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Activité glucose-6-phosphate-déshydrogénase
des adultes de Schistosoma mansoni

A. Dobpin#, E. R. BRYGOO * et J. RICHAUD *

Poursuivant 'étude des enzymes de Schistosoma mansoni nous
nous sommes intéressés au métabolisme des hydrates de carbone
et plus particuliérement a I'activité glucose-6-phosphate-déshydro-
génase (G6PD) dont I'importance commence a étre mieux connue
dans différents domaines.

Nous avons d’abord procédé a une étude quantitative de I'acti-
vité G6PD des parasites en la comparant a l'activité d’hématies
d’hommes, de rats et de souris. Nous avons ensuite cherché a
mettre en évidence la localisation de l'enzyme au niveau du tré-
matode.

A. Etudes quantitatives

Matériel et méthodes

Le principe de la méthode repose sur la réduction enzymatique
du triphosphopyridinenucléotide (TPN) par le glucose-6-phosphate
en présence de G6PD. La production de TPN réduit (TPNH) aug-
mente la densité optique du milieu ; le déroulement de la réaction
est suivi au spectrophotometre en lumiére ultra-violette.

Les schistosomes, miéles et females, proviennent de souris in-
festées 45 jours auparavant avec des cercaires de S. mansoni émises
par des Biomphalaria pfeifferi de notre élevage, exposés a des
miracidia d’origine humaine. Les parasites sont recueillis vivants
par lavage des veines mésentériques de souris sacrifiées a 1’éther.
Les vers, lavés trois fois en solution de PBS, sont passés au broyeur
de Ten Brock, puis congelés et décongelés 5 fois entre —70° et
+ 37°C. Les broyats sont ensuite dilués en eau distillée jusqu’a ce

* Institut Pasteur, Tananarive, Madagascar.
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que l'opacité soit compatible avec l'utilisation du spectrophoto-
metre.

Le sang, prélevé sur rats et souris par ponction cardiaque et sur
homme par ponction veineuse, recueilli sur héparine, est centrifugé
2 3000 t/min & + 4°C. Toutes les opérations ultérieures s’effectuent
a cette température. LLe plasma est rejeté, les cellules sont lavées
4 fois en PBS, puis 0,2 ml du culot sont hémolysés dans 1,8 ml
d’eau distillée. On centrifuge & 10.000 t/min et 'on décante le sur-
nageant clair qui est utilisé immédiatement pour la mesure.

Les mesures de G6PD sont effectuées selon les techniques et avec
les réactifs Calbiochem (Calsuls G6PDH tests). La lecture s’ef-
fectue au photometre en ultra-violet dans la bande des 340 milli-
microns. L’unité utilisée est la quantité d’enzyme qui donne une
augmentation de densité optique de 1. Cette activité se rapporte au
poids d’hémoglobine (en g) pour les hématies, calculé selon la
technique de Wong au thiocyanate d’ammonium. Nous I'avons
également calculé par rapport a la quantité d’azote total titrée par
la méthode de Kjeldahl. Nos mesures ont été effectuées sur 0,05 ml
de produits actifs dans 2,95 ml de produits réactifs.

Résultats

Les hématies humaines normales nous ont donné des taux de
8,9 & 9,4 unités G6PD/min/g d’Hb. Ces chiffres nous ont permis
de controler technique et réactifs car ils correspondent a ceux
fournis par les laboratoires Calbiochem qui considérent comme
normal un chiffre de 9,1 unités G6PD/min/g d’Hb.

Dans les mémes conditions les hématies de rats nous ont donné
7,7 unités G6PD/min/g d’Hb et 136,1 unités G6PD/min/g d’N total ;
les hématies de souris nous donnérent 43,50 unités G6PD/min/g
d’N total.

Ces dosages d’activité G6PD nous ayant permis de maitriser la
technique nous avons pu procéder au titrage de l'activité des
S. mansoni adultes. Nous avons alors constaté une différence re-
marquable entre I'activité des extraits de méales d’'une part et les
extraits de femelles d’autre part. A deux dosages successifs les
males nous ont donné des activités de 517,1 et 515,3 unités G6PD/
min/g d’N tandis que les femelles nous donnaient 114,9 et 115,6
unités.

IEtant donné que le pourcentage d’N par rapport a la maticre
seche était comparable dans les deux sexes (8,1 et 7,7 pour les
males ; 8,07 et 8,5 pour les femelles) on doit admettre qu’il s’agit
bien d’activités enzymatiques quantitativement différentes dans les
deux sexes.
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B. Localisation de Uactivité enzymatique

Une telle différence d’activité enzymatique entre les sexes des
parasites nous conduisait a4 rechercher sa localisation dans le ver.

Méthodes

La technique de W. B. Sutton, réduction du 2-6-dichlorophénol-
indophénol par la G6PD en présence de TPNH suivie au micros-
cope, ne nous a donné que des résultats fugaces et difficilement
reproductibles. Nous avons alors utilisé les produits commercia-
lisés par Calbiochem sous le nom de « Spot test » pour le dépistage
des déficiences en G6PD chez 'homme. Sous l'influence de la G6PD
le TPN est transformé en TPNH tandis que I'électron se fixe sur
le sel de tétrazolium et le transforme en formazan. Celui-ci se
dépose sous forme de granules rouges-violets au point d'impact de
I'enzyme.

Nous avons placé dans 3 ml de milieu de Hanks (tampon phos-
phate) des schistosomes males et femelles et ajouté 0,10 ml de ré-
actif « Spot tests ». Aprés une incubation de 4 heures a I'étuve a
37°C les schistosomes étaient toujours vivants. Nous les avons
examinés au microscope et photographiés.

Résultats

Miles et femelles prennent de maniéres tres différentes le co-
lorant révélateur de l'activité enzymatique : les males sont beau-
coup plus colorés particuliecrement a leur périphérie tandis que
chez les femelles, seuls les vitellogénes semblent teintés.

Au fort grossissement on observe que, chez les males, la cuticule
est respectée mais que les amas de gros grains de formazan sou-
lignent les crétes papillaires. On connait chez les Trématodes di-
génétiques l'existence de glandes tégumentaires. G. DUBOIS en a
décrit plusieurs systémes chez les Strigeida. Sans doute I'activité
enzymatique que nous mettons ainsi en évidence est-elle en rapport
avec des glandes tégumentaires.

Par comparaison il est remarquable de noter que les téguments
des femelles immergées dans le méme bain que les males ne re-
tiennent absolument pas de formazan. Par contre, chez celle-ci
I’action enzymatique, sans atteindre I'importance de celle du tégu-
ment chez les miles, manifeste cependant une grande activité au
niveau des lobules des glandes vitellogénes. On observe des granules
colorés dans le vitelloducte et jusque dans 'ccuf en formation.
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Ainsi, a la différence quantitative d’activité enzymatique que
nous avons mise en évidence entre les miles et les femelles de
S. mansoni, correspond une différence de localisation anatomique
de cette activité: des glandes tégumentaires localisées dans les
papilles sont particulierement actives chez le male tandis que chez
les femelles I'activité se localise au niveau des vitellogenes.

C. Applications

La mise en évidence d’une activité enzymatique facile a caracté-
riser nous conduisit & rechercher si certains produits chimicues,
antibilharziens connus ou potentiels, avaient une activité sur l'ac-
tion enzymatique.

La tyramine dont nous connaissons l’action in vitro n’a aucun
pouvoir inhibiteur sur lactivité enzymatique. Par contre la série
des thymoanaleptiques du type amitryptilline, imipramine et chlor-
promazine semble inhiber la réaction enzymatique autant, du
moins, que permette d’en juger le brunissement intense des
parasites.

Nous avons également utilisé le sérum de sujets bilharziens, au
7¢ jour du traitement par le CIBA 32644-Ba. Alors que ce sérum ne
contient pas d’anticorps précipilants nous avons obtenu une in-
hibition totale de la coloration lest de 'activité enzymatique. Le
sérum du méme sujet sans anticorps précipitant avant traitement,
ne montrait, lui, aucune activité.

Nous avons cherché a apprécier quantitativement I'inhibition
de Pactivité enzymatique. L’activité des broyats de femelles est
diminuée de plus de 50 p. 100 par 'adjonction du sérum de sujet
traité (46 unités au lieu de 115) tandis que celle des broyats de
miles ne diminue que de 20 p. 100 (411 unités au lieu de 515).

Ces résultats sont encore trop fragmentaires pour que ’on puisse
en tirer des conclusions définitives ; il n’en reste pas moins que la
mise en ¢évidence d'une activité G6PD au niveau des adultes de
Schistosoma mansoni ouvre des perspectives intéressantes pour des
recherches immunologiques et thérapeutiques.

Résumeée

Les adultes de Schistosoma mansoni présentent une activité
glucose-6-phosphate-déshydrogénase. Celle des miles est prés de
cinq fois plus importante que celle des femelles. Alors que chez
les premiers 'activité semble prédominer dans des éléments sous-
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cuticulaires localisés dans les papilles des téguments, chez les fe-
melles 'activité se manifeste au niveau des vitellogénes. Le sérum
d’un malade au septi¢me jour d’un traitement par le CIBA 32644-Ba
inhibe cette activité enzymatique.

Summary

Schistosoma mansoni adults exhibit a glucose-6-phosphate-dehydrogenase
activity, that of the males being almost 5 times more important than that of
the femates. In the males this activity appears to predominate in the sub-
cuticular elements of the tegumental papillae, whereas in the females it is
found in the vitellogenous celis. In one case, on the 7th day of treatment with
CIBA 32644-Ba, this enzyme activity was found to be inhibited by the patient’s
serum.
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