétiquement déterminée chez le schistosome et ne dépend pas de

Iactivité propre du mollusque (Théron & Combes, 1988).

1.4 Hotee dofinitife

1.4.1 Récervoire mammaliene naturele

La plupart des espéces respecte une spécificité d'hote, excepté S. japomicum et
S. mekongi qui parasitent homme et bétail. Il existe également un nombre important
d'especes zoophiles parmi lesquelles S. bovis et S. mattheei qui infectent le bétail, ce qui
entraine des pertes économiques importantes.

Certains mammiféres sont infestés occasionnellement et d'autres constituent un
authentique réservoir de la schistosomiase; ils peuvent entretenir l'infestation entre eux,
sans la présence de 'homme.

Dans le cas de S. japonicum, les réservoirs animaux ont une trés grande importance en
santé publique. Les principaux réservoirs, mise a part l'espéce humaine, sont par ordre
d'importance décroissante: les bovins domestiques, les porcs, les chiens et les rats. En
Indonésie, cing especes de rongeurs et certains animaux domestiques (vaches, buffles,
chiens et chevaux) sont parasités par S. japonicum.

Au Brésil, les rongeurs qui constituent les hotes les plus fréquents et les plus abondants de
S. mansoni peuvent transmettre l'infection, ce qui justifie des études complémentaires sur
l'importance épidémiologique.

En revanche, on ne connait pas d'h6te définitif, autre que I'homme pour S. haematobium.

1.4.2 Modélee animaux

La compréhension de la schistosomiase a été facilitée par I’utilisation de nombreux
modéles animaux de laboratoire aisément manipulables et susceptibles a ’infection. Nous
n'évoquerons ici que le cas de la schistosomiase a . mansoni.

Le hamster, considéré comme I’héte le plus susceptible a S. mansoni, est

largement utilisé en laboratoire notamment pour le maintien du cycle parasitaire. En effet,
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il assure une maturation complete du parasite et permet une obtention aisée de vers adultes
et d’un grand nombre d’ceufs viables.

La souris est également tres susceptible a ’infection par S. mansoni. Méme si elle
ne permet pas la récupération d’un aussi grand nombre de vers adultes que le hamster, elle
demeure un modéle tres utilisé et étudié en laboratoire.

Le lapin et le cobaye sont peu utilisés car méme si les vers adultes sont de taille
normale, ils ne pondent pas ou tres peu d’ceufs. Cependant, Pearce ef al. (1983) ont montré
que ce modele développait une importante résistance a la réinfection associée & une
pathologie limitée avec néanmoins une ponte d’ceufs non viables et non excrétés dans les
féces.

Le rat, hote semi-permissif, est un modele de plus en plus étudié. En effet, les
formes larvaires accomplissent leur cycle évolutif jusqu’au stade de migration hépatique
mais des la 4¢éme semaine, le rat est capable de se débarrasser des vers ainsi complétement
éliminés & la 6éme semaine. Ensuite, le rat développe une résistance a la réinfection
(Smithers ez al., 1965).

Enfin, le singe Rhésus (Macaca mulatta) et le babouin olive (Papio anubis) sont

tout deux des hotes tres susceptibles a I’infection par S. mansoni.

1.5 Biologie du parssife

1.5. 1 Métsbolieme général du schistosome

Le schistosome est un parasite sanguicole principalement hématophage. La femelle
consomme environ 1,4 millions d’hématies par jour, soit dix fois plus que le male. Les
globules rouges sont lysés et I’hémoglobine libérée est dégradée par une hémoglobinase
(Davis et al., 1987) et la cathepsine B (Gotz & Klinkert, 1983), permettant ainsi au parasite
de subvenir a leurs besoins anaboliques en acides aminés. Chez le schistosome, les
mécanismes de détoxification des composés endogénes ou exogenes restent encore
méconnus. La fonction d’excrétion des déchets est principalement assurée par les
protonéphridies qui constituent un systéme de tubules s’ouvrant sur un néphridiopore. Ce
systéme est probablement impliqué dans I’élimination des déchets issus du métabolisme de

I’azote.
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Les enzymes de détoxification exprimées par le parasite interviennent dans la protection
contre les dérivés oxydants générés par les radicaux libres issus du métabolisme cellulaire
ou €mis par le systéme immunitaire de ’hote (Callahan et al., 1988). Ainsi, ont été isolées
chez S. mansoni deux gluthation S-transférases de 26kDa et 28kDa, (Trottein e al., 1990;
Balloul et al., 1987a), dont la derniere a fait I’objet d’une étude plus détaillée grace a son
potentiel vaccinal et sera présentée ultérieurement. Ont été également caractérisées une
gluthation péroxydase (Williams ez al., 1992), ainsi que des superoxyde dismutases
(Simurda et al., 1988; Da Silva et al., 1992).

Le schistosome est également un grand consommateur de glucose qu’il stocke sous
forme de glycogene. Les vers adultes vivant dans le systéme circulatoire dégradent les
sucres par la voie de fermentation et produisent du lactate. Quant aux stades dits “ libres ”
(miracidium et furcocercaire), la production d’énergie métabolique se réalise par voie
aérobie en dégradant le glycogéne endogene via le cycle de Krebs et qui aboutit a la
production de CO2. Les schistosomules vont passer ensuite trés rapidement de ce
métabolisme aérobie a une fermentation lactique. Chez I’hote intermédiaire, le mollusque,
les sporocytes sont des anaérobies facultatifs. Leur métabolisme est ajusté selon le mode de
vie de leur hoéte.

Certaines enzymes du métabolisme glucidique ont été décrites chez S. mansoni, c’est le cas
de la G3PDH ou glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (Goudot-Crozel ef al., 1989)
ainsi que la lactate déshydrogénase et la triose-phosphate isomérase (Shoemaker et al.,

1992b), pour lesquelles des formes membranaires ont été décrites.
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1.5.2 Protéines structurales, de choc fhermigue of los
Zlycoprotéines

o Lec protéines de structure:

Pearce et al. (1986) ont caractérisé une molécule de 97kDa, la Sm 97, qui a été
ensuite identifiée a une paramyosine (Lanar et al., 1986).
Cette protéine a une structure en hélice-o et constitue le coeur des filaments de myosine.
D'autres molécules de structure, la myosine, la tropomyosine et l'a-tubuline ont également
été identifiées chez S. mansoni (Newport et al., 1987, Xu et al., 1989; Duvaux-Miret et al.,
1991). Un homologue de la chaine lourde de la B-myosine, la molécule irv-5 a été
identifiée et s'est révélée étre un candidat vaccinal majeur (Amory-Soisson e? al., 1992).
Les protéines de structure ont également été décrites comme impliquées dans l'immunité

anti-schistosome.
o Lec protéinee de choc thermique:

La synthése de protéines de choc thermique (hsp, pour "heat shock protein") peut
résulter de diverses modifications d'environnement, telles que les variations de température
et d'osmolarité rencontrées par le schistosome au cours de son cycle biologique. Les hsp
sont des composants fortement immunogéniques, bien qu'elles soient trés homologues a
celles de I'note (Newport, 1988a). Des hsp 70 ont été caractérisées chez S. mansoni et
S. japonicum (Hedstrom et al., 1987; Scallon et al., 1987), et dans le second cas, leur
implication dans la formation du granulome a été suggérée. Chez S. mansoni, une protéine
de plus petite taille (40 kDa), présente dans les ceufs et les miracidiums, a également été
identifiée comme une hsp (Nene ez al., 1986).

« Lee glycoprotéines :

L'importance des épitopes de nature glycosidique dans les infections par les
helminthes et particuliérement dans la schistosomiase, a été largement décrite. Des études a
partir d'infections expérimentales et humaines par S. mansoni, couplées a l'utilisation
d'anticorps monoclonaux ont permis de caractériser une glycoprotéine de 38 kDa (Dissous
et al., 1982; 1984) présente a la surface des schistosomules. Cet antigéne fortement
immunogénique s'est révélé posséder un épitope (protecteur) commun non seulement avec
un oligosaccharide de Biomphalaria glabrata, mais aussi avec I'hémocyanine d'un

mollusque marin (Megathura crenulata) ou KLH (pour "Keyhole Limpet Haemocyanin")
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(Dissous et al., 1986). Or il a été décrit que les structures oligosaccharidiques pouvaient
jouer un role essentiel dans l'adaptation osmotique des microorganismes (Miller et al.,
1986). 1l est donc tentant d'interpréter cette conservation de l'épitope glycanique de la
38kDa au cours de l'évolution, en terme d'adaptation du schistosome aux brusques
modifications d'osmolarité, notamment entre le stade larvaire aquatique et le stade

schistosomule dans les tissus de 'hdte définitif,

1.5.8 Le¢ protéasas et inhibiteurs de proféaces

Ce théme fera l'objet d'un chapitre ultérieur.

1.5.4 Cénoma du echiefocoma

Le génome nucléaire du schistosome comprend environ 2,7.10°pb (Simpson et al.,
1982). Il est composé de 4 a 8% de séquences hautement répétées et de 60% de séquences
présentes en copie unique. Il est particuliéerement riche en bases A et T (66%). Les
schistosomes possédent 7 paires de chromosomes autosomes et une paire de chromosomes
sexuels (ZZ pour le méle et ZW pour la femelle). Par la technique de RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA®), on ne distingue pas de polymorphisme entre les souches
d'une méme espéce isolées de zones géographiques distinctes (Simpson ef al., 1995).

Les connaissances sur le génome du schistosome sont assez fragmentaires.
Cependant, au vu du cycle complexe du parasite, impliquant de nombreux changements
morphologiques, physiologiques et biochimiques, il est admis que le génome du
schistosome doit étre particuliérement adaptatif, en terme de régulatioh de l'expression des
genes, et de réponse aux différents stress.

En dehors des génes constitutifs, on peut donc s'attendre a l'existence de deux groupes de
génes: un premier groupe régulé par le stress (thermique, osmotique ou oxydatif) et un
second régulé au cours du développement du parasite.

Cette régulation peut se traduire tout d'abord en termes d'organisation des geénes. Ainsi il a
été décrit chez S. mansoni la présence d'introns de trés petite taille (entre 30 et 50pb)
(Craig et al., 1989; Duvaux-Miret et al., 1991; Roche et al, 1994). A l'opposé, certains
genes du schistosome présentent des introns d'une taille supérieure a 3kb. C'est le cas de la
glutathion-péroxydase (Roche er al, 1994), de I'HGPRTase (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase) (Craig et al., 1989) et de la glutathion S-transférase Sm28 (Mc
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Nair ef al., 1993). Enfin d'autres genes tels que ceux codant pour des protéines de la
coquille d'ceuf (Henkle et al., 1990; Bobek et al., 1988; 1989) ou celui de la hsp 70
(Neumann et al., 1992), ne possedent pas d'intron.

Bien que les trés petits introns décrits ne présentent pas les 11 pyrimidines successives
nécessaires au mécanisme d'épissage décrit chez les eucaryotes, les séquences consensus
de jonction (GT en 5' et AG en 3') existent. D'autre part, des mécanismes d'épissage
alternatif ont été décrits (Davis ef al., 1988; Shoemaker er al, 1992a) ainsi que des
mécanismes d'épissage en trans.

Peu d'études concernent la régulation de l'expression des génes du schistosome par
des facteurs de transcription. Cependant, les régions promotrices de plusieurs geénes ont
montré des séquences homologues a des motifs de reconnaissance de facteurs de
transcription décrits chez les eucaryotes (Faisst et al., 1992). L’évaluation fonctionnelle
des différents sites décrits est actuellement limitée par ’absence de lignée cellulaire de
schistosome. Cependant, Khalife ef al. (1995) ont montré, dans un systeme hétérologue,
que le site AP1 situé dans la région 5' du géne de la calréticuline était fonctionnel in vitro.
Par ailleurs, Zemzoumi ef al. (1995) ont, d’'une part, montré I’interaction de facteurs
nucléaires de S. mansoni avec la CCAAT box décrite sur le gene de la Sm28GST et,
d’autre part, cloné la sous-unité NF-YA du facteur liant cette CCAAT box (Zemzoumi et
al., 1996). L'implication des deux CCAAT box et du site AP1 dans l'activité promotrice de

ce gene a é€té confirmée in vitro (Serra et al., 1996).
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2. Kagione endémigues

2.1 Dietribution mondiale

Les schistosomiases sont endémiques dans 74 pays et territoires sur les continents
africain, américain et asiatique. 600 millions de personnes sont exposées au risque
d'infection et 200 millions sont infectées. Les schistosomes étant exigeants vis-a-vis de
leurs hotes intermédiaires mollusques d'eau douce, les zones du globe susceptibles d'abriter
une endémie bilharzienne (figure 3) sont celles qui offrent simultanément au moins une
espece de mollusque vecteur compatible, des conditions d'hygiéne humaine déficientes
ainsi que des conditions hydriques convenables (eau douce, température supérieure a

20°C).

. S. haematobium, S. mansoni

B S haematobium

s

Figure 3 : Répartition géographique des différentes especes de schistosomes
(d’apres ’Organisation Mondiale de la Santé, 1998)
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S. haematobium est endémique dans 54 pays d'Afrique et de Méditerrannée
orientale et on estime a 90 millions le nombre de personnes infectées. S. mansoni concerne
53 pays situés en Afrique, dans la péninsule arabique, en Amérique du Sud et dans les
Caraibes. Les deux espéces sont observées simultanément dans 41 pays d'Afrique et de la
Meéditerranée orientale.

S. japonicum et S. mekongi sévissent dans 7 pays d'Asie du Sud-Est et du Pacifique
occidental. L'espece japonicum est notamment présente en Chine, aux Philippines, au
Japon et en Indonésie, alors que S. mekongi a été identifié au Cambodge et au Laos
(presqu'ile du Mékong).

§. intercalatum est quant a lui, un parasite strictement africain. Sa présence a été

détectée au Tchad, en Ouganda, au Zaire, au Gabon et au Cameroun.

2.2 Districhution dang les paye

A l'intérieur d'un pays, la schistosomiase peut avoir une distribution fort inégale.
Dans certains pays, c'est la quasi totalité de la population qui est exposée, comme en
Egypte, par exemple, ou les réseaux d'irrigation mis en place pour accroitre la production
vivriere ont intensifié la transmission sur toutes les terres irriguées par le Nil. Dans de
nombreux autres pays, la prévalence et la gravité de l'infestation varient selon les foyers,
notamment liés aux cultures de riz et de canne a sucre (Niger) ou a de nombreux petits
barrages installés dans certains villages. De plus, S. mansoni, S. haematobium, et
S. intercalatum coexistent dans plusieurs pays d'Afrique centrale et occidentale. Cette
cohabitation peut avoir plusieurs conséquences importantes (Tchuem Tchuenté ef al,
1996). Tout d'abord, elle peut exercer une influence sur I'épidémiologie du parasite. Ainsi,
l'existence d'un meécanisme de compétition entre deux espéces de parasites capables
d'infecter le méme hote peut entrainer un phénomeéne d'exclusion. Un facteur important
limitant la distribution de S. intercalatum en Afrique pourrait provenir d'une telle exclusion
entre cette espece et S. mansoni (Tchuem Tchuenté, 1995) ou S. haematobium. D'autre
part, cette compétition entre les différentes espéces pourrait en partie expliquer la
localisation différente des schistosomes africains chez leur hote humain: S. mansoni est

retrouvé dans l'intestin, S. haematobium dans la vessie et S. intercalatum dans le rectum.
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2.8 Dynamique des populations de cchicfocomes

La dynamique des populations parasitaires est complexe et n'est pas régie par de
simples regles de proportionnalité. Des facteurs liés a I'hdte, par exemple le comportement
et le statut immunitaire des populations humaines, déterminent, conjointement a des
facteurs écologiques comme la densité et le taux d'infestation des populations de
gastéropodes, hotes intermédiaires, l'importance et la distribution de la population
parasitaire dans les communautés humaines.

De plus, il apparait de nouveaux foyers endémiques dus au développement de
l'irrigation, a la construction d'innombrables petits réservoirs, au développement
d'aquaculture et enfin le flux migratoire méme des populations humaines a également
modifié la répartition géographique des aires d'endémies, on assiste donc a une
epidémiologie en constant remaniement.

On connait en effet, de nombreux exemples, partout dans le monde, ou la
construction de barrages a provoqué l'introduction ou la propagation de la schistosomiase.
Le nombre de retenues d'eau de grandes dimensions, construites chaque année, intéresse en
grande partie le continent africain, mais le nombre de lacs artificiels ne cesse d'augmenter
au Brésil et au Vénézuela et ’on observe également la construction de grands barrages en
Asie. D'aussi nombreuses constructions font peser une lourde menace en santé publique du
fait de l'extension des maladies a transmission hydrique ou autres endémies telles que le
paludisme et les filarioses. Au Ghana, par exemple, le barrage de la Volta a donné
naissance a la plus grande retenue d'eau artificielle au monde, ce qui augmenta jusqu’a
90% la prévalence de l'infestation a S. haematobium, jusqu'alors de 5 2 10% dans le bassin
de ce fleuve.

De méme, l'aménagement du delta et de la basse vallée du fleuve Sénégal pour la culture
de la canne a sucre a permis la multiplication de Biomphalaria dans les canaux d'irrigation.
La bilharziose intestinale, jusque la inconnue, s'est alors développée d'une maniere
explosive: a Richard-Toll, le dépistage des premiers cas a été réalisé en 1988, et 30 mois
plus tard, 60% de la population était atteinte.

Additionné a tous ces facteurs, le flux migratoire des populations va également
modifier la répartition géographique des aires d’endémies. Le déplacement de population
de réfugiés par exemple a des répercussions importantes sur la distribution et la

transmission de la maladie. La ou de nombreux réfugiés viennent s’installer en zone rurale
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ou a la périphérie des villes, de graves problemes de santé publique apparaissent. C’est
ainsi que S. mansoni a été introduit dans le nord-ouest de la Somalie par des réfugiés venus

d’Ethiopie.
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8. Pathologiee accocivee 3 I3
echiclosomigce

La schistosomiase est provoquée par cinq espéces de parasites présentés
précédemment. Chacune d’elles peut donner naissance a une maladie aigué ou chronique
dont la symptomatologie clinique est extrémement variable. Les manifestations cliniques
sont associées a l’intensité¢ de l’infection, a la souche du parasite, a la fréquence des
réinfections, au statut immunitaire ainsi qu’a des facteurs génétiques de I’individu infecté.
Les prévalences d’infection les plus élevées et lintensité des infections les plus
importantes sont observées chez les enfants dgés de 5 a 15 ans, le nombre d’ceufs excrétés
et lintensité des lésions diminuant au cours du temps (Lariviére, 1993). Néanmoins,
d’aprés des €tudes échographiques sur une population infectée par S. mansoni, il s’avére
que les adultes (40 a 49 ans) excrétant le moins d’ceufs sont également ceux qui ont la plus

forte prévalence de fibrose hépatique avancée (Wiest, 1996).

2.1 Manifestations clinigues

L’infestation par S. haematobium se manifeste par des troubles urinaires
(hématurie) pour 70% des sujets parasités d’une localité ou la maladie est endémique. La
gravité de ces troubles dépend principalement de lintensité de I'infection. Chez les sujets
modérément ou massivement infestés, on observe trés souvent, particuliérement chez les
enfants, des lésions trés importantes des voies urinaires pouvant aboutir 4 une uropathie
obstructive. Les granulomes bilharziens autour d’un ceuf constituent une réaction précoce
aigué, déterminant, par exemple, des ulcérations urothéliales. En phase de chronicité,
généralement chez des sujets plus 4gés, on observe plus fréquemment une fibrose et une
calcification urétérales et vésicales. Certaines lésions des voies urinaires sont réversibles
chez I’enfant et cédent au traitement, mais chez 1’adulte, les 1ésions plus importantes, avec

calcifications vésicales, ne régressent pas toujours.
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En ce qui concerne Vinfection par S. japonicum et S. mekongi, la maladie clinique en
phase aigué, ou fievre de Katayama, qui suit I’invasion par les furcocercaires, se
caractérise par une organomeégalie, de la fiévre et une éosinophilie.

S. intercalatum est moins bien connu que les autres schistosomes et est considéré
comme I’espéce la moins pathogene pour ’homme bien que responsable d’infection en
Afrique centrale et occidentale. Les lésions intestinales se limitent au rectum et au
sigmoide. On observe parfois des granulomes périovulaires dans la région portale du foie
et une hypertrophie du lobe gauche accompagne les infections massives. La fibrose

hépatique et I’hypertension portale sont inconnues dans cette schistosomiase.

8.2 Cae de I3 bilharzioce infectingle 3 S, maneconi

Les principales répercussions en santé publique sont associées aux infections
chroniques, qui conduisent a des toubles intestinaux et a une atteinte hépatosplénique.
La phase d'infestation par pénétration transcutanée de cercaires lors d'un bain en eau
contaminée d'un sujet naif se manifeste par une réaction cutanée allergique appelée
"dermatite du nageur". Puis, au bout de quelques semaines ou mois (phase de migration
des schistosomules), la phase d'invasion se manifeste par des réactions immuno-
allergiques. Apparaissent alors des troubles souvent attribués a une fatigue: fiévre associée
ou non & des symptomes tels que l'urticaire, 'oedéme, les sueurs, la toux ou des troubles
digestifs. A ce stade, on observe une hyperéosinophilie sanguine mais le diagnostic ne peut
étre affirmé que par analyse sérologique. Sans traitement, cette phase peut persister
plusieurs semaines, alors qu'elle régresse rapidement sous thérapie spécifique. Enfin,
I'installation des vers adultes dans leur site définitif et la ponte des ceufs 2 mois mininum
aprés infestation peuvent engendrer des manifestations cliniques plus tardives; c'est la
phase d'état. Les formes les plus bénignes se manifestent par une géne intestinale (forme
chronique intestinale) due a la présence des ceufs. Dans les régions a faible prévalence, les
manifestations cliniques sévéres ne concernent qu'une proportion relativement faible des
patients.
La ou la maladie a une prévalence élevée, on observe chez les sujets parasités des douleurs
abdominales, une asthénie et des diarrhées sanglantes dues au passage des ceufs au travers

de la muqueuse intestinale. Le dépot des ceufs dans les tissus entraine une réaction
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inflammatoire conduisant & la formation d'un granulome. Celui-ci est composé en majorité
d'éosinophiles et en proportion plus faible de lymphocytes T et B, de macrophages, de
mastocytes, de fibroblastes (Weinstock & Boros, 1993). L’évolution progressive de cette
réponse granulomateuse est a I’origine d'hypertension portale et de cirrhose hépatique. Une
circulation collatérale se met en place avec apparition de varices oesophagiennes dont la
rupture peut conduire a d’importantes hémorragies. L'hypertension peut étre responsable
d'une fuite du plasma sanguin dans la cavité abdominale (formation d'ascite) ou dans les

tisssus (oedemes).

2.2 Le diggnoctic

Le diagnostic de la schistosomiase peut se faire par des techniques parasitologiques,
immunologiques ou indirectes. Le choix d'une technique parasitologique pour le diagnostic
dépend de 'objectif, en effet, une méthode qualitative suffit a repérer les sujets infectés lors
d'une campagne de dépistage a grande échelle.

La technique quantitative de filtrations des urines pour S. haematobium, dans le
cadre d'une schistosomiase urinaire, suffit a mettre en évidence les ceufs du parasite. Dans
le cas de la schistosomiase intestinale, l'examen direct d'un fragment de matiéres fécales
est peu sensible; mieux vaut, pour repérer toute la gamme des helminthes et des
protozoaires parasites de l'intestin, utiliser une technique d'enrichissement (méthode de
Kato ou frottis épais sous cellophane-sédimentation, MIF (mercurothiolate-iode-formol)-
concentration). Par ailleurs, 'observation d'une hématurie macroscopique est une méthode
simple pour affirmer une infestation massive a S. haematobium chez les enfants en zone
d'endémie.

Ainsi, ces techniques permettent le dépistage de l'infection ou I'évaluation de son intensité:
infection massive au-dela de 50 oeufs de S. haematobium par 10 ml d'urine ou 800 ceufs de
S. mansoni par gramme de matieres fécales.

L'épreuve sérologique actuellement disponible repose sur la détection d'anticorps et
ne permet pas de distinguer une infection évolutive d'une infection antérieure ou d'une
réinfection. La mise en évidence et le titrage d'antigénes circulants de schistosomes, dans

le sang ou les urines, éliminent néanmoins certains inconvénients des autres techniques et
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offrent des perspectives intéressantes pour les études épidémiologiques et les programmes
de lutte.

Enfin, I'imagerie médicale telle que 1’échographie permet la visualisation et la
détection plus aisée des remaniements hépatiques ou vésicaux, mais son coiit élevé et son

absence dans des infrastructures locales limite son usage.

8.4 Cehictocomigces of co-infectione

Dans les pays en voie de développement, les schistosomiases sont fréquemment

associées a d'autres infections, aggravant ainsi le tableau clinique.

8.4.1 Sehicfocomiace of cancer

Si la schistosomiase est associée a plusieurs cancers, il y a tout lieu de penser,
d'apres des observations épidémiologiques, que les schistosomes ne sont que des agents co-
cancérogenes. Néanmoins, S. haematobium est associé au développement d'une certaine
forme de cancer vésical, ceci d'apres des études expérimentales réalisées sur des primates
(Mostapha et al., 1995).

8.4.2 Hépatite virale

Dans plusieurs pays (Egypte, Koweit et Soudan), il a été constaté que les antigénes
du virus de I'hépatite B (HBV) étaient nettement plus fréquents dans le sang des patients
hospitalisés parasités par S. mansoni, spécialement en cas d'atteinte hépatosplénique, que
chez les témoins exempts de schistosomiase. Il semble, d'aprés certaines études que
l'interaction entre I'hépatite B et l'infestation a S. mansoni détermine des troubles

hépatiques chroniques plus graves et nécessite plus souvent une hospitalisation.

2.4. 8 Infactions bactiriennes

L'association fréquente de salmonellose et de schistosomiase est connue de longue
date et l'on sait que ces bactéries disparaissent complétement aprés le traitement contre la
schistosomisase. La présence simultanée de la bactérie et du parasite détermine une fiévre

prolongée, une hépatosplénomégalie importante, une €osinophilie ainsi que la présence
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durable de salmonelles dans les hémocultures. Le traitement efficace de la schistosomiase
suffit parfois a guérir aussi la salmonellose, mais il arrive qu'une antibiothérapie soit

indispensable.

2.4.4 Virue de I'immunodéficience humaine

Jusqu'ici, I'association de la schistosomiase et de l'infection par le VIH a été
rarement signalée. Néanmoins, 1'observation d'une réactivité immunologique croisée vis-a-
vis d'un facteur infectieux du virion du VIH-1 (vif) (Khalife ef al., 1990) et d'un antigéne
de surface de S. mansoni est un argument en faveur de I'hypothése selon laquelle la
schistosomiase, qui détermine elle aussi une altération sensible de la fonction immunitaire,

pourrait modifier la sensibilité du malade au VIH et inversement.
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4. Luttec confra lee Sehicfocomicoe

Les divers aspects sur lesquels on peut mettre I’accent dans une stratégie visant a
réduire la morbidité pourraient étre I’éducation pour la santé, le diagnostic, le traitement
des cas et la promotion de I’approvisionnement en eau saine et d’un assainissement
efficace. Si I’on se donne pour objectif de limiter la transmission, il faut normalement alors
inclure la destruction des gastéropodes, hotes intermédiaires, la modification de
Ienvironnement. Les méthodes appliquées dans le cadre de ces stratégies ne sont ni
indépendantes ni propres a une stratégie particuliére; toutes contribuent, si elles sont
parfaitement gérées et mises en ceuvre selon un calendrier optimal, & réduire a la fois la
morbidité et la transmission. Enfin, les stratégies de prophylaxie médicale, associant
approche vaccinale et chimiothérapie viennent compléter les multiples approches visant a

limiter la maladie.

4.1 L'éducation pour I3 canté, gpproviciohnement en
equ of gecarniccement

L’éducation pour la santé a pour objectif de promouvoir et de renforcer des
comportements favorables a la santé, avec la participation tant de chaque individu que de
la collectivité. L objectif de cette derniére est de faire comprendre a tout un chacun que son
propre comportement, principalement les pratiques concernant I’utilisation de I’eau et le
refus de faire appel aux services de dépistage existants ou de suivre le traitement médical
prescrit est un facteur décisif dans la transmission et la manifestation de la maladie.

Un programme d’éducation pour la santé a davantage de chances d’étre efficace s’il
comporte des objectifs définis et réalistes. L’Organisation Mondiale de la Santé a publié¢ un
ouvrage visant a aider les pays concernés a élaborer un programme d’éducation pour la

santé dans la lutte contre la schistosomiase (1990).

Les techniques de communication qui sont simples, ne heurtant pas la culture locale
et tenant compte de la fagon dont la maladie est pergue dans la collectivité, sont a priori les

plus efficaces. La participation communautaire est essentielle dans tout programme de
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lutte. Une stratégie globale, incluant a la politique d”assainissement, d’une part le dépistage
et le traitement des populations infectées et, d’autre part, une éducation sanitaire des
populations infectées, a déja prouvé son efficacité a Porto Rico et en Arabie Saoudite. Mais
en raison du colt de cette stratégie et des dispositions trés difficiles a mettre en place sur le

terrain, elle n’a pu s’étendre a tous les pays concernés par la schistosomiase (Capron,
1993).

Un approvisionnement abondant en eau saine contribue, parallélement a
I"assainissement, a réduire la prévalence de la schistosomiase et & en atténuer la gravité.
Les procédés retenus doivent avoir pour objectif d’améliorer la salubrité de I’eau et de
réduire au minimum les contacts avec une eau contaminée. Il faut pour cela adopter une
approche globale qui prenne en compte I’approvisionnement en eau, 1’évacuation des
excrétats et des eaux de pluie, le drainage des eaux domestiques ainsi que les installations
pour la toilette et la lessive. Malheureusement, dans de nombreux pays en développement,
’approvisionnement en eau dans les zones rurales et urbaines souléve des difficultés pour

la mise en place des installations et de leur entretien.

4.2 Lutfe anti-vectorielle

Cette lutte vise a interrompre le cycle du parasite en intervenant au niveau du
mollusque-hdte intermédiaire. La lutte contre les gastéropodes est 1’'une des méthodes de
choix pour enrayer la transmission de la schistosomiase; elle repose sur I'utilisation de
molluscicides, chimiques ou végétaux, ou d’agents biologiques et sur I’aménagement de

I’environnement.

4.2.1 Molluscicides chimiques of végérgux

L’intérét des molluscicides dans la lutte contre la schistosomiase dépend des
conditions épidémiologiques et écologiques locales, ainsi que des ressources humaines et
financiéres disponibles. L’utilisation de molluscicides dans toute une zone, généralement
associée a l’exploitation d’un grand réseau d’irrigation, est une méthode colteuse.
L’utilisation peut se limiter a I’intérieur de collectivités ou la schistosomiase a une

prévalence élevée, cependant les contacts humains avec les eaux contaminées se faisant sur
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une vaste étendue, il est difficile de bien choisir les endroits et le calendrier de I’utilisation
des molluscicides.

Ainsi, aucun molluscicide n’a constitué une réelle innovation. Néanmoins, un seul

produit, le Niclosamide, est massivement utilisé dans les programmes de lutte. Si en
Egypte le sulfate de cuivre est encore utilisé, les sels de cuivre ont été largement
abandonnés.
Ce procédé reste néanmoins peu spécifique et doit étre renouvelé fréquemment pour
empécher une éventuelle recolonisation des sites par le mollusque. Cette stratégie, par les
risques €cologiques qu’elle suscite et par son colt extrémement élevé, est en réalité
difficilement envisageable, méme pour une application trés locale. Actuellement, des
études se poursuivent pour que ’emploi de ces produits puisse se faire a grande échelle,
sans entrainer aucun risque écologique.

En ce qui concerne les molluscicides végétaux et malgré 1’abondance des travaux
de recherche, aucun produit de ce type n’a été utilisé a grande échelle dans un pays

d’endémie.

4.2.2 Lutte biologique

L’utilisation de prédateurs de mollusques a parfois permis de lutter contre les
bulins; cependant leur utilisation dans certains foyers a été catastrophique, entrainant une
élimination de nombreuses espéces sans avoir aucun effet sur celle visée (Combes et al.,
1992).

Des compétiteurs biologiques tels que des mollusques non vecteurs ont été
expérimentalement introduits dans certains foyers, mais cette méthode, malgré quelques
essais encourageants (Porto Rico, Antilles), est limitée par leur inefficacité dans certains
écosystemes.

Ainsi, I’introduction de nouvelles espéces de gastéropodes ou le recours & toute autre

méthode de lutte biologique n’ont été recommandés dans aucune autre région.

4.2.3 Aménagement de I'environnement

Localement certaines actions ont été menées afin de modifier le biotope naturel des
mollusques (vase). Ainsi, la construction de canaux d’irrigation cimentés, I’assechement de

marécages et 1’élimination de la végétation des plans d’eau ont entrainé une diminution du
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nombre de mollusques. Ainsi, ’aménagement de 1’environnement en Chine, au Japon et

aux Phillipines a joué un role important dans la lutte contre S. japonicum.

4. 3 Prophylaxie médicale

4.5.1 Chimiothargpie

L’objectif principal de la chimiothérapie, dans la lutte contre la schistosomiase est de
prévenir ou de réduire la morbidité. Cependant, les bilharzioses n’ont jamais été trés faciles
a traiter car les premiers médicaments ont souvent été trés toxiques et peu efficaces.

A Theure actuelle, le traitement de la schistosomiase se réalise par Putilisation du
praziquantel (PZQ), il est efficace, en une ou deux prises, sur toutes les espéces de
schistosomes. C’est dire son intérét en présence d’une infection mixte ou d’un cas
réfractaire aux autres médicaments, tels que le métrifonate (Bilarcil ®), actif sur S.

haematobium, et I’oxamniquine, active sur S. mansoni.

Le PZQ (Biltricide ®) est trés actif sur une série de trématodes, dont la totalité des
especes de schistosomes pathogénes pour I’homme. Il est bien absorbé par voie orale; il
subit un métabolisme de premier passage et 80% de la dose se retrouve dans les urines,
sous forme de métabolites, dans un délai de 24 heures. Cependant, les schistosomes ne
métabolisent pas le PZQ. En raison de son action anti-inflammatoire non spécifique, le
PZQ entraine une régression des lésions viscérales peu développées. Il provoque chez le
parasite in vitro une contraction musculaire paralysante, une dépolarisation membranaire et
un influx de calcium suivi par une rupture du tégument du ver adulte entrainant une mort
rapide du parasite. Ainsi, imnmédiatement apres exposition, il se contracte, se détache des
vaisseaux sanguins ou il est fixé et se désagrégent progressivement. Il agit également, a un
moindre degré, sur les schistosomules et les ceufs en transit dans les tissus. Le PZQ est
efficace tant en phase aigué qu’en cas d’atteinte hépatosplénique importante, le nombre
d’ceufs dans les selles et les urines diminue de fagon considérable, méme si la guérison
n’est pas obtenue.

Le PZQ semble modifier le profil des antigénes de surface du schistosome, exposant

notamment certaines enzymes (la phosphatase alcaline pour S. mansoni et la glutathion S-
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transtérase de 26 kDa pour S. japonicum) qui deviennent alors plus accessibles au systéme
immunitaire (Fallon & Doenhoff, 1994; McTigue et al., 1995).

L'efficacité de ce traitement est cependant associée a de nombreux effets secondaires et,
bien que reconnue non tératogene, la prescription du PZQ est a éviter chez la femme
enceinte. D'autre part, ce médicament semble diminuer l'immunité acquise a la réinfection
(Moloney et al., 1987) et son coiit élevé en restreint 'usage en médecine de masse dans les
zones d'endémie.

Une nouvelle observation vient également porter une ombre sur l'utilisation du PZQ
comme médicament de référence contre les schistosomes; il s'agit de l'apparition d'une
population de parasites résistants a cette molécule. En effet, de telles résistances ont été
mises en évidence en laboratoire (Fallon & Doenhoff, 1994; Ismail ef al.,, 1994) ainsi que
dans certains foyers d'infection naturelle (Sénégal, Egypte) ou l'on observe un taux de
guérison plus faible (60%) suite au traitement par le PZQ (Fallon ez al., 1995). De tels
phénomenes de résistance ont également été observés pour l'oxamniquine (Fallon et al.,
1996). Une explication possible de cette résistance repose sur l'observation selon laquelle
le systéme immunitaire de 1'hote joue un role fondamental dans l'effet in vivo du PZQ sur
les parasites (Fallon ef al., 1992). En effet, on a vu que le PZQ induit une exposition de
plusieurs molécules (essentiellement des glycoprotéines) a la surface du parasite et donc au
systéme immunitaire de I'hGte. La réponse anticorps dirigée contre ces molécules agit alors
en synergie avec le PZQ. Ceci pourrait donc expliquer la résistance observée au Sénégal,
dans la mesure ou les sérums de ces patients se sont révélés €tre dépourvus de ces anticorps
anti-antigenes de surface (Redman et al., 1996).

D'autre part, une étude récente visant a établir les différences génétiques existantes entre
les souches de S. mansoni résistantes et susceptibles au PZQ a permis de mettre en
évidence une expression nettement plus importante de I'ARNm codant pour la sous-unité 1
de la cytochrome-c oxydase dans la souche résistante alors que l'activité y est plus faible
par rapport a la souche sensible (Pereira et al, 1998). Cette différence n'est pas encore
expliquée, néanmoins, cette étude révéle I'existence de modifications moléculaires entre les

deux souches qui permettront de mieux comprendre les mécanismes de résistance au PZQ.
L'oxamniquine (Vansil ®, Mansil ®) est la deuxieme molécule utilisée dans le traitement

de la bilharziose. Elle possede une activité schistosomicide sélective et variable sur S.

mansoni. Bien absorbée par voie orale, elle subit une transformation importante en
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métabolites acides inactifs, qui sont éliminés dans les urines. Bien tolérée, elle a été
largement utilisée dans les programmes de lutte en Amérique du Sud, avec de bons
résultats. Elle a une action paralysante sur le ver, provoquant ainsi son reflux dans la
circulation portale intra-hépatique ou les mailes sont détruits. Les femelles semblent
survivre mais cessent alors de pondre. Cette molécule est utilisée pour le traitement de la
schistosomiase 4 §. mansoni, tant en phase aigué qu’en cas d’atteinte hépatosplénique.
L’utilisation de ce schistosomicide a l'avantage d'étre quatre fois moins onéreuse que le
PZQ.

Cependant, quelle que soit l'efficacité d'un traitement chimiothérapeutique, celui-ci ne
prévient pas les réinfections chez les jeunes enfants, trés fréquentes en zone d'endémie.
Pour ces raisons, la lutte contre la bilharziose s'oriente désormais vers une stratégie visant a
I'élaboration d'une prophylaxie médicale basée sur l'utilisation d'un vaccin. Cette approche

vaccinale devra probablement étre associée a un traitement préalable au PZQ.

4. 2.2 Crratagie vaceinale

Complémentaires de la chimiothérapie, les stratégies vaccinales n'ont pas pour but
d'éradiquer la maladie, mais de la limiter. Dans l'infection par les schistosomes, deux
caractéristiques sont essentielles et permettent d'envisager la conception d'un vaccin anti-

bilharzien:

v Les schistosomes ne se multiplient pas dans les tissus de leur hote définitif. Une

immunité partielle non stérilisante, acquise de fagon naturelle ou suite & une vaccination,
peut donc avoir un impact considérable sur la charge en vers et donc sur l'incidence de la

pathologie et la transmission de la maladie.

v Les ceufs sont les principaux responsables de la pathologie. Ainsi, une

immunisation qui réduirait la fécondité des vers femelles ou qui diminuerait la réaction
granulomateuse autour des ceufs, accompagnée ou non par une réduction du nombre de
vers adultes, entrainerait une diminution de la morbidité des populations touchées,

limiterait les formes aigués de la maladie et contrdlerait sa transmission.

Sur la base de ces concepts, plusieurs stratégies de vaccination ont été établies; on
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note parmi elles, dans le cadre d’un vaccin vivant, I’injection de cercaires atténuées (par
irradiation) (Minard ef al., 1978; Bickle et al, 1979). Ainsi, I’injection de cercaires
irradiées permet d’induire des taux de résistance élevés associés a la production d’IFNy qui
active la cytotoxicité des macrophages a 1’égard des schistosomules (James e7 al., 1986) et
qui initie des réactions inflammatoires au niveau du poumon bloquant ainsi la migration
des schistosomules (Smythies et al,, 1992). Ce mode de vaccination protége rongeurs et
primates (Coulson, 1997) néanmoins, chez la souris, les mécanismes cellulaires effecteurs
impliqués contre le parasite au stade poumon sont plus efficaces lors d’une co-
administration de cercaires atténuées avec I’interkeukine 12 (IL-12) en tant qu’adjuvant
(Wynn et al., 1996). Néanmoins un vaccin basé sur des schistosomes vivants atténués
n’est en pratique pas réalisable chez I’homme, il peut cependant servir de modéle pour

définir des vaccins recombinants.

D’autes stratégies vaccinales ont été basées soit sur I'injection avec ou sans
adjuvant de préparations d'antigénes bruts obtenues a partir d'ceufs (SEA, Soluble Egg
Antigen) ou de vers adultes (SWAP, Soluble Worm Antigen Preparation), soit sur
I'immunisation avec des antigénes purifiés ou recombinants. Parmi les antigénes
recombinants, seuls 6 ont été retenus par 'OMS comme candidats vaccinaux contre
linfection par S. mansoni (Bergquist, 1995) (Tableau 1), cinq d’entre eux sont
intracellulaires et un seul est membranaire. Une propriété obligatoire dans la sélection
d’antigénes est qu’ils doivent étre capables de générer chez la souris une immunité qui
conduit 4 une réduction supérieure & 40% de la charge parasitaire aprés une infection

expérimentale.
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Tableau 1: Antigénes de Schistosoma mansoni a potentiel vaccinal retenus par I'OMS.
Caractéristiques et pourcentages de protection observés (d'aprés Bergquist, 1995).

Protaction (%)
Antigéne | Expreccion qu Fonction Sourie|  Rat Autre
cours du cycle
Paramyosine Adulte et protéine du muscle 39
(Sm97) (97 schistosomule
kDa)
IrV-5 (62kDa) Adulte, protéine du muscle 60-80 95 25
schistosomule et (babouin)
oeuf abouin
Sm23 (23kDa) Adulte, protéine 45-80
schistosomule et membranaire
ceuf
Sm1i4 (14kDa) Adulte et FABP (Fatty acid 65 90-100
schistosomule binding protein), (lapin)
protéine liant les P
acides gras
TPI (28kDa) Adulte, enzyme impliquée 40-50
schistosomule et | dans le métabolisme
ceuf glucidique
Glutathion S- Adulte, enzyme de 30-40 40-60 40
Transférase schistosomule et détoxification (babouin)
(Sm28GST) ceuf
(28kDa)

o La paramyogine:

Il s'agit d'une protéine de 97kDa isolée a partir d’antigénes de vers adultes.

L'immunisation de souris a l'aide de la paramyosine recombinante en présence de BCG

comme adjuvant, induit une protection de l'ordre de 39% (Pearce et al., 1988).

« La protéine IrV-5 (irradiation-acsociated vaccine antigen):

Cette protéine de 62kDa, dérivé d’une molécule de 200kDa homologue de la

myosine, a été isolée a partir d'antigénes de surface de schistosomules a 1'aide de sérums

provenant de souris vaccinées par des cercaires irradiées. Un taux élevé de protection (60 a
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80%) est obtenu chez la souris aprés trois injections intra-péritonéales ou sous-cutanées de
la protéine recombinante ainsi que chez le rat (Amory-Soisson ef a/., 1992, 1993), mais les

résultats obtenus chez le babouin sont beaucoup plus variables.

e [98m23:

La structure proposée de cet homologue d'une super-famille de protéines
membranaires de 23kDa suggere la présence de 4 domaines transmembranaires et de 2
domaines extracellulaires hydrophiles (Reynolds ef al, 1992). La Sm23 est un antigéne
protecteur puisque des expériences d'immunisation a I’aide d’un peptide synthétique
contenant les épitopes de cellules B et T conferent 45 a 80% de protection en terme de

réduction du nombre de vers chez la souris.

o L3 Smi4 ou FABP-14 (Fatty Acid Binding Protein):

Cet antigéne membranaire (Moser et al,, 1991), présent au stade schistosomule,
protége la souris a 65% et le lapin & 95%. La Sm14 de S. mansoni présente de fortes
homologies avec la protéine Fh12 de Fasciola hepatica, parasite responsable d'atteintes
hépatiques. Ainsi, 'immunisation de souris avec la protéine Fh12 protege contre I'infection
par S. mansoni (Tendler et al., 1995). De telles réactions croisées permettent d'envisager

une vaccination contre plusieurs parasites co-endémiques.

« La Triose Phosphate Isomérace (TPI):

Cette enzyme est impliquée dans le métabolisme du glucose. Elle a été identifiée a
l'aide d'un anticorps monoclonal qui reconnaissait un antigéne de 28 kDa a tous les stades
du développementr parasitaire (Harn, 1985). Cette protéine a été clonée et la TPI
recombinante présente une activité enzymatique. Chez la souris, les taux de protection

varient de 30 a 60% (Shoemaker et al., 1992b).

o LaSm2%CST:

Le candidat vaccinal le mieux caractérisé, et avec lequel les études d'immunisations
et de protections ont été les plus poussées dans le laboratoire, est une glutathion S-
transférase de 28 kDa de S. mansoni (Capron et al., 1995a).

La Sm28GST recombinante induit une immunité protectrice chez les modéles rat et
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hamster (Balloul et al., 1987a; Grezel et al., 1993), chez le babouin (Balloul ef al., 1987b;
Boulanger et al., 1991) et chez la souris (Boulanger ef al., 1991; Xu et al., 1993). Les taux
de protection conférés contre l'infection varient de 50-70% chez le rat, de 30-45% chez la
souris et 38% chez le babouin. Ces expériences d'immunisation chez les babouins et les
souris 4 l'aide de la Sm28GST recombinante ont mis en évidence un effet protecteur
différent, qui n'avait jusque-l1a encore jamais été observé: il s'agit d'une réduction de la
fécondité des vers femelles qui se traduit par une diminution des ceufs excrétés chez les
animaux immunisés, et une réduction de la charge tissulaire en ceufs (Boulanger et al.,
1991). 11 a été démontré a l'aide d'anticorps monoclonaux que cet effet était associé a
l'activité enzymatique de la Sm28GST (Xu et al., 1991). Or cette activité s'est révélée étre
portée en partie par les domaines N- et C-terminaux de la protéine (Trottein ez al., 1992;
Xu et al., 1993). Ainsi, l'utilisation du peptide C-terminal (peptide 190-211), conjugué a
l'ovalbumine, induit la production d'anticorps capables d'inhiber l'activité enzymatique de
la Sm28GST. Ainsi, on observe une réduction partielle du nombre de vers suite a une
infection expérimentale, et surtout, se traduit par une réduction marquée de la charge en
ceufs dans les tissus et de leur viabilité. La pertinence de ces observations lors d'une
infection humaine est confortée par la capacité des IgA sériques d'individus infectés a
inhiber la fécondité des couples de vers adultes maintenus en culture (Grzych ef al., 1993).

La réponse cellulaire T contre la Sm28GST joue un role important de par son implication
dans la réduction du nombre d’ceufs dans le foie et dans la diminution de la pathologie
hépatique (mesurée par le taux de collagéne contenu dans le foie des souris infectées).
Dans ce modele, les souris immunisées avec une seule dose de rSm28GST développent des
réponses CD4+ Thl et CD8+ spécifiques de l'antigéne, et les effets protecteurs peuvent
étre complétement abolis par l'administration d'anticorps anti-IFNy (Pancré et al., 1994).
Cette cytokine semble donc étre impliquée dans l'immunité protectrice obtenue apres

immunisation avec la rSm28GST.

Le clonage moléculaire des 28 GSTs de différentes espéces de schistosomes a
permis de confirmer ’effet anti-fécondité et anti-viabilité des ceufs. Les protections
peuvent étre également observées dans des systémes hétérologues (S. haematobium versus
S. mansoni). Les travaux ont encouragés I’initiation en phase I de la vaccination par la
28GST (Bihlvax). Le projet s’est essentiellement tourné vers la Sh28GST pour plusieurs

raisons. L’acquisition de la résistance est bien corrélée a une baisse de la production
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d’ceufs, la méthode de quantification des ceufs, dans les urines, est plus aisée et enfin la
schistosomiase urinaire donne l’unique opportunité de suivre par une méthode non

invasive I’évolution des lésions inflammatoires associées a 1’infection.

Une des caractéristiques principales de toutes ces molécules sélectionnées en tant
que candidat vaccinal potentiel est leur fort pouvoir d'immunogénicité (capacité de la
molécule a induire une réponse anticorps spécifique ou d'engendrer tout autre type de
réponse immune). Or selon Sher (1988) citant les propos plus anciens de Waksman, ne
vaut-il pas mieux considérer en tant que cible vaccinale des molécules parasitaires contre
lesquelles il n’existerait qu’une faible réponse voire aucune, plutét que de regarder les
antigénes reconnus par des animaux ou des patients infectés? Une molécule faiblement
immunogeéne l'est précisément parce que d'une part, son role pour la survie du parasite est
crucial et parce que d'autre part tout laisse supposer qu'elle serait sensible a une réponse
immune (Doenhoff, 1998).
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5. Raponse immune développée au
coure duyna infaction

La réponse immune développée par I’héte a fait I’objet de nombreux travaux, tant
dans le but d’¢élaborer une stratégie vaccinale que pour mieux comprendre les effets d’une
infection par S. mansoni. La réponse immune a été particuliérement étudiée chez le rat,
hdte semi-permissif, et chez la souris, hte permissif. Quant aux travaux chez I’homme, ils
consistent en des analyses épidémiologiques menées sur des populations vivant en régions

d’endémies.

5.1 Immunité Concomitante

A des degrés divers, la plupart des espéces animales développent une résistance a la
réinfection vis a vis de S. mansoni. Cette immunité est d’un caractére particulier
puisqu’elle est dirigée contre les formes larvaires d’une nouvelle infection, alors méme
qu’elle est inefficace contre les vers adultes déja présents dans I’organisme. La notion
d’immunité concomitante a été proposée par Smithers et Terry (1969) pour décrire une
immunité a la réinfection qui apparait en présence d’une infection active. Des travaux
réalisés in vivo (Smithers & Terry, 1967) ont permis de montrer que peu de temps apres
pénétration, les jeunes schistosomes acquierent a leur surface des antigénes de ’hote, ce

qui les protegent contre une réponse immune qu’ils ont eux-mémes déclenchée.

5.2 Immunité chez le rat, héfe comi-permicsif

Le mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante d’anticorps (ADCC) est un
concept qui a suivi et a complémenté I’immunité concomitante. Les jeunes schistosomules
sont susceptibles a une lyse qui fait intervenir des isotypes d’anticorps et types cellulaires

particuliers. Ces cellules pro-inflammatoires intervenant sont les macrophages (Capron et
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al., 1975), les éosinophiles (Capron et al., 1981) et les plaquettes (Joseph et al., 1983), les
anticorps anaphylactiques sont de type IgG2a et IgE (Grzych et al., 1982; Verwaerde et al.,
1987). Les interactions schistosomules-cellules effectrices via les anticorps nécessitent
I’expression de récepteurs Fc a la surface des cellules. Ce phénomeéne de cytotoxicité est a
la base de I'immunité a la réinfection décrite chez le rat. En effet, le rat est un hote semi-
permissif pour S. mansoni, le parasite n’y effectue pas un cycle complet (cf. § 1.4.2). Les
vers n’atteignant pas leur maturité, ils ne pondent pas et sont, de plus, expulsés a partir de
la quatriéme semaine. Le rat devient alors fortement résistant a la réinfection (Kigoni et al.,
1986, Capron et al, 1984). 1l a été montré que des facteurs immunologiques pouvaient
rendre compte du rejet des vers (Capron et al, 1986) ainsi que du mécanisme de la
résistance a la réinfection (Philips ef al., 1983).

De récentes études menées dans le laboratoire ont permis d’appréhender la nature
de la réponse mise en jeu dans I’immunité anti-schistosome du rat (Cétre et al, 1998).
Ainsi, la présence d’ARNm de cytokines de type Th2 (IL-4 et IL-5) (selon les profils
caractéristiques décrits par Mosmann & Coffman, 1989) a été détectée par RT-PCR lors
d’une infection primaire par S. mansoni et plus précisément avant le rejet des vers. Puis,
ces résultats ont été confirmés par 1’analyse de 1’expression des cytokines au niveau
protéique ainsi que par la nature des isotypes (IgG2a et IgGl) d’immunoglobulines
synthétisées. Enfin, les mémes approches ont permis d’étudier les mécanismes mis en jeu
lors d’une réinfection. Ces derniers ont révélé également la présence de cytokines de type
Th2 (IL-4 et IL-5) et une persistance du méme profil isotypique tout au long de la cinétique

de réinfection (Cétre et al., soumis pour publication).

5.3 Etudes immuno-épidémiologiques

Lors d’études épidémiologiques plusieurs facteurs rentrent en compte: la
prévalence de ’infection qui représente la proportion d’individus infectés 4 un moment
donné, Pincidence de I’infection qui représente la fréquence d’apparition de nouvelles
infections et I’intensité de I’infection qui mesure la charge parasitaire chez un sujet ou un
groupe d’individus.

De nombreux paramétres ne sont également pas a négliger tels que la fréquence de contact

de P’individu avec I’eau, le sexe et 1’4ge de I’individu. En effet, les femmes pour les taches
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meénageres seront plus fréquemment en contact avec 1’eau que I’homme et de plus, 1’enfant
qui joue dans 1’eau sera plus fréquemment en contact que I’adulte.

Chez I’homme, la diminution de la prévalence et de I’intensité de I’infection avec
’age, particulierement apres la puberté, prouve I’existence de I’acquisition d’'une immunité

(Butterworth et al., 1985).

La réponse humorale a ¢ét€é décrite dans de nombreuses études immuno-
épidémiologiques. Ainsi, le role des anticorps IgE dans P’acquisition d’une immmunité
protectrice a été confirmée. D’autre part, ’existence d’anticorps capables de bloquer les
fonctions effectrices d’anticorps “ protecteurs ” a été suggérée.

Ainsi, des études menées en Gambie par Hagan et al. (1991), ont montré une corrélation
négative entre ’intensité de réinfection par S. haematobium et des taux élevés d’IgE
spécifiques. De plus, des études €pidémiologiques menées sur des populations kenyanes
(Dunne et al., 1992) et brésiliennes (Rihet e al, 1991, 1992; Demeure et al., 1993)
infectées par S. mansoni ont montré que la résistance a la réinfection dépendait du rapport
entre les IgE spécifiques des antigénes parasitaires, protecteurs et les IgG bloquants. Les
premieres études réalisées au Kenya avaient révélé la présence d’autres anticorps
(d’isotype IgM) capables de bloquer la cytotoxicité dépendante des éosinophiles médiée
par les IgG. De plus, une corrélation positive entre I’intensité de réinfection et le taux
d’IgM et IgG2 spécifiques d’épitopes carbohydrates présents dans les antigénes d’ceufs a
été observée (Khalife ef al., 1986; Butterworth et al., 1987, Dunne et al., 1988). Ainsi,
I’immunité humorale protectrice chez ’homme est régie par une balance d’activité entre

anticorps effecteurs et bloquants.

De plus, chez I’homme, des phénomeénes d’ADCC mettant en jeu des IgG et des
éosinophiles contre les schistosomules ont également été décrits (Butterworth et al., 1974,
1975; Khalife ef al.,, 1989). Ces mécanismes d’ADCC contribuent, au moins en partie a
I’établissement d’une résistance a I’infection qui n’est cependant pas véritablement
efficace avant la puberté. En effet, la prévalence et la charge parasitaire atteignent des

valeurs maximales chez les enfants entre 10 et 15 ans pour diminuer chez I’adulte.

La réponse cellulaire T impliquée dans la résistance a une infection humaine a
S. mansoni a également été étudiée, et il semble qu’elle soit plutét de type Tho/2
(Couissinier & Dessein, 1995). Ceci confirme donc la nature de la réponse humorale

observée, dans la mesure ou une production IgE et une hyperéosinophilie sont directement

48



La Sehictocomiase ou Bilharziose

controlées respectivement par 1’IL-4 (Finkelman et al., 1986) et I'IL-5 (Coffman et al.,
1989).

5.4 Immunité protectrice de I courie

La souris est un hote permissif a S. mansoni, le parasite y effectue un cycle complet
tel qu’il a été décrit dans la figure 1. Ainsi, il constitue un des seuls modéles pour I’étude
de la schistosomiase notamment grice a sa manipulation aisée et propice aux protocoles
d’infestation ou de protection. La formation de granulomes semblables a ceux développés

chez I’homme en fait, de surcroit, un bon modele d’étude.

Ii semble que I’immunité protectrice chez la souris fasse essentiellement appel a des
mécanismes cellulaires indépendants d’anticorps. En effet, I’étude de la réponse cellulaire
T au cours d’une infection expérimentale a permis d’observer durant la phase précoce de
I’infection une réponse Thl qui laisse place a un profil de cytokines de type Th2 induit par
les ceufs. Cette relation entre le dépot des ceufs et la réponse Th2 est suggérée par
I’apparition simultanée d’IL-4 et d’IL-5 (Pearce et al., 1991). Ces observations ont été
confirmées lors d’une infection expérimentale monosexuée a S. mansoni, dans laquelle la
production de ces cytokines n’est pas observée du fait de 1’absence de production ceufs
(Grzychet al.,, 1991).

Néanmoins, des expériences de transfert passif de sérums provenant de souris
fortement résistantes suite a plusieurs injections de cercaires irradiées ont montré une
protection chez la souris (Mangold & Dean, 1986). Celle-ci s’est révélée dépendante des
IgG contenues dans les sérums. D’autre part, la réponse IgA sérique spécifique des
antigénes du schistosome ainsi que la production d’IgA au niveau des muqueuses
intestinales augmentent aprés la ponte des ceufs (Poulain-Godefroy et al, 1996);
néanmoins il est difficile d’évaluer ’effet de ces IgA sur I’évolution de I’infection par le

parasite.
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5.5 Stratigiee de confrile de 13 réponse immune
développées par le paracite

“ Les dialogues permanents entre un hdte qui développe des mécanismes de défense
et un parasite aux subtiles stratégies de survie font de la relation hote-parasite un concept
fascinant. Mimétisme moléculaire, leurres de la signalisation, appropriation et captures de
signaux et langage intégré sont autant de stratégies essentielles du développement d’un

véritable parasitisme moléculaire > (Capron, 1995).

L.5. 1 Mimétiema

L’existence d’un mimétisme moléculaire aussi largement répandu et aussi divers
dans son expression souléve plusieurs questions importantes. L’une d’elles concerne les
significations évolutives de ce mimétisme. Il est, a cet égard, difficile de différencier le
mimétisme moléculaire dans le contexte de convergences évolutives, notamment dans le
cas ou les deux organismes sont proches sur le plan phylogénétique tels que le schistosome
et le mollusque. Pour témoigner de la diversité des structures concernées par cette stratégie
de déguisement moléculaire, nous ne citerons que ces exemples: 1’expression par le
parasite de I’a,-macroglobuline (Damian et al., 1973), d’oligosaccharides trés conservés
comme le glycane de I’hémocyanine de lamproie (KLH) (Dissous et al., 1986; Grzych et
al., 1987) ou le trisaccharide Lewis X (Vellupillai ef al., 1994).

Enfin, nous ne pourrions terminer 1'évocation du "langage moléculaire” du parasite sans
citer la caractérisation d'un géne apparenté a celui de la POMC (Pro-OpioMélanoCortine)
(Duvaux-Miret et al, 1992) et la démonstration de la libération active d'ACTH
(adrénocorticotropine), d'a—MSH (hormones de stimulation des mélanocytes) et de la

B—endorphine.
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£.5.2 Appropriation de ejgnaux

L’une des conséquences naturelles de la capacité d’acquisition par le parasite de
molécules de 1’héte est ’appropriation dans de nombreux cas de signaux et messages de la
communication cellulaire rendue possible par I’expression chez les parasites de structures
réceptrices qui leur correspondent. Ainsi, I’influence du TNFa sur la fécondité des vers
femelles de schistosomes (Amiri ef al., 1992) suggére leur capacité a parasiter le réseau de
cytokines. De telles observations plaident en faveur de la coévolution des parasites et de la

réponse immune de ’hGte et en particuliér de la production de cytokines (Sher, 1992).

5.5.8 Lchappement § I réponse imimune

L’une de plus remarquables capacités du schistosome est celle d’interférer
directement dans les différents réseaux de la réponse immunitaire, par la libération de
molécules dotées de propriétés immuno-modulatrices. Nous citerons la démonstration de la
libération par le parasite d'enzymes protéolytiques qui clivent les IgG, juste apres leur
liaison aux récepteurs membranaires, entrainant ainsi la libération de peptides (Auriault et
al., 1982), capables d’inhiber de nombreuses fonctions macrophagiques et d’altérer
profondément leurs capacités cytotoxiques. De plus, le schistosome est également capable
d’affecter 'efficacité de la lyse médiée par la voie du complément en exprimant des
facteurs tels que le SCIP-1 (Schistosome complement inhibitor), ou des protéases
(Marikovsky et al. 1988b). L’expression de serpines (SERine Protease Inhibitor) permet
également au parasite de neutraliser certains composants de la réaction inflammatoire tels
que I’élastase de neutrophile inactivée par la Smpi56 (Ghendler et al., 1994). Cet aspect

d’échappement a la réponse immune sera exposé ultérieurement.
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cours de ce chapitre intitulé “ Schistosomiase ou Bilharziose ” nous avons abordé
les caractéristiques de cette infection parasitaire, les différents moyens de lutte développés
contre cette endémie ainsi que la réponse immune engendrée par I’hdte et les mécanismes

d’échappement développés par le parasite lui-méme.

de nombreuses reprises le role des protéases du schistosome a été suggéré. En
effet, ces molécules jouent un role fondamental pour la survie du parasite en assurant
notamment 1’invasion de 1’hOte, sa migration et ses besoins nutritionnels. Outre ces
activités protéolytiques, les protéases du schistosome sont impliquées dans des
phénomenes d’échappement a la réponse immune. Aussi, nous nous sommes
particulierement attachés a 1’étude de ces molécules, dont de nombreuses ont été
caractérisées au cours du cycle évolutif du parasite. Ainsi, ce second chapitre abordera le
role, la fonction et la régulation des protéases impliquées dans de nombreux processus
biologiques décrits chez les mammiféres. Puis nous étudierons I’intérét de telles enzymes

dans le monde parasitaire et plus particuliérement chez S. mansoni.
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I. Lec proféaces; définifion, rélec et
fonctions

1.1 Nomenclafure

On regroupe sous le terme “protéase” a la fois les exoprotéases et les
endoprotéases. Les exoprotéases ou peptidases sont des enzymes capables de cliver un ou
deux acide(s) aminé(s) en fin de chaine polypeptidique, tandis que les endoprotéases ou
protéinases clivent au sein d’une chaine polypeptidique (Barett, 1997). Cette classification
présente ’avantage d’étre claire et utile, néanmoins elle n’exclut pas la possibilité de trouver
une endoprotéase a activité exoprotéasique et de mettre en évidence une activité

endoprotéasique pour une exoprotéase dans le cas de substrat de faible poids moléculaire.

1.1.1 Le¢ axoprotéases

Les exoprotéases peuvent étre aisément séparées en deux sous-familles, selon qu’elles
catalysent I’hydrolyse de la chaine polypeptidique en N- ou C-terminal. Parfois, ces enzymes
sont nommeées selon ’acide aminé qu’elles clivent (“ leucine aminopeptidase ™). Elles sont
spécifiques d’un seul ou, parfois de deux acide(s) aminé(s), ainsi elles portent le nom de
“ dipeptidyl peptidases ™.

Les peptidases jouent notamment un role dans la digestion de peptides préalablement

coupés par des endoprotéases.

1.1.2 Les endoprotéasas

Les endoprotéases (tableau 2) sont divisées en 4 sous-familles dénommées par les
acides aminés constituant leur site catalytique. Ainsi, on définit les métallo, thiol ou

cystéine, carboxy ou aspartyl et les sérine protéases.
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Tableau 2:

Les endoprotéases

Enzyme Sita getif Fonction Exemple
Meétalloprotéase | Présence d’un cation ¥ Localisation Collagénases
(métallique) divalent, au | fonctionnelle Elastase de macrophage
niveau du site actif, extracellulaire
impliqué dans la liaison | ¥ Dégradation de la
au substrat matrice extracellulaire
(collageéne ou élastine),
remodelage tissulaire
Thiol ou cystéine | Présence d’une cystéine | ¥ Catabolisme protéique | Papaine
protéase impliquée dans la liaison | dans les systémes Cathepsines B
au substrat lysosomaux Caspases (mort cellulaire
apoptotique)
Aspartyl ou Deux acides aspartiques | ¥ Action intracellulaire Cathepsines D, E
Carboxy protéase | dans le site actif (lysosomes) et Protéase du VIH
extracellulaire
Sérine protéase |Présence d’une sérine (S)| ¥ Coagulation sanguine et | Facteur de coagulation,

dans la triade d’acides

aminés constituée d’une
histidine (H), d’un acide
aspartique (D) et de (S)

fibrinolyse
¥ Enzymes digestives

¥ Composantes de la

activateur de plasminogéne

Trypsine et chymotrypsine.

Sérine protéases granulaires

réponse immune, (NK, cellules T
cytotoxicité cytotoxiques), élastase de
neutrophile et cathepsine G

La famille des métalloprotéases est nommée ainsi en référence au cation divalent

présent au niveau du site actif et dont la fonction est la liaison au substrat. Les thiol ou

cystéine protéases possédent une cystéine en chaine latérale impliquée dans la liaison au

substrat. La nomenclature des aspartyl ou carboxy peptidases provient des deux acides

aspartiques présents dans le site actif. Enfin, les sérine protéases doivent leur nom a I'un

des trois acides aminés (histidine (H), acide aspartique (D) et sérine (S)) constituant le site

actif. La sérine présente en chaine latérale est indispensable a la liaison au substrat.

Néanmoins, le site catalytique de ces enzymes est constitué d’une triade d’acides aminés
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dont _le rapprochement tri-dimensionnel contribue a la formation d’une “ poche ” catalytique
(Kraut, 1977).

Les sérine protéases sont tres largement répandues et constituent la classe d’endoprotéase la
plus importante et possedent des fonctions trés variées. Ainsi, les sérine protéases
interviennent dans la coagulation sanguine, 'activation du complément et la digestion, elles
sont également retrouvées dans les produits de sécrétion de cellules inflammatoires comme
Iélastase de neutrophile et les protéases de lymphocyte T cytotoxique. Les sérine protéases
sont parfois divisées en sous-familles regroupant des enzymes homologues d’un point de

vue de leur séquence, la plus importante étant la super famille des trypsines.

Cette nomenclature décrite n’est pas restrictive, aussi parfois est-il plus simple de
nommer une protéase en fonction du substrat qu’elle peut dégrader. Ainsi, on parle
“ d’élastase ” de neutrophile et de macrophage, enzymes capables de dégrader notamment
I¢élastine, alors qu’elles appartiennent respectivement a la famille des sérine protéases et des

métalloprotéases.

Les deux protéases qui seront mentionnées au cours de cette étude sont I’élastase et la

kallikréine, aussi, nous nous proposons d’en présenter les principales caractéristiques.

v Lec élactaces

Les élastases doivent leur nom a leur capacité a dégrader |’élastine, composant du tissu
connectif de nombreux tissus et organes. Elle est le constituant majeur de la paroi des
vaisseaux sanguins et assure l’élasticité des poumons, du cartilage et de la peau. Sa
dégradation apparait dans des phénomenes liés a la croissance, le remodelage tissulaire et au
cours de la grossesse. Cependant, le taux de dégradation et de fragmentation de 1’élastine
est accéléré dans des pathologies telles que 1’emphyseme pulmonaire, 1’athérosclérose et
Parthrite.

Chez les mammiferes, il existe également au niveau pancréatique deux élastases (de type I et
II) qui participent activement a la digestion intestinale. Egalement composantes de la
réponse immune cytotoxique, il existe 1’élastase de neutrophile (Janoff & Scherer, 1968) et
de macrophage (Banda & Werb, 1981). L'élastase de neutrophile est une sérine protéase

basique localisée dans les granules (Starkey, 1977), tandis que 1’élastase de macrophage est
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une métalloprotéase. Cette derniere se distingue des autres élastases de mammifére par sa
résistance a un inhibiteur (o l-proteinase inhibitor) mais également par sa capacité a le

dégrader et I'inactiver.

v Lee kallikréines

Les kallikréines sont des enzymes, appartenant a la famille des sérine protéases,
d’origines diverses; il existe la kallikréine plasmatique et les kallikréines tissulaires, autrefois
dénommeées glandulaires puisque synthétisées par différentes glandes exocrines et
endocrines, parmi lesquelles les glandes salivaires et le pancréas. La fonction principale des
kallikréines est le clivage du kininogéne qui conduit a la libération de bradykinine,
décapeptide vasodilatateur et bronchoconstricteur. Néanmoins, les kallikréines tissulaire et
plasmatique different par de nombreuses propriétés et demeurent pour cela distinctes. La
kallikréine plasmatique est impliquée dans I’activation des cascades de coagulation et du
complément, tandis que les kallikréines tissulaires sont impliquées dans des phénoménes
plus complexes tels que I’activation hormonale (maturation de prohormones) (Clements,
1989). 1l existe une famille de génes codant pour les kallikréines; trois genes chez ’homme,
13 chez le rat et 25 chez la souris parmi lesquels on compte plusieurs pseudogenes (Evans

et al., 1987; McDonald et al., 1988, Muray ef al., 1990).

1.2 Rilec of Fonctione

Les protéases sont des enzymes qui possédent un large spectre d’activité biologique. II
est difficile de décrire chacun des processus dans lesquels elles sont impliquées tant leurs
roles sont muitiples et fondamentaux. Ainsi, ce paragraphe ne se veut pas exhaustif mais

plutét illustratif de ’implication des protéases dans de nombreux processus physiologiques.

1.2.1 Lg coagulation sanguine ef fibrinolyse

La coagulation représente la seconde étape de ’hémostase qui aboutit sous I’action

de la thrombine a la transformation du fibrinogene en fibrine; ce réseau de fibrine, venant
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consolider ’agrégat plaquettaire, confére ainsi au caillot ses propriétés hémostatiques. La
coagulation est la résultante d’une série de réactions enzymatiques faisant intervenir
différents facteurs de coagulation dont les enzymes protéolytiques sont des sérine protéases.
A ces dix facteurs existant dans le plasma, il faut ajouter les facteurs appartenant au systéme
des kinines: la prékallikréine et le kininogéne de haut poids moléculaire ainsi que le facteur
tissulaire (FT) autrefois dénommé facteur III tissulaire. La kallikréine assure certes
I’activation du facteur XII et ceci de fagon réciproque; néanmoins son activation engendre
la libération de kinine a partir de kininogene dont les propriétés vasoactives ont €té

évoquées précédemment.

Kallikréine Prékallikréine

¢ Surface
Kininogéne
X1I > Xlla

v

K] =X

* Ca++
X —» IXa Vlila VII
PL l ‘
Villa :
Cat+
X —» Xa 3 X
Va S
PL :
Ca++

I

Prothrombine ——— Thrombine ——Fibrinogene

l - !

XTI — XIIla ¢

Caillot de Fibrine

Figure 4: Représentation schématique de la cascade de coagulation sanguine.

Les zymogeénes de type sérine protéase et enzymes respectives sont représentées en rouge,
les mécanismes d’activation de la voie endogéne et exogene sont représentés
respectivement par— et —— , et les mécanismes de rétroactivation et de conirole entre
les deux voies d’activation sont symbolisés par ----- :

PL: Phospholipides; FT: Facteur Tissulaire.
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Classiquement, on décrit la cascade de coagulation en deux voies exogéne et
endogéne (figure 4). L’activation du facteur X par les deux voies aboutit a la formation du
complexe activateur de la prothrombine puis a I’activation de la prothrombine en thrombine
et enfin a la formation de la fibrine. La voie endogene est ainsi dénommée car tous les
facteurs impliqués sont présents dans le plasma, tandis que la voie exogéne est déclenchée
par I’exposition du facteur tissulaire (FT) immédiatement disponible en cas de lésion

vasculaire.

Les facteurs de coagulation se répartissent en trois groupes: les zymogenes, les
cofacteurs et les simples substrats tels que le fibrinogéne. A I’exception du facteur XIII,
précurseur d’une transglutaminase, ces zymogenes sont des précurseurs de sérine protéases.
Ainsi leur activité protéolytique permet le clivage du facteur suivant, assurant ainsi
I’élimination d’un peptide d’activation et libérant une enzyme active dont le nom sera alors
suivi de la lettre “a” (FX --- FXa). Parmi ces zymogeénes, quatre d’entre eux, les facteurs
II, VII, IX et X présentent d’importantes homologies structurales et fonctionnelles et sont
vitamine K dépendantes. Les facteurs V et VIII sont dépourvus d’activité enzymatique mais

jouent un rédle catalyseur de certaines réactions enzymatiques.

Les mécanismes de controle de la coagulation sont sous la dépendance de plusieurs
mécanismes impliquant la participation active d’inhibiteurs assurant de fagon synergique
’inhibition des différentes enzymes et des cofacteurs activés. On peut classer ces inhibiteurs
en trois groupes: les inhibiteurs de sérine protéases ou “ serpines ” qui feront ’objet d’un
paragraphe ultérieur, I’inhibiteur de la voie endogéne (TFPI Tissue Factor Pathway

Inhibitor) et le systéme de la protéine C qui sera également présenté ultérieurement.

Le caillot de fibrine enfin constitué, il est alors nécessaire d’installer un systéme de
contrdle ultime de I’hémostase, la fibrinolyse, dont le role est d’éliminer in vivo les dépots
de fibrine. Ce phénomeéne présente de grandes analogies avec la coagulation dans la mesure
ou il fait également intervenir des enzymes de type sérine protéases et des inhibiteurs de type
serpines. Le processus fibrinolytique fait intervenir une enzyme protéolytique, la plasmine,
qui est formée par I’activation du plasminogéne, et qui est donc responsable de la

transformation de la fibrine en fragments solubles ou produits de dégradation de la fibrine
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(PDF); la modulation du systeme étant sous la dépendance de différents activateurs et
inhibiteurs.

Parmi les activateurs de plasminogene, il existe le tPA (“tissue Pasminogen Activator )
synthétisé par les cellules endothéliales de nombreux tissus. La molécule présente deux
domaines de liaisons a la fibrine, un autre domaine est porteur du site catalytique,
néanmoins, contrairement aux zymogénes de la coagulation, le site actif du tPA est
directement accessible sur la molécule native. Le plasminogéne circulant n’est cependant pas
activé car a |’état basal le tPA libéré en faible quantité par la cellule endothéliale est
immeédiatement neutralisé par son inhibiteur spécifique. Un autre activateur de plasminogéne
est désigné par la pro-urokinase, présent dans le plasma a tres faible concentration. Elle
présente des analogies stucturales avec le tPA mais elle est dépourvue de sites de fixation a
la fibrine.

Parmi les inhibiteurs de la fibrinolyse, il existe deux groupes diffférents selon leur site
d’action: les inhibiteurs de I’activation du plasminogéne (PAI pour “ Plasminogen Activator
Inhibitor ) et les inhibiteurs de la plasmine (ou antiplasmine). Ces derniers appartiennent
également au groupe des serpines et sont essentiellement représentés par I’a2-antiplasmine
et plus accessoirement par d’autres inhibiteurs de spécificité plus large tels que I'a2-

macroglobuline et I’a1-antitrypsine.

1.2.2 La cascade du complément

Le systéme du complément est I’'un des mécanismes effecteurs majeurs des processus
inflammatoires. Les conséquences physiologiques de l’activation du complément sont
’opsonisation, I’activation des leucocytes et la lyse des cellules cibles. L opsonisation est
assurée par la fixation covalente de certaines protéines du complément a la surface
activatrice, permettant aux cellules phagocytaires, qui ont des récepteurs pour ces protéines,
de fixer et d’internaliser les particules opsonisées. La liaison des protéines du complément
aux récepteurs membranaires correspondants provoque en outre ’activation des leucocytes.
Enfin, I’activation du complément libére, par clivage protéolytique, des petits fragments qui
diffusent facilement et se lient a des récepteurs spécifiques sur les polynucléaires et les

macrophages, provoquant la mobilisation de ces cellules (chimiotactisme) et leur activation.
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La troisitme conséquence physiologique de I’activation du complément est la lyse par
I’insertion d’un “ canal hydrophobe ” dans la couche lipidique membranaire conduisant a la
mort osmotique de la cellule cible.

La cascade du complément interagit avec chacune des autres cascades enzymatiques
majeures, celle de la coagulation, du systéme des kinines et de la fibrinolyse. En effet, la
plasmine, engendrée lors de la fibrinolyse, est capable de convertir le premier composant du
systeme de la voie classique d’activation du complément. L’inhibiteur du C1 (cf. § 1.3.3)
inhibe non seulement le Clr et le Cls, mais également le facteur XIIa de la coagulation, la

kallikréine du systeme kallikréine-kinine et la plasmine.

On distingue deux voies d’activation du complément (figure 6); la voie classique,
activée par des complexes immuns, et la voie alterne, activée par les microorganismes. Les
deux voies générent une C3 convertase qui clive le C3 en C3b. Le constituant majeur du
complément est, en effet, le C3 dont I’activation par hydrolyse spontanée ou par clivage
protéolytique par une C3 convertase, est ’étape clé du processus d’activation du
complément. Le C3b induit, il active a son tour la séquence terminale lytique de C5 a C9. |
Les produits d’activation des protéines du complément stimulent le chimiotactisme et
Pactivation des leucocytes. Les anaphylatoxines (C3a et C5a) vont stimuler le
chimiotactisme des neutrophiles et la dégranulation des basophiles et des mastocytes.

La voie classique est initiée par la liaison du C1q (sous-unité du C1 qui est constituée
d’une molécule de Clq, de deux molécules de Clr et deux molécules de Cls) aux domaines
de la région Fc des immunoglobulines (IgG ou IgM). Un changement de conformation du
Clq va alors induire I’activation du Clr qui assurera par clivage protéolytique I’activation
du Cls. Ce dernier induit a son tour le clivage du C4 (C4a et C4b). Ces deux activités
protéolytiques sont de type sérine protéases. Le C4b li¢ aux surfaces agit alors comme un
site de fixation du C2 qui, combiné au C4b, devient un substrat pour Cls et est alors clivé en
C2b et C2a. Le complexe C4b2a représente la C3 convertase de la voie classique évoquée
précédemment.

Dans la voie alterne, le C3b préexistant se lie au facteur B (FB) qui est clivé et qui
perd alors un petit fragment Ba. Le fragment Bb reste lié¢ pour former le complexe C3bBb,
qui constitue la C3 convertase de la voie alterne. S’installe alors une boucle de rétroaction

positive.
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Les C3 convertases des deux voies peuvent fixer davantage de C3b pour donner naissance
aux complexes enzymatiques qui activent le composant suivant de la séquence, le C5. Ainsi,
on aboutit a la formation d’une C5 convertase et enfin au complexe d’attaque membranaire.
Le C5b se fixe a C6 et C7 pour produire la molécule C5b67, complexe hydrophobe qui
possede un site de liaison aux membranes. Ainsi, ce complexe se fixe sur les membranes des
cellules dans le voisinage immédiat du site de la réaction. Le C8 se lie alors au C5b et
s’insére dans la membrane ou il peut ensuite polymériser un certain nombre de molécules C9

pour produire le complexe d’attaque menbranaire.

Voie classique Voie alterne
Complexes antigene/anticoprs Microorganismes
C3 -
+ -

* C3a &
C4? C4t7? C4b2a—» %— (C3bBb ﬁ“ C3b
4 ?(\)

C3b
FI/FH

D

C5 convertase
C4b2a3b (Voie classique)
C3bBb3b (Voie alterne)

Cs5p == ( C5
O OO C6,C7,C8 C5a

* *+— (C5b678

Polymérisation du C9 et
formation du complexe d’attaque membranaire

Figure 5: Cascades d’activation du complément.

La voie classique, déclenchée par la formation de complexes immuns, et la voie alterne,
initiée par des microorganismes, générent une C3 convertase (C4b2a et C3bBb
respectivement) qui clive le C3 en C3b. Celui-ci active a son tour la séquence terminale
commune Iytique de C5 a C9. Les composants Clr, Cls, C2, FB et Il présentent des
caractéristiques structurales et/ou activité protéolytique de type sérine protéase.
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La régulation de la voie classique passe par ’activation d’une part d’une serpine,
'inhibiteur du C1, qui se lie aux deux sérine protéases, le Clr et le Cls pour les inactiver,
et d’autre part, par 'inhibition de la C3 convertase. Celle-ci est en effet rapidement inactivée
par des protéines plasmatiques telles que le facteur I (FI), protéase également de type sérine
protéase, et la protéine liant le C4, qui assurent la dissociation du complexe. La régulation
de la voie alterne est, quant a elle, controlée par des protéines semblables ou identiques a
celles qui inhibent I’activation de la voie classique. Le facteur H (FH), homologue de la
protéine liant le C4, induit la dissociation de la C3 convertase et agit en tant que cofacteur

pour le FI pour le catabolisme du C3b.

La classification des protéines du complément en super-familles est complexe, tant au
niveau de la compréhension des relations fonctionnelles qui existent entre elles qu’au niveau
structural. Néanmoins, le tableau 3 présente une classification simple des composants du
complément en fonction de différentes analogies. A ceux-ci s’ajoutent les récepteurs
spécifiques des fragments activés des protéines du complément, localisés sur les cellules
effectrices. La liaison de ces fragments aux récepteurs permet I’activation de la cellule. Le
CR1 ou CD35 ou “récepteur de ’adhérence immune ” lie le C3b/C4b, le CR2 ou CD21 lie
le C3bi et le CR3 ou CD11 est une molécule d’adhérence qui lie le C3bi.
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Tableau 3: Regroupement des composants du complément en fonction des
principales caractéristiques structurales.

acides aminés sur une
* région consensus
répétitive ”

Compoesnt du Cargetérictiques Molécules
complément efructurgles gpparentéec
FI, Clr, Cls, FB, C2 | Domaine catalytique de type Trypsine et
sérine protéase Chymotrypsine
C3,C4,C5 Groupement thioester interne o2-macroglobuline
(sauf pour C5)
C6,C17,C8, C9 Molécules formant des pores Polyperfon'né, protéines
cationique des
éosinophiles
CR3 Intégrines LFA-1
Clinh Inhibiteur de sérine protéase | «l-antitrypsine, al-
antichymotrypsine
FI, Clr, Cls, C6, C7, Séquences répétées du récepteur LDL
C8,C9 récepteur LDL
FH, CR1, CR2, Homologies de séquence en

Ainsi, ’activation et la régulation du complément font intervenir des activités
protéolytiques de type sérine protéase et des activités inhibitrices assurées par des serpines
(§ 1.3.3). 1l était fondamental de présenter ce mécanisme de défense du systéme
immunitaire, tant pour faciliter la compréhension des résultats obtenus dans ce travail, mais
également pour illustrer les différents mécanismes dans lesquels sont impliqués les sérine

protéases.
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1.2.3 Képonse immune et réponse inflammaftoire

Complétant I'illustration des protéases dans les mécanismes effecteurs des processus
inflammatoires, de nombreux travaux ont suggéré que I’activité cytotoxique des protéases
est indispensable aux mécanismes de cytotoxicité cellulaire (Altieri, 1995). La participation
directe des protéases dans les processus de lyse a, en effet, été révélée lorsqu’une famille de
sérine protéases stockée dans les granules sécrétoires des lymphocytes T cytotoxiques et des
cellules Natural Killer (NK) a été caractérisée (Masson & Tschopp, 1987, Bleackley et al.,
1988). Ces protéases sont exprimées de fagon constitutive dans les cellules NK et de fagon
inductible dans les cellules T cytotoxiques ou elles sont nommées granzymes. Les granules
sécrétoires les stockant contiennent également des perforines. Le contenu de ces granules
est libéré sur les cellules cibles et I’action simultanée de ces différents composants conduit a
une lyse par lésions membranaires due a la formation de pores, et une fragmentation de
PADN, qui provient d’une activation endogéne des enzymes impliquées dans la mort
cellulaire programmée (Altieri, 1995, Andrade ef al., 1998).

En dehors des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK, les protéases ont
également été décrites dans les macrophages (€lastase et métalloprotéase; Shapiro ef al,
1993), les neutrophiles (élastase et cathepsine G; Starkey, 1977) et les mastocytes et
contribuent a la défense contre les microorganismes. De plus, il a été démontré que certaines
protéases, dont ’élastase et la cathepsine G de neutrophiles, sont capables d’induire le la
libération d’ions superoxides par les macrophages (Speer et al., 1984). De méme pour les
monocytes dont la production d’ions superoxides est bloquée en présence d’inhibiteurs de

sérine protéases (Megyeri ef al., 1995).

1.2.4 Loc protégses of I'qpoptose

L’apoptose est un processus morphologique et biochimique de mort cellulaire qui a
lieu dans différents types de cellules au cours d’une grande variété d’événements
physiologiques et pathologiques. De nombreuses études ont montré que des activités
protéolytiques spécifiques appartenant a une famille de cystéine protéases médiaient cet
événement (Salvesen & Dixit, 1997). Ces protéases sont nommées caspases et sont
synthétisées sous forme d’un précurseur inactif et requiert un clivage protéolytique pour étre

activées. La caspase- 3 est, par exemple, impliquée dans la fragmentation de ’ADN et dans
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certains changements morphologiques de cellules en apoptose (Janicke ef al, 1998).
Récemment, le role des sérine protéases et plus particuliérement de la granzyme B dans les

phénomenes d’apoptose a également €té suggéré (Andrade ez al., 1998).

1.2.5 Modelage ticculgire

L’implication des élastases dans le remodelage tissulaire a déja été évoquée
précédemment. A ces enzymes, il faut ajouter I’activité des métalloprotéases a zinc; en effet
ces enzymes assurent plusieurs fonctions au niveau de la matrice extracellulaire, structure
qui lie les cellules entre elles. En particulier, certaines d’entre elles peuvent détruire
’intégrité de la matrice en dégradant les macromolécules qui la constituent, comme le
collagéne ou [I’élastine. Les métalloprotéases (MMP pour Matrix MétalloProtéinase)
constituent une famille de protéases dont le rdle a été évoqué dans de nombreux processus
tels que l’ovulation, le développement et la différentiation de I’embryon et dans le
développement d’organes tels que les glandes salivaires et les ovaires (Birkedal-Hansen et

al., 1983).

1.2.6 La digestion infactinale

Chez les mammiféres, le pancréas exocrine synthétise, stocke et sécréte environ 15
enzymes et proenzymes afin d’assurer la digestion intestinale. Parmi ces enzymes, on note la
présence d’exoprotéases et d’endoprotéases telles que chymotrypsines A et B, des trypsines,

d’élastases (de type 1 et 2) et la kallikréine.
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1.8 Contréle de I'exprescion ef régulation de
/ activifé des proféaces

1.8.1 Contréle de leur expreccion

Certaines protéases sont régulées au niveau transcriptionnel par des cytokines pro-
et anti-inflammatoires et /ou des facteurs de croissance, c’est le cas des métalloprotéases
(Ries & Petides, 1995). 1l existe, en effet, des éléments de réponse au niveau des régions

promotrices capables de régir I’expression de I’enzyme.

Une autre forme de régulation de I’expression des protéases se situe au plan post-
transcriptionnel. En effet, les protéases sont synthétisées sous forme de proenzymes
inactives (ou zymogeénes), un clivage enzymatique, par d’autres protéases, est nécessaire
pour libérer une enzyme active. Par ailleurs certaines enzymes, notamment retrouvées dans
la cascade de coagulation, sont synthétisées sous forme d’une unique chaine polypeptidique
inactive, un clivage protéolytique est également nécessaire pour cliver cette chaine et
permettre la libération de deux chaines; une lourde et une légére dont I’une porte Iactivité
enzymatique. Le site de clivage est conservé pour chaque protéase et dépend de ’enzyme

qui procede au clivage.

1.5.2 Régulstion de I'activité des proféasas par d qufras
proféaces

La protéine C mentionnée précédemment est le zymogéne d’une sérine protéase
homologue aux sérine protéases vitamine K dépendante, intervenant dans la régulation de la
coagulation. Son activation est assurée par la thrombine elle-méme, qui assure ainsi sa
propre auto-régulation. Cette activation nécessite la fixation au préalable de la thrombine
avec la thrombomoduline. Une fois activée, la protéine C, en présence de son cofacteur, la
protéine S, clive notamment le facteur VIla, la cinétique de production de la thrombine
devient alors trés lente. Ainsi, la protéine C, a activité protéolytique de type sérine protéase,

est capable de réguler 1’activité protéolytique d’autres sérine protéases.
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1.5.2 Régulation de I'activité dec protéacac par les
Iinhibifeurs de proféasces

La régulation de I’activit¢ des endoprotéases est essentiellement assurée par des

inhibiteurs (tableau 4) dont ’existence a déja été mentionnée précédemment. Exceptée I'a2-
macroglobuline qui est capable d’inhiber les quatre sous-classes d’endoprotéases, les
inhibiteurs sont spécifiques d’une classe donnée. Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques
d’une seule protéase et peuvent réguler ’activité d’autres enzymes appartenant a une méme
famille. L’interaction des matrix metalloproteases (MMPs) avec des inhibiteurs spécifiques
ou TIMPs (pour Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) constitue un phénoméne de
régulation post-transcriptionnelle suggéré par Ries & Petrides (1995).
Les inhibiteurs de sérine protéases peuvent étre regroupés en super-familles parmi lesquelles
la super-famille des serpines (“ Serine Protease Inhibitor ”). Les inhibiteurs de protéases
représentent 10% des protéines plasmatiques totales et interviennent dans une grande
variété d’événements fondamentaux (Travis & Salvesen, 1983).

Les inhibiteurs agissent en formant des complexes avec les protéases, en bloquant ou
non le site actif. Ils agissent de fagon compétitive en liant ’enzyme au domaine homologue
a celui du substrat (domaine substrat-like). La réaction est stoechiométrique, c’est a dire
que le complexe protéase/inhibiteur est équimolaire. Ce complexe se fixe sur des récepteurs
spécifiques de Pinhibiteur (et plus précisément de la conformation que prend I’inhibiteur
complexé a la protéase) présents a la surface de cellules phagocytaires. Il sera alors
internalisé et détruit dans les lysosomes. De plus, il a été montré que la liaison du complexe
oul-antitrypsine/élastase de neutrophile a son récepteur active une voie de transduction du
signal aboutissant 4 une augmentation de I’expression de l’inhibiteur et donc a une

élimination plus rapide de la protéase (Perlmutter et al., 1990).
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Tableau 4 : Inhibiteurs de protéases plasmatiques.
La cible majeure, spécifique d’un inhibiteur, qui lui a valu son nom, est écrite en gras,
néanmoins les inhibiteurs peuvent également inhiber d’autres enzymes, également citées.

Inhibitaur Enzyme Cible Koéle
inhibiteur de a.l-protéinase | Elastase de neutrophile et Modelage de la matrice
pancréatique, trypsine et extracellulaire

(«1-PD)
antithrombine I11
a2-antiplasmine (ax2-AP)
al-antichymotrypsine
inhibiteur du C1 (Cl-inhibitor:
Cl-Inh)

a2-macroglobuline

inhibiteur de a-~cystéine
protéinase (a-cysteine
proteinase inhibitor)

chymotrypsine, plasmine, facteur Xa
etXla

Thrombine, facteur IXa, Xa et Xla,
plasmine, kallikréine plasmatique,
trypsine et chymotrypsine

Plasmine, trypsine et chymotrypsine,
kallikréine plasmatique, thrombine,
facteur Xa et Xia

Chymotrypsine-like protéase,
chymase, cathespine G (sérine
protéase de neutrophile)

Clr et Cls activés, kallikréine
plasmatique, facteurs Xla et Xlla,
plasmine

Protéases trés variées et appartenant
aux quatre sous-classes
d’endoprotéases.

Cystéine protéases: cathepsine H et L

Controle de ’activité des sérine
protéases de la coagulation
sanguine

Controle de la fibrinolyse

Modulation de la réponse
inflammatoire

Contrdle de I’initiation de la
cascade du complément

Controle de la coagulation, de
la fibrinolyse
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1.8.4 Conséquences d'une dérégulation de I'ctivité dec
proféaces et/ou des inhibifeurs de proféaces

Au vu des fonctions essentielles des protéases dans de nombreux processus
physiologiques, on comprend aisément qu’un dysfonctionnement de leur activité, lié
généralement a un déséquilibre de la balance protéase/inhibiteur, puisse avoir des

conséquences catastrophiques.

Ainsi, une expression anormale de MMP ou de leur inhibiteur (TIMP pour “ Tissue
Inhibitor of Metalloprotease ”) engendre un large spectre de pathologies liées a la
dégénérescence des tissus conjonctifs telles que les arthrites rhumatoides, les cancers
invasifs et les scléroses (artériosclérose, emphysémes), mais aussi certains cas
d’hypertension et de maladies respiratoires (asthme). En effet, la destruction du collagéne et
de Iélastine peut avoir des conséquences catastrophiques, car ces macromolécules assurent
la charpente des tissus. Indirectement, la désagrégation de la matrice peut aussi favoriser la
migration cellulaire au cours de processus trés varié€s, qu’ils soient négatifs pour I’organisme
(migration des cellules cancéreuses de leur site d’origine vers un organe: métastase) ou
positifs (migration des leucocytes des vaisseaux jusque dans les tissus, en réponse a une

infection ou a une lésion).

Une absence de protéase due a une anomalie génétique ou une protéase défectueuse
peut également constituer des cas pathologiques trés graves. Ainsi, I’hémophilie est une
maladie hémorragique constitutionnelle de transmission récessive liée au sexe. Elle se
caractérise par un déficit en facteur VIII pour I’hémophilie A (80%) et en facteur IX, qui est
une sérine protéase, pour I’hémophilie B (20%). Le facteur VIII est en fait un complexe
macromoléculaire qui joue le role de cofacteur (cf. fig. 4) et qui est constitué du facteur
VIII lui méme et du facteur von Willebrand. Le facteur IX, qui présente une réelle activité
protéolytique, est une glycoprotéine constituée d’une seule chaine polypeptidique sous sa
forme native et de deux chaines dans sa forme activée. Il joue un role d’enzyme activatrice
du facteur X. Le géne codant pour le facteur IX est localisé sur le chromosome X (Xq 26-

27).
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Z. Loc proféacec chez lee micro-
organicmes

Impliquées dans un large spectre d’activités biologiques chez les mammiféres, les
protéases sont également bien représentées chez les micro-organismes; des bactéries aux
helminthes, en passant par les virus et les protozoaires, elles effectuent de multiples taches
fondamentales.

La famille de protéases la plus décrite chez les protozoaires est de loin celle des cystéine
protéases, la majorité ayant des homologies avec les cathepsines L de mammiféres. Les
métalloprotéases et les aspartyl protéases sont peu décrites. Néanmoins, on trouve chez les
Trypanosomides des métalloprotéases de surface, mais aucune aspartyl protéase n'a été
décrite. De telles enzymes ont cependant été identifiées chez Plasmodium falciparum. Chez
ce dernier, deux aspartyl protéases sont au méme titre que les cystéine protéases et les sérine
protéases de bons candidats en tant que cible d’une chimiothérapie.

Chez les helminthes, les principales classes de protéases sont retrouvées mais peu d'enzymes
sont complétement caractérisées. Une famille non usuelle de cystéine protéase connue sous
le nom d'asparaginyl endopeptidase a été découverte chez le schistosome.

Ainsi au cours de ce chapitre, nous parcourrons le monde des micro-organimes en évoquant
les différentes protéases décrites et leur éventuelle utilisation en tant que cible

chimiothérapeutique.

2.1 Lec protéacec chez lee hactéries

Les microorganismes expriment de nombreuses protéases afin de subvenir a leurs
besoins; elles sont a la base de la pathogénicité car elles favorisent I’invasion et la migration
du pathogéne et sont parfois considérées comme facteur de virulence.

La virulence protéase-dépendante des bactéries repose sur l'activité propre de ces
molécules. En effet, les protéases sont, par exemple, capables d'interagir avec les processus
physiologiques de I'héte, tels que les cascades kallikréine-kinine, du complément, de la

coagulation et la fibrinolyse, en les activant. Les protéases bactériennes possédent, en effet,
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les mémes spécificités de clivage que celles des mammiféres et sont généralement plus
actives que celle-ci. Cependant, elle ne sont pas affectées par les inhibiteurs de I'hdte, et on
assiste alors a une protéolyse incontrdlée. Chez Serratia marcescens, il a été décrit
néanmoins, qu'une protéase était capable d'interagir avec l'a,-macroglobuline formant ainsi
un complexe stable internalisé via le récepteur de l'inhibiteur présent sur les fibroblastes et
macrophages. Une fois dans la cellule, l'activité protéolytique graduellement régénérée
engendre la destruction massive des protéines intracellulaires jusqu'a la mort de la cellule

(Maeda et al., 1987).

2.2 Lec protéases dane le monde virgl

Chez les virus et plus particuliérement chez le VIH (Virus de I’Immunodéficience
humaine), les protéases sont particuliérement étudiées. Il existe dans le VIH une protéase
dont I'homodimere posséde un activité aspartyl protéase, typique des protéases retrovirales,
tandis que le monomere est inactif. Les cibles de cette enzyme sont les polyprotéines gag et
gag/pol, leur clivage protéolytique €tant nécessaire a la formation des virions afin de les
rendre matures (Kohl ef al., 1998). Le clivage de gag permet la libération de trois protéines
nécessaires a la structure du virion et a 'empaquetage de 'ARN. Bien que les mammiféres
posseédent également des aspartyl protéases, elles n'ont pas d'activité sur le clivage de gag.
En effet, trois des sites de clivage de la protéase du VIH ne sont pas connus chez les
mammiferes. Ainsi, une stratégie utilisant des inhibiteurs de protéase a été développée pour
la lutte contre le VIH. Les quatre inhibiteurs de protéases, étudiés a 'heure actuelle, sont
basés sur la séquence en acides aminés clivée par la protéase du VIH (Flexner et al., 1998).
IIs permettent de bloquer la maturation et le pouvoir infectieux des virions naissants.
L'action antivirale principale des inhibiteurs de protéases est donc de prévenir la
multiplication de l'infection, mais n'a aucun effet sur les cellules ayant intégré 'ADN
proviral. Certes la monothérapie utlisant un inhibiteur de protéase réduit rapidement et
profondément la charge virale, mais elle n'est cependant pas recommandée car des
résistances peuvent apparaitre. Leur utilisation engendre, de plus, des effets secondaires
importants au niveau gastro-intestinal. Aussi, I'on combine a I'heure actuelle l'inhibiteur de
protéase avec deux anologues de nucléosides; ceci provoque une baisse significative de la

réplication virale, réduit la morbidité et prolonge la vie des patients infectés par le VIH.
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2.8 Lec proféases des Trypanosomides

Parasites protozoaires flagellés, on trouve chez les trypanosomides les genres
Trypanosoma et Leishmania. Les Leishmanies sont responsables de leishmanioses cutanée,
muqueuse ou viscérale et les trypanosomes sont responsables de trypanosomiase africaine
ou maladie du sommeil (7. brucei) et de trypanosomiase américaine ou maladie de Chagas
(T Cruzi). Le cycle évolutif passe par un héte vertébré (Homme) et un insecte piqueur. Les
glossines, réduves et phlébotomes femelles se contaminent en piquant un héte parasité
respectivement par 1. brucei, T. cruzi et Leishmania. La multiplication du parasite est
assurée dans I’intestin de ces insectes, ’hote vertébré est ensuite recontaminé lors d’une

nouvelle piqure.

2.3.1 Lac cystéine protéaces des Trypanosomides :
factaure de virulence &

La majorité des protéases détectées chez 7. cruzi et T. brucei et dans de nombreuses
espéces de Leishmanies sont des cystéine protéases (North ef al., 1990a; McKerrow et al.,
1993). En effet, l'activité la plus détectée chez ces parasites est homologue a celle des
Cathepsin L-like et les protéases sont alors désignées par cystéine protéase de type 1
(Coombs & Mottram, 1997).

Chez les Leishmanies, des cathepsines L-like (Type 2) (Mottram et al., 1992; Traub-Cseko
et al., 1983) et cathepsines B-like (Type 3) (Bart ef al, 1995; Sakanari 1997) ont été
décrites. La cystéine protéase de type 1 de Leishmania est principalement lysosomale
(Pupkis et al., 1986, Duboise et al,, 1994), néanmoins elle a également été détéctée au
niveau de la membrane plasmique et dans les poches du flagelle de L. pifanoi (Duboise et
al., 1994). La cystéine protéase de type 1 de L. mexicana est, quant a elle, polymorphique et
régulée au cours du développement et présente un taux d'activité maximal au stade
amastigote, stade présent dans les cellules hystiomonocytaires de 1’hote vertébré (Robertson
& Coombs, 1990, 1994). Ces observations, en plus du fait que Leishmania ne peut infecter
des macrophages et se développer en présence d’inhibiteurs de cystéine protéase (Coombs

& Baxter, 1984), suggérent que ces enzymes sont nécessaires a un parasitisme
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intracellulaire.

La cystéine protéase de type 1 de 7. cruzi, plus connue sous le nom de cruzipain ou
cruzain (ou gp 57/51), est présente a chaque stade du cycle évolutif (Cazzulo et al., 1989).
De récentes études ont caractérisé chez celle-ci une activité kininogénase qui permet la
libération de bradykinine, peptide proinflammatoire (Del Nery et al., 1997). La cruzipain est
également lysosomale mais peut se retrouver en surface a certains stades du développement
du parasite (Bontempi ez al., 1989; Souto-Padron ef al., 1990, Mc Grath ef al, 1995;
Tomas et al., 1997). Les études sur les cystéine protéases sont nombreuses, mais il reste a
savoir si ce sont de bons candidats pour une cible thérapeutique. En effet, plus de 100 génes
codent pour la cruzipain (Campetella et al, 1992) et considérant I'hétérogénéité des
séquences, il existe alors de nombreuses activités différentes. Peut-étre est-il préférable de
cibler une protéase moins abondante et plus spécifique ?

Les thérapies de lutte contre la maladie de Chagas ne sont, certes, pas satisfaisantes
car elles présentent une toxicité significative. Néanmoins, une des nouvelles approches est
basée sur le développement d’inhibiteurs de la cruzain. Ainsi, différents inhibiteurs de
cystéine protéases ont été utilisés, ils montrent une inhibition de Pactivité de la cruzain et
préviennent ainsi la croissance et la différenciation de 7. cruzi en culture (Harth et al,
1993). Aujourd’hui, une nouvelle génération d’inhibiteur a été synthétisée, les modifications
chimiques assurent une spécificité et une stabilité in vivo ainsi qu’une toxicité nettement
diminuée. Cet inhibiteur induit une altération majeure des ultrastructures qui conduisent a la
mort du stade intracellulaire amastigote identique a celle observée pour le stade
extracellulaire épimastigote aprés exposition au méme inhibiteur (Engel ef al., 1998). Le
traitement de souris infectées avec un inhibiteur permet de sauver 5 souris sur 6 contre une
infection létale (Engel ef al, 1998). L’étude de l'effet de cet inhibiteur au stade
intracellulaire amastigote suggére que le cycle est interrompu a cause d’une inactivation du

processus auto-catalytique de la cruzain au niveau de I’appareil de Golgi.

2.8.2 Les métalloprotéases de surface des1rypanosomides

La protéine de surface majeure du stade promastigote de Leishmania est une

métalloprotéase & zinc (Russel, 1994; Bouvier et al, 1995) ou encore appelée gp 63
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(glycoprotéine de 63kDa). Le mécanisme d'action et la spécificité de substrat sont similaires
a ceux décrits pour la famille des Matrix MetalloProteinases ou MMP, protéases inhibées
par des agents chélateurs et par l'a2-macroglobuline (Bouvier, 1995). La gp 63, active dans
une large gamme de pH, dégrade des composants de la matrice extracellulaire tels que le
fibrinogene. Elle est exprimée trés fortement en surface du promastigote, au contraire, au
stade amastigote, elle est exprimée faiblement et n'agit qu'a pH trés acide. L'homologie avec
des MMP de mammiféres suggére son implication dans linvasion et les métastases chez
I'hote (McMaster, 1994). La gp 63 est un des antigénes majeurs reconnus par I'hdte
mammifere, elle est capable d'induire une immunité protectrice contre une infection par
Leishmania (Abdelhack et al., 1995) et peut également jouer un réle en partie dans la
modulation de la réponse immune. Elle est capable de dégrader différentes molécules et
d’assurer la maturation du C3 du complément (Russel, 1987).

Actuellement, les études s’orientent vers le concept de cible chimiothérapeutique et le

développement d'inhibiteurs spécifiques de la gp63 ou de MMP (Beckett ef al., 1996).

2.4 Les protésces de Plasmodium

Plasmodium falciparum est I’agent responsable du paludisme. Le cycle biologique
est complexe et comprend une reproduction sexuée chez un héte principal vertébré et une
reproduction asexuée chez un hote secondaire vertébré. Ce sont les formes érythrocytaires
du parasite qui sont a I’origine des symptomes cliniques du paludisme et qui représentent la
cible choisie par de nombreux laboratoires pour un vaccin anti-palustre. Une étape clé du
cycle intra-érythrocytaire de Plasmodium correspond a I’invasion des globules rouges par
une forme libre du parasite, le mérozoite.

I a été décrit qu'une sérine protéase pouvait permettre la pénétration de ces formes
dans les érythrocytes de I'hdte (Braun-Breton ef al., 1992; Braun-Breton & Pereira da Silva,
1993). Ce serait une enzyme ancrée par un glycosylphosphatidylinositol ou GPI, qui n’est
active qu’aprés solubilisation par une phospholipase C parasitaire. Elle permet ainsi la
formation de la vacuole parasitophore (Roggwiller et al, 1996). Le libération des
mérozoites des érythrocytes serait assuré par une sérine protéase de type urokinase. Il

apparait qu’elle se fixe a la surface des érythrocytes infectés et joue un role d'activateur de
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plasminogene, la plasmine ainsi générée médie la rupture de la cellule. (Roggwiller et al.,
1997). Les activateurs de plasminogene semblent trés importants dans le processus
d'invasion de différents pathogenes voire méme de parasites (Lottenberg et al., 1994).

De plus, le processus d’invasion d’autres parasites tel que 'entrée dans les érythrocytes de
Plasmodium est inhibée par des inhibiteurs de cystéine protéase ce qui suggere le role de

telles enzymes dans I’invasion de la cellule hote (Coombs et al., 1997).

D’autre part, le parasite présente deux aspartyl protéinases (plasmepsines) qui
joueraient un rdle dans la digestion de I'hémoglobine. L'inhibition d'une plasmepsine
engendre la mort du parasite en culture suggérant ainsi un role essentiel de cette enzyme
(Francis et al., 1994). A l'instar de l'aspartyl protéase du VIH, I'enzyme de Plasmodium est
disponible sous forme recombinante (Dame et al, 1994). Il semblerait alors possible

d'utiliser la méme approche de modélisation pour développer des inhibiteurs spécifiques.

2.5 loc proféaces chez les Helminthes

Les protéases sécrétées par les formes infestantes du schistosome sont des sérine
protéases et seront plus amplement présentées dans le chapitre suivant. Le role de 'une
d’entre-elle, 1’élastase de Schistosoma mansoni, dans le processus d’invasion a clairement
été démontré (Newport ef al., 1988).

Les cystéine protéases sont essentiellement décrites chez les vers de filaires, de
schistosomes et chez Fasciola. Des enzymes de Brugia et Onchocerca ont été clonées et
produites pour cribler des inhibiteurs, certains d'entre eux ont montré une activité anti-
protéase in vitro (Wasilewski et al., 1996). Chez le schistosome, un inhibiteur a montré in
vitro une inhibition de la dégradation de 'hémoglobine et une baisse du nombre de vers et de
la production des ceufs in vivo (Wasilewski ef al., 1996). Chez Fasciola hepatica, la
production d’ceuf est réduite par un anticorps dirigé contre une cystéine protéase (Smith ez
al., 1994a) suggérant ainsi qu'un inhibiteur peut avoir un effet identique.

Les schistosomes contiennent d'autres cystéine protéases dont la séquence primaire et les
propriétés biochimiques ressemblent aux cathepsines B de mammifére (Dresden & Deelder

1979), aux cathepsines L (Smith ez al., 1994b), aux cathepsines D (Becker ef al, 1995) et
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aux cathepsines C (Butler et al., 1995).

D'autre part, il existe chez les schistosomes une asparaginyl endopeptidase (cf. § 3.2) (Davis
et al., 1987), appartenant a la famille des cystéine protéases. Cette enzyme se distingue
cependant de la super-famille des papaines (Barett & Rawlings, 1996). Elle a ét¢ initialement
identifiée par homologie de séquence avec une asparaginyl endopeptidase décrite chez une
graine de légumineuse; Canavalia ensiformis (Takeda et al., 1994). Chez S. mansoni,

Iactivite a €té bien détectée dans des extraits de vers adultes (Dalton, 1995b).

2.6 Lec proféases: candidate pour une cible
chimiothérapeutique &

Les protéases sont considérées comme cibles potentielles d’une chimiothérapie dans
de nombreuses pathologies incluant aussi bien les cancers, les maladies auto-immunes que
les maladies infectieuses virales ou bactériennes. Le but principal est d’obtenir de boﬁs
inhibiteurs de 1’activité enzymatique dans I’espoir que cette inhibition puisse €tre utilisée sur
le plan thérapeutique. Depuis quelques années, 1’approche consiste a modéliser d’un point
de vue structural I'inhibiteur alors que quelques années auparavant I’on combinait synthese
chimique et criblage biologique de fagon répétitive. Ainsi, I’inhibiteur d’une protéase du
VIH est avec succés utilisé aujourd’hui en tri-thérapie dans le traitement contre le SIDA.

Il est nécessaire de valider une cible chimiothérapeutique avant d’obtenir de bons
inhibiteurs. La validation se réalise selon trois points: (1) des manipulations génétiques
doivent démontrer le caractére essentiel de la cible pour le parasite, (2) démontrer qu’une
lignée parasitaire résistante aux inhibiteurs résulte d’une modification de 1’enzyme cible, (3)
démontrer la corrélation directe entre I’inhibition de la cible et I’inhibition du développement
du parasite. La plus convaincante des approches est de réaliser des génes Anock-out codant
pour la cible potentielle et de montrer que cela modifie le pouvoir infectieux du parasite. Ces
méthodes ont débuté chez les parasites, mais malheureusement il n’est possible de déléter
spécifiquement des génes par recombinaison homologue que chez trés peu d’espéces (les
trypanosomides, Toxoplasma et plus récemment Plasmodium). La difficulté de cultiver les
helminthes in vitro, le long temps de génération, ainsi que la difficulté a sélectionner les

mutants porteurs de recombinaison homologue sont autant de problémes empéchant la mise
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au point de cette approche. Néanmoins, le plus fascinant des résuitats a été obtenu chez le
nématode Caenorhabditis elegans, chez qui un systéme d’insertion par le biais du
transposon Tcl a permis I’isolement aisé de mutants présentant le gene délété (Zwaal et al.,

1993).
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8. loc proféacee de Sehictocoms
mansoni

Chez Schistosoma mansoni, de nombreuses protéases ont été décrites (tableau 5) mais
peu sont completement caractérisées. Aussi, nous présenterons au cours de ce chapitre les
différentes protéases décrites au cours du cycle évolutif du parasite en mentionnant leurs

activités et leurs intéréts tant pour le parasite que pour son hote.

8.1 Cradec larvaires : Invacion ef migration

Depuis longtemps, la pénétration et la migration des larves du schistosome dans la
peau de I'hdte ont été considérées comme dépendantes d'une action combinée de plusieurs
enzymes protéolytiques. La pénétration des cercaires apparait suite a une stimulation apreés
interaction avec les lipides de surface de la peau. Durant cette pénétration, la cercaire perd
sa queue et son glycocalyx puissant activateur du complément. Les larves qui parviennent a
entrer dans la peau atteignent la base de I'épiderme en 30 minutes et y restent pendant 40 a
48 heures, avant d'entrer dans le derme.

Des premiers travaux ont montré qu'une activité protéolytique sécrétée par les glandes
acétabulaires de la cercaire était impliquée dans la pénétration de la peau de I'hote
(Stirewalt, 1974). En 1982, Landsperger et al. (1982) ont puﬁﬁé une sérine protéase
d'environ 25 kDa a partir d'extraits de cercaires, puis I’élastase de 30 kDa a €té purifiée a
partir des sécrétions de cercaires, et caractérisée (Mc Kerrow ef al., 1985). Elle possede
une large spécificité de substrat incluant la kératine (Tzeng et al., 1983), la fibronectine, la
laminine, le collagéne de type IV, I'élastine et des protéoglycanes (McKerrow et al., 1985).
L'ADNCc codant pour cette élastase a été cloné et séquencé, et la comparaison avec la taille
de 'ARNm a permis de déduire que cette enzyme est synthétisée sous forme d'une pré-
proenzyme (Newport et al., 1988b). La séquence d'acides aminés déduite indique que cette

protéase appartient a la famille des sérine protéases, et a la sous famille des chymotrypsines.
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De plus, elle présente de fortes homologies avec les élastases pancréatiques I et II de rat.
Des études complémentaires ont permis d’appréhender les mécanismes de régulation mis en
jeu lors de ’expression de I’élastase au cours du cycle évolutif de S. mansoni (Pierrot et al.,
1995, 1996).

L'importance de cette €lastase dans la pénétration des cercaires a été démontrée par les
travaux de Cohen et al. (1991) et de Ring et al. (1993), qui montrent qu'un inhibiteur
synthétique spécifique du site actif de I'¢lastase (modélisé en trois dimensions par
ordinateur) pouvait bloquer la pénétration des cercaires dans la peau de souris, sans affecter

leur mobilité.

D'autres protéases ont été caractérisées aux stades larvaires et semblent impliquées
dans leur migration au sein de I'n6te. C'est le cas de deux sérine protéases de 28 et 60 kDa
caractérisées par Marikovsky ef al. (1988a). Ces deux protéases ont également une large
spécificité de substrat: caséine, gélatine, fibronectine. Elles participent a la perte du
glycocalyx et facilitent la migration des schistosomules. La protéase de 28 kDa a été
localisée chez la cercaire dans les glandes pré- et post-acétabulaires, et par technique
d'immunofluorescence, elle a été détectée dans le glycocalyx; apres transformation en
schistosomule, la protéase est alors détectée sur la membrane du schistosomule
(Marikovsky et al., 1990). Récemment, Ghendler ef al. (1996) ont montré que cette
protéase existe sous deux formes: une forme soluble (s28) et une forme membranaire
(m28), liée par l'intermédiaire d'un ancrage lipidique via le glycosyl phosphatidyl inositol.
Cette enzyme de 28kDa est impliquée dans la résistance a la lyse par le complément (cf. §
3.6).

Une métalloprotéase spécifique des schistosomules semble également faciliter leur
migration. Cette activité apparait dans les schistosomules aprés 1 jour et est maintenue

pendant 6 semaines de culture in vitro (Keene ef al., 1983).

Chez le miracidium, deux cystéine protéases de 19 et 36kDa ont été caractérisées
dans les surnageants de culture in vitro (Yoshino ef al., 1993). Cette activité est également
décelée dans les sporocystes primaires et est responsable d’une dégradation de
I’hémolymphe du mollusque in vitro. Ces observations suggerent donc le role de ces deux

protéases dans I’établissement et /ou le maintien de I’infection dans I’hdte intermédiaire.
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Tableau 5: Protéases décrites chez Schistosoma mansoni.

Nom ou macce | Famille de Stade Fonction supposée Référence
moléculgire profégcae
leucine amino peptidase | exopeptidase ceuf ¥ libération du Xu & Dresden, 1986
(nd) miracidium
1 (25kDa) cystéine ceuf
11 (30kDa) cystéine ceuf ¥ cathepsine L-like Sung & Dresden,
sortie du systéme 1986
11 (nd) cystéine ceuf vasculaire
(19kDa) cystéine miracidium ¥ infection et maintien | Yoshino et al., 1993
(36kDa) cystéine miracidium dans le mollusque
(25kDa) sérine cercaire ¥ chymotrypsine-like; Landsperger et al.,
mmvasion 1982
élastase (30kDa) sérine cercaire ¥ pénétration dans les |McKerrow et al.,
tissus de I'hGte définitif | 1983; 1985;
Newport et al., 1988b
(47kDa) sérine cercaire ¥ invasion Chavez-Olortegui et
al., 1992
m28 et s28 (28kDa) sérine schistosomule v' perte du gl}fcocalyx, Marikovsky et al,
migration-entrée dans le | 1988a
systéme vasculaire Ghendler et al., 1996
(60kDa) sérine schistosomule | ¥ perte du glycocalyx, |Marikovsky et al,,
migration-entrée dans le | 1988a
systéme vasculaire
métalloprotéase (nd) métallo schistosomule | ¥ nutrition Keene et al., 1983
"hémoglobinase" = cystéine adulte v role dans les Davis et al., 1987
Sm32 (32kDa) (*)= modifications post-
. traductionnelle
asparagmyl i Dalton et al., 1995a
endopeptidase
Sm31 =cathepsine B cystéine adulte v deégradation de Klinkert et al., 1989
(31kDa) I'hémoglobine, Gétz & Klinkert, 1993
migration dans le sang
Cathepsine L1 (35kDa) cystéine adulte ¥ dégradation de Smith et al., 1994
I'hémoglobine
Cathepsine L2 (35kDa) cystéine adulte ¥ migration des ceufs Michel et al., 1995
dans le ver femelle
Carthepsine C (nd) cystéine adulte (nd) Butler et al., 1995
Calpaine (75kDa) cystéine adulte Y métabolisme, Andresen et al., 1991

renouvellement de la
membrane

Karcz et al., 1991

(nd): non déterminé; (%): la Sm32 a été décrite comme hémoglobinase puis s'est révélée
correspondre a une asparaginyl endopeptidase ne possédant pas d'activité protéolytique
directe vis-a-vis de I'hémoglobine.
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8.2 Protéacec du ver adulfe: Métabolieme ef eurvie

Plusieurs protéases de la famille des cystéine protéases ont été identifiées chez les
vers adultes comme participant 4 la nutrition des schistosomes. En effet, lorsque les
schistosomules quittent les poumons puis migrent dans le foie, ils subissent une maturation
sexuelle et deviennent adultes. IIs perdent alors de leur mobilité et commencent a se nourrir
a partir des érythrocytes de I'h6te. De nombreux auteurs se sont intéressés a caractériser
la(les) protéase(s) impliquée(s) dans cette dégradation, aussi de nombreuses protéases
capables de dégrader 'hémoglobine ont été caractérisées, méme si une certaine confiision
existe encore quant a attribuer le role d""hémoglobinase" a I'une ou l'autre d'entre-elles.

En effet, en 1987, Davis ef al. (1987) caractérisent ce qu'ils appellent alors une
"hémoglobinase" car cette fraction purifiée chez les vers adultes présente une activité vis-a-
vis de I'hémoglobine. Puis, Klinkert e al. (1987, 1989) caractérisent et clonent deux
cystéine protéases nommeées Sm31 et Sm32, la Sm32 correspondant en fait a la copie
compléte de 'ADNc de I"'hémoglobinase" décrite précédemment. Quant a la Sm31, elle
présente des homologies avec des protéases de mammiféres et particuliérement avec des
cathepsines B. La nature de la Sm31 a été confirmée en 1993 par Gotz & Klinkert (1993)
qui ont cloné et exprimé cette protéine en cellules d'insectes. La Sm31 recombinante ainsi
obtenue est capable de cliver non seulement un peptide substrat spécifique des cathepsines
B, mais également I'némoglobine. Dorénavant nommée cathepsine B, cette protéase a été
exprimée en levure (Saccharomyces cerevisiae) et 1'étude fonctionnelle de cette enzyme a
permis de confirmer sa capacité a dégrader 'némoglobine (Lipps ef al., 1996). Quant a la
Sm32, également exprimée en cellules d'insectes (Gotz & Klinkert, 1993), elle ne présente
pas d'activité vis-a-vis de 'hémoglobine, ce qui va a l'encontre du réle d"*hémoglobinase"
supposé jusqu'alors. La question quant a la nature de cette protéase n'a été résolue que plus
tard, lorsqu'une homologie de séquence avec une asparaginyl endoprotéase a été observée
(Dalton et al., 1995a). La Sm32 est donc effectivement une cystéine protéase d'une famille
de protéase décrite essentiellement chez les légumineuses. Depuis, l'activité asparaginyl
endoprotéase a été effectivement caractérisée dans les vers adultes de S. mansoni, et il a été
suggéré que la Sm32 pourrait jouer un rdle dans les modifications post-traductionnelles,
régulant ainsi l'activité d'autres molécules (Dalton ef al., 1995b), notamment des cathepsines

(Dalton & Brindley, 1996a).
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Ainsi, plusieurs cathepsines ont ét¢ identifiées chez S. mansoni, outre la cathepsine
B (ou Sm 31), deux cathepsines L (cathepsine L1 (Smith ez al., 1994) et cathepsine L2
(Michel et al., 1994)), ont été caractérisées et semblent impliquées également dans le
métabolisme du parasite. Ces deux protéases présentent 44% dhomologie au niveau
protéique, la cathepsine L2 possédant le plus fort degré d'homologie avec la cathepsine L
humaine (52%). De plus, des différences observées entre ces deux cathepsines au niveau du
site actif, de la région correspondant au propeptide ainsi que leurs sites potentiels de
glycosylation suggerent que ces deux enzymes présentent des fonctions différentes pour le
schistosome (Dalton ef al., 1996). De plus, ces deux enzymes possédent des localisations
différentes: la cathepsine L1 est localisée dans l'intestin, alors que la cathepsine L2 est
majoritairement présente chez la femelle, au niveau de structures associées au systéme de
reproduction; son role dans la migration des cellules vitellines ou des ceufs chez le
schistosome femelle a ét€ suggéré (Michel ez al., 1995).

Une autre cystéine protéase, vraisemblablement impliquée dans le métabolisme des
vers aduites a également été caractérisée: il s'agit de la calpaine (ou CANP pour "Calcium
Activated Neutral Proteinase"), clonée simultanément par deux équipes (Andresen et al.,
1991; Karcz et al., 1991).

Des activités exoprotéasiques, parmi lesquelles une leucine amino peptidase
(Auriault et al., 1982a), ont été identifiées chez les vers adultes et les schistosomules;
cependant, leur role dans le maintien des vers dans le systéme vasculaire reste a définir.

Bien que plusieurs équipes revendiquent le role primordial de telle ou telle protéase
dans la dégradation de 'némoglobine par S. mansoni (Klinkert & Kunz, 1996; Dalton &
Brindley, 1996b), tous s'accordent sur le role fondamental des cystéine protéases dans ce
mécanisme. Ceci a d'ailleurs été confirmé par les travaux récents de Wasilewski et al.
(1996) qui montrent que des inhibiteurs synthétiques spécifiques des cystéine protéases
peuvent bloquer la dégradation de I'hémoglobine in vifro. En outre, linjection de ces
inhibiteurs in vivo a des souris Balb/c induit une diminution de la charge parasitaire et de la
production d” ceufs par les vers femelles. Ces deux observations correspondraient d'une part
a l'inhibition des cathepsines B et L1 (dégradation de 'hémoglobine), et d'autre part a celle
de la cathepsine L2 (diminution du nombre d’ceufs). Ceci indique donc le potentiel
chimiothérapeutique de tels inhibiteurs et souligne le rdle fondamental des cystéine

protéases dans la survie du parasite.
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8.2 (ufc - Extravacation, oxcrétion ef éclosion

La transmission de la bilharziose repose notamment sur la capacité des ceufs a étre
excrétés de I'hote définitif vers le milieu extérieur. Pour cela, bien que ne possédant aucun
moyen de se déplacer, les ceufs doivent franchir plusieurs barriéres. En effet, les ceufs
produits par les vers femelles, sont déposés a l'intérieur des vaisseaux et sont parfois
entrainés par le flux sanguin dans de fins capillaires ou ils restent bloqués et déterminent la
formation du granulome bilharzien. Cependant, une partie d'entre eux s'extravase et traverse
la paroi de l'intestin, duquel ils seront excrétés. Les protéases, combinées a des contractions
musculaires des tissus de I'hote sont fondamentales dans ce processus. Ainsi, différentes
activités protéolytiques ont €té identifiées dans les ceufs.

On note principalement des cystéine protéases, décrites initialement par Asch &
Dresden (1979) puis caractérisées par Sung & Dresden (1986). Ces trois cystéine protéases,
dont deux sont majoritaires, présentent une activité cathepsine L-like et leur role dans la
sortie des ceufs du systéme vasculaire a été suggére.

En 1968, une activité collagénase-like avait également été décrite dans les ceufs mais
ne fut jamais plus caractérisée ensuite (Kloetzel, 1968).

Une exoprotéase, a activité leucine amino peptidase, déja décrite chez les vers
adultes (Auriault ef al., 1982a) est également présente chez les ceufs ou elle est impliquée
dans I'éclosion et la libération du miracidium (Xu & Dresden, 1986; Xu ef al., 1990). En
effet, 95% de cette activité est libérée au moment de 1'éclosion des ceufs; son action semble
étre couplée a d'autres facteurs d'éclosion tels que I'augmentation de la pression osmotique

et/ou l'action mécanique des miracidiums sur la paroi de 1’ceuf.
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2.4 Expreccion des proféaces de S. mansoni au
cours du développement

Les protéases assurent a chaque stade du développement de S. mansoni un intérét non
négligeable pour faciliter la pérennité du cycle. Dans les paragraphes précédents, le stade de
développement indiqué pour chaque protéase correspond soit au stade ou elles ont été
initialement décrites, soit ou leurs roles est le plus justifié. Cependant, certaines d’entre elles
ne sont pas spécifiques d’un seul stade: la leucine amino peptidase décrite chez les ceufs est
également présente a de moindres taux chez les miracidium, cercaires et vers adultes
(Yoshino et al., 1993). De méme, récemment, Dalton et al. (1997) ont montré la présence
d’activités protéolytiques spécifiques des cathepsines B d’une part, et des cathepsines L1 et
L2 d’autre part, dans les cercaires et les schistosomules. Ces trois protéases ont été
auparavant décrites chez les vers adultes. La localisation chez la cercaire indique que ces
trois protéases, présentes au niveau des glandes post-acétabulaires, sont vraisemblablement
relarguées par la cercaire et participent avec les sérine protéases au processus d’invasion des
tissus de I’hote définitif. Quant a ces sérine protéases décrites chez la cercaire, il semble que
leur activité spécifique soit absente chez les schistosomules 3h et 24h (Dalton et al., 1997)
alors que Keene et al. (1983) ont montré que I’activité vis a vis de I’élastine était encore
décelée 24h apreés transformation en schistosomules.

La figure 6 tente de clarifier la complexité observée dans la synthése des protéases de
S. mansoni au cours du développement. Cependant, il faut noter que I’absence d’expression
sur cette figure n’indique pas forcément I’absence réelle d’expression par le parasite, pour
beaucoup I’étude a d’autres stades que ceux figurés n’a pas été réalisée. Néanmoins, on
note ’absence d’élastase au stade adulte, alors que ’ARNm correspondant y est détecté,

I’expression stade spécifique de 1’élastase a été suggérée par Pierrot ef al. (1996).
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calpaine | calpaine ]

cath B (Sm31) cath L1 & L2 |

] métalloprotéase B

|

28kDa & 60kDa SP |

25 & 47
kDa SP

Elastase ] Flastase |

19 & 36kDa
CP

leucine amino peptidase (exo peptidase) |

cercaire‘schis’rogomule vers adul’re| oeuf |miracidium| gporocyste

Figure 6: Expression des protéases de S. mansoni au cours du développement.
Représentation schématique basée sur la détection d’activités protéolytiques spécifiques
et/ou de la protéine (élastase). Les sérine protéases sont représentées en rouge et les
cystéine protéases en bleu.

2.5 Immunogénicité dec protéacee de S. maneoni

En surface ou excrétées/sécrétées dans le milieu extérieur, on peut s’attendre a ce que
les protéases de S. mansoni soient fortement immunogéniques car elles peuvent étre en
contact avec le systéme immunitaire de I’hdte. Peu de travaux se sont consacrés a cette
étude, et les protéases dont I'immunogénicité a été testée sont les Sm31/32 et I’¢lastase de
cercaires.

Les Sm 31 et Sm 32 ont été€ initialement caractérisées suite a 1’observation de leur potentiel
en sérodiagnostic. En effet, plusieurs études ont montré la présence d’anticorps dirigés

contre ces deux protéases dans des sérums d’infection. Concernant la Sm 31, Ruppel ef al.
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(1985a; 1985b) ont montré la présence d’anticorps dirigés contre cette protéine dans des
sérums de patients bilharziens dés 40 jours aprés infection, et également dans des sérums
d’infection de souris. Aucune réponse n’est observée dans les sérums de patients présentant
d’autres infections parasitaires. Quant a la Sm32, elle est également fortement
immunogénique, cependant Zerda ez al. (1987) ont montré qu’une vaccination par cercaires
irradiées n’était pas suffisante pour induire chez des babouins une réponse anti-Sm32. En
effet, cette réponse n’apparait qu’apres infection de ces babouins vaccinés, et elle semble
plus faible que chez des animaux non préablablement vaccinés. D’autre part, une étude
menée sur des sérums d’infection humaine a montré, pour 90% de ces sérums, une réaction
avec | “hémoglobinase ” (Sm32). De plus, les patients ayant subi un traitement
chimiothérapeutique présentent, dans un premier temps (1 mois aprés traitement) une
élévation du titre d’anticorps anti-Sm32 (concordant avec la libération du contenu intestinal
des vers lorsqu’ils meurent) puis, dans un second temps (plus de 12 mois aprés traitement,
lorsque les patients ne présentent plus de signes d’infection), on assiste a une chute de ce
titre (Toy et al., 1987). L’ensemble de ces travaux indique non seulement I’immunogénicité
des Sm31 et Sm32 mais confirme également leur utilisation potentielle en sérodiagnostic, la
Sm32 pouvant, de plus étre un marqueur d’un traitement efficace.

L’étude de I'immunogénicité de 1’élastase de cercaires a été initiée par des travaux de Pino-
Heiss ef al. (1987), montrant la réactivité d’un pool de sérums de patients bilharziens avec
I’élastase purifiée. Par la suite, Toy et al. (1987) ont confirmé I'immunogénicité de cette
protéase: une réponse anti-élastase, d’isotype IgG et IgM est observée dans des sérums de
patients. De plus, une étude cinétique réalisée sur des singes infestés a montré que la
réponse anti-élastase atteint son maximum 9 semaines aprés Iinfestation et est
essentiellement d’isotype IgM. Cependant, on note que cette réponse anti-élastase, que ce
soit chez des patients ou dans des modéles animaux est relativement faible, comparée a celle
observée pour les protéases Sm31 et Sm32. Modha et al. (1996) ont proposé deux
hypothéses pouvant expliquer ce phénoméne: chez le schistosome il existe un inhibiteur de
protéase (Smpi56) (Ghendler et al., 1994) dont une des cibles est I’élastase; il est donc
possible que in vivo, I’élastase de cercaires soit complexée a cet inhibiteur, ce qui la rendrait
invisible au systéme immunitaire. En effet, aucune production d’anticorps dirigés contre une
élastase pancréatique de porc n’est observée lorsqu’on injecte cette élastase complexée a la

Smpi56 (Ghendler ef al., 1994). D’autre part, un inhibiteur de I’hdte, I’ l-antitrypsine, peut
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¢galement participer 4 ce phénoméne en complexant 1’élastase, ce qui entrainerait une
disparition rapide de ces complexes par endocytose via le récepteur pour I’al-antitrypsine
(Modha & Doenhoff, 1994).

L’ immunogénicité d’une autre protéase de S. mansoni a été montrée récemment par
les travaux de Jankovic ef al. (1996): un clone Thl (producteur d’IFN-y et d’IL-2), purifié
chez des souris immunisées avec des préparations antigéniques de vers adultes (Soluble
Worm Antigen Preparation ou SWAP), s’est révélé spécifique de la calpaine. De plus, le

transfert de ce clone confére une immunité protectrice.

8.6 Ragulation de Ia réponse immunitaire de I'hofe
par les proféaces de S. mansconi

Les protéases sont souvent impliquées dans des phénomeénes de régulation ou de
modulation des réponses immune et inflammatoire (§1.2.3). Des protéases de S. mansoni
ont également été impliquées dans de tels phénomenes, méme s’il est souvent difficile d’une
part d’associer précisément ces observations a I’'une ou l’autre des protéases décrites

auparavant et, d’autre part d’évaluer I’importance de ces mécanismes pour le parasite.

8.6.1. Echgppemant 4 I3 réponge immune

Les protéases interviennent dans 1’échappement a la réponse cytotoxique développée
contre le parasite et d’autre part, sont capables de se “ dissimuler ” en évitant ainsi toute
réponse dirigée contre elles-mémes.

Ainsi, il a été montré que les protéases du schistosome étaient capables de cliver les IgG de
I’hote fixées par leur fragment Fc a la surface des schistosomules (Auriault ef al., 1980;
1981a; 1981b). De plus, les peptides libérés par ce clivage possédent la capacité a inhiber in
vitro non seulement I’activité anti-schistosome des macrophages, mais également I’activité
phagocytaire non spécifique de ces cellules. Cette action est observée uniquement lorsque le
clivage des IgG est réalisé par les protéases parasitaires. Par la suite, un peptide (TKP)

capable de reproduire ’effet inhibiteur des différentes activités macrophagiques a été
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caractérisé (Auriault ez al., 1983a; 1985). L’ensemble de ces travaux suggére que le parasite
peut non seulement détourner la réponse immune de I’hdte en dégradant une composante
essentielle de celle-ci mais également utiliser a son profit les produits de cette dégradation.

Par ailleurs, les protéases de S. mansoni semblent également impliquées dans la
régulation du complément, autre composante de la réponse immune de I’hdte. En effet,
Marikovsky et al. (1988a) ont montré que la sérine protéase de 28 kDa, caractérisée chez
les schistosomules, pouvait dégrader les composants C3, C3b, et C3bi du complément (cf.
§1.2.2). Le C3bi, déposé a la surface du schistosomule, est le ligand du CR3 des cellules
effectrices et notamment des €osinophiles (Capron ef al., 1987). Son clivage va permettre
de protéger la larve contre la mort médiée par les leucocytes. De plus, cette protéase ainsi
que la 60 kDa caractérisée par les mémes auteurs, sont impliquées dans la perte du
glycocalyx. Elles clivent donc des molécules de surface du schistosomule qui sont
susceptibles d’activer le complément. Ainsi, alors que les cercaires et les schistosomules
nouvellement transformés sont sensibles a l’action du complément, ils deviennent
rapidement résistants (Marikovsky ef al., 1988b).

Lfinteraction des protéases de S. mansoni avec les inhibiteurs de 1’hGte peut
également apparaitre comme un moyen pour le parasite d’échapper a la réponse de I’héte.
En effet, il a été montré que les protéases de S. mansoni interagissaient avec des inhibiteurs
de sérine protéase de I’hote tels que I'a2-macroglobuline (Damian et al., 1973), la
contrapsine (Modha et al., 1988) et I’al-antitrypsine (Modha & Doenhoff, 1994a). Les
protéases impliquées dans cette interaction ne sont plus immunogenes; ainsi I’injection de
trypsine complexée a la contrapsine (serpine de souris) n’induit pas la production
d’anticorps dirigés contre la trypsine alors qu’il existe une réponse contre I’inhibiteur et
contre le complexe inhibiteur/protéase. Un autre exemple de formation de tels complexes
concerne I’élastase (Modha & Doenhoff, 1994b) et a déja été décrit comme pouvant
expliquer la faible immunogeénicité de cette protéase (cf § 3.5).

En outre, le schistosome synthétise lui-méme un inhibiteur de sérine protéases, la Smpi 56,
dont la cible est soit la 28kDa carcatérisée chez les schistosomules, soit 1’élastase (Ghendler
et al., 1994). Cet inhibiteur pourrait également intervenir dans une régulation non spécifique

de la réponse immune car il peut inhiber in vitro I’élastase de neutrophiles.
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8.6.2 Rilee dec proféasas dans la pofentiglication de Ia
réponse finmune

Parallelement aux phénomenes de régulation ou d’échappement a la réponse immune
décrits précédemment, il semble que les protéases parasitaires soient également capables
d’augmenter cette réponse immune. En effet, Auriault et al. (1982b) ont montré que les
produits relargués par le schistosomule (SRP pour “ Schistosomula Released Products )
possedent la capacité a augmenter [’activité des éosinophiles humains et de rat. Plus
particuliérement, ces auteurs ont observé I’augmentation de la cytotoxicté des éosinophiles
dépendante d’anticorps vis a vis des schistosomules, ainsi que I’augmentation de
P’expression des récepteurs Fc. Par la suite, les facteurs responsables de cette action ont été
identifiés a des protéases, une activité collagénase semble €tre impliquée (Auriault ef al.,
1993b).

La méme démarche a permis également d’impliquer les sérine protéases de
S. mansoni dans I’augmentation de la réponse IgE chez le rat. Dans un premier temps,
Auriault ef al. (1984) ont montré que I’injection de SRP a des rats induisait une importante
réponse IgE cytotoxique. Par la suite, le role des sérine protéases a été suggéré par les
travaux de Verwaerde et al. (1986) qui montrent qu’une réponse IgE spécifique est
augmentée in vivo par la co-injection de SRP, et inhibée en présence d’inhibiteurs
spécifiques de sérine protéases. La caractérisation moléculaire des protéases impliquées a
été réalisée et a permis d’identifier deux sérine protéases dans le SRP : une majeure de 27.5
kDa et une mineure de 29kDa, toutes deux également présentes a la surface des larves de S.

mansoni (Verwaerde ef al., 1988).
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La Bilharziose ou Schistosomiase représente la seconde grande endémie parasitaire

apres le paludisme. La morbidité observée dans cette affection chronique et débilitante est
essentiellement liée a I’étonnante fécondité des vers femelles dont les ceufs pondus par
centaines chaque jour sont déposés dans de nombreuses muqueuses et tissus. Divers aspects
visant a réduire la morbidité tels que I’éducation pour la santé, le diagnostic, la promotion
de I’approvisionnement en eau saine et un assainissement efficace ont été développés. Les
meédicaments existants actuellement, parmi lesquels le praziquantel, I’un des plus actifs, ne
préviennent pas la réinfection, ont peu d’effet sur les formes hépatospléniques séveres de la
maladie et n’affectent guére la transmission. La lutte contre les gastéropodes, hdtes
intermédiaires ainsi que la modification de ’environnement ont été envisagés. Enfin, la
recherche d’un vaccin efficace demeure aujourd’hui 'une des priorités de nombreux
organismes internationaux dans la lutte contre la schistosomiase.
Cette stratégie doit passer par l’identification d’antigénes susceptibles d’induire une
protection, par la caractérisation des composantes de la réponse immune qu’il convient
d’induire par la vaccination mais aussi par la caractérisation de molécules capables de
moduler cette réponse.

Dans ce contexte, I’étude des protéases de S. mansoni trouve tout son intérét. En
effet, de nombreux travaux ont permis de montrer le réle fondamental de ces molécules
dans la survie du parasite tout au long du cycle évolutif: elles interviennent dans la digestion
de la peau de I’hote facilitant ainsi la pénétration des cercaires, puis les schistosomules et les
schistosomes sont aidés dans leur migration puis leur nutrition par des protéases capables de
dégrader, pour certaines des macromolécules tissulaires de I’hdte, ou pour d’autres,
I’hémoglobine. Enfin, les protéases sont impliquées dans I’extravasation et 1’éclosion des
ceufs, permettant la libération du miracidium. QOutre leur activité protéolytique, les protéases
présentent un intérét significatif dans la réponse immune. En effet, elles participent aux
phénomeénes d’échappement a la réponse immune mis en ceuvre par le parasite, en détruisant
les immunoglobulines d’isotype IgG fixées a la surface des larves (Auriault ef al., 1981a) ou
en intervenant dans la résistance au complément (Marikovsky et al., 1988b). De plus,
I’interaction des protéases de S. mansoni avec un inhibiteur de protéase de I’hdte peut
également constituer un mécanisme d’échappement.

D’autre part, les protéases semblent impliquées dans la modulation de la réponse

immune de I’hdte en sa faveur. Ainsi, il a été montré dans le laboratoire (Verwaerde et al.,
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1986, 1988) que la régulation de la synthése de immunoglobulines IgE in vitro et in vivo
dépendait de la présence de l’activité sérine protéase. Dans ce contexte, deux sérine
protéases présentes dans les produits relargués par les schistosomules (SRP) ont été
identifiées comme étant responsables de cet effet. Or une réponse IgE est considérée

comme composante essentielle de la défense de 1I’hdte lors d’une parasitose a S. mansoni.

Devant les multiples intéréts que présentent les protéases et plus particuliérement les
sérine protéases de S. mansoni, nous nous sommes attachés dans le laboratoire a la
caractérisation dans un premier temps de [’élastase, puis, dans un second temps, nous avons
développé une stratégie d’identification de nouvelles sérine protéases.

L’élastase de S. mansoni, a été décrite chez la cercaire, forme larvaire infestante de
’héte définitif (McKerrow ef al., 1985). Il s’agit d’une sérine protéase de 30kDa, sécrétée,
qui agit en dégradant ’élastine de la peau, assurant ainsi la pénétration de la larve. Cette
protéine intervient donc a une étape cruciale du cycle parasitaire et semble étre un candidat
de choix dans le cadre d’une stratégie de chimio- ou immunothérapie. Ainsi, Cohen et al.
(1991) ont montré qu’un inhibiteur spécifique du site actif de 1’élastase peut bloquer la
pénétration des cercaires dans la peau. Dans le laboratoire des études complémentaires ont
permis de mieux caractériser par des approches moléculaires et immunologiques
I’expression « stade-spécifique » de cette protéase (Pierrot ef al., 1996). Ainsi, la régulation
de I’expression de la protéine semble apparaitre aux niveaux transcriptionnel et
traductionnel. L’études des régions promotrices du géne a révélé, en effet, la présence de
séquences consensus pour des facteurs de transcription décrits chez les eucaryotes,
potentiellement régulés par des cytokines inflammatoires (Pierrot et al, 1995). Les études
concernant la potentialité de cette protéase en tant que modulateur de la réponse immune
ont été génées par une absence d’activité de 1’enzyme recombinante. Aussi, nous nous
sommes attachés au cours de ce travail a ’expression de 1’élastase recombinante en cellules
d’insectes et a la caractérisation partielle de I’activité enzymatique détectée.

Cette étude constitue la seconde partie de notre travail qui débuta par I’identification
et la caractérisation d’une nouvelle sérine protéase de S. mansoni.

Devant la conservation des séquences protéiques du site actif des ces protéases,
nous avons pu, en effet, développer un stratégie visant a identifier de nouvelles sérine

protéases de S. mansoni. Ainsi, nous avons utilisé des oligonucléotides dégénérés basés sur
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les séquences consensus du site actif de ces enzymes afin d’initier de multiples réactions de
PCR.

L’obtention d’une nouvelle séquence codant pour une sérine protéase de S. mansoni nous a
conduits a caractériser davantage cette enzyme afin de mieux appréhender son réle dans la

relation hote-parasite.

Ainsi, la premiére partie de ce travail concernera la caractérisation de cette nouvelle
sérine protéase au niveau moléculaire, par I’étude des séquences nucléique et protéique,
puis par I’étude de ’expression de la protéine native au cours du cycle évolutif du parasite.
Enfin, nous aborderons la stratégie de purification de la protéine native mise au point a
partir d’extraits solubles de vers adultes.

Dans un second temps, nous analyserons les résultats de I’expression de 1’élastase de

S. mansoni produite en cellules d’insectes.
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1. Mafariale

1.1 Souchee Pargcitairee

Une souche Porto Ricaine de Schistosoma mansoni est maintenue dans les mollusques
Biomphalaria glabrata en tant que hote intermédiaire, et dans des hamsters dorés en tant
que hote définitif Les ceufs sont récupérés a partir des foies de hamsters infectés. Les
cercaires sont obtenues a partir de mollusques infectés et sont concentrées sur glace. Les
schistosomules sont obtenus par transformation mécanique (Ramalho-Pinfo etal, 1974) et
maintenus en culture de 3 4 18h en milieu MEM contenant de la gentamycine (8ug/ml) a
37°C en présence de CO2 (5%). Les vers adultes sont préparés par perfusion hépato-
portale de hamsters infectés, 40 jours apres I'infection d’épreuve par des cercaires, puis
lavés en milieu MEM (Minimal Eagle's Medium) a 37°C.

Les expériences d’infestation expérimentale sont réalisées a I’aide de cercaires de la souche

Guadeloupe de S. mansoni (fournie par le Prof. Jourdane, Université de Perpignan).

1.2 Souchee bgctiriennec of collulgiree

v (ellulec

Tableau 6: Souches cellulaires utilisées pour 1’expression de la « chaine
légere » de SmSP1 et de [’élastase en cellules d’insectes.

Nom Cargctérictiques

Sf9 Lignée dérivée d’ovaires (Ovary, fall armyworm) de Spodoptera
frugiperda. ATCC CRL-1711.

High Five ™ Lignée dérivée d’ceufs de Trichoplusia ni. BTI-TN-5B1-4.
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v Bactériee

Tableau 7 : Souches bactériennes utilisées.

Nom Cargetérictiques Uritieation
JM 109 | E.coli el4” (mcrA), rec Al, end Al, gyr A96, thi-1, hsd | Souche utilisée pour le
R17 (rk-, mg+), sup E44, rel Al D(lac-pro AB), [F' tra|sous-clonage
D36, pro AB, lac 11 ZAM15]
M15 [PREP4]: Nals Strs Rifs lac- ara- gal- mtl- f- recA+ uvr+. | Expression protéique
en systeme procaryote
P2392 LE392 (P2 lysogen): el4~ (mcrA)hsdRS514, supE44, ! Criblage de la banque
supF58, LacY1 ou A(lacIZY)6, gal K2, gal T22, metB1, | génomique construite
trpRS5, en AEMBL3
XL1Blue |rec Al, end Al, gyr A96, thi-1, hsd R17, sup E44, rel Al, | Criblage de banques
lac, [F’proAB, lacl®lacZAM15, Tn10(tet")] cDNA construites en
AZAP
NM 538 | r-, supE supFhsdR Criblage de la banque
: génomique construite
dans NM1149

1.8 Vectoure

1. 8.1 Vecteurs phagiques

Tableau 8 : Vecteurs phagiques utilisés dans la construction des banques de

S. mansoni.
Nom Banque Cargetérictiques
AEMBL3 Banque sbhIA1° b189 (polycloning site int29 ninl44 trpE
génomique polycloning site) KH54 chiC srIA 4° nin5 srIAS°.
NM 1149 Banque Phage, dérivé de AgtlO, utilisé pour la fabrication d’une
génomique sous-banque contenant des fragments (de 6 et 10 kb) issus
d’une digestion Eco Rl de ’ADN génomique de vers
adultes de S. mansoni.
AZAP Banque cDNA | Asbh IA1°, chiA131(T amp ColEl ori lacZ’ T3 promoter-
polycloning site- T7 promoter I) srIA3° cl ts 857, srIA4®
ninS srli5° Sam 100
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1.5.2 Vecreure d'exprecsion

Tableau 9 : Vecteurs utilisés pour I'expression de la SmSP1 et/ou l’élastase de

S. mansoni.
Nom Cargetérictigues of Utilication

pQE-30 Expression en sytéme procaryote.

(Qiagen) Vecteur d’expression de protéine fusionnée a 6 histidines (Qiagen), utilisées lors
de la purification par chromatographie de résine de chélate chargée en Nickel
(Qiagen). Transformation de la souche bactérienne M15. Résistance a
I’ampicilline. Expression protéique inductible par 'IPTG (0.5mM).

pAcGP67, B | Expression en systeme eucaryote.

(Pharmingen) | Vecteur contenant la séquence de sécrétion de la gp67 (glycoprotéine de
I’enveloppe de AcCNPV (cf.§1.4)) en amont du site de polyclonage. Expression de
la protéine sous la dépendance du promoteur de la polyhédrine.

1.2.82 Vecteurs utilicée pour le couc-clongge des fragmante 4
cquencer

Tableau 10 : Vecteurs utilisés pour le séquengage.

Nom Cargctérictiques

PCR ™1 Sous-clonage direct de fragments obtenus par PCR (TA Cloning, Invitrogen).

PUCI18-Eco Rl ou | Plasmide PUC 18 (Pharmacia, Suede) digéré par Eco Rl ou Hind 11 utilisé
Hind 111 pour le sous-clonage d'inserts obtenus apres digestion enzymatique de ’ADN
phagique.
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1.4 Exprescion proféigue en cystéme eucsryofe

Baculovirus, Autographa california nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) (BaculoGold ¥,
Pharmingen, CA, USA) infectant les cellules d’insectes Sf9 et HF.

1.5 Animaux

lapins: néo-zélandais.

rats: Fischer F344 (Iffa Credo, France) ou LouM de 6 semaines.
souris: Balb/c (Iffa Credo, France).

1.6 Milieux et Tampone

Tableau 11 : Milieux utilisés.

Nom Composition
LB 10g Bacto Tryptone, 5g Yeast extract, 10g NaCl, gsp 11
LBA LB + Ampicilline 50mg/1
LBT LB+ Tétracycline 6,25mg/1
SOB 20g Bacto Tryptone, S5g Yeast extract, 520mg NaCl, 180mg KCl,gspll +
MgCl, 210mM extemporanément
SOC SOB + glucose 20mM
MEM Minimal Eagles Medium (GIBCO), pénicilline 1.10°U/l, streptomycine
50mg/1
NZY NZY Broth 21g/1 (GIBCO)
TOP NZY NZY+ bacto agar 0.7%
SM 5.8g NaCl, 2g MgS0, 7H,0, 50ml Tris HCl 1M pH 7.5, gélatine 2%, qsp

H,0O 11
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Tableau 12 : Tampons utilisés.

Nom

Composition

20XSSC
Tampon de dénaturation
Tampon de neutralisation
PBS

Tampon de migration gel
agarose

TAE 50X

Tampon electrophorése (SDS
PAGE)

Tampon de transfert (Western
blot)

TFB

KMES
TE 1X
TBS

NaCl 3M, Na, citrate 2H,0 0.3M pH 7.2
NaOH 0.5M, NaCl 1.5M
Tris 0.5M pH 7.2, NaCl 1.5M

NaCl 137mM, KCl 2.7mM, NaHPO, 7H,0 4.3mM, KH,PO,
1.4mM

TAE 1X

242g Tris Base, 57.1 ml acide acétique glacial, 372 g
Na,EDTA 2H,0

6g Tris-Base, 28.8g Glycine, 2g SDS, gsp H;O 21
Tris-Base 20mM, Glycine 150mM; methanol 20%, SDS 0.1%

1.21g RbCl, 0.12g MnCl, 2H,0, 0.14g CaCl, 2H,0, 0.08g
HeCoCl;, gsp 99ml + 1ml

MES 1M ajsuté a pH 6.3 avec KOH
Tris 10mM pH 7.4, 0.1mM EDTA, pH8 gsp HO 11
NaCl 150mM, Tris-HCI 10mM pH 7.4
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2. Méthodes

Z.1 De I3 PCR 3y cous-clongge

2. 1.1 Polymerace Chain Reaction ou PCR

Différentes matrices (produits de "Transcription Reverse" d'ARN, RT, de vers
adultes, banque ADNc A Zap, ADN génomique de cercaires) ont été amplifiées par PCR a
partir d’oligonucléotides dégénérés basés sur les séquences consensus du site actif des
sérine protéases. Celui-ci est constitué en N-terminal par une histidine (CAC) et en C-
terminal par un résidu sérine (AGT/C ou TCi) (Sakanari et al., 1989). La troisiéme base des

codons des oligonucléotides dégénérés est remplacée par une inosine (i).

Tableau 13: Séquence des oligonucléotides dégénérés basées sur les
séquences consensus du site actif des sérine protéases.

Oljgonucléotides Séquence
' (sens) 1: 5- TGG GTi GTi ACi GCi GCi CAC TG -3
3' (antisens) 2: 5- AGiGG iCC iCC iCT ATC iCC -3

3. 5- AGiGGiCCiCCiGA ATCiCC -3'
4: 5'- AGiGG iCCiCCiCT GTCiCC -3'

5: 5'- AGiGGiCCiCC iGA GTCiCC-3'

La réaction de PCR a été réalisée sur 40 cycles comprenant chacun 3 étapes:
dénaturation de la matrice double brin une minute a 94°C, hybridation des
oligonucléotides (amorces) a 45°C (le Tm des oligonucléotides étant supérieur ou égal a

cette température), puis synthése (élongation) du second brin d'ADN par la Taq
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Polymérase (Promega) pendant une minute. Le premier cycle comporte une dénaturation
plus longue (6 minutes a 94°C) et le dernier cycle est bouclé par une extension de 7 minutes
a 72°C. Les réactions ont été réalisées a l'aide d'un appareil programmable (DNA Thermal

cycler - Perkin Elmer).

Lors du séquengage complet du clone génomique ou de RT-PCR , les réactions ont
été réalisées de la méme fagon, mais avec un temps d’extension variant de 1.30 min a 10
min. Les oligonucléotides utilisés sont présentés dans le tableau 14. Dans ce tableau figurent
¢galement les oligonucléotides qui ont permis d’initialiser le séquengage du clone
génomique. Les oligonucléotides qui ont permis I’amplification de la *“ chaine légére ” de la
SmSP1 ont été supplémentés de sites enzymatiques, ainsi |’orientation dans le plasmide fut

directionnelle.

Tableau 14: (Page ci-aprés) Séquences des oligonucléotides utilisés en RT-PCR et/ou
dans la stratégie de séquencage complet du géne codant pour SmSP1 .
Les séquences soulignées sont les séquences correspondantes au site enzymatique ajouté
pour faciliter le clonage directionnel du fragment codant pour la chaine légére de SmSP1.
Les oligonucléotides UP et RP sont respectivement les *“ Universal et Reverse primers ”.
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Nom Séquence Orientation
UP |5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’ Antisens
RP |5-AAC AGC TAT GAC CAT G-3’ Sens
F  |5-CTT TTG AGC AAG TTC AGC CTG GT-3’ Antisens (Agt10 F)
PC1 |5-CGC CAA TGA CAT AGC ACT -3’ Sens
PC2 |5-CCT GTATTA TGT GTA TCT CCC -3’ Antisens
PC3 |5-TGT ATT CAA CCA ATG CCA-3’ Sens
PC4 |5°- CTT GGC AAG CAT CAA TTC-3’ Antisens
PC5 |5-GCG ATG GTT TGT AGA CGT TGG AAG AT-3’ Sens
PC6 |5-GTATCC AGC ACA AAA GCT TGC TTT AT-3’ Antisens
PC7 |5-CCA GCT TGA ACT GTT TGA -3’ Antisens
PC7 }5-TCA AAC AGT TCA AGC TGG -3’ Sens
PC8 |5°-ACT CTC ATA GTA GTT CCC-3’ Sens
PC9 |5-CCC TTG GAT ACA ATT ACT -3’ Sens
PC9 |5- AGT AAT TGT ATC CAA GGG-3’ Antisens
PC 10 |5°- GAT CAC ATG ACA GCC TAC AC -3’ Sens
PC 11 |5-GTT TAT GGA TAA CGG AGG -3’ Sens
PC 11’ |5'- CCA AGC ACC TTT TGG AGC CGG TTG G -3’ Antisens
PC 12 |5'- ATC GAA TTA TTG GTG AAT AAT AC -3’ Sens
PC14 }5-CTA ACT AAT CTC TCT TAT GTG -3’ Sens
PC 16 |5-CAA AAA ACT TGA ATA CCA GTC AGA AAA CAT AGC C -3’ Antisens
PC 17 |5°- CGG TCA GTT TAT GAT AAC GAA-3’ Sens
PC 18 {5°- GGC CGT GTG GTC AAT GGC-3’ Sens
PC 19 |5- CTG TTA ACG TCA ACT GCC TTT TAA TTC CCG AT -3’ Sens
PC20 |5°- ACT TAC GCC TGT TAC CTC TCG CCG -3’ Antisens
PC21 |5'- GAC GGC AAT TGA TTT TGA TTG TGA -3’ Sens
PC23 |5- TTC GGG TTT TAA TGG ATC TTA CAG A-3’ Antisens
PC 24 |5°- GTG GTC AAT GGC CAA CCG GCT CCA AAA GGT GC -3’ Sens
BPC 24 | 5°- AAC TGG GGA TCC GTG GTC AAT GGC CAA CCG GCT CCA AAA | Sens (Présence d’un
GGT -3’ site Bam HI)
SPC 16 | 5’- TGA AAA CCC GGG TTA CAA AAA ACT TGA ATA CCA GTC AGA | Antisens (Présence
AAA CAT AGC C-3’ d’un site Hind III)
So5" |5~ AAC GGG GTA GCA TAA CTT TCC AGT AGT TAA TTC -3’ Sonde antisens
So3’ |5- ACATGT AAA AAT GTT TAA TAT TCA ACA GGA TGT -3’ Sonde sens
LDL1 |5-GTC ACT CAT CAT TCG AAT GGA AA -3’ Sens
LDL2 |5’- TGG ATT TTC TGA TTG CTC AGG TTC AGA AGA -3’ Sens
LDL 3 |5’- TGT CCA ACA TCC CAA TGT ATA TTG -3’ Sens
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2.1.2 Reverse Tranceription-PCR ou RT-PCR

La RT-PCR est une transcription reverse d’ ARN suivie d’une réaction de PCR.

v Extracetion d’ARN

L'ARN total d’ceufs, de cercaires et de vers adultes est préparé selon la technique de
Chirgwin et al. (1978) a l'aide d'une solution d’isothiocianate de guanidium 4M; la
purification est réalisée sur gradient de chlorure de césium. L’ARN est ensuite précipité
avec 2.5 volume d'¢thanol 100% et 0.1 volume d’acétate de sodium 3M pHS5.2, puis
resuspendu dans de ’eau et quantifié par mesure de I’absorbance a 260nm puis conservé a

-20°C.

v Reverce Transeription-PCR

10 ug d’ARN sont rétrotranscrits a I’aide d’un oligo(dT) en présence de reverse
transcriptase Mu-MLYV (Superscript 11, Gibco) 1h a 37°C dans un volume final de 25 pl. La
réaction est arrétée apreés 3 minutes a 92°C. Les réactions de PCR sont réalisées sur 1 pl de

cette matrice a partir d’amorces oligonucléotidiques spécifiques présentées précédemment.

2.1.2 Soue-clonages

Les clonages des fragments amplifiés par PCR ont été effectués dans pCR™II (TA
Cloning) apreés incubation du vecteur et de l'insert (rapport molaire 1/5) une nuit a 14°C en
présence de la T4 DNA ligase (Gibco). Les clonages des fragments issus de digestions
enzymatiques de I’ADN phagique sont réalisés de la méme fagon dans les vecteurs pUC-18
digéré par Eco Rl ou Hind 111.

Le clonage en vecteur d'expression pQE 30 du fragment obtenu par PCR, a I’aide
des oligonucléotides dégénérés, s'est effectué apreés digestion de linsert, cloné en TA
Cloning, par les enzymes Sac 1 et Xho I et digestion du vecteur par Sac I et Sal I (les sites
Xho 1 et Sal 1 étant compatibles).

En vue de I’expression en cellules d’insectes de la SmSP1 de S. mansoni, le
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fragment BPC24/SPC16, obtenu par RT-PCR a été cloné dans le vecteur pAcGP67B apres
digestion du fragment et du vecteur par les enzymes Bam HI et Sma 1. Ce méme vecteur a
également été utilisé pour le sous clonage de I’élastase sous sa forme mature initialement
cloné en vecteur pQE30 et libéré apres digestion par les mémes enzymes (Pierrot et al.,

1996).

2.1.4 Tranformation bacfarienna

Les bactéries, IM109 (vecteur de clonage) et les M15 (vecteur d'expression), sont
d'abord cultivées pendant une nuit en milieu LB et en LBK respectivement. Le lendemain,
les cultures sont diluées au 1/100e dans 15ml de milieu SOB et mises sous agitation a 37°C
jusqu'a obtention d’une DO de 0,45 a 550nm. Les cultures sont alors centifugées a 2500 g
pendant 10 minutes a 4°C, le culot est repris dans 10ml de TFB. Une nouvelle
centrifugation est donnée & 2500 g pendant 10 minutes a 4°C, le culot est repris par 2ml de
TFB. Puis, on ajoute stérilement et successivement 84ul de DMSO, 84ul de DTT et enfin
84ul de DMSO en prenant la précaution de placer la culture sur glace entre chaque étape.

A ce stade, les bactéries sont dites compétentes. 210ul de cette culture seront mis en
contact avec le plasmide ligué et laissés sur glace pendant 30 minutes. Un choc thermique
d'une minute et demi a 42°C puis de 2 minutes sur glace assurera la transformation des
bactéries et donc la pénétration des plasmides. Une incubation pendant une heure & 37°C
aprés ajout de 800ul de SOC permettra une régénération des bactéries. La culture de
JM109 sera étalée sur boites LBA XGal, la culture de cellules M15 sur LBAK, les boites
sont ﬂors laissées une nuit a I'é¢tuve & 37°C. L’analyse des bactéries recombinantes se réalise
aprés extraction de ’ADN plasmidique et digestion enzymatique de celui-ci pour s’assurer
de la présence de Iinsert cloné. L’ADN plasmidique purifié peut servir alors de matrice

pour le séquengage de I'insert.
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2.2 Du criblage de bangues au séguengqge complet
du géne

2.2.1 Préparation de cellules compétantas

Les cellules P2392 et NM538, utilisées pour le criblage des banques génomiques, sont
mises en culture a 37°C sur la nuit dans 15m! de NZY. Les cellules XL1 Blue, utilisées pour
le criblage de banques cDNA, sont mises en culture dans du LBT. Le lendemain, les
cultures sont diluées au 1/50e dans 15ml de milieu supplémenté en MgSO4 10mM. Les
cultures sont remises sous agitation a 37°C jusqu'a obtention d’une DO de 0,5 a4 600nm
pour les P2392 et les NM538 ou de 0.7 pour les XI.1 Blue. Apres centrifugation, le culot
de cellules P2392 est repris dans 4ml de MgSO4 10mM et remis en culture une heure a
37°C, temps au bout duquel les cellules sont compétentes. Lors de leur utilisation, celles-ci
seront diluées au 1/5e dans du MgSO4 10mM. Tandis que les culots de XL 1 Blue et de NM
538 sont repris dans un demi volume de MgSO4 100mM et les cellules sont alors utilisées
directement. 100 pl de chacune des souches seront mis en contact avec 100 ul de phages
dilués pendant 30 min a 37°C avant d’étre coulés dans du TOP NZY sur les boites

contenant la gélose NZY.

2.2.2 La criblage de banques

Les banques de S. mansoni sont étalées a confluence sur boites de pétri (milieu NZY
+ TOP NZY). Lorsque les plages de lyse atteignent environ Imm de diametre les
empreintes sont prises. Pour cela, des membranes de nitrocellulose (Millipore) sont placées
quelques minutes sur les boites, puis ces membranes sont incubées 2 min en tampon de
dénaturation, Smin en tampon de neutralisation et 30 secondes en tampon de ringage (Tris
0,2M, pH7,5, 2xSSC). Les membranes sont ensuite fixées 2h a 80°C, puis hybridées avec
une sonde radioactive.
Chaque plage de lyse positive est ensuite repiquée et reprise dans Iml de SM contenant
10ul de chloroforme. De nouvelles dilutions sont réalisées en vue d'obtenir 100% de plages

positives, ce qui assure la pureté du clone.
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2.2.8 Préparation de sondes radioactivaes

Le marquage des sondes correspondants au fragment de 467 bp initialement obtenu a
I’aide d’oligonucléotides dégénérés ou au fragment PC16/PC17 obtenu par RT-PCR a été
réalisé suivant le protocole du kit Megaprime (Megaprime W DNA labelling systems,
Amersham). Le fragment (40ng) est marqué avec S0uCi de [a-**P] dCTP. selon la méthode

du "multi-amorgages au hasard".

Un oligonucléotide (So5’) a également été utilisé en tant que sonde pour hybrider
I’ ADN phagique; il a été marqués suivant le protocole du kit “ Ready to Go-polynucleotide
Kinase ” (Pharmacia). 10 pmoles d’oligonucléotides sont ainsi marqués au [y->’P] dATP. La
sonde est ensuite purifiée sur colonne (Sephadex™@G50, Pharmacia) afin d'éliminer les

nucléotides marqués libres.

2.2.4 Hybridation dee membranas

Les membranes sont placées dans un tampon de préhybridation (5xSSC, Denhardt's
5x%, ADN de sperme de Hareng 100pug/mi, SDS 0,5%) a 65°C pendant 1h30. Puis, elles sont
hybridées, a 65°C dans un tampon d'hybridation de méme composition additionnée de la
sonde marquée. Aprés incubation une nuit, les membranes sont lavées a 37°C dans du
0,1xSSC, 0,1%SDS pendant 20 minutes et deux fois 20 minutes a 65°C dans du 0,1xSSC,
0,1%SDS. Ces lavages en conditions stringentes permettent d'éliminer I'hybridation non
spécifique. Les membranes sont ensuite exposées sur film (film X-OMAT AR, Kodak) a

-80°C pendant une nuit ou plus.

2.2.5 Préparation de I'ADN phagique

Un clone positif est étalé sur 10 boites (NZY+TOP NZY) a raison de 50 000 plages
de lyse par boite. Le lendemain la gélose est récupérée en grattant délicatement celle-ci a
l'aide d'un scalpel. La gélose isolée est ensuite recouverte de milieu SM (50ml pour 3
boites) en présence de chloroforme (10% final) et incubée a 37°C pendant 15 min afin de

permettre l'dlution du phage dans le milieu. L'éluat est ensuite obtenu aprés centrifugation a
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4 000tr/min pendant 10 min a 4°C.

La culture est ensuite incubée en présence de RNase et DNase a 1mg/ml final
pendant 30 minutes a température ambiante. Puis, on ajoute 1M final de NaCl au milieu et
le tout est laissé 1 heure dans la glace. Le surnageant est ensuite récupéré aprés
centrifugation a 10 000g pendant 10 minutes a 4°C. Enfin, 10% final de PEG 8000 sont
ajoutés au surnageant et laissés incubés sur glace 1 heure minimum. Aprés centrifugation a
10 000g pendant 10 minutes a 4°C, le culot est ensuite repris dans 2 ml de milieu SM. Le
PEG et les débris sont alors extraits de la préparation aprés 3 "lavages" avec du
chioroforme (V/V). La phase aqueuse est ensuite ultracentifugée a 30 000tr/min (rotor
SWS55Ti) pendant 2 heures afin de récupérer les bactériophages, ceux-ci sont ensuite repris
dans du SM et incubés une nuit a 4°C. Le lendemain, la préparation est incubée 1 heure a
56°C en présence de protéinase K (50mg/ml), de SDS 0,5% et d'EDTA 20mM. Puis deux
extractions au phénol/chloroforme et une au chlorofome sont réalisées avant précipitation a
l'acétate de sodium (0,3M pH7) en présence de 2 volumes d'éthanol 100%. L'ADN
phagique est ensuite isolé apres centrifugation a 12 000g 15min a 4°C, puis lavé a I'éthanol
70%. Celui-ci est alors repris dans de l'eau et déposé sur gel d'agarose en présence de

bromure d’éthidium (BET).

2.2.6 Saguengage

Seront séquencés les fragments clonés issus de PCR ou issus de produits de digestion
de ’ADN phagique. Le séquengage a lieu a partir d’amorces spécifiques du vecteur de
sous-clonage (“ Universal et Reverse primers ”’) ou a partir d’oligonucléotides, spécifiques
de I'insert clonés, présentés dans le tableau 14.

Les réactions de séquence se réalisent suivant la méthode de Sanger, a I’aide du kit
de séquencage (Terminator reaction Cycle Sequencing Ready, ABI Prism, PE, Applied
Biosystems), et sont déposées sur le séquenceur automatique ABI 377 (Perkin Elmer). Les
séquences obtenues sont ensuite analysées a l’aide des programmes “ Swiss-Prot and
NBRF-PIR™.protein databases” et “GenBank” (DNA Star, Madison, WI, USA).
L’analyse des stuctures secondaires de la séquence codant pour SmSP1 a été réalisée grace

a un programme décrit par Rost ef al. (1994).
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2.8 Ltude de I'expreccion géhigue de SmSPI
2.8.1 Préparation dADN génomigue

L’ADN génomique de S. mansoni est préparé a partir du stade cercaire, forme
larvaire isolée, donc supposée non contaminée par I'hdte (définitif ou intermédiaire). Les
cercaires sont broyées en une fine poudre dans de I’azote liquide. Cette poudre est ensuite
traitée 3h a 37°C en tampon Tris 10mM pH7,5, EDTA 0,1M, SDS 0,5% additioné de
protéinase K a 100pg/ml. Aprés addition de NaCl a 0,1M, on effectue les extractions
successives suivantes: phénol, phénol-chloroforme, puis chloroforme-alcool isoamylique.
L’ADN est ensuite précipité a I’éthanol 100%, traité une nuit a 37°C en Tris 10mM pH 7.5,
EDTA 1mM puis 30 minutes a 37°C en présence de RNAse a 50pg/ml. Aprés une
extraction au phénol-chloroforme, ’ADN est précipité puis resuspendu en Tris 10mM pH

7.5, EDTA 1mM, et enfin quantifié par mesure de I’absorbance a 260nm et conservé a 4°C.

2.8.2 Southern blot

Les produits de digestion de 3ug d’ADN génomique de cercaires par différentes
enzymes de restriction (Bam HI, Eco Rl, Hind III) sont déposés sur gel d’agarose 0.8%.
Aprés migration, le gel est traité 2 fois 20 minutes en tampon de dénaturation, puis 30
minutes en tampon de neutralisation. Un transfert par capillarité est ensuite effectué sur
membrane de nylon (Hybond N+, Amersham) dans un bain de 20xSSC. La membrane est

fixée 2 heures a 80°C puis hybridée selon le protocole décrit dans le § 2.2.4.

2.58.2 Northarn blot

L’extraction d’ARN total de différents stades du parasite a été réalisée selon le
protocole présenté dans le § 2.1.2, puis les ARN messagers sont ensuite isolés apres
passage au travers d’une colonne poly(dT) selon le protocole préconisé dans le kit “ mRNA
Purification kit ” (Pharmacia). Sug d’ARNm sont ensuite déposés sur un gel d’agarose
1.2% (10x MOPS, 18% formaldéhyde). Le gel est ensuite transféré par capillarité sur

membrane de nylon (Hybond N+, Amersham) aprés un bain d’une heure dans du 20xSSC.
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La membrane est ensuite fixée 1 heure a 80°C et hybridée comme il a été décrit dans le §

224

2.4 Expreccion de SmSPI en eyféme procaryote of
cargeférieatfion de 13 proféine hative correspondante

2.4.1 Expraccion et purification de la proféine recombinante

Le fragment amplifi¢ a I’aide des oligonucléotides dégénérés précédemment cloné
dans le vecteur pPCR™ 11, fut ensuite sous-clon€ en vecteur d'expression pQE 30 (§ 2.1.3).
L'expression de la protéine recombinante se réalise suivant le protocole décrit dans
QIAexpressionnist (Qiaexpress™, Qiagen). Apres un controle rapide de I'expression par
microculture, la protéine exprimée est purifi¢e. La présence des 6 histidines en amont des
sites de clonage permettra de purifier la protéine recombinante sur colonne de chélate
chargée en nickel (colonne Ni-NTA resin - Qiagen). Les différentes étapes de purification

sont ensuite déposées sur SDS PAGE 15%.

2.4.2 Obfention d'un anticérum of purification d'lgC

Des lapins néo-zélandais on été immunisés a plusieurs reprises par injection sous-
cutanée selon la technique décrite par Vaitukaitis et al. (1971) ou en intra-ganglionnaire
avec la protéine recombinante en présence d'adjuvant complet de Freund (600ug ou 350 pg
respectivement). Des rats LOU M ont également été immunisés (100ug/rat) en injection
sous-cutanée. Aprés 4 semaines, les animaux ont €té réinjectés avec une méme quantité puis
ont été saignés 15 jours plus tard au niveau du sinus orbital dans le cas des rats et au niveau
d’une veine de 'oreille par aspiration sous vide pour les lapins. Puis, de nombreux rappels
ont été réalisées tous les quinze jours. L’antisérum est obtenu par décantation et testé en

western blot.

Les IgG de lapin anti-€élastase et anti-SmSP1 sont purifiées a partir des sérums de

lapin et de rats respectivement a l'aide d'acide caprylique selon le protocole décrit par
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Steinbuch & Audran (1969): pour un volume de sérum sont ajoutés deux volumes d'acétate
de sodium 60mM pH4,0. Sous agitation permanente, on ajoute ensuite goutte a goutte 0,75
ml d'acide caprylique dans le cas de sérum de lapin et 0.4 ml pour le sérum de rat. 30min
apres, une centrifugation a 5000g pendant 10min permet de récupérer le surnageant. Ce
surnageant contient les IgG qut sont ensuite dialysées contre du PBS puis concentrées et
purifiées par une précipitation au sulfate d'ammonium. La qualité des IgG est vérifiée par un
test ELISA direct. 1mg/ml d’IgG sont ensuite marquées a la biotine selon le protocole

décrit par le fournisseur (Calbiochem) pour étre utilisées en ELISA par immunocapture.

2.4.3 Préparation o antigénes de S. mancons

Les antigénes des différents stades ont €té préparés pour la réalisation d'expériences
de western blot et ELISA. Les ceufs sont au préalable broyés en une fine poudre dans de
l'azote liquide, puis cette poudre est traitée de la méme fagon que les autres stades : les
parasites sont homogénéisés dans du PBS additionné de PMSF 0,5mM et EDTA 1mM.
L'homogénat est broyé a I’aide d’un sonicateur 3 fois 30s (sonicateur labsonic U, B.Braun,
industries Vasse) et centrifugé 2 fois 10 minutes a 10 000g a 4°C. Les surnageants sont
récupéres et utilisés comme préparations antigéniques. Un dosage est réalisé afin d'évaluer
la concentration en protéine (BCA protein assay, Pierce, USA). Ces préparations sont
conservées a -80°C. Les milieux de culture des schistosomules, contenant les produits
relargués (SRP pour “ Schistosomula released products”) sont également conservés a

-80°C.

2.4.4 Wactarn blof

Les préparations antigéniques ou la protéine recombinante correspondant 4 SmSP1
(rfSmSP1) sont séparées sur SDS-PAGE 13% et transférées sur filtres de nitrocellulose
(Schieicher & Schuell, Allemagne) pendant 3 heures a 60V, en tampon de transfert,
(Towbin et al., 1979). Les sites de fixation non spécifiques sont saturés dans une solution
de PBS-lait 5% 2h a température ambiante puis les filtres sont incubés une nuit a 4°C avec
le sérum dilué dans du PBS-lait 5%. Aprés 3 lavages en PBS-Tween-20 0,4% (PBS-

Tween) les filtres sont incubés en présence d'un conjugué anti-IgG de lapin (Sanofi-Pasteur,
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France) ou anti-IgG de rat (Sigma, USA) marqué a la péroxydase (1/500e et 1/100e
respectivement) pendant 2 heures a température ambiante. Aprés trois lavages en PBS-
Tween, la révélation s'effectue avec le substrat de la Horse Radish Peroxydase (4-chloro-1-

naphtol, BIO-RAD) en présence d'eau oxygénée. La réaction est arrétée avec de l'eau.

Le western blot a également été utilisé lors de ’étude de réactivité croisée entre
Iantisérum dirigé contre la rSmSP1 et la kallikreine pancréatique de porc (Sigma). Pour
cela, cette derniére fut déposée sur SDS-PAGE 13% et transférée selon la méthode

précedemment décrite, les étapes suivantes étant identiques.

2.4.5 EL[CA¢e
v ELISA par immunocaptute

L’ELISA par immunocapture ou “ sandwich ” a été utilisé, d’une part, pour évaluer
la présence de la protéine native correspondant a SmSP1 dans différents extraits
antigéniques et d’autre part, pour étudier la présence de la chaine légére de la rSmSP1 et

I’élastase lors de leur expression en cellules d’insectes.

Des plaques 96 puits de microtitration (Immulon III, Dynatech Laboratories, USA)
sont sensibilisées 3h a 37°C avec 100ul/puits d'IgG purifiées a 10ug/ml en PBS. Apres 3
lavages en PBS contenant 0,1% de Tween-20 (PBS-Tween), les plaques sont saturées 1h a
température ambiante avec 200ul/puits de PBS-gélatine 0,5%. 100ul/puits de dilutions
(PBS-Tween) sérielles des préparations antigéniques, de SmSP1 ou d'élastase recombinante
sont ajoutés et incubés une nuit a 4°C. Les plaques sont lavées de nouveau puis incubées
1h30 a 37°C en présence de 100ul/puits d'IgG spécifiques marquées a la biotine diluées au
1/2000e en PBS-Tween, puis 30 minutes a 37°C en présence de 100ul/puits de
streptavidine marquée a la péroxydase (1/2500e) (Amersham, France). Apres 5 derniers
lavages, le substrat (ortho-phenylenediamine, Sigma) dilué a 1mg/ml en tampon Phosphate
de sodium 0,1M pHS,5, contenant 0,03% d'eau oxygénée est ajouté et incub€ a l'obscurité
30 minutes a 37°C. La réaction est arrétée par l'addition de 100ul/puits d'HC] 2N et la
densité optique (DO) est mesurée a 492nm. Les résultats sont exprimés en ng de protéine
étudiée par mg de protéines totales ou en ng/ml de milieu dans le cas du dosage de la

SmSP1 dans le SRP.
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v ELISA direct

L’ELISA direct a été utilis¢ pour I’étude de I"immunogénicité de la SmSP1 au éours
d’infection expérimentale par S. mansoni (§ 2.4.7). Des plaques de microtitration (NUNC-
Immulon ™, Polylabo, France) sont sensibilisées 3 h a 37°C avec 100ul/puit de protéine
recombinante (rSmSP1) diluée a 10ug/mi dans du PBS. Aprés 3 lavages en PBS-Tween et
une saturation d’1h a température ambiante avec 200ul de PBS contenant 0.5% de gélatine,
les sérums de rats ou de souris dilués (1/100e) dans du PBS-Tween sont ajoutés et incubés
une nuit a4 4°C. Les plaques sont ensuite lavées comme décrit précédemment et incubées
1h30 a 37°C avec des IgG de chevre anti-IgG de rat (1/10000°) (Sigma) ou anti- IgG
mouse (1/20000e) (Sanofi-Pasteur, France) marquées a la péroxydase diluées dans du PBS-
Tween-20. La révélation et la mesure des DO sont réalisées suivant le protocole décrit
précédemment. Les résultats sont exprimés en DO en fonction des jours d’infection et/ou de

réinfection.

2.4.6 Margusge mérabolique af immunoprécipitation

Des vers adultes de S. mansoni (2 couples/ml) sont maintenus en culture dans du
MEM contenant 0,02% gentalline-gentamycine en présence de sérum de veau foetal 10%
sans methionine (GIBCO) pendant 1 h & 37°C dans un étuve a 5% CO2. Puis, le milieu est
renouvelé et additionné de *>S-Met (50p.ci/ml) (Amersham), les parasites sont alors incubés
pendant une nuit. Apres plusieurs lavages en MEM, les vers adultes (environ 15 couples)
sont homogénéisés dans un tampon de lyse (Tris 10mM, NaCl 0,15M, NP40 0.5%, EDTA
1mM, PMSF 0.5mM pH 7.4) et sont broyés a l'aide d'un sonicateur et centrifugés a 10 000
rpm pendant 5 minutes. Le surnageant est récupéré et le marquage est estimé aprés
précipitation au TCA (25%) 1h dans la glace. Avant I’immunoprécipitation les antigeénes
sont saturés sur la protéine G-agarose (Sigma) avec un sérum sain de rat en présence de
TNTE (Tris SmM, NaCl 0,15M, NP40 0,5%, EDTA 2mM, PMSF 0,5mM pH 7,4) pendant
2 h a 4°C sous agitation. Puis les échantillons sont incubés avec la protéine G-agarose
préincubée avec le sérum sain ou anti-protéine recombinante dans du TNTE sur la nuit a
4°C. Les billes sont ensuite lavées et éluées, le surnageant est analysé sur SDS-PAGE 15%.

Aprés traitement avec une solution “ Amplify ” (Amersham), le gel est séché et mis en
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exposition sur un film KODAK BIOMAX ™MR a —-80°C.

2.4.7 Localisation par immunofiuorescence

Les vers adultes sont fixés dans une solution de PBS pH 7.4 contenant de la
paraformaldéhyde 4%, puis sont inclus dans de la paraffine. Des coupes de 3um sont
effectuées, puis elles sont déparaffinées, réhydratées et incubées pendant 30minutes dans
une solution de Tris-HCI contenant 0.5% d’ovalbumine (OVA) et 5% de sérum de veau
décomplémenté (TBS; 20mM Tris-HCI, 0.5M NaCl, pH 7.4). Une incubation avec le sérum
de rat anti-rSmSP1 ou pré-immun dilué dans du TBS-0.5% OVA (1/100°) pendant une nuit
a 4°C fait suite. Apres deux lavages en TBS-0.5% OVA, les coupes sont incubées avec des
IgG de chevre, couplées a la FITC, dirigées contre les IgG de rat (1/50e) (Jackson
Immunoresearch, USA) pendant 30 minutes a température ambiante. Aprés plusieurs
lavages en TBS-0.5% OVA, les coupes sont observées a I’aide d’un microscope a

fluorescence (Axioskop Zeiss, Germany).

2.4.8 Etude de I'antigénicité de la proféine nafive

¥ Infectation expétimentale

Les rats, préalablement endormis au Valium (100ul/ 250g) et a I'Imalgéne (100ul/
200g), sont infestés par voie transcutanée selon la technique des anneaux (Smithers &
Terry, 1965) a raison de 1000 cercaires de la souche Guadeloupe par rat, puis réinfestés
selon la méme méthode 9 semaines aprés la premiére infestation. Les souris Balb/c sont,
elles, préalablement endormies au pentobarbital (dilué au 1/20e dans de I'eau physiologique

(400ul/ 20g)) et infestées selon la méme méthode avec 50 cercaires par souris.

v Qérume d'infection

Les animaux sont ensuite saignés toutes les semaines ou tous les 15 jours par ponction
rétro-orbitale. L’analyse de la réponse anticorps dirigée contre la protéine recombinante

rSmSP1 s’effectue par ELISA direct (§ 2.4.5).
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2.5 Expreccion de 12 " chaine lagére ” de SmSPI of
de I'élactace en cellulee dTnsecfos of cargetariegtion
de I activité enzymatique

2.5.1 Cotrancfaction

Les cellules Sf9 sont cotransfectées, a une densité de 1.10°/ml dans du milieu Grace
(Gibco BRL) additionné de sérum de veau foetal a 10% (Boerhinger), a I’aide du vecteur
recombinant (3 a 5ug) (cf § 2.1.3) et de 0.5 pug d’ADN viral (Baculo Gold ® DNA,
Pharmingen) dans un boite de 25 cm” selon le protocole décrit. Cing jours aprés incubation
a 27,5°C, le surnageant infectieux est récupéré pour infecter de nouvelles cellules a une
méme densité dans une boite de 75cm’, dans du milieu XPRESS (BioWitthaker,
Bioproducts). Le surnageant de culture est également récupéré 5 jours plus tard pour étre
ensuite cloné selon la méthode, préconisée par le fournisseur, de plages de lyse par

“ plaque-assay ” .

2.5.2 Clonage

2 millions de cellules sont mises a adhérer dans des plaques 6 puits (MULTIWELL™,
Becton Dickinson) et infectées par 500ul de dilutions successives (107 a 10%) de
surnageant infectieux. Aprés une heure de contact a 27,5°C, le surnageant est éliminé, et les
cellules infectées sont recouvertes d’agarose LMP (Low Melting Point, Euromedex) 2%
préparé dans du milieu de Grace 5%. Les plages de lyse apparaissent aprés plus de 7 jours
et sont alors repiquées par aspiration dans 1ml de milieu Grace. Les particules virales sont
éluées apres 4heures a 4°C. 500ul de ce surnageant serviront a infecter des cellules Sf9

comme décrit précédemment dans une boite de 25cm® dans du milieu XPRESS.

2.5.8 Amplifieation virale eof production de I9 proféine
racombinanfe
Afin d’augmenter le titre viral, des passages successifs de 5 jours sont réalisés a partir

d'une boite de 25cm’ puis 75cm’® jusqu’a plusieurs boites de 175c¢m” aprés infection par
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500ul de surnageant infectieux de la culture précédente. Le dernier surnageant infectieux
servira de stock viral et sera titré, par la méthode des plages de lyse précédemment décrite.
Le titre viral ainsi déterminé, nous permettra d’infecter a une bonne MOI (Multiplicity of
Infection : rapport virus/cellule de 3 a 10) d’autres cellules Sf9 ou HF pour obtenir une
production satisfaisante de la protéine recombinante. Puis le surnageant et les cellules sont
récupérés 4 jours apres infection (temps déterminé aprés étude cinétique) et la présence de
la protéine recombinante est évaluée par ELISA immunocapture et I’activité enzymatique

testee.

2.5.4 Mecure de I'activité enzymatique

L’activité enzymatique de 1’élastase ainsi que de la chaine légére codant pour SmSP1
sont évaluées en terme de dégradation de différents substrats. L’activité enzymatique a

également €té testée sur la protéine native correspondant a SmSP1.

v Azocoll

L'Azocoll correspond a du collagéne imprégné d'une coloration rouge. L'hydrolyse
de ce substrat induit la libération de peptides colorés proportionnelle a la concentration de
I'enzyme.

500 ul de surnageant de culture exprimant 1’élastase recombinante sont incubés a
37°C en présence de Smg d’Azocoll (Sigma) en tampon Glycine 100mM, pH9,2 + CaCl,
2mM dans un volume final de 1ml. La mesure de I’absorbance & 540nm du surnageant a

différents temps d’incubation (1h & une nuit) permet d’évaluer la dégradation du substrat.

v Autres substrate eynthétiques

N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroaniline (Sigma)

N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Ala p-nitroaniline (Sigma)

N-Succinyl-Gly-Gly-Gly p-nitroaniline (Sigma)

N-Succinyl-L-Phe p-nitroaniline (Sigma)

Le développement d’une coloration jaune dont la DO est suivie 4 410nm est la conséquence

du clivage enzymatique de la chaine polypeptidique qui libére la p- nitroaniline.
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2.5.5 Purification de 1'élastace racombinanta

La purification a été menée a partir de I’élastase intracellulaire des cellules Sf9.
Ainsi, les cellules sont lysées dans un tampon Tris 10mM, NaCl 150mM, NP 40 0.5%
pendant 30 minutes a 4°C (2.10%/ml).

Le surnageant est pass¢ sur une colonne de p-aminobenzamidine, inhibiteur
spécifique de sérine protéase, fixé sur sépharose (Sigma). Le lysat cellulaire est passé sur la
colonne a un débit de 0.5ml/min & I’aide d’une pompe péristaltique a 4°C. Aprés plusieurs
lavages en Tris HCl 50mM, NaCl 150mM pHS8 , I’élution a lieu avec un exceés du méme
inhibiteur libre (10mM ou 30mM). Le complexe élastase/inhibiteur est dissocié par dialyses

successives contre du Tris HCl pH8, puis concentré.

2.6 Mice au point de I3 purification de 13 proféine
native correspondant § SmSPI

2.6.1 Préparation d'lgG spécifiques

Les IgG préparées selon la méthode décrite dans le paragraphe 2.4.2 ont été purifiées
par une chromatographie d’affinité. Pour cela, la rSmSP1 a été couplée a une matrice
préactivée (NHS-activated Sepharose® 4 Fast Flow, Pharmacia) selon le protocole
prédonisé, la liaison se réalisant par le groupement NH, terminal des protéines. La
réalisation de la chromatographie est suivie par FPLC (FPLC ® System, Pharmacia
Biotech).

Les IgG spécifiques de la rSmSP1, fixées sur la colonne, sont alors €luées par passage d’un
tampon acide (AcNa pH 4.6) et aussitot neutralisées. Les IgG sont ensuite concentrées par

ultrafiltration et leur spécificité est controlée en ELISA.
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2.6.2 Couplage des [gG, préparation des matrices
Deux types de couplage ont €te utilisés pour fixer les IgG sur une matrice.

Le premier couplage nécessite le traitement des IgG par le périodate (Sodium m-
périodate ou Na,lO,). Ainsi, les IgG sont tout d’abord dessalées et dialysées dans un
tampon acétate (Ac Na 60mM pHS5.2) puis sont mises en contact avec 0.1 volume de
Na,IO4 pendant 40 minutes a température ambiante puis sont de nouveau dessalées. Les
anticorps ainsi préparés sont mis en contact avec la matrice (Hydrazide Avidgel, Interchim),
préalablement équilibrée dans un tampon citrate 100mM, pendant 5 & 6 heures sous légére
agitation. Aprés incubation, la matrice est lavée en tampon Tris HCl pH8 0.1M et conservée
44°C. |

Le second type de couplage est réalis¢é sur une matrice de sépharose préactivée
(Sepharose-CNBr, Sigma) et équilibrée en tampon phosphate 0.5M pH7.5. 600ul de gel
sont alors mis en contact avec 3mg d’IgG totales préalablement dialysées contre le méme
tampon. La réaction se réalise a température ambiante sous légeére agitation, elle est suivie
par dosage de la DO du surnageant afin d’apprécier la quantité d’IgG fixées. Deux lavages
de la matrice sont assurés par un tampon phosphate 0.5M pH7.5, puis par un tampon
phosphate 0.5M pH7.5 + NaCl IM. Le gel est ensuite incubé a température ambiante 2
heures avec 10 volumes d’éthanolamine 100mM pH7.5 afin de bloquer les sites libres
activés. Aprés deux derniers lavages en PBS, les billes sont alors conservées a 4°C en

présence de merthiolate 0.01% final, la matrice est stable pendant plusieurs mois.

2.6.8 Conirile de lg qualité de la colonne

100l de chacune des matrices sont préincubés en tampon AcNa pH4.6 afin d'éliminer
toute fixation non spécifique. Aprés deux lavages en PBS, chacune d’elle est mise en
contact avec 75ug de rSmSP1 pendant 1h30 a température ambiante sous légere agitation.
Aprés deux lavages en PBS, une premiére élution est réalisée en tampon PBS NaCl 0.5M
dans 500ul, puis différentes élutions suivent a pH acide. Chaque lavage et éluat est

concentré au TCA 20% pendant 1h a 0°C et analysé sur SDS-PAGE 15%.
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2.6.4 KRaalication de la chromatographie d'affinité sur des
axtrgite colubles de vers adulfes ou SWAP

Les antigénes de vers adultes (SWAP pour Soluble Worms Antigens Preparation),
préparés selon la méthode décrite dans le § 1.1, sont mis au contact des matrices. Le mode
opératoire exécuté est identique a celui décrit dans le paragraphe précédent. L’activité

enzymatique a été testée sur certaines fractions selon le protocole décrit dans le § 2.5.4.
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1. ldentification de nouyvellee céring
protégcec de S. manconi

1.1 Stratagio de PCR

Différentes stratégies ont été développées dans le but d’identifier de nouvelles sérine
protéases de S. mansoni, et notamment une stratégie de PCR a l'aide d'oligonucléotides
dégénérés (tableau 13) basés sur les séquences consensus du site actif de ces enzymes. Celui-
ci est constitué de trois acides aminés (H, D et S) présents dans une séquence consensus
(figure 7). Nous avons choisi d’utiliser des amorces dégénérées au niveau de I’histidine
(CAC) et de la sérine (AGi ou TCi), acides aminés présents respectivement en C-terminal et

N-terminal. Les séquences sont dérivés de celles décrites par Sakanari e al. (1989).

A
Trypsine de Rat VSAAHCYKS LNNDIMLI DSCQGDSGGP
TPA humain LSAAHCFQE YDNDIALL DACQGDSGGP
Facteur IX humain VTAAHCVET YNHDTALL DSCQGDSGGP
Sérine protéase de o p pevig INNDIMIL DSCQGDSGGP
Anisakis simplex
Elastase de LTAGHCVCS SGPDIATV L,PAPGDSGGP
S. mansoni

Val Thr Ala Ala His Cys Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu
1: 5- TGG GTi GTi ACi GCi GCi CAC TG -3’ 2: 3 CCi CTA TCi CCi CCi GGi GA-5

3: 3'- CCi CTA AG1 CCi CCi GGt GA-5'
4: 3'- CCi CTG TCi CCi CCi GGi GA -5'
5: 3'- CCi CTG AGi CCi CCi GGi GA -5'

Figure 7 : A : Alignement de séquences consensus du site actif (H, D et §) de
différentes sérine protéases : trypsine de rat, activateur de plasminogene tissulaire
(TPA) et facteur 1X humain, sérine protéase de A. simplex (Sakanari et al., 1989) et

1'élastase de S. mansoni.
B : Séquences en acides nucléiques des amorces dégénérées choisies a partir des
séquences consensus contenant [ histidine et la sérine.
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Ainsi, nous avons amplifi¢ différentes matrices telles que les produits de Transcription
Reverse (ou RT) de vers adultes, une banque d’ADNc A Zap et I'ADN génomique de
cercaires. Le tableau ci-dessous résume les différentes réactions de PCR réalisées ainsi que

les fragments qui ont été effectivement séquencés et analysés.

Tableau 15 : Récapitulatif des différentes PCR réalisées en vue d’identifier de nouvelles
sérine protéases de S. mansoni.

Matrice | Amorce 5°| Amorce 87| Réeultgte Remarquee
Banque d’ADNc 1 2 -
(A Zap) 1 3 -
1 4 -
1 5 -
RT de vers 1 2 )
adultes i i -
1 5 + Fragments séquencés (670pb et
1100pb) : aucune homologie.
ADN genomique 1 2 + Fragment séquencé (figure 9).
de cercaires 1 3 + Nombreux fragments non
spécifiques.

Une amplification spécifique a été obtenue a partir de ’ADN génomique de cercaires
a 'aide du couple d’oligonucléotides 1&2. La réaction de PCR a €été déposée sur gel

d’agarose 1% (figure 8) au coté des controles négatifs.
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Figure 8 : Analyse sur gel d’agarose des produits de PCR menées sur ADN génomique de
cercaires a l’aide des oligonucléotides dégénérés 1&2 (2). Les controles négatifs réalisés
avec chacune des deux amorces seules ou a l’aide des deux amorces en absence de matrice
ont été respectivement déposés en pistes (3), (4) et (3). En piste (1) est déposé un marqueur
(V1) (Pharmacia).

1.2 Séguences nucléotidigue ef proféique

Le produit de PCR nommé SmSP1 présenté ci-dessus a €té cloné et séquencé. Le
séquengage a permis d’obtenir la séquence nucléotidique d’un fragment long de 467 pb
(figure 9). Celle-ci est codante, en effet, il apparait un cadre de lecture ouvert tout au long de

la séquence, ceci suggeére donc ’absence d’intron.

122



Réeultare

TGGGTAATGACAGCTGCACACTGTATTCAACCAATGCCAGATCCAAAGCGATGGTTTGTA 60
W vV M T A A HCTI Q P M P D P KR W F V

GACGTTGGAAGATACTATAGAAACTTTGGTGGTCCTGAAGTTCAAAGAATAAAACTTTCA 1 20
D VvV 6 R Y Y RNF G G P E V Q R I K L s

CAAATTGTTATACACCCATCTTACAATAAAAAAATTTACGCCAATGACATAGCACTGTTA 180
e I v I H P 8 ¥ N K K I ¥ A N D I A L L

CGTCTACAAACTCCAGCTAATTTAGATAATCGTCAGGTACGACTTTCTCCAGTTCCACGT 240
R L ¢ T P A NL DN RIQV R L S P V P R

AATCCTCATTTATCCGATTTATTAACAGATAATGTTCAGTGCATGGTCGCTGGTTGGGGA 300
N P H L 8§ DL L T DNV Q C MV A G W G

GATACACATAATACAGGTTCAAATGATGTTCTAAGACAAGCAGTTCTTCCTGTCATTAAT 360
b T H N T G s N D V L R Q A V L P V I N

TATGATCTTTGCAAATCATGGTATCAATATCTTAATAAAGCAAGCTTTTGTGCTGGATAC 420
Yy b L. C K 8 WY Q Y L N KA S F C A G Y

AAACAACGAGGAATTGATGCTTGCCAAGGTGATAGTGGGGGTCCTCT 467
K Q R 6 I D A CGQ G D sS8 G G P L

Figure 9: Séquences nucléotidique et protéique du fragment de 467 pb ou SmSP1 amplifié a
partir d’oligonucléotides dégénérés sur ADN génomique de cercaires. H, D et S constituent
les trois acides aminés impliqués dans le site actif des sérine protéases. Les séquences
soulignées sont apportées par les oligonucléotides dégénéres.

Ainsi, on retrouve dans la séquence en acides aminés déduite, soit 156 aa, ’histidine
(H)etla sérine (S) dont la présence devra étre confirmée puisque ces résidus sont apportés
par les amorces dégénérées. En revanche, un autre acide aminé, ’acide aspartique (D) présent
dans une région consensus conservée chez les sérine protéases, laisse entrevoir la présence de
la triade d’acides aminés caractéristique du site actif des sérine protéases. Ce fragment a
permis la synthése d’oligonucléotides spécifiques de PC1 a PC6 dont les séquences sont
présentées dans le tableau 14.

Ce fragment de 467pb sera utilisé dans un premier temps comme sonde pour cribler les
différentes banques (cf. § 2.1) puis sera cloné dans un vecteur d’expression dans le but

d’obtenir une protéine recombinante (cf. § 3.2.1).
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1.8 Homologies de ségquence

La séquence protéique déduite a €té comparée a une banque de données et les
homologies sont présentées dans la figure 10. Les protéines homologues concernent des
sérine protéases impliquées dans la coagulation sanguine telles que [activateur de
plasminogene, la protéine C et la kallikréine plasmatique. Ainsi, I’activateur de plasminogéne
de chauve souris présente 42% d’identité du coté N terminal (position en acides aminés : 3 a
60 aa) et la protéine C humaine, 36% d’identité du coté C terminal (position 45 & 98 aa). Si
I’on considére d’autre part les similitudes conservées (charges identiques symbolisées par
deux points), le pourcentage d’homologies peut alors atteindre plus de 55%. Par ailleurs, la
séquence en acides aminés présente sur toute sa longueur une homologie de séquence de
35% avec la kallikréine plasmatique de souris (MpKLK). Il est important de noter la présence
de la séquence consensus DIALL, mentionnée en figure 7 (et retrouvée dans I’activateur de
plasminogene et le facteur IX humain), dans chacune des trois protéases homologues, celle-

ci contient le troisiéme acide aminés (D) caractéristique des sérine protéases.

SmSP1 TAAHCIQPMPDPKRWEVDVGRYYRNFGGPEVQRIKLSQIVIHPSYNKKIYANDIALLRLQTP 65

TAAHC:: :P P W : G : E i 1 IH Y DIAL: :LQTP

MpKLK TAAHCFDGIPYPDVWRIYGGILSLSEITKETPSSRIKELIIHQEYKVSEGNYDIALIKLQTP 492

SmSP1 ANLDNRQVRLSPVPRNPHLSDLLTDNVQCMVAGWGDTHNTG-SNDVLRQAVLPVINYDLCKSW 125

N .: Q .:. :P.szss . T :C V:GVW T.: G ::::L::A.:P:: : C:.

MpKLK LNYTEFQKPIC-LPSKADTNTIYT-—-NCWVTGWGYTKEQGETONILOQKATIPLVPNEECQKK 551

SmSPl  YRDYVINKQOMICAGYKEGGTDACKGDSGGPL 155
Y :Y: NK. :CAGYK: G.DAC:GDSGGPL

MpKLK  Y-QYL-NKASFCAGYKQRGIDACQGDSGGPL 582

smSP1  TAAHCIQPMPDPKRWFVDVGRYYRNFGGPEVQRIKLSQIVIHPSYNKKIYANDIALL 60
TAAHC: O P:: V :GRYR GEOQ : : : :IH :: Y NDIALL

VbTPA  TAAHCFQERYPPQHLRVVLGRTYRVKPGKEEQTFEVEKCIIHEEFDDDTYNNDIALL 324

smSP1  HPSYNKKIYANDIALLRLOTPANLDNRQVRLSPVPRNPHLSDLLTDNVQSMVAGWG 98
HP:Y:K NDIALL:L. PA L : V : : L : (V:GWG

HuPC HPNYSKSTTDNDIALLHLAQPATLSQTIVPICLPDSGLAERELNQAGQETLVTGWG 301

Figure 10: Homologies de séquence entre SmSP1 et d’autres sérine protéases.
(A) MpKLK : Kallikréine plasmatique de souris, (B) VBTPA : Activateur de plasminogéne

de chauve souris (Vampire Bat : Vb), (C) HuC : protéine C humaine.
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Z. Etude du géne codant pour
SmCPl

Au vu des résultats présentés précédemment, la stratégie de PCR nous a permis
I’identification d’un fragment codant pour une nouvelle sérine protéase de 5. mansoni dont il

nous faut maintenant confirmer ’existence.

2.1 Southern Blof

Nous avons, dans un premier temps, voulu par Southern blot confirmer ’existence chez
S. mansoni du gene codant pour cette nouvelle sérine protéase (SmSP1) et ainsi connaitre le
nombre de copies du gene codant pour la protéine SmSP1.

Ainsi, un Southern blot (figure 11) réalisé sur I'ADN génomique de cercaires digéré par
différentes enzymes a permis de confirmer la présence d’un gene unique codant pour SmSP1

chez §. mansoni, puisque, en effet, une seule bande apparait dans chacune des trois pistes.

21226

5148
4268
3530

2027 —

1709 —
1375 —

Figure 11 : Southern blot sur ADN génomique de S. mansoni. L.’ADN génomique
(1.5ug) a été digéré par les enzymes de restriction Acc [ (1), Fco RI (2) et
Hind II (3) et hybridé avec le fragment de 467 pb présenté dans le § 1.2.
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Z.Z Obfention de deux clones génomiquec

S’assurant ainsi, par Southern blot de la présence d’un géne unique codant pour
SmSP1, nous avons entrepris le criblage de banques génomiques. Cette étude a fait suite aux
multiples tentatives de criblages de banques d’ADNc qui n’ont malheureusement donné
aucun résultat satisfaisant.

Le fragment de 467pb obtenu par PCR avec les oligonucléotides dégénérés nous a donc
servi de sonde pour cribler une premiére banque génomique construite dans AEMBL3. Un
clone positif hybridant avec cette sonde fut isolé et étudié. La réalisation de Southern blot sur
’ADN phagique du clone digéré par différentes enzymes nous a permis de caractériser un
fragment issu d’une digestion par Hind III. Ce fragment (H1) hybride avec la partie 3” de la
sonde depuis le nucléotide 402 jusque 467. En effet, la séquence du fragment de 467pb de la
figure 9 présente un site potentiel de clivage pour Hind 111 (AAGCTT) en position 402. Le
fragment H1 a été cloné en vecteur pUC 18 digéré par Hind 111 et séquencé. Celui-ci a révélé
et confirmé la séquence apportée par I’oligonucléotide dégénéré en 3°. Par ailleurs, aucun
autre produit de digestion Hind III du clone étudié n’hybridait avec la partie 5° de notre
sonde (position 1 a 402), aussi nous avons décidé de cribler une autre banque génomique.

La seconde banque étudiée, construite dans un vecteur phagique issu de Agtl0, nous a
permis d’obtenir, apres digestion par Hind 111 de I’ ADN phagique, un autre fragment désigné
par H2 qui hybride avec la région 5’ (position 1 a 402) de notre sonde. Le séquengage partiel
de ce fragment a également confirmé la présence de la séquence en 5 apportée par ’amorce
dégénérée.

Nous avons donc deux clones génomiques, le premier, incomplet, n’a permis que 1’étude de
H1, tandis que le second a permis de poursuivre la stratégie de séquengage présentée dans le

paragraphe suivant.
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2.8 Crratégie de céquengage des clones génomigues

Dans un premier temps, les deux fragments H1 et H2 clonés et partiellement séquencés
a partir de UP et RP (tableau 14) ont été complétement séquencés a partir d’oligonucléotides
internes dont les séquences sont présentées dans le tableau 14 et les positions dans la ﬁgure
11. H1 est long de 1357pb et H2 de 2533pb. Les séquences de H1 et H2 confirment ainsi la

séquence partielle initiale de SmSP1 présentée en figure 9.

La stratégie de séquengage (figure 12) du second clone s’est ensuite poursuivie, dans
un premier temps du coté 3’ par une réaction de PCR a ’aide d’un oligonucléotide présent a
Pextrémité de H1 (So3’) et un oligonucléotide présent sur le phage dans lequel est construite
la banque (F). Le fragment de PCR désigné par So3°/F (1745pb) a été cloné et séquence. Le
cOté 5° du clone génomique a été obtenu apres digestion de I’ADN phagique et Southern blot
a I’aide d’une sonde oligonucléotidique nommée So5’. Un fragment Eco RI hybridant avec la

sonde a été cloné et séquencé. Ce fragment désigné par (E) est long de 1549pb.
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H2 (2533pb)
H i 8

i |
E (1549ph) S5 -

E E
So3’/F
3 PC10 PC14 PC15 1DI3 PCi1°
H2 e e e e 4_4'{ E
‘@ >
Sod LDL1 LDL2 PC17
5()()l)b

S03’/F (1 745ph)

— E
So L
PC21
—
. <l — <
pPC23 I
So3”
BCI1Y
| Z
|
-<
B PC20 F

Figure 12 : A : Stratégie utilisée pour la caractérisation compléte des deux clones
génomiques obtenus apres criblages de banques. Le fragment de 467 pb (H, D, S) utilisé en
tant que sonde a permis d’obtenir H1 et H2 issus de deux clones différents. Le fragment
So3/F est issu d'une PCR sur I’ADN phagique du second clone. Le fragment (F) est issu
d’une hybridation de la sonde So5’ sur ADN phagique du second clone digéré par Eco RI.
B : Description schématique des stratégies de séquencage des différents fragments. Chaque
Jleche symbolise une amorce pour la réaction de séquence exceptée So3’, F et 505"
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2.4 Homologiee de céquence en acides nucléiques

Les fragments H1, H2, E et So3’/F ont été comparés a une banque de données

« GenBank » (DNA Star, Madison, WI, USA). Les homologies de séquences des fragments

H1 et H2 seront présentées dans un paragraphe ultérieur. Les séquences nucléotidiques des

fragments (E) et So3’/F ont été arbitrairement numérotés de 1 a 1745 pb et de 1 4 1549 pb

respectivement.

A

SmN?2

(E)
SmN2

(E)
SmN2

(E)
SmN2

(E)
SmN2

®
SmN2

(E)

B

Sm a d-3
SO3°/F

TCAACATTCACTGGTCGGACACTATCAGCAACAGTGTTTTATGGGAGAGAACAAACC
TCAACAT CA TGG CGGA ACTATCAGCAACAG GTTTTATGG AGA ACAAACC
TCAACATCCATTGGCCGGATACTATCAGCAACAGCGTTTTATGGTAGAAGACAAACC

AGCTTCTCGCTGAAGAGGAAATTAGGAAAAGACATTAGAAGTGGATCCGACATACAT
AGCTTC GCT AA A GA ATTAGGAAAAGAC TT GAAGTGGAT GACATAC T
AGCTTCCAGCTAAACAAGATATTAGGAAAAGACGTTGGAAGTGGATAGGACATACTT

TAAGGAAATCATCAAACTGCATCACGAGGCAATCCCTAACTTGGAATCTGGAAGGGA
TAAGGAAATCA CAA TGCAT AC AGGCAATCC GGAAGGGA
TAAGGAAATCACCAATGTGCATTACAAGGCAATCC—~—————=————=~= GGAAGGGA

AGTGGAAAAGAGGAAGGTCAAAGAACACATTACGCCGGGAAATTGAAGCAGATATGAA
AGTGGAAAAGA GAAG C A AACACATTA GCCGG AAAT GAA CAGATATGAA
AGTGGAAAAGAAGAAGACCGATAAACACATTATGCCGGAAAATAGAAACAGATATGAA

AAGGATGAATGTTAACTGGAAAGAACTGGAAATGATTGCCGAAGACAAAGTGTGATGG
AAGGATGAAAT AACTGGAAAGAACTGGAAA GA GC A GACA AGT GATGG
AAGGATGAATAACAACTGGAAAGAACTGGAAAGGAAGGCTCAGGACAGAGTTGGATGG

AGAATGCTGGTGTGTGGCCTATGCTCCTCGTTGAGGAGTAACAGTCGTAAGTA
AGAAT T GTG G GGC TATG TC TCG GAG GTAACAG CGTAAGTA
AGAATANTAGTGAGCGGCTTATGNTCTTCGGCGAGAGGTAACAGGCGTAAGTA

256 TAAAACAGCAATGGGAAGATTCAAACAAACAATACAAAA
TAAAACA CAATGGGAAGATTCAAACAAACAATACAAAA
384 TAAAACATCAATGGGAAGATTCAAACAAACAATACAAAA

1822
758

1765
815

1708

858
1650

916
1591
975
1539

1027

293

347

Figure 13 : Homologies de séquence du fragment (E) et So3’/F, aprés comparaison avec la
banque de données « GenBank » (DNA Star, Madison, WI, USA), n° accession du clone

SmN2 : D87492, n° accession de Sm o d-3: X15621.
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La figure 13A présente les homologies de séquences entre une portion du fragment (E)
(nucléotides 702 a 1027) et une partie du clone SmN2 décrit par Tanaka ef al. (1997). Le
résultat présenté en figure 13B révele la présence d’homologies entre une portion du
fragment So3’/F (nucléotides 256 a 293) et un membre de la famille de
Sm a (Sm o d-3) qui est constitué de courts éléments répétés décrit par Spotila ef al. (1989).
Il est a noter que les séquences homologues sont en position antisens par rapport aux

séquences (E) et So3’/F.

2.5 Etude du cadre de lecture ouverf correspondsnt 4

SmCP1

Le cadre de lecture correspondant a la séquence partielle de SmSP1 précédemment
décrite (figure 9) a été prolongé en 3’ (fragment H1) de 44 aa jusqu’a un codon STOP
(TAA), dont la présence est confortée par une séquence potentielle correspondant au site de
polyadénylation 35 pb apres ce codon STOP (AATAAAA) (résultats non présentés). En 5°,
le cadre de lecture est prolongé sur 289 aa (fragment H2) jusqu’a un codon STOP, mais sans
présence de codon START défini (figure 14). Ainsi, le cadre de lecture ouvert est long de
489 aa. Nous confirmons la séquence compléte obtenue a ’aide des amorces dégénérées
(présentée en rouge dans la figure) et la prolongeons jusqu’au codon Stop. Nous avons, par
la suite, procédé a la comparaison de ce cadre de lecture avec une banque de données et
avons pu mettre en évidence des homologies de séquences avec le site catalytique des sérine

protéases mais également avec d’autre protéine.

2.5. 1 Homologres avac lee cérine profégces

La comparaison avec une banque de données de ce cadre de lecture nous a permis
d'identifier des protéines présentant de forte homologie au niveau de la structure primaire.
Ainsi, la kallikréine plasmatique de souris est homologue a 34.5% et le facteur I, protéine
impliquée dans la régulation du complément, présente un pourcentage d’homologie de 32%
(figure 15). 1l est important de noter que ces homologies ne concernent qu’une partic de
SmSP1, de méme elles ne concernent qu’un domaine de ces deux protéases : leur chaine

légére. En effet, ces deux enzymes sont synthétisées sous forme de proenzyme inactive et
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d’une unique chaine polypeptidique, un clivage protéolytique est nécessaire a I’activation de
’enzyme dont Iactivité catalytique est codée par la chaine légére. Les homologies présentées
ne concernent donc que cette chaine légere, ainsi, SmSP1 présente une séquence homologue
a un domaine catalytique complet de type sérine protéase.

Ces deux sérine protéases sont activées apres clivage protéolytique au sein d’une région
consensus constituée d’acides aminés basiques et plus particuliérement aprés une arginine
(R). Les homologies de séquence se terminent donc au niveau de ce site potentiel de clivage

et ’on retrouve dans SmSP1 une séquence (RVVN) trés hydrophobe contenant cet (R).

L’étude de la « chaine légere » de SmSP1 fut approfondie a I’aide d’un programme
(Rost ef al., 1994) basée sur I’alignement de structure protéique connue. Cette étude a
permis I’analyse des structures secondaires de SmSP1 en comparaison avec différentes sérine
protéases telles que I’¢lastase de porc et le trypsinogéne bovin dont les structures
tridimensionnelles sont connues. L’analyse a révélé que les principaux éléments impliqués
dans la formation de structures secondaires sont correctement retrouvés chez SmSP1
(résultats non présentés). Ainsi, les résidus entourant les trois acides aminés impliqués dans le
site actif (His, Ser, Asp) sont trés conservés, ainsi que, de nombreux résidus cystéine, glycine
et proline. En particulier, les résidus cystéine présents, dans la séquence SmSP1 aux positions
281, 297, 383, 413, 426, 437, 447 et 466 (figure 14) sont hautement conservés chez les
sérine protéases. Par comparaison avec notamment le facteur I, les résidus cystéine 281 et
297, 383 et 447, 413 et 426, 437 et 466 sont potentiellement capables de former des ponts
dissulfures assurant ainsi un repliement de la protéine semblable aux différentes sérine

protéases €tudiées.

Figure 14 : Page ci-apres. Séquences nucléotidique et protéique du cadre de lecture ouvert
codant pour SmSP1 apres séquengage du clone génomique. La séquence obtenue a l’aide
des oligonucléotides dégénérés qui a servi de sonde est présentée en rouge. Sont entourés
les acides aminés impliqués dans le site actif (H, D, S), I’acide aminé (R) symbolise le site

de clivage potentiel libérant une chaine légere codant pour le domaine catalytique de

’enzyme (cf. § 2.5.1). Les fléches symbolisent |’emplacement et le sens des amorces utilisées

dans une stratégie de RT-PCR (cf. § 2.6), les amorces « sens » sont par ordre LDL3 et PC17

et I’amorce « antisens » est PC 16, la séquence soulignée est non codante.
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TGATTATATCTATGCATGTTGTGGTATAATATACAGATACAAAATAGTTTGTCTATTATTGTACTA
Stop L Y L ¢ M L W Y N I 99 I ¢ N S L s I I V L
GTATTATGTAGATTTCATTGTTTAATATGTTTTCCAATCTTTGATACTGAATGTGGTTCTACA
V L € R P H € Lh . ¢ F P L F DT B € G 5 T
CCATTTATATTCAGTCCTAATGGAAATATTTATTCACATAAAGGTTATGAAAAACAATTGGCA
P F I F S P N G N I Y S H K G Y E K Q L A
TATGATGGATTGATTCAATGTTTTTGGTTAATTCATGTTAATCCACAAGATCGTATTATTATT
Y D 6L I Q9 € F W L I H WV N P Q@ D R I I I
CAATCAGTTGATTTTGATCTAGCTGGTGATTCAATTCAATGTGATGAAGATAGTTTAACTGTT
Q s v b F DL AGD S I Q@ C D ED S L T V
TATGAACCAGAAGATTATCAAGTTGACAATATAACATCTTCAGAAATTGATACATTCACGAAA
Y E P E D ¥ @ VDN I T™ S S8 E I DTET K
AGAATTGGTAAATATCCATATTGTGGATTGACAAGTTTTAGAGTATTATCTAGTTCCAATCAG
R I 6 K Yy P Y C G L TS F R VL S S 8 N Q
TTATTTCTAGTATTTAAGGCTCGATCAGCTGGAAAACACAATGGTTTTAATCTACGTTATTCA
L F L V. " KA RS A G KHN G F N L R Y S
GCTATAAACAATAACTTGGCAAAGATAGTAGAATCTTCATCACAGTCTATTACAGTGAACAGG
A°'I N NN1LT3L A K I V E S S S Q@ S I T V N R
ACATGTCACTCATCATTCGAATGGAAATGTCCAACATCCCAATGTATATTGAAAATATGGAGA
T ¢ H 8 8 F E W K C P T 58 @ C I L K I W R
TGTGATGGATTTTCTGATTGCTCAGGTTCAGAAGATGAAATAAACTGTTTAAGTCCACTTTCA
c b G F s bCcC s G s EDETINTZGCTUL S P L S
AAAATATCTCGTTTACATAGTAGACAAAAACGGTCAGTTTATGATAACGEAGAAAACTGGGGC
K I s R L H s R 0 K R S v Yy D N E E N W G
CGTGTGGTCAATGGCCAACCGGCTCCAAAAGGTGCTTGGGCTTTTATAGTTTCTTTACGTTTC
R V V NG Q P A P K GA WAV F I V S L R F
TCCGGAAACGGAGGACATGTTTGTGCAGGTAGCTTAATTAGCGCACAATGGGTAATGACAGCT
S G N G GH V CA G S5 L I s A Q W V MT A
GCACACTGTATTCAACCATTGCCAGATCCAAAGCGATGGTTTGTAGACGTTGGAAGATACTAT
A (:) Cc I @ P M P D P K RWF VDV G R Y Y
AGAAACTTTGGTGGTCCTGAAGTTCAAAGAATAAAACTTTCACAAATTGTTATACACCCATCT
R N F 6 6 P E V Q R I K L 8 @ I v I H P S8
TACAATAAAAAAATTTACGCCAATGACATAGCACTGTTACGTCTACAAACTCCAGCTAATTTA
YNKKIYAN@IALLRLQTPANL
GATAATCGTCAGGTACGACTTTCTCCAGTTCCACGTAATCCTCATTTATTCGATTTATTAACA
D N R & ¥ R L 8 P Y B R N P H L 8§ D L L T
GATAATGTTCAGTGCATGGTCGCTGGTTGGGGAGATACACATAATACAGGTTCAAATGATGTC
D NV Q CM V A GW G D T HNTG S N D V
TCAAGACAAGCAGTTCTTCCTGTCATTAATTATGATCTTTGCAAATCATGGTATCAATATCTT
f R @ A VvV L P VvV I N ¥ b L € K s W ¥ @ ¥ &
AATAAAGCAAGCTTTTGTGCTGGATACAAACAACGAGGAATTGATGCTTGCCAAGGTGATAGT
N K A S FC A G Y K @ R 66 I D A C Q G D
GGGGGTCCTCTATTGTGTTACGTTGGGGGTTCAAACAGTTCAAGCTGGAATTGTATCATGGGG
G G P L L C YV GG S NS S S W NCTIMSG
AAACGATTGTGCAAAACCAGGAATCCGGGAGTTTATACTAATG?EFCTATGTTTTCTGACTGG
K R L ¢ K T RN P G VY TNV AMF S D W
TATTCAAGTTTTTTGTAA
Y 8 S F L Stop
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SmSP1

MpKLK

SmSP1

MpKLK

SmSP1

Hu FI

SmSP1

Hu FI

SmSP1

HU FI

SmSP1

HU FI

SmSP1

v

ARIVGGTNSSLGEWPWQVSLOQVKLVSOQNHMCGGSIIGROQWVLTAAHCFDGIPYPDVWRIYGGILNL
tR:V.G :: G.W:. VSL: . : JH:C:GS:I: QWV:TAAHC:: :P P. W : G
GRVVNGQPAPKGAWAFIVSLRFS-GNGGHVCAGSLI SAQWVMTAAHCIQPMPDPKRWFDVVGRYYR

SEITKETPSSRIKELITHQEYKVSEGNYDIALIKLQTPLNYTEFQKPIC-LPSKADTNTIYT———
: E... ¢¢.0:IH..Y: . . DIAL::LQTP N .: Q .:. :P.::z: :.: T
NFGGPEVQRIKLSQIVIHPSYNKKIYANDIALLRLQTPANLDNRQVRLSPVPRNPHLSDLLTDNV

NCWVTGWGYTKERGETQNILQKATIPLVPNEECQKKYRDYVINKQMICAGYKEGGTDACKGDSGGP
:C V:GWG T.: G :::: ::A.:P:: : C:. Y :Y NK. :CAGYK: G.DAC:GDSGGP
QCMVAGWGDTHNTG-SNDVSRQAVLPVINYDLCKSWY-QYL-NKASFCAGYKQRGIDACQGDSGGP

LVCKHSGRWOQLVGITSWGEGCARKEQPGVYTKVSEYIDW
L:C :G. G. :. (PGVYT:V: : DW
LLCYVGGSNSSSWNCIMGKRLCKTRNPGVYTNVAMFEFSDW

v

KRIVGGKRAQLGDLPWQVATIK--DASGITCGGIYIGGCWILTAAHCLRASKTHRYQIWTTVVDWIHP
R:V.G:.A., G. :. V::: :..G .C.G TI.. W..TAAHC... ... W. V.. ..
GRVVNGQPAPKGAWAFIVSLRFSGNGGHVCAGSLISAQWVMTAAHCIQPMPDPK--RWFDVVGRYYR

DLKRIVIEYV-—-DRIIFHENYNAGTYQONDIALIEMKKDGNKKDCELPRSTPACVPWSPYLFQPNDTC
. .I..H :YN .Y.NDIAL: t:.:N . . S : P : L: N C
NFGGPEVQRIKLSQIVIHPSYNKKIYANDIALLRLQTPANLDNRQVRLSPVPRNPHLSDLLTDNVQC

IVSGWGREKDNERVFSLQWGEVKLIS—-NCSKFYGNRFYEKEMECAGTYDGSIDACKGDSGGPLVCM
tVIGWG ..., S C...¥Y :: :K. CAG : :IDAC:GDSGGPL:C
MVAGWGDTHNTGSNDVSRQAVLPVINYDLCKSWY—-QYLNKASFCAGYKQRGIDACQGDSGGPLLCY

DANNVTYVWGVVSWGENCGKPEFPGVYTKVANYFDWIS
t.ror iW. :C:KP PGVYT:VA : DW S
VGGSNSSSWNCIMGKRLC KTRNPGVYTNVAMESDWYS

Figure 15 : Alignement des séquences protéiques de SmSP1 avec la kallikréine
plasmatique de souris (A) et le Facteur I humain (B). Les homologies de séquence ne
concernent qu 'une partie du cadre de lecture ouvert de SmSP1 (depuis aa 252) et les

chaines légeéres des deux sérine protéases. Le site potentiel de clivage libérant les deux

chaines est représenté par une fléche.
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2.5.2 Aufre homologie de céquence

La séquence complete du clone génomique d’environ 7kb (7184 pb) (séquence non
présentée) a également €t¢ analysée. Ainsi, les cadres de lecture ouverts de plus de 150pb ont
été comparés a la méme banque de données de séquence protéique. Aucun autre cadre de
lecture ne présentait des homologies significatives, néanmoins le cadre de lecture de 489 aa
présenté en figure 14 a révélé la présence d’une séquence intéressante 165 pb avant ’arginine
évoquée précédemment. Cette région (position en aa 199 a 266) présente des homologies
significatives avec les séquences répétées du domaine extracellulaire du récepteur LDL (Low
Density Lipoprotein) (Yamamoto et al., 1984) (figure 16). Cette structure, composée de 6
résidus cystéine présents dans une région consensus, est répétée 8 fois dans le domaine
extracellulaire du récepteur LDL et est également présente dans d’autres protéines telles que
certains composants du complément, le C9, le C8 et le facteur I humain (Catterall et al.,
1987).

Une stratégie de PCR qui sera présentée dans le paragraphe suivant n’a révélé la transcription
que du domaine correspondant a la « chaine légeére » de SmSP1 (cf § 2.6). Ceci suppose
donc la présence d’un intron (correspondant a la séquence depuis I’acide aminé 1 a 241) dont

la séquence est soulignée dans la figure14.
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A

Numéto des récidue de I
région NH,-terminal du
técepteur : LDL
1-38 -AVGDR-C-ERNEFQCQD-~GKCISYKWVCDGSAECQDGSDES
41-81 TCLSVT-C-KSGDFSCGGRVNRCIPQFWRCDGQVDCDNGSDEQ
82-120 GCPPKT-C-SQDEFRCHD--GKCISRQFVCDSDRDCLDGSDEA
121-159 SCPVLT-C-GPASFQCNS--STCIPQLWACDNDPDCEDGSDEW
170-208 QGDSSP-C-SAFEFHCLS--GECIHSSWRCDGGPDCKDKSDEE
209-247 NCAVAT-C-RPDEFQCSD--GNCIHGSRQCDREYDCKDMSDEV
248-288 GCVNVTLCEGPNKFKCHS--GECITLDKVCNMARDCRDWSDEP
291-322 ECGTNE-C-LDNNGGCS---HVC--NDLKIGYECLCPDG-—-~-

gé¢“mceumgumug -c-—-T7-C-—----F-C--—-G-CI-———- CD—---DC-DGS DE-

............... C—-PTSQCILKIWRCDGFSDC-SGSEDEI
OmQP1 del00 3 22688 4o

E

Récepteur LDL YYyxyrry

* serine protéase

Facteur| = 2

L.
>

A

Lo

A

chaine lourde chaine légére

SmSP1 *

Figure 16 : A : Séquences répétées du domaine NH-terminal du récepteur LDL et
séquence consensus. Les 7 premiéres séquences représentent les séquences de classe A
et la derniére séquence (291-322) moins conservée constitue la classe B. Le domaine
(199 a 226) de SmSP1 est présenté en dessous, les acides aminés conservés par
rapport a la région consensus sont en gras.

B : Représentation schématique des homologies entre le récepteur LDL, le facteur I et
SmSP1. (®) représente les domaines de classe A et (W) le domaine de classe B. Le
rectangle noir correspond au domaine catalytique de type sérine protéase.
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Comme I'indique la figure 16, une des seules protéines a présenter un domaine
catalytique de type sérine protéase au coté de domaine que [’on nommera LDL-like est le
facteur I. Or selon la figure 15, le domaine codant pour le site catalytique de SmSP1 est déja
homologue a la chaine légére du facteur 1. De plus, SmSP1 présente en amont de ce domaine

catalytique une séquence LDL-like également retrouvée sur la chaine lourde du facteur I.

2.6 Détection par RT-PCR  dec  domasinec

effectivement franecritfe

Devant les intéressantes homologies présentées précédemment, nous avons voulu dans
un premier temps nous assurer de la présence effective d’une protéine facteur I-like chez le
schistosome. Ausst, nous nous sommes intéressés au produit de transcription, pour cela nous
avons synthétisé des oligonucléotides (tableau 14) spécifiques d’une part du domaine LDL-
like (LDL3) ou d’autre domaine (PC17) et d’autre part nous avons choisi un oligonucléotide
(PC16) juste avant le codon STOP. La position des amorces est présentée dans la figure 14.
La figure 17 présente les produits de RT-PCR réalisées sur des produits de transcription de

vers adultes.

M1 2 3 4 56

800 — |
700 —

Figure 17 : Analyse sur gel d’agarose des produits de RT-PCR sur ARN total de vers
adultes. Les PCR ont été réalisées a [ 'aide des oligonucléotides PC17 et PC16 (piste 1),
LDL3 et PCI6 (piste 2), PC17 seul (piste3), PC16 seul (piste 4), LDL3 seul (piste 5) et
PC17 & PC16 sans matrice. Fn piste (PM) a été déposé un marqueur de taille d’ADN
(échelle 100pb) (Pharmacia).

Ainsi, ces résultats montrent une absence de transcription du domaine LDL-like avec la
chaine legere de SmSP1, les trois oligonucléotides (LDL1 a 3) présents dans ce domaine ont

¢té utilises. Ce domaine n’est peut-étre pas codant ou peut-étre indecelable par cette
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approche. La séquence transcrite débute au minimum a PC17, avant [’arginine (R), site
potentiel de clivage.

Nous avons voulu nous assurer que la juxtaposition de ces deux domaines (LDL-like et sérine
protéase) n’était pas le résultat d’une recombinaison au niveau du clone génomique. Ainsi,
une PCR réalisée sur ADN génomique a "aide des oligonucléotides LDL3 et PC16 nous a

contirme la contiguité de ces deux domaines au niveau génomique (résultat non présenté).

2.7 Ltude de résctivits croicde

Afin de confirmer au niveau immunologique les homologies de séquences protéiques
présentées en figure 15, nous avons voulu tester en western blot, a ’aide du sérum anti-
rSmSP1 (cf. § 3.2.2), la réactivité croisée qu’il existe entre la SmSP1 et une kallikréine
pancréatique de porc. Le résultat présenté en figure 18 révele, en effet, que I’antisérum dirigé
contre la rSmSP1 est capable de reconnaitre une kallikréine active purifiée confirmant ainsi
les homologies de séquence précédemment obtenues et suggérant ainsi ’obtention d’une

kallikréine-like chez S. mansoni,

I 2
kDa =
S
105.1 —
69.8 —
433 —
283 — »
o
18.1—

Figure 18 : Analyse en western blot de I'immunoréactivité du sérum anti-
rSmSP 1 (piste2) sur la kallikréine pancréatique de porc (1:500°), en piste |,
immunoréactivité du sérum sain.
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8. Etude de l'exproccion de I3
proféine nafive correspondant 4

SmCPI

L’expression de la SmSP1 au cours du cycle évolutif de S. mansoni fut dans un
premier temps étudiée au niveau de I’expression de I’ARNm correspondant, puis dans un

second temps au niveau de I’expression méme de la protéine native.

2.1 Etude de I'expreccion de I'ARNm
S.1L1RT-PCR

Des expériences de RT-PCR menées sur ’ARN de vers adultes et de cercaires ont
été réalisées a ’aide des oligonucléotides PC3 et PC4 distants de 427pb. Ces amorces sont
présentes sur la séquence codante de SmSP1 dans le domaine situé entre I’histidine et la
sérine impliqués dans le site catalytique de la protéase. La figure 19 révele la présence de
I’ARNm correspondant a SmSP1 aux deux stades étudiés. Le séquengage de ce fragment a

confirmé la séquence initialement obtenue.

Cercaires Vers adultes

Figure 19 : Analyse sur gel d’agarose des produits de RT-PCR menées sur I’ARN total de
cercaires (pistes 2 a 4) et de vers adultes (pistes 5 a 7) a laide d’oligonucléotides
spécifiques PC3 et PC4. Dans chaque cas, la PCR a été réalisée avec les amorces 5’ et 3’
(pistes 2 et 5), avec I’amorce 3’ seule (pistes 3 et 6), avec I'amorce 3’ seule et avec les
deux amorces en absence de matrice dans la piste 8. En piste 1 a été déposé un marqueur
de taille (échelle 100 pb) (Pharmacia).
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8.1.2  MNorthern blot

Par northern blot, nous voulions déterminer la taille exacte de 1’ADNc,
malheureusement malgré les nombreuses tentatives effectuées, nous n’avons jamais pu
mettre en évidence la présence du transcrit méme sur ARNm purifi¢ (5ug) (figure 20A).
Notre contrdle positif utilisant une sonde d’ADNc codant pour la Sm28GST (figure 20B)
révéle que ’ARNm n’est pas dégradé. Ce résultat suggére donc la sous-représentativité de
I’ARNm correspondant a SmSP1 et permet d’expliquer les multiples €checs obtenus lors de

criblages de banques d’ADNCc (cf. § 2.2).

A B

— 3386 —

— 2604 —
— 1908 — »

1383 —
— 995 —

Figure 20 : Northern blot sur ARNm de vers adultes de S. mansoni. Sonde
codant pour SmSP1 (A) et contréle positif, sonde Sm28GST (B).

L’ARNm correspondant a SmSP1 fut donc détecté par RT-PCR aux stades adulte et

cercaire. Qu’en est-il de la protéine native ?
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2.2 Ltude de I'exprescion de 13 protéine native au
coure du eyele évolutif de S. mansoni

Pour étudier ’expression de la protéine native correspondant 4 SmSP1 au cours du
cycle de S. mansoni, il nous fallait disposer d’un antisérum dirigé contre la protéine
recombinante, lequel nous servira a appréhender par différentes approches 1’expression de la

protéine native au cours du cycle évolutif de S. mansoni.

8.2.1 Exprosccion de protéines recombingntae

Ainsi, nous avons exprimé la SmSP1 recombinante dans différents systémes : E. coli

et cellules d’insectes.

v Exprecsion de I3 protéine recombingnte partielle ou tSmSP1 en £ eoli

La protéine recombinante correspondant a SmSP1 (rSmSP1) correspond au fragment
de 467 pb dont la séquence est présentée en figure 9. La figure 21 représente une analyse
sur SDS-PAGE de ’expression de la rfSmSP1 exprimée en E. coli en vecteur pQE30,
migrant a environ 22kDa. L’expression de la protéine recombinante est induite par 'IPTG
(piste 2); le produit obtenu aprés purification a été déposé en piste 3. La protéine
recombinante se trouve dans les corps d’inclusion de la bactérie, ce qui a nécessité une
solubilisation en conditions dénaturantes et une renaturation de la protéine recombinante par
dialyses séquentielles en présence de SDS 0.02% dans la derniére étape. Le rendement

moyen de production de la protéine recombinante est de 4mg/l de culture bactérienne.
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kDa

105,1 —
69,8 —

433 —

283 —

18,1 —
15,4 —

Figure 21 : Analyse sur SDS-PAGE de I’expression de la SmSP1 recombinante
(rSmSP1) en vecteur d’expression pQFE 30. (1) culture d’ E. coli non induite,
(2) culture induite par I'IPTG, (3) protéine recombinante purifiée.

v Exprecsion de la « chaine légére » de SmSP1 en cellules d'ingectes

Les études comparatives des séquences primaires et secondaires laissant supposer que
la « chaine légere » contiendrait tous les éléments nécessaires au repliement correct de la
protéine afin d’obtenir une activité enzymatique, nous avons alors décidé de I’exprimer en
cellules d’insectes. Cette chaine légére code pour le site catalytique de I’enzyme, aussi nous
avons exprimé la protéine a partir de ’arginine (R), site potentiel de clivage, jusqu’au codon
STOP (figure 14). Pour ce faire, nous avons choisi des oligonucléotides spécifiques de ces
régions en insérant un site de restriction de maniere a sous cloner le fragment de fagon
directionnelle. Ainsi, une RT-PCR a été réalisée sur ARN totaux de vers adultes a ’aide des
amorces BPC24 et SPC16, le fragment digéré par les enzymes Bam HI et Sma 1 a été
ensuite sous cloné dans le vecteur pAcGP67, B digéré par ces mémes enzymes.

Les cellules sont alors co-tranfectées avec le plasmide recombinant et I’ADN viral.
Aprés deux tentatives de clonage, la protéine est trés faiblement détectée par ELISA méme

aprés amplification virale. La protéine est également faiblement présente dans le lysat
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cellulaire. Aussi, nous n’avons pu mener a bien ce projet dont nous espérions ’obtention
d’une protéine recombinante active. Néanmoins, un phénomeéne intéressant a été observé.
En effet, apres 5 jours (J5) d’infection, les cellules ne semblent pas trés infectées mais de
plus, se sont trés fortement multipliées, alors qu’un arrét de la prolifération cellulaire est
habituellement observé dans le cas de cellules infectées (Baculovirus expression vector

system, Pharmingen).

8.2.2 Obtention d'un anticerum dirigé confre 1SmSPI of
purification d'lgG spécifique

La protéine recombinante partielle ou rfSmSP1 purifiée a été injectée a des animaux
dans le but d’obtenir un antisérum. En dépit de nombreuses tentatives sur le lapin et malgré
différents modes d’administration (sous-cutanée ou intra-ganglionnaire) ainsi que les
multiples rappels effectués, aucun des trois lapins ne donna de résultat satisfaisant. C’est a
dire qu’aucun des antisérums obtenus, capables néanmoins de reconnaitre la protéine
recombinante, ne donnaient de résultat satisfaisant sur des extraits d’antigénes de
S. mansoni.

En revanche, les rats utilisés donnérent, aprés de nombreux rappels (5 rappels tous les
quinze jours) un antisérum satisfaisant capable de reconnaitre une protéine native sur des
extraits d’antigénes de S. mansoni. La figure 22 présente le résultat d’un test en Western
blot d’un antisérum de rat sur la protéine recombinante purifiée (figure 22A) et sur un
extrait d’antigénes totaux de vers adultes de S. mansoni (figure 22B). La protéine native
correspondante présente un poids moléculaire d’environ 35kDa.

Cet antisérum sera par la suite utilisé pour les techniques d’immunofluorescence et
d’immunoprécipitation ainsi que pour la purification d’IgG spécifique nécessaire au test

ELISA.
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Figure 22 : Analyse en Western blot de I'immunoréactivité du sérum anti-rSmSP1 (piste 3)
ou du sérum de rat sain (piste 2) au 1/500° sur la protéine recombinante purifiée (4) et au
1/100° sur un extrait d’antigénes totaux de vers adultes (B). En piste 1 sont déposés des

" marqueurs de poids moléculaires (Gibco).
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2.2.8 Etude de I'axprescion de I3 protéine native au cours du
développement da . mancons

L’étude de I’expression de la protéine native correspondant a SmSP1 au cours du
développement du parasite a déja été abordée dans un premier temps au niveau de
I’expression de ’ARNm ; dans ce paragraphe I’étude de I’expression de la protéine sera
entreprise.

Dans la figure 22, nous mettions déja en évidence ’expression de la protéine au stade
adulte. La mise au point d’un test par immunocapture ELISA a permis de compléter cette
étude en analysant I’expression a d’autres stades du cycle évolutif. Dans ce systéme, une
courbe standard établie avec la rfSmSP1 purifiée permet d’évaluer les quantités de protéines
au sein de préparations antigéniques par mg de protéines totales ou par ml de surnageant de
culture de schistosomules (SRP). La figure 23 illustre les quantités de protéines natives

correspondant 8 SmSP1 détectées a chaque stade de développement du parasite.

Ainsi, par ces approches, nous mettons en évidence la présence de la protéine native
correspondant 8 SmSP1 dans chacun des stades étudiés (figure 23C) avec une concentration
maximale au stade schistosomule. La concentration est plus importante dans les
schistosomules cultivés 3h et décroit aprés 18h. La figure 23B illustre la présence de la
protéine dans le surnageant de culture des schistosomules laissant ainsi supposer
’excrétion/sécrétion de la protéine native, la concentration décroit également aprés 18h

d’incubation.
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Figure 23 : Etude de |’expression de la protéine native correspondant a SmSP1 au cours
du développement de S. mansoni.
A : Analyse en ELISA immunocapture du profil représentatif des quantités de protéines en
ng/mg de protéines totales d’ceufs (1), de cercaires (2), de schistosomules 3h (3) ou 18h
(4) et de vers adultes femelles (5) ou mdles (6).
B : Analyse en ELISA immunocapture profil représentatif de la quantité de protéine en
ng/ml de SRP testé sur trois lots de cultures différentes présentant un nombre variable de

parasites : 27 500/ml (m), 15 000/ml (¢ ) and 8 500/ml (e ).
C: Tableau récapitulatif de 1’étude de I’expression de la protéine native au niveau de
’expression de I’ARNm et protéique (nd : non déterminé).
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8.2.4 Marquage méfabolique

La réalisation d’un marquage métabolique de vers adultes, suivi d’une
immunoprécipitation grice a I’antisérum anti-rSmSP1 (figure 24), a permis dans un premier
temps de confirmer la présence de la protéine, qui présente également un poids moléculaire
d’environ 35kDa, a ce stade de développement. De plus, cette approche permet de conclure
quant 4 une néosynthése de ’enzyme par le ver adulte maintenu en culture in vitro. Enfin,
Putilisation de NP40, détergent capable de libérer les protéines de surface du parasite laisse
supposer que chez le ver adulte la protéine correspondant a SmSP1 peut étre une protéine

de surface.

1051 -
69,8 —

433 -
283 —

Figure 24 : Immunoprécipitation (IP) de protéines marquées au * °S de vers
adultes de S. mansoni d ['aide de I'antisérum anti-rSmSP1 (piste 2). En piste 1
est présenté le résultat d’une IP a I’aide d’un sérum sain.
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2.2.5 [mmunolocalisation de 13  proféine  native
chez la ver adulfe

L’identification, pour la premiere fois, d’'une s€rine protéase au stade adulte nous a
interpellés, aussi nous avons voulu par immunofluorescence connaitre sa localisation afin de
mieux appréhender sa fonctionnalité.

Ainsi, I’étude de la localisation de la protéine native par immunomarquage a revéle la
présence de la protéine dans le parenchyme du ver ainsi que dans les épines dorsales du
male (figure 25). Ces spicules ne sont en effet présentes que chez le male adulte et auraient
un role dans les systémes d’excrétion/échange vers le milieu extérieur. Cette observation
permet de confirmer I’hypothése émise dans le paragraphe précédent concernant la présence
en surface de la protéine native correspondant a SmSP1.

On note, de plus, I’absence de marquage dans le tégument et dans les assises musculaires

sous le tégument.

Figure 25 : Marquage par immunofluorescence (IF) de coupes de vers
adultes de S. mansoni. En A, marquage par [’antisérum anti-rSmSP1 et en B,
controle négatif a I'aide d’un sérum sain. (G x100)
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8.2.6 Etude de I'antigénicité de I3 proféine naftive

Les études précédentes ont révélé la présence de la protéine native dans le SRP et en
surface du ver adulte. Ces observations laissent suggérer que la protéine puisse étre
facilement apergue par le systeme immunitaire de ’hote et donc peut étre ainsi devenir cible
de la réponse immunitaire. Aussi, nous avons entrepris 1’étude de I’antigénicité de la
protéine native au cours d’infections expérimentales par S. mansoni. Nous avons suivi par
ELISA direct la réponse humorale dirigée contre la protéine chez la souris, héte permissif et
chez le rat, hote semi-permissif, infectés par S. mansoni. Les résultats ont montré une
absence de réponse tout au long de I’infection primaire ou d’une réinfection (résultats non
présentés). Des études complémentaires sur des souris infectées et traitées au praziquantel

n’ont de méme révélé aucune réponse humorale dirigée contre la protéine recombinante.

La protéine n’est peut-étre pas visible par le systéme immunitaire, dégradée ou encore

simplement non antigénique.
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4. Mice su poinf de I3
purification de 13 proféine native
corraspondant § SmSP/l

Possédant un antisérum capable de reconnaitre une protéine dans des extraits
protéiques de S. mansoni, nous avons alors décidé d’utiliser cet outil afin d’aborder la
purification de la protéine native. La technique de purification choisie fut donc une
chromatographie d’affinité a I’aide d’IgG spécifiques dirigées contre la rSmSP1. Pour ce
faire, nous devons purifier les IgG totales a partir de ’antisérum anti-rSmSP1, puis isoler les
IgG spécifiques par une chromatographie d’affinité afin de les fixer sur une matrice. Enfin,
la chromatographie d’affinité a pu étre réalisée a partir d’extraits totaux de vers adultes
(SWAP pour Soluble Worms Antigen Preparation). Nous avons choisi d’isoler la protéine
native a partir de ce stade de développement et ceci, en dépit de la faible quantité de SmSP1
détectée (figure 23), car I’antigéne total de vers adultes est le plus facile a préparer en

grande quantité.

4.1 Purifieation d'lgG spécifiques

La purification des IgG spécifiques de la rSmSP1 nécessite la fixation au préalable
de la protéine recombinante sur une matrice. Ainsi, 2 mg de rSmSP1 purifiées (cf. § 3.2.1)
sont fixés sur la colonne préactivée (NHS-Hydroxysuccinimide-ester), la fixation étant
assurée par liaison amide stable. Puis, les IgG totales (Smg), préparées a l'acide caprylique
(cf § 2.4.2), contenant une faible quantité d'IgG spécifique de la rSmSP1 sont passées sur la
colonne afin d'isoler les IgG spécifiques.
Malheureusement, la quantité d'IgG spécifiques obtenue, dont la qualité a été testée en

ELISA direct, est trop faible (35 pug) pour permettre leur fixation sur une matrice
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préactiveée. Ce probléme peut s'expliquer par la faible quantité de protéine recombinante
fixée sur la colonne. En effet, la quantité de rSmSP1 fixée était de 2mg et la concentration
préconisée par le fabricant est de Smg/ml.

Aussi, nous avons décidé de fixer directement les IgG totales sur différentes matrices
afin de réaliser la chromatographie d'affinité finale, en effet, les étapes de purification d'IgG

spécifiques induisent une perte importante d'IgG dont nous ne pouvions nous satisfaire.

4.2 Couplage des [gC, préparation des mafricee

Deux matrices ont été utilisées, la premiére assure une orientation préférentielle des
IgG sur les billes, nécessaire a la chromatographie d’affinité. En effet, la liaison de
’anticorps a la matrice est assurée par I’intermédiaire des sucres de la chaine lourde. Le
traitement par le périodate assure l'oxydation des sucres et conduit a la formation de
groupement qui réagiront avec I'hydrazide de la matrice activée pour donner une liaison

stable. Le second couplage permet une fixation des IgG sur une matrice préactivée.

4.2.1 Couplage des [gC activées par le périodarte

500ul d'IgG a 3.5 mg/ml sont mis en contact avec le périodate (Na,1O,, sodium m-
periodate). Puis la solution a été dessalée et dialysée contre un tampon (Ac Na 60mM pH
4.6). Les différentes étapes de dessalage et de concentration nous ont fait perdre 1/4 des
IgG. Ainsi, 750ug d'IgG ont été mis en contact avec la matrice Hydrazide, préalablement
équilibrée, pendant 6 heures a température ambiante sous légére agitation. Apreés incubation,
la DO a 280 mn a été prise et a révélé la fixation d'une faible quantité d'IgG soit 30%. La
colonne a été ensuite lavée en Tris HCI 0.1M pHS.

Ce faible pourcentage de couplage nous a conduits a entreprendre une autre stratégie.
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4.2.2 Couplage dos [gC sur Sapharoca activée

La matrice est reconstituée en tampon phosphate 0.5M pH 7.5, 600ul de ce gel ont
¢té mis en contact avec 3mg d'IgG totales. Aprés 3 heures d'incubation a température
ambiante sous légere agitation, la DO est prise et a révélé la fixation de 75% des IgG.
Aussi, la matrice a été lavée 2 fois en tampon phosphate 0.5M pH 7.5 puis une fois en
tampon phosphate + 1M NaCl pH 7.2. Les groupements NHS-ester encore libres ont été
bloqués par addition de 10 fois le volume d'ethanolamine pH8 & température ambiante sous
légére agitation pendant 2 heures. Apres deux lavages en PBS, la matrice est conservée en

PBS, 0.01% merthiolate.

4.8 Kéalieation de I3 chromafographie d'sffinifé

4.2.1 Contrdle de Ia qualité des mafrices

La qualité des deux matrices a été testée vis a vis de la rfSmSP1. Aprés incubation
avec la protéine recombinante, différentes élutions ont été réalisées et les produits obtenus
sont analysés sur SDS-PAGE 15%.

La colonne, sur laquelle ont été fixées les IgG préactivées au périodate, n'a donné aucun
résultat satisfaisant.

L'essai réalisé sur la colonne activée (CNBr) a révélé une absence d'élution a 0.5M NaCl et
a pH 4.6, alors qu'a pH3, la protéine recombinante est bien €luée (résultat non présenté).
Ceci laisse supposer une bonne affinité de l'anticorps vis a vis de la rSmSP1. Aussi, nous
~ avons pu utiliser cette matrice afin de purifier la protéine native a partir d'extraits solubles

de vers adultes (SWAP pour Soluble Worms Antigens Preparation).
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4.8.2 Pacesge des extraite de vers adulfes cur I3 colonne
d affinité

La premicre tentative a été réalisée sur 8 mg de SWAP, l'analyse des résultats sur
SDS-PAGE a révél¢ I'élution spécifique d'une protéine migrant vers 35kDa a pH3 (figure
26). Une analyse en ELISA direct confirma la reconnaissance spécifique de la protéine éluée
par les IgG anti-rSmSP1. L'élution a pH3 confirme la bonne affinité des IgG vis a vis cette
fois de la protéine native. La protéine éluée migrant vers 35kDa, nous confirmons ainsi les
résultats obtenus en western blot (figure 22B) et en IP (figure 24). La faible quantité de
protéine éluée, estimée a 20ng, confirme la faible représentativité de la protéine native
correspondant 8 SmSP1 déja observée en Immunocapture-ELISA (figure 23A). Par la suite,
une plus grande quantité de SWAP (110mg) a ét€¢ déposée sur la colonne. L’analyse en
SDS-PAGE a révélé un résultat identique avec néanmoins de nombreuses bandes

contaminantes (résultat non présent¢).

kDa - = -
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Figure 26: Analyse en SDS-PAGE 15% (coloration au nitrate d’argent) des éluats de la
colonne d’IgG anti-rSmSP1 apres passage de 8mg de SWAP. Les Pistes 1 et 2
correspondent aux élutions en PBS + NaCl 500mM, les pistes 3 et 4 aux élutions a pH4.6
et les pistes 5 et 6 aux élutions a pH3. Les élutions ont été réalisées dans 500ul de chacun
des éluants et concentrées 5 fois avant dépét sur gel. En piste (PM) ont été déposés des
marqueurs de poids moléculaire.

L’activité enzymatique de la fraction éluée a pH3, présentée dans la figure 26, a été
évaluée sur différents substrats. Aucun des substrats utilisés n’a été dégradé par cette

fraction.
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L. Expreccion et cargefériestion de
I'dlactace deo S. manconi produite
en cellules dineectos

L’élastase de S. mansoni, a été décrite chez la cercaire, forme larvaire infestante de
I’hote définitif (McKerrow ef al, 1985). 1l s’agit d’une sérine protéase de 30kDa
(proenzyme), la forme mature, dépourvue du peptide signal, est de 28kDa. L’élastase est
sécrétée et agit en dégradant I’¢élastine de la peau, assurant ainsi la pénétration de la larve.
Cette protéine intervient donc a une étape cruciale du cycle parasitaire et semble étre un
candidat de choix dans le cadre d’une stratégie de chimio- ou immunothérapie. Ainsi, Cohen
et al. (1991) ont montré qu’un inhibiteur spécifique du site actif de 1’élastase peut bloquer la
pénétration des cercaires dans la peau. Dans le laboratoire des études complémentaires ont
permis de mieux caractériser par des approches moléculaires et immunologiques
’expression « stade-spécifique » de cette protéase (Pierrot er al., 1996). Les études
concernant la potentialité de cette protéase en tant que modulateur de la réponse immune
ont été génées par une absence d’activité de ’enzyme recombinante. Aussi, nous nous
sommes attachés au cours de ce travail a ’expression de 1’élastase recombinante en cellules
d’insectes et a la caractérisation partielle de I’activité enzymatique détectée. De nombreuses
tentatives d’expression de 1’élastase en E. coli ont, en effet, été réalisées, mais aucune n’a
permis ’obtention d’une activité enzymatique. Plusieurs hypothéses ont été émises par

Pierrot (1997) pour expliquer cette absence d’activité.
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L. 1 Détaction de | élactace recombingnte

L’¢lastase mature a été initialement clonée dans un plasmide d'expression pQE30
(Pierrot et al., 1996), le plasmide fut ensuite digéré par les enzymes Bam HI et Sma 1 afin
de libérer ' ADNc codant pour I'élastase et sous-cloné de nouveau dans pAcGP67B. La co-
transfection de ce plasmide avec ’ADN viral du baculovirus, de cellules d’insectes Sf9 a
permis I’expression de la protéine recombinante. Ainsi, nous avons pu isoler un clone
produisant 1’élastase recombinante dans le surnageant de culture (150ng/ml), mais celle-ci
est également présente au niveau intracellulaire malgreé le systéme d’excrétion optimisée. La
présence de 1’élastase au niveau intracellulaire pourrait expliquer en partie la faible quantité
excrétée dans le surnageant. La figure 27 représente une analyse en western blot de la
présence de 1’élastase recombinante dans le surnageant de culture par rapport au contréle
donné par les cellules saines, I’analyse en western blot sur le lysat cellulaire révele également
la présence de I’élastase (résultat non présenté). Des études complémentaires utilisant
d’autres cellules d’insectes (High Five) n’ont pas permis un meilleur rendement comme

nous ’attendions.

— 698

— 433

— 283

Figure 27 : Analyse en western blot de I'expression de I'élastase recombinante

de S. mansoni par les cellules d’insectes Sf9. Immunoréactivité du sérum anti-

élastase (1/100°) sur un surnageant de cellules d’insectes transfectées (1) et un
surnageant de cellules saines (2).
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5.2 Ltude de I'activité enzymatigue de I'élastace
recombinante, caractérication de cubstrate dégradés

L’activité enzymatique a été testée a I’aide d’un substrat synthétique (Azocoll), dont
la dégradation, libérant une coloration mesurable au spectrophotometre (DO a 540 nm), est
proportionnelle a I’activité enzymatique. Ce substrat a été utilisé lors de la caractérisation de
la protéine native purifiée par McKerrow ef al. (1985). L’activité enzymatique est donc
testée sur I’Azocoll, la DO est mesurée de 6 a 24h. Les contrdles furent donnés par un
surnageant de culture de cellules Sf9 saines et par un surnageant de culture de cellules,
disponible dans le laboratoire, exprimant une protéine dont I’ADNc a été sous cloné dans le
méme vecteur. Le résultat révele une dégradation du substrat par le surnageant de cellules
S exprimant I’élastase des 8 heures d’incubation, alors qu’aucune dégradation n’est
observée par le surnageant de cellules saines ou exprimant une autre protéine.

D’autres substrats synthétiques ont été utilisés, malheureusement aucun des
substrats décrits par Mc Kerrow et al. (1985) n’a été dégradé par le surnageant de culture

exprimant 1’élastase.

L.83 Cargctérieation de I'activifé enzymatigue

L’analyse de I'influence de différents paramétres a été étudiée sur la dégradation de

I’Azocoll, les mesures des DO ont été prises aprés 18h d’incubation.

b5.8.1 Influence du pH

L’influence du pH a été testée par variation du pH du tampon glycine. Le résultat,
présenté en figure 28, représente le % d’activité en fonction du pH, nous avons
arbitrairement placé a 100% d’activité la DO maximale observée. Ainsi, I’on constate que
Iactivité augmente proportionnellement a I’augmentation du pH jusqu’a un maximum

correspondant a un pH de 9.5 puis I’activité semble décroitre.
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Figure 28 : Etude de l'influence du pH sur [’activité enzymatique détectée dans le
surnageant de culture de cellules d’insectes exprimant 1’élastase recombinante. 500l de
surnageant exprimant 1’élastase sont mis en contact avec Smg d’Azocoll dans un tampon

glycine dont le pH varie.

5.82.2 Influence d'inhibiteure ou de chélafeure dione
divalente

Des inhibiteurs spécifiques de sérine protéases ont été testés afin de vérifier la nature
exacte de ’enzyme responsable de cette activité, ce qui confirmerait dans un premier temps
que Iactivité est bien spécifique de la classe de protéase qui nous intéresse, et non pas d’une
autre protéase qui serait donc d’origine cellulaire. Ainsi, nous avons testé ’activité de
I’élastase recombinante en présence de PMSF ou de p-aminobenzamidine libre. D’autre
part, nous avons également incubé préalablement le surnageant de culture exprimant
’élastase sur une colonne sépharose sur laquelle est fixée la p-aminobenzamidine, le
surnageant ainsi récupéré doit étre dépourvu de toute activité sérine protéase.

Nous avons, dans un second temps, voulu confirmer la présence indispensable d’ions
calciques préalablement décrite par Mc Kerrow ef al. (1985), aussi nous avons testé
I’activité en présence d’EDTA.

Ainsi, la figure 29 résume les différentes études réalisées, nous avons placé
arbitrairement a 100% d’activité le résultat obtenu avec le surnageant de cellules exprimant

I’élastase.
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El + EDTA (30mM) {]
El+ PMSF (2,5mM) -
El + PAB libre (SmM) _}
El + PAB-seph. 4
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of : ' .
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Figure 29 : Pourcentage d’activité du surnageant de culture de cellules d’insectes
- exprimant l’élastase (El) en présence d’inhibiteurs spécifiques de sérine protéases tels que
PMSF (2.5mM) ou la p-aminobenzamidine (PAB libre 5mM), aprés passage du surnageant
sur une colonne sépharose- p-aminobenzamidine (PAB-seph) ou en présence d’EDTA
30mM.

Nous constatons ainsi que ’activité est inhibée en présence d’inhibiteur de sérine
protéase tels que le PMSF ou la PAB libre, I’activité est également absente apres passage du
surnageant au travers de la colonne PAB-séph, ce qui suggére non seulement que activité
soit bien de type sérine protéase, de plus elle permet de conclure quant & un bon repliement
tridimensionnel de la protéine puisqu’elle est reconnue par un inhibiteur spécifique. Des
expériences complémentaires de western blot ont permis de confirmer que la protéine
retenue par cette colonne était bien 1’élastase de S. mansoni (résultat non présenté). Enfin,
Iutilisation d’un chélateur d’ions divalent (EDTA) peut, en partie, laisser supposer que les

ions calciques sont nécessaires a I’activité protéolytique observée.
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L.8.8 [Effet dlgC anti-dlactace  recombinante  cur
[ activité proféolytique

L’activité protéolytique a été testée en présence d’IgG purifiées a partir du sérum de
lapin (Pierrot ef al., 1996) dirigée contre 1’élastase recombinante exprimée dans E. coli. Le
résultat, présenté en figure 30, révele non seulement 1’activité neutralisante des IgG contre
I’élastase recombinante produite en cellules d’insectes, mais montre également que 1’activité

protéolytique obtenue précédemment est spécifique de 1’élastase produite par ces cellules.

IgG anti-El

lgG SAIN

% activité

0 - — - %-
0 50 100 150 200 250

19G (ng)

Figure 30 : Activité protéolytique du surnageant de culture de cellules
d’insectes exprimant |’élastase recombinante de S. mansoni en présence
d’IgG anti-élastase produite en systéme procaryote (E. coli) ou d’IgG de

lapin sain.

5.4 Purificstion de 1'élactace

Afin d’associer I’activité enzymatique a |’élastase de S. mansoni, il nous fallait purifier
la protéine. Compte tenu de la faible production de I’élastase recombinante dans le
surnageant de culture et ceci malgré le systéme d’excrétion optimisée, nous nous sommes
intéressés a la protéine intracellulaire stockée en tres grande quantité, afin de la purifier.

Pour cela, nous avons utilis¢ une colonne d’affinité¢ présentée précédemment, la PAB-
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sépharose, dont nous nous sommes assurés, au préalable, de ’interaction avec I’élastase
recombinante exprimée dans le surnageant (résultat non présenté).

D’importantes productions d’élastase ont donc été réalisées, les cellules ont été
reprises dans un tampon de lyse et le lysat cellulaire a été passé sur la colonne (1ml)
préalablement équilibrée dans un tampon (Tris HCl 50mM pHS8). Aprés deux lavages en
TrisHCI, NaCl 150mM ou 500mM, 1’élution est réalisée par compétition avec I’inhibiteur
libre (10mM ou 30mM) dans un volume de 20 ml et I’éluat récupéré a été dialysé contre le
méme tampon afin de dissocier le complexe inhibiteur/protéase puis concentré.

Les différentes étapes ont été déposées sur SDS-PAGE 15% puis transférées sur
nitrocellulose et révélées a 1’aide d’un antisérum dirigé contre 1’élastase. Le résultat présenté
en figure 31 révele que 1’élastase intracellulaire n’a pas été retenue par la colonne (piste 3).
Néanmoins en piste 4, on devine une bande correspondant a une faible quantité d’élastase,
celle-ci se serait certes fixée a ’inhibiteur mais avec une faible affinité puisqu’elle est éluée

en présence de NaCl. Ainsi, en pistes 6 et 7 aucune bande correspondant a 1’élatase

n’apparait.
1 2 3 4 5 6 7
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Figure 31 : Analyse en western blot des différentes étapes de purification de [’élastase
(intracellulaire) recombinante de S. mansoni, exprimée en cellules d’insectes, par
chromatographie d’affinité (p-aminobenzamidine-sépharose).
Immunoréactivité du sérum anti-élastase (1/100°) sur le lysat cellulaire avant passage sur
la colonne (1) ou aprés passage (3), sur les lavages de la colonne en présence de NaCl
150mM (4) ou 500mM (5), ainsi que sur les éluats apres une élution par I’inhibiteur libre
a 10mM (6) ou 30mM (7).
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Chez Schistosoma mansoni, de nombreuses protéases ont été décrites mais peu sont

complétement caractérisées. Elles apparaissent fondamentales dans 1’accomplissement du
cycle évolutif du parasite, dans ’échappement et la modulation de la réponse immune de
I’héte. C’est aux stades larvaires (cercaires et schistosomules) que I’on retrouve le plus de
protéases de la famille des sérine protéases, 1’autre famille la mieux représentée étant celle
des cystéine protéases.
Dans ce travail, nous nous sommes plus particuliérement attachés a 1’étude de deux sérine
protéases de S. mansoni : |’élastase, identifiée et caractérisée par McKerrow et al., (1983;
1985) a partir de cercaire et une sérine protéase, nouvellement identifiée, au cours de cette
étude.

¥ Nous avons, en effet, grace a une stratégie de PCR, identifié un nouveau membre
de la famille des sérine protéases de S. mansoni que nous avons caractérisé au niveau
moléculaire et dont nous avons tenté la purification biochimique.

v Puis, nous avons exprimé 1’élastase recombinante de S. mansoni en cellules
d’insectes, ce qui nous a permis une caractérisation partielle de I’activité enzymatique

observée.

Etude du géne codant pour 19 SmSPI

L’obtention d’un fragment codant pour le site actif d’une nouvelle sérine protéase de
S. mansoni (ou SmSP1), nous a encouragés a caractériser cette enzyme. Le criblage de
banques d’ADNc n’ayant donné aucun résultat satisfaisant, ce qui supposait d’ores et déja
une faible représentativité de ’ARNm, nous nous sommes alors tournés vers le criblage de
banques génomiques de S. mansoni. Le séquengage complet d’un clone long de 7kb nous a
permis de confirmer I’hybridation spécifique des amorces dégénérées et ainsi de mettre en
évidence un cadre de lecture ouvert de 489aa. Celui-ci présente un codon STOP potentiel
mais aucun ATG initiateur ne peut encore étre défini. Néanmoins, il code potentiellement
pour une « chaine légére» exprimant I’activité catalytique d’une sérine protéase de
S. mansoni.

Parmi les séquences non codantes de ce clone génomique, nous avons pu mettre en
évidence, aprés comparaison des séquences nucléiques, des domaines homologues a des

régions décrites lors d’identification de séquences répétées. Dans ce contexte, on estime a
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60% de copies uniques le génome du schistosome, le reste étant attribué a la fraction
répétée du génome parmi laquelle on distingue les séquences hautement et moyennement
reépéteées. Une autre population d’éléments répétés, formés d’éléments transposables est
également présente. Ces éléments transposables sont désignés comme des acteurs potentiels

capables d’influencer I’évolution du génome (Kidwell, 1992).

La séquence présentant un cadre de lecture ouvert code pour une « chaine légére »
correspondant a un domaine sérine protéase complet qui serait libéré aprés clivage
protéolytique, au niveau d’une séquence consensus retrouvée dans la SmSP1. La
transcription de ce domaine a été confirmée par RT-PCR. Les sérine protéases présentant
des homologies avec la SmSP1 sont, en effet, synthétisées sous forme d'une unique et
longue chaine polypeptidique inactive (zymogeéne) et sont activées aprés clivage
protéolytique qui libére une chaine lourde et une chaine légere. Cette derniére code pour le
domaine catalytique constitué par une triade d'acides aminés, lhistidine (H), l'acide
aspartique (D) et la sérine (S). Chez S. mansoni, la seule sérine protéase caractérisée est
I'élastase de cercaire (Newport ef al., 1988b; Pierrot et al., 1995), elle comporte cette triade
d'acides aminés mais n'est constituée que d'une seule chaine car différente des enzymes
évoquées précédemment. La SmSP1 identifiée et caractérisée au cours de ce travail,
présente cette triade d’acides aminés contenus dans une séquence consensus.

Une étude a permis, de plus, aprés comparaison avec différentes sérine protéases
dont les structures tridimensionnelles sont connues, de montrer que celle-ci contient les
informations requises pour un bon repliement nécessaire a une activité protéolytique. En
effet, les résidus entourant la triade d’acides aminés du site catalytique (His, Asp, Ser) sont
trés conservés, de méme que de nombreux résidus glycine, proline et cystéine nécessaires a
la formation de ponts disulfures.

En amont de cette chaine légére, a été retrouvé un domaine LDL-like également
décrit sur la chaine lourde du facteur I. Par RT-PCR, nous n’avons pu identifier le produit
de transcription correspondant. Ainsi, bien que ce domaine LDL-like soit codant, il ne
semble pas transcrit, la juxtaposition de ce domaine au c6té du domaine sérine protéase,
plaide en faveur de la présence chez le schistosome d’une molécule ancestrale a une
protéine mosaique décrite chez les vertébrés. L évolution des protéases impliquées dans la
coagulation sanguine et la fibrinolyse a été largement décrit par Patthy (1985) et évoquée de

maniére plus générale par Doolittle ez al., (1985). Le facteur I, quant a lui, aurait recu au
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cours de I’évolution un domaine codant pour une activité enzymatique de type sérine
proteéase et un domaine présentant des séquences LDL-like retrouvées dans la région
extracellulaire du récepteur LDL. Ainsi, peut-étre a-t-on eu avant la dissociation
arthropodes/vértébrés une premiére réorganisation des domaines qui ne se serait

approfondie que chez les vértébrés?

L’obtention de la copie compléte de I’ADNc aurait permis de répondre  la question,
mais malheureusement la sous-représentativité de I’ARNm de méme que celle de la protéine

native correspondante ont clairement été démontrées.

Purification de 13 proféine native correspondsnt § SmSPI

La faible quantité de protéine obtenue lors de la purification de la protéine native en
est la principale preuve. La purification de la protéine native a néanmoins permis de mettre
en évidence une protéine d’environ 35kDa. La chromatographie d’affinité est une approche
intéressante qui nous permettra la purification de la SmSP1 native afin d’apprécier son
activité enzymatique. Néanmoins, il reste a optimiser quelques étapes fondamentales telles
que la purification d’IgG spécifiques et I'immunogénicité de la protéine recombinante. Dans
ce contexte, il faut rappeler qu'aucun des trois lapins utilisés ne donna d'antisérum
suffisamment immun pour mettre en évidence une protéine native par western blot. Ainsi,
les perspectives de cette étude concernent 1’optimisation de I’immunogénicité en changeant
de modéle animal (souris de différents haplotypes), ou encore tenter différentes voies et
modes (adjuvant) d’administrations ou utiliser des peptides parfois plus immunogénes. La
seconde étape a optimiser est la purification des IgG spécifiques de la rSmSP1, les
probiémes rencontrés pouvant s’expliquer par la conformation de la protéine recombinante
exprimée en E. coli. En effet, la protéine est exprimée dans les corps d’inclusion de la
bactérie, des étapes dénaturantes (Guanidine 6M) sont nécessaires a la lyse des ces corps
d’inclusions pour purifier la protéine. Puis, des dialyses successives contre des
concentrations d’urée décroissantes permettent normalement une renaturation compléte de
la protéine. Cependant, & la derniére étape de dialyse, une grande partie de la protéine
précipite et doit €tre solubilisée en présence de SDS 0.02%. Ainsi, la quantité de protéine
soluble est non seulement trop faible pour 1’élaboration d’une matrice, mais, de plus, la

protéine, compte tenu des différentes étapes de solubilisation et de renaturation, peut
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présenter une conformation tridimensionnelle non satisfaisante. Afin de contourner ce
probléme, nous avons décidé de fixer les IgG totales sur une matrice, ainsi, la mise au point
de la purification de la protéine native a pu étre abordée. Celle-ci nous a permis de montrer
I’excellente affinité qu’il existe entre les IgG de rat anti-rSmSP1 et la protéine native
correspondante puisqu’une €lution a pH 3 est nécessaire a la dissociation du complexe.
L’optimisation de chacune des étapes pourra peut-étre nous permettre de prétendre a un
meilleur rendement de purification de la protéine afin de la caractériser. La nature des
substrats dégradés et de ses inhibiteurs facilitera la compréhension du réle joué par cette

protéase au cours d’une infection par S. mansoni.

Role de 19 SmSPI 7

Celle-ci a été nommée SmSP1; elle aurait pu s’appeler kallikréine-like ou facteur I-
like mais elle n’aurait valu son nom qu’a des homologies de séquence primaire sans aucun
fondement quant a sa fonctionnalité. Est-ce une protéine intervenant dans les systémes de
cascades de la coagulation, du complément ou encore dans le systéme kallikréine-kinine,
est-ce une protéine de surface ou une protéine excrétée/sécrétée? Les questions sont
multiples, intéressées et intéressantes mais nous n'avons malheureusement encore aucune
certitude quant a la fonction exacte de cette nouvelle sérine protéase. Néanmoins, des
données expérimentales telles que la réactivité croisée entre ’antisérum dirigé contre la

SmSP1 et une kallikréine pancréatique puﬁﬁée viennent conforter nos spéculations.

Les homologies de séquences de cette protéine concernent en effet, des sérine
protéases impliquées dans les différents événements, rencontrés chez les vertébrés, cités
précédemment. Fascinante adaptation du parasite que de synthétiser des enzymes capables
d'interagir avec des systémes de I’hGte aussi complexes, dans le but sans doute, de déjouer
ces systémes d'activation a ses dépends.

Les homologies observées soulévent donc de nombreuses spéculations quant au role
joué par la SmSP1 dans I’accomplissement du cycle évolutif du parasite, dans

I’échappement ou la modulation de la réponse immune de 1’héte.

Parmi les multiples capacités de S. mansoni a contourner la réponse immune, nous
citerons sa capacité a déjouer les mécanismes de résistance a la lyse par le complément

(Marikovsky et al, 1988b, 1990). Dans ce contexte, une sérine protéase de 28kDa
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membranaire (Parizade ez al.,1990) a été décrite comme étant capable d'interférer avec ce
mécanisme en assurant la lyse du C3, du C3b et du C3bi fixés a la surface des
schistosomules (Marikovsky e al., 1988a). Le C3bi est, d'autre part, le ligand du récepteur
CR3 présent a la surface des cellules effectrices telles que les éosinophiles (Capron ef al.,
1987), sa liaison assure l'adhérence entre les cellules effectrices et les schistosomules et
favorise ainsi la lyse par activation des mécanismes cytotoxiques. Ainsi, son clivage assuré
par une activité protéolytique permet aux schistosomules une forme d'échappement vis a vis
d'une activité cytotoxique. Le schistosome immature est capable d'activer de multiples
mécanismes dépendants du complément, la voie classique qui dépend de la présence
d'anticorps spécifiques, la voie alterne et les mécanismes de cytotoxicté dépendante
d'anticorps ou ADCC évoqués précédemment. Les cercaires et les schistosomules
fraichement préparés sont particuliérement susceptibles a ces attaques mais rapidement le
schistosomule devient résistant. Il a été décrit que le jeune schistosomule était capable de
fixer a sa membrane des protéines de 1'hGte, ce qui pourrait expliquer les mécanismes
d'échappement a la réponse de 'hdte. La capture de composants tels que le C1q (Santoro et
al., 1980) ou le C3b (Ouassi et al,, 1980), par des récepteurs identifiés a la surface du
parasite, quelques heures aprés pénétration du jeune schistosomule, ont été largement
étudiés.

La SmSP1, homologue au facteur I, vient conforter ces hypothéses de résistance et permet
ainsi de mieux comprendre les mécanismes utilisés. En effet, le facteur I est un facteur a
activité protéolytique de type sérine protéase, intervenant dans la régulation de 'activité du
complément car il est capable de cliver le C3b et le C4b. Il assure le controle de I'activation
du complément et permettrait ainsi au schistosome d'échapper aux mécanismes de lyse par
le complément. Ces observations sont confortées par la localisation de la protéine en surface
(du ver adulte) ou excrétée/sécrétée (par le schistosomule), donc capable d'interagir avec les
composants du complément en surface ou autour du parasite. Différentes approches
expérimentales telles que Iutilisation d’IgG anti-rSmSP1 ou d’inhibiteurs spécifiques nous
permettraient d’évaluer in vitro P'intérét d’une telle protéase dans la lyse du schistosomule
par le complément.

Aux stades schistosomule-poumon et adulte, le parasite est complétement résistant a ces
mécanismes de lyse, ceci peut s'expliquer par la perte du glycocalyx, surface activatrice du

complément et aussi par le clivage des IgG fixées a la surface du schistosomule (Auriault et

165



Diecussion

al., 1980, 1981a, 1981b), ce qui entraine la libération d'un peptide capable d'inhiber les
fonctions cytotoxiques des macrophages (Auriault et al, 1983, 1985). Ce clivage
protéolytique de méme que la modification biochimique de la surface du parasite sont
assurés par des activités de type sérine protéase (Marikovsky ef al, 1988a), ainsi, ces
observations laissent supposer que la résistance a certains mécanismes de défense de ’hote

est hautement controlée par ces enzymes.

La SmSP1 présente, d’autre part, des homologies avec une kallikréine plasmatique de
souris, cette observation fut confortée par une réactivité immunologique croisée. Les
conséquences d’une activation de la kallikréine sont complexes car cette derniére est
impliquée dans un large spectre d’activités biologiques liées notamment au systéme
kallikréine-kinine qui induit la libération de bradykinine. Celui-ci est un médiateur vasoactif
et pro-inflammatoire qui assure une baisse de la pression sanguine locale et favorise
I’cedéme et le développement de fievre résultant d’une vasodilatation et d’une augmentation
de la perméabilité des petits vaisseaux. De plus, la kallikréine (KLK) est capable d’induire,
via la libération de kinine, la libération de I’élastase stockée dans les granules de
neutrophiles et assure la formation de radicaux libres (superoxide et NO); par ailleurs elle
induit ’activation du plasminogene et inhibe 1’agrégation plaquettaire. La kallikréine, forme
active dérivée du zymogene prékallikreine (PK), est constituée d’une chaine légére laquelle
code pour |’activité protéolytique et d’une chaine lourde qui assure la liaison au substrat, le
kininogéne de haut poids moléculaire (HK, hight molecular weight kininogen). Parmi les
substrats de la KLK, il existe en effet, le HK, le facteur XII et la prourokinase. La
régulation de I’activité de la KLK est encore mal connue, néanmoins, le C1-INH et ’'a,-M
sont capables d’interagir avec la chaine légére pour inhiber I’activité protéolytique (Colman

& Schmaier, 1990).

Que deviendrait alors le role d’une kallikréine-like chez le schistosome?
Serait-elle inductrice d’une réponse pro-inflammatoire qui serait alors nuisible au
développement du parasite ou alors a-t-on ici un phénomene fascinant déja évoqué chez
S. mansoni (Capron et al., 1996) témoignant d’une adaptation du parasite a son hote, le
phénomene de leurre de la communication. En effet, nous pouvons imaginer 1’interaction de
la kallikréine-like du schistosome avec les substrats de ’hdte sans activation du processus

en cascade. La formation du complexe enzymatique pourrait avoir lieu, mais sans activation
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protéolytique, qui pourrait étre due a une conformation tridimensionnelle différente, ce qui
conduirait & une interaction de type inhibitrice. Chez le schistosome, des interactions
inhibitrices ont été largement évoquées dans le cas des sérine protéases avec leur inhibiteurs
(Modha et al., 1996). La localisation en surface de certains inhibiteurs tels que la Smpi56
assurent non seulement une protection du parasite vis a vis de ’activité cytotoxique de
cellules effectrices car elle est capable d’interagir avec 1’élastase de neutrophiles, mais elle
est également capable d’assurer une protection de sa propre élastase en la rendant invisible
au systeme immunitaire (Ghendler ef al, 1994). Nous pouvons ainsi imaginer une telle
interaction pour la kallikréine-like du parasite dans un complexe enzyme/substrat plut6t que
enzyme/inhibiteur.

En revanche, la kallikréine présente un intérét dans la modulation de la réponse
immune et plus particulicrement dans I’activation et la différentiation des cellules B. Dans ce
contexte, un facteur kallikréine-like, désigné par GEF pour Glycosylation Enhancing Factor
peut induire, via d’autres facteurs, la différentiation des cellules B mémoires productrices
d’IgE (Ishizaka, Iwata & Ishizika, 1985). De plus, la kallikréine peut présenter une activité
modulatrice du récepteur € (¢ RMP pour € receptor modulating protein) qui induit alors une
augmentation d’IgE et d’IgG1 par les cellules B stimulées (Matsushita & Katz, 1993). Ces
observations ajoutées a celles rapportées par Verwaerde ef al. (1986 ; 1988) montrant que
les sérine protéases présentes dans le SRP sont impliquées dans la régulation in vitro et in
vivo de la synthése des IgE, suggérent que la SmSP1 peut étre impliquée dans la modulation

de la réponse immune.

Enfin, la SmSP1 présente des homologies avec des protéines impliquées dans la
régulation de la cascade de coagulation sanguine ou la fibrinolyse, ainsi le parasite semble
capable d’interagir avec un systéme de I’hdte aussi complexe que I’hémostase.

Il est, dans ce contexte, surprenant de remarquer que les schistosomes, de méme que de
nombreux parasites intravasculaires tels que les filaires, n’induisent aucune thrombose en
dépit de leur surface trés activatrice. Ainsi, différentes études ont identifié la présence
d’inhibiteur de la coagulation sanguine dans de nombreux parasites. Chez
S. mansoni, il a été démontré que des extraits solubles d’antigénes du parasite étaient
capables d’inhiber la voie endogéne de la coagulation par inhibition de I’activation du
facteur Hageman ou facteur XII (Foster et al, 1992). Ce facteur est une protéine de

régulation fondamentale dans la voie d’activation de la voie endogéne, elle circule sous
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forme de zymogene inactif et peut étre activée au contact d’une grande variété d’agents
chargés négativement. L’inhibition spécifique de cette enzyme par le parasite permet ainsi
d’expliquer I’absence d’activation de coagulation autour du schistosome. Les homologies
de séquence de la SmSP1, certes plus faibles qu’avec d’autres sérine protéases concernent
des enzymes impliquées dans la régulation de la coagulation (protéine C, résultat non
évoqué) ou dans la fibrinolyse (activateur de plasminogéne), ces observations viennent ainsi
conforter les études concernant le contrdle de la coagulation par le schistosome.

Différentes approches expérimentales telles que ’ELISA ou I’immunoprécipitation,
nous ont permis de conclure quant a la présence de la SmSP1 au stade adulte. C’est a ce
jour la premiére sérine protéase détectée a ce stade, en effet, 1’élastase de S. mansoni est,
malgré la présence du transcrit, totalement absente chez le ver adulte (Pierrot ef al., 1996).
Ceci suggere donc I'intérét fondamental de la SmSP1 tout au long du cycle évolutif pour le
parasite.

Il est, dans ce contexte, intéressant de noter une absence de réponse humorale
dirigée contre celle-ci au cours d’infections expérimentales. La sous-représentativité de la
protéine évoquée précédemment aurait pu expliquer cette observation. En effet, quel que
soit le modéle utilisé, souris BalB/c ou rat, permissif a S. mansoni ou semi-permissif, aucune
réponse de type humorale n’a été détectée. Seule la réponse IgG totales a été regardée, les
réponses IgE ou cellulaire n’ont pas été étudiées et restent donc a envisager. Néanmoins,
cette absence de réponse anticorps au cours d’une infection primaire ou d’une réinfection
souléve d’autres hypothéses. Dans ce contexte, de nombreux travaux ont montré que des
sérine protéases étaient capables de se fixer a des inhibiteurs, formant ainsi un complexe qui
rend I’enzyme totalement invisible au systéme immunitaire (cf. Généralités "Les protéases”
§ 3.6.1). C’est ainsi que la faible antigénicité de 1’élastase observée par Toy et al. (1987) a
été expliquée. Pour A. Sher, citant les propos plus anciens de Waksman (Sher, 1988),
I’intérét des protéines faiblement ou non antigéniques (l’auteur utilisera le terme
d’immunogénicité) est a noter. En effet, plutdt que d’étudier des protéines fortement
antigéniques, dans le cas d’une stratégie vaccinale, ne vaut-il pas mieux, au contraire,
s’intéresser aux protéines contre lesquelles aucune réponse n’est détectée et qui, de plus,
pourraient présenter un caractére fondamental pour la survie du parasite (Doenhoff, 1998)?
Ainsi, la moindre réponse ou intervention chimiothérapeutique dirigée contre cette protéine

engendrerait des conséquences notables dans la lutte contre la schistosomiase. Le complexe
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protéase/inhibiteur suggére de nombreuses études dans le développement d’une stratégie
antiparasitaire. Pour certains, c’est I’occasion de développer une stratégie utilisant des
inhibiteurs dirigés contre une protéase fondamentale pour le développement du parasite,
ainsi Cohen et al. (1991), chez S. mansoni, utilisa 1’élastase en tant que cible et Engel et al.
(1998), chez T. cruzi, développa un inhibiteur dirigé contre la cruzain. Pour d’autres, ce
serait ’occasion de développer une stratégie vaccinale utilisant 1’enzyme non active qui ne
serait alors pas reconnue par son inhibiteur et donc visible au systéme immunitaire, ainsi,
une réponse anti-protéase pourrait alors étre engendrée contre I’enzyme active du parasite
(Modha et al., 1996).

Les protéases présentent de nombreux intéréts fondamentaux mais pour cela il est
nécessaire de disposer d'une protéine dont l'activité est préservée. Les travaux de
Verwaerde ef al. (1986, 1988), montrant que la régulation de la synthése des IgE in vivo et
in vitro dépend de la présence de molécules a activité protéolytique de type sérine protéase,
illustrent la nécessité de travailler avec une enzyme active.

C’est pourquoi, nous avons entrepris I’expression de la chaine légére de la SmSP1 et de
I’élastase (forme mature) en cellules d’insectes. L’élastase exprimée en E. coli n’a, en effet,
jusqu'ici révélé aucune activité protéolytique.

La difficulté d'obtenir une protéine enzymatique active demeure un probléme de longue
haleine. Jusqu'a ce jour, aucune élastase recombinante active de S. mansoni n'a été produite,
de maniére générale, aucune sérine protéase recombinante d'origine parasitaire n'a été
obtenue. Les différentes enzymes recombinantes d'origine parasitaire présentant une activité
protéolytique sont a ce jour, la gp63 de 7. Cruzi exprimée en BCG recombinant (Abdelhack
et al., 1995), la plasmepsine de P. falciparum exprimée en E. coli (Dame et al., 1994), ainsi
que la Sm31 ou cathepsine B (Lipps et al., 1996) et la Sm32 de S. mansoni exprimées
respectivement en levure et en cellules d'insectes. Ainsi, l'activité protéolytique n'a pu étre

obtenue que pour des cystéine des métallo ou des aspartyl protéases.

L'expression de la chaine légére de SmSP1 ne donna pas de résultat satisfaisant dans
la mesure ou la protéine correspondante était faiblement détectée dans le lysat cellulaire et
pratiquement indécelable dans le surnageant de culture et ceci en dépit d’une bonne
recombinaison entre ’ADN viral et le plasmide recombinant. Néanmoins, une observation

intéressante nous a interpellés, en effet, a densité équivalente, les cellules transfectées
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montrent apres 5 jours de culture une densité égale a celle des cellules saines. Les cellules
infectées présentent certes un signe d'infection mais une importante prolifération cellulaire a
¢té observée. Dans ce contexte, 1l existe une famille de protéine, HGF (Hepatocyte Growth
Factor) et HGF-like présentant des propriétés mitogénes et ayant des homologies
structurales avec les sérine protéases (Comoglio & Graziani, 1994). Ainsi, le facteur HGF
présente 28% d’homologies de séquence avec la SmSP1 au niveau de la chaine 1égere, sous-

unité B, homologue au domaine catalytique des sérine protéases.

Ainsi, ’on constate que la famille des sérine protéases évoquée au cours de ce
travail présente des homologies intéressantes avec des facteurs de croissance. Pouvons-nous
alors imaginer qu’une telle sérine protéase décrite chez le schistosome puisse également
avoir un rdle mitotique sur les cellules Sf9 exprimant la SmSP1 ? Est-elle capable d’agir
directement a I’intérieur de la cellule ou agit-elle aprés excrétion dans le surnageant puis via
un récepteur membranaire ? Certes, nous ne connaissons pas le mécanisme d’action, ni si
’enzyme est active, ni si cette population cellulaire exprime a sa surface un récepteur
susceptible d’étre activée pas une telle protéase. Néanmoins, il a été décrit que certaines
protéases peuvent étre considérées comme des signaux capables de réguler de multiples
fonctions cellulaires via I’activation de récepteur spécifique (Déry ef al., 1998). Une des
familles de récepteur, couplé a des protéines G, celle des PAR (Proteinase-Activated
Receptors) est présente sur les cellules Sf9 (Chen et al, 1996). Ces données tentent
d’expliquer les phénomeénes de prolifération observés, néanmoins ces observations

demandent a étre confirmées.

Expraccion de I'dlgetace de S. manconi en cellules d'insectos

L’expression de I’élastase mature de S. mansoni en cellules d’insectes, donna des
résultats préliminaires prometteurs. En effet, une activité enzymatique sur un substrat
(Azocoll), certes & large spécificité, a été obtenue. Malheureusement, aucune autre activité
n’a été observée sur des substrats synthétiques.

L’activité enzymatique obtenue sur 1’azocoll est inhibée de fagon dose dépendante par des
IgG anti-élastase exprimée en E. coli et par des inhibiteurs spécifiques de sérine protéases

tels que le PMSF et la p-aminobenzamidine. De plus, la caractérisation de Iactivité
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enzymatique montre des résultats similaires a ceux présentés par McKerrow et al. (1985),
c’est a dire que I’activité est dépendante des ions Ca™ et variable en fonction du pH avec
un pH optimum de 9.5 (pH 9 pour la protéine native). Certes, nous n’avons pas la certitude
que cette activité enzymatique soit bien due a I’élastase malgré les contrdles utilisant
notamment une autre protéine exprimée dans le méme vecteur, par la souche cellulaire et
dans le méme conditions de culture. C’est pourquoi, nous avons entrepris la purification de
I’élastase afin, dans un premier temps, d’associer I’activité a I’enzyme et par la suite tester
les propriétés protectrices ou modulatrices de 1’élastase. La concentration de 1’élastase dans
le surnageant de culture étant trop faible (150ng/ml) quelle que soit la souche cellulaire
utilisée (S5 ou HF), nous avons donc entrepris la purification de 1’élastase intracellulaire,
en effet, malgré le systéme d’excrétion optimisé, une importante concentration d’élastase est
retrouveée a I’intérieur des cellules. La technique de purification choisie est une technique de
chromatographie = d’affinité basée sur la reconnaissance protéase/inhibiteur
(p-aminobenzamidine). Malheureusement, 1’élastase intracellulaire n’est pas retenue sur la
colonne alors que I’élastase excrétée dans le surnageant se fixe bien a I’inhibiteur (résultat
non présenté). Ce résultat souléve de multiples interprétations qui expliqueraient I'absence
de reconnaissance par I’inhibiteur et donc l'absence d’activité enzymatique (résultat non
évoqué). La protéine intracellulaire ne présenterait pas une conformation correcte soit a
cause d'une absence de maturation qui aurait lieu lors du processus d'excrétion, soit le
traitement de lyse des cellules affecterait directement ’enzyme. Ainsi, il semble préférable
de travailler sur I’élastase excrétée dans le surnageant de culture.

Une des perspectives de cette étude est donc ’optimisation de la production de
I’élastase dans le surnageant de culture afin de purifier directement I’enzyme. L’¢lastase
ainsi purifiée, nous pourrons alors tester ces éventuelles propriétés modulatrices de la
réponse immune.

La capacité des protéases a moduler la réponse immune a déja été suggérée par
Verwaerde et al. (1986, 1988) chez S. mansoni. D’autre protéases de la famille des
cystéine protéase présentent également une capacité a moduler la réponse immune et les
mécanismes ont été bien décrits par Schulz et al. (1997 ; 1998) dans le cas des allergenes.
Ainsi, la Der pl, protéase de la famille des cystéine protéases, représentant I’allergene
majeur de Dermatophagoides pteronyssinus (acarien responsable de I’allergie a la poussiére

de maison) est capable d’augmenter la réponse IgE en clivant le CD23 (récepteur de faible
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affinité pour les IgE) des cellules B (Schulz ef al.,, 1997). En effet, la Der p1 en assurant le
clivage du CD23 interrompt le contrdle négatif de la synthése des IgE via son récepteur.
Plus récemment, les mémes auteurs ont montré que la Der pl était également capable de
cliver le CD25 (sous-unité o du récepteur IL2 humain des cellules T périphériques), ce qui
induit une modulation de la réponse immune vers un profil de type Th2 (Schulz ez al,
1998). La polarisation de la réponse immune vers un profil Th2 avait également été

suggérée dans un systéme d’immunisation hétérologue (Comoy et al., 1998).

Ces observations suggerent la capacité des protéases a moduler la réponse immune.
Ainsi, ces enzymes pourraient étre impliquées dans la polarisation de la réponse immune
observée dans une infection parasitaire a S. mansoni. La purification des deux protéases
étudiées au cours de ce travail, nous permettra de tester cette hypothése. Dans ce contexte,
dans les infections parasitaires, il est intéressant de noter que les profils de réponse (Thl ou
Th2) liés a la protection semblent étre associés a la nature des protéases synthétisées par le
parasite. En effet, les parasites responsables d’une parasitose intracellulaire, dont la
protection est associée a un profil de type Thl, synthétisent majoritairement des protéases
de type cystéine et métalloprotéases (Urban ef al., 1992). En revanche, chez les helminthes
et en particulier S. mansoni chez lesquels le role fondamental des sérine protéases a été

largement évoqué, on note un profil protecteur de type Th2.
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SUMMARY

A PCR strategy using degenerate oligonucleotide primers based upon consensus sequences of the active site of serine
proteases yielded a 467 bp fragment from genomic DNA from Schistosoma mansoni cercariae. The sequence presented a
continuous open reading frame and the deduced amino acid sequence (156 aa) presented homologies with various serine
proteases, in particular the highest percentage identity was observed with a mammalian plasma kallikrein. The expression
of this serine protease was studied first at the mRNA level and it was only detected by RT-PCR in cercariae and in adult
worms. At the protein level we were able to detect it by Western blotting and by using antigen extracts from metabolically
radio-isotope labelled worms. The absence of any positive signal in Northern blot and the detection of the protein suggest
that the mRNA has a very short half-life, however the protein may be accumulated in the parasite. The significance of
identity with mammalian kallikrein was confirmed by cross-immunoreactivity with a native porcine pancreatic kallikrein.
However, no cross-reactivity was observed with .S. mansoni elastase, another serine protease. Thus, we suggest that the

serine protease described in this paper is a kallikrein-like protease.

Key words: Schistosoma mansoni, serine protease, kallikrein-like protease.

INTRODUCTION

The life-cycle of Schistosoma mansoni consists of
larval, intermediate and adult forms which have
different morphologies. Asexual multiplication
occurs in the snail intermediate host and released
cercariae can penetrate the skin of man or laboratory
animals. Early studies showed that this process was
mediated by proteases. They facilitate penetration
by digestion of host skin (Lansperger, Stirewalt &
Dresden, 1982; McKerrow et al. 1983; Newport et
al. 1988; Marikovsky, Arnon & Fishelson, 1990),
which results in the formation of small ‘tunnels’ in
the epidermis. Proteolytic enzymes are also involved
in a wide range of biological processes such as
nutrition (Senft, Goldberg & Byram, 1981; Lind-
quist et al. 1986; Chappell & Dresden, 1987) and
play a key role in the survival of S. mansoni
(McKerrow & Doenhoff, 1988). Aside from these
activities, proteases are involved in immune evasion
by destruction of antibody bound to the Fc receptor
on the surface of schistosomula (Auriault et al.
1981), or by cleavage of complement, promoting the
resistance of the larvae to complement-mediated
killing (Marikovsky, Arnon & Fishelson, 1988).
Moreover, proteases have been implicated in the
modulation of the host immune response. Indeed,
the role of proteases, particularly serine proteases, in

* Corresponding author. Tel: +3 20 87 78 00. Fax: +3
20 87 78 88. E-mail: Cecile.Cocude@pasteur-lille.fr

the regulation of in wvitro and in vivo IgE synthesis
has been demonstrated (Verwaerde et al. 1986,
1988).

Since serine proteases play critical roles in S.
mansoni infection and may be targets of anti-parasitic
vaccines or chemotherapy, we undertook this study
in order to identify novel serine protease gene
fragments by using degenerate oligonucleotide
primers based on the active site of these enzymes.

MATERIALS AND METHODS
Parasite

A Puerto Rican strain of Schistosoma mansoni was
maintained in Biomphalaria glabrata snails and
golden hamsters. Cercariae were released from
infected snails and concentrated on ice. Adult worms
were prepared by hepatoportal perfusion of infected
hamsters 40 days after cercarial infection. They were
immediately washed in MEM containing 0-029%,
gentalline—gentamycine (GIBCO).

PCR procedure

Primers were designed based upon serine protease
consensus sequences flanking the histidine-5" (CAC)
and serine-3' (AGT/c or TCi) of the active site
(Sakanari et al. 1989). We used different degenerate
oligonucleotides to amplify genomic DNA from S.
mansoni cercariae, single-stranded cDNA reverse

Parasitology (1997), 115, 395-402. Printed in the United Kingdom © 1997 Cambridge University Press
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transcribed from adult ‘worm RNA, extracted ac-
cording to standard methods (Sambrook, Fritsch &
Maniatis, 1989), or a DNA preparation from a
cDNA library. The sequence of primers used were:
primer' 5’ (sense): 1: 5- TGG GTi GTi ACi GCi
GCi CAC TG -3/, primers 3’ (antisense): 2: 5'- AG
iGG iCC iCC iCT ATC iCC -3/, 3: 5- AG iGG
iICCIiCCIiGA ATCiCC-3,4:5-AGiGGICCiCC
iCT GTC iCC -3, 5: 5- AG iGG iCC iCC iGA
GTC iCC -3".

The cycling parameters were as follows: 94 °C for
7 min as an initial denaturing step, followed by 94 °C
for 1 min, 45 °C for 1 min, 1'5 min at 72 °C for 40
cycles and a final extension at 72 °C for 10 min.

Cloming and sequencing

All PCR products were subcloned into the PCR® 11
vector using the TA Cloning system (Invitrogen),
and were sequenced. The sequencing reaction by the
dideoxy chain termination method was performed
using fluorescein labelled primers (Autoread® Sequ-
encing kit, Pharmacia, Sweden), and analysed on an
ALF sequencer (Pharmacia).

Specific primers

We have synthesized specific primers based upon the
fragment of interest (SmSP1). The sequence of
primers applied were: P1 (sense): 5 TGT ATT
CAACCAATG CCA 3 and P2 (antisense): 5" CTT
GGC AAG CAT CAA TTC 3'. The expected
fragment size of the fragment amplified with P1 and
P2 is 427 bp long.

mRNA preparations and RT-PCR

Total RNA from adult worms and cercariae was
prepared using the 4 M guanidine thiocyanate lysis
solution and the caesium chloride gradient puri-
fication method (Chirgwin et al. 1978). The mRNA
was isolated by passage of total RNA through an
oligo (dT)-cellulose column (mRNA Purification
Kit, Pharmacia).

Single-stranded cDNA was synthesized from 5 ug
of mRNA in the presence of Mu-MLV reverse
transcriptase and oligo (dT) for 1 h at 37 °C. PCR
experiments were then performed on 1 ul of these
matrices with synthetic primers (P1 and P2) derived
from the sequence of interest. Forty cycles were
performed, each composed of a denaturation step
for 1 min at 94 °C, primer annealing for 1 min at
50 °C and extension for 1 min at 72 °C.

Expression of recombinant protein

The sequenced PCR product, cloned into the PCR®
II vector was digested by Sac I and Xho I and was
subcloned into the Sac I/Sal I-digested pQE30
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vector (Qiagen) which produces a fusion protein
with 6 histidines at the N-terminus. (His)s-tagged
protein produced in this system has the advantage of
needing only 1 affinity-chromatography step for
purification on a Ni-agarose column. The expression
and purification of the recombinant protein were
done using the QIAexpress system (Qiagen). The
concentration of protein content was measured by
the BCA method (Pierce, USA).

Antisera production

LOU M rats were immunized by injection
(50 ug/rat) of recombinant protein as described by
Vaitukaitis et al. (1971) in the presence of complete
Freund’s adjuvant. A secondary boost was per-
formed 4 weeks later with incomplete Freund’s
adjuvant. The sera were collected 3 weeks later.
Serum specificity was tested by Western blotting.

Western blotting

Purified recombinant protein or kallikrein from
porcine pancreas (Sigma), were loaded indepen-
dently on a 139% SDS-PAGE and then electro-
phoretically transferred onto nitrocellulose - filters
(Towbin, Staehelin & Gordon, 1979). The nitro-
cellulose was washed in PBS and pre-incubated, to
block non-specific binding, in PBS containing 5%
non-fat dried milk for 2 h at room temperature.
Filters were incubated with the primary serum
diluted in PBS containing 5% non-fat dried milk
overnight at 4 °C. After 3 washes in PBS containing
0-49, Tween-20, detection with goat anti-rat IgG
conjugated to peroxidase (1/500) (Sigma, USA) was
done by using the HRP colour development reagent
(BioRad).

Metabolic labelling and immunoprecipitation

Adult worms (2 pairs/ml) were maintained first in
MEM containing 0-02 %, gentalline-gentamycine and
109, foetal calf serum (FCS) without methionine
(GIBCO) for 1h at 37°C in a 59% CO, gassed
incubator. The parasites were then incubated over-
night with *S-Met (50 xCi/ml) (Amersham). After
washes with MEM, adult worms (about 15 pairs)
were homogenized in lysis buffer (Tris 10 mm, NaCl
0-15 M, NP40 0-5%, EDTA 1 mm, PMSF 05 mm,
pH 7-4), sonicated using a Labsonic sonicator (B.
Braun, USA) and centrifuged at 12000g for
5 min. The supernatant fraction was recovered and
the labelling was estimated after precipitation by
TCA (259%) for 1 h on ice. Before immuno-
precipitation, antigens were depleted on protein
G—-Sepharose (Sigma) with normal rat serum in
TNTE buffer (Tris 5 mm, NaCl0-15 M, NP40 0-59%,,
EDTA 2 mm, PMSF 0-5 mm, pH 7-4) for 2 hat 4 °C.
The sample of antigens was then mixed with the
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Fig. 1. PCR on genomic DNA with degenerate primers
based upon consensus sequences of the active site of
serine proteases. Lane 1, A-digested by Hind I1I- EcoR
I (Appligen); Lane 2, primer 1 and 2; Lane 3, primer 1
alone; Lane 4, primer 2 alone; Lane 5, primers without
DNA.

protein G-Sepharose pre-incubated with normal rat
serum or rat antiserum directed against recombinant
protein, in TNTE overnight at 4 °C. After several
washes, the immune complexes were recovered from
beads by boiling in sample buffer (62:5 mm Tris—
HCI, pH 68, 29, SDS, 10% sucrose and 0-005 %,
bromopheno!l blue) and analysed on 15% SDS-
PAGE. After treatment with an ‘Amplify’ solution
(Amersham), the dried gel was exposed to Kodak
Biomax® MR film.

RESULTS
Amplification of serine protease gene fragments

Genomic DNA, a ¢cDNA library and reverse tran-
scription products obtained from adult worm mRNA
were used in PCR for amplification of serine protease
genes. After several PCR rounds, a specific fragment
of 467 bp with degenerate primers 1 and 2 was
obtained in the presence of genomic DNA. Controls
using only the 5 and 3’ oligonucleotide primers
and the two primers without DNA were negative
(Fig. 1).

Identification of clones and sequencing

Following purification of the PCR product, the
fragment was subcloned and sequenced. Different
clones that had inserts of the right size gave identical
sequences, the nucleotide and derived amino acid
sequences of a clone named SmSP1 are shown in
Fig. 2. The nucleotide sequence has an open reading
frame (ORF) of 467 bp. This ORF encoded 156
amino acids and contained an Asp residue (D) which
constitutes 1 of the 3 amino acids involved in the
active site of serine proteases along with the His (5")
and the Ser (3’) residues. However, due to the fact
that these two amino acids were predicted by using
degenerate primers, we screened an S. manson:
genomic library in order to confirm the presence of
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the histidine and serine amino acids. This screening
led us to the isolation of 2 genomic clones which
hybridized with the SmSP1 fragment. Partial sequ-
encing of these 2 genomic clones without prior
amplification confirmed the nucleotide sequence of
SmSP1 and the presence of the histidine and the
serine residues in this serine protease. The complete
gene sequence will be further characterized by
sequencing of these genomic clones.

Homology with other proteins

The combined Swiss-Prot and NBRF-PIR®-pro-
tein databases (DNA Star, Madison, WI, USA)
were screened for sequences related to the predicted
polypeptide sequence of the SmSP1 clone. The
SmSP1 clone encodes a protein sequence which is
42 %, identical to the vampire bat tissue plasminogen
activator from the N terminal side (positions 1-59)
and 36 % identical to the human protein C precursor
from the C terminal side (positions 44-99). Com-
parison of the amino acid sequence derived from the
sequence of SmSP1 with mouse plasma kallikrein
shows an overall 359 identity (Fig. 3). It is
interesting to note that the SmSP1 encoded protein
has a conserved sequence NDIALL which is found
in all compared serine proteases. Moreover, the
comparison with another S. mansoni serine protease,
the elastase, revealed an overall 26 % identity (data
not shown).

Expression of mRN A corresponding to SmSP1 clone
at different life-cycle stages

The stage-specific expression of mRNA correspond-
ing to SmSP1 was detected by RT-PCR experiments
on mRNA from cercariae and adult worms in the
presence of specific primers derived from the SmSP1
nucleotide sequence. As expected, we obtained a
fragment of 427 bp at both stages (Fig. 4). The
sequencing of these fragments confirmed the pres-
ence of the mRNA. In order to rule out any genomic
DNA contamination of the RT-PCR products, we
amplified the same products used above with the
primers derived from the elastase gene of S. mansoni
which contains an intron between these two primers.
The absence of amplification of this intron confirmed
that the SmSP1 fragment gene was amplified from
the mRNA. Controls using only the 5 and 3’
oligonucleotide primers and the 2 primers without
DNA were negative. In addition, RT-PCR control
containing all components without reverse tran-
scriptase did not give any amplification product.

Study of SmSPI protein in S. mansoni

Fig. 5A shows SDS—PAGE of recombinant protein
(rSmSP1) expressed in E. coli, that migrates at about
21 kDa (lane 3). The recombinant protein was
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TGGGTAATGACAGCTGCACACTGTATTCAACCAATGCCAGATCCAAAGCGATGGTTTGTA 60

W vMvM T A A HC I Q P M P D P K R W F V

GACGTTGGAAGATACTATAGAAACTTTGGTGGTCCTGAAGTTCAAAGAATAAAACTTTCA 120
DV G R Y Y RNUF G G P E V QR I KL S

CAAATTGTTATACACCCATCTTACAATAAARAAAATTTACGCCAATGACATAGCACTGTTA 180
¢ I v I H P S Y N K K I ¥ A ND I A L L

CGTCTACAAACTCCAGCTAATTTAGATAATCGTCAGGTACGACTTTCTCCAGTTCCACGT 240
R L ¢ T P A NL D NIRIGQ@V RL S P V P R

AATCCTCATTTATCCGATTTATTAACAGATAATGTTCAGTGCATGGTCGCTGGTTGGGGA 300
N P HL S DL L T™UDNWVQCMV A G W G

GATACACATAATACAGGTTCAAATGATGTTCTAAGACAAGCAGTTCTTCCTGTCATTAAT 360
b T HN T G S N D VL RQ AV L P V I N

TATGATCTTTGCAAATCATGGTATCAATATCTTAATAAAGCAAGCTTTTGTGCTGGATAC 420
Yy b L ¢ K S WY Q Y L N KA SV F CAG Y

AAACAACGAGGAATTGATGCTTGCCAAGGTGATAGTGGGGGTCCTCT ‘ 467

K Q R G I DACQ G D S G G P L
Fig. 2. Nucleotide and amino acid sequences from SmSP1. H, D and S which constitute the catalytic site are bolded.
Sequences predicted by degenerate primers and confirmed by 2 genomic sequences are underlined with broken lines.

A

SmSP1 WTAAHCIQPMPDPKRWFVDVGRYYRNFGGPEVQRIKLSQIVIHPSYNKKIYANDIALLRLQTP 64
:TAAHRC:: :P P W : G E HH :IH Y DIAL: :LQTP
MpKLK VTAAHCFDGIPYPDVWRI YGGILSLSE ITKETP SSRIKELI THQEYKVSEGNYDIALIKLQTP 492

SmSP1 ANLDNRQVRLSPVPRNPHLSDLLTDNVQCMVAGWGDTHNTG—SNDVLRQAVLPVINYDLCKSW 125
N .:Q .:. P,z .2 T ! CV:GWG T.: G ::::L::A.:P::: C:.
MpKLK LNYTEE‘QKPIC LPSKADTNTIYT———NCWVTGWGYTKEQGETQNILQKATIPLVPNEECQKK 551

SmSP1 ~ YRDYVINKOMICAGYKEGGTDACKGDSGGPL 582
Y :Y: NK. :CAGYK: G.DAC:GDSGGPL
MpKLK Y-QYL-NKASFCAGYKQRGIDACQGDSGGPL 155

SmSP1 TAAHCIQPMPDPKRWEVDVGRYYRNFGGPEVQRIKLSQIVIHPSYNKKIYANDIALL 60
TAAHC:Q P:: V :GR YR GEQ : : ¢ :IH :: Y NDIALL
Vbt Pa TAARCFQERYPPQHLRVVLGRTYRVKPGKEEQTFEVEKCIIHEEFDDDTYNNDIALL 324

C

SmSP1  HPSYNKKIYANDIALLRLQTPANLDNRQVRLSPVPRNPHLSDLLTDNVQCMVAGWG 98
HP:Y:Y NDIALL:L PA L : V : 'L s 1V:GWG
HuPC HPNYSKSTTDNDIALLHLAQPATLSQTIVPICLPDSGLAERELNQAGQETLVTGWG 301

Fig. 3. Alignment of the amino acid sequences encoding for Schistosoma mansoni (SmSP1) protein with mouse
plasma kallikrein (A), vampire bat tissue plasminogen activator (B) and human protein C (C). The histidine (H),
aspartic acid (D) and serine (S) which constitute the catalytic site are bolded. MpKLK, mouse plasma kallikrein;
from aa 428 to 582. VbtPa, vampire bat tissue plasminogen activator; from aa 269 to 324, HuPC, human protein C;
from aa 246 to 301.
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500 ___
400 —

Fig. 4. Agarose gel analysis of RT-PCR products after amplification with specific primers based upon the SmSP1
fragment of RNA extracted from cercariae (Lanes 2—4) and adult worms (Lanes 6-8). In each case, PCR was
performed with 5" and 3 primers (Lanes 2 and 5), with the 5’ primer (Lanes 3 and 6) and with the 3’ primer (Lanes
4 and 7). Lane 8, PCR control with no template; Lane 1, 100 bp DNA ladder (Pharmacia).
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Fig. 5. (A) SDS-PAGE analysis of recombinant SmSP1 protein. Lane 1, whole extracts of non-induced bacterial
culture; Lane 2, whole extracts of induced bacterial culture; L.ane 3, recombinant protein after Ni column
purification. (B) Western blotting of purified recombinant protein with normal rat serum (1:500) (Lane 2) and rat
antiserum directed against the rSmSP1 protein (1:500) (Lane 3). Lane 1, molecular weight markers (GIBCO).

extremely pure and was used for production of
antisera. The specificity of rat antiserum raised
against purified recombinant protein was tested by
Western blotting (Fig. 5B) which showed that the
serum recognized the recombinant protein. In order
to check whether the mRNA is in fact translated, we
immunoprecipitated soluble antigens obtained from
adult worms labelled with *S Met. Results presented
in Fig. 6 showed that the antiserum directed against
rSmSP1 specifically precipitated an antigen at about
30 kDa. This result was further confirmed by
Western blotting (data not shown).

Immunoreactivity of porcine kallikrein with rat sera
directed against rSmSP1 protein

Due to the identity of amino acid sequences between
the SmSP1 protein and kallikrein, we tested whether
this similarity could be reflected in cross-immuno-
reactivity. To address this question, we performed
Western blotting on kallikrein purified from porcine

pancreas with the rat antiserum directed against the
rSmSP1 protein. Results presented in Fig. 7 showed
that the purified kallikrein is recognized by anti-
bodies directed against the -ISmSP1, suggesting that
this protein could induce cross-reactive antibodies.
The presence of 2 bands might be explained either
by a degradation product of the porcine kallikrein
or/and by the presence of the proenzyme (higher
band) and the active enzyme (lower band) which lost
the pro-peptide. However, when this antiserum was
tested against the recombinant elastase of S. mansons,
another serine protease, results did not show a
positive signal (data not shown) suggesting that
antibodies induced by rSmSP1 are specific for
kallikrein protease.

DISCUSSION

Through the evolution of the host—parasite relation-
ship in schistosomiasis, the parasite has developed a
variety of proteolytic enzymes (McKerrow et al.
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Fig. 6. Immunoprecipitation of adult worm antigens
labelled with 3*S by normal serum (Lane 1) and rat
antiserum directed against the rSmSP1 (Lane 2).
Soluble extracts of labelled antigens were incubated with
20 ul of total serum. Immune complexes were adsorbed
on protein G and were analysed by SDS-PAGE.
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Fig. 7. Immunoblot analysis of rat antiserum anti-
rSmSP1 protein against native kallikrein purified from
porcine pancreas. Native kallikrein was subjected to
SDS-PAGE. After transfer onto a nitrocellulose filter,
membrane strips were incubated with control serum
(Lane 1), or with rat anti-rSmSP1 serum (Lane 2). Rat
antibodies were probed with a goat anti-rat IgG
conjugated with horse-radish peroxidase.

1988) to assist in different aspects of its invasion,
metabolism and exit from its host. Thus several
serine proteases have been described; among them,
the elastinolytic (30 kDa) preacetabular gland sec-
retions of cercaria, soluble proteins (28 and 60 kDa)
released from transforming schistosomula, 2 proteins
in SRP (27'5 and 29 kDa) which are involved in the
enhancement of IgE Fc receptor expression (Ver-
waerde et al. 1988), and a membrane-anchored
protease (28 kDa) on schistosomula (Ghendler et al.
1996). In addition, several cysteine proteases have
been previously described in extracts of adult worms,
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in eggs and in miracidia (Pino-Heiss, Brown &
McKerrow, 1985; Sung & Dresden, 1986; Dalton et
al. 1995).

In the present paper, we describe the isolation and
characterization of a novel S. mansoni serine protease
with a partial cDNA sequence which encodes a
17 kDa polypeptide. The deduced amino acid se-
quence shows a significant identity with the vampire
bat tissue plasminogen activator, the human protein
C precursor but the greatest overall similarity was to
the mouse plasma kallikrein. In general, kallikrein is
involved in a wide variety of essential physiological
functions, among which are the processing of
bioactive peptides, blood coagulation and the en-
hancement of glycosylation of IgE binding factors
(Iwata, Munoz & Ishizaka, 1983). The role of the
protein encoded by SmSP1 in the cellular function
of 8. mansoni and its location are unknown. Analysis
of the amino acid sequence revealed the presence of
the catalytic triad site (H, D and S) surrounded by
conserved amino acids. The molecular cloning and
sequencing of the gene encoding S. mansoni elastase
showed the presence of at least 2 genes, one of them
EL1 presented the catalytic triad site (H, D, S).
However, the second gene (EL2) appears not to
encode an active enzyme due to the absence of the
aspartic acid (D) residue (Pierrot, Capron & Khalife,
1995). It was proposed by Brenner (1988) that there
are 2 subclasses of serine protease; one contains a
TCN codon where N = A, T, C or G and the other
containing an AGY codon where Y = C or T for the
active site serine protease amino acid. Sequence data
showed that both the elastase (EL1) and the SmSP1
genes encoded 2 serine proteases of S. mansoni using
the AGY codon where Y = T to code for the active
site serine residue.

At the nucleotide sequence level, the alignment of
SmSP1 with the EL1 sequence and other serine
proteases revealed the absence of an intron in the
SmSP1 sequence. However, comparisons between
different serine proteases often revealed that the
intron—exon junctions are conserved even when
intron sizes are different. These data suggest that the
gene fragment described here encodes a kallikrein-
like serine protease that is structurally and may be
functionally different from S. mansoni elastase.
Moreover, Southern blot analysis with S. manson:
DNA digested with different restriction enzymes
showed a single hybridizing fragment (data not
shown) suggesting the presence of a single SmSP1
copy in this haploid genome which is not the case for
mammalian species. Indeed, the analysis of mouse
kallikrein genes ied to the identification of a multi-
gene family (Evans, Drinkwater & Richards, 1987),
among which 14 genes are potentially able to encode
functional proteins and 10 are pseudogenes. In
humans, there are only 3 genes and in the rat 13
genes (McDonald, Margolius & Ergos, 1988; Muray
et al. 1990). As would be expected, some schisto-
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somes genes show developmental regulation of
expression, while others do not. In the case of S.
mansont elastase, we showed that cercariae and
schistosomula produce more elastase than do other
life-cycle stages (Pierrot et al. 1996). Concerning
SmSP1 gene expression, we were unable to detect
the corresponding mRNA by Northern blot (data
not shown). However, we showed by RT-PCR that
the mRNA was present at both cercarial and adult
worm stages. Taken together, these results led us to
check whether the native protein corresponding to
the SmSP1 gene could be detected using meta-
bolically radio-isotope labelled adult worms in the
presence of 3*S-Met. The results of immuno-
precipitation experiments performed on soluble
extracts using rat serum directed against the recom-
binant protein of SmSP1 gene showed the presence
of a single band at about 30 kDa, the expected size of
serine proteases. These results suggest that the adult
mRNA is in fact translated. We further confirmed
these results by Western blotting using total antigen
extracts from adult worms. This was not the case for
S. mansoni elastase. Indeed, the elastase mRNA was
found in the adult worms but not its protein product.
These data are in favour of a stage-specific expression
of serine proteases in S. mansoni which may be
related to different physiological functions.

Sequence analysis has shown that S. manson:i
SmSP1 is more closely related to mammalian serine
protease and particularly to kallikrein. The sig-
nificance of these similarities and a possible immuno-
logical cross-reactivity with known kallikrein was
examined using the rat antiserum directed to the
recombinant protein of SmSP1 gene. The outcome
of the Western blot experiments showed the re-
activity with the kallikrein from porcine pancreas
confirming that we isolated a partial cDNA that
encodes part of a kallikrein-like molecule in S.
mansont.

Currently, with the rat antiserum directed against
the kallikrein-like protein and with the partial cDINA
probe, we intend to isolate the full length clone from
a schistosome cDNA library. By producing the
recombinant protein, we will be able to elucidate its
function and the role of this serine protease in
host—parasite interactions.
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and by the MESR ACCSV no. 7. We are grateful to
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SUMMARY

The isolation of two genomic clones has allowed us to further characterize a Schistosoma
mansoni serine protease designated SmSP1. The deduced amino acid sequence (248aa)
considered as a “light chain ” encoding the active site, presents significant homologies
with mouse plasma kallikrein and human factor I light chain. The secondary structure of
SmSP1 “light chain” is correctly predicted and may be sufficient by itself to constitute an
active enzyme. The biological function of SmSP1 is unknown, however, the homology
with two serine proteases suggests that SmSP1 may play a role in the evasion of the host
immune response. This is supported by the presence of the native proteiri corresponding to
SmSP1 particularly in schistosomula released products (SRP) and in male dorsal spines.
The expression of this enzyme is differentially regulated throughout the parasite life cycle.
However, infected animals with S. mansoni did not produce specific antibodies to
recombinant SmSP1. The lack of such response could be advantageous to the parasite by

protecting itself from host effector mechanisms.

Key words:
Schistosoma mansoni, serine protease, kallikrein-like, factor I-like, developmentally

regulated
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INTRODUCTION

Proteolytic enzymes are crucial for Schistosoma mansoni life cycle because of their
involvement in a wide range of biological processes. Several cysteine proteases have been
described in adult worms, eggs and miracidia (Dalton ef al. 1995; Pino-Heiss, Brown &
McKerrow, 1985; Sung & Dresden, 1986). Many serine proteases have been detected in
cercariae and/or schistosomula, but none has been described in adult worms. Proteases play
a key role in the survival of S.mansoni (McKerrow & Doenhoff, 1988), they facilitate
penetration through host skin (McKerrow et al. 1983; Newport ef al. 1988; Marikovsky,
Arnon & Fishelson, 1990) resulting in the formation of small “ tunnels ” in the epidermis
and they are involved in adult worms nutrition (Lindsquit e al. 1986; Senft, Golberg &
Byram, 1981; Chappell & Dresden, 1987). Aside from these activities, proteases help the
parasite to evade the host immune response by destruction of antibody bound to the Fc
receptor on the surface of schistosomula (Auriault et al, 1981) or by cleavage of
complement promoting the resistance of the larvae to complement-mediated killing
(Marikovsky, Arnon & Fishelson, 1988). Proteases have also been implicated in the
modulation of the host immune response and in the regulation of in vitro and in vivo IgE
synthesis (Verwaerde ef al. 1986, 1988).

In a previous study, we isolated and characterized a partial sequence of a serine protease
(SmSP1) (Cocude et al. 1997), which was obtained by PCR on genomic DNA using
degenerate oligonucleotide primers based on the conserved active site of these enzymes.
The deduced amino acid sequence (156 aa) showed homologies with various serine
proteases and in particular with a mammalian plasma kallikrein (35% identity). The
significance of this identity was confirmed by a cross immuno-reactivity with a kallikrein
purified from porcine pancreas. This fact, in addition to the detection of mRNA in adult
worms by RT-PCR and the protein by immunoprecipitation led us to conclude that adult
worms express a serine protease which may be a kallikrein-like protease. The absence of
any positive signal on purified mRNA using Northern blotting and on cDNA clones by
screening of different libraries hampered obtaining the full-length sequence. We therefore
attempted to characterize the gene by screening two genomic libraries with a probe
obtained by RT-PCR on S. mansoni RNA with specific primers derived from SmSP1.

Here, we present the characterization and sequence analysis of two independent clones,
which extend the previous sequence to 248 aa and the expression of this serine protease
during the S. mansoni life cycle, its localization and the antibody response during

experimental infection.
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MATERIALS AND METHODS
Parasites and antigen preparations

A Puerto Rican strain of S. mansoni was maintained in Biomphalaria glabrata and
golden hamsters. - Cercariae were released from infected snails and concentrated on ice.
Schistosomula were produced by mechanical transformation as previously described
(Ramalho-Pinto et al. 1974) and cultured in 4 ml MEM containing 8 pg/ml of gentamycin
at 37°C in a 5% CO; gassed incubator for 3 h or 18 h. The supernatant (SRP
Schistosomula Released Products) was recovered and used in Western blotting
(100uVlane) as previously described (Cocude ef al., 1997). Adult worms were prepared by
hepatoportal perfusion of infected hamsters 40 days after infection. Eggs were recovered
from livers of infected hamsters, ground to a powder in liquid nitrogen and then treated as
other stages.

Antigens prepared for Western blotting and ELISA were homogeneized in PBS containing
0.5 mM phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF) and 1mM ethylenediamine tetra acetic
acid (EDTA). Homogenates were sonicated 6 times for 30s using a labsonic sonicator (B.
Braun, USA) and centrifuged twice at 10 000g for 10min at 4°C. The supernatant fractions
were recovered and used as sources of antigens. The measurement of protein content was

performed by the BCA protein assay reagent (Pierce, USA).

Genomic library screening

Two different genomic libraries constructed with adult worms genomic DNA from Puerto
Rican strain were used. The first one was constructed with the A EMBL3 vector and the
second in NM1149 (derived from Agt10 vector, fragments from 6 kb to 10 kb of EcoRI
digested genomic DNA, library kindly provided by A. Begue, from the Institut de Biologie
de Lille). Clones were screened with the *’P labelled SmSP1 fragment (Cocude ef al.,
1997) using **P o dCTP and the Megaprime DNA labelling system (Amersham, UK).
Briefly, the nitrocellulose filters containing the transferred phage were incubated in
hybridization buffer (5x SSC, Denhardt’s 5x, herring sperm DNA 100ug/ml, SDS 0.5%)
overnight at 55°C with the radiolabelled probe. After washes at room temperature with
2xSSC, 0.5%SDS for 10 min, in 2xSSC, 0.1%SDS for 10min and at 65°C in 0.1xSSC,
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0.1%SDS for 15 min the filters were exposed at -80°C to X OMAT AR film (KODAK,
Rochester, NY). Positive clones were analysed by digestion of DNA with a panel of
restriction enzymes. Digestion with Hind III and Southern blotting with SmSP1 probe
yielded two fragments (H1 & H2, respectively obtained from the first and the second
library). H2 hybridized with the 5’ region (from 1 to 402 bp) of SmSP1 probe (Cocude et
al., 1997) and H1 with the 3’ region (from 403 to 467 bp).

DNA and amino acids sequences analysis

The two Hind 1II fragments described above were subcloned into Hind Il digested
pUC18, sequenced according to the dideoxy chain termination method using the DNA
sequencing kit (Terminator reaction Cycle Sequencing Ready, ABI Prism, PE. Applied
Biosystems) and analysed on a ABI 377 sequencer.

Open reading frames (ORF) were compared to the combined Swiss-Prot and NBRF-
PIR™.protein databases (DNA Star, Madison, WI, USA) and/or PHD secondary structure
prediction algorithm (Rost, Sander & Schneider, 1994) based on a multiple sequence

alignment with known sequences.

RT-PCR

RNA pretreated with DNase and single-stranded cDNA were obtained as previously
described (Cocude et al., 1997). PCR experiments were done on 1ul of this cDNA with
synthetic primers (P1: 5’-CGG TCA GTT TAT GAT AAC GAA-3’; P2: 5’-CAA AAA
ACT TGA ATA CCA GTC AGA AAA CAT AGC-3’; P3: 5°-TGT CCA ACA TCC CAA
TGT ATA TTG-3’) derived from the sequence of interest. Reactions were performed as
previously described (Cocude et al., 1997) with extension for 1.5 min at 72°C.

Capture sandwich ELISA

Rat anti-rfSmSP1 previously described (Cocude ef al, 1997) was used to purify IgG
according to the method using caprylic acid (Sigma, USA) (Steinbuch & Audran, 1969).
One mg of the purified IgG was labelled with biotin according to the manufacturer’s
procedure (Calbiochem). Then 96-well microtiter plates (Immulon III, Dynatech

laboratories, USA) were coated for 3 h at 37°C with 100ul/well of purified IgG diluted at
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10pg/ml in PBS. After 3 washes in PBS containing 0.1% Tween-20 and saturation for 1h
at room temperature with 200ul of PBS containing 0.5% gelatin, 100ul/well of antigens,
SRP or rSmSP1 serially diluted in PBS-0.1% Tween-20 were added and incubated
overnight at 4°C. The plates were then washed as above and incubated for 1.5h at 37°C
with 100ul of biotin-labelled purified IgG diluted in PBS-0.1% Tween-20 (1/2000), and
incubated for 30min at 37°C with 100ul of streptavidin-horseradish peroxidase conjugate
(1/2000) (Amersham, France). After 5 final washes, 1mg/ml of substrate
(orthophenylenediamine, Sigma) in 0.1M sodium phosphate buffer (pH5.5), containing
0.03% H,0, was added and incubated for 30min at 37°C. The reaction was stopped by
addition of 2M HCI and the optical density was measured using a Titertek Multiscan
MCC/340 reader at 492nm. Results are expressed as ng of native protein per mg of total
protein and as ng per ml of SRP.

Direct ELISA

Microtiter plates (NUNC-Immulon ™ Roskilde, Denmark) were coated for 3 h at
37°C with 100ul/well of purified rfSmSP1 diluted at 10ug/ml in PBS. After 3 washes in
PBS containing 0.1% Tween-20 and saturation for 1h at room temperature with 200ul PBS
containing 0.5% gelatin, rat or mouse sera serially diluted (1/100) in PBS-Tween-20 were
added and incubated overnight at 4°C. The plates were then washed as above and
incubated for 1.5h at 37°C with 100ul of goat anti-rat IgG (Sigma, USA) or anti-mouse
(Sanofi-Pasteur, France) conjugated to peroxidase (1/20000) diluted in PBS-Tween-20.

The development and measurement were done as described above.

Sera of infected animals

Ten Fischer F344 rats (Iffa Credo, France) were infected percutaneously with 500
cercariae according to the method previously described (Smithers & Terry, 1965) and
reinfected after 9 weeks with 1000 cercariae. Eleven Balb/c mice (Iffa Credo) were
infected according to the same method with 50 cercariae. Sera were collected every week.
Analysis of the specific antibody response against rSmSP1 was performed by direct ELISA
and Western blotting.
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Immunolocalization on adult worms

Adult worms were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS pH 7.4, dehydrated and
embedded in paraffin. Deparaffinized sections cut at a thickness of 3um were rehydrated
and incubated for 30min in a solution of 0.5% ovalbumin (OVA) in Tris-HC] buffered
saline (TBS; 20mM Tris-HCI1, 0.5M NaCl, pH 7.4) containing 5% decomplemented goat
serum. This was followed by incubation with rat anti-rSmSP1 diluted in TBS-0.5% OVA
at 1/100 overnight at 4°C. After washes with TBS-0.5% OVA twice for 15 min, FITC-
conjugated goat anti-rat IgG (1/50) (Jackson Immunoresearch, USA) was incubated for 30
min at room temperature. After washes in TBS-0.5% OVA, slides were observed with a
fluorescence microscope (Axioskop Zeiss, Germany). Rat preimmune serum was used at

the same dilution as a control.
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RESULTS

Isolation and analysis of genomic DNA clones

The screening of two genomic DNA libraries led to the isolation of two clones.
Sequencing of the two Hind III (H1 & H2) fragments confirmed the sequence previously
described (Cocude ef al., 1997) which contained the 3 amino acids (H, D & S) involved in
the serine protease active site. This ORF had a 3” extension of 44 aa with a possible STOP
codon (TAA). This is supported by the presence of a polyadenylation site (AATAAAA)
35bp downstream. From the 5° side, the ORF was extended up to 289 aa without the
presence of a start codon (EMBL Accession number: AJ011561).

Homology with serine proteases

The ORF described above (489 aa) was compared to the combined Swiss-Prot and
NBRF-PIRTM-protein databases (DNAStar, Madison, WI, USA). Significant sequence
identity was found with the human factor I and with the mouse plasma kallikrein (32% and
34.5% identity respectively). The identity was obtained only with a part of the ORF
(position 253 to STOP codon) and concerned only the light chain encoding the active site
of these serine proteases. The light chain is released by proteolysis after a consensus region
containing basic residues and in particular at an arginine (R) residue. The homology with
serine proteases was further confirmed when using the PHD secondary structure prediction
algorithm (Rost, Sander & Schneider, 1994) based on a multiple sequence alignment with
sequences of known serine proteases such as pig elastase precursor and bovine
trypsinogen. Results showed that the main elements of secondary structure of serine
proteases were correctly predicted in the SmSP1 sequence (data not shown). The most
notable homology surrounds the residues of the catalytic site (His, Asp, Ser), including
several cysteine, glycine and proline residues. Particularly cysteine residues in SmSP1
sequence at positions 281, 297, 383, 413, 426, 437, 447 and 466 are highly conserved in

“other serine protease. By comparison with factor I, cysteines 281 and 297, 383 and 447,
413 and 426, 437 and 466 are likely to form disulfide linkage in SmSP1.
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Other possible ORFs

The complete sequence of two overlapping genomic clones which spanned 7kb
(sequence not shown) was further analysed for the presence of other possible ORF. Thus,
OREF larger than 150 bp were compared to the protein databases used above. No significant
homology was found. However, the ORF described above presented a comparison of a
possible coding region 165 bp (from 199 to 226 aa) before the arginine residue (R)
mentioned above, with the human LDL receptor class A repeat sequence present in
extracellular domain (Yamamoto ef al. 1984). This repeat structure is composed of 6
cysteine residues which are also found in the heavy chain sequence of factor I and human
component C9 (Catterall ef al. 1987). Figure 1 represents a comparative scheme between
factor I and SmSP1.

Detection of ORF by RT-PCR

In order to check whether ORF described above are effectively transcribed, we
purified mRNA from adult worms and treated it with DNase before RT-PCR experiments.
Using specific primers, we were able to isolate and to characterize a cDNA of 744bp (Fig.2
lane 1) whose sequence was identical to the sequence obtained from the genomic clone. On
the contrary, we were unable to show the transcription of the LDL-like region (Fig. 2 lane
2). RT-PCR controls containing all components without template did not give any

amplification products (Fig. 2).

Expression of native protein at different life-cycle stages

In our previous study, we showed the presence of mRNA corresponding to SmSP1

in cercariae and adult worms, and the native protein (35 kDa) in adult worms.

To extend these observations and to check whether the native protein is stage-
specific and/or differentially regulated, we measured the expression of the protein level in
different stages by capture ELISA. Fig.3A shows that the SmSP1 protein is expressed at
different stages in S. mansoni life-cycle. The maximum of expression is detected in 3h
cultured schistosomula, the protein level then decreased after a 18h incubation period. This
observation raised the question of a possible release of SmSP1. To test such hypothesis, we
investigated the presence of the native protein in SRP (Schistosomula Released Products)

obtained from schistosomula cultured for 3h or 18h. The same number of parasites were
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incubated for 3 h and 18 h. Fig. 3B shows the detection of the SmSP1 protein in 3h- and
18h-SRP, the concentration of native protein is associated to the number of incubated
parasites and decrease after 18h in comparison to a 3h incubation period. Western blotting

analysis confirmed the presence of the native protein at 35kDa in SRP (data not shown)

Antibody response to recombinant SmSP 1 protein in rat and mice infected with S. mansoni

The presence of SmSP1 protein in SRP in vitro led us to investigate whether this
protein could be a target to the immune response in vivo. Therefore, we followed in a
kinetic study the antibody response in sera of infected animals against recombinant SmSP1
protein using ELISA and Western blotting. Both approaches failed to reveal the presence
of specific antibodies in infected and reinfected rats (antibody response followed up to 8
weeks after reinfection) or in infected mice (followed up to 12 weeks after infection) (data

not shown).

Immunolocalization of the native protein

Immunolabelling presented in Figure 4A using the rat antiserum raised against the
rSmSP1 shows a positive signal in the dorsal tubercles covering the cuticle in male worms
and in parenchyma in both sexes. The signal was absent from muscle layers and tegument.
Control sections incubated with the preimmunized serum did not show any staining (Fig
4B).
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DISCUSSION

In the present work, we have isolated two genomic clones which allowed further
characterization of a S. mansoni serine protease previously described. The deduced amino
acid sequence (248 aa), encoding a serine protease designated SmSP1, shows significant
homology with two plasma serine proteases, mouse plasma kallikrein (Seidah et al. 1990)
and human factor I (Catterall et al. 1987). These proteases, which belong to the trypsin
family, are synthesized as a single chain which is subsequently cleaved in a consensus
region containing basic residues and in particular at an arginine (R) residue. This
proteolysis releases an active enzyme which has a catalytic domain encoded by the light
chain. The homology found between SmSP1 sequence and both proteases is restricted to
the light chain and ended at the R residue also present in the SmSP1 sequence in a basic
residue region (RVVN). Collectively, these observations suggest that the SmSP1 sequence
may be sufficient by itself to constitute an active enzyme and that the missing amino acid
sequence from the 5° end may correspond to a peptide signal, unnecessary for the folding
of the SmSP1 protein. PHD prediction algorithm based on a multiple sequence alignment
showed that the main elements of secondary structure of serine proteases were correctly
predicted in the SmSP1 amino acid sequence.

The similarity between SmSP1 and kallikrein deserves some comments. First,
previous study have suggested the involvement of kallikrein activity in B cell activation or
differentiation. In this context, a kallikrein-like factor, designated glycosylation enhancing
factor, may induce IgE-potentiating factor which, in turn, facilitates the differentiation of
IgE-B memory cells (Ishizaka, Iwata & Ishizika, 1985). Second, a kallikrein may present
an € receptor modulating protein (ERMP)-like activity and is also capablé of enhancing IgE
and IgG1 by stimulated B cells (Matsushita & Katz, 1993). These observations, in addition
to those previously reported (Verwaerde et al. 1986, 1988), which showed that serine
protease activity present in SRP was involved in the regulation of in vitro and in vivo IgE
synthesis, suggest that SmSP1 may be a potential candidate implicated in the modulation
of the immune response. Another possible role may be attributed to SmSP1 because of its
homology with the human factor I, known to be involved in complement pathway
regulation. The immune evasion mechanisms previously described (Fishelson, 1995) are

indeed particularly supported by a cascade of proteolytic activity.

Further examination of nucleic acid sequence revealed an ORF whose amino acid

sequence showed a similarity with the class A type repeat of the LDL (Low-Density
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Lipoprotein) receptor. This pattern based on six conserved cysteines is present in seven
copies in the extracellular domain of the LDL receptor, as well as in complement
component C9. Moreover, it 1s present in two copies in the factor I heavy chain (Catterall
et al. 1987) upstream of the “light chain™. It is interesting to note that factor I has been
considered as a good model to explain the presence of « mosaic» proteins (Dootlittle,
1985). Indeed, factor I presents two chains “captured” from different genes. The heavy
chain has homology with the sequence pattern designated as repeat of the LDL receptor
and the light chain has homology with serine protease active site domain. The
rearrangement of exon units gave the mosaic protein. However, in this study analysis of
SmSP1 genomic clones shows that this region is not translated with the light chain in spite
of the contiguity of both these sequences (data not shown). In the S. mansoni genome it
appears that these two domains are not yet translated together although this repeat

sequence is found just before the exon encoding the active site.

Using ELISA, we confirmed the expression of SmSP1 in adult worm extracts and
showed its presence at different stages in S. mansoni life cycle. The lack of stage-specific
expression suggests that SmSP1 is required all through the parasite life-cycle. However,
the variation of expression suggests that this serine protease is developmentally regulated.
S. mansoni elastase, another serine protease, is not expressed in adult worms (Pierrot ef al.
1996) suggesting that these two serine proteases, so far described in S. mansoni, are
differentially regulated in adult worms. However, their co-expression in schistosomula led
us to check whether SmSP1 is secreted as described for cercarial elastase (McKerrow et al.
1985). Measurement of SmSP1 in SRP showed that it is indeed released, supporting the
idea that SmSP1 could also participate as the elastase in host invasion and /or in parasite

protection by evasion of the host immune response.

By its release, SmSP1 may become a potential target to immune response.
However, neither Western blotting experiments nor ELISA showed the presence of
specific antibody against rfSmSP1. In S. mansoni elastase, a weak antibody response has
been detected in infected monkeys and no enhancement of the immune response was
detected following subsequent infections (Toy ef al. 1987). These observations suggest that
these serine proteases are poorly immunogenic and immunological studies using serpin
(alpha-1-antitrypsin or Smpi56)-elastase complexes injected into experimental animals
showed that resulting antisera contained antibodies to the serpin and to the complex but not
to the native elastase (Modha & Doenhoff, 1994, Ghendler, Aron & Fishelson, 1996). It
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seems, therefore, that parasite proteases in a serpin-enzyme complex are inaccessible to the
immune response. These observations may account for the poor immunogenicity elicited

by the cercarial elastase and probably also for the absence of response against SmSP1.

When sections of male and female worms were examined, intense labelling was
observed in parenchyma and in male worms a positive signal was found in dorsal
tubercles. This suggests that SmSP1 may be involved in secretion/exchange with the
external environment.

In conclusion, in this report we present the deduced amino acid sequence of a serine
protease whose amino acid sequence of 248 aa which could be considered as a “light
chain ” containing the active site. The corresponding native protein is expressed in all

stages but seems to be developmentally regulated.
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CAPTIONS TO FIGURES

Figure 1: Comparative scheme between factor I and SmSP1. Arrangement of repeat
domains, Class A (@ ) and Class B (M ) described in the LDL receptor, in factor I and
SmSP1. The arrow indicates the cleavage site between the heavy and light chains. The
schematic organization of SmSP1 is presented on the bottom in comparison to human

Factor I. The LDL-like domain ( O ) is not translated in SmSP1.

Figure 2: RT-PCR on DNase pretreated RNA with specific primers based upon SmSP1
sequence. PCR were performed with primer P1 and P2 (lane 1), with P3 and P2 (lane 2)
and with primer P1, P2, P3 alone (lane 3, 4, 5 respectively), a PCR control without
template was done (lane 6). Lane 1. 100bp ladder (Pharmacia, Sweden).

Figure 3: Expression of native protein corresponding to SmSP1 during the S. mansoni life
cycle measured by an immuno-capture ELISA. (A) Representative profile of amounts of
native protein in ng/mg of total proteins of eggs (1), cercariae (2), 3h (3) and 18h (4)
mechanically transformed schistosomula, male (5) and female (6) adult worms. (B)
Representative profile of amounts of secreted protein in ng/ml of 3h- and 18h-SRP. The
number of incubated parasites was 27 500/ml (™ ), 15 000/ml (——) and 8 500/ml (—).

Figure 4. Immunolocalization of SmSP1 in adult worms. The location of native protein
was performed using the rat anti-rSmSP1 (1/100) and FITC labelling. Control was done
using preimmune serum. We noted the presence of a male (above) and female (below)

adult worms.
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