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Résumé

Au cours de ce travail, nous avons caractérisé des antigénes du stade promastigote de L. major se fixant sur une
colonne de glutathion (LmGbp). Le sérum dirigé contre ces antigénes (anti-LmGbp) a permis de montrer que ces
molécules sont sécrétées par le parasite et qu'elles sont exprimées chez lamastigote ainsi que chez d'autres espéces de
Leishmania. Parmi ces molécules, une protéine de poids moléculaire appareat de 66 kDa (p66) est révélée par l'anti- -
L.mGbp en Western-blot dans les extraits antigéniques de toules les espiees testées. A l'aide de la technique
d'immunofluorescence et de la microscopie élecironigue, on a pu monber que ka poo6 est localisée dans des stmcluﬁ:s
tubulo-vésiculaires ressemblant aux cndosomes des eucaryoles supcricurs ¢t aux mégasomes décrits chez les
leishmanies.

Le criblage d'une banque d'expression d'ADNc de L. major a 'aide du sérum anti-LmGbp, a permis d'isoler et
de séquencer plusieurs inserts, dont I'un (LmSIR2rp) code pour une protéine présentant une homologie avec le
produit du géne SIR2 de Saccharomyces cerevisiae. L'ADNc correspondant & LmSIR2rp révele un cadre de lecture
ouvert de 381 acides aminés, codant pour une protéine de 41963 Da. Lt séquence de LmSIR2rp présente un motif
polypeptidique CysX2CysX20CysX2Cys pouvant constituer va site ¢ventuel de fixation du zinc. De plus, la partie
C-terminale est riche en serines (16 Ser sur 40 acides aminés) qui représentent des sites potenticls de phosphorylation.
La taille du messager de LmSIR2rp en Northern-blot est de 1.8 kb et semble &lre transcrit & partir d'un seul géne.

D'autre part, on a produit par immunisation un sérum dirigé contre une séquence peptidique conservée (pep S8-
76) de LmSIR2rp. Cet anti-peptide révele une bande majeure de 42 kDa, iorsqu‘i’l est utilisé en Western-blot sur
I'extrait total de L. major et dans l'immunoprécipitation des produits de Iraduction in vitro, ce qui confirme le cadre
de lecture de LmSIR2rp. Par ailleurs, l'anti-peptide 58-76 reconnail en Western-blot une hande de 64 kDa dans
I'extrait d'une souche de levure qui surexprime le géne SIR2. Aucune réaction n'a été observée sur le contrdle négatif
constitué par les antigénes d'une souche de Saccharomyces cerevisiae nmtante pour S/R2. Sachant que SIR2 fait 63.2
kDa, nous confirmons ainsi I'homologie de séquence.

La caractérisation d'une nouvelle protéine de L. major, présentant une homologie avee I'un des facteurs de
régulation jouant éla fois un role dans la commutation du type-sexuel et dans la répression des gtnes (€lomeriques
chez la levure, nous permettra d'aborder les aspects de différenciation celinfaire, de répulation de I‘éxpmssinn des
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genes et la question fortement débattue concernant l'existence de la reproduction sexuée ¢i.2les 7 rypanosomatidae.



