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AVANT-PROPOS

« Le parasite n'est pas un être anormal,
exceptionnel, c'est un spécialiste. »

(J. Baer)

Il n'est pas de problème scientifique qui n'attire l'attention du
chercheur. Chaque phénomène retient sa curiosité et le pousse à en
expliquer le pourquoi. Ainsi, l'étude morphologique et biologique des
vers parasites (plathelminthes : Cestodes), que nous avons poursuivie
durant nos premières années à l'Institut de Zoologie de l'Université
de Neuchâtel, nous avait vivement intéressé.

Pourquoi le parasite est-il un spéciahste La résistance des Cestodes
parasites vis-à-vis de l'organisme de leur hôte, la localisation spécifique,
les réactions provoquées, les conséquences pathologiques sont autant
de problèmes que nous discutions longuement avec notre maître, M. le
professeur J. G. Baer qui, un jour, nous proposa une étude biochimique

sur le métabolisme des plathelminthes parasites. Sur cette
suggestion et grâce à l'encouragement de notre maître, nous avons
entrepris ce travaü.

Cette étude comportera plusieurs étapes dont nous ne présentons
ici que la première. CeUe-ci constituera notre travail de thèse et, en
même temps, la base de recherches qui, espérons-le, permettront
ultérieurement de continuer pour donner peut-être un jour une solution
à certains problèmes si captivants de la parasitologic

L'accomplissement de ce travaü est dû à l'infinie bienveiUance
de notre cher maître, Monsieur le professeur J. G. Baer.

Avant de commencer notre exposé, nous tenons à remercier de tout
cœur Monsieur le professeur Michel Machebœuf qui, avec une rare
compétence, a non seulement dirigé avec M. le professeur Baer le
présent travaü, mais nous a encore généreusement reçu dans ses
laboratoires au Service de Chimie Biologique de l'Institut Pasteur, à Paris.
Nous ne saurons jamais lui exprimer toute notre gratitude et notre
profonde reconnaissance.

Nous tenons encore à remercier la maison Hoffmann-LaRoche
à Bâle (Suisse) qui a gracieusement mis à notre disposition les produits
nécessaires pour les chromatographies au cours de ce travaü.

Nous remercions enfin l'Institut de Zoologie de l'Université de
Neuchâtel qui, durant quatre années, nous a reçu sous son toit sympathique.

Le 22 mai 1947.
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INTRODUCTION

Plusieurs auteurs ont déjà tenté l'étude de la constitution chimique
des différentes espèces de Cestodes, de Trématodes, de Nematodes et
d'Acanthocéphales parasites.

Ce sont les Cestodes qui, du point de vue de la morphologie et des
études sur le métabolisme, sont les plus intéressants :

« Avec les Cestodes nous nous trouvons en présence de parasites
fort anciens se rencontrant, actuellement encore, dans tous les groupes
de vertébrés et dont l'anatomie très simplifiée est réduite à l'essentiel
pour un parasite, à savoir un appareü de fixation et des organes
reproducteurs » (J. G. Baer).

Smorodintzev et Bebeshine (1936) ont montré l'extrême richesse
des Taenias en glycogène. La même année Smorodintzev et Pavlova
(1936) entreprenaient l'étude des protéines des Taenias. Ces auteurs
se contentèrent de classer arbitrairement les différentes protéines
extraites, en tenant compte uniquement de leurs teneurs en soufre,
phosphore et azote. Th. Brand (1939) fit une brève étude analytique
du Moniezia expansa (Rud.) et d'un Acanthocéphale. En même temps
Salisbury (1939) étudia la constitution chimique de la larve
Cysticercus fasciolaris. L'auteur s'occupa surtout des lipides extraits
de ces larves. Enfin W. Reid (1942) étudia les teneurs en glycogène
et en lipides d'un Cestode parasite du Poulet, Raillietina cesticillus
(Mol.), en fonction du régime alimentaire de l'hôte.

Tous ces auteurs nous ont simplement donné des résultats
analytiques quant aux teneurs en azote, sucre, phosphore, lipides, etc..
D'autre part, Boyden (1934-1942), Eisenbrandt (1938), Wright
et Gonzales (1943), Deschiens (1947) ont étudié le problème du point
de vue sérologique. Mais aucune étude ne fut effectuée en vue d'isoler
des protéines définies et aussi peu dénaturées que possible. Ni
Smorodintzev et Pavlova, ni Salisbury, qui ont essayé d'extraire
les protéines des vers parasites, n'ont tenu compte de la dénaturation
possible ou du danger d'autolyse, lorsque l'on opère à la température
du laboratoire (18-20° C). D'autre part, ces auteurs n'ont pas indiqué
si le glycogène dosé était libre ou lié à d'autres substances et dans
queUes proportions on pouvait le trouver à l'état libre. C'est pourquoi
nous avons voulu travailler avec du matériel frais, dans un laboratoire
spécialisé et organisé pour l'extraction et l'étude des protéines que nous
avons tenté d'isoler pour montrer leurs propriétés.

Or les plathelminthes parasites des vertébrés résistent à l'action
des enzymes digestifs de leur hôte. En effet, une larve de Bothrio-
céphale ou de Taenia, ingérée par l'homme, suit son cycle évolutif
normalement, sans se soucier de la défense que l'organisme lui oppose.
La larve, de même que le ver adulte, va se localiser dans le duodénum
sans être résorbée. Nous avons pensé que ce phénomène pourrait
découler de la nature ou de l'état des substances protéiques contenues



dans l'organisme de ces curieux parasites qui, « dépourvus de bouche,
d'appareil digestif et d'anus, se nourrissent vraisemblablement à

travers leur cuticule aux dépens du contenu intestinal de leur hôte »

(J. G. Baer).
Nous aurions voulu tout d'abord travailler avec les parasites

humains comme le Taenia saginata ou le Bothriocéphale, mais la
difficulté pour obtenir du matériel abondant et frais nous a obligé à opérer
avec des Moniezia (essentieUement M. expansa) du Mouton, que l'on
peut se procurer beaucoup plus facUement et abondamment. Toutefois,
nous avons essayé avec de petites quantités de Taenia saginata d'établir
approximativement une comparaison avec le Moniezia en ce qui
concerne les protéines (voir deuxième partie).

Nous espérons par la suite reprendre l'étude détaUlée des protéines
du Taenia saginata et ceUes d'autres espèces, en apphquant les
méthodes utilisées au cours de ce travail.
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PREMIÈRE PARTIE
Etude des protéines de Moniezia expansa

MATÉRIEL
Moniezia expansa du Mouton, prélevé aux abattoirs de Vaueirard,

Paris (XV«).

MODE OPÉRATOIRE
PRINCIPE

Délipidation
Les vers lavés à Veau physiologique furent congelés (à —18°C), puis

piles dans un mortier en porcelaine, refroidi au préalable. La poudre
obtenue fut délipidée par traitement à plusieurs reprises à Valcool absolu
très refroidi (—15°C), puis à Véther froid.

TECHNIQUE
Les vers sont rapidement lavés sur un entonnoir de Büchner avec

de l'eau physiologique, puis placés dans le frigorifique pour se congeler
très rapidement. On prépare, d'autre part, de l'alcool absolu refroidi
à —15° C ; on mélange une partie de ver en poudre avec 7 parties
d'alcool et l'on broie rapidement et fortement (tout en travaillant dans
le frigorifique), puis on laisse en contact à basse température (—18° C)
pendant 2 à 4 heures en agitant et broyant chaque 15 minutes. On
change l'alcool. On laisse macérer encore 4 heures en broyant toujours
à basse température, puis on change une troisième et une quatrième
fois l'alcool absolu, et on laisse jusqu'au surlendemain au frigo dans
l'alcool absolu en agitant de temps en temps. On enlève alors l'alcool
et on le remplace par de l'éther absolu en laissant macérer plusieurs
fois 4 heures, puis une nuit entière dans l'éther absolu. Le quatrième
jour, on enlève l'éther et on l'élimine totalement par evaporation sous
vide à froid.

Extraction des protéines
A. EXTRACTION PAR L'EAU DISTILLEE

La poudre blanche obtenue a été soumise à l'extraction, à plusieurs
reprises par de l'eau bidistulée à +2° C à la glacière (en contrôlant
chaque fois par la réaction du biuret les protéines extraites), jusqu'à
épuisement total de la fraction soluble dans l'eau. L'extraction parl'eau bidistulée est répétée 6 ou 7 fois, si c'est nécessaire avec chaque
fois contact de 4 heures au moins.
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Les Solutions aqueuses obtenues sont volumineuses (7 litres dans
l'une de nos experiences) ; nous les avons soumises ä la dialyse pour
eliminer toutes les substances diffusibles. L'operation fut conduite
dans de grands cylindres de viscose, entoures d'une toile cousue bien
adaptee. II fut ainsi possible d'appliquer dans les sacs de dialyse une
surpression elevee, de 1,25 atmosphere, qui provoquait une forte
exosmose. Les Solutions proteiques se concentrerent ainsi rapidement
et, apres 7 jours, le volume total n'etait plus que de 300 ml, alors que le
volume primitif etait de 7 litres. Pour eviter toute culture microbienne
pendant la dialyse, celle-ci fut operee dans une glaciere ä +2° C et
tous les liquides etaient satures de toluene.

Pendant cette dialyse, il est apparu un abondant precipite blanc
que l'on separa par centrifugation. Ce precipite n'avait pas pris naissance
simplement par suite de la diminution de volume du solvant, car il ne
se dissout pas si on le remet en presence d'un grand volume d'eau
bidistillee. Il ne se dissout d'ailleurs pas non plus dans de l'eau salee
ä 9 °/oo ou meme ä 20 °/oo, ni dans un tampon phosphate M/30 ä
pH 7,15. II est donc probable que ce precipite s'est forme par disso-
ciation pendant la dialyse d'une combinaison soluble dont la dialyse
a elimine un constituant indispensable au maintien en Solution. II se

peut egalement que l'insolubilisation pendant la dialyse soit due ä un
rearrangement moleculaire tel que ceux que l'on observe lorsqu'on
soumet du serum sanguin de mammifere ä la meme Operation. Dans ce
cas bien etudie par Sandor (1933), on voit ä chacune des dialyses
successives les Solutions euglobuliniques laisser des fractions insolubles.
Un autre exemple de precipitation irreversible par dialyse est fourni
par les travaux de Machebceuf et Tayeau (1942), puis de Machebceuf
et Hellot (1947) sur les proteines de la graine d'Arachide.

Nous designerons par n le precipite forme pendant la dialyse et par
2 le liquide surnageant.

Le precipite n seche ne contient que 8,6 % d'azote ; ce chiffre est
beaucoup trop faible pour qu'il s'agisse d'une proteine pure. Nous
avons donc recherche les diverses impuretes que l'on trouve habi-
tuellement dans les fractions proteiques. II n'y a pas trace de phos-
phore et, apres hydrolyse acide, on ne trouve pas de sucre reducteur.
Comme nous avions pris la precaution de delipider les vers par l'alcool
froid et l'ether, avant d'extraire les proteines, nous ne pensions
pas qu'il pouvait s'agir de lipides unis aux proteines. II s'agissait donc
d'une impurete inconnue tres abondante. Nous avons cherche ä la
separer des proteines. Apres divers essais infructueux, nous avons enfin
tente une alcoolyse prolongee de la fraction n, qui nous a donne
satisfaction.

Alcoolyse de la fraction n.
Un echantillon de 30 mg de n fut traite ä plusieurs reprises par dix

fois son volume d'alcool absolu bouillant, pendant 40 heures ä reflux.
La proteine coagulee et denaturee prenait progressivement une

coloration rose-rouge pale, tandis que des substances passaient en Solution
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dans l'alcool. La solution alcoolique fut concentrée, puis évaporée
sous vide. Nous avons ainsi obtenu une substance organique solide,
qui, au microscope polarisant, se montre douée d'une biréfringeance
nette sans qu'apparaissent des cristaux bien formés.

Pour 30 mg de ti, nous avons recueilli 13 mg de cette substance nx.
Nous avons en outre étudié le résidu protéique rougeâtre n2 .' nous
l'avons soumis à une hydrolyse acide. Nous avons fait l'étude micro-
chromatographique des aminoacides libérés, en employant la technique
de Consden, Gordon and Martin (1944) (sur papier), légèrement
modifiée et adaptée à notre cas particuber.

Le microchromatogramme obtenu nous montre (voir planche) la
présence de nombreux acides aminés (10 au moins) ce qui prouve que n2
est bien une protéine. Sa teneur en azote est d'ailleurs 13 % (au heu
de 8,6 % dans n).

Identification de la substance inconnue, liée à la protéine dans la
fraction n et séparée par alcoolyse.

Il s'agit bien d'une substance organique car, par microcalcination,
elle charbonne et ne laisse aucun résidu. Elle ne contient pas de
phosphore et elle est assez pauvre en azote et en soufre pour que les réactions
de Lassaigne, effectuées sur 1 mg, donnent des résultats négatifs. Son
hydrolyse ne libère aucun ose. Elle ne donne pas de réaction colorée
par la technique de Liebermann-Burckhardt, ce qui démontre qu'il
ne s'agit pas de cholestérol, ni d'un sterol voisin. Elle n'est pas riche
en liaisons éthyléniques, car elle ne fixe pas, par addition, de brome
en quantité appréciable dans une réaction microanalytique portant
sur 1 mg de matière.

Pour guider nos tentatives d'identification, nous avons observé
les propriétés physiques de la matière inconnue n1 ; nous avons constaté
qu'elle se dissolvait bien dans l'alcool et le chloroforme, assez bien
dans l'eau et que la solution aqueuse moussait abondamment. Parmi
toutes les substances chimiques connues, il en est peu qui répondent
à tous les caractères analytiques et physiques que nous venons de décrire.
Les acides biliaires étaient parmi les possibilités. Nous avons donc
recherché si notre substance inconnue nr n'était pas l'un d'eux et nous
avons pu facilement obtenir avec intensité la réaction de Petten-
koffer qui nous a prouvé que nx contenait effectivement en abondance
un acide biliaire typique. Nous n'avions eu en mains que 30 mg de nx
pour effectuer les analyses et réactions ci-dessus décrites. Il nous était
impossible de poursuivre plus avant l'identification et nous ne pouvons
pas encore préciser si nous avons affaire à de l'acide cholalique, à de
l'acide glycocholique, à de l'acide taurocholique, à de l'acide litho-
cholique, ou à un acide voisin, ou bien à un mélange de quelques-uns
de ces acides.

Nous pouvons cependant déjà préciser que nx est bien constitué
à peu près uniquement par un ou des acides biliaires, car si l'on opère
parallèlement la microréaction de Pettenkoffer sur des poids égaux
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de n^ et de divers acides biliaires (cholaliques, glycocholique, tau-
rocholique), les intensités des teintes obtenues sont de même ordre.
Tout au plus peut-on dire, par exemple, que le résultat pour nx correspond

à peu près aux trois quarts du résultat donné par un poids égal
d'acide taurocholique pur. Or on sait que l'intensité de la réaction
n'est pas exactement la même pour les divers acides biliaires.

Résumé. — La fraction n est une cénapse constituée par une
protéine typique, unie à un (ou à des) acide biliaire qui représente
à peu près 43 % de l'ensemble. Ce fait nous paraît intéressant, car nous
voyons ici pour la première fois T'isolement d'uree cénapse de ce type.

Des travaux antérieurs et en particulier ceux de Tayeau (1944)
avaient fait soupçonner l'existence de cénapses protéines-acides biliaires
dans le sang des ictériques, mais leur isolement n'avait pas été tenté.
Vonk (1947) a entrevu l'action des acides biliaires sur les protéines,
chez les Ecrevisses.

Les Taenias vivent dans l'intestin, dans un liquide très riche en
acides biliaires. Peut-être faut-il chercher là la source de celui ou de ceux
qui sont liés à certaines de leurs protéines constitutives. Il est, d'autre
part, probable que le fait d'être cénapsées avec une importante
proportion d'acides biliaires doit conférer aux protéines n des propriétés
très particulières. Peut-être est-ce à ce fait que ces protéines doivent
leur résistance aux sucs digestifs, mais nous n'avons pas encore abordé
ce côté du problème.

Étude de la fraction 2.
Le pH du liquide surnageant le précipité n était 5,8. Nous avons

ramené ce pH à 6,5, puis précipité U1 par du sulfate d'ammonium
à la concentration de 44,6 % (déterminée par des essais préliminaires').

Par centrifugation, nous avons obtenu un précipité blanc verdâtre
assez abondant. Nous avons dissous ce précipité dans de l'eau bidistillée
(la solution était très opalescente). Après élimination du sulfate
d'ammonium par des dialyses prolongées contre une solution de sulfate
de soude à 2 %, puis contre de l'eau bidistillée (l'élimination du sulfate
étant chaque fois contrôlée par le réactif de Nessler jusqu'à disparition
totale), nous avons dosé l'azote (microméthode d'après Kjeldhal)
et nous n'avons trouvé que 10 %. Ici encore, par conséquent, nous
n'avions pas affaire à une protéine isolée. Nous pensâmes immédiatement
aux acides biliaires, mais nous n'en avons pas décelé. Nous avons
alors recherché le glycogène dont on connaît l'abondance dans les
Ténias. La solution aqueuse de 2t est opalescente et elle se colore
en brun par l'iode ; cette teinte disparaît par chauffage et reparaît
par refroidissement. La solution de 2i ne réduit pas la liqueur cupro-
alcaline, mais il suffit d'une brève hydrolyse acide pour qu'apparaisse
un pouvoir réducteur intense. Ce pouvoir réducteur est bien dû à du

1 Dans ces essais préliminaires, nous avons cherché, par addition progressive
de sulfate d'ammonium, la concentration qui convenait pour la précipitation d'une
fraction abondante et bien différenciée.
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glucose, car nous avons pu préparer et identifier de la glucosazone à
partir des produits d'hydrolyse acide de 2X.

Le dosage du glucose dans les produits d'hydrolyse de Si fut
effectué par la microméthode colorimétrique de FoLiN (1928) (adaptée
par nous à l'électrophotomètre de Meunier).

Les différents dosages d'azote et de sucre (calculés en glucose) nous
ont donné en moyenne les résultats suivants :

Fraction N o/0* Sucre % *

2 10 32

* Calculés par rapport au poids de l'échantillon séché.

Avions-nous affaire simplement à un précipité constitué par un
mélange de protéines et de glycogène ou bien à des cénapses glycogèno-
protéiques comparables à celles dont Przylecky (1931-1934), puis
Willstaetter et Rhodewald
(1934) ont montré l'existence dans
le muscle des mammifères Pour
résoudre ce problème, nous nous £

sommes adressés à Vélectrophorèse
selon le principe de TiSELius
(1930-1932) dans l'appareil de
Machebœuf et Monnier (1941),
auquel nous avons adapté le sys- J£
tèrne décrit par Swynghedau.
L'opalescence intense de nos
solutions nous empêcha l'observation
optique de ce qui restait en arrière Y .y..
de la frontière de tête, mais nous
avons pu observer qu'il ne se
propageait aucune substance, quelle
qu'elle soit, en avant de la frontière
limitant l'opalescence, car il ne se
détacha jamais de frontière en avant
de la zone opalescente. Il nous fut
très facile d'observer simplement à
l'œil nu la subdivision de notre
frontière de tête en deux, car celle
qui resta en arrière dans la branche
anodique délimitait avec une netteté
remarquable une zone faiblement
opalescente d'avec une zone forte- \ment opalescente. Il en fut de même BI " v
dans la branche cathodique où
apparurent deux frontières très nettes. Fig. 1.

+

x-0
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Pour réaliser ces expériences, nous avons dialyse la solution de la
fraction 2X contre un tampon phosphaté M/30 à pH 7,15 pendant
48 heures à la glacière, puis nous avons procédé à l'électrophorèse.
Nous avons observé deux frontières montantes dans la branche ano-
dique, et deux descendantes dans la branche cathodique, toutes
remarquablement nettes et stables. Tout se passe comme si nous avions
affaire à un simple mélange de deux protéines seulement, homogènes
l'une et l'autre à l'électrophorèse à pH 7,15.

Après une électrophorèse qui dura trois heures 30 minutes sous
2,5 V/cm, nos frontières étaient suffisamment séparées pour qu'il nous
fût facile de prélever des échantillons assez copieux entre les deux
frontières, dans chaque branche du tube en U.

Le schéma ci-devant du tube en IJ permet de mieux comprendre
nos prélèvements.

La fraction I en arrière de la frontière de tête a (vers le pôle +),
et en avant de la deuxième frontière ß.

La fraction II en arrière de la troisième frontière y, mais en avant
de la quatrième frontière ô.

La fraction III à la base du tube en U doit être un mélange de I et IL
Elle est située entre les frontières ß et y.

L'examen optique et l'analyse chimique de la région antérieure
à la frontière a montrent qu'il n'existe aucune substance cheminant
plus vite que cette frontière. De même, il ne reste rien en arrière de la
frontière ê.

Le tableau ci-dessous présente les résultats de nos analyses, exprimés
en % de la solution telle qu'elle est dans chaque cas prélevée dans le
tube d'électrophorèse (Voir fig. 1).

Zones du tube Azote Sucre

d'électrophorèse % /0

I 0,08 0,06

II 0,06 0,60

III 0,16 0,65

Les résultats analytiques confirment pleinement les observations
optiques : nous avons affaire uniquement à deux fractions protéiques
qui sont l'une et l'autre homogènes à l'électrophorèse.

La première (I) est pauvre en sucre et riche en azote protéique.
La deuxième (II) est riche en sucre et pauvre en azote protéique.
Si l'on calcule approximativement les teneurs en protéines d'après

les teneurs en azote (en multipliant par 6,25), on constate que les teneurs
en glucides des fractions I et II sont de l'ordre de :

11 % dans I et 60 % dans IL
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(La fraction III, qui est un mélange de I et II, devait avoir évidemment

une constitution intermédiaire ; son étude analytique confirme
qu'il s'agit bien simplement d'un mélange des solutions I et II).

Les mobilités électrophorétiques de I et II à pH 7,15 dans un tampon
phosphaté M/30, et à la température de +20° C sont :

pour I : 3,3 10 -*
pour II : 1,0 10 ~*

Nous avons en outre fait des microchromatographies après hydrolyse
pour chacune de ces fractions et avons pu identifier certains des acides
aminés libérés. #

Notons l'extrême richesse en glucides de la fraction II qui cependant
se comporte comme homogène à l'électrophorèse. Il s'agit d'un glyco-
protéide ou d'une cénapse glucidoprotéique très particulière.

En hommage au parasitologue eminent, spécialiste des Cestodes,
notre maître, J. G. Baer de Neuchâtel (Suisse), nous avons proposé
dans une note préliminaire, récemment publiée (N. H. Kent et
M. Machebœuf, 1947), le terme de Baerine pour désigner le gluco-
protéide si curieux que nous avons isolé ici dans notre fraction IL
Nous réservons le terme de Moniezine à l'autre glucoprotéide plus
pauvre en sucre, qui constitue la fraction I.

Il se peut que la richesse extrême de la baerine en glucides lui confère
certaines propriétés biologiques très intéressantes, et nous nous
proposons en particulier d'étudier son comportement vis-à-vis des
enzymes protéolytiques et glucidolytiques du tube digestif des mammifères,

contre lesquels les Ténias ont à lutter pendant leur vie parasitaire.

Etude de la fraction 22.

Nous appelons 2% la fraction restée dans les eaux-mères lors de la
précipitation de 2X par le sulfate d'ammonium à la concentration de
44,6 %. Mais 22 est un résidu infime qui ne représente que 18 mg (dans
une expérience où 2X pesait 2600 mg). Aussi n'avons-nous pas poussé
très avant l'étude de 2%.

Nous avons simplement cherché à fractionner J?2 en ajoutant du
sulfate d'ammonium à la solution jusqu'à ce que la moitié environ de
22 soit précipitée. Il a fallu pour cela porter la teneur en sulfate à 57 %.
Désignons par 22a la fraction précipitée et par 22ß celle restée en
solution. Nous avons recueilli cette dernière en la précipitant simplement

par acidification légère (pH 4,8), sans modifier la richesse du liquide
en sulfate d'ammonium.

2?a et 2zß ne contiennent plus du tout de glycogène, mais tandis
que a est une protéine non souillée, contenant 16 % d'azote, on note
au contraire que ß, infime fraction de queue, est très impure et ne contient
que 4,3 % d'azote.

Notons que a et ß sont solubles dans l'eau et donnent des solutions
parfaitement limpides, a est une protéine typique non souillée par des
substances agrégées, mais elle n'est présente qu'à doses trop faibles
pour qu'une étude ait été possible dans le présent travail.
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Notons en outre qu'il s'agit bien de protéines typiques donnant
par hydrolyse des acides aminés que nous y avons décelés par micro-
chromatographie.

Tableau récapitulatif concernant
la composition des fractions extraites par l'eau

n 2i ^2

Précipitée par dialyse
Précipitée par sulfate
d'ammonium à 44,6 %

2>
Précipitée par

sulfate
d'ammonium

à 57 %

2fß
Précipitée
à pH 4,8

N% glucides
%

Acbil.
% N%

glucides
o//0

N %
glucides

°//o
N% glucides

o//0

8,6 0 43 10 32 16 0 4,3 0

4

séparés par
électrophorèse

BAERINE MONIEZINE

protéine

/0

g!y-
cogène

%
protéine

%

giy-
cogène

%

40 60 89 11

Résumé des résultats obtenus par l'étude
des produits d'extraction par l'eau bidistillée

En somme, l'eau bidistillée enlève aux vers délipidés une série de
fractions protéiques, qui sont presque toutes des cénapses dans lesquelles
les protéines sont agrégées avec des substances non protéiques.

a) Une cénapse protéines-acide biliaire, très abondante, qui précipite
par dialyse prolongée.

b) Une cénapse protéines-glycogène, également très abondante,
très riche en glycogène, la baerine, qui précipite facilement par le
sulfate d'ammonium et se sépare aisément par électrophorèse d'une
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autre cénapse protéines-glycogène, beaucoup moins riche en glycogène,
la moniezine, moins abondante.

c) Une protéine (type albumine) très peu abondante, mais libre de
toute agrégation avec des substances organiques.

d) Lorsque les quatre fractions indiquées ci-dessus ont été séparées,
il ne reste plus dans les eaux-mères que d'infimes quantités de
protéines.

B. EXTRACTION PAR L EAU SALEE A 9°/oo

(Agissant après l'eau bidistillée).

Lorsque l'eau bidistillée n'extrait plus de protéines, nous avons
passé à des épuisements par l'eau légèrement salée, en espérant extraire
certaines fractions insolubles dans l'eau bidistillée, comme il en existe
dans certains cas (euglobulines du sérum, par exemple). Effectivement
l'eau légèrement salée a dissous en abondance des protéines restées
jusque-là dans la masse solide. Appelons E cette fraction. Nous
l'avons facilement subdivisée par dialyse en une fraction Ex précipitant
par dialyse et une fraction E2 restant en solution malgré l'élimination
totale du sel qui avait permis son extraction.

F^ait très curieux, la fraction abondante Ex qui précipite par dialyse
ne se remet pas en solution si l'on rajoute du sel, même en présence d'un
tampon à pH 7,15. Ici encore, nous voyons donc la dialyse faire séparer
une fraction qui est irréversiblement précipitée. Nous avons
naturellement pensé qu'il devait s'agir ici, comme dans la fraction n, d'une
cénapse avec des acides biliaires. Cette hypothèse était d'ailleurs
appuyée par la faible teneur en azote, qui est seulement de 9,1 %.
Nous avons donc tenté l'alcoolyse comme dans le cas de la fraction n.

Après 30 heures d'alcoolyse, nous avons repris les expériences
comme pour la fraction n. Ici encore, la réaction de Pettenkoffer
nous a donné des résultats concluants. Nous avons donc affaire, de

nouveau, aux acides biliaires.
Mais il faut noter un fait important : la fraction Ex contient 0,34 %

de phosphore et elle donne intensément la réaction des acides nucléiques
de Feulgen. D'ailleurs, l'hydrolyse acide libère de petites quantités
de sucres réducteurs : 4,2 %. Il s'agit donc de nucléoprotéines (mais
elles sont liées à un acide biliaire qui leur confère, comme à n, la
propriété de précipiter irréversiblement par dialyse).

Quant à la fraction E2, restée soluble après dialyse, elle ne contient
pas de phosphore, donc pas d'acide nucléique (réaction de Feulgen
négative), elle est pauvre en azote (8 %) ; il ne doit donc encore une fois
pas s'agir de protéines libres. Pour étudier E2, nous l'avons précipitée
par le sulfate d'ammonium. Il a suffi pour cela d'amener la concentration

à 41 % qui précipita pratiquement tout. C'est ici du glycogène
qui est uni à la protéine, car la teneur de la fraction en sucres réducteurs,
après hydrolyse acide, correspond à 26 % de glucose. Nous retrouvons ici
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en somme des propriétés extrêmement voisines de celles de la fraction 2
qu'avait extraite l'eau bidistillée. Peut-être avons-nous même affaire
à une partie de 2 que n'avait pas extraite l'eau bidistillée tant que les
nucléoprotéides Ex étaient encore présents. Quoi qu'il en soit, il s'agit
encore ici de cénapses glycogéno-protéiques. Nous n'en avons donc
pas poursuivi l'étude plus avant dans le présent travail.

Le tableau ci-dessous montre en moyenne les résultats analytiques
des différents dosages :

E! précipitée par dialyse
E2 précipitée par sulfate

d'ammonium à 41 %

N%* P%* Sucre % * N%* P%* Sucre % *

9,1 0,34 4,2 8 0 26

* Calculés par rapport au poids de l'échantillon séché.

Le dosage du phosphore a été effectué d'après Machebœuf et Delsal
(1943).

Résumé. — L'eau légèrement salée (9 °/oo)5 agissant après l'eau
bidistillée, extrait d'une part des cénapses glycogéno-protéiques
analogues à celles qu'avait extraites l'eau bidistillée, et d'autre part, des

nucléoprotéines typiques (agrégées avec des acides biliaires comme
l'étaient certaines holoprotéines extraites par l'eau bidistillée).

En somme la presque totalité des protéines si abondantes que nous
avons extraites jusqu'ici par l'eau ou par l'eau salée se trouve être
agrégée avec d'autres substances organiques et non à l'état libre.

Tableau récapitulatif concernant
la composition des fractions extraites par l'eau salée (9 °/00)

précipitée par dialyse

Ea

précipitée par du sulfate d'ammonium
à 41 %

N% P%
glucides

%
ac. bit.

% N% P%
glucides

%

9,1 0,34 4,2 25 8 0 26

Réactions : (effectuées sur Ex)

Feulgen : -f- (nucléoprotéines)
Pettenkoffer : -j- (acides biliaires).
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C. EXTRACTION PAR L EAU FORTEMENT SALEE (10 %)

Il était à prévoir que les nucléoprotéines ne devaient pas être totalement

extraites par l'eau peu salée.
Nous avons donc poursuivi les épuisements en utilisant maintenant

de l'eau très salée (contenant 10 % de CINa). Notre attente ne fut pas
déçue, l'eau très salée a extrait une assez abondante fraction protéique
N, riche en acides nucléiques, mais très riche également en glycogène.
Comme dans les autres cas, nous avons soumis l'extrait à la dialyse
sous pression et, ici encore, il se forma un abondant précipité Nx
insoluble dans l'eau même en présence de sel, même à pH 7,15. La
dialyse ne laissa en solution qu'une très petite fraction N2 qui, elle aussi,
était riche en acides nucléiques (réaction de Feulgen positive) et en
glycogène. Nous avons retrouvé ici encore des acides biliaires.

Le tableau ci-dessous montre en moyenne les résultats des différents
dosages :

N\ précipitée par dialyse
N2 précipitée par du sulfate

d'ammonium à 40 %

N%* P %• Sucre % * N%* P%* Sucre % *

4,5 0,27 56 6 0,52 30

* Calculés par rapport au poids de l'échantillon séché.

Résumé. — L'eau très salée extrait, comme il fallait s'y attendre,
les nucléoprotéines, mais celles-ci sont accompagnées de glycogène
et des acides büiaires qui se précipitent avec elles par dialyse pour la
fraction (NJ ou par le sulfate d'ammonium à 40 % pour la petite
fraction (N2). Ici, comme pour les autres fractions par conséquent, nous
nous trouvons en présence de protéines agrégées avec des substances
non protéiques.

D. EXTRACTION PAR L'EAU TRES SALEE (NaCl 10 %)

EN MILIEU ALCALIN (pH 9)

Pour voir si nos traitements successifs avaient bien extrait toutes
les protéines solubilisables, nous avons effectué un contrôle en traitant
le résidu par de l'eau très salée, alcalinisée par de la soude, le pH était 9.
Il ne s'est extrait qu'une très minime fraction Q, qui était
constituée par des nucléoprotéines typiques, contenant 15 % d'azote, 0,2 %
de phosphore et pas de sucre.
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Tableau d'ensemble des rendements
dans une de nos expériences qui porta sur une masse de

Moniezia correspondant à 28 g de matière sèche délipidée

Extraction par l'eau
distillée /> dialyse

soluble \insoluble \

Poids des
fractions

* ¦ -^- m *i\ i i /acides biliaires 43%
precipite n (0g,43) alcoolyse v,nrnftinfM c, o/\ protéines 57 %

/ électrophorèse

R /glycogène 60 %
D tprotéines 40 %

M /glycogène 11 %
tprotéines 89 %solution 2 (0g,66) P^Ä«/.\ 7 V°téïnes 89 %

2% 18 mg protéines non-cénapsëes

Extraction par l'eau
salée à 9 °/oo * précipité E-j 0g,25 contient

>- dialyse
soluble solution E2 0g,165 contient

insoluble (non-fractionné
par

électrophorèse)

N% 9,1
phosphore 0,34
glucides 4,2 %
acides biliaires 25 %
N % 8,0
26 % de glycogène
pas de phosphore

Extraction par l'eau
salee a lu /q ^ Yt-ff-v**,*, j*\ -*&,**-* ^r^.*™***

y dialyse
soluble solution N2 0g,085 contient

insoluble

précipité Nj 0g,30 contient

N % 4,5
phosphore 0,27 %
glycogène 56 %
acides biliaires,
phosphore 0,52 %
glycogène 30 %
N % 6,0

Extraction par l'eau
salée à 10 % à pH 9

->- dialyse / pas de précipité

* solution Q Og,035 contient

\
Bésidu insoluble R poids sec : 10g,08, soit 36 % de la matière originelle.

N % =- 15
P % 0,2
sucres 0

Il est évident que ce tableau indique seulement nos rendements
tels que nous les avons obtenus sans précautions quantitatives
rigoureuses. Il faut cependant noter que les dialyses ont éliminé des masses
importantes de substances diffusibles : sels, sucres simples et matières
organiques diverses que nous n'avons pas étudiées, puisque nous nous
limitons aux recherches sur les protéines.

Notons en outre que d'importantes quantités de glycogène sont
libres d'attache avec les protéines et restent avec les eaux-mères lors
de la précipitation des fractions protéiques par la dialyse ou par le
relargage au moyen de sulfate d'ammonium. C'est ainsi que les eaux-
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mères de 2 contiennent quatre fois plus de glycogène (environ) qu'il
n'en a précipité avec les protéines lorsqu'on a séparé 2 par le sulfate
d'ammonium (concentration en SO4 (NH4)2 44,6 %).

Le résidu définitivement insoluble R est encore très riche en azote
(12 %) ; il contient encore une proportion notable de phosphore 0,2 %
dont une partie au moins est nucléique, car la réaction de Feulgen
est fortement positive. Enfin, par hydrolyse acide, on obtient à partir
de R une petite quantité de sucres réducteurs 1,2 %. Etant donné
la teneur élevée en azote et la faible teneur en glucides, le résidu R
doit être en majeure partie constitué par des scléroprotéines non solubi-
lisables dans l'eau.

Conclusions de l'étude des protéines de Moniezia
Les protéines que l'on peut extraire des Moniezia délipidés par

l'eau pure ou par l'eau salée à diverses concentrations et à divers pH,
sont à peu près toutes liées à d'autres constituants organiques en
proportions très élevées. Par fractionnement, nous avons pu séparer les
cénapses protéines-acides biliaires très abondantes dans le ver et des

cénapses protéines-glycogène dont certaines,la baerine, sont extrêmement
riches en glycogène (60 %). Nous avons pu séparer des fractions très
différenciées et même obtenir par électrophorèse deux cénapses
glycogéno-protéiques qui se comportent comme homogènes à l'électrophorèse.

Dans tous les cas, il s'agit bien de protéines typiques, donnant par
hydrolyse des mélanges de nombreux aminoacides banaux qu'une
étude microchromatographique nous a permis de mettre en évidence.

Dans certaines fractions, nous avons affaire à des nucléoprotéines
normales, mais ici encore, nous trouvons une association des protéines
avec des substances organiques non protéidiques qui sont comme dans
les autres fractions du glycogène et des acides biliaires.

Il est fort probable que le fait d'être agrégées avec des acides biliaires
ou du glycogène confère à toutes les protéines de Moniezia des propriétés
biochimiques et physicochimiques très particulières, et c'est peut-être
là qu'on trouvera, par des travaux ultérieurs, une interprétation du
comportement des vers dans le tube digestif de l'hôte et en particulier
de leur résistance aux sucs digestifs.
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DEUXIÈME PARTIE

Comparaison du Moniezia et du
Taenia saginata basée sur des résultats analytiques

Il était difficile de pratiquer sur le Taenia saginata une recherche
telle que celle que nous venons de présenter, car les échantillons sont
toujours peu copieux et ils ne sont pas souvent obtenus à l'état aussi
frais que nous pouvions le souhaiter pour une étude sur les protéines.
Nous avons cependant tenu à comparer l'essentiel des faits observés pour
Moniezia avec ceux que nous pourrions observer sur un Taenia. Pour
résumer cette brève étude comparative, nous nous contenterons de
présenter deux tableaux de chiffres analytiques, obtenus parallèlement
sur Moniezia et sur un échantillon de Taenia saginata. Nous n'avons
pas ici cherché à fractionner par des dialyses portant systématiquement
sur toutes les fractions. Nous avons simplement analysé les divers
extraits tels que nous les avions obtenus.

D'une comparaison aussi sommaire, nous ne pouvons pas tirer des
conclusions précises. On peut cependant noter combien le traitement
par l'eau bidistillée donne pour les deux vers des résultats analogues.
Il doit bien y avoir dans le Taenia, comme dans Moniezia, des cénapses
glycogéno-protéiques très riches en glycogène (type Baerine), extractibles
par l'eau bidistillée.

Par contre, les fractions extraites seulement par l'eau salée ou l'eau
très salée ne contiennent pas de glycogène agrégé avec les protéines.
Nous n'avons pas poursuivi l'étude de ces fractions dans le cas du
Taenia saginata, car nos échantillons étaient trop peu abondants.

Pour savoir si le Taenia contenait comme Moniezia des cénapses
protéines-acides biliaires, nous avons cependant étudié la fraction nx
du Taenia et nous y avons trouvé des acides biliaires.

En somme, les faits que nous avons mis en évidence ne peuvent
pas être exactement transposés au Taenia saginata, mais des analogies
existent manifestement.



Tableau comparatif des résultats analytiques obtenus avec
Moniezia expansa et Taenia saginata

Extrait par l'eau
bidistillée

Extrait par l'eau salée
à Q 0/a r> /oo

Extrait par l'eau salée

à 10 %
Extrait par l'eau salée

à 10 % à pH 9

N
protéique

glycogène
précipité
avec les

protéines1

N
protéique

glycogène
précipité
avec les

protéines1

phosphore
protéique

N
protéique

glucides
avec

protéines

phosphore
protéique

N
protéique

glucides
avec

protéines

phosphore
protéique

Moniezia expansa

pour 4 g de
matière sèche

délipidêe. 46,5 mg 155 mg 9 mg 62 mg 0,3 mg 3,3 mg 26,5 mg 0,3 mg 1,5 mg néant 0,1 mg

Taenia saginata

pour 4 g de
matière sèche

délipidêe. 38 mg 165 mg 6 mg néant 0,3 mg 3 mg néant 1,1 mg 6 mg néant 0,2 mg

1 Nous appelons ici glycogène précipité avec les protéines, le glycogène du précipité protéique obtenu en ajoutant à la
solution aqueuse diluée, 4 % d'acide trichloracétique. Une telle méthode de précipitation n'entraîne pas le glycogène libre.

o
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RÉSUMÉ ET RAPPEL DES CONCLUSIONS

En congelant, puis en broyant à froid des Cestodes, puis en les
soumettant à l'action prolongée d'alcool absolu très froid, puis d'éther,
on leur enlève des lipides et il devient possible d'extraire en abondance

par l'eau, puis par l'eau salée, des protéines. Le fait même de pratiquer
l'extraction par étapes successives : eau distillée, puis eau faiblement
salée (9 pour mille), puis eau fortement salée (10 pour cent) permet
d'obtenir directement des extraits protéiques bien différenciés.

L'eau non salée n'extrait pas de nucléoprotéines, mais d'abondantes
fractions non phosphorées.

Si l'on soumet l'extrait à la dialyse sous pression, de façon à éliminer
les sels et les substances dialysables, tout en concentrant considérablement

la solution, on provoque la précipitation des protéines accompagnées
d'acides biliaires qui leur sont intimement liés, puisque la dialyse ou
des lavages à l'eau ne les enlèvent pas. Le précipité mixte protéines-
acides biliaires est insoluble dans l'eau, même en présence de sel, même
en milieu neutre ou légèrement alcalin. Il s'agit d'une fraction très
particulière, constituée en somme par des cénapses protéines - acides
biliaires dont on ne peut arracher les acides biliaires que par un traitement

prolongé à l'alcool bouillant, qui dénature les protéines.
L'existence de telles cénapses protéines-acides biliaires avait été

soupçonnée dans le sérum sanguin des malades atteints d'ictère par
rétention (Tayeau), mais on n'en avait pas isolé jusqu'ici. Elles sont
très abondantes dans Moniezia expansa.

A côté de ces cénapses protéines-acides biliaires, l'eau distulée
extrait également en abondance des cénapses protéines-glycogène et
aussi du glycogène libre d'attache avec les protéines. Les cénapses
protéines-glycogène restent en solution lors de la dialyse, mais elles
précipitent facilement par addition à la solution de 44 % de sulfate
d'ammonium qui laisse le glycogène libre en solution, ainsi que de très
petites quantités de protéines libres d'attaches avec le glycogène.

L'ensemble des cénapses protéines-glycogène se dissout aisément
dans l'eau et se fractionne facilement par électrophorèse en deux parties
bien distinctes : l'une de haute mobilité (3,3.10"4) à pH 7,15 et à20°C,
l'autre de mobilité beaucoup plus faible (1,0.10-4).

Chacune de ces parties est caractérisée à l'électrophorèse par une
frontière remarquablement stable et nette et se comporte comme
homogène. La cénapse lente est extrêmement riche en glycogène
(environ 60 %), nous lui avons donné le nom de baerine en hommage
au professeur Baer, notre maître, eminent spécialiste des Cestodes. Cette
baerine est le premier exemple connu d'une cénapse glycogéno-protéique
isolée.

Des cénapses glycogéno-protéiques avaient jusqu'ici seulement
été soupçonnées dans le muscle des mammifères (Willstaetter et
Rhodewald, puis Przylecki), mais non isolées et jamais obtenues
à l'état d'homogénéité électrophorétique.
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L'autre fraction séparée par électrophorèse, la fraction de haute
mobilité, est également une cénapse glycogéno-protéique homogène
à l'électrophorèse, mais elle est beaucoup moins riche en glycogène
(11 %) ; nous l'appelons moniezine pour rappeler son origine zoologique.

Lorsque les épuisements par l'eau distillée sont achevés, le résidu
non soluble des vers est soumis à des épuisements par Veau salée à 9 °/oo

qui dissout encore de petites quantités de cénapses glycogéno-protéiques
et un peu de nucléoprotéines typiques, mais celles-ci précipitent
irréversiblement par dialyse et elles sont associées avec des acides biliaires
comme l'étaient les holoprotéines qui précipitaient par dialyse dans
les extraits obtenus par l'eau non salée.

Des épuisements ultérieurs des vers par l'eau fortement salée (10 %)
extraient en abondance des nucléoprotéines qui, toutes, sont associées
à du glycogène en proportion élevée. Une partie de ces nucléoprotéines
précipite par dialyse et nous retrouvons ici encore des acides biliaires
agrégés comme dans toutes les fractions nucléoprotéiques ou holopro-
téiques qui précipitent irréversiblement par dialyse.

Les épuisements successifs par l'eau, par l'eau peu salée et par
l'eau très salée, ont bien enlevé pratiquement toutes les protéines,
autres que les scléroprotéines, car des épuisements par l'eau très salée
et alCalinisée n'enlèvent plus que d'infimes quantités de protéines
(qui sont d'ailleurs encore des nucléoprotéines). Il reste finalement
un résidu insoluble qui paraît riche en scléroprotéines.

De tout ceci se dégage un fait très particulier : la presque totalité
des protéines que l'on peut extraire du Moniezia se trouve à l'état de

cénapses et non à l'état libre. Une partie était liée à des acides bUiaires,
une autre partie à du glycogène. Quelques fractions nucléoprotéiques
sont même liées à la fois à du glycogène et à des acides biliaires.

La proportion de protéines fibres que l'on peut extraire représente
moins de 1 % de l'ensemble des protéines. Ce fait nous semble
intéressant, car il est sûrement particulier aux vers parasites, puisque les
autres cellules vivantes (autres peut-être que certaines cellules
glandulaires) ne contiennent pas des quantités d'acides biliaires et de
glycogène suffisantes pour qu'une proportion élevée de leurs protéines
soit agrégée à ces substances. Peut-être faut-il voir là un fait en
rapport avec la résistance du Cestode à la digestion par les enzymes
protéolytiques qui caractérisent le milieu dans lequel il vit.
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