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GENERALITES : 

Les relations mollusques-trématodes 



Figure 1 : Couple de vers adultes de Schistosoma mansoni (McLaren DJ). 

Le mâle plus large est en bas de la photo, la femelle émerge du canal gynécophore du mâle. On 

distingue les ventouses buccales et ventrales du mâle.(microscopie électronique à balayage). 

(photo issu de "Topics in International Health, Schistosomiasis", The Trustee of The Wellcome 

Trust, 1998, CABI publishing.) 



1 LA SCHISTOSOMIASE 

La maladie engendrée par les schistosomes, la schistosomiase ou bilharziose, est la plus 

importante infection parasitaire causée par un helminthe : elle affecte 75 pays, avec environ 

200 millions d'individus probablement infectés et 500 à 600 millions exposés à l'infection. 

Cinq espèces de schistosomes sont des parasites pathogènes de l'homme : Schistosoma 

mansoni localisé en Afrique et en Amérique du Sud (Figure 1), S.haematobium rencontré en 

Afrique, S.japonicum endémique de l'Asie, sont les principales espèces, S.mekongi et 

S. intercalatum ont une distribution plus limitée. A côté de l'impact médical causé par ces 

infections, l'impact socio-économique est alourdi par l'existence de schistosomiases animales 

qui affectent le bétail. On peut citer S.bovis, S.spindale, S.nasalis et S.mattheei qui sont des 

parasites des ongulés. 

La pathologie est essentiellement causée par le dépôt des oeufs dans différents tissus de 

l'hôte vertébré. Bien que la majeure partie des oeufs soit expulsée avec les excréments, un 

nombre important d'oeufs se trouve piégé dans les tissus. Les vers adultes de S.mansoni et de 

S.japonicum vivent dans la veine porte et les oeufs se localisent principalement au niveau du 

foie et de l'intestin. La schistosomiase intestinale se caractérise par la formation de polypes 

intestinaux. Au niveau du foie les oeufs induisent une réaction granulomateuse évoluant vers 

une fibrose hépatique. Dans les formes les plus graves, l'hypersplénomégalie et la fibrose 

généralisée du foie provoquent la formation d'ascite et de varices intestinales et 

oesophagiennes dont la rupture peut être fatale. Les oeufs de S.haematobium sont pondus dans 

le tractus urinaire et dans une moindre mesure dans le tractus gastrointestinal. Les oeufs 

induisent des lésions de la vessie et de l'uretère, entraînant une hématurie, une obstruction du 

flux urinaire, une insuffisance rénale et l'apparition de cancers de la vessie. 

Les schistosomes sont des parasites dixènes, transmis par des gastéropodes d'eau douce, 

hôtes intermédiaires où se produit une importante multiplication asexuée des larves (Figure 

2). L'infection par la bilharziose requiert à la fois un contact avec le site aquatique des hôtes 

intermédiaires, une fréquentation des points d'eau par les individus infectés, le tout associé à 

un faible équipement sanitaire. La prophylaxie contre les schistosomiases humaines a pendant 

longtemps été restreinte au contrôle sanitaire, consistant à réduire la contamination du biotope 

aquatique et à limiter les contacts des populations endémiques avec les points d'eau infestés. 
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D 

Figure 2 : Mollusques hôtes de schistosomes. 

A: 1, Bulinusforskalii- 2, Bulinus truncatus- 3, Bulinus globosus, hôtes de S.haematobium. 

A : 4, Biomphalaria pfeifferi, hôte de S.mansoni. (Southgate V) 

B: Oncomelania hupensis nosophora, hôte de Sjaponicum. (Sonoda E) 

C: Neotricula aperta, hôte de S.mekongi. (Attwood SW) 

D : Biomphalaria glabrata, hôte de S.mansoni. 

(photos A, B etC issus de "Topics in International Health, Schistosomiasis", The Trustee of 

The Wellcome Trust, 1998, CABI publishing.) 



L'apparition de médicaments anti-helminthiques a perm1s le développement de la 

chimiothérapie et le traitement de la schistosomiase a été grandement amélioré par l'utilisation 

du Praziquantel, médicament efficace contre toutes les espèces de schistosomes (WHO, 

1993). Cependant, depuis quelques années, une tolérance parasitaire au Praziqtiantel est 

apparue dans quelques foyers endémiques (Bennet et al., 1997). Des études en laboratoire ont 

démontré l'apparition d'isolats de schistosomes résistants au médicament (Fallon et al., 1996). 

Parallèlement aux traitements chimiothérapeutiques, ces vingt dernières années l'identification 

par différents laboratoires d'antigènes potentiellement protecteurs contre la bilharziose a 

orienté les recherches vers la mise au point de vaccins. Notre laboratoire a mis en place une 

stratégie vaccinale basée sur la glutathion S-transférase de 28 kDa de S.mansoni (Sm28GST). 

Le développement vaccinal est actuellement dans les premières phases de son élaboration 

(essais de phase I pour S.mansoni et S.haematobium) (Bergquist et Colley, 1998). 

Des mesures ont été mises en oeuvre pour combattre la transmission tant sur le plan 

spécifique, chimiothérapie et contrôle des populations de vecteurs, que sur le plan non 

spécifique, amélioration du niveau sanitaire et de santé des pays en voie de développement 

concernés. Dans l'attente d'un vaccin et en l'absence de nouveau médicament, la lutte anti

vectorielle reste une alternative prometteuse pour interrompre la transmission de la maladie 

(Lardans et Dissous, 1998). Les méthodes de contrôle existantes ont pour but de maîtriser les 

populations de mollusques des zones d'endémies. Des procédés physiques tels que 

l'aménagement de l'environnement (assèchements des marigots, canalisation des cours d'eau) 

ont prouvé leur efficacité en réduisant la transmission de S.haematobium et de S.japonicum 

(WHO, 1993 ). Cependant la modification de l'environnement a entraîné également la création 

de nouveaux foyers d'infections ; c'est le cas du programme d'irrigation des rives du fleuve 

Sénégal où la construction du barrage de Diama à l'embouchure du fleuve, tout en supprimant 

les eaux saumâtres, a permis le développement du mollusque vecteur et l'émergence d'une 

nouvelle endémie de schistosomiase intestinale (Picquet et al., 1996). Le même scénario se 

présente pour le barrage d'Assouan sur le Nil ainsi qu'au Ghana et au Mali. En Chine tout 

porte à croire que la construction du barrage des Trois Gorges sur le Y angtzé devrait étendre 

la zone d'endémie de la province du Hunan (Ross et al., 1997). 

L'emploi de molluscicides a été largement étudié (Perret et Whitfield, 1996). Le plus 

utilisé dans les programmes de contrôle est la niclosamide, composé actif sur les mollusques 

et sur les larves de schistosomes. Cependant ce produit s'avère coûteux, et de plus il est 

toxique pour les poissons (WHO, 1993 ). L'utilisation des molluscicides présente un double 
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problème, économique et écologique. D'une manière générale, les traitements chimiques ne 

préviennnent pas la recolonisation du site par des mollusques restants et peut entraîner 

l'apparition de mollusques résistants ou tolérants. Des molluscicides naturels provenant de 

plantes ont été caractérisés. Toutefois leur toxicité et les problèmes de production a grande 

échelle ont considérablement limité leur exploitation (Belot, 1993). 

D'autres méthodes sont basées sur l'emploi d'agents biologiques. Des prédateurs ont été 

utilisés avec succès notamment en Martinique (Pointier et Guyard, 1992). L'utilisation de 

mollusques compétiteurs a été envisagée (Marisa cornuarietis, Ruiz-Tiben, 1969; Ampullaria 

glauca, Pointier et al., 1991). Dans de telles études, les meilleurs compétiteurs requièrent 

souvent les mêmes conditions environnementales que la population cible, et sont souvent des 

espèces apparentées, résistantes au parasite. Par conséquent, le risque majeur est l'apparition 

chez ces compétiteurs de mollusques susceptibles. Ce fut le cas avec Biomphalaria straminea, 

normalement résistant à S.mansoni, qui a été utilisé pour remplacer B.glabrata au Brésil, et 

chez qui sont apparues des souches capables de maintenir le parasite (Sturrock, 1995). 

Depuis quelques années, une nouvelle stratégie de lutte antivectorielle est apparue, sous 

la forme de l'élimination de l'hôte intermédiaire en le rendant génétiquement incapable de 

transmettre le parasite. Cette stratégie reste spéculative et n'est envisageable qu'à long terme. 

Elle nécessite une connaissance élaborée des processus qui gouvernent la compatibilité 

(susceptibilité/résistance) des mollusques envers les schistosomes, ainsi qu'une connaissance 

accrue de l'organisation du génome du mollusque et des moyens de le manipuler. 

II RELATIONS MOLLUSQUES-TREMATODES 

A- LES TREMATODES 

1- Généralités 

Les trématodes appartiennent à l'embranchement des plathelminthes, encore appelés 

communément vers plats. Ce sont des animaux aplatis dorso-ventralement, sans cavité interne 

(acoelomates), généralement hermaphrodites, sans système respiratoire ni circulatoire. Les 

trématodes digènes vivent dans le canal alimentaire des vertébrés ou dans les organes 

associés, foie, canaux biliaires et pancréatiques, vessie, urètre et poumons, où ils se 

nourrissent d'aliments tels que le sang, la bile, le mucus et les débris intestinaux. Ils sont aussi 
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caractérisés par des cycles de vie hétéroxènes complexes. Gibson et Bray ( 1994) estiment le 

nombre des parasites trématodes digènes à 4131 espèces réparties dans 119 familles. En dépit 

de cette grande diversité, ces parasites ont pour trait commun le passage par un hôte 

mollusque pour le développement de leurs larves. Il est remarquable que parmi le 

considérable embranchement des mollusques, la plupart des hôtes intermédiaires des 

trématodes appartiennent à la classe des gastéropodes, et dans une moindre mesure aux 

classes des bivalves et scaphopodes. Tout porte à croire que l'hôte ancestral unique des 

digènes était un mollusque (Gibson, 1987). Les ancêtres des trématodes étaient des vers plats 

à vie libre, qui se sont adaptés très tôt comme parasites des mollusques ; l'association 

mollusque-trématode était probablement bien établie au début de l'ère paléozoïque (500 

millions d'années environ), avec des parasites au cycle de vie ne comportant alors qu'un seul 

hôte. Les parasites trématodes ont accompagné les mollusques durant des millions de 

générations, en un processus incessant de coévolution, se différenciant avec leurs hôtes. 

Certains gastéropodes ont colonisé l'habitat terrestre puis sont secondairement redevenus 

aquatiques, tout en restant des hôtes de parasites. Ainsi sont apparus les Pulmonés d'eau douce 

tels que Biomphalaria, Bulinus et Lymnaea, vecteurs des principales espèces de schistosomes. 

Avec l'apparition des premiers vertébrés, de nombreuses espèces de poissons furent 

prédateurs de mollusques marins, ingérant accidentellement les trématodes parasites. La 

sélection favorisa les trématodes capables de survivre et d'atteindre leur maturité sexuelle au 

sein du tube digestif des poissons, jusqu'à devenir dépendant de ce deuxième hôte. La 

coévolution des trématodes et de leurs hôtes mollusques et vertébrés a diversifié les cycles de 

vie de ces parasites, étendant leur habitat à toutes les classes de vertébrés (Basch, 1991 ). En 

1971, Yamaguti estimait de la façon suivante le nombre d'espèces de trématodes vivant au 

stade adulte chez les vertébrés : 2800 chez les poissons téléostéens, 400 chez les amphibiens, 

750 chez les reptiles, 2400 chez les oiseaux et 1200 chez les mammifères. 

L'intérêt porté aux pathogènes et parasites de gastéropodes tient essentiellement au rôle 

de ces mollusques dans la transmission de trématodes d'importance médicale ou vétérinaire. Il 

ne sera essentiellement question dans ce manuscrit que de deux classes de trématodes digènes 

: les schistosomes et, dans une moindre mesure, les échinostomes. 

La famille des Schistosomatidae constitue un cas à part chez les trématodes, de par leurs 

sexes séparés et du fait que les adultes vivent dans la circulation sanguine d'animaux à sang 

chaud, dont l'homme causant la bilharziose. 
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Sporocyste fille (II) 

Cercaire 

Miracidium 

Sporocyste mère (1) 

Figure 3: Schéma du développement des larves de trématodes 
(d'après Smyth, 1994 ). 



La famille des Echinostomatidae comprend également des espèces infectant l'homme, 

causant l'échinostomiase (Echinostoma ilocanum, E.hortense). Les espèces les plus étudiés 

chez les mammifères et animaux sont E.trivolvis, E.caproni, E.paraensei, qui sont des 

modèles utilisés pour les études expérimentales. 

2- Cycles de vie des trématodes 

En général les vers adultes vivent au sein de l'hôte définitif vertébré. Les œufs de 

trématodes sont expulsés avec les fèces voire avec l'urine ou la salive. Chez certaines espèces, 

les œufs doivent être ingérés par l'hôte intermédiaire, cependant le plus communément chez 

les espèces aquatiques, les œufs éclosent après incubation dans l'eau, libérant un miracidium, 

larve nageuse qui doit rencontrer et pénétrer le mollusque approprié au sein duquel elle pourra 

se développer. Dans les tissus de l'hôte le miracidium se métamorphose en sporocyste mère 

ou primaire, larve en forme de sac à la mobilité réduite (Figure 3). Depuis l'épithélium 

germinal qui tapisse la cavité du sporocyste, des grappes de cellules bourgeonnent et donnent 

naissance au deuxième stade intra mollusque. Chez certaines espèces ces larves sont des 

sporocystes filles ou secondaires ; chez d'autres espèces ces larves se développent en rédies, 

qui possèdent bouche, pharynx et tube digestif Ces rédies se déplacent activement au sein du 

mollusque et ingèrent des morceaux de tissus. A partir de ces larves secondaires va se 

produire soit après une ou plusieurs nouvelles générations de larves soit directement, la 

production de cercaires. Les cercaires sont des larves nageuses qui quittent le mollusque ; 

selon les espèces différents cas de figures se présentent. Chez certaines espèces telle que 

F asciola hepatica, la cercaire se fixe à la végétation aquatique et se transforme en 

métacercaire. Dans d'autres cas, la cercaire pénètre un second hôte intermédiaire qui peut être 

un mollusque de même ou de différente espèce que le premier hôte intermédiaire, un insecte 

ou un invertébré aquatique, un poisson. Dans ce cas, la métacercaire se développe ou reste 

enkystée, attendant d'être ingérée par l'hôte définitif convenable. Un troisième cas de figure 

est celui emprunté par les schistosomes, où la cercaire pénètre directement l'hôte définitif, 

supprimant le stade métacercaire (Basch, 1991 ). 
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3- Les stades larvaires des schistosomes (Figure 4) 

a- Le miracidium 

Les conditions optimales d'éclosion sont un bon éclairement, une température 

généralement comprise entre 25 et 30°C et une pression osmotique proche de celle de l'eau. 

L'éclosion se produit cependant tout à fait correctement dans une fourchette de température 

comprise entre 26 à 39°C. L'hypotonicité de l'eau (proche de 12 mOsm) semble être un 

facteur déterminant (Erasmus, 1972). 

Le miracidium assure le passage entre l'hôte vertébré et l'hôte invertébré. Les 

mécanismes par lesquels le miracidium va localiser son hôte intermédiaire ont été le sujet 

d'un nombre considérable d'études ; cependant, les résultats obtenus n'ont pas toujours été 

concordants. Il apparaît néanmoins que les miracidiums se localisent dans 1' environnement de 

leur hôte intermédiaire en répondant à la fois aux stimuli externes physiques de 

l'environnement, et aux stimuli chimiques originaires du mollusque hôte. 

Le miracidium est couvert de plaques ciliées qui lui permettent de se mouvoir dans 

l'eau. Généralement à une température comprise entre 24 et 28 oc, le miracidium de 

S.mansoni reste vivant pendant 8 à 12 h (Prah et James, 1977). 

Un certain nombre de facteurs interviennent pour permettre aux miracidiums 

d'atteindre la partie du biotope où se situe leur hôte intermédiaire. Il semble que la réponse 

des miracidiums aux stimuli physiques externes favorise leur orientation vers les niches 

écologiques de leur hôte intermédiaire (Haas et al., 1995). Par exemple, B.glabrata, un des 

hôtes de S.mansoni est le plus souvent localisé à la proximité de la surface de l'eau, accroché 

à des végétaux flottants ou à la partie supérieure des rives des canaux ou des lacs. Le 

comportement des miracidiums de S.mansoni en réponse aux stimuli physiques comme la 

lumière et la gravité guide la larve nageuse vers son hôte intermédiaire. En effet, les larves de 

S. manso ni présentent un géotropisme négatif et un phototropisme positif qui les attirent à la 

surface de l'eau où ils sont susceptibles de rencontrer leur hôte intermédiaire spécifique. Les 

miracidiums de Sjaponicum présentent les mêmes réponses à la lumière et à la gravité que 

S.mansoni et leur hôte intermédiaire Oncomelania est situé à l'interface de l'eau et de l'air où 

les larves de parasite se concentrent (Takahaschi et al., 1961 ). Les miracidiums de 

S.haematobium exhibent un tropisme tout-à-fait inverse : un fort géotropisme positif et un 
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phototropisme négatif ; parallèlement, leur hôte intermédiaire du genre Bu! inus se localise 

plutôt au niveau des fonds et des endroits ombragés (Prah et James 1977). 

Lorsque le miracidium a atteint la niche écologique du mollusque, il doit entrer en 

contact avec lui. Sur le terrain, le biotope du mollusque spécifique peut être occupé 

simultanément par plusieurs autres espèces de mollusques et le miracidium doit reconnaître 

son hôte spécifique. De nombreuses études ont été développées afin d'identifier les stimuli 

intervenant dans la reconnaissance d'un hôte intermédiaire spécifique par le miracidium. 

La diversité des systèmes expérimentaux mis en oeuvre à ce propos n'a absolument 

pas permis de tirer des conclusions définitives. La question reste aujourd'hui encore très 

controversée de savoir si effectivement des facteurs chimiotactiques spécifiques interviennent 

dans l'interaction des deux partenaires. 

En 1979, Saladin a publié une revue de 176 travaux concernant les combinaisons 

miracidium-mollusque mais aussi des combinaisons hétéroclites miracidium-plante, objet ou 

autres invertébrés sans toutefois pouvoir démontrer clairement que les miracidiums sont 

capables d'identifier leur hôte avant de tenter de les infecter. Par exemple, lors d'essais en 

laboratoire, il a été montré que S.mansoni est incapable de discriminer entre 7 mollusques 

différents alors qu'un seul d'entre eux est son hôte spécifique. 

Plus de 60 composés organiques ainsi que des acides aminés et des ions (Ca++ et 

Mg++) se sont révélés chimioattractifs pour les miracidiums de S. mansoni et d'autres espèces 

en laboratoire. Il a été suggéré que le mollusque émettait un complexe indéfini de substances 

solubles dans l'eau capable de stimuler l'activité des miracidiums et appélé « miraxone » 

(Chemin, 1970). La miraxone contient en fait de nombreux composés qui attirent les 

miracidiums comme les acides aminés, les acides gras (Maclnnis et al., 1974), l'ammoniaque 

(Mason et Fripp, 1977) et les amines (sérotonine et dopamine) (Etges et al., 1975) qui sont 

sécrétées par le pied du mollusque. En 1984, Samuelson a montré que de l'eau conditionnée 

par B.glabrata attirait les miracidiums. 

Globalement, compte tenu de la non spécificité des stimuli émis par les mollusques et 

de la présence de plusieurs espèces de mollusques dans une même niche écologique, on peut 

supposer que la plupart des miracidiums interagissent avec les hôtes de manière non 

spécifique (Moné et Combes 1986). 

20 



Figure 4 : Stades larvaires de schistosomes. (ci-contre). 

A : Oeuf, avec éperon latéral. B : Miracidium sortant de l'oeuf (Ho wells RE). 

C : Miracidium (Howells RE). D : Miracidium observé en microsopie électronique à 

balayage, montrant les plaques ciliées (McLaren DJ). E : Deux miracidium pénétrant un 

Biomphalaria glabrata (Sonoda E). F : Production de cercaire au sein d'un sporocyste 

secondaire, section de l'hépatopancréas de Biomphalaria (Stich A). G : Libération de 

cercaires (taches brillantes au dessus du mollusque) de schistosomes par un 

Biomphalaria (Striebel HP). H : Cercaire (Butterworth AE). 

(photos issus de "Topics in International Health, Schistosomiasis", The Trustee of The 

Wellcome Trust, 1998, CABI publishing.) 
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Après fixation du miracidium au mollusque, la pénétration est immédiate. Elle a lieu 

par le pied dans 70 % des cas, les autres points de pénétration étant le bord du manteau ou les 

tentacules. La pénétration est précédée par une phase de fixation du miracidium au mollusque. 

La papille apicale du parasite est considérée comme l'organe de l'attachement et de 

pénétration (Kinoti, 1971 ). Elle se produit vraisemblablement par l'association de 

mouvements mécaniques et par la sécrétion d'enzymes histolytiques par les glandes 

adhésives. Après pénétration, les plaques ciliées sont éliminées et un nouveau tégument est 

formé autour du sporocyste. C'est certainement ce tégument qui détermine si le sporocyste 

nouvellement transformé va survivre ou périr dans l'hôte intermédiaire. 

Tous les miracidiums d'une même génération ne sont pas capables de procéder à une 

infection. L'échec d'une infection réside soit dans l'incapacité du miracidium à pénétrer les 

téguments du mollusque, soit dans son incapacité à se développer ensuite. Pour l'association 

S.mansoni et B.glabrata originaire du Brésil, 65% des miracidiums peuvent pénétrer dans le 

mollusque mais 15% d'entre eux vont dégénérer en l'absence de toute réaction hémocytaire 

(Jourdane et Théron, 1987). 

b- Les sporocystes 

Le mollusque est le site d'une intense multiplication asexuée du parasite. 

b 1- Le sporocyste mère 

Chez S.mansoni, le miracidium se développe en sporocyste primaire ou sporocyste 

mère à proximité de son point de pénétration dans le tissu conjonctif subépithélial de la zone 

céphalopodale (Jourdane, 1982). Le même phénomène est observé chez S.haematobium 

(Capron et al., 1965) alors que dans le cas de SJaponicum, il a été observé un envahissement 

de tous les tissus du mollusque et en particulier des organes cavitaires comme les cavités 

générales, les cavités viscérales et le coeur (Jourdane et Xia, 1987). 

Le nombre de sporocystes mère qui se développent simultanément dans le mollusque 

est limité dans le couple B.glabrata!S.mansoni. Il a été montré que le nombre de sporocystes 

mère n'excède pas 8 ; si un plus grand nombre de miracidiums infectent le mollusque, ils 

seront encapsulés (Richards, 1975 ; Kassim et Richards, 1979). Pour l'association 
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TETE/PIED VISCERES 

Figure 5 : Développement des larves de scbistosomes au sein du mollusque 

(d'après Jourdane et Théron, 1987). 

Mi : miracidium; Msp : sporocyste mère ; dSp: sporocyste fille; SpS : sporocyste 

sporocystogène ; SpC : sporocyste cercariogène ; SpSC : sporocyste sporocysto

cercariogène ; Cer : cercaire. 

1 : production directe de cercaire ; 2 : production d'une nouvelle génération de 

sporocyste fille par sporocystogénèse directe ; 3 : production de sporocyste après 

cercariogénèse ; 4 : sporocysto-cercariogénèse. 



S.haematobium/Bulinus, les mêmes observations ont été rapportées avec un nombre de 

sporocystes mère par individu allant de 2 à 8 (Capron et al., 1965). Chez O.hupensis, le 

nombre de sporocystes mères de Sjaponicum peut atteindre 32 par mollusque (Jourdane et 

Xia, 1987). 

La différenciation des sporocystes fille au sein des sporocystes mère peut être divisée 

en deux étapes : 

-lors d'une première phase, les cellules germinales du sporocyste mère augmentent de 

taille puis se multiplient abondamment 

-lors de la seconde phase, les sporocystes fille s'individualisent à partir de« clusters » 

embryonnaires sphériques constitués de cellules germinales et somatiques (Schutte, 1974). 

Un sporocyste mère est capable de produire de 30 à 630 sporocystes fille selon 

1' association mollusque-parasite. 

b 2- Le sporocyste fille 

Le sporocyste fille ou sporocyste secondaire quitte le sporocyste mère en passant au 

travers de son tégument. C'est généralement entre le dixième et le 17ième jour que la 

migration des sporocystes secondaires vers la glande digestive du mollusque se produit. La 

migration semble faire intervenir un phénomène passif d'utilisation du système circulatoire du 

mollusque (Meuleman, 1972 ; Schutte, 1974) ainsi qu'un phénomène actif de migration du 

sporocyste secondaire au travers des tissus conjonctifs lâches de 1 'hôte (Pan, 1965 ; Cheng et 

Bier, 1972). Une fois qu'il a atteint l'hépatopancréas, le sporocyste secondaire se développe et 

sa taille augmente ; simultanément, la différenciation des cercaires débute. Cependant, il a été 

montré que quelques sporocystes secondaires vont produire des sporocystes fille appelés 

sporocystes de rang III ou sporocystes tertiaires (Hansen, 1973 ). 

A ce stade, il convient de distinguer la cercariogénèse (production de cercaires, forme 

infestante pour l'hôte vertébré) de la sporocystogénèse (production de sporocystes). 

La sporocystogénèse peut être directe ou se produire après la cercariogénèse. Lors de 

la sporocystogénèse directe, les sporocystes secondaires vont produire de nouveaux 

sporocystes ; ces derniers sont de plus petite taille avec peu de sporocystes dans leur cavité et 

leur localisation est plutôt céphalo-pédiale (Jourdane et Théron, 1987) (Figure 5). 

23 



La sporocystogénèse intervenant après la cercariogénèse nécessite un arrêt de la 

production de cercaires dû à la dégénérescence des embryons cercariens dans le sporocyste. 

Le sporocyste fille commence alors à produire une nouvelle génération de sporocystes 

(Jourdane et Théron, 1987). Dans ce cas, les sporocystes sont totalement développés et se 

situent généralement dans la glande digestive du mollusque. Les mécanismes par lesquels les 

sporocystes cercariogènes régressent en sporocystes sporocystogènes sont inconnus et restent 

à l'heure actuelle inexpliqués (Fournier et Théron, 1985). 

La sporocystogénèse et la cercariogénèse simultanées représentent le cas de figure le 

plus rare où le sporocyste fille produit à la fois des cercaires et une nouvelle génération de 

sporocystes fille. 

c- La cercaire 

La cercaire est la seconde forme libre du parasite, qui comme le miracidium est 

adaptée à un passage en eau douce. Les cercaires s'échappent du sporocyste puis du 

gastéropode en migrant à travers ses tissus pour atteindre 1 'eau. La production de cercaires a 

lieu quotidiennement sur des périodes pouvant atteindre 8 mois. Généralement, elle cesse 

avec la mort du mollusque; cependant, des cas de cure ont été observés (Pan, 1965). 

La durée nécessaire pour obtenir une production de cercaires à partir du moment de la 

pénétration du miracidium est variable en fonction de la température ambiante : entre 30 et 

35°C, le cycle peut être effectué en 18 jours alors qu'à des températures plus basses plusieurs 

mois peuvent être nécessaires. 

La production de cercaires dépend de facteurs biotiques et abiotiques. La productivité 

est majoritairement déterminée par l'espèce mais dépend en grande partie également de la 

compatibilité hôte-parasite. Certains B.glabrata infectés par S.mansoni sont capables de 

produire une moyenne de 4600 cercaires par jour avec des maxima journaliers pouvant 

atteindre 17600. De façon plus générale, l'émission quotidienne de cercaires est de 2000 pour 

S.haematobium et de 1500 pour Sjaponicum (Webbe, 1965). 

Parmis les facteurs abiotiques, il est à noter que la température de 1' eau et 

l'éclairement ont une grande influence sur les pics d'émission des cercaires. 
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Figure 6 : Morphologie générale du gastéropode Biomphalaria, 

côté gauche (d'après Malek, 1985). 



B- L'BOTE INTERMEDIAIRE, LE MOLLUSQUE 

1- Biologie de Biomphalaria, gastéropode pulmoné. 

Les gastéropodes constituent la plus grande classe des mollusques mais également la 

plus variée. De nombreux synonymes du genre Biomphalaria sont rencontrés dans la 

bibliographie : Planorbina, Taphius, Armigerus, Tropicorbis, Australorbis. L'utilisation 

unanime de Biomphalaria s'est faite vers les années 80 (Vianey-Liaud, 1990). 

Biomphalaria glabrata est un gastéropode pulmoné de l'ordre des Basommatophores. Il 

vit principalement dans 1 'eau douce. Sa coquille est plate et discoïde (Figure 6). 

Il possède une paire de tentacules contractiles à la base desquelles se trouvent les 

yeux.Le corps de l'animal est divisé en tête, pied, manteau et masse viscérale. Le pied et la 

tête sont unis pour former la région céphalo-pédiale qui porte les tentacules, les yeux, la 

bouche et les appareils génitaux. Le manteau entoure le "cou" du gastéropode et recouvre 

toute la masse viscérale. B. glabrata est hermaphrodite. 

Les pores génitaux mâle et femelle sont séparés. L'ovotestis (gonade) de B. glabrata est 

situé à l'extrémité de la masse viscérale, partiellement accolé à la glande digestive (également 

appelée hépatopancréas) et totalement libre dans sa partie distale. C'est dans l'ovotestis que le 

sperme et les œufs sont formés. Le canal hermaphrodite issu de l' ovotestis se différencie en 

tractus génitaux mâle et femelle au niveau de l'estomac. 

B. glabrata possède un système circulatoire ouvert constitué de sinus et de lacunes, d'un 

cœur, de quelques artères et d'un petit nombre de veines. Le cœur possède une oreillette et un 

ventricule. L'hémolymphe (sang).est envoyée dans les sinus par les artères, après avoir baigné 

les différents organes et tissus, elle retourne à l'oreillette par les veines rénales et 

pulmonaires. Ces veines longent le rein et se rejoignent dans le «cul-de-sac» formé par 

l'extrémité du rein où se trouve l'oreillette. 

B. glabrata possède des poumons et une structure appelée pseudobranchie qui remplit 

également un rôle respiratoire. 

2- Le système de défense interne 

Les invertébrés en général sont capables de se défendre contre les pathogènes, qu'ils 

soient bactériens, parasitaires voire viraux. Les mollusques possèdent un système de défense 

interne, notablement différent du système immunitaire décrit chez les mammifères tels que 
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l'homme et la souris. La distinction maJeure est l'absence de lignée lymphoïde et de 

réarrangement génétique. Il n'y a donc pas de reconnaissance antigénique par anticorps, ni de 

cellules Tet B, ni de mémoire immunologique (Van der Knaap et Loker, 1990). 

a- préambule : la défense externe 

La première défense des mollusques est la barrière mécanique que représente le 

tégument. La peau est recouverte par un mucus, dont l'une des fonctions est d'empêcher la 

pénétration par des organismes étrangers. Ce mucus contient également des substances 

antibactériennes. L'achacine du mucus du gastéropode africain géant, Achatina fu/ica, est un 

exemple de glycoprotéines bactéricides (Otsuka-Fuchino et al., 1992). Les sécrétions fétides 

de l'aplysie, Aplysia juliana, sont létales pour les crabes prédateurs et inhibent la croissance 

bactérienne (Kamiya et al., 1989). 

b- Reconnaissance 

Les microorganismes qui pénètrent le tégument d'un mollusque sont reconnus comme 

non-soi et attaqués par les composants humoraux et cellulaires du système de défense. En 

l'absence d'anticorps, les lectines semblent assumer les fonctions de reconnaissance du soi et 

du non soi (Renwrantz, 1986). Nous évoquerons peu les lectines dans ce paragraphe 

puisqu'un chapitre entier leur est consacré dans ce manuscrit (cf III). Nous donnerons 

brièvement quelques informations nécessaires à la bonne compréhension de ce chapitre. Les 

lectines sont des protéines multivalentes qui se fixent avec une haute spécificité aux sucres. 

Elles se trouvent sous forme soluble dans l'hémolymphe, ou attachées en surface des cellules 

de défense jouant le rôle de récepteurs. Les résidus saccharidiques répétés tels que les 

lipopolysaccharides bactériens ou les glucanes et mannanes de levures sont des ligands 

probables des lectines. Après fixation au non-soi, la lectine transduit un signal d'activation 

aux composants effecteurs du système de défense, probablement via un changement de 

conformation (Bayne, 1990). 

Un mollusque doit faire face à un grand nombre de pathogènes, chacun pouvant 

exprimer des déterminants saccharidiques différents. En l'absence de recombinaison 

génétique, chaque individu devrait posséder un grand nombre de gènes codant pour des 

lectines spécifiques afin de faire face efficacement aux microorganismes étrangers. Cet 
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inconvénient semble être évité si l'on considère l'organisation structurelle des lectines connues 

chez les mammifères (cf. III-A). En effet, la plupart de ces lectines sont des oligomères 

constituées de sous-unités identiques ou distinctes, liées de façon covalente ou non-covalente. 

Cette organisation peut permettre une hétérogénéité des sites de fixation aux ligands ainsi 

qu'une augmentation de l'affinité de la lectine (V asta et Ahmed, 1996). L'analyse biochimique 

des lectines du planorbe Biomphalaria alexandrina a démontré l'existence d'une famille 

d'isolectines, chacune composée d'une combinaison différente de trois sous-unités (Mansour 

et al., 1995) (cf. III-B-3-b).Des différences de glycosylation d'une même lectine pourraient 

également modifier sa spécificité ou son affinité (voir l'exemple de Bulinus, III-B-3-c). Il 

semble donc possible qu'un nombre limité de lectines et par conséquent de gènes 

correspondants, permette l'obtention d'une vaste gamme de reconnaissance des sucres, 

nécessaire pour l'immunité des mollusques. 

Chez la limnée, Lymnaea stagnalis, Hoek et al. (1996) ont identifié et séquencé un 

facteur probablement impliqué dans la reconnaissance, désigné sous le terme MDM 

(Molluscan Deferree Molecule). La MDM est produite par les granulocytes, cellules de 

défense localisées dans le tissu conjonctif tapissant les cavités internes du mollusque. La 

MDM présente des homologies significatives avec les hémolines d'insectes, facteurs 

d'agglutination impliqués dans la défense antibactérienne, de la superfamille des 

immunoglobulines (Sun et al., 1990). La MDM présente cinq domaines immunoglobulines, 

ainsi que des identités de séquence avec le NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) tout 

comme les hémolines. Toutefois on ne retrouve pas le motif fibronectin-like ni le motif 

d'ancrage à la membrane cellulaire du NCAM. La MDM à l'instar des hémolines pourrait être 

libérée par les granulocytes dans l'hémolymphe comme médiateur de reconnaissance du non

sot. 

c- Les cellules de défense:-Les cellules fixes 

Chez les mollusques gastéropodes, on dénombre plusieurs types de cellules de défense 

(Figure 7). Les cellules "antigen-trapping", cellules endothéliales tapissant les cavités où 

circule l'hémolymphe, interviennent dans les premières étapes de défense. Elles présenteraient 

les corps étrangers aux cellules phagocytaires. 

27 



Figure 7 : Représentation schématique des cellules de défense de gastéropode 

(d'après Van der Knaap et Loker, 1990). 

CE : cellule endothéliale ; HC : hémocyte circulant_; HT : hémocyte tissulaire ; CP : cellule-pore; 

CR : cellule à réticulum ; VH : vaisseau de l'hémolymphe ; TC : tissu conjonctif. 



Des cellules phagocytaires fixes se trouvent dans le tissu conjonctif Les cellules à 

réticulum qui ingèrent les particules étrangères et les cellules-pores impliquées dans 

l'endocytose et le turn-over des protéines de l'hémolymphe. 

Enfin, les hémocytes résidents présent dans différents tissus ont probablement les 

mêmes fonctions que les hémocytes circulants (phagocytose, encapsulation ... ). Ils sont très 

nombreux dans le tissu conjonctif de la région coeur-poumon où certaines zones sont 

considérées comme un organe hématopoïétique. Toutefois les hémocytes circulants 

maintiennent leur capacité de division (Sminia et Van der Knaap, 1986). 

d- Cellules de défense:-les hémocytes circulants 

Les intervenants majeurs de la défense cellulaire sont les hémocytes circulants de 

l'hémolymphe. Du fait d'un système circulatoire ouvert, les hémocytes ont la possibilité de 

circuler librement au sein des tissus, exerçant une surveillance constante de l'organisme. Les 

hémocytes répondent à des stimuli chimiotactiques permettant leur recrutement. Ils 

interviennent dans différents processus ; la réparation tissulaire, la phagocytose des 

pathogènes, l'encapsulation des corps étrangers, la synthèse de facteurs humoraux. 

Les hémocytes présentent une hétérogénéité morphologique et biochimique. Les 

cellules rondes ou hyalinocytes ont un rapport noyau-cytoplasme élevé, peu de structures 

lysosomiales, et une faible capacité à s'étaler, à former des pseudopodes et à la phagocytose. 

Les granulocytes sont des cellules adhérentes, au rapport noyau-cytoplasme faible avec de 

nombreux granules lysosomiaux, émettant des pseudopodes et capables de phagocytose. 

L'hétérogénéité des populations hémocytaires est attestée par les études utilisant des anticorps 

monoclonaux dirigés contre les hémocytes de B.glabrata (Yoshino and Granath, 1983-1985), 

ou des lectines de plantes (Lymnaea stagnalis-Van der Knaap et al., 1993). 

La question du nombre de lignée hémocytaires reste controversée. Pour certains 

hyalinocytes et granulocytes représenteraient deux lignées distinctes ; hypothèse observée 

pour B.glabrata (Cheng, 1975), pour Planorbarius comeus (Ottaviani, 1983) et pour 

Lymnaea truncatula (Monteil et Matricon-Gondran, 1993). Au contraire pour Van der Knaap 

et al. (1993) à propos de L.stagnalis, l'hétérogénéité morphologique et fonctionnelle n'est que 

le reflet de stades de différenciation différents. Les jeunes cellules sont petites et rondes 

(8!J.m), avec peu d'inclusions cytoplasmiques, et deviennent avec l'âge de larges cellules 

(20f.!m) riches en organelles. Les facultés d'étalement, d'émission de pseudopodes et la 
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capacité de phagocytose tendent à s'accroître avec l'âge des cellules, tout comme les activités 

d'enzymes lysosomiaux. Chez P.corneus, Franceschi et al. (1991) ont démontré une activité 

Natural Killer-like uniquement de la part des cellules rondes, capables de lyser des cellules 

cibles dans un test destiné aux cellules NK. 

Après reconnaissance, les hémocytes se rassemblent et adhèrent sur le corps étranger. 

Selon la taille de l'envahisseur, il sera soit phagocyté par un hémocyte (bactérie), soit 

encapsulé (trématode incompatible) par une multicouche d'hémocytes puis éliminé par 

cytotoxicité voire par dommages mécaniques dus aux pseudopodes des cellules. 

L'élimination des microorganismes est largement tributaire de la cytotoxycité 

dépendante des cellules. Les · hémocytes différenciés contiennent une gamme d'enzymes 

lysosomiaux, phosphatases alcalines et acides, estérases, peroxydases, aminopeptidase, lipase. 

Le contenu des granules lysosomiaux peut varier selon les espèces ou les souches de 

mollusques. La peroxydase par exemple est absente de certaines souches de B.glabrata. 

Stockées dans les lysosomes, les enzymes sont activement synthétisées lors de la rencontre 

avec un agent pathogène. Leur action combinée avec une baisse du pH à l'intérieur des 

phagosomes entraîne une destruction des microorganismes ingérés (Moore et Gelder, 1985). Il 

semble également que ces enzymes soient libérées dans le milieu extracellulaire ; plusieurs 

d'entre elles ont été détecté dans l'hémolymphe de Biomphalaria glabrata, lipase, lysozyme et 

hydrolases (Cheng et Yoshino, 1976; Cheng et al., 1977; 1978). 

Lors de contact avec le non-soi, les hémocytes sont capables de produire des 

métabolites oxygénés. La présence de NADPH-oxydase, qui transforme l'oxygène 

moléculaire en réactifs oxygénés, a été détectée chez certains mollusques. Il a été démontré 

chez de nombreux mollusques que les hémocytes stimulés produisent au sein des phagosomes 

et à l'extérieur de la cellule des ions superoxyde, 0 2-, et du peroxyde d'hydrogène. 

Secondairement ces composés peuvent engendrer des radicaux hydroxyle et des singulets 

oxygène. La cytotoxicité s'exerce alors par inhibition enzymatique, perturbant le 

métabolisme, par réaction avec les lipides insaturés, endommageant la membrane, et par 

dommage génétique. Peroxydase et halides forment des hypohalides qui a leur tour réagissent 

avec des J3-aminoacides, générant des N-halideamines toxiques (Adema et al., 1991). Ces 

réactifs oxygénés peuvent agir en synergie avec les enzymes lysosomiaux. 
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C- INTERACTIONS SCHISTOSOMES-MOLLUSQUES 

1- La spécificité d'hôte 

Un des phénomènes marquants de l'étude des trématodes est leur importante spécificité 

d'hôte intermédiaire. Sur 55 familles de trématodes digènes étudiées, 15 utilisent uniquement 

un gastéropode prosobranche, 14 se développent uniquement au sein d'un gastéropode 

pulmoné, 4 sont restreintes aux bivalves, et 22 peuvent utiliser plus d'un de ces groupes de 

mollusques (Gibson et Bray, 1994). Depuis l'origine des trématodes digènes, supposée se 

situer entre 200 et 400 millions d'années, il semble que de nombreuses familles se soient 

spécialisées afin d'exploiter en particulier quelques lignées de mollusques (Gibson, 1987). Au 

niveau de l'espèce, un parasite ne peut se développer que chez un nombre restreint d'hôtes, 

c'est à dire quelques espèces de mollusques d'une même famille voire d'un même genre. 

Chez les schistosomes, le développement de S.mansoni est limité à certaines espèces de 

planorbes du genre Biomphalaria, tout comme celui de S.haematobium est limité à quelques 

espèces du genre Bulinus (Rollinson et South gate, 1987 ; Preston et Southgate, 1994 ). 

Cette spécificité contraste avec la spécificité pour l'hôte définitif qui est beaucoup 

moins restreinte ; ainsi, si les cycles de vie des schistosomes s'effectuent dans 24 genres de 

mollusques, ils empruntent par contre 117 genres de vertébrés (Combes et al., 1991 ). 

En réalité la spécificité est encore plus fine, comme il ressort de l'examen des relations 

entre les schistosomes et leurs hôtes de localisation géographique précise, reflets des 

variabilités génétiques entre souches d'une même espèce, hôte ou parasite. S. intercalatum du 

Zaïre se développe chez les mollusques du groupe Bulinus africanus mais pas au sein du 

groupe B.forskalii ; par contre ce même parasite originaire de Guinée se développe dans le 

groupe Bforskalii et non dans le groupe B.africanus (Brown, 1994). 

Les conclusions quant à la spécificité d'hôte observé chez les schistosomes ne peuvent 

être généralisées à tous les trématodes digènes. Certains membres des familles des 

Dicrocoeliidae, des Paramphistomidae et des Echinostomidae ont une spécificité d'hôte moins 

prononcées (Adema et Loker, 1997 pour revue). La petite douve du foie, Dicrocoelium 

lanceolatum (dendriticum) est un exemple frappant d'absence de spécificité ou de spécificité 

perdue ; son développement peut s'effectuer chez trente-huit espèces réparties dans neuf 

familles (Tarry, 1969). Cependant on ne peut exclure que ce manque de spécificité ne soit en 
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fait qu'un manque d'infonnation sur des espèces apparentées et regroupées sous le tenne 

D.lanceolatum. 

La spécificité d'hôte ne peut être attribuée à un éventuel comportement discriminatoire 

des miracidiums envers des hôtes inadaptés. Les miracidiums pénètrent en effet fréquemment 

des mollusques inappropriés où ils sont détruits par la réponse cellulaire. Cependant il est 

parfois possible de modifier artificiellement en laboratoire la compatibilité entre larves de 

parasite et hôte, en supprimant la barrière de pénétration par exemple. Kechemir et Combes 

(1982) ont pu obtenir le développement et la production de cercaires de S.haematobium après 

transplantation de sporocystes fils chez Planorbarius metidjensis, mollusques naturellement 

non impliqué dans la transmission de ce schistosome mais de la même famille (Planorbidae) 

que les hôtes naturels de S.haematobium. 

Un transfert d'un type d'hôte à un autre a pu s'installer en de rares occasions au cours de 

l'évolution, c'est du moins ce qu'il ressort de l'étude de l'association mollusque-schistosome. 

En effet si l'on considère les espèces du genre Schistosoma, l'on constate que Sjaponicum et 

les espèces apparentées se développent chez des prosobranches de la famille des 

Pomatiopsidae, tandis que toutes les autres espèces (environ 80% du genre) utilisent des 

gastéropodes pulmonés de la famille des Lymnaeidae ou des Planorbidae. La divergence entre 

prosobranches et pulmonés précèderait l'apparition des schistosomes, laissant supposer qu'un 

transfert des hôtes pulmonés aux prosobranches serait intervenu durant la diversification du 

genre Schistosoma (Adema et Loker, 1997a). Ceci expliquerait la profonde distance génétique 

observée entre les schistosomes dépendant de prosobranches et le reste du genre Schistosoma, 

dépendant de pulmonés. La divergence génétique entre espèces de schistosomes reflète la 

distance phylogénétique existant entre leurs hôtes mollusques, ce qui indique que le transfert 

d'hôte est un phénomène rare (Johnston et al., 1993). Autre conséquence de cet évènement 

rare et de la spécificité, la barrière reproductive entre schistosomes ~ les hybrides entre 

schistosomes de mammifères ne se réalisent qu'entre espèces dont les hôtes intennédiaires 

appartiennent au même genre (Jourdane et Southgate, 1992). 

2- Susceptibilité/Résistance. Bases génétiques 

La restriction d'hôte pour un parasite peut être due tout d'abord à la nécessité de 

rencontre et de contact entre les mollusques et les stades infectieux du parasite au sein de leur 
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microenvironement. Passé ce stade, l'hôte rencontré peut être inapproprié, inadapté, pour des 

raisons physiologiques ou biochimiques. Dan~ ce cas, le parasite invasif dégénère et meurt. Le 

miracidium peut rencontrer un hôte adapté, c'est à dire réunissant les conditions nécessaires 

au bon développement du trématode. La réussite ou l'échec de l'installation du parasite va 

alors dépendre d'une part des capacités du système de défense interne du mollusque, et 

d'autre part de l'habilité du parasite à lutter contre la réponse de l'hôte. (Van der Knaap et 

Loker, 1990). Quand le résultat de l'association est la destruction du parasite on parle d'hôte 

résistant, par opposition à l'hôte susceptible où le trématode survit, se multiplie et accomplit 

son cycle de vie. Cette capacité à se développer au sein de 1 'hôte mollusque est désignée sous 

le terme de compatibilité immunobiologique (Bayne et Y oshino, 1989). 

Après pénétration du miracidium, il peut se produire plusieurs cas de figures 

déterminant le développement ou non du parasite : 

1) le parasite se développe normalement sans réaction de l'hôte sensible ou compatible 

2) le parasite échoue à se développer et ne provoque pas de réaction de l'hôte 

incompatible 

3) le parasite est reconnu, encapsulé et détruit chez l'hôte résistant 

4) le développement du parasite aura lieu (généralement après une phase de latence) car 

les larves sont reconnues, encapsulées mais pas détruites. 

Le terrain génétique de 1 'hôte invertébré a une influence non négligeable sur le succès 

d'invasion et de développement du parasite. Ainsi, une même souche de S.mansoni aura un 

profil d'infection différent chez les souches de B.glabrata. De plus, il semble que la 

sensibilité soit influencée par l'âge du mollusque. Quatre groupes de mollusques ont été 

distingués par Richards en fonction de leur sensibilité (Figure 8): 

I : les mollusques juvéniles et adultes sont résistants 

II : les individus juvéniles sont sensibles, les adultes sont résistants 

III : les individus juvéniles et les adultes sont sensibles 

IV : les mollusques juvéniles sont sensibles et les individus adultes présentent des 

fréquences d'infection variables et un développement du parasite retardé (Richards, 1970 ; 

Richards, 1973). 
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Biomphalaria glabrata 

~uvénile adulte souche 

Type! R R 10-R2, 13-16-Rl 

Type II s R 442132,24243432 

Type III s s M-line, NMRI, 13141, PR-77 

Type IV s variable 13152, PR-78, 93375 

Figure 8: Relations entre S. mansoni (souche PR-1) et B. glabrata (d'après Richards 

et al., 1992): S (sensible) indique une infection avec développement de sporocystes primaires 

et secondaires ou une production de cercaires; R (résistant) aucune évidence d'infection après 

exposition des mollusques aux miracidiums. 

La sensibilité des individus juvéniles semble être gouvernée par plusieurs gènes alors 

que chez les individus matures, la résistance apparaît être le résultat d'un seul gène dominant 

(Richards, 1973). Cependant ces résultats sont à considérer avec beaucoup de précaution. En 

effet, les expériences de Richards ont été réalisées avec une souche unique de S.mansoni 

(souche PR-1) et ne sont donc pas généralisables aux autres souches de S.mansoni. 

De plus, l'infection d'une même souche de B.glabrata par des souches de S.mansoni 

issues de différentes régions géographiques montre l'influence génétique du parasite sur le 

processus infectieux. Le déterminisme génétique de l'infectivité du parasite a été mis en 

évidence chez plusieurs espèces de schistosomes (Wright, 1974; Jourdane, 1980). 

La compatibilité résulterait de nombreux éléments liés à la diversité génétique des 

mollusques et des parasites. Un polymorphisme de résistance, côté mollusque, ferait donc face 

à un polymorphisme de virulence, côté parasite. Ceci laisserait envisager l'existence d'un 

système similaire à celui rencontré entre les plantes et leurs pathogènes avec une réponse gène 

pour gène faisant intervenir des gènes de virulence et d'avirulence. 

Les mécanismes physiologiques de l'interaction mollusque-trématode ont fait l'objet de 

nombreux travaux qui suggèrent fortement le rôle de certaines protéines. Ces dernières restent 

cependant à caractériser. A ce jour, aucun gène impliqué dans les mécanismes de résistance et 

sensibilité n'a été identifié. Différentes techniques sont actuellement mises en œuvre pour 

conduire à l'identification de ces gènes. La méthode de RAPD (random amplification of 

polymorphie DNA) a conduit à l'identification de marqueurs de polymorphismes chez 
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B.glabrata, permettant la distinction entre les phénotypes résistant et susceptible (Larson et 

al., 1996). L'utilisation de clonage par soustraction (RNA differentiai display) a permis 

l'identification de deux ARNm dont l'expression est plus abondante chez une souche résistante 

que chez une souche susceptible de B.glabrata. L'un de ces transcrits présente un 

polymorphisme de restriction (RFLP) entre souche susceptible et résistante (Miller et al., 

1996). Ces premiers résultats suggèrent l'utilisation de ces marqueurs pour l'identification et 

l'étude des gènes de résistance. 

3- Impacts physiologiques de l'interaction trématode-mollusque 

Dans la plupart des infections de mollusques par des schistosomes, on constate un 

accroissement de la taille des individus infectés. Le gigantisme observé chez L.stagnalis 

infecté par T.ocellata, qui démarre lors de la production cercarienne par les sporocystes 

secondaires, correspond à l'accroissement de l'espace occupé par l'hémolymphe, autrement 

dit l'espace où se développent et se multiplient les parasites. Au contraire chez B.glabrata et 

B.pfeifferi infectés par S.mansoni, l'accélération de croissance n'est que temporaire, voire 

même la croissance se trouve finalement réduite chez B.glabrata. Ces différences entre 

Biomphalaria et Lymnaea seraient relatives au faible taux de production cercarienne chez 

Biomphalaria en comparaison de Lymnaea (revue, De jong-Brink,1995). 

L'infection parasitaire affecte le métabolisme des mollusques infectés. Un déclin des 

taux de glucose, protéines, acides aminés et lipides de l'hémolymphe ainsi que du taux de 

sucres des tissus, est notable lors d'infection par un schistosome (Kolher et Voight, 1988 ; 

Thompson, 1990). Dans les deux semaines qui suivent l'infection, il a été constaté une 

augmentation du volume de la glande digestive de B.glabrata parasité (Théron et al., 1992a). 

Elle est corrélée à une augmentation des réserves de glycogène de la glande digestive qui 

pourront être utilisées dans les quinze jours suivants lors de la production des cercaires. De 

plus, le volume occupé par la population de sporocystes est directement fonction du volume 

de la glande digestive (Théron et al., 1992b). Entre la troisième et la quatrième semaine post

infection, une diminution de 50 % du volume de la glande digestive peut être enregistrée 

s'expliquant par une diminution des stocks de glycogène (Carter et Bogitsh, 1975). 

Dans les modèles B.glabrata-S.mansoni et L.stagnalis-T.ocellata, le développement des 

tractus génitaux et l' oviposition sont inhibés par l'infection parasitaire (Meier et Meire-Brook, 
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1981 ; De Jong-Brink, 1992). Lorsque les mollusques juvéniles sont infectés, ils deviennent 

stériles. Toutefois lors d'infections à l'âge adulte, il s'ensuit une augmentation de la fécondité 

rapidement suivie par une très importante diminution (Thornhill et al., 1986; De Jong-Brink, 

1995). L'inhibition de la fécondité des mollusques infectés par des parasites a été envisagée 

de plusieurs façons, selon les auteurs. Cette diminution de la fécondité peut être interprétée 

comme la conséquence de l'appauvrissement en nutriments par les parasites alors que d'autres 

auteurs pensent qu'il se produit une inhibition de la reproduction imposée par le parasite afin 

que ce dernier dispose de suffisamment de nutriments pour son développement et sa 

multiplication (Crews et Yoshino, 1989). Chez T.ocellata-L.stagnalis, le schistosome semble 

indirectement moduler le système de défense interne du mollusque via le système nerveux 

central (SNC). Des sumageants de culture de sporocystes de T.ocellata en présence de 

ganglions cérébraux de L.stagnalis inhibent l'activité phagocytaire d'hémocytes in vitro 

(Amen et De Jong-Brink, 1992). Hordijk et al. (1991) ont démontré que sous l'influence du 

parasite le SNC de la limnée libère un peptide, la schistosomine, antagoniste des hormones 

gonadotropes femelles. Elle interf'ère avec la croissance et la fécondité du mollusque. 

L'apparition de la schistosomine dans l'hémolymphe des animaux infectés coïncide avec 

l'apparition des cercaires. Ces dernières n'ayant aucun contact avec le SNC, on a supposé que 

la libération de schistosomine est causée par un facteur humoral provenant des cercaires (De 

Jong-Brink, 1992). Schallig et al. (1992) ont démontré que seul un extrait de cercaires peut 

déclencher la libération de schistosomine in vitro à partir de tissu du SNC. Longtemps 

considéré comme un neuropeptide, la schistosornine provient en réalité des cellules gliales du 

tissu conjonctif entourant le SNC. De plus la schistosomine est également libérée dans 

l'hémolymphe par les hémocytes circulants (De Jong-Brink, 1995). Un facteur à l'activité 

similaire à la schistosomine est retrouvé chez d'autres mollusques, B.glabrata et B.pfeifferi 

parasités par S.mansoni. Au contraire, lorsque L.stagnalis est parasité par Diplostomum 

spathaceum (de la famille des Diplostomatidae) on ne détecte pas de schistosomine, suggérant 

que ce type de peptide n'est libéré que lors d'infection par des Schistosomatidae. L'effet de la 

schistosomine semble spécifique; en effet l'hémolymphe d'une espèce parasitée n'affecte pas 

la réponse hormonale d'une autre espèce parasitée (De Jong-Brink et al., 1991). Le facteur 

parasitaire déclenchant cette modulation de la fécondité et de la croissance via un peptide de 

l'hôte n'est pour l'instant pas identifié. 
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4- Mécanismes de défense de l'hôte 

Les hémocytes sont capables de se fixer sur les larves de trématodes et de les tuer in 

_vitro en absence de plasma (L.stagnalis/S.mansoni, Dikkeboom et al., 1988). Ceci indique que 

les hémocytes peuvent produire seuls les lectines et autres facteurs nécessaires à la 

reconnaissance et à l'élimination du parasite (Van der Knaap et Loker, 1990). La 

concentration en hémocytes circulants est différente selon les espèces de mollusques (Adema 

et al., 1992), mais peut aussi varier en fonction de l'âge (Richards, 1977), de l'infection 

(Abdul-Salam et Michelson, 1980) et des conditions environnementales (Wolmarans et Yssel, 

1988). La concentration en hémocytes ne semble pas un bon indicateur des capacités de 

résistance ou susceptibilité de l'hôte vis à vis d'un trématode (Granath et Yoshino, 1993). 

Les phénomènes de susceptibilité/résistance chez B.glabrata pourraient s'expliquer par 

l'influence de facteurs humoraux impliqués dans la reconnaissance et les mécanismes de 

destruction dépendant des hémocytes. Bayne et al. (1980) ont obtenu la destruction in vitro de 

sporocystes par des hémocytes de B.glabrata (PR albino) susceptibles placés dans du plasma 

de souche résistante (10R2). Le transfert passif de résistance peut également s'obtenir in vivo; 

l'injection de plasma de la souche résistante (10R2) chez les mollusques susceptibles (PR 

albino ou M-line) induit une entière protection face à une première infection par S.mansoni 

(Granath et Yoshino, 1984). 

La phagocytose est grandement influencée par les composants de l'hémolymphe, et 

démontre des différences entre souches RetS (Fryer et Bayne, 1996). Le plasma de souche R 

présente des propriétés d'opsonisation supérieures au plasma de souches S, qui pourraient 

intervenir dans les phénomènes de compatibilité (Fryer et Bayne, 1989). 

Dans les 72h qui suivent la pénétration par le miracidium d'un hôte résistant, un 

granulome se forme autour des sporocystes, constitué de granulocytes, qui entraîne la 

destruction du parasite (Cheng et Garrabrant, 1977). L'encapsulation recrute plusieurs couches 

de cellules étalées, plates, qui englobent le parasite, l'isolant des nutriments de l'hémolymphe. 

Au niveau ultrastructural, Loker et al. (1982) ont observé que les pseudopodes des hémocytes 

de B.glabrata s'insinuent sous le tégument des sporocystes de S.mansoni, comme pour 

désorganiser la surface du parasite. Il est possible que le parasite soit ainsi accessible aux 

molécules et métabolites cytotoxiques. Les hémocytes phagocytent également les microvilli et 
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autres parties du tégument. Un compartiment se forme donc autour des larves encapsulées 

dans lequel les hémocytes peuvent libérer leur contenu cytotoxique (Dikkeboom et al., 1988). 

Les hémocytes de souches susceptibles ne forment pas d'encapsulation autour des larves de 

schistosomes compatibles. 

L'identification des molécules impliquées dans ces phénomènes pourrait éclairer les 

différences de réponse entre hémocytes. A ce propos, une étude récente (Davids et Y oshino, 

1998) démontre l'implication d'une séquence RGD dans les mécanismes d'étalement et 

d'agrégation des hémocytes de B.glabrata, mécanismes inhibés spécifiquement par le 

tétrapeptide RGDS. Ces résultats démontrent que l'adhésion progressive au substrat, 

nécessaire à l'étalement, à l'émission de pseudopodes et à la mobilité, est médiée par un 

récepteur membranaire fonctionnellement analogue aux intégrines de vertébrés. Les auteurs 

ont testé les capacités d'étalement des hémocytes selon leur provenance, mollusques 

susceptibles ou résistants. Les deux souches réagissent au peptide RGDS, mais l'inhibition 

d'étalement est obtenue à des concentrations beaucoup plus basses en peptides pour les 

hémocytes de souches susceptibles que pour ceux de souches résistantes. Soit le récepteur 

pour la séquence RGD est plus exprimé chez les cellules de mollusques résistants, soit 

l'affinité dudit récepteur est plus élevé chez les susceptibles. Ces résultats sont à rapprocher 

des constatations faites sur les capacités d'opsonisation et d'adhérence des cellules des 

différentes souches de B.glabrata (Fryer et Bayne, 1989; 1996). Reconnaissance et adhérence 

sont soumises à l'influence de stimuli affectant l'affinité des récepteurs cellulaires tout comme 

la présence de ligands spécifiques chez le parasite. En particulier les produits 

d'excrétion/sécrétion libérés par le parasite (Lodes et Yoshino, 1989) et les "cytokines-like" 

inflammatoires (IL-l, Granath et al., 1994 ; TNFa, Ouwe-Missi-Oukem-Boyer et al., 1994) 

produites par le mollusque au cours de l'infection pourraient agir sur la modulation de 

récepteurs hémocytaires et sur les comportements d'agrégation et de migration des cellules. 

5-Stratégies d'évasion des parasites 

a- Défense 

Face à la réponse cytotoxique de l'hôte que constituent les enzymes lysosomiaux et les 

radicaux oxygénés, les larves de schistosomes sont pourvues de protéases et d'enzymes 

neutralisant les composés oxygénés. Les miracidiums de S.mansoni stimulent la production 
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d'ions superoxyde par les hémocytes (Shozawa et al., 1989), toutefois les larves de 

schistosomes possèdent une superoxyde dismutase qui neutralise l'ion 0 2- (Connors et al, 

1991). 

Yoshino et al. (1993) ont détecté une activité protéinase dans le milieu de culture de 

larves de S.mansoni ainsi que dans des extraits de miracidiums et sporocystes. Des extraits de 

sporocystes incubés avec le plasma de B.glabrata entraînent une dégradation des protéines de 

haut poids moléculaire telle que l'hémoglobine. La sécrétion permanente par le sporocyste de 

produits parasitaires associés à cette activité cystéine protéase suggère l'implication de cet 

enzyme dans l'établissement de l'infection. Cependant la protection assurée par les enzymes 

parasitaires est limitée et ne peut rendre compte à elle seule de la compatibilité. 

Les sporocystes de deux espèces de schistosomes telles que T.ocellata, compatible avec 

L.stagnalis, et S.mansoni immunologiquement incompatible avec ce mollusque, sont 

également résistants aux dommages causés par les radicaux oxygénés et engendrent une 

production de métabolites oxygénés par les hémocytes de L.stagnalis. Néanmoins in vitro les 

sporocystes de T. ocellata survivent au contact des hémocytes tandis que les sporocystes de 

S.mansoni sont encapsulés et détruits (Adema et al., 1994). 

b- Non-reconnaissance et mimétisme moléculaire 

Les déterminants glycanniques en surface des larves de trématodes sont des cibles 

potentielles pour le système de reconnaissance du non-soi de l'hôte. La composition en sucres 

de surface varie considérablement entre les espèces de trématodes comme en témoignent 

différents marquages de surface par des lectines (pour revue voir Horak et V an der Knaap, 

1997). D'où l'idée selon laquelle les larves de trématodes présenteraient des déterminants non 

reconnus par les lectines de l'hôte (blind spot), leur permettant en quelques sortes de passer 

inaperçues. A l'appui de cette hypothèse, l'exemple des mollusques du genre Bulinus qui 

possèdent un groupe de lectines de 135 kDa dont la spécificité varie selon l'espèce. Les 

espèces de Bulinus abritent des espèces distinctes de trématodes, ce qui laisse envisager 

l'implication de ces lectines spécifiques dans la compatibilité (Harris et al., 1993 ). Autre 

argument provenant de l'interaction B.glabrata/S.mansoni, on constate une plus large et plus 

fréquente distribution d'antigènes de sporocystes réagissant de façon croisée avec les 

hémocytes de souches résistantes qu'avec les hémocytes de souches susceptibles (Granath et 
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Aspevig 1993 ). Les auteurs suggèrent que cette réactivité croisée soit impliquée dans la 

destruction par les cellules des parasites. Cependant les contre-exemples sont nombreux. 

Ainsi les cercaires de six espèces de trématodes ayant L.stagnalis pour hôte et donc exposées 

au même répertoire de molécules de reconnaissance, montrent des épitopes saccharidiques 

distincts (Horak et Mikes, 1995). De la même façon les déterminants saccharidiques de 

surface de S.mansoni et E.paraensei, parasites de B.glabrata, varient considérablement 

(Uchikawa et Loker 1991). 

Pour éviter d'être reconnu par l'hôte, le parasite peut utiliser un "déguisement 

moléculaire" ("molecular disguise"). Ce "camouflage" du parasite peut s'effectuer par 

mimétisme moléculaire, phénomène dans lequel le génome du parasite code pour des 

déterminants semblables à ceux de l'hôte, exprimés en surface du tégument (Damian, 1987), 

ou par masquage moléculaire qui consiste en l'adsorption de molécules d'hôte en surface du 

parasite. La compatibilité résulterait alors de l'inefficacité de la surface du parasite à 

déclencher une réponse de l'hôte .. L'acquisition de molécules d'hôte a été démontrée dans 

l'interaction entre T.ocellata-L.stagnalis (Van der Knaap et al., 1985) et dans l'interaction 

B.glabrata-S.mansoni (Yoshino et Boswell, 1986). 

L'existence de communautés antigéniques entre le parasite et son hôte sont une 

démonstration du déguisement moléculaire. 

Considérant les lectines comme effectrices de la reconnaissance chez le mollusque, on 

peut envisager que le déguisement moléculaire des trématodes soit assuré par les sucres. 

L'utilisation de lectines de plantes a démontré que miracidium et sporocystes partagent des 

épitopes glycanniques avec des molécules de l'hôte (Yoshino et al., 1977; Zelck et Becker, 

1990). S.mansoni possède un épitope oligosaccharidique très immunogène porté par de 

nombreuses protéines et présent aux différents stades du parasite, qu'on retrouve associé chez 

le mollusque à une protéine de 90 kDa. Cette structure oligosaccharidique a été découverte 

chez d'autres gastéropodes d'eau douce, hôtes de schistosomes comme B. truncatus et 

L.stagnalis, ainsi que non hôte, L.limosa; cet épitope a été également identifié dans 

l'hémocyanine du mollusque marin Megathura crenulata (KLH, keyhole limpet hemocyanin) 

(Dissous et al., 1986). A côté du rôle potentiel des oligosaccharides de surface dans la 

dissimulation du parasite, il est probable que ces structures seraient essentielles aux 

trématodes pour leur adaptation rapide aux variations de pression osmotique subies au cours 

de leur développement. 
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L'existence d'épitopes communs entre S.mansoni et B.glabrata a été largement 

démontrée ; les larves intramollusques présentent des communautés antigéniques avec des 

macromolécules de l'hémolymphe (Yoshino et Bayne, 1983) et avec les hémocytes (Granath 

et Aspevig, 1993). Dissous et al. (1990) ont démontré l'identité importante entre les 

tropomyosines de S.mansoni et B.glabrata. La tropomyosine est associée chez le sporocyste, 

aux vésicules des crêtes épidermiques, organites destinées à former le futur tégument du 

sporocyste. Cette localisation permet d'envisager que la tropomyosine parasitaire ne soit pas 

reconnue comme étrangère par le système de défense interne du mollusque. Cependant on ne 

peut exclure que ces similarités moléculaires n'aient pas de signification immunobiologique 

mais qu'elles ne soient que le résultat d'une simple conservation phylogénétique. 

Bien qu'il ait été souvent suggéré que ces différentes molécules communes entre le 

schistosome et le mollusque puissent jouer un rôle dans l'échappement du parasite vis-à-vis de 

la réponse du gastéropode, il est possible qu'une certaine communauté épitopique entre hôte et 

parasite corresponde à une convergence phylogénétique et à l'adaptation à un même 

environnement plutôt qu'à une stratégie d'évasion de la part du parasite (Capron et Dessaint, 

1992). De plus comme il a été dit précédemment, certains auteurs envisagent au contraire que 

la communauté antigénique soit en faveur de l'incompatibilité immunologique entre 

mollusques et trématodes. 

c- Immunomodulation-Interférènce 

Des faits exposés précédemment il semble que la survie des schistosomes puisse reposer 

sur la prévention de reconnaissance débouchant sur une absence de réponse de l'hôte. 

Néanmoins, indépendamment de l'évitement de reconnaissance, les sporocystes de 

schistosomes et leurs produits d'excrétion-sécrétion (E/S) inhibent les fonctions hémocytaires 

telles que la biosynthèse intracellulaire (Lodes et al., 1991 ), la mobilité (Lodes et Y oshino, 

1990), la phagocytose (Amen et de Jong-Brink, 1992; Fryer et Bayne, 1990) et l'élimination 

bactérienne (Nunez et al., 1994), comme le démontrent les études menées sur les couples 

B.glabrata-S.mansoni et L.stagnalis-T.ocellata. Les fonctions hémocytaires sont directement 

modulées; les résultats sont obtenus d'expériences in vitro où les hémocytes sont exposés aux 

larves intramollusques ou aux E/S provenant de cultures de sporocystes et miracidiums. 

L'analyse des E/S a permis d'identifier un produit de 105 kDa chez S.mansoni responsable de 

l'inhibition de biosynthèse hémocytaire (Lodes et al., 1991). Chez f.ocellata c'est un produit 
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E/S de 40kDa qui affecte la destruction de bactéries par les hémocytes de L.stagnalis (Nunez, 

1992) .. 

Les schistosomes affectent le système neuroendocrine de leur hôte intermédiaire de 

façon considérable, entraînant une croissance démesurée dans certains cas et une castration 

dans d'autres (cf II-C-3). Chez le couple B.glabrata-S.mansoni, on a détecté par des essais 

radioimmunologiques la présence chez le mollusque infecté de neuropeptides ACTH, a-MSH 

et J3-endorphine. L'origine de ces neuropeptides, bien que non détecté chez le mollusque sain, 

reste à déterminer puisque que ces trois neuropeptides sont également détectés aux différents 

stades du parasite. L'a-MSH recombinante humaine a un effet direct sur les hémocytes en 

réduisant leur faculté d'étalement (Duvaux-Miret et al., 1992). Il a aussi été suggéré que les 

parasites produisent de la morphine, opioïde connu pour provoquer une immunosuppression 

par inhibition des propriétés d'adhérence des cellules immunitaires (Leung et al., 1995). 

Toutefois il semble délicat d'envisager l'inhibition de la réponse hémocytaire par un 

neuropeptide comme un processus spécifique, et par conséquent ce genre d'approche est 

difficilement applicable aux associations mollusques-trématodes. 

Les larves de trématodes digènes interfèrent avec le système de défense de B.glabrata in 

vivo (Lie et al., 1981). Les échinostomes possèdent une capacité d'interférence élevée. Celle 

des schistosomes bien que plus lente à se mettre en place est toutefois notable. Adema et 

Loker ( 1995) ont suivi cinématographiquement l'interaction entre hémocytes et sporocystes de 

schistosomes ou d'échinostomes. Quand les larves de E.paraensei sont placés en présence 

d'une monocouche d'hémocytes de B.glabrata, l'observateur voit se former dans les deux 

heures un halo autour du parasite, c'est-à-dire une zone dépourvue d'hémocytes. Les cellules 

adhérentes se sont éloignées du parasite, leur morphologie s'arrondit voire même les 

hemocytes se détachent de leur support (Loker et al., 1989). Un tel halo n'apparaît pas autour 

des sporocystes de S.mansoni, les hémocytes restent à proximité des larves et se fixent à leur 

surface. 

Les hémocytes de B.glabrata RouS sont capables de se fixer en surface des larves de 

S.mansoni. Au contraire les larves d'Echinostoma paraensei, sporocystes et rédies, ne sont pas 

encapsulées par les hémocytes de B.glabrata. E.paraensei affecte directement les fonctions 

hémocytaires ; les hémocytes de B.glabrata sains n'adhèrent pas aux sporocystes vivants in 

vitro, mais sont capables d'encapsuler les sporocystes morts. Cette interférence in vitro est 

spécifique de l'interaction avec l'hôte susceptible ; en effet les larves d'échinostomes 
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n'affectent pas le comportement ni la morphologie des cellules d'un mollusque non hôte tel 

que Helix aspersa (Adema et al., 1994). 

Les hémocytes provenant de mollusques infectés par S.mansoni ne présentent pas ces 

altérations comportementales. Cependant les deux genres de trématodes réduisent les 

capacités phagocytaires des hémocytes, dans les premiers jours de l'infection par un 

échinostome (Noda et Loker, 1989) mais seulement après quatre semaines pour S.mansoni 

(Abdul-Salam et Michelson,1980). Ce sont dans les produits d'excrétion/sécrétion (ES) que se 

trouvent les facteurs responsables de ces interférences avec la réponse hémocytaire. Les ES de 

culture de sporocystes d'E.paraensei inhibent l'adhérence, la phagocytose de même qu'ils 

empêchent l'encapsulation des sporocystes de S.mansoni in vitro (Loker et al., 1992). Dans 

une moindre mesure, les ES de culture de sporocystes de S.mansoni affectent également les 

fonctions hémocytaires, inhibant la mobilité (Lodes et Y oshino, 1990) et réduisant la 

phagocytose et la production d'ions superoxyde (Connors et Yoshino, 1990). 

d- Développement d'une immunité à la réinfection. 

Des expériences réalisées pour étudier l'existence d'une résistance acquise démontrent 

des différences notables dans la réponse de l'hôte selon l'infection. Des mollusques sont 

sensibilisés par l'exposition à des rniracidiums irradiés ; ceux-ci pénètrent l'hôte et se 

transforment en sporocystes sans toutefois pouvoir développer de cellules germinales. Les 

individus ainsi sensibilisés sont soumis ultérieurement à des miracidiums viables et leurs taux 

d'infection sont comparés à ceux d'individus naïfs soumis à la même condition. Quand il s'agit 

de miracidium d'échinostomes, on constate un certain degré de résistance acquise. Les 

parasites irradiés sont encapsulés dans les individus sensibilisés. A leur tour les larves non 

irradiées sont également encapsulées chez les individus sensibilisés, tandis que chez les 

individus contrôles ces larves non irradiés se développent normalement. Par contre lorsque 

l'expérience est réalisée avec des larves de schistosomes irradiées, les parasites s'installent, et 

bien que ne se développant pas normalement, ils ne sont pas ou peu encapsulés. Dans la 

plupart des cas, les mollusques soumis à des schistosomes irradiés ne développe pas de 

résistance pour des expositions ultérieures (Lie et al., 1982). 

Cependant les travaux de Sire et al. (1998) indique une résitance de B.glabrata à la 

réinfection par S.mansoni, sans toutefois déterminer s'il s'agit d'une réelle immunité acquise 

ou plutôt d'un antagonisme intra-spécifique des larves de S.mansoni. 
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6- Les cellules Bge : modèles de coculture et outils de transfection. 

L'étude du développement et de la différenciation des larves intra-mollusques, ainsi que 

l'étude de la compatibilité, sont rendues plus aisées suîte à la mise au point de modèles in vitro 

de culture entre cellules de gastéropodes et schistosomes. Une lignée cellulaire dérivée 

d'embryon de B.glabrata, la lignée Bge (Hansen, 1976a), a été utilisée en coculture avec des 

sporocystes de S.mansoni (Yoshino et Laursen, 1995). Le milieu Bge, complémenté par du 

sérum de veau fœtal permet le maintien et un développement partiel des sporocystes. 

Cependant, les larves finissent par dégénérer dans les deux à trois semaines de culture. 

Lorsque des cellules Bge sont placées dans le milieu, il s'est avéré que les cellules procurent 

les conditions environnementales nécessaires au développement et à la différenciation des 

sporocystes : de nombreux sporocystes dégénèrent mais d'autres vont survivre et croître. Les 

auteurs ont ainsi démontré qu'il était possible d'obtenir in vitro les différentes étapes du 

développement intra-mollusque de S.mansoni, depuis le stade miracidium jusqu'au stade de 

sporocystes secondaires. 

Au laboratoire, nous disposons de ce modèle de coculture entre cellules Bge et 

S.mansoni. Sur la figure 9 sont présentées les différentes étapes du développement des larves 

intra-mollusque que l'on peut observer. Dès les premières heures de la coculture, on constate 

la présence de quelques cellules isolées, ou en grappes, au contact des sporocystes. 

Miracidiums et sporocystes semblent se localiser de préférence dans les zones où les cellules 

Bge sont plus denses. On peut observer le miracidium tentant de pénétrer un amas cellulaire, 

où il subira sa transformation. En 48 h, les sporocystes sont complètement encapsulés. Cette 

encapsulation va se poursuivre au cours des semaines suivantes ; les sporocystes vont 

disparaître sous des amas très importants de cellules. Dans le même temps, la taille des larves 

s'accroit continuellement. Les observations histologiques et de microscopie électronique de 

Yoshino et Laursen (1995) montrent que les capsules qui entourent les sporocystes sont 

constituées de plusieurs couches de cellules rondes aggrégées à la surface des larves. Les 

cellules forment une association étroite avec le tégument parasitaire, avec des interdigitations 

entre des extensions cytoplasmiques des cellules et des microvilli du parasite. Les auteurs ont 

observé les cellules phagocytant les plaques ciliées et des débris provenant de la 

transformation de la larve. 
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Figure 9 : Coculture de cellules Bge et de sporocystes de S.mansoni. 

A :Sporocyste de 24h, coculture Oh (x400). B : Sporocyste encapsulé par les cellules, 48h 

(x400). C :Amas de cellules sur des sporocystes, 3semaines (x200). D : Sporocyste primaire 

contenant de nouveaux sporocystes, 5semaines (x200). E : Sporocyste secondaire libéré du 

sporocsyste primaire (x400). 

Spi : sporocyste primaire. Spll :sporocyste secondaire. 



Dans les 6 à 7 semaines de coculture, les sporocystes forment des "sacs" au sem 

desquels l'on peut distinguer des sporocystes secondaires en mouvement. Ces sporocystes 

secondaires émergent du sporocyste primaire, évoluent quelques jours dans le milieu, puis 

sont également entourés d'une fine couche de cellules Bge. Ils ont une forme allongée, avec 

une structure en papille à l'extrémité antérieure et présentent une grande mobilité. Ces 

sporocystes vont croître durant quelques jours, sans aboutir à un développement ultérieur. 

D'après Yoshino et Laursen (1995), ils peuvent contenir des grappes de cellules 

embryonnaires. On n'observe pas de différenciation en cercaires. 

Le contact étroit entre cellules Bge et parasites est un prérequis indispensable au bon 

développement des larves de S.mansoni. Notons que des produits sécrétés par les cellules ont 

un effet positif sur les schistosomes. Des sporocystes primaires peuvent être maintenus en 

culture dans le milieu Bge/SVF en présence de surnageant de culture de cellules Bge, avec un 

meilleur développement qu'en milieu Bge/SVF seul, sans toutefois aboutir à l'obtention de 

sporocystes secondaires. Les cellules B-ge semblent donc procurer un microenvironnement 

physiologique, favorable aux larves intra-mollusques. 

La reconnaissance et l'adhésion sont nécessaires au déclenchement des signaux, 

échangés entre cellules de l'hôte et parasite, qui vont aboutir à l'établissement de la 

compatibilité. Mais d'autres signaux échangés à distance sont également mis en jeu ; dans 

certains cas ils peuvent aboutir à un résultat similaire. Les travaux de Coustau et al ( 1997) ont 

établi la culture in vitro de larves de S.japonicum, en présence de cellules Bge. Tout comme 

dans le cas de S.mansoni, la coculture permet le passage du stade miracidium au stade 

sporocyste secondaire. Cependant dans ce cas, aucune encapsulation des sporocystes par les 

cellules ne se produit. La capacité des cellules Bge à adhérer uniquement aux sporocystes de 

S. manso ni pourrait être interprétée en terme de spécificité d'hôte. Il convient de remarquer 

que S.japonicum et S. manso ni sont génétiquement distants. Les environnements 

biochimiques, physiologiques, où se développent ces schistosomes diffèrent ; S.japonicum a 

pour hôte un prosobranche du genre Oncomelania, tandis que S.mansoni a pour hôte un 

pulmoné du genre Biomphalaria, dont est issue la lignée Bge. Le comportement des cellules 

Bge envers les différentes espèces de schistosomes est certainement en relation avec ces 

différences. Il est possible que des facteurs chimiotactiques ou des récepteurs de surface 

reconnus par les cellules Bge soient absents chez S.japonicum. Une autre hypothèse privilégie 
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le fait que la grande mobilité des sporocystes de S.japonicum pourrait empêcher, pour des 

raisons mécaniques, l'encapsulation des larves. Toutefois un résultat similaire, développement 

sans encapsulation, a été obtenu dans des cocultures de sporocystes d'Echinostoma caproni et 

cellules Bge (Ataev et al, 1998). Des facteurs solubles libérés par les cellules Bge permettent 

le développement in vitro des sporocystes d'E.caproni, jusqu'à une embryogénèse au sein des 

larves ; néanmoins cette coculture n'aboutit pas à la production d'une seconde génération de 

larves. Dans le cas d'E.caproni, bien qu'utilisant également B.glabrata comme hôte 

intermédiaire, le fait qu'il ne parvienne pas à poursuivre son développement au-delà du stade 

sporocyste primaire, pourrait être mis sur le compte de l'absence d'encapsulation. Celle-ci ne 

serait pas imputable à des facteurs mécaniques, les sporocystes d'E. caproni ayant une mobilité 

similaire à celle des sporocystes de S.mansoni. Il est possible que la non-reconnaissance des 

larves par les cellules soit le résultat d'une interférence sur les fonctions cellulaires due à des 

produits parasitaires, à l'image de l'inhibition des fonctions hémocytaires décrite dans la 

relation échinostome-mollusque. 

Tout récemment Laursen et Yoshino (1999) ont rapporté la transformation des 

miracidiums et un début de développement des sporocystes du trématode Fascioloides magna 

en coculture avec des cellules Bge. Là encore, aucune encapsulation des larves ne se produit. 

Ce trématode utilise pour hôte intermédiaire des gastéropodes de la famille des Lymnéides. 

Ce nouveau résultat confirme l'existence probable chez les cellules Bge de facteurs de 

développement communs à différentes espèces de trématodes. 

La mise au point de méthode de transfection de la lignée Bge a été entrepris depuis 

quelques années, dans le but de parvenir à moduler l'expression de gènes impliqués dans les 

relations hôte-parasite, ou de permettre l'expression de gènes hétérologues qui pourraient 

influencer cette interaction. Différentes techniques de transfection ont été étudiées au 

laboratoire (Lardans, 1997). Une transfection transitoire par lipofection a ainsi été mise au 

point ; elle a permis de démontrer le fonctionnalité de promoteurs hétérologues chez la cellule 

Bge, en l'occurrence le promoteur constitutif du CMV et le promoteur inductible de l'HSP70 

de Drosophila (Lardans et al, 1996). Des résultats récents démontre l'efficacité du promoteur 

homologue inductible de l'HSP70 de B.glabrata chez les cellules Bge (Y oshino et al, 1998). 

Ces résultats encouragent le développement de la transformation génétique stable de 

cellules Bge par intégration d'élément transposable 'ou de rétrovirus, afin d'établir des lignées 

exprimant des gènes d'intérêt en vue d'étudier in vitro les interactions avec les schistosomes. 

Bien que la génétique de B.glabrata soit la mieux caractérisée de tous les vecteurs de 
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schistosomes humains, il y a peu d'information disponible sur son génome. Le seul élément 

d'intégration connue chez B.glabrata est un élément de type rétrotransposon-like LINE (long 

interspersed nuclear element) dont la fonctionnalité n'est pas connue (Knight et al, 1992). 

L'utilisation d'éléments transposables d'insectes connus pour s'intégrer chez d'autres espèces 

hétérologues a été testée sans succès (Lardans, 1997). L'emploi de vecteurs rétroviraux 

pseudotypés (à spectre d'hôte étendu) est actuellement envisagée. 

Par l'apparition des systèmes de coculture et la mise au point de méthodes de transfection, les 

cellules Bge constituent un formidable outil pour l'étude des facteurs cellulaires, mais 

également parasitaires, qui déterminent la compatibilité et la spécificité entre les schistosomes 

(et échinostomes) et leur hôte gastéropode (Lardans et Dissous, 1998). 
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III LES LECTINES DANS LA RELATION MOLLUSQUE

SCHISTOSOME 

Lectine, du latin "legere" qui signifie prendre ou choisir. 

Les lectines sont définies comme des molécules de nature non enzymatique, m 

immunologique, capable de fixer de façon spécifique des structures oligosaccharidiques 

(Sharon et Lis, 1972). L'attachement au ligand saccharidique s'effectue par un domaine de 

reconnaissance appelé "Carbohydrate Recognition Domain" ou CRD. 

L'existence de nombreuses lectines animales laissent supposer que les domaines 

oligosaccharidiques des glycoconjugués portent une information biologique, information 

pondérée par les propriétés physiques des sucres ainsi que par leurs interactions avec les 

protéines et lipides auxquels ils peuvent être associés. Une fonction des lectines pourrait être 

de décoder le message porté par les structures sucrées (Drickamer, 1993a). Les lectines 

reconnaissent des ligands endogènes (soi) ou des ligands exogènes (non-soi). Elles 

interviennent dans de nombreux processus biologiques mettant en jeu des interactions 

cellules-cellules ou cellules-matrice extracellulaire telles que l'organisation tissulaire et le 

développement, le métabolisme des glycoprotéines, l'inflammation, la phagocytose, 

l'attachement microbien ... (Drickamer et Taylor, 1993). 

Les interactions protéine-sucre sont directement ou indirectement impliquées dans les 

réactions de défense : directement en tant qu'opsonines, facteurs d'activation du complément, 

"LPS-binding" protéines, toxines ; indirectement en tant que "homing receptor", molécule 

d'adhérence, activateur cellulaire (fonction mitogène ou cytokine). De nombreuses fonctions 

font partie de la phase aiguë de la réponse à l'infection, fonctions de défense et de 

reconnaissance conservées au cours de l'évolution. L'absence chez les invertébrés des 

caractéristiques du système immunitaire des vertébrés (immunoglobulines, récepteur T, 

lymphocytes, mémoire immunitaire), a conduit à considérer les lectines, humorales ou 

attachées aux cellules, comme les principaux effecteurs de la défense interne des invertébrés. 

La diversité de reconnaissance est obtenue par l'existence de nombreuses lectines de 

spécificité distincte. Cette diversité est rendue possible par deux caractéristiques des lectines : 

la présence de plusieurs sites de liaison par lectine, éventuellement spécifique de différents 
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Figure 10 : Motif des lectines de type C (d'après Drickamer, 1993). 

Les résidus strictement conservés sont indiqués en rouge (X). 

co : résidus aromatiques ou aliphatiques. - ~ : résidus aromatiques. - e : résidus 

aliphatiques. - Z= E ou Q. 

Sur la figure ont été ajouté les résidus suivants : : groupe carbonyl sur chaine 

latéral. - -·= D ou N. 



sucres, et pour chaque CRD une spécificité "floue" qm lui permet de fixer des sucres 

structurellement proches (V asta et al., 1994 ). 

La plupart des lectines sont des oligomères constitués de sous-unités identiques ou 

distinctes, liées de façon covalente ou non-covalente. Cette organisation peut permettre une 

hétérogénéité des sites de fixation aux ligands ainsi qu'une augmentation de l'affinité de la 

lectine. L'organisation moléculaire des sous-unités peut varier selon la nature soluble ou liée à 

la membrane de la lectine. La plupart des lectines membranaires de vertébrés ont une structure 

commune aux protéines transmembranaire de type II : un domaine carboxyterminal 

extracellulaire de taille variable présentant éventuellement des sites de glycosylation, suivie 

d'une portion hydrophobe transmembranaire et la région aminoterminale intracytoplasmique 

de taille variable pouvant présenter des sites de phosphorylation. On rencontre moins 

fréquemment l'orientation de type 1 où la partie C-terminale est intracytoplasmique. Le( ou les) 

CRD est(sont) en général situé(s) dans la portion carboxyterminal tandis que le reste des 

protéines présente des domaines d'autre nature (V asta et Ahmed, 1996). 

Les lectines animales sont classées selon la nature de la séquence peptidique 

responsable de l'attachement au ligand saccharidique (le CRD). 

A-LESLECTINESAN~LES 

1- Les lectines de type C 

Les lectines animales de type C se rencontrent dans le sérum, la matrice extracellulaire 

et les membranes. Ce vaste groupe de lectines est dépendant des ions calcium pour sa fixation 

au ligand glucidique, d'où le terme "type C". La comparaison des séquences de multiples 

lectines, de mammifères et d'oiseaux, a permis de définir un motif caractéristique pour le 

CRD de type C de 115 à 130 amino-acides, comprenant 14 amino-acides invariants (dont 

quatre cystéines impliquées dans deux ponts disulfures) et 18 résidus hautement conservés 

(Figure 10). Ces résidus interviennent dans la formation des ponts disulfures, dans la liaison 

aux ions calcium, dans la formation de coude et dans l'établissement d'une poche hydrophobe 

(Weis et al, 1991). 
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Figure 11 : Structures des düférents group~s de lectines de type C 

(d'après Drickamer, 1995) 

Les groupes II et V sont représentés par la lectine hépatique de poulet. Le groupe IV est représenté 

par la L-sélectine. Le· récepteur au mannose du macrophage constitue le groupe VI. Le groupe III est 

représenté par la "mannose-binding protein" ou MBP. Le groupe I est constitué de protéoglycanes de la 

matrice extracellulaire. Le groupe VII est représenté par un CRD isolé, sans autre domaine associé. 

EGF: domaine de type EGF; CR: motifs répétés fixateurs du complément; FN-II: domaine de 

type fibronectine ; COL : séquences du type collagène ; GAG : glycosaminoglycanes ; HA : domaine 

riche en acide hvaluroniaue. N : extrémité N terminale : C : extrémité C terminale. 



La fonction des lectines est définie par la nature du/des domaine(s) auxquels le CRD est 

associé. De plus, on classe ces lectines soit en fonction de l'architecture de la protéine et de la 

position relative du CRD par rapport aux autres domaines, soit en fonction du degré de 

similarité entre les CRD (Drickamer, 1993b). Dans les deux cas, on obtient la même 

classification avec sept catégories, quatre pour les lectines associées à la membrane (groupes 

II, IV, V et VI) et trois pour les lectines solubles (groupes I, III et VII) (Figure 11). 

a- Lectines membranaires 

a 1- Groupes II et V 

Les groupes II et V sont représentés par des récepteurs transmembranaires, qu1 

interviennent dans l'endocytose et la dégradation des protéines. Ces protéines consistent en 

une partie N-terminale cytoplasmique et une portion extracellulaire qui contient le CRD en 

position carboxy-terminale. L'oligomérisation de polypeptides ne contenant qu'un CRD (de 

faible affinité pour un monosaccharide) conduit à l'accroissement de l'affinité pour des ligands 

multivalents (Drickamer et Taylor, 1993). Ce phénomène (clustering) est un trait commun de 

nombreuses lectines de type C. Outre les récepteurs d'endocytose, il se rencontre chez les 

collectines et les récepteurs au mannose. Le récepteur pour les asialoglycoprotéines est 

présent à la surface des hépatocytes et est spécifique du galactose et du N-acétylgalactosamine 

(Spiess, 1990). Il reconnaît les glycoprotéines sériques dont les chaînes oligosaccharidiques 

ont perdu l'acide sialique, laissant exposé le galactose terminal. Ces protéines sont alors 

intemalisées et transportées vers le lysosome pour être dégradées (Drickamer, 1991). La 

lectine hépatique de poulet est l'homologue du récepteur des asialoglycoprotéines (Kawasaki 

et Ashwell, 1977). Certains récepteurs leucocytaires appartiennent à ce groupe dont le 

récepteur de faible affinité pour la portion Fe des IgE des lymphocytes, le CD23 (Ludin et al., 

1987) ainsi que le récepteur au galactose des macrophages (Ii et al., 1990). 

a 2- Groupe IV. 

Le groupe IV constitue la famille de molécules d'adhésion appelée Sélectines (Figure 

12). Cette famille comprend trois membres : la L(leucocyte )-sélectine, la E( endothélium)

sélectine et la P(plaquette )-sélectine. La L-sélectine est exprimé par les leucocytes tandis que 

sélectines E et P sont exprimés par les cellules endothéliales. Elles interviennent dans la phase 
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initiale des interactions entre les leucocytes et les cellules endothéliales, participant au 

passage transendothélial des leucocytes vers les sites inflammatoires ainsi qu'à la 

domiciliation et la recirculation des lymphocytes (Bevilacqua, 1993). De récents travaux ont 

démontré que les sélectines sont également impliquées dans la signalisation intacellulaire 

(Lorenzon et al, 1998). 

Les sélectines sont des molécules transmembranaires de type 1 ; la partie N terminale 

comprend un domaine CRD de type C, suivi d'un domaine homologue à l'EGF (Epidermal 

Growth Factor), et un nombre variable de séquences consensus répétées similaires à celles 

rencontrées dans les protéines fixatrices du complément. Enfin après la région 

transmembranaire se trouve un court domaine C terminal intracytoplasmique. 

Les sélectines présentent 40 à 60% d'identité entre elles au niveau protéique, et jusqu'à 

60-70% en ce qui concerne les domaines EGF et lectine (Lasky, 1992). 

Les domaines lectines et EGF sont impliqués dans la liaison aux ligands. Les ligands 

des sélectines sont de nature carbohydratée. Sur la base d'expériences de liaison aux sélectines 

ou d'inhibition d'adhérence, il s'avère que de nombreux sucres simples ou complexes sont 

reconnus par les sélectines ; la plupart de ces ligands ont en commun une structure 

lactosamine, le fucose, et des groupements chargés tels l'acide sialique, un groupement 

sulfate, ou l'acide uronique. Les premiers motifs communs démontrés comme étant reconnus 

par les sélectines sont les têtrasaccharides sialyl Lewis x (sLex) et sialyl Lewis a (sLea). Le 

sLex est capable de se fixer sur les trois sélectines ; la forme Lewis x (Lex) est reconnu par la 

P-sélectine ; les formes sulfatés des Lex et Le a sont reconnus par la L- et la P-sélectines ; ces 

deux dernières reconnaissent divers sulfatides, des glycolipides sulfoglucuronyl, et des 

polysaccharides sulfatés tels le fucoïdan et l'héparine (pour revue cf Rosen et Bertozzi, 1994 ; 

Varki, 1994; Vestweber, 1996). 

Des ligands biologiques de sélectines ont été identifiés, dont plusieurs de type mucine. 

Cette famille de molécule d'adhérence possède des régions riche en sérine et thréonine, 

fortement 0-glycosylées. Elles possèdent les motifs sLex, sLea ou leur forme sulfatée. Il s'agit 

pour la L-sélectine de GlyCAM-1 (Lasky et al, 1992) et du CD34 (Baumheter et al, 1993), 

deux sialomucines possédant des chaînes oligosaccharidiques riches en acides sialiques. 

L'adressine MadCAM-1, présentant un domaine sialomucine et connue comme ligand de 

l'intégrine a4~7, est également un ligand de la L-sélectine (Berg et al, 1993). 

Une autre sialomucine est le ligand de la P-sélectine, PSGL-1 (Moore et al, 1992). 
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A propos des ligands sialomucines, Varki (1994) a proposé que des ensembles de 

chaînes oligosaccharidiques s'associent pour former des épitopes uniques ; soit en 

contraignant une chaîne unique à adopter une conformation inusuelle, soit en combinant 

différentes chaînes pour former un nouvel épitope. 

ESL-1, molécule homologue au Fibroblast Growth Factor riche en cystéine, est un 

ligand de la E-sélectine. Il ne s'agit pas d'une mucine, mais d'une protéine N-glycosylée 

(Vestweber, 1996). Enfin, la L-sélectine pourrait être un ligand pour les sélectines E et P, par 

ses oligosaccharides sialylés (Picker et al, 1991). 

De ces différents résultats, il ressort que la reconnaissance des ligands par les sélectines 

est basée sur la nature des oligosaccharides et non pas sur la structure du squelette protéique 

(voire lipidique). Toutefois, devant la variété des ligands identifiés, il apparaît que les motifs 

structuraux des saccharides qui déterminent la liaison aux sélectines ne sont pas identifiées. 

a 3- Groupe VI. 

Le groupe VI est constitué par les lectines possédant la structure des récepteurs au 

mannose du macrophage ; il s'agit de l'enchaînement de huit CRD associés à un domaine 

fibronectine. Ces récepteurs assurent la fixation et l'internalisation de glycoconjugués se 

terminant par le mannose, le fucose ou le N-acétylglucosamine (Stahl, 1990). Ces résidus 

normalement absents des glycoconjugués de mammifères, se rencontrent à la surface de 

bactéries, champignons ou parasites. Ces récepteurs interviennent donc dans l'immunité innée 

envers les microorganismes pathogènes. 

b- Lectines solubles. 

b 1- Groupe Ill. 

Le groupe III représente les collectines, oligomères de polypeptides présentant un CRD 

carboxyterminal associé à une séquence collagène. Tout comme les lectines précédentes, les 

collectines fixent des résidus oligosaccharidiques présents en surface des pathogènes. La 

"mannose-binding" lectine (MBL ), rencontrée dans les fluides extracellulaires est similaire en 

fonction et structure au C1q qui se fixe aux immuncomplexes pour initier l'activation du 

complément par la voie classique. La MBL entraîne une lyse bactérienne dépendante du 

complément en parallèle à son -activité d'opsonine indépendante du complément. Outre le 
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mannose, la MBL fixe la N-acétylglucosamine, la N-acétylmannosamine, le fucose, le 

maltose, le glucose, le galactose et la N-acétylgalactosamine. (Turner, 1996). Les 

apolipoprotéines A et D du surfactant pulmonaire appartiennent aux collectines. Ces lectines 

tapissent les alvéoles pulmonaires et interviennent dans la défense du poumon contre les 

infections. 

b 2- Groupe /. 

Le groupe I est représenté par des protéoglycanes de la matrice extracellulaire~ il s'agit 

de l'aggrécane de la matrice cartilagineuse (Doege et al., 1991 ), du versicane, protéoglycane 

de haut poids moléculaire produit par les fibroblastes (Zimmermann et Ruoslahti, 1989) et le 

neurocane du cerveau (Rauch et al., 1992). 

b 3- Groupe VII. 

Le groupe VII est composés de CRD libres, c'est à dire non associés à d'autres 

domaines, principalement découverts chez les vertébrés inférieurs et les invertébrés 

(Drickamer, 1993). mais aussi dans le pancréas humain (deCaro et al., 1987 ~ Lassere et al., 

1992). 

On rencontre enfin deux protéines de mammifère constituées de CRD isolés mais dont 

les séquences divergent par rapport aux lectines du groupe VII, la tetranectine (Fuhlendorff et 

al., 1987) et la protéine basique majeure des éosinophiles (Yoshimatsu et al., 1992). 

c- Lectines de type C chez les invertébrés. 

Des séquences homologues au CRD de type-C ont été identifiées dans une large variété 

d'organismes depuis les procaryotes jusqu'aux mammifères. Cependant il y a peu de lectines 

de type C isolées et séquencées chez les invertébrés. Actuellement on connaît un récepteur 

tyrosine kinase de l'hydre Hydra vulgaris présentant un CRD C-terminal (Steele, 1993), une 

lectine-like chez le plathelminthe turbellarié Girardia tigrina (Lukyanov, 1995), le facteur C 

de coagulation de la limule (chélicérate) Tachypleus tridentatus qui possède un CRD interne 

(Muta et al, 1991), une lectine issue du fluide coelomique chez la balane (crustacé) 

Megabalanus rosà (Muramoto et Kamiya, 1990), une lectine humorale chez la mouche 

Sarcophaga peregrina (Takahashi et al., 1985), une lectine spécifique du galactose chez 
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Drosophila melanogaster (Haq et al, 1996), une "LPS-binding" protéine issue de 

l'hémolymphe de la blatte Periplaneta americana (Jomori et Natori, 1991), les incilarines du 

mucus de surface chez la limace Incilaria fruhstorferi (Yuasa et al, 1998), l'échinoïdine, 

lectine impliquée dans la défense envers les microorganismes chez l'oursin Anthocidaris 

crassispina (Giga et al., 1987), deux lectines chez les concombres de mer Stichopus japonicus 

(Himeshima et al., 1994) et Cucumaria echinata (Hatakeyama et al., 1994 ), une lectine chez le 

tunicier Polyandrocarpa misakiensis (Suzuki et al., 1990). 

2- Les Galectines 

Autrefois désignées sous le nom de lectine de type S en raison de la nécessité de 

groupements thiols réduits pour le maintien de leur activité lectine, elles sont désormais 

regroupées sous le vocable "galectine", du fait de leur affinité pour les J3-galactosides. Tout 

comme pour lectines animales de type-C, les galectines se distinguent par un CRD spécifique 

reconnaissable par une série d'amino-acides conservés (Drickamer, 1988). La fixation aux 

sucres est indépendante de la présence d'ions divalents, et requiert la présence de groupements 

SH libres. Leur localisation est principalement intracellulaire, dans le compartiment 

cytoplasmique. 

Les galectines sont classées selon leur architecture moléculaire en trois groupes. 

Le type "Proto" comprend de petites protéines de 15 kDa ne contenant qu'un seul CRD; 

ces protéines forment des homodimères divalents, liant des glycoconjugués de même nature. 

Le type "Chimère" rassemble des protéines d'une trentaine de kDa constituées de deux 

domaines différents, la moitié C-terminale contenant le CRD et la moitié N-terminale 

contenant un domaine semblable au complexe ribonucleoprotéique hétéronucléaire ; le 

domaine non lectinique permet certainement l'interaction avec d'autres molécules que des 

glycoconjugués. 

Le type "tandem-repeat" est constitué de protéines présentant deux CRD dont la 

spécificité peut être différente (Kasai et Hirabayashi, 1996). 

Les galectines présentent une affinité pour les J3-galactosides, principalement pour le 

lactose (GalJ31-4Glc), la N-acétyllactosamine (GalJ31-4GlcNac). Ces structures sont incluses 

dans de nombreux glycoconjugués, et servent de motifs de base aux antigènes de groupe 

sanguin ainsi qu'aux antigènes de type Lewis. Ce sont donc des motifs importants de la 
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glycobiologie, et pour reprendre l'expression de Kasaï et Hirabayashi ( 1996), il semble que les 

galectines soient capables de déchiffrer les mots clés que constituent ces P-galactosides. 

La famille des galectines comprend peu de membres en comparaison des lectines de 

type-C (un mammifère possède au moins huit galectines; on connaît plus de cinquante lectines 

de type-C chez les vertébrés supérieurs). De plus, si la plupart des lectines de type-C ont une 

fonction bien définie, il est difficile d'assigner un rôle définitif quel que soit la galectine 

considérée. Leur fonction biologique varie d'un site à un autre, ainsi qu'au cours du temps. On 

les rencontre chez les vertébrés dans un grand nombre de tissus (peau, muscle, cerveau, 

intestin, foie, rate, placenta ... ) ; elles semblent impliquées dans de nombreux phénomènes tels 

que le développement, la différenciation, la morphogenèse, l'immunité ... (Kasai et 

Hirabayashi, 1996). 

Les galectines sont largement distribuées dans le règne animal ; elles ont tout d'abord 

été identifiées chez de nombreuses espèces de vertébrés: l'anguille électrique, le poulet, la 

souris , le rat, le bœuf, l'homme (pour revue cf Kasaï et Hirabayashi, 1996 ; V asta et Ahrned, 

1996). Leur présence chez différents embranchements d'invertébrés a été découverte: chez le 

nématode Caenorhabditis elegans (Hirabayashi et al., 1992), chez l'éponge Geodia cydonium 

(Pfeifer et al., 1993), chez le tunicier Clave/ina picta (V asta et Ahmed, 1996) et enfin chez la 

seiche Todarodes pacificus (Ozeki, 1997). Ainsi l'origine des galectines remonte à plus de 

800 millions années, avant la divergence entre protostomes et deuterostomes. 

3- Les Pentraxines 

Les propriétés lectines des pentraxines de vertébrés permet de les considérer comme un 

groupe particulier de lectines (Vasta, 1990). Il s'agit de protéines telles que la protéine C

réactive (CRP), les sérum amyloïdes P et A; pentamères cycliques constitués de sous-unités 

identiques. Certaines pentraxines sont des protéines de la phase aiguë dont la concentration 

plasmatique augmente considérablement en réponse à un stress. Bien que la fonction de la 

plupart des pentraxines ne soit pas clairement définie, elles semblent impliquées dans la 

discrimination du soi et non-soi. En effet leurs ligands phosphocholine et dérivés du 

galactose, sont répandus chez les microorganismes (V asta et Ahmed, 1996). La protéine C

réactive complexée à son ligand active le complément par la voie classique (Kilpatrick et 

Volanakis, 1985). 
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Chez les invertébrés, le crabe Limulus polyphemus possède une lectine (Nguyen et al., 

1986) dont les sous-unités présentent 25% d'homologie avec la CRP humaine. De plus, la 

CRP de L.polyphemus tout comme la CRP humaine induit une cytotoxicité des plaquettes 

contre les parasites Schistosoma spp (Bout et al., 1986). La limuline, l'une des lectines 

spécifiques des acides sialiques présentes dans le plasma de L.polyphemus, est une autre 

pentraxine, plus abondante que la CRP. La limuline est responsable de l'activité cytolytique 

du plasma de L.polyphemus (Armstrong et al., 1996). 

Le tunicier Didemnum candidum possède également une lectine homologue à la CRP de 

vertébrés (Vasta et al., 1986). 

4 Les lectines "Héparine-binding" 

Il s'agit de lectines qui médient l'interaction entre les cellules et leur environnement 

extracellulaire ; elles fixent les héparines et d'autres glycosaminoglycanes (Kjellen et Lindahl, 

1991). On peut citer le N-CAM (neural cell adhesion molecule) et la calreticuline. 

Une lectine de cette catégorie, l'anadarine, a été isolée et caractérisée chez le bivalve 

Anadara granosa (Dam et al., 1994). 

5- Les lectines de type P 

Deux récepteurs pour le mannose-6-phosphate présents dans les membranes 

plasmatiques et de l'appareil de Golgi ont été décrits et possèdent un CRD unique parmi les 

lectines animales. Ils interviennent dans l'adressage des enzymes lysosomiaux ainsi que dans 

la transduction de signaux transmembranaires (Komfeld, 1992). 

6- Les lectines de type 1 

Les lectines de ce groupe appartiennent à la superfamille des immunoglobulines. Ce 

sont des protéines transmembranaires, dont les propriétés de reconnaissance sont liées à la 

présence d'acide sialique au niveau du ligand. Il s'agit principalement du CD22 et de la 

sialoadhésine (Powell et Varki, 1995). 

7- Autres lectines animales 
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Les travaux sur l'assemblage et le trafic intracellulaire des protéines ont mis en évidence 

deux groupes de lectine. La calnexine est une protéine du réticulum endoplasmique qui 

interagit avec les glycoprotéines à la fois au niveau des glucides et au niveau de la chaîne 

protéique. Elle interviendrait dans les mécanismes de conformation des protéines, et retiendrai 

les protéines non conformes dans le réticulum. Cette lectine ne présente pas d'homologie avec 

les autres groupes connus (Hammond et al, 1994 ). 

Un second groupe de lectines intracellulaires intervient dans l'adressage des protéines 

après leur sortie du réticulum endoplasmique, vers le Golgi, telle la protéine ERGIC-53 

(Endoplasmic Reticulum-Golgi Intermediate Compartment) (Arar et al, 1995). Ces protéines 

présentent des homologies avec les lectines de plantes du groupe des légumineuses, comme la 

con cana valine A (Fiedler et al, 1994 ). On les désigne de type L. 

La plupart des lectines décrites chez les invertébrés ne peuvent pas se classer dans les 

catégories citées précédemment, soit, comme c'est souvent le cas, en raison du manque 

d'information concernant la structure primaire, soit parce que cette structure primaire ne 

présente aucune ressemblance avec les lectines déjà décrites. 

B- LECTINES ET RELATIONS MOLLUSQUES-TREMATODES 

1- Les lectines chez les mollusgues 

A l'origine les lectines ont été souvent caractérisées en tant qu'agglutinines 

d'érythrocytes de mammifères. En général, les lectines sont identifiées par un ou plusieurs 

sucres spécifiques qw inhibent leur capacité d'agglutination. Les structures 

polysaccharidiques couramment employées proviennent de mammifères, car il y a 

comparativement peu d'information concernant le métabolisme des sucres et la glycosylation 

chez les mollusques. Cependant tout porte à croire que les mollusques, et les invertébrés en 

général, possèdent des structures saccharidiques nouvelles et uniques, qui diffèrent des 

structures rencontrées chez les mammifères. Un exemple récent est celui d'un nouveau 

glycosaminoglycane découvert chez Achatinafulica (Kim et al., 1996). Devant la spécificité 

des lectines, toute approche basée sur des sucres de mammifères limiterait donc 

considérablement la gamme de lectines de mollusques accessibles, notamment les lectines 

impliquées dans la reconnaissance des pathogènes (Neeleman, 1996). 
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La présence d'agglutinines de bactéries chez les invertébrés a souligné l'importance des 

lectines dans la défense interne. Lorsqu'un microorganisme tel qu'une bactérie atteint les 

cavités internes d'un invertébré, il est immédiatement agglutiné par des lectines humorales. 

Cette agglutination immobilise le pathogène et empêche sa dispersion au sein de différents 

tissus. Ce phénomène induirait la libération de matériel bactérien dont l'effet chimiotactique 

induirait la migration et la dégranulation des hémocytes, ce qui par la suite entraînerait la 

phagocytose et la destruction des pathogènes par les molécules effectrices des cellules de 

défense. Les lectines interviennent également comme opsonines et comme récepteurs en 

surface des hémocytes pour permettre la reconnaissance et favoriser la phagocytose des 

mtcroorgamsmes. 

Fisher et DiNuzzo (1991) ont étudié six espèces de mollusques marins, l'huître, la 

palourde, le poulpe, le calmar, la seiche et l'aplysie. Ils ont montré que leur sérum est capable 

d'agglutiner 64 isolats bactériens sur 94 testés (représentant 15 genres et 36 espèces) et sept 

types d'érythrocytes de vertébrés. Différentes agglutinines sont produites par Planorbarius 

corneus en réponse à des infections bactériennes (Ottaviani, 1992a,b ). 

Les lectines ont été détectées dans l'hémolymphe ~ une activité d'agglutination se 

rencontre aussi dans les oeufs, le tractus génital et le mucus de différentes espèces de 

mollusques. La source principale de lectines chez les gastéropodes pulmonés est la glande 

albumen. Cet organe est en contact direct avec le système circulatoire ouvert des 

gastéropodes, permettant la sécrétion de lectines dans l'hémolymphe. Renwrantz (1986) 

signale que des lectines ont été purifiées de l'hémolymphe des lamellibranches Crassostrea 

virginica, Tridacna maxima, lvfytilus edulis, du gastéropode B.glabrata, du céphalopode 

Octopus vulgaris. L'activité hémagglutinante de l'hémolymphe de B.glabrata (pour revue 

voir Horak et van der Knaap, 1997) est inhibée par différents monosaccharides, le D-glucose 

(Michelson et Dubois, 1977), la N-acétylgalactosamine (Boswell et Bayne,1984), le L-fucose 

et L-rhamnose (Couch et al., 1990), indiquant l'implication des lectines dans ces phénomènes. 

Les lectines du plasma peuvent aussi provenir des hémocytes comme en témoignent les 

résultats immunocytochimiques obtenus chez Lymnaea stagnalis (Van der Knaap et al., 1981) 

et Planorbarius corneus (Ottaviani, 1992). 

Les lectines sont présentes en surface des hémocytes, sous la forme de lectines associées 

à la membrane, de façon réversible (récepteur cytophile, Van der Knaap et al., 1983). Ceci est 

illustré par la réactivité croisée entre des anticorps dirigés contre des lectines plasmatiques et 
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la surface des hémocytes circulants (Lymnaea stagnalis, Van der Knaap et al., 1981; Mytilus 

edulis, Renwrantz et Stahmer, 1983; Helix pomatia, Richards et Renwrantz, 1991). La 

spécificité de ces lectines membranaires peut être la même que celle des lectines circulantes. 

Les lectines associées aux membranes se rencontrent également au niveau des cellules qui 

tapissent les vaisseaux (Van der Knaap et al., 1981). L'existence de récepteurs lectiniques, 

c'est-à-dire de lectines intégrées à la membrane et non pas de protéines cytophiliques, a été 

démontrée chez les hémocytes de l'huître, Crassostrea virginica (Vasta et al., 1982). On 

rencontre ainsi des lectines membranaires dont la spécificité diffère de celle des lectines 

plasmatiques; c'est le cas chez H.pomatia (Richards et Renwrantz, 1991), chez B.glabrata où 

Fryer et Bayne (1989) ont identifié une lectine plasmatique spécifique des mannanes et une 

lectine de surface spécifique des 131-3 glucanes. Toujours chez B.glabrata, Zelck(1993) a 

montré l'existence de récepteurs hémocytaires pour la N-acétylglucosamine et la N

acétylgalactosamine. 

2- Reconnaissance basée sur les lectines et phagocytose dépendante de lectines 

L'immunoreconnaissance est assurée par les lectines de surface et les lectines 

circulantes. Les lectines de surface participent à 1' adhérence et la phagocytose du non-soi. 

Cette reconnaissance directe par les hémocytes semble dépendante du calcium (Zelck et 

Becker, 1992). Les lectines plasmatiques, quant à elles, semblent effectuer un pontage entre 

l'hémocyte et le pathogène, en un mécanisme d'opsonisation où la lectine reconnaît des 

structures sucrées sur les deux entités. Ces phénomènes de reconnaissance peuvent être 

inhibés par des monosaccharides spécifiques. De plus des lectines exogènes sont capables de 

favoriser la reconnaissance et la phagocytose (Fryer et Bayne, 1989 ; Loker et al., 1989 ; 

Richards et Renwrantz, 1991 ; Zelck et Becker, 1992). C'est chez le gastéropode terrestre, 

H.pomatia (Mullainadhan et Renwrantz, 1989; Richards et Renwratz, 1991), qu'a été décrit 

avec précision ce phénomène d'immunoreconnaissance. Les hémocytes de ce gastéropode ont 

deux mécanismes de reconnaissance du soi et non-soi. Les hémocytes possèdent une lectine 

membranaire calcium-dépendante, spécifique de la N-acétylgalactosamine. D'autre part, 

1 'hémolymphe contient une autre lectine, spécifique aussi de la N-acétylgalactosamine, mais 

calcium-indépendante. L'opsonisation entraînerait un changement de conformation de cette 

lectine plasmatique, exposant un site cryptique D-mannose-6-phosphate. L'objet opsonisé 

peut alors être reconnu par une lectine membranaire hémocytaire spécifique du D-mannose-6-

phosphate, en absence d'ion calcium. Un mécanisme similaire a été proposé chez B.glabrata. 
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Les hémocytes présenteraient une lectine membranaire spécifique des JH-3 glucanes, 

permettant la reconnaissance et la phagocytose de levures. Parallèlement une opsonine 

plasmatique spécifique des mannanes se fixerait aux levures, découvrant un site cryptique de 

1 'opsonine dont la structure J31-3 glucane permettrait la reconnaissance de la levure opsonisée 

par les hémocytes (Fryer et al., 1989; Bayne, 1990). 

3- Role des lectines dans la relation mollusque-trématode 

a- Biomphalaria glabrata 1 Schistosoma et Echinostoma 

Les lectines plasmatiques (agglutinines) de différentes souches de B.glabrata, qu'elles 

soient susceptibles ou résistantes à S.mansoni ou E.paraensei, se fixent sur les larves de 

trématodes (Stein et Basch, 1979 ; Hertel et al., 1994 ; Zelck et al., 1994 ; Loker et Adema, 

1995). Le plasma de souche résistante de B.glabrata agglutine les sporocystes de S.mansoni, 

contrairement au plasma de souche susceptible (Loker et al., 1984; Bayne et al., 1985). Les 

hémocytes de B.glabrata (M-line: susceptible) sont capables d'adhérer aux sporocystes de 

S.mansoni, vivants ou fixés, et de E.parensei fixés; cependant le prétraitement des 

sporocystes par une lectine de plante, la concanavaline A, favorise 1 'adhérence dans le cas 

d'E.paraensei (Loker et al.,1989) et induit même une cytotoxicité de la part des hémocytes 

dans le cas de S.mansoni (Boswell et Bayne, 1985). 

L'hémolymphe de B.glabrata contient des lectines dont la nature et l'abondance varie 

selon la souche de mollusque considéré et selon l'infection. En comparant les souches 

susceptibles (M-line) et résistantes (13-16-R1) à S.mansoni, Monroy et al. (1992) ont trouvé 

peu de différences au niveau des lectines circulantes chez les individus contrôles (non 

infectés), par contre ils ont observé une augmentation des lectines plasmatiques chez la 

souche M-line soumise indifféremment à l'infection par S.mansoni ou E.paraensei, cette 

augmentation n'est retrouvée chez la souche 13-16-R1 que dans le cas d'une exposition à 

E.paraensei. De plus, cette réponse à l'exposition parasitaire concerne des lectines différentes. 

Les trématodes induiraient donc une production de lectines spécifiques à la fois du parasite et 

du degré de compatibilité de la souche de mollusque. De la même façon, l'exposition à 

E.paraensei entraîne une augmentation des titres d'agglutination d'érythrocytes du plasma de 

B.glabrata, agglutination inhibée par différents monosaccharides. Les plus hauts titres sont 

obtenus chez les individus abritant des parasites ayant réussi leur installation (Loker et al., 
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1994). Les souches résistantes posséderaient des opsonines absentes du plasma de la souche 

susceptible M-line (Fryer et Bayne,l989). Ceci permet d'expliquer que des facteurs 

plasmatiques présents uniquement chez les souches résistantes puissent activer les hémocytes 

de souches susceptibles afin de détruire les sporocystes de S.mansoni (Bayne et al., 1980 ; 

Granath et Yoshino, 1984). 

Les produits d'excrétion/sécrétion (E/S) des larves d'E.paraensei provoquent des 

précipités au sein du plasma de B.glabrata. Parmi les molécules d'hôtes impliquées dans ces 

phénomènes, se trouvent deux groupes de polypeptides aux propriétés lectiniques, c'est-à-dire 

présentant des facultés d'agglutination inhibables par des monosaccharides : un groupe de 

150-220 kDa (GlM) et un groupe de 75-130 kDa (G2M) (Uchikawa et Loker, 1992). Ces 

facteurs humoraux sont inductibles de façon spécifique ; leur abondance et leur variété 

s'accroient sous l'effet d'une infection par un trématode. Les plasmas d'individus contrôles ou 

exposés à S.mansoni contiennent peu ou pas de G lM, tandis que le plasma d'individus 

exposés à E.paraensei contient le groupe G lM de manière significative. Quant au groupe 

G2M, il est représenté par 1 à 2 isoformes chez les individus contrôles et 4 isoformes peu 

abondantes chez les individus infectés par S.mansoni, contrairement aux 5 à 6 isoformes 

présentes lors de l'infection par E.paraensei (Monroy et Loker, 1993). Certaines lectines de 

GlM/G2M sont capables de se fixer à la surface des sporocystes d'E.paraensei (Hertel et al., 

1994). 

Un autre complexe polypeptidique apparaît suite à l'infection par E.paraensei, mais n'est 

pas détecté chez les individus sains ou soumis à S.mansoni ; il s'agit de sous-unités de 65 kDa 

qui s'associent en complexes d'environ 1600 kDa, que l'on retrouve au sein des précipités 

associés aux E/S des larves intra-mollusques. Ces sous-unités semblent présenter une activité 

lectine calcium-dépendante. La précipitation suit l'adjonction de hautes doses de produits E/S, 

c'est-à-dire qu'elle est dépendante du rapport entre la quantité de complexes de 65 kDa et la 

quantité de produits E/S, évoquant une réaction de précipitation antigène-anticorps. Par contre 

les complexes G 1M/G2M précipitent après l'adjonction de faibles doses de produits E/S. Ces 

complexes G 1M/G2M apparaissent quatre jours après l'infection, indicateurs de la présence 

de larves en développement tandis que les complexes 65kDa apparaissent plus tôt, suite à 

l'exposition au parasite (deux jours), quel que soit le devenir de l'infection, succès ou échec de 

l'installation du parasite (Adema et al., 1997a). 

Adema et al. ( 1997b) ont isolé et séquencé des cDNAs correspondants aux sous-unités 

de 65kDa; ces lectines présentent un domaine apparenté au fibrinogène (fibrinogen-related 
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protein=FREP) ainsi que des régions présentant des similarités avec la superfamille des 

immunoglobulines. Le fait que les transcrits correspondant aux FREP soient détectés au sein 

des hémocytes de B.glabrata et que la quantité de FREP augmente au sein des mollusques 

abritant des sporocystes, laisse supposer un rôle pour ces molécules dans la défense interne. 

Les FREP pourraient se lier aux produits parasitaires solubles pour les éliminer de la 

circulation, les produits E/S d'E.paraensei étant connus pour bloquer les fonctions 

hémocytaires (Loker et al., 1992). Une autre lectine du mollusque Limax jlavus, présente 

aussi une séquence FREP (Knibbs et al., 1993). Si chez les vertébrés, le fibrinogène intervient 

dans l'agrégation des plaquettes et la formation du caillot de fibrine, l'absence de système de 

coagulation chez les mollusques conduit à envisager les FREP comme des protéines de 

reconnaissance du non-soi, fonction d'ailleurs attribuée aux lectines. Cette fonction 

primordiale se retrouve chez une FREP de vertébré, la lectine P35 du sérum humain 

(Matsushita et al., 1996) qui tout comme la lectine de L.jlavus agit en opsonine. 

b- Biomphalaria alexandrina 1 Schistosoma mansoni 

Trois isolectines (BaSI, II et Ill) ont été identifiées et purifiées de l'hémolymphe de 

Biomphalaria alexandrina, un autre hôte intermédiaire de S.mansoni (Mansour, 1995; 

Manso ur et al., 1995). Cette famille d'isolectines est constituée de molécules tétramèriques 

aux sous-unités non liées covalemment ; les trois lectines reconnaissent le déterminant 

fucosyllactose, (Fuca1-2)Galf31-4Glc, présent chez des glycoprotéines du miracidium. 

Fonctionnellement, ces isolectines diffèrent par leur affinité envers le ligand fucosyllactose. 

BaSil reconnaît également deux glycoprotéines cercariennes et une glycoprotéine de ver mâle 

adulte (Sm37) portant le déterminant fucosyllactose (Negm, 1996; Mansour, 1996). 

c- Bulinus 1 Schistosoma 

Chez le genre Bulinus, Schoenberg et Cheng (1981) ont démontré la capacité de fixation 

de lectines spécifiques des hémocytes de B. truncatus, hôte intermédiaire de Schistosoma 

bovis. La surface des différents stades intra-mollusques de Schistosoma margrebowiei 

marquée par des lectines, montre 1' existence de sucres spécifiques de chaque stade, 

miracidium, sporocyste et cercaire. L'hémolymphe de B.nasutus, vecteur de Schistosoma 
' 

haematobium mais non-compatible avec Schistosoma margrebowiei, contient une agglutinine 

(135 kDa) capable d'agglutiner les érythrocytes de mammifères. Cette agglutinine ne 
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reconnaît pas les larves de S.haematobium, mais par contre se fixe sur le miracidium mais pas 

sur les autres stades intramollusques de Schistosoma margrebowiei (Daniel et al., 1992). Cette 

lectine humorale interviendrait donc dans l'incompatibilité entre B. nasutus et S. 

margrebowiei. Harris et al. (1993) ont purifié cette agglutinine à partir du plasma de 

B.nasutus; ils ont également détecté des protéines de poids moléculaire semblable (135kDa) 

chez seize espèces du genre Bulinus. Ces lectines présenteraient des variations au niveau de 

leur glycosylation. Elles montrent des degrés divers dans leur capacité à se fixer aux 

miracidiums de S.margrebowiei. Ces différences pourraient intervenir dans la compatibilité 

ou non des espèces Bulinus envers les schistosomes. 

d- Lymnaea 1 Trichobilharzia 

Dans le cas de Lymnaea stagnalis, hôte des schistosomes avtaues du genre 

Trichobilharzia, Van der Knaap et al. (1981) ont démontré la présence d'une 

agglutinine/opsonine probablement synthétisée par les hémocytes et détectée 

immunocytochimiquement dans le cytoplasme et en surface des hémocytes. La présence d'une 

lectine servant de récepteur cytophilique est également attestée au niveau des hémocytes (Van 

der Knaap et al., 1983). Van der Knaap et al. (1982) distinguent deux populations de 

mollusques sur la base de l'habilité des agglutinines plasmatiques à agréger différentes 

particules et sur des variations dans les titres d'agglutination. Le développement de 

Trichobilharzia ocellata au sein de L.stagnalis est retardé dans la sous-population de 

mollusque présentant un titre élevé d'hémagglutination, par rapport à la sous-population au 

titre bas (Van der Knaap et al., 1987). Cependant sous l'effet du trématode cette activité 

hémagglutinante décroît au cours des premières semaines d'infection, signe de l'altération du 

système de défense du mollusque. 

C- LES GLYCANES DE SCIDSTOSOMES 

L'importance des glycanes de schistosomes dans la réponse immune de l'hôte a conduit 

à étudier la nature des glycoconjugués présents aux différents stades du parasite. 

1- Importance des déterminants glycannigues 
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L'exposition de sucres à la surface des trématodes est dépendante de l'espèce et du stade 

de développement (pour revue voir Horak et van der Knaap, 1997). De nombreuses études 

sont basées sur la fixation de lectines et l'utilisation de monosaccharides bloquants. Uchikawa 

et Loker ( 1991) ont de cette manière comparé la surface des sporocystes de S. mansoni et 

d' E.paraensei. Ils observent la présence de Man, Gal et GalNac chez les deux espèces, tandis 

que le Fuc et le GlucNac ne sont trouvés que chez S.mansoni, et le NeuAc uniquement chez 

E.paraensei. Ainsi ces deux espèces de trématodes qui ont développé deux stratégies 

différentes pour se développer chez le même hôte, B.glabrata, présentent également des 

expressions différentes de saccharides de surface. 

Des observations similaires ont pu être faite avec six trématodes de L.stagnalis (Honik 

et Mikes, 1995). Chez un même trématode, on observe des différences entre les structures de 

surface des stades libres et des stades intra-mollusques. Chez différentes espèces les auteurs 

ont constaté que des lectines se fixant spéciquement au stade miracidium ne reconnaissent pas 

le stade sporocyste; c'est le cas pour des lectines spécifiques du Gal/GalNac chez T.ocellata 

(Gerhardus, 1991), du Gal chez S.margrebowiei (Daniel et al., 1992), du Fuc chez T.szidati 

(Honik, 1995). Cette perte de déterminant saccharidique est très certainement liée au 

détachement des plaques ciliées lors de la transformation du miracidium en sporocyste. 

D'autres lectines ne reconnaissent que les espaces entre les plaques ciliées (Gerhardus, 1991 ; 

Horak, 1995). 

La combinaison des techniques SDS-P AGE et de marquage par des lectines a démontré 

que la plupart des polypeptides (27 à 113 kDa) de surface du sporocyste de S.mansoni sont 

glycosylées et présentent une hétérogénéité dans la structure et la composition des parties 

oligosaccharidiques. Dans ces expériences la lectine spécifique du Fuc (lectine de 

Tetragonolobus purpureas), reconnaît la moitié des glycoprotéines de surface (Johnston et 

Y oshino, 1996). 

La cercaire est recouverte d'un manteau fibrillaire de 1 à 2 mm d'épaisseur constitué 

essentiellement d'oligosaccharides reliés à un peptide, le glycocalyx (Caufield et al., 1988). 

Le miracidium possède également un glycocalyx ; cette structure semble conférer une 

protection envers les importants changements de pression osmotique que subissent ces stades 

larvaires lors de leur vie libre. Le glycocalyx, qui se détache de la cercaire après pénétration à· 

travers la peau et transformation de la cercaire en schistosomule s'avère très immunogène. 

Lors de Ia transformation de la cercaire en schistosomule le glycocalyx se détache pour laisser 
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place à un nouveau tégument ~ on observe alors un changement dans le profil de 

reconnaissance par des lectines (Honik, 1995). La surface des schistosomules est également 

riche en glycoconjugués; en effet la plupart des anticorps qui reconnaissent la surface de la 

jeune larve sont dirigés contre des épitopes oligosaccharidiques (Omer-Ali et al., 1988). Là 

encore un changement dans les déterminants de surface apparaît lors de la transformation du 

schistosomule en vers adulte (Simpson et al., 1983). 

Malgré les différences observées en matière de constituants glycaniques entre les 

différents stades, il existe toutefois des épitopes que l'on retrouve au travers des différents 

stades du parasite. Dans le cas de Schistosoma mansoni, un anticorps monoclonal protecteur 

de rat reconnaît un épitope présent en surface du schistosomule, dans le glycocalyx de la 

cercaire et au niveau des plaques ciliées du miracidium (Dissous et al, 1986). Les glycolipides 

d'oeuf, de cercaire et de ver adulte ont en commun des épitopes oligosaccharidiques présents 

également chez des glycoprotéines du schistosome ; ces épitopes sont exprimés de façon 

différentielle entre glycolipides et glycoprotéines des différents stades (Weiss et al., 1986). 

2- Structures 

La structure des sucres de S. manso ni a été particulièrement étudiée pour les différents 

stades. La composition du glycocalyx cercarien indique une prédominance du Fuc (40%) et 

dans une moindre mesure la présence de Gal, de GleNac et de GalNac (Xu et al., 1994). Khoo 

et al. (1995) ont identifié à partir de 0-glycanes du glycocalyx un ensemble hétérogènes de 

nouveaux oligosaccharides complexes constitués du motif répété multifucosylé -3Galj31-

4GlcNacj31-3Gala1-. Les auteurs suggèrent que ces structures oligofucosylés sont 

probablement responsables de l'effet immunomodulateur du glycocalyx sur la réponse de 

1 'hôte vertébré. 

De nombreuses protéines de surface des vers adultes contiennent des 0-glycanes 

communs chez les mammifères, GalNac-Ser/Thr, Galj31-3Ga1Nac-Ser/Thr. Une grande partie 

des glycoprotéines se terminent par un unique résidu GlcNac-Ser/Thr (Nyame et al., 1987), 

structure que l'on retrouve aussi chez les schistosomules (Nyame et al., 1988). Il s'agit d'un 0-

glycane courant chez les glycoprotéines intracellulaires et nucléaires de mammifères (Hart et 

al., 1988). 
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L'antigène circulant anodique (CAA) provenant du tube digestif du schistosome 

contient 30% de glucides. Il possède une structure nouvelle de 0-glycane : un motif répété de 

GalNac substitué par un résidu GlcA (Bergwerff et al., 1994). L'antigène circulant cathodique 

(CCA), qui provient également du tube digestif, est en grande partie (80%) constitué de 0-

glycanes de haut poids moléculaires ; ces 0-glycanes possèdent de façon répétée le motif -

3Galf31-4(Fuca1-3)GlcNacf31-, qui est l'antigène Lewis x (Van Dam et al., 1994). 

Les vers adultes synthétisent des N-glycanes riche en mannose et de type complexe. Les 

N-glycanes riche en mannose sont semblables à ceux rencontrés chez les vertébrés. Parmi les 

N-glycanes complexes, se trouve un glycane bi-antenné, le lacdiNac, composé de N,N'

diacétyllactosediamine, plus courant chez le schistosome que le N-acétyllactosamine, lacNac 

ou Galf31-4GlcNac (Srivastan et al., 1992). De nombreux N-glycanes antigéniques ont des 

structures tri- ou tétra-antennées, contenant des séquences polylactosamine. Fréquemment les 

résidus GleNac sont fucosylés en a1-3, générant des structures Lex et polyLex, similaires aux 

structures rencontrées dans le CCA (Srivastan et al., 1992). 

Il existe d'autres structures fucosylées inhabituelles chez le schistosome. Des 

glycolipides antigéniques présents chez l'oeuf, la cercaire et le ver adulte sont constitués d'un 

motif appelé core "schisto", Ga1Nacf31-4Glc, sur lequel sont greffés des motifs répétés 

fucosylés, Fuc1-4(Fuc1-3)GlcNac1-2 (Levery et al., 1992). Cette structure est reconnue par 

un anticorps monoclonal (128C3/3), originellement préparé contre le glycocalyx cercarien, 

qui se lie à la surface des stades larvaires et non à la surface des adultes (Kôster et Strand, 

1994). 

Il est à noter que contrairement aux glycoprotéines animales en général, on n'observe 

pas la présence d'acide sialique ni de glycoprotéines sulfatées chez Schistosoma mansoni 

(Nyame et al., 1987, 1988). 

3- Glycosyltransférases parasitaires 

Les nombreuses structures oligosaccharidiques rencontrées chez les schistosomes 

impliquent l'existence chez ces parasites d'un grand nombre de glycosyltransférases. Des 
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homogénats de S.mansoni présentent les activités galactosyltransférase (GalT), 

glucosyltransférase (GieT) et mannosyltransférase (ManT) sur les lipides de schistosomes 

(Rumjanek et Smithers, 1978 ; Rumjanek et al., 1979). Simpson et al. (1981) ont décrit des 

activités GalT et ManT associées au tégument de vers adultes. 

Les vers adultes de Schistosoma mansoni contiennent une j31-4GalT qui transfère le Gal 

depuis un donneur UDP-Gal vers un accepteur GleNac pour former le disaccharide Galj31-

4GlcNac, N-acétyllactosamine (lacNac) (Rivera-Marrero et Cummings, 1990). Cette activité 

est similaire à celle rencontrée chez les mammifères ; toutefois la j31-4GalT de schistosome 

n'est pas altérée par l'a-lactalbumine. Chez les mammifères la j31-4GalT interagit avec l'a

lactalbumine pour former le complexe lactose-synthase, enzyme qui transfère le Gal sur un 

résidu Glc pour former le lactose. Comme il a été dit précédemment, les schistosomes 

présentent des motifs diacétyllactosediamine (lacdiNac). Srivastan et al. (1994) ont décrit une 

nouvelle enzyme, j31-4N-acétylgalactosaminyltransférase (j31-4GalNacT), qui transfère le 

GalNac depuis l'UDP-GàlNac vers le GleNac sur des glycopeptides bi-antennés priur former 

le lacdiNac. Une enzyme similaire a été isolée à partir de cercaires de T.ocellata (Neeleman et 

al., 1994). 

De nombreux glycoconjugués de Schistosoma mansoni contiennent des structures 

fucosylées avec des liaisons variées. C'est le cas des glycolipides d'oeufs (Levery et al., 1992), 

des 0-glycanes du CCA (Van Dam et al., 1994), des N-glycanes complexes (Srivastan et al. 

1992) et de 0-glycanes de la cercaire (Khoo et al., 1995). Parmi ces oligosaccharides se 

trouvent les motifs Lex et polyLex, présentant la liaison Fuca1-3GlcNac. Ces différentes 

structures impliquent la présence de différentes fucosyltransférases (FucT), dont plusieurs 

capables de synthétiser la même liaison. 

Chez T.ocellata une activité a1-3FucT et une nouvelle activité a1-2FucT ont été 

observées chez la cercaire où ces activité enzymatiques sont responsables de la biosynthèse de 

structures polyLex et Fuca1-2Fuca1-3(Galj31-4)GlcNac (Hokke et al., 1998). De tels motifs 

ont également été décrit dans des 0-glycanes de cercaires de S.mansoni (Khoo et al., 1995). 

Les vers adultes de S.mansoni possèdent une a1-3FucT qui transfère le Fuc du GDP

Fuc vers le GleNac sur le disaccharide Galj31-4GlcNac pour donner le Lex, et vers le 

tétrasaccharide Galj31-4GlcNacj31-3Galj31-4Glc pour donner le lacto-N-fucopentaose III (Ko 

et al., 1990) antigène présent en surface des vers adultes (DeBose-Boyd et al., 1996). Chez 

l'homme, les glycoconjugués-Lex sont synthéthisés par une famille de FucT dont les membres 
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se distinguent par leur spécificité de substrat accepteur. La a1-3FucT de S.mansoni présente 

une activité enzymatique semblable à celle de la FucT humaine de type IV, connue pour 

utiliser préférentiellement des accepteurs non sialylés, et moins efficacement des accepteurs 

sialylés. Récemment, Marques et al (1998) ont caractérisé une FucT de S.mansoni dont la 

séquence est similaire de celle de la FucT humaine de type VII responsable de la synthèse de 

structures sLex (Sasaki et al, 1994). Tout comme la FucT humaine, l'enzyme de S.mansoni est 

capable d'utiliser des accepteurs sialylés pour synthéthiser le déterminant sLex. 

4- Les sucres dans la relation avec l'hôte intermédiaire 

Les sucres présents en surface des différents stades intramollusques sont bien 

évidemment autant de cibles potentielles pour des lectines de l'hôte. Comme il a été dit 

précédemment, il apparaît un changement de déterminants saccharidiques de surface lors de la 

perte des plaques ciliées du miracidium se transformant en sporocyste. Ces plaques ciliées 

recouvrent la majeure partie du miracidium et sont éliminées par les hémocytes après leur 

détachement, ce qui peut expliquer que le miracidium soit la cible des lectines/agglutinines de 

l'hôte (Stein et Basch, 1979; Daniel et al., 1992; Mansour, 1995). Johnston et Yoshino 

(1996) ont démontré que l'interaction entre les molécules plasmatiques de B.glabrata et les 

glycoprotéines de surface des sporocystes est en partie tributaire des sucres. 

Une famille d'isolectines de B.alexandrina (BaS) est spécifique du trisaccharide 

fucosyllactose, (Fuca1-2)Galj31-4Glc, présent dans des glycoprotéines du miracidium de 

S.mansoni (Mansour et al., 1995) (cf III-B-3-b). L'utilisation de la lectine BaSil a permis 

d'identifier deux glycoprotéines, de 37 kDa et 40 kDa, portant le déterminant fucosyllactose 

chez la cercaire de S.mansoni. Il s'agit d'une même protéine de 33 kDa, différentiellement 

glycosylée, avec un ou deux déterminants portés par des N-glycanes de type complexe, bi

antennés voire tri- ou tétra-antennés (Negm, 1996). Une molécule identique, Sm37 a été 

identifié chez le ver mâle adulte (Mansour, 1996). L'implication de ces lectines de 

B.alexandrina et du déterminant fucosyllactose de S.mansoni dans l'interaction hôte-parasite 

n'a pas été déterminée. 

On ne peut exclure que les structures saccharidiques détectées en surface des trématodes 

ne puissent être des glycomolécules de mollusque adsorbées en surface des larves 
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intramollusques. Chez T.szidati, la cercaire émergeant du mollusque, qui a donc été en contact 

avec l'hémolymphe de l'hôte, fixe à sa surface plus de lectines qu'une cercaire mature 

provenant directement d'un sporocyste-mère. Cela laisse envisager que des sucres de 

l'hémolymphe se soient liés au tégument cercarien (Honik, 1995). Ce phénomène 

d'acquisition de molécules d'hôtes a déjà été évoqué au chapître concernant le mimétisme 

moléculaire du parasite en matière de stratégie d'évasion (cf II-C-5-b). Dans ce cadre il a été 

démontré que les larves de S.mansoni et B.glabrata partagent des épitopes glycanniques 

(Yoshino et al., 1977 ; Dissous et al, 1986 ; Zelck et Becker, 1990).Un exemple est le 

glycocalyx cercarien de S.mansoni qui présente des déterminants communs avec les tissus et 

l'hémolymphe de B.glabrata (Vieira et Kusel, 1991). 

Si l'hypothèse du mimétisme moléculaire peut être basée sur l'acquisition de molécules 

d'hôte, elle peut également résulter de la synthèse de déterminants communs à ceux de l'hôte 

par le parasite. Mulder et al. (1995) ont purifié une f31-4GalNacT à partir de la glande 

albumen de L.stagnalis, hôte intermédiaire de T.ocellata. Cet enzyme est impliqué dans la 

synthèse de glycoconjugués portant l'oligosaccharide lacdiNac, présent chez le parasite et 

dans l'hémocyanine du mollusque. L'enzyme de L.stagnalis se distingue des autres f31-

4GalNacT connues, par la nature de ces accepteurs. En ce sens, l'enzyme de L.stagnalis est 

semblable à la f31-4GalNacT de T.ocellata. Cette constatation renforce l'hypothèse que le 

parasite T.ocellata synthétise des structures oligosaccharidiques qui contribuent au mimétisme 

moléculaire lui permettant d'échapper à la réponse de L.stagnalis (Neeleman et al., 1994). Les 

résultats en matière d'accepteurs et de produits synthétysés par les f31-4GalNacT de 

L.stagnalis et T.ocellata suggèrent que les deux enzymes soient très apparentées et pourraient 

dériver d'un gène ancestral commun (Neeleman, 1996). 

5- Importance du Lewis x chez les schistosomes 

Parmi les oligosaccharides étudiés chez le schistosome, le trisaccharide Lex, Galf31-

4(Fuca1-3)GlcNac, a été plusieurs fois évoqué. L'antigène Lex est originellement connu sous 

diverses nomenclatures, SSEA-1, CD15 ou haptène X. Il a tout d'abord été identifié comme 

antigène de différenciation de l'embryon de souris (SSEA-1, Stage-Specifie Embryonic 

Antigen-1 ). Cet antigène est présent chez un grand nombre de glycolipides et glycoprotéines 

de cellules humaines : monocytes, neutrophiles, granulocytes, cellules du tractus urogénital..., 

ainsi que sous forme d'oligosaccharide libre dans le lait et l'urine. (Figure 13) 
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Chez Schistosoma mansoni, de nombreux travaux ont démontré la présence du Lex (Ko 

et al., 1990; Srivastan et al., 1992; Van Dam et al., 1996). Des structures Lex et/ou polyLex 

sont présentes au niveau du CCA, des N-glycanes, du glycocalyx cercarien. Koster et Strand 

(1994) ont utilisé un anticorps monoclonal anti-Lex (504B1) pour localiser l'expression de cet 

épitope. L'anticorps monoclonal 504B 1 ne reconnaît pas la surface de la cercaire mais du 

matériel sécrété à proximité de la glande acétabulaire et au niveau de la ventouse ventrale. Le 

Lex apparaît en surface après la transformation en schistosomule et s'observe au niveau de la 

surface des vers adultes des deux sexes ainsi que sur l'épithélium intestinal des vers. 

Nyame et al. (1998) ont démontré la présence de l'antigène Lex dans des protéines de 

hauts poids moléculaires chez deux autres schistosomes, S.haematobium et S.japonicum; par 

contre il n'est pas exprimé chez d'autre helminthes, que ce soit le trématode parasite Fascia/a 

hepatica, les nématodes parasites Dirofilaria immitis et Haemonchus contortus ou le 

nématode libre Caenorhabditis elegans. Cependant tous ces helminthes possédent les 

structures Fuca1-3GlcNac et lacdiNac ; par conséquent l'antigène Lex semble être 

caractéristique des schistosomes. 

De nombreuses études ont trait au Lex, dans l'interaction hôte-schistosome, du fait de la 

présence de cet antigène chez le parasite et de l'induction d'auto-anticorps chez les animaux et 

les patients infectés par S.mansoni (Nyame et al., 1996), S.haematobium et par S.japonicum 

(Nyame et al., 1998). C'est donc essentiellement la fonction du Lex chez l'hôte vertébré qui a 

été documentée. Il semblerait que les anticorps anti-Lex soient impliqués dans l'altération de 

la réponse immune de l'hôte, en induisant la cytolyse complément-dépendante de leucocytes 

humains in vitro (Nyame et al., 1996), en altérant les propriétés de phagocytose des 

neutrophiles (Skubitz et al., 1985), en affectant les fonctions du complément au niveau du 

C3bi (Hickstein et a/.,1986). L'antigène Lex ou tout au moins les glycoconjugués portant ce 

motif seraient directement impliqués dans la modulation du système immunitaire de l'hôte 

vertébré. En effet les glycanes-Lex seraient capables d'induire le changement de réponse 

immune observé dans la schistosomiase chronique (Velupillai et Ham, 1994), c'est à dire le 

passage d'une réponse à dominante cellulaire (type Th1) à une réponse à dominante humorale 

(type Th2) qui serait responsable de l'échec de la réponse immune de l'hôte observée dans ces 

infections (James et Sher, 1990). Ces glycanes-Lex sont capables d'induire la synthèse d'ILlO 
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par les cellules B d'animaux infectés (Velupillai et Ham, 1994), l'ILlO exerçant alors une 

régulation négative sur la réponse Thl (Sher et al., 1991). Il est envisagé que d'autres 

glycanes contenant des motifs fucosylés (glycolipides d'oeuf, glycocalyx cercarien) soient 

également impliqués dans les phénomènes de modulation de la réponse de l'hôte (Cummings 

et Nyame, 1996). 

Il existe une famille de molécule (d'adhérence) découverte chez les mammifères, les 

sélectines, qui comprennent parmi leurs ligands des lactosaminoglycanes fucosylés, sialylés 

voire sulfatés dont font partis les déterminants sLex et Lex (cf 111-A-1-a). Les sélectines sont 

présentes chez les leucocytes, les plaquettes et les cellules endothéliales. Ces sélectines 

appartiennent également aux lectines de type-C, leur domaine lectine est profondément 

impliqué dans l'interaction avec le ligand. L'existence de ces molécules laisse envisager une 

éventuelle interaction des glycoconjugués-Lex du schistosome et des sélectines de l'hôte dans 

des mécanismes d'adhérence cellulaire entre le parasite et l'hôte. Des motifs lacdiNac 

fucosylés, semblables à la structure rencontrée chez le schistosome, sont capables d'interagir 

avec la E-sélectine et de bloquer la réponse induite par cette molécule d'adhérence (Grinnel et 

al., 1994). Une telle interaction pourrait intervenir lors des phénomènes de migration des 

parasites au sein du système circulatoire de l'hôte, bien qu'à ce jour aucun élément probant 

n'ait été apporté en faveur d'une telle hypothèse. 

Par contre les travaux de Trottein et al. ( 1997) dans notre laboratoire ont démontré 

l'implication in vitro des molécules sélectines et Lex dans l'ADCC de macrophages envers les 

schistosomules de Schistosoma mansoni. L'utilisation d'anticorps monoclonaux bloquant 

dirigés contre les sélectines et les motifs sLex du macrophage inhibent la cytotoxicité des 

cellules contre les larves. De la même façon ce phénomène d'ADCC est bloqué par un 

anticorps monoclonal anti-Lex dirigé contre les schistosomules. Par contre un anti-sLex n'a 

pas d'effet significatif, ce qui est en accord avec l'observation de l'absence d'acide sialique 

chez les schistosomes (Nyame et al., 1988). Dans ces expériences des résultats identiques sont 

obtenus avec des anticorps anti-sélectine utilisés contre le schistosomule, suggérant 

l'existence d'une molécule sélectine-like en surface du parasite. Les auteurs évoquent la 

participation d'un double système lectine-sucre dans l'interaction entre macrophages et 

parasites. Ces résultats sont confirmés également par l'utilisation de sucres libres dans les 

expériences d'inhibition de la cytotoxicité (Trottein et al., 1997). Des résultats similaires ont 

également été obtenus au laboratoire dans le modèle de cytotoxicité des éosinophiles vis-à-vis 
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des schistosomules (Nutten et al, sous presse). Il est envisageable que l'existence de motifs 

Lex chez le schistosome, en particulier dans des molécules libérées par le parasite, puisse 

avoir un effet négatif in vivo sur la réponse de l'hôte, via l'inhibition de mécanismes d'ADCC. 
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L'intervention du motif Lex dans la modulation de la réponse tmmune de l'hôte, 

l'existence de molécule d'adhérence du type lectine capable de reconnaître ce trisaccharide, sa 

présence qui semble restreinte aux schistosomes, tous ces arguments confèrent au déterminant 

Lex une importance capitale dans la relation hôte-parasite, et nous conduisent à envisager son 

existence et son rôle aux stades intra-mollusque de S.mansoni. Conséquence directe de cette 

hypothèse, il convient de rechercher l'existence d'une molécule réceptrice pour le Lex chez 

B.glabrata, molécule du type lectine et apparentée aux sélectines. 

La présence d'un système récepteur-ligand analogue au système sélectine-Lex est à 

envisager dans le cadre des relations cellules effectrices (hémocytes, Bge)-sporocystes. A ce 

propos, le modèle de coculture cellules Bge-sporocystes est particulièrement adapté pour 

l'étude de phénomènes de reconnaissance et/ou adhérence. La démonstration d'un tel système 

récepteur ligand dans la relation B.glabrata-S.mansoni apporterait un éclairage nouveau sur 

les mécanismes de spécificité et de compatibilité de la relation hôte-parasite. 
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RESULTATS 



1 RECHERCHE D'UN SYSTEME "SELECTINE-LEWIS X" DANS LA 

RELATION HEMOCYTES-SPOROCYSTES. 

1- Immunomarguage anti-Lex sur les larves de S.mansoni. 

La présence attestée du déterminant Lex à différents stades parasitaires de Schistosoma 

mansoni (ver adulte, schistosomule, oeuf), nous a conduit à rechercher ce trisaccharide au 

niveau des stades intramollusque. Cette investigation a été effectuée à l'aide d'un anticorps 

monoclonal anti-CD15 (Lex) sur des miracidiums et sporocystes (24h) fixés au 

paraformaldéhyde (PAF). L'observation en immunofluorescence révèle la présence de 

l'épi tope CD 15 en surface des sporocystes, de façon diffuse et uniforme. Par contre au niveau 

du miracidium, l'immunoréactivité n'est apparente qu'au niveau des sillons épidermiques entre 

les plaques ciliées, là où apparaîtra le futur tégument du sporocyste (Figure 14). Ces 

observations indiquent donc que le déterminant Lex semble être un composant des 

glycoconjugués de surface du stade sporocyste de S.mansoni. 

2- Immunomarguage anti-sélectine sur les hémocytes de B.glabrata. 

La confirmation de la présence du trisaccharide Lex au stade intra-mollusque et 

l'implication de cette molécule dans des phénomènes de reconnaissance et d'immunité dans la 

relation hôte définitif-parasite (cf. Généralités III C-5), soulignent l'intérêt de la recherche 

d'une molécule réceptrice pour le Lex chez B.glabrata. Nous nous sommes tournés vers les 

récepteurs connus pour les motifs apparentés au Lex, chez les mammifères, les sélectines. 

Nous avons tout d'abord recherché ce type de molécules en surface des hémocytes du 

mollusque. Nous avons utilisé différents anticorps monoclonaux dirigés contre les trois types 

de sélectines connus (anti-E, anti-L, anti-P). Seul l'anticorps de spécificité anti-E/P révèle une 

immunoréactivité de surface sur les hémocytes fixés au PAF (Figure 15). Cette observation 

permet d'envisager l'existence d'une molécule "sélectin-like" chez B.glabrata. 

Dans ces-expériences, l'immunoréactivité des anticorps anti-sélectine a été testée vis-à

VIS des miracidiums et des sporocystes, de même que l'anti-CD15 a été utilisé sur les 

hémocytes. Dans les deux cas aucun immunomarquage n'a été observé. 
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papille apicale 

Figure 14 : Marquage de surface d'un sporocyste (24h) de 

S.mansoni par un anticorps monoclonal anti-CD15. (x400) 

Figure 15 : Marquage de surface d'hémocytes de 

B.glabrata par un anticorps monoclonal anti-E/P-sélectinè. 

(x lOOO) 



3- Effet du fucoïdan sur les cellules Bge 

L'existence éventuelle d'une molécule apparentée aux sélectines chez B.glabrata, sous

entend son rôle probable dans les phénomènes d'adhérence cellulaire. Pour vérifier notre 

hypothèse, nous avons utilisé un composé connu pour inhiber spécifiquement les fonctions 

d'adhérence des sélectines, le fucoïdan, polysaccharide sulfaté riche en fucose (Nasu et al, 

1997). Nous avons mis en évidence que les cellules Bge en culture, en présence de fucoïdan, 

perdent leur adhérence au support, deviennent rondes et s'aggrègent (Figure 16A). Des 

expériences similaires ont été réalisées dans des cocultures de sporocystes de S. manso ni et de 

cellules Bge. Le même phénomène est observé, de plus l'adhérence des cellules aux parasites 

est également bloquée (Figure 17). 

Dans ces expériences, nous avons utilisé comme contrôle un autre polysaccharide, le 

mannane. Ce polymère de mannose s'avère ne pas avoir d'effet, du point de vue 

morphologique sur les cellules Bge, en simple culture ou en coculture avec des sporocystes. 

Nous avons mesuré l'incorporation de méthionine 35S sur des cellules Bge mises en 

culture en milieu dépourvu de méthionine (Minimal Salt Medium, MSM), soumise ou non à 

la présence de fucoïdan. La figure 16B montre que l'adjonction de fucoïdan sur les cellules 

Bge en culture a pour effet d'augmenter la synthèse protéique, de façon dose-dépendante, et 

témoigne d'une modification de l'activation des cellules. En présence de mannane, on ne 

constate pas de modification notable de la synthèse protéique. 

L'action spécifique du fucoïdan sur les cellules Bge, et qui plus est son effet au niveau 

des cocultures cellules-parasites, renforce l'hypothèse de l'existence et de l'intervention d'un 

système sélectine-ligand dans l'interaction cellules Bge-schistosome. 

L'arrondissement et l'agrégation des cellules, couplées à une synthèse protéique accrue, 

témoignent d'un état d'activation des cellules. L'agrégation est un phénomène également 

observé chez les cellules Bge en présence de sporocystes, où dans les premiers jours de 

coculture les cellules forment d'important amas au contact des parasites. Sous l'effet du 

fucoïdan, les cellules se détachent du parasite pour former des conglomérats entre elles. Tout 

se passe comme si ce polysaccharide parvenait à mimer une structure présente sur le tégument 

du parasite et/ou émise par les larves de schistosome. 
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Figure 16A: Effet du fucoïdan sur la morphologie des 

cellules Bge en culture. 

A : Contrôle. B : Fucoïdan 1 mg. C : Fucoïdan 2mg. D : Mannane 2 mg. 

4E+05 

Fucoidan 

0 Mannane 

2E+05 

0 0,5 1 2 5 mg/ml 

Figure 16B : Effet du fucoïdan et du mannane sur la 

synthèse protéique des cellules Bge. 



c 

Figure 17: Effet du fucoïdan sur l'adhérence des cellules Bge aux 

sporocystes de S.mansoni, ( cocultures de 48h). 

A : Contrôle. B : Fucoïdan 1 mg. C : Fucoïdan 2mg. D : Mannane 2mg. 



ll CLONAGE ET CARACTERISATION D'UNE MOLECULE 

APPARENTEE AUX SELECTINES CHEZ B.glabrata. 

1- Recherche d'un domaine lectine homologue aux sélectines. 

La recherche d'une séquence apparentée aux sélectines dans le génome de B.glabrata a 

été effectuée par amplification de l'ADN génomique à partir d'oligonucléotides dégénérés 

établis selon les séquences du domaine lectine des sélectines humaines. 

Les positions des amorces au sein de la séquence des sélectines sont indiquées sur la 

figure 18. Plusieurs raisons justifient le choix des amorces uniquement dans le domaine 

lectine des sélectines: 

-l'importance des lectines chez les mollusques dans les phénomènes de reconnaissance, 

et a fortiori dans l'adhérence à des corps étrangers ; 

-la fonction directe du domaine lectine dans la fixation à la partie glucidique du ligand; 

-le risque, en déterminant les amorces dans une autre région (le domaine EGF-like par 

exemple), d'amplifier une ou plusieurs molécules non apparentée à la lectine recherchée. 

! · SELECTIN 
P·SELECTIN 
L· SELECTIN 

Consensus 

B· SBLBCTIN 
P·SBLBCTIN 
L· SBLBCTIN 

Consensus 

E· SBLBCTIN 
P· SI!LBCTIN 
L·SBLBCTIN 

Consensus 

Figure 18 : CRD des sélectines humaines. 

La position des amorces dégénérées est indiquée par les flèches. 

50 
50 
50 

50 

lOO 
lOO 
100 

lOO 

150 
150 
150 

150 

Différentes combinaisons d'oligonucléotides ont été utilisées permettant d'obtenir 

plusieurs produits d'amplification de tailles diverses, à partir d'ADN génomique de 

mollusques entiers. Les produits d'amplification ont été sous-clonés en vecteurs pCR ™rr et 

séquencés ; un seul produit d'amplification s'est avéré présenter un cadre ouvert de lecture 

81 



affichant des homologies avec le domaine lectine des sélectines ; il s'agit d'une séquence 

obtenue avec les amorces "Sell" et "Sel3". 

2- Clonage de la séquence BgSel à partir d'ARN de mollusque 

a- RT-PCR 

Afin de vérifier que la séquence obtenue correspond à un gène effectivement transcrit, 

cette séquence a été recherchée au niveau de l'ADNe de B.glabrata. Une réaction de 

transcription inverse a été réalisée à partir d'ARN polyA+ de mollusque. Deux 

oligonucléotides, PAS 1 et P AS2 (Figure 19), ont été désignés aux extrémités de la séquence 

amplifiée par "Sell" et "Sel3", et ont permis de procéder à une amplification par PCR à partir 

de l'ADNe d'un produit unique de 322pb (Figure 23) dont la séquence est identique à celle 

amplifiée précédemment à partir d'ADN génomique. Ce résultat nous a conduit à rechercher 

le transcrit entier dans la banque d'ADNe de B.glabrata. 

PAS5 
98----. 

...,____121 

PAS3 

PASl 
530 ... 

BgSel 

PAS6 
649 ... 

[::::::::::::::::~::::::::::::::::::::::*~#.#.~{4.:~~~~:::::::::::::~:::::::::::::::::}:::}}::::::::::111 072 pb 

..--648 ...,____854 ..___.190~41 

PAS4 PAS2 PAS7 PAS8 

Figure 19: Position et sens des amorces pour PCR dans la séquence BgSel. 

b- Criblage d'une banque d'ADNe de B.glabrata. 

Le produit d'amplification obtenu à partir de l'ADNe a servi de sonde pour cribler une 

banque ÀZAPII d'ADNe de B.glabrata. Après trois criblages successifs d'environ 5.106 

clones, douze clones ont été sélectionnés et analysés. Trois clones indépendants contenaient 

des inserts de longueur légèrement variable présentant une séquence commune renfermant la 

séquence de la sonde. L'insert le plus long (clone 12) présente une séquence de 1053 pb avec 

un cadre de lecture ouvert codant pour une séquence de 329 amino-acides, nommée BgSel 

(Figure 26). 
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3- Analyse du domaine lectine recombinant 

Il a paru intéressant, à cette étape du travail, de rechercher l'existence d'une 

immunoréactivité croisée entre BgSel et les sélectines. Une protéine recombinante 

(rBgSeVCRD) a été produite chez E.coli (seul le domaine homologue aux sélectines a été 

sous-cloné et produit, cf V-1). Un immunoblotting de rBgSel a été réalisé, l'immunodétection 

a été faite à l'aide d'anticorps monoclonaux anti-E- et anti-P-sélectine ainsi que par un sérum 

polyclonal anti-P-sélectine. La figure 20 présente la reconnaissance de rBgSel par l'anticorps 

monoclonal anti-E-sélectine et par le sérum polyclonal anti-P-sélectine. 
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1 2 3 4 

RlBgSel + 

Figure 20: Analyse de RlBgSel (BgSei/CRD recombinante) par Western 

blot, avec des anticorps anti-sélectine. 

1 : Sérum anti-P-sélectine. 2 : sérum sain. 

3 : Anti ELAM-1 (Anti-E-sélectine). 3 :contrôle. 



lll ETUDE DE LA PROTEINE BGSEL CHEZ LES CELLULES BGE 

1- Analyse du génome des cellules Bge 

La recherche du gène BgSel dans le génome de la lignée cellulaire de B.glabrata a été 

effectuée par Southem blotting. De l'ADN génomique de cellules Bge a été digéré par les 

enzymes de restriction EcoRI, BamHI et Xhol ; l'insert complet issu du clone 12 a été utilisé 

comme sonde. 

Le résultat indique la présence de la séquence BgSel au niveau du génome des cellules 

Bge. On observe deux bandes dans la piste EcoRI, comme attendu du fait de la présence d'un 

site EcoRI dans la séquence de BgSel (Figure 21). 

Pour confirmer ce résultat, une série d'amplification par PCR a été réalisée sur ADN 

génomique de cellules Bge, à l'aide de quatre couples d'amorces qui se chevauchent et 

couvrent la séquence BgSeljusqu'à l'extrémité de son domaine lectine supposé (PAS1/PAS2; 

P AS5/P AS4 ; PAS5/P AS2 ; PAS6/P AS7). 

Pour chaque couple d'oligonucléotides, un produit unique a pu être obtenu (Figure 22). 

Chaque produit d'amplification est de la taille attendue dans cette partie connue du gène 

BgSel, indiquant l'absence d'intron, où toutefois d'intron de taille visible. 

2- Analyse de l' ARN des cellules Bge 

Afin de vérifier si le gène BgSel est effectivement exprimé chez les cellules Bge, il a été 

procédé à une réaction de transcription inverse à partir d'ARN total de cellules, suivie d'une 

amplification par les amorces "PAS 1" et "P AS2 ". Nous avons obtenu un produit unique, à la 

taille attendue (322pb ), présumant l'existence d'un transcrit BgSel dans la lignée cellulaire de 

B.glabrata.(Figure 23) 

Une analyse par Northern blot de l'ARN total et polyA+ de cellules Bge, utilisant la 

séquence BgSel comme sonde a été ensuite réalisée (Figure 24). Le Northem blot a permis de 

confirmer la présence d'un messager codant pour BgSel dans la lignée cellulaire de 

B.glabrata. 
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5148-
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Figure 21 : Southern blot de l'ADN génomique de 

cellules Bge, avec la sonde BgSel. 

1 : EcoRI ; 2 : BamHI ; 3 : Xhol. 

1 2 3 4 
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Figure 22 : PCR sur ADN génomique de cellules Bge. 

1 : PAS1/PAS2; 2: PAS5/PAS4 

3 : PAS5/PAS2; 4: PAS6/PAS7 
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400 
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1 2 3 4 

Figure 23: RT-PCR avec lès amorces PASl et PAS2 

1- marqueur de taille (pb). 2- ADNe de cellules·Bge. 3- ADNe 
de B.glabrata. 4- contrôle négatif. 

1 2 
kb 
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7.5 - il*:' 
4,4 - ~4', >: 

ii-~" ··" .. 
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0,24-

Figure 24 : Détermination de la taille du 

messager codant pour BgSel par Northern 

blot. 

1 : ARN total. 2: ARN polyA+. 



En l'absence de région non codante en 5' de la séquence BgSel, il était important de 

vérifier si BgSel correspond à une séquence d'ADNe complète ou partielle. La taille calculée 

du messager visible sur le Northern blot était d'environ 1 kb, ce qui correspondait à la 

longueur de l'ADNe obtenu à partir de la banque À.ZAPII. Toutefois, on ne pouvait exclure 

que BgSel soit partiellement tronquée en son extrémité N terminale. 

Pour définir l'extrémité 5' de BgSel, nous avons choisi d'utiliser la technique de 5'

RACE (Rapid Amplification of eDNA End) ou amplification rapide de l'extrémité 5' de 

l'ADNe, en utilisant le kit "Marathon eDNA Amplification" (Clontech). Le système 

"Marathon" (figure 25) consiste à synthétiser de l'ADNe double brin à partir de l'ensemble de 

l'ARN total ou polyA+, puis à greffer un adaptateur aux deux extrémités des ADNe. On 

obtient ainsi une banque d'ADNe double brin à partir de laquelle peut être amplifié un ADNe 

spécifique. L'amplification est réalisée par PCR avec un oligonucléotide spécifique de la 

séquence d'intérêt et une amorce API située dans l'adaptateur. La spécificité de cette 

technique réside en l'absence de site API sur l'ADNe-adaptateur ; le site API est créé sur 

l'ADNe cible par extension de la séquence à partir de l'amorce interne spécifique au cours du 

premier cycle d'amplification. Au cours des cycles suivants, API et l'amorce interne vont 

pouvoir se fixer ensemble, permettant l'amplification exponentielle de la séquence d'intérêt. 

Le groupement amine à l'extrémité courte de l'adaptateur empêche l'extension en 3' de l'ADNe 

et donc la formation d'un site API sur l'ensemble des ADNe. L'obtention de produit non 

spécifique est limité puisque le site API ne peut être créé sur l'ensemble des ADNe, qui par 

ailleurs ne présentent pas de site pour l'amorce spécifique. De plus, la spécifité peut être 

augmentée par la possibilité de réaliser une "nested PCR" avec une autre amorce interne et 

l'amorce AP2 dont le site est situé dans l'adaptateur et chevauche AP 1. 
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s·-~ Adaptateur 

t·-• x=NH2 bloquant 
_....Amorces spécifiques 

N~ :J Amorce de 
!NNT30 synthèse de l'ADNe 

~ "Adaptor primer" 

Figure 25: Principe de l'amplification des extrémités d'ADNe. 

Cette technique a été appliquée sur de l'ADNe préparé à partir d'ARN polyA+ de 

cellules Bge. Dans un premier temps, une première série de PCR a été effectuée avec les 

couples d'amorces: AP1/PAS2, AP1/PAS3, PAS1/PAS2. 

Au vu des résultats obtenus, des "nested"PCR et des "semi-nested"PCR ont été réalisées 

à partir des produits d'amplification obtenus dans les réactions précédentes, ceci afin de 

vérifier la spécificité des produits d'amplification, avec les combinaisons d'amorces : 

AP1/PAS4, AP2/PAS2, AP2/PAS3, PAS4/PAS5. 

Suite à ces résultats, les différents produits PCR obtenus ont été sous-clonés et 

séquencés. Seul le produit d'amplification AP2/P AS3 présente une séquence N-terminale en 

amont de la séquence déjà connue, prolongeant de 19 pb la séquence de BgSel. Ce résultat 

permet également d'allonger la séquence protéique de BgSel de sept amino-acides comportant 

une méthionine en troisième position (Figure 26). 
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GAGAAAATGTCTAGTTTAGG GTTTTATAGCTGTCTGCTTTCTCGTCCAATGTTCTGATTGTTTATTAA 70 
E K M S S L G S F I A V C F L V Q C S D C L L 23 

GTGTCTCGTCTTCTCCATCAACTATAGACGTTGGTCTCACTAACTCACTGGATGTTCTATGTTCCTATAC 140 
S V S S S P S T I D V G L T N S L D V L C S Y T 47 

ACGCACTAAAGGACAGTCCCTTGAAGCCCTTGTCGCCCTGAGTATCTCTCGTTCAATGAACGCAACGGAC 210 
R T K G Q S L E A L V A L S I S R S M N A T D 70 

TTTCAAGAGTTGGCTCTGATCAATGTTTTCACAGGAAACATTGTGACTTTGTTTACCACTGAAGCTGTCA 280 
F Q E L A L I N V F T G N I V T L F T T E A V 93 

CAGGAACCGGTCGTGTAGACACCTATGGAGACTCATTTATAAATCTCCACTGGGACTACCCAACAATGTC 350 
T G T G R V D T Y G D S F I N L H W D Y P T M S 117 

TGCGGTTGGGACTTACCAGTGCACTGCTCACGGGTCAGATACCATTGGACACGACATTCTCATCAACAAC 420 
A V G T Y Q C T A H G S D T I G H D I L I N N 130 

CTTACCAGTGTGGACTACACTAAACCAGACCAGGATGTCCTACTGAATAAGATTCATGAAATGGACAACG 490 
L T S V D Y T K P D Q D V L L N K I H E M D N 153 

CATTGAAAGCTCTCCAGAACAAGATGGATGAGCTGAGAAACTACAGTGCGGTGGTAACCACACTGCTCAG 560 
A L K A L Q N K M D E L R N Y S A V V T T L L R 177 

AGAAAACGCACATTTGAAAGAGTGCTGCAATGCCAACTCCAGAAAAGTTGACGTCTTGTTACACAGTGTC 630 
E N A H L K E C C N A N S R K V D V L 1 H S V 200 

TTTGCACACGTAGTCAACAACAGCTATTTTCTATCCAAGGAGAACTCAAGTAACATCACTGAAGCAGCGG 700 
F A H V V N N S Y F L S K E N S S N I T E A A 223 

CTGTGTGTAACAGATATGACGGATATCTTGTGGAGATCACTTCAGCTGAACAATATCACGTGATCAGAGA 770 
A V C N R Y D G Y L V E I T S A E Q Y H V I R D 247 

TTTTTTACTCTTGAATTCCACGAACGCTTTGGGCATTTTCCTTGGAGCTAGAAAATACGGTAACACCTGG 840 
F L L L N S T N A L G I F L G A R K Y G N T W 270 

CGTTATAGCCACAGTTTCAGGAATGTCAGCTACTTCAACTGGGATTATGGTGAGCCCAATCCACTGACAA 910 
R Y S H S F R N V S Y F N W D Y G E P N P L T 293 

ATTATGACTGTATGTATTTACAATATAGGTCCAACTTAAAGATGTTCAGTTTCCCTTGCACATCTAGTTT 980 
N Y D C M Y L Q Y R S N L K M F S F P C T S S F 317 

CTATCAGTTTTATGCTTTGTGTGAATTTCCAATGTTTTCTTCAGATTCACTTAACGTTTAATTAAAAAAA 1050 
Y Q F Y A L C E F P M F S S D S L N V 336 

AAAAAACCTTAAAAAAAAAAAA 1 0 7 2 

Figure 26 : Séquence nucléotidique et protéique de BgSel. 

L'extrémité N terminale déterminée après amplification par la technique "Marathon" est encadrée. 

Le domaine lectine est indiqué en caractère gras. Le signal de polyadénylation est souligné. 



3- BgSel native 

L'expression de la protéine BgSel native chez les cellules Bge a tout d'abord été 

examinée par analyse en Western Blot des protéines totales des cellules, à l'aide du sérum 

anti-BgSel. L'immunomarquage révèle un profil complexe, avec de nombreuses bandes non 

spécifiques, qui rendent l'interprétation des résultats difficile. 

Les protéines membranaires ont été examinées de la même façon, après purification des 

membranes et traitement au déoxycholate de sodium (DOC). Trois bandes se distinguent à 95, 

60 et 38 kDa, dans la fraction membranaire non extractible par le DOC. Là encore, le profil 

obtenu reste toutefois complexe (Figure 27). 

Afin d'améliorer ces résultats, nous avons procédé à l'immunoprécipitation des protéines 

par le sérum anti-BgSel, après marquage métabolique à la méthionine 35S de cellules Bge. 

L'analyse par SDS-PAGE en conditions réductrices révèle la présence de deux bandes 

spécifiques de 95 et 81 kDa ; dans des conditions non réductrices, on retrouve les deux 

bandes, observables à 95 et 77 kDa (Figure 28). 

L'étude de l'expression de la protéine native a également été réalisée par 

immunocytochimie. Aucun marquage n'a pu être obtenu en surface des cellules Bge. 

Toutefois, après perméabilisation par le Triton.X100, on observe une localisation 

intracytoplasmique du marquage de BgSel (Figure 29). Le même résultat est obtenu avec les 

hémocytes de B.glabrata. Bien que d'après le Western blot, BgSel native puisse être associée 

aux membranes des cellules Bge, ce nouveau résultat indique que le CRD de BgSel n'est pas 

exprimé en surface de la cellules. La protéine BgSel pourrait également être associée à des 

membranes intracellulaires. Enfin il est possible que la protéine reste inaccessible aux 

anticorps à la surface de la cellule. La présence, au niveau de la séquence de BgSel, d'un 

peptide signal et d'un site de clivage (cf. IV-1), indique toutefois un passage par la membrane 

cytoplasmique, et serait en faveur d'une sécrétion de la protéine. Afin de vérifier cette 

possibilité, les produits d'excrétion/sécrétion (E/S) des cellules Bge ont été analysés en 

Western Blot. Les anticorps anti-BgSel révèlent la présence dans les produits issus de la 

culture des cellules d'une bande majeure unique à 75 kDa (Figure 30), pouvant correspondre 

à l'une des bandes observées après immunoprécipitation. 
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Les différences notables de taille entre les protéines détectées par Western Blot et la 

séquence protéique de BgSel suggèrent l'intervention de modifications post-traductionnelles. 

Les produits E/S des cellules Bge ont été soumis à une déglycosylation par une N

glycosidase, afin de pouvoir estimer l'importance de la glycosylation dans la masse 

moléculaire de BgSel native. Le résultat de la figure 30 indique qu'après déglycosylation, la 

masse moléculaire de la protéine reconnue par l'immunsérum est de 36 kDa, proche de celle 

calculée pour la séquence clonée BgSel (Figure 24) qui est de 38,8 kDa. Cette glycosylation 

importante pourrait s'expliquer par la présence de huit sites potentiels de N-glycosylation. 
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Figure 27: Western blot de membranes de cellules 

Bge traitées au DOC (fraction non extractible). 

1 : Sérum préimmun. 2 : Sérum anti-BgSel. 

Les bandes principales sont indiquées par les flèches. 
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Figure 28 : Immunoprécipitation des protéines 

totales de cellules Bge. 

1 : Sérum préimmun. 2 : Sérum anti-BgSel. 
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Figure 29 : Immunomarquage de cellules Bge et 

d'hémocytes de Biomphalaria glabrata (xlOOO). 

(cellules perméabilisées par le TritonX -1 00). 
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Figure 30: Western Blot des produits 

E/S de cellules Bge. 

Révélation par le sérum anti-BgSel. 

1 : produits E/S . 

2: produits E/S déglycosylés par la PNGase F. 



IV ANALYSE STRUCTURALE DE BGSEL 

1- Caractéristiques de la séquence primaire de BgSel 

Les résultats de Northern Blot indiquent la présence d'un messager de 1 kb codant pour 

BgSel et confirment ainsi l'extrémité 5' de la séquence BgSel (Figures 24 et 26). Cette 

séquence présente un cadre de lecture ouvert de 336 amino-acides codant pour une protéine 

de 38.8 kDa. Elle possède un codon d'initiation ATG en position 7, et un codon stop en 

position 1038. Un signal de polyadénylation, AATTAA, est situé des positions 1039 à 1044. 

Une analyse de la séquence selon Nielsen et al (1997) a permis de déterminer la 

présence d'un peptide signal du résidu 1 au résidu 21, et d'un site de clivage, SDC-LL, placé 

entre le résidu 21 et le résidu 22. 

La séquence BgSel révèle la présence de huit sites de N-glycosylation potentiels, aux 

positions 67, 140, 177, 216, 225,228, 262, 288. Quant à la 0-glycosylation, bien que l'on ne 

puisse déterminer a priori les sites concernés, la séquence possède 63 résidus Sérine et 

Thréonine. Néanmoins, nous avons interrogé une banque de données concernant les protéines 

0-glycosylées et permettant certaines prédictions sur la 0-glycosylation sur la base des 

informations connues sur la glycosylation de glycoprotéines de type mucine (Ramneek et al, 

1999). De la soumission de BgSel sur cette banque, il ressort que seuls quatre résidus (Ser30, 

Thr31, Thr90 et Ser117) seraient potentiellement 0-glycosylés. Quoiqu'il en soit, les résultats 

de déglycosylation par la N-glycosidase F sont en faveur d'une N-glycosylation préférentielle. 

2- Comparaison avec les sélectines 

La séquence BgSel a été comparée avec la. séquence des sélectines humaines. Seule la 

partie C-terminale de la protéine peut être alignée avec les sélectines. Elle présente un 

domaine de 119 amino-acides, similaire au domaine lectine des sélectines (Figure 31). 

L'identité de ce domaine avec les sélectines humaines est de 29,1% pour la E-sélectine, 28,3% 

pour la L-sélectine et 26,8% pour la P-sélectine. Ces homologies de séquence peuvent 

expliquer l'immunoréactivité des anticorps anti-E/P sélectine sur les hémocytes (cfl-2). 
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Toutefois la comparaison de BgSel avec les sélectines montre des différences majeures 

en terme de structure et d'organisation de la molécule. En effet, on ne retrouve pas chez 

BgSel, en dehors du domaine lectine, les autres domaines caractéristiques des sélectines, à 

savoir le domaine EGF-like et les domaines rencontrés chez les protéines fixatrices du 

complément. L'examen des gènes de lectines de mammifères indique que dans la plupart des 

cas, des introns délimitent chaque région de reconnaissance du ligand glucidique 

(Carbohydrate Recognition Domain, CRD); ainsi le CRD des sélectines est codé par un seul 

exon (Drickamer, 1993). La même observation a pu être faite en ce qui concerne les autres 

domaines de la molécule. La corrélation entre la présence des introns et les limites d'un 

domaine suggère que les gènes de sélectines soient apparus au cours de l'évolution par 

combinaison d'exons ("exon shuffling"). Par conséquent l'absence des différents domaines 

caractéristiques des sélectines chez BgSel pourrait expliquer qu'une parenté entre BgSel de 

B.glabrata et les sélectines de mammifères, puisse être limitée au domaine CRD. Le domaine 

lectine de BgSel pourrait être considéré comme un motif ancestral, partie intégrante de 

l'évolution des sélectines. 

Autre différence majeure, le domaine lectine est situé en position N-terminale des 

sélectines et en position C-terminale chez BgSel. Ces observations sont en accord avec les 

informations connues sur l'ensemble des lectines animales qui indiquent que le CRD est 

présent en différentes localisations et associé à d'autres domaines de nature variée, selon la 

molécule considérée. Cette autre différence entre BgSel et sélectine n'exclut pas cependant un 

lien éventuel entre ces molécules. En effet, l'organisation des sélectines place le CRD 

entièrement dans la partie extracellulaire de la molécule ; en outre l'examen tri-dimensionnel 

des lectines animales indique que les extrémités NH2 et COOH du CRD sont très proches 

dans l'espace. Ainsi le CRD N-terminal d'une molécule transmembranaire de type 1 (comme 

c'est le cas chez les sélectines ), ou le CRD C-terminal d'une protéine de type Il, peuvent se 

présenter sous la même orientation à la surface de la cellule. Dans l'hypothèse où le domaine 

lectine de BgSel serait extracellulaire, sa position C-terrninale n'est donc pas incompatible 

avec une éventuelle similarité fonctionnelle avec le domaine lectine des sélectines. 
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Figure 31 : Alignement de BgSel avec le domaine lectine des sélectines humaines. 

Motif type-e- - ro - ------ -~ - - e -- - c ----- - e --e - o - E- --roe---
BgSEL 1 FLSKENSSNI TEAAAVCNRYDGYLVE I TSAEQYHVI RDFL 

Motiftype-C------------~eGe -o-o--~-ro --G-- -ro -ro --w---zP 

BgSEL 41 LLNSTNALGIFLGARKYGNTWRYSHSFRNVSYFNWDYGEP 
Site Calcium 1 1 2 

Motiftype-C--BB---Eo ce - ro -----G--WND - C--------ro - c 
BgSEL 81 NPLTNYDCMYLQYRSNLKMFSFPCTSSFYQFYALCE 
Site Calcium 2 1 2 1 2 2 

Figure 32 : CRD de BgSel et Consensus des lectines de type C. 

BgSel 
E-Sel. 
L-Sel. 
P-Sel. 

BgSel 

E-S el. 
L-Sel. 
P-Sel. 

Le motif "lectine de type C" est indiqué au-dessus de l'alignement. Les résidus 
strictement conservés sont indiqués en rouge (X). 
ro : résidus aromatiques ou aliphatiques. - ~ : résidus aromatiques. - 9. : résidus 
aliphatiques.- 0 : groupe carbonyl sur chaine latéral.- Z= E ou Q. - B= D ou N. 



3- Comparaison avec les lectines de type C 

La comparaison de trente CRD de type C (mammifères et oiseaux) établit la parfaite 

conservation de 14 résidus ainsi que la conservation du caractère de 18 autres résidus (cf 

Généralités III-A-l) (Drickamer, 1988). La structure tridimensionnelle du CRD de la 

"mannose-binding protein" de rat (MBP) démontre l'intervention des résidus conservés dans 

la conformation du domaine lectine (Weis et al, 1991 ). Ils agissent dans la formation des 

ponts disulfures, dans la liaison aux ions calcium via les résidus Asp, Asn, Glu et Gln, la 

formation de coudes par les résidus Pro et Gly, et l'établissement d'une poche hydrophobe 

grâce aux chaînes latérales aliphatiques et aromatiques. Le CRD des sélectines présente 

l'ensemble de ces résidus conservés. 

L'analyse de la séquence de BgSel démontre la conservation de 8 des 14 aminoacides 

identiques (plus 1 non identique mais de caractère conservé) et de 17 des 18 résidus de 

caractère conservé. Ces résultats indiquent que du point de vue de la structure primaire, BgSel 

semblerait appartenir aux lectines de type C, tout comme les sélectines (Figure 32). 

Les lectines de type C ont pu être classées en différents groupes selon le degré 

d'homologie entre leur(s) CRD respectif(s), ou selon la position relative du CRD dans 

l'architecture de la protéine (Drickamer, 1993). Rappelons que ces deux modes de distinction 

conduisent à la même classification de ces protéines, qui distingue actuellement sept 

catégories (cf Généralités III-A-l). BgSel présentant le motif caractéristique des lectines de 

type C, il paraissait intéressant de comparer le CRD de BgSel avec les CRD des sept 

catégories. Nous avons choisi un représentant de chaque catégorie et réalisé un alignement de 

l'ensemble des CRD selon la méthode CLUSTAL. L'alignement ainsi obtenu a ensuite été 

modifié selon le motif défini par Weis et al ( 1991) et Drickamer ( 1993) (Figure 33). 
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Aggrec. Asialo. PanSt. MBL ManRe. E-S el. BgSel Protéine 

(I) (II) (VII) (III) (VI) (IV) (groupe) 

29.0 20.6 25.2 25.2 36.6 27.5 13.7 NKG2 (V) 

39.7 35.1 28.2 33.6 28.2 16.0 Aggrec. (I) 

29.8 26.7 26.0 29.0 16.0 Asialo. (II) 

20.6 36.6 26.7 22.9 PanSt. (VII) 

22.9 33.6 23.7 MBL (III) 

29.0 23.7 ManRe. (VI) 

27.5 E-Sel. (IV) 

Figure 34 : Taux de similarité entre les différents CRD des sept 

groupes de lectines de type C et BgSel (0/o ). 

NKG2: protéine membranaire de cellules « Natural Killer »humaine (Houchins et al, 

1991) (groupe V); Aggrec. : aggrecane humaine (Doege et al, 1991) (groupe I) ; Asialo. : 

récepteur pour les asialoglycoprotéines, humain (Spiess et al, 1985) (groupe II); PanSt: 

Pancreatic Stone Protein ou lithostatine, humaine (DeCaro et al, 1987) (groupe VII); MBL: 

mannose binding lectin, murine (Sastry et al, 1991) (groupe III); ManRe: CRD-8 du 

récepteur au mannose de macrophage, humain (Taylor et al, 1990) (groupe VI); E-sel.: E

sélectine (Bevilacqua et al, 1989) (groupe IV). 

Pour le Mannose Receptor qui comporte huit CRD distincts, nous avons choisi un seul 

CRD, le plus homologue au CRD de BgSel. 
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Figure 33 : Alignement de BgSel avec les sept groupes de lectines de type C. 



On observe aisément la conservation des éléments caractéristiques du type C, au travers 

des différentes séquences de mammifères et de BgSel. Le tableau de la figure 34 présente le 

pouurcentage de similarité obtenue entre chaque CRD selon l'alignement de la figure 20. On 

remarquera que sur l'ensemble des groupes de type C, BgSel présente la plus haute similarité 

avec le CRD du groupe IV (sélectine), 27.5%, suivie de près par les groupes VI (Mannose 

Récepteur), 23.7%, et III (Mannose Binding Lectin), 23.7%. De tels taux de similarité restent 

faibles ; toutefois il convient de noter qu'indépendamment de BgSel, la comparaison des CRD 

des différentes catégories indique des taux de similarité compris entre 20.6% et 39.7%. Or il 

faut préciser que les CRD choisis içi sont tous d'origine humaine exceptée la MBL d'origine 

murirîe. De ce fait, la similarité de BgSel, provenant d'un gastéropode, avec les CRD de type 

C, devient nettement plus remarquable et peut être considérée comme significative. A 

l'opposé, la différence observée entre les taux de similarité n'est pas suffisamment importante 

pour conclure à une homologie de BgSel plus particulièrement avec les sélectines, plutôt 

qu'avec la MBL ou le récepteur au mannose pour ne citer que ces deux exemples. 

D'après les travaux de Graves et al. (1994) sur la structure tri-dimensionnelle de la E

sélectine et la comparaison avec la structure de la MBP (Weis et al, 1991), il semblerait que 

les sélectines soient les seules lectines de type-C à ne lier qu'un seul ion calcium, au lieu de 

deux. Cet ion calcium serait en coordination avec les chaînes latérales des résidus Glu80, 

Asn82, Glu88, Asnl05 et Asp106 ainsi qu'avec la chaine principale carbonyl de l'Asp106 et 

deux molécules d'eau (site Calcium 2 sur la figure 35). Ce site Calcium 2 est intact chez les 

sélectines ; par contre chez BgSel, on ne trouve que deux des résidus concernés (Glu82 et 

Asn84 de la figure 22). Cependant on peut envisager l'intervention du résidu Asp90 (Asp89 

des sélectines) dans la liaison au Calcium 2 ; de même qu'il est possible que des atomes 

d'oxygène de chaînes carbonées principales ou de molécules d'eau servent de ligands pour le 

calcium, en remplacement des amino-acides manquants. 

Comparativement aux autres lectines de type C, il manque chez les sélectines un ou 

deux résidus (selon le type de sélectine et son espèce d'origine) présentant une chaine 

carbonyl latérale nécessaire pour former le site de liaison pour un second ion calcium (des 

positions 55 et 59, site Calcium 1 sur la figure 33); les autres résidus impliqués dans la liaison 

au calcium sont toutefois présents (Asn83 et Asp89). Chez BgSel, on peut constater 

également l'absence des résidus impliqués dans le site de liaison Calcium 1, à l'exception du 

résidu Asp90. 
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Il convient de rester prudent quant aux conclusions sur la nécessité ou non des ions 

calciurns, toutefois certains résultats sembleraient indiquer que la fonction lectine de BgSel 

serait indépendante des ions calcium (cf VI-l). 

Les travaux de mutagénèse dirigée menés par Erbe et al (1992 ; 1993) sur les sélectines 

E et P ont conduit à la mise en évidence d'amino-acides impliqués dans la liaison au ligand 

saccharidique (sur la base des structures sLex et sLex sulfaté). Les auteurs soulignent en 

particulier l'importance des résidus Tyr48, Tyr94, Lys111 et Lys113, résidus conservés chez 

les sélectines (Figure 36). Il faut noter que les résidus Tyr48, Tyr94 et Lys 113 semblent 

intervenir dans la liaison à l'acide sialique lié en a2-3 sur le sLex. La Lysl13 est également 

impliquée dans la liaison de la P-sélectine aux sulfatides (Bajorath et al, 1994). De plus la 

Lys111 est nécessaire à la liaison de la P-sélectine à la forme liée en a2-6 de l'acide sialique 

sur le sLex (Erbe et al, 1993). La Lys111 pourrait aussi intervenir dans la reconnaissance de la 

forme sulfatée du sLex par la L-sélectine (Rosen et Bertozzi, 1994). 

On remarquera que des quatre résidus décrits ci-dessus, seule la Tyr94 est retrouvée 

chez BgSel. 

En plus des travaux de mutagénèse sur les sélectines, la structure de la région 

lectine/EGF de la E-sélectine humaine a été déterminée avec une résolution de 2,0 A (Graves 

et al, 1994). De ces études, il ressort que quatre résidus sont indispensables à la liaison au 

ligand spécifique, leur altération empêchant l'adhérence de la E-sélectine aux cellules 

neutrophiles : il s'agit des résidus Asn82, Tyr94, Arg97 et Lys113. Des travaux plus récents 

de mutagénèse dirigée de la P-sélectine ont toutefois exclu l'intervention de la Lys113 dans la 

liaison au sLex ou aux sulfatides (Revelle et al, 1996). 

Chez BgSel, les résidus Asn82, Tyr94 et Arg97 sont conservés. La conservation de 

résidus dont l'importance est capitale pour la fonction des sélectines, est un argument en 

faveur d'une homologie fonctionnelle entre BgSel et sélectines. Toutefois au vu de ces 

observations, il est raisonnable de penser que si une telle homologie existe, elle ne porte 

cependant pas sur une affinité pour des structures sialylés et lou sulfatés. 

D'après les travaux menés chez les mollusques, la présence de sucres sulfatés est 

attestée (Ferreira et al, 1993). Par contre, il y a peu d'information concernant l'existence 

d'acide sialique chez ces animaux. Une étude récente sur la nature des glycoconjugués de la 
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glande albumen du bivalve Mytilus galloprovincialis indique une absence totale d'acide 

sialique parmi les nombreux sucres identifiés (Robledo et al, 1997). 

De plus, dans le contexte de l'interaction hôte-parasite, il est intéressant de rappeler que 

l'acide sialique et les sucres sulfatés semblent absents chez les schistosomes (Nyame et al, 

1987; 1988). 
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BgSEL 1 
E-SEL 1 
L-SEL 1 
P-SEL 1 

SYFLSKENSSNITEAAAVC--NRY-DGYLVEITSAEQYHVIRDFLLLNS 
SYNTSTE-AMTYDEASAYCQQ-RYTH--LVAIQNKEEIEYLNSILS-YS 
TYHYS-EKPMNWQRARRFCRDN-YTD--LVAIQNKAEIEYLEKTLPF-S 
TYHYS-TKAYSWNISRKYCQ-NRYTD--LVAIQNKNEIDYLNKVLPYYS 

BgSEL 48 TNALGIFLGARKYGNTWRYSHSFRNVSYF--NW-DYGEPNPLTN-YDCM
E-SEL 46 PSY--YWIGIRKVNNVWVWVGTQKPLTEEAKNWAP-GEPNNRQKDEDCVE 
L-SEL 46 RSY--YWIGIRKIGGIWTWVGTNKSLTEEAENWGD-GEPNNKKNKEDCVE 
P-SEL 4 7 -SY--YWIGIRKNNKTWTWVGTKKALTNEAENWADN-EPNNKRNNEDCVE 
Site Calcium 1 1 2 21 2 1 

BgSEL 93 -YLQYRSNLKMFS-FPCTSSFYQFYALCE 
E-SEL 93 IYIKREKDVGMWNDERCSK---KKLALCY 
L-SEL 93 IYIKRNKDAGKWNDDACHK---LKAALCY 
P-SEL 93 IYIKSPSAPGKWNDEHCLK---KKHALCY 
Site Calcium 22 

Figure 35 : Site Ca2
+ potentiels dans les CRD de BgSel et des sélectines humaines. 

Les résidus impliqués dans la liaison aux ions calcium chez les lectines de type C sont 

indiqués en couleur ; les chiffres correspondent aux ions Ca2
+ 1 et 2. 

BgSEL 1 SYFLSKENSSNITEAAAVC--NRY-DGYLVEITSAEQYHVIRDFLLLNS 
E-SEL 1 SYNTSTE-AMTYDEASAYCQQ-RYTH--LVAIQNKEEIEYLNSILS-YS 
L-SEL 1 TYHYS-EKPMNWQRARRFCRDN-YTD--LVAIQNKAEIEYLEKTLPF-S 
P-SEL 1 TYHYS-TKAYSWNISRKYCQ-NRYTD--LVAIQNKNEIDYLNKVLPYYS 

BgSEL 48 TNALGIFLGARKYGNTWRYSHSFRNVSYF--NW-DYGEPNPLTN-YDCM-
E-SEL 46 PSY--YWIGIRKVNNVWVWVGTQKPLTEEAKNWAP-GEPNNRQKDEDCVE 
L-SEL 46 RSY--YWIGIRKIGGIWTWVGTNKSLTEEAENWGD-GEPNNKKNKEDCVE 
P-SEL 47 -SY--YWIGIRKNNKTWTWVGTKKALTNEAENWADN-EPNNKRNNEDCVE 

BgSEL 93 - YLQYRSNLKMFS-FPCTSSFYQFYALCE 
E-SEL 93 I YIKREKDVGMWNDERCSK---KKLALCY 
L-SEL 93 I YIKRNKDAGKWNDDACHK---LKAALCY 
P-SEL 93 I YIKSPSAPGKWNDEHCLK---KKHALCY 

Figure 36 : Résidus nécessaires à la liaison des ligands aux sélectines humaines. 

Ces résidus majeurs sont indiqués en rouge. 



4- Comparaison avec des lectines d'invertébrés. 

Nous avons démontré précédemment que BgSel est homologue au domaine lectine des 

sélectines, et de façon plus générale, que BgSel présente une séquence du type CRD de type 

C. Ces résultats soulèvent la question de la parenté de BgSel avec d'autres lectines 

d'invertébrés. Nous avons comparé la séquence de BgSel avec des lectines d'invertébrés 

connues, puis nous avons réalisé l'alignement de dix séquences (Figure 37). Les dix 

séquences, choisies parmi le faible nombre à notre disposition, couvrent l'arbre 

phylogénétique depuis les cnidaires, vers les protostomes (avec un plathelminthe turbellarié, 

un mollusque gastéropode, les arthropodes chélicérates, crustacés et insectes) et vers les 

deutérostomes (un échinoderme et un tunicier) (Figure 38). 

On retrouve les résidus cystéine impliqués dans les ponts disulfures observés chez les 

lectines animales de type C. Toutefois, on peut préciser qu'il existe deux lectines, non 

représentées dans la figure 24, qui se démarquent par l'absence d'un résidu cystéine ; il s'agit 

de l'incilarine C d'Jncilaria fruhstorferi (Yuasa et al, 1998) et d'une lectine de l'holothurie 

Cucumaria echinata (Hatakeyama et al, 1994 ). Sont également présents les résidus 

aromatiques et aliphatiques responsables de la structure secondaire agencée en coeur 

hydrophobe. La proline responsable d'un coude caractéristique dans la structure décrite par 

Weis et al (1991) est parfaitement conservée. Toutefois, les résidus glycine du motif 

caractéristique, favorisant la formation de coude, ne sont pas tous unanimement conservés à 

l'exception du résidu de la séquence ~eGe (aromatique-aliphatique-glycocolle-aliphatique). 

Ce résidu glycine au sein de cette poche hydrophobe semble conservé du fait de son faible 

encombrement stérique, qui exclut la présence de tout autre amino-acide à cette position 

(Weis et al, 1991). Quant aux résidus désignés comme ligands des ion calcium, on observe 

quelques disparités par rapport aux séquences de lectines de type C de mammifères. 

B.glabrata et T.tridentatus sont dépourvus des résidus impliqués dans le site de liaison au 

calcium 2 ; B.glabrata, Mrosa, D.melanogaster et S.peregrina ne possèdent pas tous les 

résidus concernés par la liaison au calcium 1. 

106 



Arachnides 
Crustacés 

Mollusques 11 • ' ,..-. ··v/ : . ...:;'s:o Insectes 
~ - :f.(i[ ,; ~?~'\ i~· - -~ ~:itS-
~::-~ ~ t~ .~ ... , 

Rotifères 

Nématodes 

Eponges 

-l..:.· .• 1 

. -- ~.::.~.~ 

Agnathes 

0 EUTEROSTO MES 

Figure 38 : Arbre phylogénétique. (d'après Klein, 1989). 

IHv Gt Bg Tt Mr Dm Sp Pa Ac Pm 

38.6 29.4 28.3 35.9 26.8 36.6 34.0 32.0 29.4 Hv 

34.6 25 .7 35.9 31.4 32.7 34.0 28.8 37.9 Gt 

23.7 28.1 28.1 27.5 22.9 25.5 26.8 Bg 

27.6 23.0 19.7 19.7 19.1 2l.7 Tt 

31.4 34.6 22.9 20.9 28.8 Mr 

33.3 30.7 26.8 26.1 Dm 

28.8 24.8 29.4 Sp 

40.5 29.4 Pa 

24.2 Ac 

Pm 

Figure 39 : Taux de similarité des CRD des différentes lectines 
d'invertébrés (0/o ). 



Hv.54 
Gt.22 
Bg .209 
Tt. 448 
Mr.62 
Dm. 51 
8p.37 
Pa.132 
Ac.15 
Pm.5 

Hv.87 
Gt.7o 
Bg .259 
Tt.496 
Mr .107 
Dm . 97 
8p.87 
Pa . 187 
Ac.77 
Pm. 54 

Hv.134 
Gt . 121 
Bg.311 
Tt.551 
Mr.155 
Dm.1s2 
8p.144 
Pa.238 
Ac.127 
Pm.105 

m $ 8 C 8 8 0 E m8 
QNKTLKAK8h~A8L8CQAFD----------GHLL8 IEDQAENFFI ---L-NILKD8RIEKDNY

YHLNKNKMNYNDAVKYCN8KEIR----------LVKI TD8QTNAAV---FELASKN---GMGTY
FL8KEN88NI TEAAAVCNRYDGY----------LVE I T8A-EQYHVI ---RDFLLLN8TNALGI
VYVT8KQRAWERAQGVCTNMAARL-AVLDKD--LI P88LT-E------------TLRGKGLTTT
FHVPLEKA8WMVAHGVCARLD8R-------AR-LAS I DAADQ-AVV----EPL8EKM-------
YFFGTE8LNWYEAYEKCRELN---------8E-LVTFETDQEFDAV-------TV8NG8RLT-Y
LIETELKYNWHQAWHECARHD----------QQLVTI E8ADKNNAI --IDLVKRVVGK8H-NL-
YKFHKTPKTWDEARIICQ----------QEGGHLVI I N8EDE8KVLQNLF8KVTKTEGATNNDYI 
YRFFAV8LTWAEGEQFCQ8F8VP8RGDTD8IGHLV8 I H8ETEQNFVYHYFET8TK--DDTTPEM
I LF8DETMNYADAGTYCQ8RGMA----------LV88ARMD8TMVKAILAFTE--VKG---HDY-

$8G8 0 0 <jJ m G ffi m W ZPBB EOC8 Ol G 
WIGL--NDA8NNRE----FRW8DDKTPQ---~--FFNWLPKKPNNVE8EENCVEA-----N8MG-

w~G---ND IAIE ---GT-W-VDTENKPLV-----YKNWYKGEPNNWGGNQNCLVA-AYHPNEM--

FLGA--------RKYGNTWRY8H8F-RNV---8-YFNWDYGEP- NPLTNYDCMYL-QYR8NLKM-
WI GLHRLD--AE KP----FVWELMDR8NVVLNDNLTFWA8GEPGN---ETNCVYL-DIRDQLQPV
WI GL-8YD8ANDAAV---W- ADD8H-------88-HNWYATQPDD--E8ELCVLI ---KED-QYRQ 
WTsG---NDLAK-T--GsHRW- FTN-GQR- I ---88-LRWARNQPDNAGQKE HCI HLGYIYKD8RKFE 
WLGG--NDEY88RDYGRPFFW8PTGQ--A--F8-FAYW8ENNPDNYKHQEHCVH I WDTKPLYQ--
F I GI --HDRFVE ---GE-F - I TIFGKPLATTG--FTRWvnsrQPDNAGGNENC---G8MHPNGG--
WLGF--NDRTTE---GN- FQWTD-G8PND-----FTAWVG8NPDNYG8GEDC---TQMVMGAGLN
WVGA--DNLQ-D---GA- YNFLWNDGV8LPTD8--DLW8PNEP8NPQ8WQLCVQI -W8KYNL----

WND c Ol c 
WNDNKCGATNG----F I CK 148 
WFD-GCNTLN8----VI CE 134 
F8-FPCT88FYQ-FYALCE 325 
WKTK8CFQP88----FACM 565 
WHDYNCNDRYN----FVCE 170 
LNDRPC8QDPN8LFKYICE 171 
WNDNDCNVKMG----YI CE 158 
LND IPCPWKLP----FVCE 253 
WI DLPC88TRHY---LI CK 142 
LDDVGCGGARR----VI CE 120 

Figure 37. Alignement des CRDs de différentes lectines d'invertébrés, selon le motif 

caractéristique des lectines de type C. 

Hv :Hydra vulgaris (Coelentéré Cnidaire) .- Gt : Girardia tigrina (Plathelminthe Turbellarié). 
Bg : Biomphalaria glabrata (Mollusque Gastéropode) .- Tt : Tachypleus tridentatus (Arthropode Chélicérate). 
Mr : Megabalanus rosa (Arth. Crustacé).- Dm : Drosophila melanogaster (Arth. Insecte) . 
Sp : Sarcophaga peregrina (Insecte).- Pa : Periplaneta americana (Insecte) . 
Ac : Anthocidaris crassispina (Echinoderme).- Pm : Polyandrocarpa misakiensis (Tunicier) . 

Le motif "lectine de type C" est indiqué au-dessus de l'alignement. Les résidus strictement conservés sont 
indiqués en rouge (X). 
w résidus aromatiques ou aliphatiques. - $ résidus aromatiques. - 8 résidus aliphatiques. - 0 groupe 
carbonyl sur chaine latéraL - Z= E ou Q. - B= D ou N. 

Remarques : Pour des raisons de commodités, la taille de certains caractères a été volontairement réduite, afin de 
permettre une meilleure lisibilité de l'alignement. Les résidus qui paraissent conservés, tout mojns dans leur 
caractère, dans une majorité de séquences chez ces invertébrés, sont indiqués en bleu (X). 



Il apparaît que les CRD de ces différentes lectines sont construits selon le modèle établi 

par Weis et al (1991) et Drickamer (1993), qui répertorie un certain nombre de résidus 

conservés ou tout au moins de résidus à caractère conservé. Ce modèle est en grande partie 

conservé chez les différents organismes cités, avec quelques différences selon les molécules 

considérées. Rappelons que le motif caractéristique des lectines de type C a été élaboré à 

partir de séquences de mammifères ; on constate au travers de l'alignement des séquences 

d'invertébrés qu'il est profondément conservé au cours de l'évolution. Il est antérieur à la 

séparation entre les protostomes et les deutérostomes. Les taux de similarités entre les CRD 

de ces différents organismes, présentés sur la figure 39 , vont de 20 à 40%. 

V EXPRESSION DE BGSEL DANS DES SYSTEMES HETEROLOGUES 

Nous avons envisagé la production d'une protéine BgSel recombinante, afin de pouvoir 

aborder l'étude de sa fonction, ainsi que permettre l'obtention d'antisérum. Suite à l'examen de 

la séquence protéique de BgSel par rapport aux domaines lectines des sélectines et de 

protéines d'invertébrés, nous avons choisi d'exprimer uniquement le domaine lectine putatif de 

BgSel en système d'expression procaryote. 

1- Expression de la protéine recombinante chez E.coli via le système d'expression 

"QIAexpress" (RlBgSel) 

Nous avons choisi le vecteur d'expression pQE30 qui pennet un taux élévé d'expression 

chez E.coli de protéines recombinantes portant une séquence de six histidine, qui possède une 

affinité pour les ions Ne+. Celle-ci permet la purification de la protéine recombinante par 

chromatographie d'affinité sur une résine portant des ions Ni2
+. 

Nous avons désigné deux oligonucléotides (P AS6 et P AS7) dans la séquence BgSel 

encadrant le domaine lectine afin d'amplifier le domaine d'intérêt à partir de la séquence 

BgSel. Deux sites de restriction, respectivement BamHI et Sali, ont été ajoutés au niveau des 

amorces pour permettre le sous-clonage du produit d'amplification dans le plasmide pQE30. 

Avant de procéder à la purification, il apparaît nécessaire de déterminer si la protéine est 

soluble ou insoluble au niveau du cytoplasme, ou sécrétée dans l'espace périplasmique. Sur la 
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figure 40, on observe la protéine recombinante à la taille attendue 17 kDa, localisée dans la 

fraction insoluble ; RlBgSel exprimée à un taux élevé forme des corps d'inclusion dans le 

cytoplasme de la bactérie. La protéine recombinante a donc été solubilisée par dénaturation à 

l'urée 8M, avant d'être purifiée. 

Après purification, nous avons tenté de renaturer RlBgSel par dialyse en diluant 

graduellement l'urée. Toutefois la protéine en solution forme un précipité avec la disparition 

de l'agent dénaturant. De la même façon, il s'est avéré impossible de renaturer la protéine 

immobilisée sur la colonne de nickel. L'adjonction de ~-mercaptoéthanol ( 1 OmM) ou de 

glycérol (20%) à la solution de dialyse (Tris 10mM pH7,4; NaCl 150 mM) n'ont pas permis 

d'améliorer la solubilité de RlBgSel en milieu aqueux. 

Pour pallier à cet inconvénient, nous nous sommes tournés vers un autre système 

d'expression. 

2- Expression de BgSel chez E.coli via le système d'expression pET32 

(R2BgSei-R3BgSel) 

Les vecteurs pET permettent l'expression de protéines recombinantes chez E.coli. Le 

vecteur pET32 possède un domaine de fusion à la thioredoxine destiné à accroître la solubilité 

de la protéine d'intérêt dont le gène est cloné dans ce plasmide. 

Nous avons donc déterminé deux oligonucléotides encadrant le domaine lectine putatif 

de BgSel, auxquels ont été ajoutés les sites de restriction de BamHI (PAS6) et Sali (PAS8). 

Après amplification à partir de BgSel, le fragment d'ADN a été sous-cloné dans le plasmide 

pET32a, qui présente un cadre de lecture ouvert en phase avec le domaine issu de BgSel. 

L'examen en SDS-PAGE des composants bactériens solubles et insolubles, a permis de 

constater la présence de R2BgSel de 32 kda dans la fraction insoluble. Les corps d'inclusion 

ont été solubilisés en urée. Là encore, les essais de renaturation de la protéine recombinante 

par dilution graduelle de l'agent dénaturant se sont tous avérés infructueux. 

Pour tenter d'obtenir une expression de R2BgSel de façon soluble dans le cytoplasme 

d'E.coli, nous avons procédé à une cinétique d'induction à différentes températures. R2BgSel 

.est exprimé dès les vingt premières minutes dans les corps d'inclusion, que ce soit à 

température ambiante ou à 37°C (Figure 41). 
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Figure 40 : Expression de RlBgSel chez E.coli en 

vecteur pQE30 (BgSel/CRD recombinante). 

1 : fraction soluble. 2 : corps d'inclusion. 3 : fraction périplasmique. 
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Figure 41 :Expression chez E.coli de R2BgSel en vecteur pET32 

(BgSel/CRD recombinante). 

Cinétique d'expression à différentes températures. Deux concentrations d'IPTG ont été 

utilisées. 
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(BgSel recombinante). 

L'expression est analysée dans les trois vecteurs pET32. 

NI : non induit. 1 : induit par 1 mM IPTG. 



Il est possible que le domaine lectine de BgSel ne puisse être exprimé seul sous forme 

soluble, soit en raison de son hydrophobicité, soit par sa toxicité vis-à-vis de la bactérie. Par 

conséquent, la séquence entière issue du clone Bgsel de la banque d'ADNe a été sous-cloné 

en plasmide pET32. L'insert BgSel a été extrait du plasmide pBluescript par coupure par 

BamHI et Xhol. Afin de conserver le cadre de lecture ouvert de BgSel, l'insert a été sous

cloné dans les trois plasmides pET32a, b et c, présentant les trois cadres de lecture possible. 

Après induction de l'expression des vecteurs chez E.coli, l'analyse des fraction bactériennes 

solubles et insolubles a été réalisée par SDS-P AGE (Figure 42). On notera sur la piste 4, 

correspondant au plasmide pET32b, la présence de R3BgSel recombinante à 52 kDa, 

exprimée dans les corps d'inclusions insolubles de la bactérie. 

Devant 1' impossibilité d'obtenir chez un procaryote, une expression soluble de BgSel ou 

de son domaine lectine, c'est ensuite un système d'expression eucaryotique qui a été choisi. 

3- Expression de BgSel par vecteur d'expression baculovirus en cellules d'insectes 

(R4BgSel) 

Le système d'expression en vecteur baculovirus est utilisé pour exprimer des gènes 

hétérologues dans des cellules d'insectes (Figure 43). Il s'agit de l"'Autographa californica 

nuclear polyhedrosis virus" (AcNPV), chez qui plusieurs gènes non essentiels au cycle de vie 

en culture ont été supprimés. Le génome du baculovirus étant en général trop grand pour 

permettre l'insertion d'un gène hétérologue, celui-ci est donc cloné dans un vecteur navette. La 

co-transfection du vecteur de transfert et du baculovirus chez les cellules de Spodoptera 

frugiperda permet la recombinaison entre les sites homologues entraînant le transfert du gène 

étranger du vecteur navette au génome de l'AcNPV. L'infection des cellules d'insectes par 

l'AcNPV bloque l'expression des gènes de l'hôte, permettant la production d'un taux 

important d' ARNm et de protéine recombinante. 
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In vivo In vitro 

Figure 43 : Cycle de vie du baculovirus et expression de protéine recombinante. 

L'expression en cellules d'insectes permet de produire des protéines qui conservent leur 

activité originelle ; l'équipement enzymatique de la cellule permet la fonnation des ponts 

disulfure, un repliement correct, des modifications post-traductionnelles, l'assemblage des 

protéines recombinantes. Ces facteurs favorisent l ' expression d ' une protéine structuralement 

et fonctionnellement semblable à la protéine native. 

Les baculovirus sont des virus à ADN double brin circulaire,spécifiques de nombreuses 

cellules d'insectes. On distingue l'infection virale en trois phases. Les particules d' AcNPV 

pénètrent dans la cellule par endocytose et migrent vers le noyau où l'ADN est libéré de la 

nucléocapside, pour ensuite suivre les processus de transcription et traduction de la cellule. La 

réplication débute dans les 6 premières heures d'infection. Que ce soit in vivo ou in vitro, le 

cycle infectieux procède en deux phases. Durant la phase précoce, 6 à 24 h post-infection, les 

cellules infectées libèrent des virus par "bourgeonnement" depuis la membrane cellulaire ; au 

cours de la phase tardive, des particules virales sont assemblées au sein du noyau sous fonne 

de corps d'occlusion, où les virus sont emballés dans une matrice homogène constituée 

essentiellement d'une seule protéine, la polyhedrine. Les corps d'occlusion sont libérés avec 
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la lyse de la cellule. Dans les souches sauvages d' AcNPV, les corps d'occlusion apparaissent 

3j p.i. et s'accumulent dans la cellule jusqu'au 5 ou 6 j p.i. Ils sont visibles en microscopie 

optique sous forme de polygones dans le noyau de la cellule. 

Bien qu'étant une des protéines les plus abondantes de la cellule infectée, la polyhedrine 

n'est cependant pas essentielle pour le cycle de vie en culture du baculovirus. Dans la 

technique initiale, le gène étranger est inséré dans un plasmide en aval du promoteur de la 

polyhèdrine, flanqué de séquences de 1 'ADN du baculovirus. Après co-transfection du vecteur 

de transfert et de 1 'ADN du virus sauvage, il peut se produire une recombinaison homologue 

entre le plasmide et le génome viral. Le remplacement du gène de la polyhédrine par un gène 

d'intérêt empêche la formation des corps d'occlusion, ce qui permet de distinguer 

optiquement les virus recombinants des non-recombinants. Cette technique, longtemps 

utilisée pour le clonage en cellules d'insecte, avait pour inconvénient de produire 

essentiellement des virus non-recombinants. Elle est remplacée par l'utilisation d'ADN de 

1 'AcNPV linéarisé et contenant une délétion létale (BaculogoldTM). La co-transfection du 

virus avec un vecteur complémentaire, qui contient le gène d'intérêt entraine la restauration 

de la délétion létale par recombinaison homologue. Ce système ne nécessite plus la sélection 

des clones positifs basée sur les corps d'occlusion. Seuls les recombinants produiront des 

virus viables, avec pour conséquence un taux de recombinaison de plus de 99%. 

Le vecteur de transfert choisi pour produire BgSel recombinante en cellules d'insecte 

est un vecteur d'expression en fusion avec la GST (Glutathion S-Transférase de S.japonicum), 

le plasmide pAcSecG2T. Le gène de la GST est précédé par la séquence signal gp67 qui 

entraine la sécrétion de la protéine de fusion dans le milieu extracellulaire. Le peptide signal 

est clivé durant le transport à travers la membrane cellulaire. La protéine-GST est purifiée à 

partir du surnageant de culture sur billes de glutathion-agarose. 

La protéine recombinante R4BgSel a été exprimée en cellules SF9, puis purifiée à partir 

du surnageant de culture et du lysat cellulaire sur colonne de glutathion-agarose. L'examen du 

produit purifié sur SDS-PAGE montre la présence de deux molécules (Figure 44). Le produit 

majoritaire de 26.3 kDa correspond à la GST seule, non fusionnée, tandis que la protéine 

recombinante beaucoup moins abondante apparaît à 79.4 kDa. 

Les anticorps anti-BgSel reconnaissent la protéine purifiée de 79 kDa, confirmant qu'il 

s'agit effectivement de la protéine recombinante R4BgSel (Figure 45). 
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Figure 44: Analyse par SDS-PAGE de la 

protéine recombinante R4BgSel produite 
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Figure 45 : Détection de R4BgSel par Western blot.· 

1 :sérum préimmun. 2: sérum anti-BgSel 



Le poids moléculaire théorique de la protéine de fusion GST et BgSel est de 65.2 kDa 

(24.8 kDa pour la GST et 40.4 kDa pour BgSel). Les processus de modification post

transcriptionnel peuvent expliquer l'accroissement de poids observé. Cependant la différence 

entre le poids théorique et le poids effectif reste inférieure à ce que l'on pouvait attendre au vu 

des résultats obtenus sur la déglycosylation de BgSel native, qui semblait indiquer que 50% 

du poids de la protéine proviendrait de ces composants oligosaccharidiques (cfiii-3). 

La glycosylation est un phénomène post-traductionnel particulièrement important car il 

intervient dans la conformation, la solubilité et la stabilité de la protéine. De plus, cette 

modification peut également affecter l'activité biologique d'un composé. Des différences en ce 

qui concerne la taille et la nature des oligosaccharides de glycoprotéines exprimées en cellules 

d'insecte ont été relevées par rapport à la glycosylation chez des cellules de mammifères ou de 

plantes (O'Reilly et al, 1994). En général les chaînes oligosaccharidiques chez ces cellules 

d'insecte sont plus courtes. Dans le cas qui nous concerne, nous manquons d'éléments 

comparatifs au niveau de la glycosylation entre cellules d'insecte et cellules de mollusque. 

D'autre part, certaines modifications sont spécifiques d'un tissu ou d'une espèce. La fusion à la 

GST et les modifications post-transcriptionnelles ont permis, contrairement aux expressions 

en système procaryotique, d'obtenir une protéine soluble en milieu aqueux. Toutefois ces 

différents facteurs ne garantissent pas l'obtention d'une protéine BgSel recombinante 

fonctionnellement analogue à la protéine native. 

L'obtention d'une protéine de fusion soluble en milieu aqueux, nous a permis d'aborder 

l'étude de la fonctionnalité de R4BgSel ; en premier lieu, c'est la fonction lectine qui a été 

recherchée. 

VI FONCTION DE BGSEL 

1- Recherche de la fonction lectine 

La mise en évidence d'une fonction lectine de BgSel passe par la démonstration de son 

affinité pour une structure saccharidique. La fonctionnalité de BgSel a été testée à l'aide de la 

protéine recombinante soluble produite en système d'expression baculovirus chez des cellules 

d'insecte. 
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Dans ces expériences des polysaccharides ou des monos~ccharides ont été fixés de 

manière covalente dans les puits d'une plaque de microtitration. Après contact entre R4BgSel 

et les sucres, le surnageant des puits est récupéré et soumis à une électrophorèse suivie d'un 

Western blot. La présence ou non de la protéine recombinante est vérifiée à l'aide du sérum 

anti-BgSel. Au préalable, nous avons établi les conditions du Western blot afin de déterminer 

le seuil de détection de la protéine recombinante : ainsi, les incubations de R4BgSel dans les 

puits traités par les différents sucres se font avec la quantité minimale de protéine détectable. 

Dans ces conditions, si R4BgSel se fixe, même en faible proportion, sur l'une des molécules 

testées, son signal en Western blot ne doit plus être détectable. 

Deux polysaccharides ont été utilisés dans les expériences de coculture avec 

démonstration de l'effet du fucoïdan sur l'interaction cellules-parasites (cf I-3). Le caractère 

inhibiteur du fucoïdan sur les sélectines en fait une molécule de choix dans l'étude de la 

fonction de R4BgSel. Dans une première série d'expérie1,1ces, nous avons testé l'affinité de 

R4BgSel vis à vis du fucoïdan et du mannane. En l'absence de renseignement sur l'existence 

de sites de liaison au calcium chez BgSel (cf IV-3), ces expériences ont été réalisées avec ou 

sans ions calcium. Sur la figure 46, la bande R4BgSel semble absente de la 6e piste 

correspondant au puits "fucoïdan sans calcium", ce qui est en faveur d'une liaison de la 

protéine recombinante sur ce polysaccharide. Cependant ce résultat reste difficilement 

"lisible", certainement en raison de la trop faible affinité du sérum anti-BgSel et du bruit de 

fond apporté par la révélation par chemiluminescence. La fixation de BgSel au fucoïdan est 

donc à confirmer. 

Nous avons renouvelé ces expériences avec une série de monosaccharides (glucose, N

acétylglucosamine, galactose, N-acétylgalactosamine et fucose ). Cependant aucune fixation 

de R4BgSel n'a pu être démontrée dans nos conditions de contact in vitro (résultats non 

présentés). 

2-.Recherche de la fonction de BgSel dans l'interaction hôte-parasite. 

Une étude de l'expression du messager codant pour BgSel a été réalisée par RT-PCR 

semi-quantitative, à partir d' ARN de cellules Bge incubées en présence de surnageants de 

culture de sporocystes de S.mansoni. 
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Les sporocystes ont été cultivés durant 24h en milieu SSS, puis le surnageant de culture 

a été récupéré et déposé sur un tapis de cellules Bge mises en culture 24h auparavant (en 

milieu Bge ou en milieu SSS). Produits E/S de parasites et cellules sont laissés en contact 

durant 2h au terme desquelles 1' ARN total des cellules est extrait. 

Les RT-PCR ont été réalisées avec les amorces PASl et PAS2 à partir de la même 

quantité d' ARN total pour chaque essai. Les produits d'amplification obtenus furent ensuite 

soumis à un Dot-Blot sur membrane de nitrocellulose. Les produits de RT-PCR ont été 

hybridés avec une sonde oligonucléotidique (PAS4). 

Dans les expériences de PCR semi-quantitatives, il est courant d'utiliser une autre sonde 

correspondant à un gène de ménage ("house keeping gene"), gène de référence dont 

l'expression est constante au niveau de la cellule. Il s'agit généralement d'un gène d'actine 

non-musculaire (mammifère). Toutefois on ne connaît pas chez B.glabrata, de gène dont 

l'expression soit constante, du fait du peu de gènes clonés et étudiés. Quant au gène de l'actine 

cytosqueletique de B.glabrata, les travaux de Lardans (1997) ont montré que l'expression de 

l'actine varie selon les tissus et selon le traitement subi par l'individu (stress). 

La quantité d'ADNe produite par transcription inverse dans chaque échantillon a été 

évalué par l'incorporation de a 32PdCTP. Ainsi les PCR ont été réalisées sur des quantités 

équivalentes de matrice. 

Sur la figure 47 sont présentés les spots obtenus après l'hybridation de la sonde PAS4 

sur les produits de PCR. On peut observer que l'expression du messager codant pour BgSel 

diminue au niveau de l'ADNe provenant de cellules Bge qui ont été placées dans un milieu 

conditionné par les sporocystes de S.mansoni. 

Ce résultat démontre que des produits d'E/S de sporocystes modulent l'expression de 

BgSel, sans toutefois indiquer si cette diminution participe à une réponse globale de la cellule 

Bge suite à la présence parasitaire, ou s'il s'agit plutôt d'une réponse spécifique. Dans ce 

dernier cas, il serait intéressant de déterminer si l'influence parasitaire sur l'expression de 

BgSel fait suite au rôle éventuel de BgSel envers le parasite. Certaines expériences 

préliminaires semblent démontrer que la protéine R4BgSel est capable de fixer un facteur 

membranaire de sporocystes (résultat non présenté). 
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Figure 46: Analyse par SDS-PAGE des essais de liaisons de 

R4BgSel sur des polysaccharides. 

M : mannane. F : fucoïdan. La présence du calcium dans les 

essais est indiquée. La flèche indique la position de r4BgSel. 
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Figure 47: Produits des PCR semi-quantitatives analysés en Dot-blot. 

ARN total des cellules Bge amplifié par PAS 1/P AS2 ; hybridation par la 

sonde P AS4. Cellules Bge cultivées en : 

1 : milieu Bge, contrôle. 2 : milieu Bge, + E/S de sporocystes. 

3 : milieu SSS, contrôle. 4 : milieu SSS, + E/S de sporocystes. 



DISCUSSION ET PERSPECTIVES 



La compréhension de la compatibilité entre S. manso ni et son hôte intermédiaire 

B.glabrata nécessite l'étude des mécanismes moléculaires de la relation hôte-parasite, et la 

détermination des signaux impliqués dap.s l'établissement et le maintien de la spécificité 

d'hôte. De nombreux efforts se sont concentrés sur l'identification de récepteurs de surface 

hémocytaires et de composants de l'hémolymphe impliqués dans l'interaction mollusque

sporocystes. En effet, la clef des mécanismes de compatibilité semble résider dans le 

comportement des effecteurs cellulaires et humoraux du système de défense interne du 

mollusque vis à vis de la larve de trématode. 

Les hémocytes sont capables de reconnaître et d'adhérer aux sporocystes, quelque soit 

l'origine des cellules immunes : souche susceptible ou résistante de B.glabrata. Cependant 

après la reconnaissance, la suite des phénomènes diverge : dans le cas de la résistance, les 

hémocytes détruisent les larves intra-mollusque, dans le cas de la susceptibilité, les hémocytes 

n'encapsulent pas les larves et le parasite peut accomplir son développement. Les signaux 

échangés entre cellules et parasite ont une importance capitale dans l'établissement de la 

relation hôte-parasite. Les phénomènes de reconnaissance et d'adhérence jouent un rôle de 

premier plan dans l'interaction hôte-parasite. Il y a très peu d'information concernant les 

molécules impliquées dans les phénomènes d'échanges de signaux, de reconnaissance et/ou 

d'adhérence, que ce soit entre cellules ou entre cellules et parasites. C'est pourquoi nous avons 

cherché à identifier un facteur de mollusque qui pourrait être directement impliqué dans le 

contact entre cellules et sporocystes de S.mansoni. 

Etant donné le rôle primordial des lectines dans les mécanismes de reconnaissance mais 

également comme effecteur de l'immunité chez les mollusques (Horak et Van der Knaap, 

1997), c'est tout naturellement vers ces molécules que se sont orientées nos recherches. De 

plus, il a été largement démontré que les schistosomes sont riches en oligosaccharides de 

surface et présentent des capacités de liaison aux lectines (Uchikawa et Loker, 1991 ; 

Jonhston et Yoshino, 1996). Parmi toutes les possibilités, le couple sélectine-Lex semblait 

particulièrement intéressant en raison de son implication connue dans la relation schistosome

hôte définitif. 

En effet, le trisaccharide Lex a été retrouvé aux stades adultes, cercaires et œufs de 

S.mansoni (Koster et Strand, 1994). Les glycoconjugués contenant le motif Lex semblent 

directement impliqués dans la modulation de la réponse immunitaire de l'hôte définitif 
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(Velupillai et Ham, 1994). On peut envisager l'interaction entre les motifs Lex du schistosome 

et les sélectines des leucocytes ou des cellules endothéliales, dans des phénomènes 

d'adhérence/reconnaissance entre cellules de l'hôte et parasite. La démonstration a été faite de 

l'intervention de système Lex-sélectine dans l'ADCC de macrophages et d'éosinophiles envers 

les schistosomules de S.mansoni (Trottein et al, 1997 ; Nutten et al, sous presse). De plus, 

dans la schistosomiase murine, El Ridi et al (1996) ont montré que la L-sélectine soluble est 

capable de traverser la paroi de l'oeuf et de se fixer à la surface du miracidium. Enfin, la 

présence de l'épitope Lex dans des glycoconjugués semble un trait spécifique des 

schistosomes et n'a pas été retrouvée chez d'autres helminthes (Nyame et al, 1998). 

Des expenences préliminaires nous ont permis de mettre en évidence la présence 

d'épitope Lex en surface des miracidiums et sporocystes de S.mansoni. Etant donné les 

différentes caractéristiques du Lex énoncées précédemment, sa découverte aux stades intra

mollusque était particulièrement intèressante et soulevait la question de la présence de son 

éventuel récepteur chez B.glabrata. 

La nature lectinique des sélectines, et leur fonction réceptrice de ligands contenant des 

structures Lex, nous a conduit à envisager l'existence de molécules apparentées chez 

B.glabrata, et plus précisément chez les cellules effectrices de l'interaction avec le 

schistosome. Nous avons démontré l'expression d'une molécule sélectin-like immunoréactive 

chez les hémocytes, à l'aide d'anticorps monoclonaux dirigés contre les sélectines humaines. 

Les expériences suivantes ont permis d'amplifier, à partir d'ADN génomique de B.glabrata, 

un fragment de la molécule BgSel présentant un cadre ouvert de lecture codant pour une 

séquence homologue au domaine lectine des sélectines humaines. Ces résultats étaient en 

faveur de l'existence possible d'un couple sélectine-Lex dans la relation B.glabrata-S.mansoni. 

Si la présence d'un tel système récepteur-ligand s'avérait fondée, son étude apporterait un 

éclairage nouveau sur les mécanismes de reconnaissance voire de compatibilité entre l'hôte et 

son parasite. 

Afin de poursmvre la caractérisation de cette molécule sélectine-like, nous nous 

sommes tournés vers le modèle d'interaction in vitro, entre les cellules Bge de B.glabrata et 

les sporocystes de S.mansoni. En effet, un grand pas vers l'étude de l'élucidation des relations 

hôte-parasite a été franchi avec la mise au point de coculture de cellules Bge et de sporocystes 

de S.mansoni (Laursen et Yoshino, 1995). Le développement et la différenciation des larves 
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sont rendus possibles par la présence et le contact des cellules avec les sporocystes. Les 

facteurs sécrétés par les cellules sont nécessaires au développement du parasite mais ne 

suffisent pas. L'encapsulation des sporocystes de S.mansoni par les cellules Bge s'avère 

indispensable à la différenciation correcte des parasites. Ce modèle in vitro devrait permettre 

l'identification des molécules impliquées dans le dialogue moléculaire établi entre les cellules 

de l'hôte et le parasite. 

On a tendance à comparer les cellules Bge et les hémocytes ; la lignée embryonnaire et 

les cellules de défense partagent de nombreuses caractéristiques : émission de pseudopodes, 

adhérence, phagocytose ... Il semblerait que les cellules Bge et les hémocytes proviennent de la 

même lignée fibroblastique (Hansen, 1976 ; Stein et Basch, 1977), sous-entendant que les 

hémocytes puissent être des cellules différenciées issues de cellules proches des cellules Bge. 

De fait, le comportement des cellules Bge envers les sporocystes est à rapprocher du 

comportement des hémocytes. 

L'action du fucoïdan sur les cellules Bge a conforté nos hypothèses sur l'existence d'un 

système sélectine-Lex dans l'interaction hôte-parasite. Cet inhibiteur spécifique de la liaison 

au ligand des sélectines provoque un accroissement important de la biosynthèse protéique des 

cellules Bge. De plus, il entraîne une aggrégation des cellules entre elles. C'est au niveau des 

cocultures que nous avons observé l'effet le plus intéressant du fucoïdan ; les cellules Bge se 

détachent des sporocystes pour former des amas indépendants des larves de parasites. 

Ce polysaccharide riche en fucose et en sulfate, pourrait mimer une structure présente 

en surface du sporocyste, éventuellement porteuse de Lex, et venir ainsi empêcher la liaison 

d'une éventuelle molécule réceptrice, sélectin-like, en surface des cellules Bge. 

En complément de ces informations, des expériences de RT-PCR nous ont montré que 

la séquence homologue aux sélectines est effectivement présente au niveau de l'ARN de 

cellules Bge, ainsi qu'au niveau du mollusque. Le clonage de cette molécule a donc été 

entrepris. 

La molécule BgSel a été isolée à partir d'une banque d'ADN complémentaire de 

B.glabrata. Ce messager code pour une séquence protéique de 336 amino-acides dont la partie 

C terminale possède la séquence préalablement identifiée dans l'ADN génomique de 

B.glabrata. La séquence BgSel est plus courte que les sélectines ; cependant les expériences 

124 



de Northem blot et de recherche de l'extrémité 5' portent à croire que la séquence BgSel 

représente une copie complète du messager. 

L'extrémité C terminale constitue un domaine de 116 amino-acides qui présente des 

identités avec le domaine lectine des sélectines. Comme nous l'avons décrit précédemment, en 

dehors du domaine lectine, BgSel diffère sur plusieurs points par rapport aux sélectines. On 

constate l'absence des autres domaines caractéristiques de ces molécules d'adhérence, 

domaine EGF-like et domaine caractéristique des protéines fixatrices du complément. 

Néanmoins, jusqu'à plus ample information, on peut supposer que les sélectines seraient des 

molécules récentes du point de vue évolutif, apparues chez les mammifères, voire les 

vertébrés, par le jeu de combinaisons d'exons (Drickamer, 1993b ). Dans ce cas, rechercher ce 

type de molécule chez un mollusque, reviendrait à identifier des protéines distinctes chez cet 

organisme. D'ailleurs, en règle générale, ces lectines d'invertébrés ne constituent que des CRD 

isolés, sans association à d'autres domaines. 

On constate également une organisation différente de la position du domaine lectine au 

sein de la protéine : localisation C terminale chez BgSel contrairement à la position N 

terminale chez les sélectines. Toutefois la spécificité d'un CRD vis à vis de sucres n'est pas 

liée à sa position relative dans une protéine. 

Si l'identité entre les domaines lectine de BgSel et des sélectines ne dépasse pas 29%, il 

convient de relativiser ce résultat et de le considérer dans la perspective des comparaisons 

entre différents groupes de lectines de type C. L'alignement des sept groupes de lectines de 

type C indique des taux de similitudes faibles en regard de ce que l'on pourrait attendre d'une 

même famille de molécule de mammifères. De ce fait, les conservations entre BgSel et les 

lectines de type C deviennent plus relevantes d'une parenté entre ces molécules. Il semble 

également sur la base de cet alignement que BgSel soit plus proche du groupe des sélectines 

que des autres groupes de lectine de type C. Cependant, ces comparaisons entre plusieurs 

séquences restent subjectives : en effet, il existe une certaine liberté dans le choix d'aligner 

ensemble certains résidus plutôt que d'autres, ainsi que dans l'introduction des lacunes dans 

les séquences. Ces facteurs peuvent donc modifier légèrement les taux de similitudes entre les 

séquences. 

L'examen de la séquence BgSel et d'autres lectines de type C d'invertébrés permet de 

constater que le motif caractéristique de ces lectines est très ancien. La comparaison des CRD 

de ces divers invertébrés montre des similarités entre séquences comprises entre 20 et 40% ; 
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ces chiffres sont du même ordre de grandeur que les similarités entre les différents groupes de 

type C de mammifères. Autrement dit, la variation observable entre les lectines de type C 

semble la même entre espèces ou au sein d'une même espèce. Dans ce contexte, la 

comparaison de BgSel avec les lectines d'autres organismes peut difficilement nous 

renseigner sur la relation entre ces molécules. 

En dehors du CRD, la structure et l'organisation de ces protéines n'apportent pas de 

renseignements sur le reste de la protéine BgSel. On ne rencontre pas d'homologie entre le 

reste de la protéine BgSel et d'autres lectines d'invertébrés. Comme énoncé précédemment, la 

plupart des lectines d'invertébrés n'ont pas d'autres domaines- que le CRD. Dans l'ensemble 

des lectines utilisées dans la figure 35 , seule deux séquences sont d'organisation plus 

complexe ; le CRD d'Hydra vulgaris est en position C terminale d'une protéine de 1348 aa, 

récepteur de type tyrosine kinase (Steele, 1993), le CRD du facteur C de Tachypleus 

tridentatus se trouve au sein d'une protéine de 1019 aa, de structure mosaïque complement

like, EGF-like, lectine-like (Muta et al, 1991). 

Une analyse plus fine de la structure du CRD des sélectines a démontré l'importance de 

six amino-acides particuliers dans la liaison au(x) ligand(s). Trois de ces aminoacides se 

retrouvent chez BgSel. Toutefois la plupart de ces résidus chez les sélectines sont impliqués 

dans la reconnaissance de structures sialylées et/ou sulfatées. L'absence chez BgSel des 

résidus concernés est en accord avec nos informations sur ces structures glucidiques chez 

B.glabrata et chez les schistosomes. D'une part il n'a pas été démontré la présence d'acide 

sialique chez ce gastéropode. De plus, l'existence d'acide sialique et de glucides sulfatés n'est 

pas attestée chez les schistosomes, constat qui revêt toute son importance dans l'hypothèse où 

BgSel interviendrait dans la reconnaissance parasitaire (Nyame et al., 1987; 1988) 

Devant les différentes conclusions tirées de l'analyse structurale de BgSel, il apparaît 

clairement que BgSel semble appartenir aux lectines de type C, mais seule la détermination du 

ligand spécifique de BgSel permettra d'établir sa relation avec les sélectines. 

En vue de pouvoir étudier l'expression de BgSel par les cellules Bge, il était 

indispensable de pouvoir disposer d'une protéine recombinante. Tout d'abord, nous avons 

choisi de n'exprimer que le CRD de la molécule afin de limiter l'étude au seul domaine qui 

présente des homologies avec les sélectines. 
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Le domaine lectine de BgSel a donc été sous-cloné et exprimé chez E.coli. La protéine 

recombinante s'avère être reconnue par des anticorps anti-séléctine. Ce résultat, ainsi que les 

similarités entre les CRD de BgSel et des sélectines, peuvent expliquer l'immunoréactivité des 

hémocytes envers des anticorps anti-sélectines, et supposent l'expression de BgSel par ces 

immunocytes. Pour poursuivre l'étude de BgSel, des anticorps de lapin ont été produits contre 

la protéine recombinante. Des études immunocytochimiques sur hémocytes et cellules Bge 

ont confirmé la présence de la protéine native chez les deux types de cellules. Dans les deux 

cas, une perméabilisation cellulaire est nécessaire pour obtenir un marquage avec les anticorps 

anti-rBgSel, suggérant que le CRD de BgSel n'est pas exprimé en surface. La présence du 

peptide signal incline à penser que BgSel est un facteur soluble exprimé et secrété par les 

cellules. Cette hypothèse est renforcée par les expériences de Western Blot sur les produits 

d'excrétion/sécrétion obtenus à partir de culture de cellules Bge. Un produit de 79 kDa est 

spécifiquement reconnu par les anticorps anti-rBgSel. La différence notable de masse 

moléculaire entre ce produitE/Set la masse estimée de BgSel (38,8 kDa) peut être expliquée 

par la glycosylation de la protéine native.; la séquence Bgsel possède huit sites potentiels de 

N-glycosylation et de nombreux sites possibles de 0-glycosylation. Nous avons renouvelé les 

expériences de Western Blot après déglycosylation des E/S de cellules Bge par une 

endoglycanase, la PNGase F. Ce traitement entraîne un net déplacement de la bande observée 

reconnue par le sérum anti-rBgSel, jusqu'à une taille voisine de celle attendue d'après la 

séquence. Ce résultat suggère que l'importante glycosylation de BgSel n'est due qu'à des 

oligosaccharides liés aux résidus asparagine ; la PNGase F coupe les liaisons entre le GleNac 

et l'asparagine d'oligosaccharides complexes, hybrides ou riche en mannose. 

La dernière partie du travail concerne la recherche de la fonction de BgSel : la 

caractérisation de sa fonction lectine, et son éventuelle implication dans l'interaction hôte

parasite. 

L'impossibilité d'obtenir une protéine soluble en système d'expression procaryotique et 

l'importance des modifications post-traductionnelles subies par la protéine native, sont autant 

d'arguments qui justifient l'expression de BgSel recombinante en système d'expression 

baculovirus en cellules d'insecte. 

BgSel recombinante a été produite sous la forme d'une protéine fusionnée à la 

glutathion S-transférase, sécrétée dans le milieu extérieur par les cellules d'insecte. La 

protéine soluble, purifiable par chromatographie d'affinité sur colonne de glutathion, est 

reconnue par les anticorps anti-BgSel. 
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Cette protéine recombinante a permis d'envisager des essais in vitro de liaisons sur des 

monosaccharides et des polysaccharides, en particulier le fucoïdan, pour lequel nous avions 

préalablement démontré l'effet sur les cellules Bge au niveau de leur adhérence, entre elles, au 

support et surtout au parasite. D'après ces expériences, il semblerait que R4BgSel soit capable 

de fixer le fucoïdan, de façon indépendante des ions calcium. Toutefois le résultat obtenu est 

sujet à interprétation et reste à confirmer. En effet, ce travail a été difficilement reproductible 

et réalisable, pour différentes raisons : une trop faible affinité du sérum anti-BgSel, un bruit de 

fond élevé engendré par la révélation par chemiluminescence, et une probable mauvaise 

conformation de la protéine produite par les cellules d'insectes. La non-nécessité des ions 

calcium pour obtenir la liaison de la protéine recombinante sur le polysaccharide est en accord 

avec les constatations faites sur l'absence d'un certain nombre d'amino-acides impliqués dans 

les sites de fixation au calcium dans la séquence BgSel. 

Le choix du fucoïdan est dicté par son rôle compétiteur des ligands des sélectines (Nasu 

et al., 1997), donc à priori contenant les structures Lex et sLex. Ce premier résultat est 

encourageant et mérite d'être affiné, d'une part par l'amélioration de la technique (nouveau 

sérum dirigée contre la protéine entière, essais avec la protéine native), et d'autre part en 

utilisant des structures Lex ou apparentées (sLex, Lea ... ). 

Les essais de liaisons réalisés avec des monosaccharides n'ont pas permis d'améliorer le 

résultat précédent. On ne peut exclure que le choix des sucres ne corresponde pas à l'affinité 

duCRD. 

Si l'expression de protéines eucaryotiques en baculovirus et cellules d'insectes a 
'-

largement démontré son efficacité, nous n'avons toutefois que peu d'éléments à notre 

disposition se rapportant à l'expression et la fonctionnalité de lectines de mollusques dans ce 

type de vecteur d'expression. Cependant on peut citer à titre d'exemple, le cas d'une protéine 

de la lymnée exprimée de façon fonctionnelle par des cellules d'insectes. Il s'agit de la mise au 

point à partir de cellules SF9, d'une lignée transformée ayant intégré dans son génome le gène 

codant pour la sous-unité 13 du récepteur GABA de L.stagnalis (Smith et al, 1995). 

Dans le cas de BgSel, en l'absence d'une démonstration de la fonction de la protéine 

recombinante, on peut supposer que l'expression en cellules SF9 ne permet pas la production 

d'une protéine biologiquement active. Des différences entre cellules d'insectes et de

mollusques, au niveau de la glycosylation, ou d'autres modifications post-traductionnelles, 

pourraient empêcher l'élaboration d'une conformation correcte. 
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L'expression de BgSel en baculovirus présente une difficulté due au choix du vecteur 

d'expression d'une protéine recombinante fusionnée à la GST. Il s'avère que ce système 

d'expression produit principalement une protéine GST seule, au détriment de la protéine GST

BgSel. La raison serait l'intervention d'une lyse de la protéine de fusion au sein des cellules 

SF9. La disproportion dans le rapport GST/GST-BgSel a pour répercussion de diminuer 

grandement le rendement de purification de la protéine recombinante sur colonne de 

glutathion. 

Devant les difficultés rencontrées dans la production en baculovirus de BgSel 

(purification, fonctionnalité), il convient d'envisager la purification de la protéine native à 

partir des cellules Bge ou à partir de mollusques entiers. Les lectines d'invertébrés sont en 

général obtenues à partir d'extraits d'organismes entiers, d'organes (hépatopancréas ... ) ou de 

liquides physiologiques (hémolymphe, liquide coelomique ). Leur purification se fait par une 

série de chromatographies variées. Ces lectines ainsi isolées conservent en général leur 

activité. C'est le cas des lectines de Cucumaria echinata, préparées à partir d'extraits totaux de 

cet échinoderme, et purifiées selon une série de chromatographies (Hatakeyama et al., 1994 ). 

Chez B.alexandrina, hôte de S.mansoni, les lectines BaSI, II et III ont également été purifiées 

par chromatographie, à partir de l'hémolymphe de ce gastéropode. Leur fonction lectine a pu 

être mise en évidence : affinité pour le fucosyllactose ; leur liaison à certaines glycoprotéines 

de S.mansoni a également été démontrée (Mansour, 1995). 

L'obtention de la protéine native devrait permettre d'étudier la fonction de BgSel en tant 

que lectine, de même que de déterminer son implication possible dans l'interaction avec le 

schistosome. 

Sur ce dernier point, des expériences récentes menées dans le laboratoire indique que 

BgSel recombinante serait capable de reconnaître une protéine membranaire de sporocystes 

(résultat non présenté). Cependant dans l'attente de la confirmation de ce résultat, il convient 

de considérer BgSel/facteur de reconnaissance comme une hypothèse de travail. 

En tant que molécule soluble, excrétée par les cellules Bge, BgSel pourrait être un 

facteur capable de lier des facteurs parasitaires solubles. Par sa fonction lectine putative, 

BgSel pourrait également représenter une molécule réceptrice entre les cellules et les 

sporocystes, facteur soluble capable de réaliser un "pontage" entre membrane cellulaire et 

tégument du parasite. 

Jusqu'à présent, la nature exacte des molécules responsables de la reconnaissance du 

parasite reste inconnue. Récemment les travaux de Davids et Yoshino (1998) ont montré que 
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les hémocytes de B.glabrata sont sensibles au tétrapeptide RGDS, inhibiteur de la liaison aux 

intégrines. Les intégrines constituent une famille de molécules d'adhérence impliquées dans 

de nombreux mécanismes cellulaires chez les vertébrés (liaison à la membrane extracellulaire, 

domiciliation des leucocytes ... ). La séquence RGD est un motif de liaison caractéristique des 

ligands des intégrines telle que la matrice extracellulaire ou le fibrinogène. Les fonctions 

d'étalement et d'aggrégation des hémocytes sont inhibées par la présence d'une séquence 

RGDS soluble, suggérant l'implication d'une structure de type intégrine chez les hémocytes 

dans les phénomènes de contact au support ou entre cellules. Cette idée est renforcée par le 

clonage et le séquençage d'une 13-intégrine des cellules Bge (Yoshino, communication 

personnelle). L'existence d'une telle molécule soulève la question d'une éventuelle structure 

ligand chez le schistosome. Cette récente constatation est à rapprocher du fait que l'intégrine 

Mae-l, présente en surface des éosinophiles, intervient dans les mécanismes d'ADCC mis en 

oeuvre contre le schistosomule de S.mansoni, laissant supposer l'existence d'une molécule 

réceptrice pour Mae-l chez le parasite (Capron et al , 1987), molécule non identifiée à ce jour. 

Si BgSel native est effectivement produite et sécrétée par les cellules Bge, son 

expression est-elle influencée par des facteurs parasitaires? Une approche à cette question a 

été tentée par les expériences de PCR semi-quantitative, destinée à estimer le taux 

d'expression du messager codant pour BgSel chez des cellules soumises à l'influence 

parasitaire. On constate une diminution de l'expression de l'ARNm de BgSel dans les deux 

heures suivant le contact entre E/S parasitaire et cellules Bge. En l'absence de gène de 

référence (ho use keeping gene), dont l'expression serait constante chez les cellules Bge, il 

subsiste un doute sur la spécificité de l'impact de facteurs parasitaires sur l'expression de 

BgSel. Il est possible que la diminution de l'expression du messager de BgSel participe à une 

réponse globale de la part des cellules. A ce propos, des travaux menés dans le laboratoire, ont 

montré que les E/S de sporocystes entraîne une diminution générale de la synthèse protéique 

des cellules Bge, dans les premières 24 heures d'exposition des cellules aux facteurs 

parasitaires. Cet effet sur la synthèse protéique peut être rapproché de l'immunosuppression 

observée dans la relation B.glabrata/S.mansoni, au niveau des hémocytes. Dans le même 

temps, on constate un accroissement de la synthèse d'ADN, que l'on peut corréler avec la 

prolifération cellulaire constatée dans les expériences de coculture (Aroca, 1997). Dans la 

poursuite du travail, il serait intéressant d'examiner l'expression de la protéine BgSel, ainsi 

que sa présence dans le milieu extérieur, au cours des différentes étapes de la coculture. 
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L'importance des facteurs solubles émis par les cellules Bge pour le développement 

parasitaire a été clairement démontré par la culture in vitro des larves de S.japonicum 

(Coustau et al, 1997) ainsi que de larves d'E.caproni (Ataev et al, 1998) et de Fascioloides 

magna (Laursen et Yoshino, 1999). Contrairement à la coculture cellules Bge-sporocystes de 

S.mansoni, aucune aggrégation entre cellules et larves de S.japonicum n'est constatée ; cette 

absence de contact n'empêche pas la culture in vitro depuis le stade miracidium jusqu'au stade 

sporocyste secondaire. A l'appui de ce constat, le développement de S.japonicum semble donc 

entièrement dépendant de facteurs cellulaires solubles. Les auteurs remarquent que la viabilité 

et la croissance des sporocystes sont accrues avec l'augmentation de la densité cellulaire, 

résultat de l'augmentation de la quantité de facteurs potentiellement favorables au 

développement parasitaire. Il est possible également que la densité cellulaire induise un 

changement qualitatif des facteurs libérés par les cellules, nécessaires au parasite, suite à une 

régulation du métabolisme cellulaire en réponse à la densité de cellules. Dans le cas 

d'E.caproni, la coculture permet la survie et une certaine croissance des sporocystes primaires 

accompagnée d'une embryogénèse en leur sein, mais ce développement est suivie d'une 

dégénérescence des parasites avant la production de sporocystes secondaires. 

En raison de la grande mobilité des sporocystes de S.japonicum en culture, l'absence 

d'encapsulation des parasites par les cellules Bge peut être imputable à un empêchement 

mécanique, bien qu'il soit possible qu'il s'agisse d'une absence de reconnaissance de la part 

des cellules. E.caproni ayant quant à lui une mobilité réduite, comparable à celle de 

S.mansoni, l'absence d'encapsulation est due soit à une non-reconnaissance, soit à une 

interférence des fonctions cellulaires par des produits E/S de l'échinostome. Les cocultures 

entre cellules Bge et différents trématodes indiquent l'existence chez la lignée cellulaire de 

facteurs communs à ces différents parasites ; toutefois, le contact des cellules uniquement 

avec S.mansoni est en faveur de la présence de facteurs/récepteurs cellulaires spécifiques de 

cette espèce parasitaire. 

Dans ce contexte, si BgSel s'avère capable de reconnaître les sporocystes de S.mansoni, 

il sera particulièrement intéressant d'examiner le comportement de la molécule vis à vis 

d'autres espèces telles que S.japonicum et E.caproni. BgSel serait-elle capable de reconnaître 

d'autres trématodes, et dans quelle mesure cette caractéristique pourrait-elle être associée au 

trisaccharide Lex ? Rappelions à cet égard qu'il semblerait que la présence de Lex soit un trait 

commun des schistosomes et que ce déterminant n'a pas été trouvé chez d'autres trématodes 

(Nyame et al., 1998). Dans le même ordre d'idée, nous envisageons de rechercher la protéine 
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équivalente à BgSel chez des mollusques hôtes de schistosomes tel Oncomelania, hôte de 

S.japonicum. La comparaison entre de telles molécules et BgSel de B.glabrata pourrait 

fournir des indications sur la spécificité entre mollusques et trématodes. 

L'étude de BgSel entre dans le cadre de l'étude des signaux moléculaire mis enjeu entre 

cellules Bge et parasite, signaux aboutissant à la compatibilité entre cellules de l'hôte et 

schistosome, et a fortiori au développement et à la différenciation du schistosome. Il est 

particulièrement important de déterminer la fonction éventuelle de BgSel dans l'interaction 

avec le schistosome. Si BgSel s'avère capable de déclencher un signal chez le parasite 

nécessaire à son développement, ce facteur de l'hôte pourrait participer à l'élucidation des 

mécanismes parasitaires qui entrent en jeu dans l'interaction cellules-sporocystes. Dans ce 

cadre, BgSel serait un candidat pour les expériences de transfections réalisées chez les 

cellules Bge. En effet, grâce aux avantages du modèle de coculture, les cellules Bge sont 

envisagées pour étudier l'influence de gènes de mollusque sur le développement parasitaire. A 

cette fin, depuis quelques années, des travaux visent à développer les outils de transformation 

génétique de la cellule Bge (promoteur homologue, éléments transposables). Au laboratoire 

les travaux de V. Lardans ont aboutit à la mise au point d'une méthode de transfection 

transitoire de la lignée Bge par technique de lipofection (Lardans et al, 1996). D'autre part, un 

promoteur homologue inductible est désormais disponible, le promoteur de l'HSP70 de 

cellules Bge (Yoshino et al, 1998). Ces différents travaux visent à mettre au point une 

transformation stable de la cellule Bge, afin de moduler l'expression de gènes homologues, ou 

hétérologues, en vue d'étudier voire d'influencer la relation hôte-parasite. L'obtention de 

lignée modifiée permettrait d'envisager de contrôler (réprimer) l'expression de BgSel, afin de 

déterminer son impact éventuel sur le développement parasitaire. 

Jusqu'à présent, peu de renseignements sont connus quant à la nature des signaux 

échangés entre cellules Bge et parasite. Les seules indications sur la nature de molécules 

pouvant intervenir dans cette interaction, sont l'activation du métabolisme et de la division 

cellulaire des parasites sous l'effet de facteurs de croissance connus, l'EGF murin et l'insuline 

bovine (Aroca, 1997). Ces résultats sont à rapprocher, d'une part de l'existence chez le 

schistosome adulte d'une molécule homologue au récepteur pour l'EGF (Shoemaker et al, 

1992), et d'autre part, de l'existence de molécules apparentées à l'insuline de mammifère 

décrites chez plusieurs invertébrés (Thorpe et Duve, 1984 ; Steiner et al, 1985). Notamment, 

chez le gastéropode L.stagnalis, les MIP (Molluscan Insulin Peptides) sont similaires au 
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niveau de la séquence primaire à l'insuline de mammifère et interviennent dans la régulation 

de la reproduction et de la croissance chez le mollusque (Smit et al, 1988 ; Meester et al, 

1992). Cependant, les MIP de L.stagnalis divergent par rapport aux insulines de vertébrés au 

niveau de certains acides aminés importants pour la fonction de l'insuline. Il faut noter que 

l'EGF et l'insuline ont également des effets stimulants sur le métabolisme et la prolifération 

des cellules Bge. 

Ces informations ont conduit à la recherche de récepteurs à l'insuline et à l'EGF chez le 

schistosome. Dans notre laboratoire, il a été montré par RT-PCR, l'existence d'ARNm pour le 

récepteur à l'EGF chez les sporocystes primaires de S.mansoni. Ce résultat est à rapprocher de 

la détection de molécules semblables à l'EGF chez L.stagnalis (De Jong-Brink, 

communication personnelle). De plus, un ARN (SmiR) codant pour une protéine qui présente 

des homologies avec les récepteurs à l'insuline et à l'Insulin Growth Factor de différentes 

espèces a pu être mis en évidence à différents stades parasitaires, sporocyste, cercaire et 

adulte (Lardans et al, soumis). Ces résultats pourraient expliquer l'effet activateur de l'EGF et 

de l'insuline sur le métabolisme du sporocyste. 

De nombreuses questions restent en suspens quant au rôle de BgSel. En premier lieu, il 

convient de démontrer sans ambiguïté la nature lectinique de BgSel, et surtout d'établir sa 

spécificité envers des structures oligosaccharidiques (Lex?). Si l'affinité de BgSel pour le 

fucoïdan se confirme, on pourrait envisager un rôle de cette protéine dans l'interaction entre 

les cellules Bge et les sporocystes de S.mansoni. 

Parallèlement, il est capital de confirmer la capacité de BgSel à reconnaître une 

molécule membranaire de S.mansoni. Si tel est le cas, cette reconnaissance serait-elle 

dépendante du CRD ou plutôt due à une interaction de type protéine-protéine? En effet, 

jusqu'à présent la nature et le rôle du domaine non-CRD de la protéine BgSel sont restés 

inconnus. La poursuite de l'étude de BgSel devrait déboucher sur l'identification de la nature 

du ligand chez le parasite. Dans un tel contexte, il conviendra d'examiner l'importance de la 

molécule BgSel dans l'interaction hôte-parasite. 

D'autre part, nous ne savons pas si BgSel est active sous forme de facteur soluble 

sécrétée par les cellules Bge, ou si elle pourrait intervenir dans les phénomènes de 

reconnaissance et médier l'adhérence au parasite. On pourrait envisager en effet que les deux 
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parties de la protéine (domaine CRD et non-CRD) soient impliquées dans la reconnaissance, 

constituant une molécule capable de réaliser un pont entre cellule et parasite. 

Les sélectines établissent le premier contact entre leucocytes et cellules endothéliales, 

avec pour conséquence l'expression en surface de nouvelles molécules d'adhérence. Si BgSel 

est un facteur de reconnaissance, pourrait-il être à l'origine du déclenchement de signaux 

intracellulaires, à l'instar des sélectines? 

La recherche de molécules homologues chez d'autres mollusques vecteurs de 

trématodes nous indiquera si BgSel est propre à B.glabrata. La présence ou l'absence, voire 

l'existence de molécules partiellement homologues à BgSel, dans d'autres modèles 

d'interaction hôte-parasite, seraient à envisager dans le cadre de l'étude de la spécificité et de 

la compatibilité entre mollusques et trématodes. 
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MATERIEL ET METHODES 



I MATERIEL BIOLOGIQUE 

1-Cycle parasitaire 

Une souche portoricaine de Schistosoma mansoni est maintenue au laboratoire, avec 

pour hôte intermédiaire la souche albino de Biomphalaria glabrata, et pour hôte définitif le 

hamster doré Mesocricetus auratus. 

2- Obtention de sporocystes 

Les foies de hamster sont prélevés 40 jours après infestation massive par des cercaires et 

lavés en milieu de Banks-Wallace (+Gentamycine) à 4°C. Après ablation de la vésicule 

biliaire, les foies sont broyés afin de permettre la libération des oeufs. Afin d'éliminer les 

débris tissulaires, le broyat est centrifugé à 1500 tr/min pendant une fois 5' puis deux fois 1' 

30", et rincé (Banks-Wallace) entre chaque centrifugation. L'éclosion des oeufs s'effectue 

dans de l'eau minérale, à 28°C, exposée à une grande luminosité, durant 20'. Le milieu 

d'éclosion est introduit dans un Erlenmeyer équipé d'un tube en T, que l'on plonge dans 

l'obscurité. Les miracidiums sont récupérés par attraction à la lumière dans le tube en T. ' 

La transformation des miracidiums en sporocystes primaires a lieu en milieu salin 

défini, le MSM (Minimal Salt Medium, Schallig et al, 1990). 

MSM : NaCl 3,5 g- KCl 0,16 g- Na2HP04 0,09 g - MgS04 0,45 g - CaCh 0,53 g -

NaHC03 0,05 g - Glucose 1,5 g - Tréhalose 1,5 g. qsp 1 1 H20. pH : 7,8. Osm.: 155 

mosmol/kgH20. Stérilisation par filtration sur 0,45 J.l.m. 

3- Préparation des hémocytes 

L'hémolymphe est prélevée par rétractation du pied des planorbes et placée sur un 

couvercle de boite de Pétri pour éliminer les débris divers et le mucus. Pour 

l'immunocytochimie, l'hémolymphe est ensuite placée sur lame de verre où les hémocytes 

sont laissés à sédimenter et adhérer durant 20'. 

4- Les cellules Bge 

a- culture 

La lignée Bge provient du laboratoire de TP Yoshino, Université du Wisconsin (ATCC 

CRL 1494 ). Les cellules sont maintenue en culture dans le milieu défini par Hansen ( 1976), 
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milieu Bge, enrichi de 10% de sérum de veau foetal (Myoclone, GibcoBRL). La culture 

s'effectue à 28°C sous conditions atmosphériques. 

Milieu Bge: 

milieu de Schneider ( GibcoBRL) 

Hydrolysat de lactalbumine (Merck) 

D(+)Galactose (Sigma) 

QSP 11H20. pH 7,2. Filtration. 

220 ml 

4,5 g 

1,3 g 

Antibiotiques : Pénicilline G et Streptomycine sulfate (SIGMA), solution stock à 10 

mg/ml. Utilisation à 50 ).!g/ml. 

Pour les expériences d'immunocytochimie, les cellules Bge sont mises en culture 24 h 

au préalable dans une chambre de culture stérile de 8 puits, avec 105 cellules/puits (Lab-Tek 

Nalge-Nunc). 

b- Préparation des cellules pour les RT-PCR semi-guantitatives 

Les cellules Bge sont mises en culture en plaque de 12 puits, à raison de 2.106 

cellules/puit. Après adhérence des cellules au support, le milieu Bge est remplacé par 500 111 

de milieu Bge ou par 500 111 de milieu SSS. Parallèlement, des sporocystes ont été préparé en 

milieu SSS (cf§ I 4c). Sur les cellules Bge sont ajouté lml de surnageant frais de culture des 

sporocystes de 24 h, ou 1 ml de SSS. L'incubation s'effectue pendant 2 h, après lesquelles le 

surnageant est éliminé afin de récupérer les cellules Bge. 

c- Préparation des membranes 

Les cellules Bge sont centrifugés, lysées par congélation, puis homogénéisées en Tris 20 

mM pH 7,6; EDTA 1 mM, en présence d'aprotinine et de PMSF. L'homogénat est centrifugé 

à 10000 g une fois 30', suivi de deux fois 10', avec lavages en Tris, EDTA. Le culot de 

composants membranaires est resuspendu dans le même tampon additionné de déoxycholate 

de sodium 1% (DOC). Après sonication, le détergent est laissé en contact 30' à 4°C sous 

agitation douce. Le détergentat est ultracentrifugé à 80000 tr/min, 20'. Le surnageant obtenu 

est centrifugé de la même façon 1 0'. On obtient un culot de membranes non extractibles par le 

DOC, et le surnageant de composants extraits par le DOC. Les différentes fractions sont 

soumises à SDS-PAGE suivi d'un Western Blot. 

137 



d- Préparation des produits d'excrétion/sécrétion (E/S) 

Les cellules Bge sont en mises en culture en milieu Bge, dans une boite de 75 cm2
. 

Lorsque la culture atteint 70% de cellules confluentes, le milieu Bge est remplacé par 10 ml 

de milieu SSS, après rinçage. Le surnageant de culture est récupéré après 8 et 24 h de culture. 

Les cellules sont éliminées par centrifugation. Le surnageant est dialysé sur la nuit contre une 

solution de Tris 2 mM, pH 7,5, puis lyophylisé. 

SSS (Sterile Snail Saline), milieu physiologique mis au point pour les hémocytes de 

L.stagnalis (Adema et al, 1992) : Hépès 5 mM, NaOH 3,7 mM, NaCl 36 mM, KCl 2 mM, 

MgCh 2 mM, CaCh 4 mM, pH 7,8 ~ 120 mOsm, stérilisation par filtration sur 0,45 ~m. 

Déglycosylation des produits E/S des cellules Bge 

100 ~g d'E/S lyophylisé sont solubilisé dans un volume de tampon de dénaturation 

(SDS 0,5% ~ J3-mercaptoéthanol1 %). Après adjonction de phosphate de sodium 0,05 M final, 

et de NP-40 1% final, la N-glycosidase F (PNGase F, New England BioLabs) est ajoutée dans 

le milieu à raison de 2 ~1 soit 1000U. La réaction se déroule à 37°C, sur la nuit. 

II COCULTURE : CELLULES BGE-SPOROCYSTES DE S.mansoni 

Les cellules Bge sont mises en culture sur plaque de 96 puits (50000 cellules/puits) en 

milieu Bge complémenté au SVP. 

Les miracidiums sont mis à transformer en milieu MSM ( cf.I-2), et les sporocystes de 

24 h sont placé dans les puits contenant les cellules Bge, à raison de 50 sporocystes/puits. La 

coculture est maintenue à 28°C, en condition atmosphérique. Le milieu Bge est renouvelé au 

Y2 une fois par semaine, sans renouvellement des cellules. 

Co-culture en présence de polysaccharides 

Le fucoidan (Sigma) et le mannane (Sigma) sont préparés sous forme de solutions stock 

à 10 mg/ml en MSM. Pour les expériences d'observations microscopiques, les 

polysaccharides sont ajoutés à de nouvelles cocultures, à 1 et 2 mg/ml. Au puits contrôle est 

ajouté un volume équivalent de MSM. 

Pour les expériences de marquage métabolique, les cellules Bge sont mises en présence 

d'une gamme de polysaccharides de 0,1 mg/ml à 10 mg/ml. 
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III IMMUNOCYTOCHIMIE 

1- Marquage des cellules 

Les cellules sont rinçées en PBS dilué au tiers puis fixées au paraformaldéhyde 1% 

durant 5'. La perméabilisation s'effectue par traitement au TritonXIOO 0,1% pendant 4'. Les 

lames sont saturées en PBS/BSA 1%, avec du sérum sain de chèvre (1150), 2 h à température 

ambiante. Les cellules sont incubées 2 h avec les anticorps primaire ou le sérum de lapin 

(111 00) puis 1 h 30' avec les anticorps secondaires. 

Pour l'immunofluorescence, les lames sont contre-colorées au bleu Evans. 

Pour la phosphatase alcaline, les lames sont révélées par coloration à la fuschine (New 

Fuschin, Dako) et contre-colorée à l'hématoxyline (Fluka). 

2- Marquage par immunofluorescence des sporocystes 

Les sporocystes de 24 h sont fixés au paraformaldéhyde 1% durant 1 0', puis lavés en 

milieu de Hanks-Wallace. L'incubation avec les anticorps se fait en tube en verre de 500 J.Ll, 1 

h pour les anticorps primaires puis 30' pour les anticorps secondaires, à température ambiante. 

Chaque incubation est suivie de deux lavages par du Hanks-Wallace, les sporocystes sont 

récupérés par centrifugation de 2' à 1500 tr/min Les sporocystes sont placés entre lame et 

lamelle à l'aide de Mowiol. 

IV ANALYSE DES PROTEINES 

1- Marquage métabolique des cellules Bge 

Le marquage métabolique des cellules Bge en présence de polysaccharides est réalisé en 

milieu MSM, en plaque de culture de 96 puits, avec 2J.L Ci/puits de 35S.méthionine, durant 24 

h. 

Pour les expériences d'immunoprécipitation, les cellules sont mises en culture en plaque 

de 24 puits ; après 24 h, le milieu Bge est remplacée par du milieu SSS. Le marquage 

métabolique s'effectue en présence de 15 J.LCi/puits de 35S.méthionine, durant 24 h. 

Après incubation, le surnageant de culture est éliminé ; les cellules sont récupérées par 

lavage du puits au SDS 2%, chauffées à 100°C, 2', puis centrifugées. 
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Une fraction du lysat cellulaire est précipité à l'acide trichloroacétique (TCA) afin 

d'estimer la radioactivité incorporée. 5 J..Ll de lysat et 1 ml de BSA 0,01% sont précipités par 

10% de TCA à 4°C, 20'. Le précipité est filtré sur papier Whatman GF/C, la radioactivité est 

mesurée par un compteur à scintillation liquide. 

2- Electrophorèse 

Electrophorèse des protéines en condition dénaturantes, SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) selon Laemli (1970). 

Tampon d'échantillon: Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8 ; SDS 2% ; saccharose 10% et 13-
mercaptoéthanol 5% en conditions réductrices. 

Gel de concentration : polyacrylamide 5% ; Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8 ; SDS 0,1 %. 

Gel de séparation: polyacrylamide; Tris-HC1375 mM pH 8,8; SDS 0,1 %. 

Tampon d'électrophorèse : Tris 25 mM ; Glycine 250 mM ; SDS 0,1 %. 

3- Western Blot 

Les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose (Towbin et al, 1979). La 

membrane est saturée en PBS/BSA 3% 2 h à température ambiante. Les sérums ou les 

anticorps primaires sont incubés en PBS/BSA 0,25% 2 h à température ambiante. Les 

anticorps secondaires couplés à la streptavidine biotinylée sont incubés en PBS/BSA 0,25% 1 

h 30' à température ambiante, et sont suivis d'une incubation de 30' de la peroxydase couplée à 

la streptavidine (Amersham). Les lavages sont effectués en PBS/Tween 0,1%. 

La révélation se fait avec le 4 Chloro-1-Naphtol (BioRad), ou par chemiluminescence 

(kit Rennaissance, Amersham). 

Anti-sérum 

Un lapin a été immunisé selon la méthode de Vaitukaitis et al (1971) avec la protéine 

recombinante BgSel/CRD produite en système pQE30. 

4- Immunoprécipitation 

Aux protéines radiomarquées, en SDS 2% (100 J..Ll), sont ajoutés 5,8 volumes de TNTE 

et 10 J..Ll de sérum de lapin, en présence d'aprotinine. Le contàct a lieu avec agitation douce 

durant 1h à température ambiante, après lequel sont ajoutés 25 J..Ll de billes de protéines G 

(Gamma Bind Sepharose, Amersham), équilibrée en TNSTE. Le contact entre lmmun-
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complexes se prolonge durant 2 h, à température ambiante, en agitation douce. Les billes sont 

ensuite lavées trois fois en TNSTE, trois fois en TN, puis trois fois en Tris. Les immun

complexes sont élués par 25 J.tl de tampon d'échantillon pour SDS-PAGE, 3' à 100°C. Les 

protéines sont séparées par électrophorèse SDS-P AGE et le gel soumis à autoradiographie. 

TNSTE : Tris 5 mM pH 7,4 ; NaCl 150 mM; SDS 0,3% ; TritonxlOO 1,7% ; EDTA 2 

mM. 

TNTE: Tris 5 mM pH 7,4; NaC1150 mM; Tritonx100 2%; EDTA 2 mM. 

TN: Tris 5 mM pH 7,4; NaC1150 mM. 

5- Liaison aux mono- et polysaccharides 

Fixation des sucres sur plaque de polystyrène d'après la technique de Hatakeyama et al 

(1996). Les puits d'une plaque de 96 puits (Nunc) sont traités par 300 111 de divynilsulfone, 

5% en CaC03 0,5 M pH 11, 1 h à température ambiante, suivi d'un lavage au tampon 

carbonate. Les sucres sont fixés covalamment par incubation d'une nuit, de solutions à 10% 

(w/v) en tampon carbonate, à température ambiante. Les sites vinyl libres sont bloqués par 

une solution de Tris 1 M pH 11, 1 h. Après rinçage en TBS, les puits sont saturés par une 

incubation de TBS/BSA 3%,2 h à température ambiante. 

La protéine recombinante issu de l'expression en baculovirus est incubée dans les puits 

traités, 2 h à température ambiante. La quantité de protéine utilisée par essai est légèrement 

supérieure au seuil de détection par Western Blot. 

V PURIFICATION ET PREPARATION DES ACIDES NUCLEIQUES 

1- ADN génomique 

Mollusque : L'ADN génomique de Biomphalaria glabrata est préparé à partir de 

mollusques entiers. Les corps sont extraits de la coquille et broyés dans l'azote liquide. 

Cellule Bge : Les cellules Bge sont lavées et centifugées deux fois en TBS froid ; les 

cellules sont lysées par une succession de congélation-décongélation. 

Culot cellulaire ou broyat de mollusques sont suspendus dans 10 volumes de tampon 

d'extraction : EDTA 0,5 M pH 8 ; sarcosyl 0,5% ; protéinase K 100 Jlg/ml. Le mélange est 

laissé en contact 3 h à 50°C, puis subit trois extractions au phénol, suivie d'une extraction au 

chloroforme-alcool isoamylique. Après traitement à la RNAse 3 h à 37°C, l'ADN génomique 

est enroulé sur une bague de verre, par précipitation par 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M 
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pH 4,8, éthanol 100%. L'ADN est ensuite lavée deux fois à l'éthanol 70% et resuspendu en 

TE. 

2-ARN 

L'ARN total est préparé soit à partir de mollusques entiers broyés, soit directement à 

partir de culots de cellules Bge. Il est extrait selon la méthode à l'isothiocyanate de guanidium 

4M et purifié par gradient de chlorure de césium (Chirgwin et al, 1978). L'ARN est ensuite 

précipité par 2,5 volume d'éthanol 100% et 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M pH 5,2, puis 

resuspendu dans l'eau. 

L'ARN polyA+ est isolé par passage de l'ARN total sur colonne d'oligodT (eDNA 

synthesis kit, Pharmacia) selon le protocole préconisé par le kit. 

Pour les expériences de PCR semi-quantitatives, l'ARN total des cellules Bge est 

préparé à l'aide du kit RNAeasy (Quiagen). 

3- ADN complémentaire 

L'ADNe premier brin est réalisé à partir d'1 J..Lg d'ARN total de mollusque ou de cellules 

Bge. L'ARN est dénaturé en présence de 500 ng d'oligodT, 10' à 70°C. Sont ajouté le tampon 

de Reverse Transcriptase (50 mM Tris pH 8,3 ; 75 mM KCL ; 3m M MgC}z), 10 mM DTT et 

1 mM dNTP. Après 2' à 42°C, la Superscript1MII Reverse Transcriptase (GibcoBRL) est 

ajouté pour une incubation de 50' à 42°C. La réaction est arrêtée par chauffage 15' à 70°C. 

Dans le cas des PCR semi-quantitatives, le taux d'ADNe synthétisé est estimé : pour 

cela, 2,5J..Ll de la réaction est effectuée en présence de 2J..LCi de 32P-dCTP. A la fin de la 

réaction, les produits sont précipités à l'acide trichloroacétique 5%, la radioactivité incorporé 

est mesuré par compteur à scintillation liquide. 

VI CONDITIONS DE PCR 

1- Amorces 

Amorces dégénérées construites selon le domaine lectine des sélectines humaines : 

"sell" 5'-YTAGTIGCIATICARAAYAAR-3' (sens) 
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"sel2" 5'-TATTA YTGGATIGGTATHMG-3' (sens) 

"sel3" 5'-TTYTGICKRTTRTTIGGYTC-3' (antisens) 

"sel4" 5'-GCIGTRTAACAHARWGC-3' (antisens) 

avec I=Inositol. Y=C,T. R=A,G. H=A,T,C. M=A,C. K=G,T. W=A,T. 

Amorces choisies dans BgSel: 

"PASl" 5'-CTACAGTCGGTGTAACCACACTGCTCAG-3' (sens) 

"PAS2" 5'-CTGTGGCTATAACGCCAGGTGTTACCG-3' (antisens) 

"PAS3" 5'-CATCCAGTGAGTTAGTGAGACCAACG-3' (antisens) 

"P AS4" 5'-GTTGACT ACGTGTGCAAAGACACTGTG-3' ( antisens) 

"PAS5" 5'-CGTTGGTCTCACTAACTCACTGGATG-3' (sens) 

"PAS6" 5'-TCAACAGGATCCAACAGCTATTTTCTATCCAAGGAG-3' (sens) 

"P AS7" 5'-CATTGGGTCGACAAA TTCACACAAAGCAT AAAACTG-3' ( antisens) 

"PAS8" 5'-CTAGCTAGGTCGACTTAAACGTTAAGTGAATCTGAA-3' (antisens) 

2- Réactions 

Les PCR sont réalisées avec la Taq DNA polymérase (PROMEGA) en présence de: 

amorces 20 pmoles, MgCb 2 mM, dNTP 200 JlM, volume réactionnel 50 Jll. 

PCR sur ADN génomique avec les amorces "Sel": 

Matrice 1 Jlg 

94°C 5' 

dénaturation l' 94°C- hybridation l' 48°C- élongation l' 72°C- 35 cycles. 

72°C 5'. 

PCR sur ADN génomique et ADNe avec les amorces "Pas": 

94°C 5' 

dénaturation l' 94°C- hybridation l' 60°C- élongation l' 72°C- 35 cycles. 

72°C 5'. 

PCR pour Marathon 

1 e série: 

94°C 5' 

dénaturation 94°C l'- hybridation 60°C 30"- élongation 68°C 2'- 30 cycles. 
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2e série: 

94°C 5' 

dénaturation 94 oc 1' - hybridation 55°C 1 '- élongation noe 1' - 35 cycles. 

noe 5'. 

3- PCR semi-guantitatives 

La quantité d'ADN est ajustée, selon les résultats obtenus par l'incorporation de 
32PdCTP lors de la synthèse des ADNe, pour que chaque essai présente la même quantité de 

matrice. Les amorces utilisées sont PASl et PAS2. Les PCR sont réalisées avec la Taq Gold 

(Promega). 

Conditions : 

dénaturation 94 oc 1'- hybridation 55°C 1'- élongation noe 1 '- 45 cycles 

72°C 5' 

A partir du 20ème cycle, tous les 5 cycles 15 111 de réaction sont prélevés. 5fll du produit 

PCR final sont analysés sur gel d'agarose afin de vérifier la présence d'un produit unique à la 

taille attendue. Les produits PCR sont analysés par Dot-Blot et hybridation par un 

oligonucléotide radiomarqué. 

4- Purification et sous-clonage des produits 

Les produits d'amplification par PCR sont examinés sur gel d'agarose et découpés du gel 

pour être purifiés sur billes échangeuses d'ions (Jetsorb, Genomed). 

Le sous-clonage des produits PCR s'effectue en vecteur pCR ™II (TA Cloning, 

Invitrogen). La ligation entre plasmide et inserts s'effectue sur la nuit à l6°C, en présence de 

T4 DNA Ligase (Promega). L'amplification des plasmides se déroule chez E.coli JM109. 

VII CRIBLAGE DE LA BANQUE D'ADNe 

La souche bactérienne E.coli XLI Blue (MR.F') est mise en culture en milieu LB 

supplémenté par du MgS04 10 mM et du maltose 0,2%, à 37°C, jusqu'à une D06oo de 0,6. 
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Après centrifugation le culot bactérien est suspendue dans un demi-volume initial de MgS04 

lOmM. 

2,5 105 bactériophages sont mis en contact avec 600 !J.l de bactéries compétentes, à 

37°C 15', sous agitation douce. Les phages et bactéries sont ensuite coulés dans du "top NZY" 

sur boite NZY de 150 mm, de façon à avoir 50000 pfulboite (20 boites). Après 6-8h à 37°C, 

les plages de lyse sont récupérés par empreintes sur filtre de nitrocellulose. Les filtres sont 

dénaturés 2' en NaC11,5 mM; NaOH 0,5 M, neutralisés 5' en NaCl 1,5 M; Tris-HCl pH 8, et 

rinçés en Tris-HCl 0,2 M pH 7,5 ; SSCx2. Les acides nucléiques sont ensuite fixés sous U.V. 

(1,5 J/cm2). Les membranes de nitrocellulose sont préhybridées en SSC6x, Denhardt's 5x, 

SDS 0,1 %, ADN de sperme de hareng 500!J.g/ml, 2h à 65°C. La sonde radiomarquée est 

ensuite ajoutée. Après une nuit d'hybridation à 65°C, les membranes sont lavées en SSCxO, 1 ; 

SDS 0,1% à 65°C. Les clones positifs sont révélés par autoradiographie. 

Chaque plage de lyse positive est récupérée et placée dans 1 ml de SM contenant 10 !J.l 

de chloroforme. Ces clones positifs subissent encore deux nouveaux criblages, comme décrit 

çi-dessus. 

Les clones J...ZAP positifs isolés à l'issu des trois criblages subissent l'excision de leur 

phagemide pBluescript, à l'aide d'un phage "helper" ExAssit™ dans la souche E.coli SOLR™ 

selon le protocole préconisé par le manuel "ZAP-cDNA synthesis kit" (Stratagene ). 

Les différents clones pBluescripts obtenus sont séquencés. 

VIII MARQUAGE DES SONDES RADIOACTIVES 

Les fragment d'ADN (50 ng) sont marquée à l'a32P-dCTP par la technique de "random 

priming" (kit Megaprime, Pharmacia). Les nucléotides radiomarqués non incorporés sont 

récupérés sur colonne de Sepharose G50. 

La sonde oligonucléotidique est marqué au y32P-dATP par la T4 nucléotide kinase. 
è 

IX ANALYSE DES ACIDES NUCLEIQUES 

1- Soutbern Blot 

L'ADN génomique de cellules Bge est digéré par les enzymes de restrictions EcoRI, 

BamHI et Xhol. La séparation des ADN se fait par éléctrophorèse en gel d'agarose 0,8 % 

préparé en TBE. Après électrophorèse, les ADN sont dénaturés par immersion du gel en NaCl 
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1,5 M, NaOH 0,5 N, durant 45', puis neutralisés en Tris 1 M pH 7,4, NaCl 1,5 M, durant 30' 

Les ADN sont ensuite transférés par capillarité sur membrane de nylon (hybond-N+, 

Amersham) en tampon SSC10x, sur la nuit. Après rinçage de la membrane en SSC6x, les 

ADN sont ensuite fixés sous U.V. (1,5 J/cm2
, membrane humide). La préhybrydation se fait à 

65°C (SSC6x, Denhardt's 5x, SDS 0,1 %, ADN de sperme de hareng 500 J.lg/ml) durant 3 h ; 

la sonde radiomarquée, dénaturée, est ensuite ajoutée, et l'incubation se poursuit sur la nuit. 

Après l'hybridation, la membrane subit une série de lavages: 2x15 min. en SSC2x, SDS 

0,1% à 65°C, puis 1x15'. SSC1x, SDS 0,1% à 65°C, suivi de 1x15' SSCx0,2 à température 

ambiante. La révélation s'effectue par autoradiographie. 

Les produits de PCR semi-quantitatives sont analysés en dot-blot. Le volume des 

réactions est ajusté à 100 J.ll en TE. Sont ajoutés 6 111 d'EDTA 0,5 M et 8 J.ll de NaOH 6 N 

pour la dénaturation 10' dans la glace. Après neutralisation par 115 111 de ~OAc 2 M, les 

échantillons sont chargés dans l'appareil à dot-blot. Au préalable a été installée la membrane 

de nitrocellulose, humidifiée par ~OAc 1 M. Après lavage par 200 111 ~OAc 1 M, la 

membrane est lavée en SSC6x puis séchée. L'ADN est fixé sous U.V.(0,15 J/cm2). La 

préhybridation a lieu à 42°C 2h, en SSC6x, Denhardt's 5x, SDS 0,1 %, ADN de sperme de 

hareng 500 J.lg/ml. La sonde est ajoutée, l'hybridation se poursuit sur la nuit à 42°C. La 

membrane est lavée 15' à température ambiante, en SSCx6; SDS 0,1%, puis 15' à 55°C en 

SSCx6 ; SDS 0,1 %. 

2- Northern Blot 

Les ARN sont séparés par éléctrophorèse en gel d'agarose/formaldéhyde 1% ( agarose 

0,5 g, 5 ml de MOPS lOX, 2,7 ml de formaldéhyde, qsp 50 ml H20). Les ARN sont ensuite 

transférés sur membrane de nylon chargé (hybond-N+, Amersham) par capillarité en tampon 

SSC 1 Ox, sur la nuit. Après transfert, la membrane est rinçée en SSC6x, puis les ARN sont 

fixés au nylon par irradiation aux rayons U.V. (1 ,5 J/cm2
, membrane humide). 

La préhybrydation se fait à 65°C (SSC6x, Denhardt's 5x, SDS 0,1 %, ADN de sperme de 

hareng 500 J.lg/ml) durant 3 h ; la sonde radiomarquée, dénaturée, est ensuite ajoutée, et 

l'incubation se poursuit sur la nuit. Après l'hybridation, la membrane subit une série de 

lavages: 2xl5' en SSC2x, SDS 0,1% à 65°C, puis lxl5' SSClx, SDS 0,1% à 65°C. La 

révélation s'effectue par autoradiographie (exposition 1 mois). 

MOPS 10X: MOPS 0,2 M pH 7, Acétate de Sodium 80 mM, EDTA 10 mM pH 8, qsp 

IL. 
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3- Séquençage 

Le séquençage a lieu à partir d'amorces spécifiques du vecteur de sous-clonage 

("Universal et Reverse primers"). 

Les réactions de séquence se réalisent suivant la méthode de Sanger, à l'aide du kit de 

séquençage "Terminator Reaction Cycle Sequencing Ready"(ABI Prism, Perkin Elmer, 

Applied Biosystems), et sont analysées par un séquenceur automatique ABI 377 (Perkin 

Elmer). 

X TRANSFORMATION BACTERIENNE 

Les souches bactériennes JM109 (pour vecteur de clonage) et M15, BL21(pour vecteur 

d'expression), sont cultivées pendant une nuit en milieu LB. Les cultures sont diluées au 

1/lOOe dans 15 ml de milieu SOB et mises sous agitation à 37°C jusqu'à obtention d'une 

DOsso de 0,45. Après centrifugation, le culot est repris dans 2 ml de TFB. Sont ajoutés 

successivement 84 !J.l de DMSO, 84 !J.l de DTT et enfin 84 !J.l de DMSO en prenant la 

précaution de placer la culture sur glace entre chaque étape. 

210 !J.l de bactéries compétentes sont mis en contact avec le plasmide et laissés sur glace 

pendant 30'. Un choc thermique de 2' à 42°C puis de 2' sur glace assure la transformation des 

bactéries. Après adjonction de 800 !J.l de SOC et une heure de culture à 37°C, les bactéries 

sont étalées sur boites LB en présence d'antibiotiques. Dans le cas des JM109 la présence 

d'IPTG et d'Xgal dans le milieu permet la sélection des clones positifs, par expression de la 13-
galactosidase. 

L'ADN plasmidique est préparé à partir de culture bactérienne et purifié sur colonne 

Nucleobond Ax (Macherey-Nagel). 

XI EXPRESSION DE PROTEINES RECOMBINANTES 

1- Expression en pQE30 

Le plasmide pQE30 contient un codon d'initiation, suivi de la séquence 6x.His, en amont 

du site de clonage, ainsi qu'un codon de terminaison dans les trois cadres de lecture en aval de 

ce site. L'expression dans le vecteur pQE30 est sous la dépendance du plasmide pREP4 qui 
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porte le gène lac! codant pour le répresseur lac. L'expression est donc induite par l'addition 

d'IPTG qui inactive le répresseur, libérant ainsi le promoteur du plasmide pQE30. 

Deux amorces ont été synthétisées pour le sous clonage en pQE30 : 

"Pas6" 5'-TCAACAGGATCCAACAGCTATTTTCTATCCAAGGAG-3' (sens) 

"Pas7" 5'-CATTGGGTCGACAAA TTCACACAAAGCAT AAAACTG-3' ( antisens) 

Les sites de restriction de BamiD (Pas6) et Sali (Pas7) sont soulignés. 

La production et la purification de la protéine recombinante sont réalisés selon le 

protocole décrit par le "QIAexpress system" (Quiagen). Le clonage du plasmide recombinant 

s'effectue chez la souche E.coli JM109 et l'expression de la protéine recombinante a lieu chez 

la souche E.coli M15. 

La localisation cellulaire et la solubilité de la protéine sont examinées selon le protocole 

préconisé par le QIAexpress system. La protéine recombinante est purifiée sur une colonne de 

chélate chargée en ions Ne+ (Ni-NTA, Quiagen). 

2- Expression en pET32 

La séquence d'intérêt clonée dans le plasmide pET32 est sous la dépendance du 

promoteur T7 ; l'expression s'effectue dans une souche bactérienne possédant une copie 

chromosomique du gène de l'ARN polymérase T7, sous contrôle du répresseur lac, expression 

induite par l'IPTG. La présence du promoteur T7 présente un double intérêt : d'une part il 

garantit que le gène d'intérêt n'est pas transcrit à l'état non induit, d'autre part l'ARN 

polymérase T7 est très sélective et très active ce qui permet une production importante de la 

protéine recombinante. 

Le vecteur pET32 (figure 48) possède un domaine de fusion à la thioredoxine destiné à 

accroître la solubilité de la protéine d'intérêt dont le gène est cloné dans ce plasmide. Le 

plasmide pET32 présente un codon d'initiation (de la thioredoxine) suivie d'une séquence 

6xHis en amont du site de clonage ; il possède également un codon stop dans les trois cadres 

de lecture. 
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Figure 48 : Région de clonage du plasmide pET32a. 

La production et la purification de la protéine recombinante de fusion sont réalisés selon 

le protocole du "pET System Manual" (Novagen). Le clonage s'effectue chez la souche E.coli 

JM109, l'expression s'effectue dans la souche E.coli BL21. 

a- Expression du domaine lectine 

Deux amorces ont été synthétisée pour le sous-clonage en pET32: 

"Pas6" 5'-TCAACAGGATCCAACAGCTATTTTCTATCCAAGGAG-3' (sens) 

"Pas8" 5'-CTAGCTAGGTCGACTTAAACGTTAAGTGAATCTGAA-3' (antisens) 

Les sites de restriction BamHI (P AS6) et Sall (P AS8) sont soulignés. 

b- Expression du clone BgSel en pET32 

A partir du clone isolé et excisé de la banque Â.ZAPII de B.glabrata, l'insert BgSel est 

extrait du plasmide pBluescript, par coupures des enzymes BamHI et Xhol. Il est sous-cloné 

dans les trois vecteurs pET32, a, b etc, qui présentent trois cadres de lecture décalés. 

3- Expression en système eucaryote: baculovirus et cellules d'insectes 

a- Cellules et milieu de culture 

L'expression de BgSel en système baculovirus est effectuée dans les cellules SF9. Ils 

s'agit de cellules adhérentes dérivées de la lignée IPLBSF-21 provenant du tissu ovarien de la 

pupe du lépidoptère Spodoptera frugiperda. 
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La culture cellulaire courante et la culture pour la préparation du stock de baculovirus 

s'effectuent en milieu de Grace (GibcoBRL) complémenté par 10% de sérum de veau foetal 

(GibcoBRL). La culture en vue de l'expression et purification de la protéine de fusion se 

déroule en milieu X-Press (BioWhittaker). Le milieu X-Press (formulation confidentielle) est 

dépourvue de protéines, il contient du glucose comme source d'hydrate de carbone et ne 

nécessite pas d'apport de sérum. 

Les SF9 sont cultivées à 27°C sans apport de C02, leur densité double toutes les 24 h. 

Un repiquage par dilution au 1/5 dans du milieu frais a lieu lorsque le tapis cellulaire atteint la 

confluence. 

b- Construction du vecteur de co-transfection 

Le vecteur choisi pour l'expression de BgSel chez les cellules d'insectes est le 

pAcSecG2T (figure 49). Il s'agit d'un vecteur d'expression de protéine en fusion avec la 

Glutathion S-tranférase. La séquence BgSel est insérée en aval de la région codant pour la 

GST au niveau du site Smal. Le gène de la GST est précédé de la séquence signal gp67 pour 

permettre la sécrétion de la protéine de fusion. 

""'"""" 

pAcSecG2T 
polyhedrin 

8641 bp promotcr 
gp67 

ulliquesil .. ulld«lined ~ 

gluW!ûou 
S-t~ansferose 

~Zl 
Hindlll (3460) 

277 
1---l 

A 'M' G'T'T 'M',. 'l'AT GTG C'l"t' 'I"'I"Q GCa GCG GCG GCG C-U TC'r GC'C "rrT C.C:Ç IJA'r C'!'C A'I'C Tee <:CT , • , 

~--w---~~~~--~-~-~-~gp6:1 secretion signal a-wence turuterlinecU 

~iY~···(~·~·) 
gl".otaolùone S-tronsfuase v•n• .•• CTG err CCG. CGT Gat. :~t:: GC..A Arr CAT CGT OAC roA 

r..e~ Val Pro ~!1 Gly S"r Pro Ç.ly !le His Ar; Asp Stop 

Figure 49 : Schéma du plasmide pAcSecG2T. 
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L'insert correspondant à BgSel est extrait du pBluescript provenant de la banque 

d'ADNe par digestion enzymatique avec Smai et Xhoi. L'extrémité cohésive due à la 

digestion par Xhoi est complétée pour former un bout franc, par action de l'ADN polymérase 

"Klenow". Parallèlement le vecteur pAcSecG2T est linéarisé par coupure par Smal. Après 

ligation, les plasmides recombinants sont propagés en E.coli JM109. Un clone positif est 

sélectionné pour produire le plasmide pAcSecG2T/BgSel. Le plasmide recombinant est 

séquencé afin de vérifier la conservation du cadre de lecture ouvert au niveau de la fusion 

enter la GST et BgSel. 

c- Production du stock de baculovirus recombinant 

La co-transfection de pAcSecG2T/BgSel et du baculovirus (Baculogold™) est opérée 

avec les cellules SF9 selon le protocole du manuel d'utilisation (Pharmingen). 0,5 ~g d'ADN 

linéarisé de Baculogold est mis en présence de 3,5 ~g de pAcSecG2T/BgSel, et sont co

transfectés sur un tapis de 2.106 cellules SF9 par précipitation au phosphate de calcium. Après 

4 h de contact, le surnageant est remplacé par du milieu frais. La production de particules 

virales recombinantes est vérifiés par l'observation de la morphologie des cellules. Après 5 j 

de cultures, le surnageant infectieux est utilisé (dilution l/50e) pour infecter de nouvelles 

cellules. L'enrichissement en particules virales est réalisé par infections successives de 

cellules SF9 à partir de surnageant infectieux. Un stock de particules virales de titre élévé est 

nécessaire pour infecter les cellules dans des conditions optimales de MOI (multiplicity of 

infection= nb de virus.mr1/nb de cellules), afin d'obtenir une production maximale de protéine 

de fusion. L'obtention d'une infection synchrone pour l'ensemble des cellules nécessite une 

MOI supérieure à 1. Afin de ne pas réduire trop rapidement le métabolisme des cellules 

d'insecte par l'activité lytique du virus, la MOI doit cependant rester inférieure à 10. 

d- Titration du stock de baculovirus recombinant 

La titration virale est réalisée par dilution "point-limite". Cette méthode statistique 

consiste en l'inoculation de plusieurs cultures cellulaire s avec différentes dilutions virales. Le 

titre est estimé par détermination de la dilution qui permet d'infecter 50% des cultures 

(TCID50). Ce titre, en pfu (plaque forming unit)/ml, correspond au TCID50/ml affecté d'un 

facteur spécifique du couple virus/cellule hôte (0,69 pour le couple baculovirus/SF9). 10 ~1 

de suspension cellulaire à 2,5.105 cellules/ml sont déposés dans chaque puits d'une 

microplaque de Terazaki (Nunc). Le stock viral est dilué de 10-3 à 10-7 
; chaque dilution 
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permet d'infecter 6 puits. Après 6 j de culture, le nombre de puits infectés est comptabilisé 

pour procéder au calcul de la titration. 

Titre (pfu/ml) = 1/TCID5o x 0,69 x volume (ml) de l'infection 

Avec: Log TCID5o =Log" dilution donnant plus de 50% de puits infectés"- PD 

PD : distance proportionnée par rapport à la concentration donnant 50% de puits 

infectés. PD= (A-50)/(A-B) 

A : pourcentage supérieur à 50% de puits infectés 

B : pourcentage inférieur à 50% de puits infectés 

Concentration virale 

10-3 

10-4 

10-5 

10-6 

10-7 

Titre du stock viral : 6,9.106
'
5 pfu/ml. 

e- Production et purification de GST/BgSel 

Pourcentage de puits infectés 

100 

100 

83 

50 

16 

Les cellules SF9,en milieu X-Press, sont infectées à partir du stock de baculovirus 

recombinant. La protéine de fusion est purifiée sur billes de Glutathion-Agarose (Sigma). 

Après 3 j d'infection, cellules et surnageant sont récupérés. Les cellules sont lysées sur 

glace 2 h, en tampon de lyse. Surnageant de culture et lysat cellulaires sont centrifugés à 

12000 g pendant 30'. Les surnageants de centrifugation sont chargés sur colonne de 

glutathion-agarose, préalablement équilibrée en tampon d'équilibration. La colonne est lavée 

par le même tampon jusqu'à obtention en sortie de colonne d'une DOzso=O,O. La protéine de 

fusion est éluée par le tampon d'élution, en surveillant également la DOzso. L'éluat est 

récupéré avec Ill 0 de volume de tampon d'équilibration pour assurer la neutralisation. 

L'éluat est dialysé contre une solution Tris 2 mM pH 7,5, puis concentré par traitement à 

l'aquacide. Les produits récupérés sont analysés par SDS-PAGE et Western Blot. 

Tampon de lyse: Tris 10 mM pH 7,5; NaC1150 mM; TritonXIOO 1%. 
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Tampon d'équilibration: K2HP04/KH2P04 10 mM pH 7; KCl 150 mM; EDTA 1 

mM. 

Tampon d'élution: glutathion 7 mM; Tris 50 mM pH 9,1 ; DTT 0,1 mM. 

XI ANTICORPS UTILISES 

Anticorps 1 : 

Anti E-sélectine: lgG1 de souris, clone BBIG-E4 (R&DSystems), utilisation 10 !J.g/ml. 

Anti E/P-sélectine : IgG1 de souris, clone BBIG-E6 (R&DSystems), utilisation 10 

!J.g/ml. 

Anti L-sélectine : IgG 1 de souris, clone 4G8 (R&DSystems ), utilisation 10 !J.g/ml. 

Anti P-sélectine : IgG1 de souris, clone L YP20, don du Dr McGregor, utilisation 10 

!J.g/ml. 

Anti CD15 : lgM de souris, clone 80H5 (Immunotech), utilisation 10 !J.g/ml. 

Sérum de lapin anti-BgSel, 1/50e. 

Sérum de rat anti domaine lectine de la P-sélectine humaine. 

Sérum de rat anti P-sélectine humaine. 
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