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Institut Pasteur, Paris, et Institut Pasteur, Tananarive, Madagascar

Dosages enzymatiques effectués sur différentes
souches de Trypanosoma gambiense (Dutton,1902)

Par H. FROMENTIN, J. RIcHAUD et A. DODIN

Un caractere bien connu de Trypanosoma gambiense est de
perdre son pouvoir infectieux dés sa mise en culture, tandis que,
conservé sur petit Rongeur par passages mécaniques il garde son
infectivité pour le Muridé, mais ne peut plus étre cultivé.

Il nous a semblé intéressant, aprés avoir mis en ¢vidence l'in-
tervention favorable aux Flagellés, des enzymes des hématies
(H. FROMENTIN & A. DODIN, 1964) de caractériser le systéme en-
zymatique de T. gambiense, que celui-ci provienne du sang du Rat
ou de culture, et de comparer les résultats obtenus. Une différence
peut apparaitre, susceptible d’expliquer le comportement diffé-
rent de la souche selon son mode de conservation in vivo ou
in vitro.

Nous étudions successivement 'activité de la glucose-6-phos-
phate-déshydrogénase (G-6-P-D) :

de la transaminase glutamique pyruvique : TGP

de la transaminase glutamique oxalacétique : TGO

de la déshydrogénase a-hydroxybutyrique (a-HBDH)

et de la déshydrogénase lactique (LDH).

Les souches de T. gambiense * étudiées sont :

« Ellane » et « I'éo » provenant du sang de Rats et de culture ;
« M'Bala Victor », « Yaoundé » et « Huguelte » du sang de Rals;
« Mine » de culture.

Les Trypanosomes sont, soit prélevés sur I'animal a 'acmé de
I'infection du 4¢ au 6° jour selon les souches, soit récoltés le
6¢ jour de la culture, a la fin de la phase exponentlielle.

Ils sont mis en suspension dans la solution de Hanks.

1 T. gambiense « Féo» a été isolé au Nord-Togo par L. LAPEYSSONNIE et
J. CAUSSE en 1961 et mis en culture par nous-mémes en 1962.

T. gambiense « M'Bala Victor » a été isolé a l'Institut Pasteur de Brazzaville
en 1953, cette souche est naturellement arséno-résistante.

T'. gambiense « Eliane » isolée par M. VAUCEL 4 Paris 1952.

T. gambiense « Mine » isolée par H. FROMENTIN a Paris 1959.

T. gambiense « Yaoundé » isolée par H. JONCHERE au Cameroun 1934.

T. gambiense « Huguette », lignée artificiellement arséno-résistante. Isolée
d’'un cas humain d’infection accidentelle, Paris 1957.
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Les Trypanosomes sont en suspension dans la solution de
Hanks dont 1 ml donne théoriquement 0,01013 g de matiere
seche, Aprés numération les suspensions ont été congelées et dé-
congelées trois fois a 20° C. Elles sont conservées a cette tem-
pérature entre chaque mesure.

Le poids de matiére seche de chaque suspension a été calculé,
rapporté a 1 ml de dilution contenant 1.000.000 de Trypanosomes/
ml et les quantités d’azote correspondant en ont ¢té déduites.

Nous obtenons les chiffres suivants :
T. gambiense «Iliane » 0,00000595 g d’azote
« Féo » 0,00000865 g d’azote
« M’Bala Victor»  0,00000797 g d’azote
pour 1 ml de suspension contenant 1.000.000 de Trypanosomes.

Les valeurs des activités enzymatiques pour la souche « Mine »
ont ¢été établies sur la base des valeurs en azote trouvées pour
« Eliane », les quantités de Trypanosomes de la souche « Mine »
dont nous disposions ne nous ayant pas permis d’effectuer des
dosages. Pour les souches « Yaoundé » et « IHuguette » les calculs
ont été effectués sur la base de la moyenne des valeurs d’azote
trouvée pour les autres souches, soit 0,00000696 g.

Méthodes de dosages

Etudes quantitatives

Les activités enzymaliques mesurées ont été rapportées a la
quantité d’azote total obtenue par la méthode de Kjeldahl.

Les valeurs trouvées ont été converties en protéines en utilisant
le coefficient de conversion 6,25 le plus employé lorsqu’il s’agit
d’un matériel riche en protéines.

Les mesures sont effectuées avec un spectrophotomeétre a
340 mu et les réactifs correspondants >

Les dosages sont pratiqués a 32° ¢, sur un volume de 0,1 ml
d’échantillon rapporté 4 3ml, dans des cuves de 10 mm d’épaisseur.

1° Dosage de Uactivité glucose-6-phosphate-déshydrogénase
(G-6-P-D)
Nous avons utilis¢ le réactif du commerce nommé « G-6-P-D

Calsul » .
Sous I'influence de la G-6-P-D, le triphosphopyridine nucléo-
tide (TPN) est transformé en triphosphopyridine nucléotide réduit

2 Calbiochem.
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(TPNH) tandis que le sel de tétrazolium contenu dans le réactif
est transformé en formazan, coloré en rouge violet.

Le TPNH formé au cours de la réaction absorbe la lumiére a
340 mu. La réaction est suivie au spectrophotomeétre.

Nous notons la variation de densité optique et nous utilisons
I’accroissement moyen de densité optique par minute, mesuré
dans l'intervalle de temps ou cet accroissement est linéaire.

2° Dosage de Uactivité de la transaminase glutamique pyru-
vique (TGP).

Le principe du dosage repose sur le couplage de 2 réactions
enzymatiques aboutissant & la transformation d'un corps absor-
bant la lumiére a 340 mu en un corps transparent pour cette lon-
gueur d’onde. L.a TGP en présence d’a-céto-glutarate et d’alanine
induit la formation de glutamate et de pyruvate.

La déshydrogénase lactique (LDH) en présence de pyruvate et
de diphosphopyridine nucléotide réduite (DPNH) induit la for-
mation de lactate et de diphosphopyridine nucléotide (DPN).

Le DPNH absorbe a 340 mu, le DPN est transparent. La trans-
formation de DPNH en DPN est facilement suivie au spectrophoto-
metre et de la diminution de la densité optique observée on déduit
I'activité TGP.

3° Dosage de Pactivité de la transaminase glutamique oxala-
cétique (TGO)

Le principe du dosage repose sur le couplage de 2 réactions
enzymatiques aboutissant & une diminution proportionnelle & la
quantité de TGO en réaction, d'un corps absorbant la lumiére a la
longueur d’onde de 340 myu, cette diminution de densité optique est
suivie au spectrophotometre.

La TGO, en présence d’a-céto-glutarate et d’aspartate, induit la
formation de glutamate et d’oxalacétate.

La déshydrogénase malique, en présence d’oxalacétate et de
DPNH, induit la formation de DPN et de malate.

Le DPNII absorbe 4 340 mu alors que le DPN est transparent.
On suit la diminution d’absorption au spectrophotomeétre et on en
déduit 'activité TGO.

4° Dosage de Uactivité de la déshydrogénase a-hydroxybutyrique
(a-HBDH )

Le principe du dosage repose sur la réaction suivante : 1'a-
HBDH, en présence d’a-cétobutyrale et de DPNH, induit la réduc-
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tion de l'a-cétobutyrate par le DPNH en a-hydroxybutyrate et le
DPNH passe alors a I'élat de DPN dont la formation est propor-
tionnelle a la teneur en a-HBDH de I'échantillon.

Le DPNH absorbe la lumiere a 340 my, tandis que le DPN est
transparent.

La transformation se suit au spectrophotomeétre et de la dimi-
nution de la densité optique on déduit lactivité a-IIBDIH de
I’échantillon.

5° Dosage de Uactivité de la déshydrogénase lactique (LDIT)

Le LDH, en présence de pyruvate et de DPNH induit la réduc-
tion du pyruvate en lactate, tandis que le DPNH passe a I'état de
DPN dont la quantité formée est proportionnelle a celle de I'échan-
tillon examiné.

LLe DPNH absorbe la lumiere a 340 mu tandis que le DPN est
transparent. La transformation est suivie au spectrophotomeétre.
De la diminution de densité optique on déduit lactivité LDH de
I’échantillon.

Résultats
1° Activité de la G-6-P-D
Les résultats sont enregistrés dans le tableau n° 1.

TABLEAU 1
Dosage de Uactivité G-6-P-D de T. gambiense du Rat ou de culture

Suspension Trypanosomes
Souche en millions
de Trypan./ml U[m‘.lge,/;{(ill’ffzote de culture

« Eliane » 64 0 //
« Eliane » 32 /M 0
« M’Bala Victor » 160 316 /
« M'Bala Victor » 32 { 237 /!

Moyenne 276 //
« Féo » 100 116 //
« Féo » 50 { 93 //

Moyenne 104
« Mine » 46 !/ 0
« Mine » 39 // 0
« Huguette » 22 155
« Huguette » 30 { 190

Moyenne 171
« Yaoundé » 31 [ 119
« Yaoundé » 15 | 101

Moyenne 110
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L’activité G-6-P-D est importante pour les souches « M’Bala
Victor » et « Huguette », moins marquée pour « Féo » et « Yaoun-
dé » du Rat, négative pour « Eliane » du Rat et pour les 3 cultures.

20 Activité de la transaminase glutamique pyruvique

Les résultats sont indiqués au tableau n° 2.
Une activité importante de la TGP pour chacune des souches
étudiées, est notée.

TABLEAU 2

Dosage de Pactivité de la transaminase glutamique pyruvique de T. gambiense
de Rats et de culture

Suspension Trypanosomes
Souche dee%;?';{;ﬁﬁf;l szl;{lzt; ‘.i&;“é?g’
« Eliane » 64 59,4 //
« Eliane » 32 { 63,6 /!
Moyenne 61,5
« Eliane » 32 i 54,2
« M’Bala Victor » 160 52,4 (!
« M’Bala Victor » 32 { 58,4 !/
Moyenne 55,5
« Féo » 100 25 //
« F'éo » 50 { 30 //
Moyenne 27,5
« Féo » 46 /M 51,3
« Féo » 80 /! { 45,5
Moyenne 48,4
« Mine » 39 If 57,8
« Mine » 40 1 { 36,3
Moyenne 47
« Huguette » 22 85
« Huguette » 30 { 56
Moyenne 70
« Yaoundé » 31 61
« Yaoundé » 15 76
Movenne 68,5

3° Activité de la transaminase glutamique oxalacétique

Les résultats sont indiqués dans le tableau n° 3.

On constate que l'activité de la TGO est importante pour cha-
cune des souches étudiées et plus particulierement pour T. gam-
biense « M’Bala Victor » et « Yaoundé ».

3 Acta Tropica 25, 1, 1968
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TABLEAU 3

Dosage de activité de la transaminase glutamique oxalacétique de T. gambiense
de Rats et de culture

Suspension Trypanosomes
Souche s sl i de Rats de culture
de Trypan./ml Ujg de N Ulg de N
« Eliane » 64 40,7 /!
« Eliane » 32 { 36,3 /Y
Moyenne 38,5
« Eliane » 32 // 70
« Eliane » 60 1/ { 75,8
Moyenne 72,8
« M’Bala Victor » 160 111 I/
« M’Bala Victor » 32 { 98,5 /]
Moyenne 104,7 /f
« Féo » 100 75 //
« IFéo » 50 { 18,7 /]
Moyenne 76,8 /!
« IFéo » 46 // 50,2
« Féo » 80 /! { 45,5
Moyenne 47,8
« Mine » 39 // 68,9
« Mine » 40 { 75,6
Moyenne 72,2
« Huguelte » 22 40
« Huguette » 30 { 4
Moyenne 47
« Yaoundé » 31 103
« Yaoundé » 15 { 105
Moyenne 104

4° Activité de la déshydrogénase a-hydroxybutyrique

Les résultats sont inscrits sur le tableau n° 4.

Nous constatons que lactivité de I'a-HBDH n’est pas négli-
geable et que les chiffres obtenus sont voisins, quelle que soit
I'origine de la souche, a4 I'exception d’« Huguette » pour laquelle
elle se montre plus importante.

2 Activité de la déshydrogénase lactique

Les résultats sont transcrits dans le tableau n° 5.
L’activité¢ de la LDH est sensiblement comparable, quelle que
soit l'origine de la souche étudiée.
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TABLEAU 4

35

Activité de 'a-HBDH pour 4 souches de T. gambiense provenant du sang de Rats

et de culture

Suspf_an'sion Trypanosomes
Souches de Ty pan il Sama T
« Eliane » 64 34,2 I
« Eliane » 32 { 29,6 //
Moyenne 31,9 /!
« Eliane » 32 /! 39
« Eliane » 60 /] { 42
Moyvenne 40,5 /!
« M’Bala Victor » 160 39 I/
« M'Bala Victor » 50 { 35,2 /!
Moyenne 37,1 /f
« Féo » 100 28,6 //
« Féo» 50 28 /]
Moyenne 28,3 /!
« Féo » 46 /! 33
« Féo » 80 { 36
Moyenne 34,5
« Mine » 39 I 39
« Mine » 40 / { 42
Moyenne 40,5
« Huguette » 22 75
« Huguette » 30 { 76
Moyenne 75,5
¢« Yaoundé » 31 41
¢« Yaoundé » H { 45
Moyenne 43
Discussion

Les recherches portant sur le matériel enzymatique des Trypa-
nosomes n’en sont encore qu’a leurs débuts. GRaNT et al. (1961) a
¢tudié les systemes enzymatiques de T.rhodesiense (Stephens et
Fantham, 1910) sur une souche monomorphe du Rat et sur une
souche de culture. Les Flagellés étaient homogénéisés par congé-
lation et décongélation. Cet auteur a trouvé des différences nettes
entre les 2 formes : les Trypanosomes du sang, (ui ne contiennent
pas de cytochrome, présentent un systéme a-glycéro-phosphate-
déshydrogénase-a-glycérophosphate oxydase (P. GRANT & J. SAR-
GENT, 1960-1961), tandis que les cultures ont une aclivité TPNH
oxydasique élevée. Les deux formes conliendraient en outre une

G-6-P-D spécifique.
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TABLEAU 5

Activité de la déshydrogénase lactique pour 4 souches de T. gambiense provenant
du sang de Rats et de culture

Suspension Trypanosomes
Souches 38, Try s ol 2 B e mullise
« Eliane » 64 35 /
« Eliane » 32 { 31 /!
Moyenne 33 /!
« Eliane » 32 // 30
« Eliane » 60 /! { 32,5
Moyenne 31,2
« M’Bala Victor » 160 26 //
« M’Bala Victor » 32 { 23 /!
Moyenne 24,5 /!
« Féo » 100 26,5 /!
« Féo » { 26 //
Moyenne 26,25
« Féo » 80 /! 30
« Mine » 39 // 29.5
« Mine » 40 I { 25
Moyenne 28,5
« Huguette » 22 32
« Huguette » 30 { 31
Moyenne 31,5
« Yaoundé » 31 22
« Yaoundé » 15 { 18,5
Moyenne 20

Signalons que D.LEHMANN (1965a) a mis en évidence des
foyers de phosphatase acide (par une méthode cytochimique) dans
le cytoplasme d’une souche sur 4 de T.rhodesiense. Cette méme
souche, apres 3 jours de séjour in vitro n’était plus infectante pour
le Muridé et 'enzyme n’était plus décelé. La phosphatase acide
était absente des souches T. gambiense du sang de I'animal et de
culture. Nous ne pouvons comparer nos résultats, n’ayant pas
recherché cet enzyme. Le méme auteur (LEHMANN, 1965b) a vu
des déshydrogénases succinique, lactique et malique chez T'. cruzi
(Chagas 1909) et T. ranarum (Lancaster 1873) de culture.

I'n ce qui concerne la LDH, nous avons trouvé des taux re-
marquablement constants chez T. gambiense du Rat ou de culture.

Mais les variations les plus importantes d’activité enzymatique
mesurée ont porté sur la G-6-P-D. En effet, tous les Trypano-
somes de culture sont dépourvus de cette activité qui est, par
contre, présente chez les souches conservées depuis de nombreuses
années sur animaux sauf chez « Eliane ».
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Nous avons aussi noté une variation des activités transamina-
siques dont la plus marquée porte sur la transaminase glutamique
oxalacétique : ces variations semblent propres a chaque souche :

— chez « Eliane » de culture, nous trouvons plus de TGO que
chez « Illiane » de Rats ;

— pour « Féo », la variation est inversée, nous trouvons plus
de TGO avec la souche de Rats qu’avec celle de culture ;

— « Mine » de culture possede un taux de TGO comparable a
celui trouvé chez « Eliane » de culture ;

— Enfin, « M’'Bala Victor » et « Yaound¢ » de Rats possédent le
taux le plus élevé de TGO.

Pour la transaminase glutamique pyruvique, nous trouvons des
taux constants, voisins de 60 U: g d’azote pour les trypanosomes
du sang de Rats, voisins de 50 U : g d’azote pour les Trypanosomes
de culture, excepté chez « I'éo » de culture ou le taux tombe aux
environs de 30.

Nous avons vu que pour la déshydrogénase-a-hydroxybutyrique
et pour la déshydrogénase lactique, les laux sont constants et pra-
tiquement identiques pour toutes les souches examinées.

Nous pouvons retenir de ces résultals que T. gambiense « Eli-
ane » est dépourvu d’activité G-6-P-D tant en culture que chez le
Rat et que les souches de T. gambiense « M'Bala Victor » et
« Yaound¢ » possedent des activités G-6-P-D élevées par rapport
a celles présentées par les autres souches de Trypanosoma gam-
biense ¢étudi¢es. Or, nous avons signalé que la particularité bio-
logique de ces deux souches est I’'arséno-résistance, naturelle pour
« M’Bala Viclor », artificielle pour « Huguette ».

Dans T’é¢tat actuel de nos recherches, et étant donné le petit
nombre de souches examinées, il ne nous est évidemment pas pos-
sible d’affirmer qu’il y ait corrélation entre I'arséno-résistance et
I'activité G-6-P-D.

Ajoutons que lorsque nous comparons les valeurs moyennes des
résultats obtenus avec des Trypanosomes du sang de Rats et des
Trypanosomes de culture, nous constatons que l'activité enzyma-
tique des premiers est supérieure a celle des seconds en ce qui
concerne les transaminases glutamique oxalacétiques et glutamique
pyruviques, la glucose-6-phosphate-déshydrogénase et les dés-
hydrogénase-a-hydroxybutyrique ;

seule l'activité de la déshydrogénase lactique est légérement
supérieure chez les souches de culture.
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Zusammenfassung

Die Erforschung der Enzymausstattung der Trypanosomen steht erst am
Anfang. Die Verfasser haben bei T.gambiense an Stimmen, die auf Tieren,
und an Stimmen, die in der Kultur gehalten wurden, folgende Enzymwerte
untersucht: Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (G6PD), Glutaminsiiure-Pyruvat-
Transaminase (GPT), Glutaminsiure-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Hydroxy-
buttersiiure-Dehydrogenase und Milchséiuredehydrogenase {Lactatdehydrogenase,
LDH).

Bei T'. gambiense aus Ratten weist die LDH konstante Werte auf, bei Stim-
men aus der Kultur sind die LDH-Werte jedoch héher. Kultivierten Stimmen
fehlt jegliche G6PD-Aktivitiit. Hingegen sind die Stiimme, die seit mehreren
Jahren auf Tieren geziichtet werden und arsenresistent sind, reich an GPD-
Aktivitit.

Die Verinderungen der GOT- und GPT-Aktivitit scheinen fiir jeden Stamm
spezifisch zu sein.

Summary

The study of the enzyme systems of trypanosomes is still in its infancy.
The authors have investigated the variations in glucose 6 phosphate dehydro-
genase (G6PD), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), glutamic-oxalacetic trans-
aminase (GOT), hydroxybutyric dehydrogenase (IBDII) and lactic dehydro-
genase (LDH) occurring in animal and cultured strains of 7. gambiense.

LDH levels were found to be constant in T. gambiense from the rat but
higher in cultured strains. G6PD activity is absent in cultured strains but
pronounced in strains that have been maintained for several years in animals
and have become arsenoresistant.

Concentrations of GOT and GPT appear to vary from strain to strain.
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