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Immunologic/lmmunology
(Médecine ct therapeutique/Medecine and Therapeutics)

L’analyse SDS-PAGE des protcines ct antigenes de surface
révele une forte hétérogencite chez les clones naturels de
Trypanosoma cruzi, corrclée a la variabilité isoenzymatique

Simone Frédérique Breniire, Ivan Aranikr, Dominique L Ray et Michel Trsavrin

Résumé — Les prolils des protéines de surface et des antigenes de surface de 19 clones de
laboratoire de Trypanosoma cruzi, représentant 17 profils isocnzymatiques dilférents (zymodemes).
ont && comparés par analyse ¢lectrophorétique en SDS-PAGE. Les différents profils obtenus sont
complexes et varics. Par denombrement des bandes communes identifiables, nous avons caleuld les
cocfficients dc similitude des profils protéiques de surface d'une part, des antigénes de surlace
d’autre part, pour 33 comparaisons par paires de stocks. Dans les deux cas, ces cocelficients se sont
montrés statistiquement corrélés aux indices dlidentitc genctique isoenzymatique. Cette corrclation
cntre marqueurs généliques indépendants est un argument supplémentaire en faveur de la stracture
clonale des populations naturelles de 7. cruzi mise en ¢vidence auparavant [1]. Par ailleurs. nous
n'avons pas obscerve de différence importante entre les profils des antigenes de surface pour quatre
stocks cloncs de T. cruzi, qu'ils soient immuno-préeipités par leur hyperimmun sérum homologue
ou par les hyperimmuns sérums hétérologues. La signification immunologique de fa variabilite des
poids moléculaires des antigénes de surface chez differents zymodemes de 77 cruzi est discutée.

SDS-PAGE surface protein and antigen analysis evidences high heterogenity among
natural clones of Trypanosoma cruzi, corrclated with isozyme variability

Abstract — Surfuce protein and surface antigen patterns of 19 Trypanosoma cruzi laboratory clones.
representing 17 different isozymic profiles (zymodemes), were compared by SDS-PAGIE analysis,
Surface protein patierns were found 10 be complex and heterogencous.  According (o the munber of
common bands, we calculated similarity coefficients of surface protein patterns on the one hand. and
of surface antigen patterns oin the other hand, for 33 stock pairwise comparisons. — In both cases. these
coefficients were statistically correlated (o the isozyme index of genetic identity.  Such a correlation
between independent genetic markers favours the clonal structure of V.ocruzi natural populations
previously evidenced 1), Morcover, we did not observe any notable differences in the surface antigen
pattern among 4 T. cruzi cloned stocks precipitated by homologous as well as heterologous hyperinmne
sera.  The immunological significance of the molecular weight variability in surface antigen patierns
among different zymodemes is discussed.

Abridged English Version — Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas discase, exhibits high
biological and biochemical variabilities [2] as well as a considerable genetic variabilicy
[1]. The populations of this parasitc arc composed of natural clones that are genctically
diversified [6]. The “zymodemes” (sets of stocks presenting a common isozyme profile) are
cquatable to natural clones, or familics of closely related clones.  Given the current interest
on Kinctoplastid surface proteins (particularly for vaccinal studies), we performed an clectro-
phoresis analysis (SDS-PAGE) of surface protein and antigen among various laboratory clones
which constitute a representative sample of 1. cruzi genetic variability.

The surface proteins of 19 laboratory clones obtained by micromanipulation, representing
17 difterent “zymodemes” (see Table), were separated by 7Y%, SDS-PAGE on slab gels after
surface iodination according to Iegrand et al. [4] and T.emesre e al. [3]. The surface
antigens of the different clones were compared after immunoprecipitation of the iodinated
surface proteins by a pool of 30 chagasic patients [S].  Morcover, we compared the surface
antigen patterns of four different laboratory clones: Tchuentepee ¢l2, Tulahuen ¢I2, Y cl2
and Can T11 ¢I2 after precipitation by homologous and heterologous rabbit hyperimmunc
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sera. Among these four laboratory clones, Tulahuen ¢12 and Y ¢l2 are genetically related
to onc another (2 different allozymes out of 24) and present high gencetice distances from the
other two [6].

The different surface protein and antigen patterns exhibit a high variabilin among the
stocks under study (sce Fig. 1a and b). "The patterns are complex and reproducible, which
confirm previous studies ([8], [9]).  Most of the surface proteins are recognized by the pool
of chagasic scra: we obtained an average number of 9 bands (from 7 to 12) for surface
proteins on the one hand, and of 6 bands (from 4 to Y) for surface antigens on the other
hand.  To quantify the differences observed between the protein and antigen patterns amony
the stocks under study, we caleulated an index of banding homology (4), for 33 pairwisc
comparisons of clectrophoresed samples run side by side on the same gel. We used e
following formula: h=2nc/nx+ny, where ne is the number of common bands, #v and ny are
the numbers of bands in v and y stocks, respectively.  For the same 33 pairwise comparisons,
we caleulated Nei’s genctic identity T [7], which is related to the standar gencetic distance 1)
(average number of codon differences by gene between two populations [7]) by the formula:
D=—InI. Wec observed a high corrclation between the banding homology index (/) caleula-
ted for protein and antigen patterns on the one hand, and the genctic identity (1) on the
other hand (r=0.51 and r=0.49 respectively for 32 degrees of freedom and p<0.01 in both
cases).  These corrclations between two sets of independent genctic markers favour  the
hypothesis of clonal structure in 7. cruzi natural populations previously evidenced by a
population genetics approach [6].  Indeed, the clone concept developed in bacteriology pre-
dicts that in the case of a populational clonal structure, two scts of independent genetic
markers should be correlated among a group of natural isolates as was shown in £, coli (107,
(1.

Morcover, we performed the immunoprecipitation of iodinated surface proteins of four
different laboratory clones by homologous and heterologous rabbit hyperimmune sera. We
observed a similar surface antigen pattern between Tulahuen ¢l2 and Y2, which corrobora-
tes the result obtained for surface proteins, since these two laboratory clones are genctically
related to one another [6]. On the other hand, we obtained the same antigenic patterns
when the iodinated surface proteins were precipitated by homologous or heterologous rabbit
hyperimmune sera.  This result suggests the presence of conserved surface antigen cpitopes
among genctically different 7% cruzi clones.  Such a result is in favour of a possible use of
these epitopes for vaccinal purposes, since they appear to be conserved among various 7' crusi
genotypes.

INTRODUCTION. = Trypanosoma cruzi, 'agent de la maladic de Chagas, se caractérise
par unc grande variabilit¢ biologique ct biochimique [2]. L'¢tude de marqueurs génétigues
tels que les isocnzymes ct 'ADN kinCtoplastique ont montré que les populations de
T. cruzi sont constituces de clones naturels génétiquement tres diversifics [1]. Dans ce
modecle, les « zymodémes » (isolats présentant un profil isoecnzymatique commun) sont
assimilables d des clones, ou a des familles de clones ¢troitement apparentées. FEtant donné
interét largement développé pour les protéines de surface des parasites kinctoplastidés, en
particulier d des fins immunoprophylactiques, nous avons procéd¢ a Fanalysc ¢lectropho-
retique (SDS-PAGE) comparée des protéines et des antigénes de surface d'un ensemble
de stocks clonés de T. cruzi présentant des prolils isocnzymatiques (ou zymodémes)
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differents. Cet echantillonnage a ¢t¢ choisi de manicre @ ¢tre le plus représentatil possible
de I'ensemble de la variabilit¢ génétique du taxon 1. ¢ruczi.

MATERIEL 1T MiETHODES. — Les données concernant I'échantillonage des stocks clonés
de parasites (micromanipulation) sont présentées dans le tableau. Pour chaque stock
clone, les cchantillons a I'étude comprenaient une quantite fixée de 10% ¢pimastigotes
vivants, récoltés en début de phase stationnaire (milicu axénique LIT). e taux de
trypomastigotes ¢lait constamment inféricur a 1 %, ct l'influence de ces formes trypomasti-
gotes minoritaires sur les profils protéiques peut &tre considérée comme négligeable. Ces
¢cchantillons ont €& marqués a I'[1'**] par la méthode de Ilodo-Gen en presence
d’Aprotinine (100 U. ml~") [3], et les protcines de surfuce marquées ont &té comparées
par ¢lectrophorese en gel de polyacrylamide réticulé a 7 % (SDS-PAGL). aprés réduction
par lc dithiothréitol a 50 mM. [4]. Chaque essai comprenait un stock témoin, dont le
profil proteique de surface était connu. Les extraits protéiques ont ¢1¢& immunoprécipitcs
par un pool de s¢rums préleves chez 30 patients chagasiques sérologiquement conlirmes
(tests d'immunofluorescence et d’ELISA positifs [5]) ¢l analysés par ¢lectrophorése (SDS-
PAGE) apres adsorption des immuns complexes formés sur Protéine A-Scpharose CL-
4B (Pharmacia, Uppsala, Suéde) [4]. D’autre parl, les protéines de surface de quatre
autres stocks clones de T. cruzi . Tchuentepee cl2, Tulahuen ¢l2, Y ¢I2 ¢t Can I ¢l2.
aprés marquage a I'[1'%] ct solubilisation, ont ¢t¢& précipitées par quatre hyperimmuns

TAsLEAU
Zymodeme, hote et origine géographique des stocks clonés de Tripanosoma cruzi
Cludics dans le présent travail
Geographic and host origin, zymodeme paticrns of Trypanosoma cruzi
clones studied in the present work

Zymo
Stocks démes (") Hote Localit¢
(H)AIOTcl2 ... ... ... .. 1 Rhodnius profixus Montjoly, Guyane [rangiise
QYA cl7 ..o 3 Didelphis marsupialis Cacao, Guyane frangaise
B3)YAYcl7 ... 5 Didelphis marsupialis Cacao, Guyane lrangaise
@@C8cll(™y . ............ 9 Triatoma infestans Chiwisivi, Bolivie
(YA IS ... Il Didclphis marsupialis Cacao, Guyane [rangaise
(6) 3IR26.cll. . .. ... . ... 16 Homme (Chagas aigu) Santa-Cruz, Bolivie
(M) X10clt Z1(y ... 17 Homme Belem, Brésil -
(8) 133-79cll. . . ... ...... 19 Homme (Chagas aigu) Santa-Cruz, Bolivie
O PBIcl2. ... 25 Rhodnius pictipes Alto Béni, Bolivic
(10) 27R27 ¢lt. .. .. ... ... 28 Aotus sp Santa-Cruz, Bolivie
(1) Esmeraldo 3. ... ... ... 30 homme Bahia, Breésil
(I2)TUISel2. ... ... .. .. 32 Triatoma infestans Tupiza, Bolivie
(I3)TUI8cI2. .. ... ... ... 32 Triatoma infestans Tupiza, Bolivie
() Yecel2(™. . ............ 34 Homme (Chagas aigu) Sao Paula, Brésil
(ISyMe24lclo ... ......... 35 Homme (Chagas aigu) Belem, Brésil
(16) M5631 clS . . .......... 36 Didelphis novemcintus Belem, Bresil
(17)SC43 ¢cl2(™y. . .. ........ 39 Triatoma infestans Sunta-Cruz, Bolivie
(IR) 9280 cl2(“y . ... ... ... .. 39 Homme (Chagas chronique) Santa-Cruz, Bolivie
(19) Tulahuen ¢I2 FKHA. . .. .. 43 Homme Chili

(") Ces clones ont ¢ produits dans d'autres laboratoires.

() These clones have heen produ

ced in other luboratoires.

(") La numérotation des zymodémes est attribuée selon Tibayrene cl Ayala [10].

"y Zymodeme munbering is acco

rding to Tibayrene and Avala |10).
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Fig. [. = (¢) Autoradiographic des protéines de surliace marquées @ Fiode de formes ¢pimastigotes de stocks
clonés de Trypanosoma cruzi aprés séparation du lysat cellulaire par Clectrophorése en SDS-PAGE
(h) Autoradiographic des antigénes de surface marqués @ 'ode et separés par Clectrophorése en SDS-PAGE
aprés immunoprécipitation par un pool de sérums de patients chagasiques (pistes 1530 6) et un sérum de
patient atteint de leishmaniose muco-cutanée (pistes 7 i 9). Pistes 1 a 6 @ stocks Tulahuen FRKIAL CS ¢l
9280 cl2, 27R27 cll, M5631 cl5 ct 133-79 cll; Pistes 7 a 9 : stocks Tulahuen FKITAD C8 cll et 9280 ¢I2
voir table).

Fig. 1. — (a) Awtoradiographic patierns of iodinated surface proteins of epimastigote forms [ront Trypanosoma
cruzi cloned stocks after separation of the whole cell lysates by SDS-PAGLE; (b) Awtoradiographic patierns of
iodinated surface antigens separated hy SDS-PAGIE after imnnmoprecipitation by a pool of sera of chagasic
patients (lanes | 10 6) and a serum from a patient with mucocutancous leishianiasis (lanes 7 10 9). Lanes |
10 6: Tulahuen FKIIA, C8 ¢ll, 9280 ¢2, 27R27 /1, M5631 ¢I5 and 133-79 ¢/l stocks: lane 7 10 9: Tulalen
FKITA, C8 ¢l and 9280 ¢I2 stocks (sce table).

sérums de lapin produits a partir de ces mémes stocks clonés. L'analyse clectrophorctique
a ¢té mence de la méme manicre que ci-dessus. Parmi ces quatre dernicers clones, Tulahuen
cl2 et Y cl2 ne différent que par 2 allozymes sur 24 ct présentent par ailleurs de fortes
distances génétiques par rapport aux deux autres stocks [6].

RESULTATS ET DiscussioN. — Les profils des protéines et des antigénes majeurs de
surface des 19 clones analysés (voir tablcau) sont reproductibles, complexes ct tres hétero-
génes (fig. 1 a et b). La plupart des proteines de surface sont reconnues par le pool de
sérums de chagasiques, lc nombre moyen de bandes par clone ¢lant respectivement, pour
les protéines et les antigénes, de 9 (7 a 12) bandes ct 6 (4 4 9) bandes. Les dilferents
profils protéiques montrent 4 a 6 bandes cntre 55 ct 100 kDa.

Afin de quantifier les différences obscrvées cntre les differents profils protciques ct
antigéniques, nous avons calculé des indices d’homologie pour des échantillons places
cOte a ¢ole sur un méme gel. Nous avons utilis¢ la formule : =2 ne/nx+ny, ot ne est le
nombre de bandes communes, nx et iy, les nombres de bandes respectifs chez les stocks
et v Pour 33 comparaisons par paires des profils proteiques ct antigéniques, nous
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Fig. 2. - Autoradiographic des antigénes de surlace marqués i iode et séparés par clectrophorese en SDS-
PAGE aprés immunoprécipitation par différents hyperimmun sérums de lapin @ pistes I a 4 @ stock Tulahuen
cl2 immunoprécipité par les hyperimmunsérums de lapin dirigés respectivement contre Tulahuen ¢l2. Tehuen-
tepee cl2, Y ¢l2 and Can I cl2; pistes S 4 8 @ stock Y ¢l2 immunoprécipite par les hyperimmunsérums de
lapin dirigs respectivement contre Tulahuen ¢l2, Tchuentepee ¢l2. Y ¢12 and Can 11 ¢l2.

Fig. 2. — Autoradiographic patterns of iodinated surface antigens separated by SDS-PAGE after immumiprecipita-
tion by different rabbit hyperimmune sera: lanes | 1o 4: Tulahuen ¢2 stock immunoprecipitated by vperimnume
serum against Tulaluen 2, Tehuentepee ¢2, Y ¢l2 and Can 11 cl2 respectively: lanes 5 10 8: Y ¢2 stack
immunoprecipitated by hyperimmune sera against Tulahuen ¢l2. Tehueniepee ¢l2.Y ¢l2 and Can 111 ¢i2
respectively.

avons mesurc la corrélation entre I'indice d’homologic /i ct I'identit¢é génétique 1 de Nei
[7], lice a la distance génétique D (nombre moyen dc codons différents par génes
entre deux populations) par la formule : D= —Inl. La corrélation obtenue entre indice
d’homologie des profils protéiques de surface ct identité génétique est hautement
significative : r=0,51 pour 32 degres de liberté, ct p<0,01. Celle obtenuc entre indice
d’homologic des prolils antigéniques de surface ct-identite génétique I'est ¢galement :
r=0,49 pour 32 decgrés de liberte, et p<0,01.

Ces résultats confirment la trés grande variabilite ¢lectrophorétique des protéines ct
des antigénes de surface de T. cruzi observee par d'autres auteurs ([8], [9]). cclte fois sur
un grand nombre de stocks clonés ct genctiquement bien identifics. Llanalyse quantitative
de cette variabilit¢ nous permet de poscer 'hypothése de Pexistence d’une liaison entre ce
polymorphisme de poids molcculaire des protéines de surface et I'tvolution du génome
nucléaire. En cffet, nous obtenons de fortes corrélations centre les indices d’homologic
calculés entre les profils protéiques et antigéniques d’unc part, ct I'identité génélique
d’autre part. Or, cctte dernicre constituc une mesurce de I'¢volution du génome nucléaire
(isocnzymes = marqucur nucléaire). De plus cette corrélation est en faveur de 'hypothese
de' la structure clonale [6] des populations de 7. cruzi. En cflet, le concept de « clone »
developpe en buctériologic [10] suggére qu’en cas de structure populationnelle clonale,
deux series independantes de caractéres génétiques doivent présenter unc corrélation
parmi un groupe d'isolats naturcls, comme ccla a ¢t¢ mis cn ¢vidence chez Escherichia
coli [11].
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Par aillcurs, nous avons immunoprécipil¢ les protéines de surface marquées a 7[1'7]
de quatre stocks cloncs de 7' cruzi (Tulahuen ¢l2, Y ¢l2, Tehuentepee ¢l2 et Can I ¢l2)
par les quatre hyperimmuns sé¢rums de lapin correspondants. Les piolils antigtnigues
des stocks Tulahuen cl2 et Y cl2, dont Iidentite génétique est forte, montrent une grande
similitude (fig. 2). Ceci confirme I'existence d’unc liaison entre polymorphisme des poids
moleculaires des protéines de surface et identite génctique. Par ailleurs, Fobservation des
profils obtenus révele unc similitude importance des poids moléculaires des antigénes
reconnus par les hyperimmuns s¢rums homologucs ou hétérologues pour les quatre stocks
étudiés (fig. 2) bien quc ccux-ci soient trés diversifics géncliquement ([1]. [6]). Ces
résultats, dans les limites de notre ¢chantillonage, suggérent que les Epitopes mijeurs des
antigénes de surface de 7. ¢ruzi sont conserves d'un zymodéme a autre.

La conscrvation des ¢pitopes majeurs des protéines de surlace entre stocks géndtique-
ment trés différents est encourageante pour 'avenir d'unce utilisation vaccinale de ces
protéincs.

Le financement de ce travail a é1¢ assur¢ par le Programme de la Coopération technique frangaise et par e
Conscil belge pour la Recherche médicale (FGWO n° 3.0082.85). Nous remercions tout particuliérement les
docteurs Gerardo Antezana ct Philippe Desjeux, Directeurs de 'lnstitut Bolivien de Biologic d"Altitude. qui
ont permis la réalisation de ce travail ainsi que M™ S, De Doncker pour son assistance technigue.
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