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RESUME

Dans le cadre de la schistosomiase & Schistosoma mansoni, une meilleure compréhension
des mécanismes de 1'interaction entre le parasite et son hote intermédiaire invertébré, Biomphalaria

glabrata, devrait permettre d'intervenir sur la transmission du parasite.

Le laboratoire dispose actuellement d'un systeme de coculture des parasites avec des
cellules d'embryons de mollusques (la lignée cellulaire Bge). Ces cellules présentent un intérét
particulier car elles ressemblent aux hémocytes (les cellules de défense du mollusque responsables
de la destruction du parasite dans les associations incompatibles) et sont capables d'assurer in vitro
le développement du parasite du stade miracidium au stade sporocyste secondaire. La possibilité de
moduler I'expression de certains facteurs ou l'expression de facteurs hétérologues par les cellules
Bge dans le modele de coculture apporte un outil fondamental pour la compréhension des
mécanismes moléculaires de l'interaction et de la compatibilité.

Dans ce but, nous nous sommes intéressés a la manipulation génétique des cellules de la
lignée Bge. Dans un premier temps, la transfection des cellules par le DOTAP a permis de montrer
que 2 promoteurs hétérologues, le promoteur inductible de la protéine Hsp70 de Drosophila
melanogaster et le promoteur constitutif des génes précoces du CMV sont fonctionnels dans les
cellules de mollusque. Parmi les différents genes rapporteurs testés (B-galactosidase, B-
glucuronidase et luciférase), seul le géne codant pour la luciférase semble utilisable dans les
cellules Bge.

La recherche d'un promoteur homologue plus efficace a été entreprise. L'ADNc de l'actine
non musculaire de B. glabrata a été cloné et utilis€ comme sonde pour isoler son promoteur dont le
clonage est en cours.

Aucun élément transposable n'ayant a l'heure actuelle été identifi€ dans le génome du
gastéropode, nous avons testé, sans succes, la mobilit€ de 2 transposons d'insectes (hobo de D.
melanogaster et Hermes de Musca domestica) dans les cellules Bge. Par une stratégie PCR et a
l'aide d'amorces dérivées du transposon mariner, une séquence présentant une faible homologie
avec les séquences de mariner de Dugesia tigrina (planaire) et Caenorhabditis elegans (nématodes)
a été isolée qui correspond probablement a un vestige de transposase. Sur la base de ces résultats,
la caractérisation d'un élément transposable chez B. glabrata est envisageable.

L'utilisation de particules virales pseudotypées a également été envisagée. Ce systéme
rétroviral permet une intégration de I'ADN proviral portant le gene d'intérét dans le génome de la
cellule infectée. Les premiéres tentatives n'ont pas permis d'obtenir d'évidence de l'intégration du
provirus, cependant les conditions d'infection des cellules Bge restent a étre optimisées.
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CHAPITRE I : LA BILHARZIOSE
IMPORTANCE DE L’HOTE INTERMEDIAIRE



Plusieurs maladies parasitaires transmises par des vecteurs invertébrés constituent un
probleme de santé majeur pour les populations humaines et le bétail. En dépit des progrés réalisés

en prophylaxie et en thérapie, les maladies parasitaires restent aujourd’hui encore un fléau mondial.

I. LA BILHARZIOSE : Généralités

La bilharziose, schistosomose ou schistosomiase est, aprés le paludisme, la seconde plus
importante endémie parasitaire. Elle touche approximativement 200 millions de personnes sur un
total de 600 millions vivant en zone d’endémie et susceptibles d’étre infectés. Elle est responsable
d’un demi million de déces par an.

La bilharziose fut sélectionnée comme 'une des 6 principales maladies prioritaires du
«Programme Spécial de Recherche et de Formation pour les Maladies Tropicales» de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

A. Les parasites :

Les agents responsables de la maladie sont des trématodes hématophages, appartenant au
phylum des Plathelminthes (vers plats non-segmentés) : les schistosomes. Dix neuf espéces
différentes de schistosomes sont recensées a I’heure actuelle et cinq d’entre elles infectent ’homme
; 11 s’agit de Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum et S. mekongi.
D’autres espéces sont zoophiles notamment S. matthei et S. bovis qui infectent le bétail.

Les manifestations pathologiques de la maladie chez I’homme sont caractéristiques des
différentes espéces de schistosomes. Ainsi, S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi et S.
intercalatum sont responsables de la schistosomiase intestinale, S. haematobium provoque la
forme urogénitale de la maladie.

B. Cycle de vie du parasite

Ces trématodes sont digénes et accomplissent leur cycle de vie successivement dans deux

hotes distincts : un hote définitif vertébré et un hdte intermédiaire invertébré.

L’hote vertébré est infecté au contact de I’eau douce contaminée.

Les cercaires, formes libres aquatiques, traversent la peau de 1’hote vertébré en perdant leur
appendice caudal. Apres transformation en schistosomule, le parasite migre dans les systémes
sanguin et lymphatique de I’hdte et termine sa course au niveau de la veine porte hépatique ou il

acheéve sa maturation et ol les partenaires sexuels s’associent.
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Les vers adultes vivent en copulation permanente dans le systtme circulatoire veineux de
leur hote vert€bré, le male se replie sur la femelle, I’enfermant dans son canal gynécophore. Les
couples peuvent vivre ainsi de 3 a 30 ans (Vermund et al., 1983). La femelle est trés féconde
produisant de 20 jusqu’a 2000 oeufs par jour ; ces chiffres varient selon les especes de
schistosomes avec de 500 a 2200 oeufs pour S. japonicum, 60 a 500 pour S. mansoni, 20 a 200
pour S. haematobium et 50 a 100 pour S. bovis (Loker, 1983). Les oeufs sont relargués dans les
féces et I'urine vont éclore au contact de I’eau pour libérer la deuxieéme forme libre du parasite : le

miracidium.

Le miracidium nage alors vers son hote intermédiaire spécifique : un gastéropode d’eau
douce. Apres pénétration a travers la peau, le miracidium se transforme en sporocyste primaire qui
donne naissance a des sporocystes secondaires donnent naissance a leurs tours & des milliers de
cercaires. Les cercaires s’échappent des tissus du mollusque et sont relachées dans I’eau ou elles
nagent a la recherche de leur hote définitif vertébré.

1’10 te oeu£s

» retenus elans
définitif 1 — 4 maladie
es tissus
8 exorétés — transmission
pénétrent au

\ Bulinus travers de la
8. haematdbium
@ — Y —» @ — >0 peau

Biomphalaria
6 R m — @ —_ -

\‘ Oncomelania
S KON CLIN _*"Q — é — 0

omfs  miracidiums gastéropodes cercaires

les cercaires

hétes intermédiaires

Cycle de vie des principaux schistosomes infectant I’homme (d’aprés G. Barnish).
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C. Localisation géographique

Les 74 pays touchés sont situés dans la ceinture équatoriale et subéquatoriale, ce qui revient

a dire que ce sont majoritairement les pays du Tiers Monde qui sont atteints.

S. mansoni et S. haematobium sont endémiques en Afrique, dans les Caraibes et en
Amérique du Sud touchant ainsi 53 pays. S. intercalatum est trouvé uniquement en Afrique. S.
haematobium est de plus localisé & Madagascar, en Inde et sur I’Tle Maurice.

L’espéce S. japonicum est présente en Chine, aux Philippines au Japon et en Indonésie. S.

mekongi a été localisé au Cambodge et au Laos.

D. Pathologie

Les oeufs sont associés a la pathologie de la maladie. Le ver femelle dépose ses oeufs dans
les tissus de 1’hdte vertébré. En effet, bien que la majeure partie des oeufs soit relarguée dans les
excréments, une partie d’entre eux est retenue. Les oeufs induisent une réaction granulomateuse

qui entraine éventuellement le développement d’une fibrose.

Les vers adultes de S. mansoni et S. japonicum vivent dans la veine porte et les oeufs sont
déposés principalement au niveau de lintestin et du foie. La schistosomiase intestinale se
caractérise par la formation de polypes intestinaux. Au niveau du foie, il se produit une réaction
inflammatoire avec formation d’un granulome di a D’afflux des cellules immunitaires
(éosinophiles, macrophages, lymphocytes, granulocytes) autour de ’oeuf. Le granulome va
évoluer en fibrose hépatique ; les veinules irrigant le foie sont obstruées. L’ hypersplénomégalie et
la fibrose généralisée du foie provoquent une hypertension artérielle aboutissant a la formation de
varices intestinales et oesophagiennes et a I’apparition d’ascite. La rupture de ces varices peut
entrainer des hémorragies fatales.

Les oeufs de S. haematobium sont pondus dans le tractus urinaire, et dans une moindre
mesure dans le tractus gastrointestinal. Les oeufs induisent des lésions de la vessie et de |’uretére
qui résultent dans une hématurie, une obstruction du flux urinaire, de ['insuffisance rénale et

I”apparition de cancers de la vessie.

Au cours des 20 derniéres années, la biologie moléculaire a permis de caractériser différents
antigenes du parasite dont certains ont été sélectionnés comme candidats vaccinaux contre la
schistosomiase. Il s’agit de la paramyosine (Sm97) (Pearce et al., 1988), de I'IrV5 une protéine
musculaire (Amory-Soisson et al., 1992), de la triose-phosphate isomérase (TPI) (Shoemaker et
al., 1992 ; Reynolds et al., 1994), de la Sm23 : un antigéne membranaire (Reynolds et al., 1992 ;
Koster et al., 1993), de la Sm 14 : une protéine fixant les acides gras (Tendler et al., 1996) et de la
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Sm28GST, la glutathion S-transférase de 28 kDa (Balloul et al., 1987 ; Boulanger et al., 1991).

La Sm28GST a été plus particulierement étudiée au laboratoire ; elle a un effet protecteur
dans I’infection par les schistosomes qui se manifeste par la réduction de la pathologie hépatique
(Boulanger et al., 1991). La Sm28GST pourrait jouer un role dans la détoxification des drogues
schistosomicides , elle est abondamment exprimée dans tous les stades du parasite mais présente
une expression spécifique de certains tissus comme le tégument et les organes reproducteurs du
parasite (Liu, 1996). La mise en évidence de cette enzyme dans les gonades peut-étre corrélée a
I’action des anticorps anti-Sm28GST sur la fécondité des vers femelles (réduction de la ponte) et la
fertilité des oeufs (réduction de leur viabilité) (Xu et al., 1991 ; Xu et al., 1993).

II. CYCLE PARASITAIRE DANS LE MOLLUSQUE

A. Biologie générale du mollusque Biomphalaria glabrata

poreténal  estomac

anteau
bord du manteau | a

rein
pote male

tentacule

foie

téte

intestin

veine rénale

bouche : .
veine pulmonaire

anus
pied

plante de pied ovotestis

pseudobranchie glande albumen

Morphologie générale du gastéropode Biomphalaria vue du coté gauche, apres
élimination de la coquille (d’aprés Malek, 1985).
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Les gastéropodes constituent la plus grande classe des mollusques mais également la plus
variée. De nombreux synonymes du genre Biomphalaria sont rencontrés dans la bibliographie :
Planorbina, Taphius, Armigerus, Tropicorbis, Australorbis. 1.’ utilisation unanime de Biomphalaria
s’est faite vers les années 80 (Vianey-Liaud, 1990).

Biomphalaria glabrata est un gastéropode pulmoné de 1’ordre des Basommatophores. I vit
principalement dans I’eau douce. Sa coquille est plate et discoide.

I possede une paire de tentacules contractiles & la base desquelles se trouvent les yeux.

Le corps de I’animal est divisé en téte, pied, manteau et masse viscérale. Le pied et la téte
sont unis pour former la région céphalo-pédiale qui porte les tentacules, les yeux, la bouche et les
appareils génitaux. Le manteau entoure le « cou » du gastéropode et recouvre toute la masse

viscérale. B. glabrata est hermaphrodite. Les pores génitaux male et femelle sont séparés.

L’ovotestis (gonade) de B. glabrata est situé a Pextrémité de la masse viscérale,
partiellement accolé a la glande digestive (également appelée hépatopancréas) et totalement libre
dans sa partie distale. C’est dans 1’ovotestis que le sperme et les oeufs sont formés. Le canal
hermaphrodite issu de 1’ovotestis se différencie en tractus génitaux male et femelle au niveau de
I’estomac.

B. glabrata posséde un systeme circulatoire ouvert constitué de sinus et de lacunes, d’un
coeur, de quelques artéres et d’un petit nombre de veines. Le coeur possede une oreillette et un
ventricule. L’hémolymphe (sang) est envoyée dans les sinus par les artéres, apres avoir baigné les
différents organes et tissus, elle retourne a I’oreillette par les veines rénales et pulmonaires. Ces
veines longent le rein et se rejoignent dans le « cul-de-sac » formé par 'extrémité du rein ou se
trouve I’ oreillette.

B. glabrata posséde des poumons et une structure appelée pseudobranchie qui remplit

également un rdle respiratoire.

B. Spécificité mollusque-trématode

Contrairement a la capacité de certaines espéces de schistosomes a se développer chez une
grande variété d’hotes définitifs, le spectre d’héte invertébré des parasites est plus limité.
L’exemple de S. japonicum illustre bien ce phénomene : S. japonicum infecte exclusivement O.
hupensis mais il est capable d’effectuer son cycle sexué chez 40 espéces de mammiféres
domestiques et sauvages (Bash, 1976 ; Combes, 1993).

11 convient donc de distinguer les hdtes invertébrés permissifs des hotes invertébrés non
permissifs. Les premiéres études de compatibilité ont été effectuées en 1947. Vingt sept espéces et
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sous-especes de mollusques ont été exposées a S. mansoni ; seuls Tropicorbis s’est révélé sensible
en plus de I’hote habituel Biomphalaria (Cram et al., 1947).

Schistosomes Mollusques

Especes Genres Especes

Groupe S. haematobium

S. haematobium Bulinus B. truncatus
B. africanus
B. forskalii
B. reticulatus

Ferrissia F. tenuis

S. intercalatum Bulinus B. africanus
B. forskalii

S. matthei Bulinus B. africanus

S. bovis Bulinus B. truncatus
B. africanus
B. forskalii

Groupe S. mansoni

S.mansoni Biomphalaria B. glabrata

B. straminea
B. tenagophila
B. amazonica
B. peregrina
B. pfeifferi

B. alexandrina

Groupe S. japonicum

S. japonicum Oncomelania O. hupensis
S. mekongi Tricula T aperta

Tableau non-exhaustif de spécificité mollusques/trématodes de quelques espéces
de schistosomes (d’apres Rollinson et Southgate, 1987).

L’infection par S. mansoni (Porto Rico) de souches de B.glabrata sensible (de Porto
Rico) et résistante (du Brésil) montre que le parasite se développe activement dans le mollusque
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sensible. Par contre, dans la souche brésilienne, le parasite est détruit et élimin€ en 24 a 48 h aprés
la pénétration. Une infiltration cellulaire (hémocytes) autour du parasite peut étre observée ainsi
qu’une fibrose (Newton, 1952). De méme, des expériences en laboratoire ont permis de montrer
qu’une méme souche de mollusques infectée par des miracidiums provenant de différentes localités

géographiques va présenter des pourcentages d’infection variant de 0 a 100 % (Basch, 1976).

Les études réalisées ces 50 derniéres années, bien que corroborant l’existence de la
spécificité n’ont pas réussi a mettre en évidence un mécanisme spécifique de compatibilité ou de

résistance.

C. Les stades parasitaires intramollusque

1. Le miracidium

a) L’éclosion

Les conditions optimales d’éclosion sont un bon éclairement, une température généralement
comprise entre 25 et 30°C et une pression osmotique proche de celle de 1'eau (Smyth, 1966 ;
Eramus, 1972). L’éclosion se produit cependant tout a fait correctement dans une fourchette de
température comprise entre 26 a 39°C. L’hypotonicité de ’eau (proche de 12 mOsm) semble étre
un facteur déterminant.

b) Le comportement du miracidium

Le miracidium assure la transmission du parasite entre 1’hote vertébré et ’hte invertébré.
Les mécanismes par lesquels le miracidium va localiser son hdte intermédiaire ont ét€ le sujet d’un
nombre considérable d’études ; cependant, les résultats obtenus n’ont pas toujours ét€
concordants. Il apparait néanmoins que les miracidiums se localisent dans I’environnement de leur

hote intermédiaire par deux types de réponses :

- ils répondent aux stimuli externes physiques de 1’environnement
- ils répondent a des stimuli chimiques originaires du mollusque hote.

(D Recherche du biotope de 1’hdte intermédiaire :

Le miracidium est couvert de plaques ciliées qui lui permettent de se mouvoir dans 1’eau.
Généralement a une température comprise entre 24 et 28 °C, le miracidium de S. mansoni reste
vivant pendant 8 a 12 h ( Prah et James, 1977). Sa vitesse de déplacement dans I’eau peut atteindre
2 mnys (Samuelson et al., 1984). 1l a été montré que les miracidiums peuvent infecter des
mollusques situés 86 cm plus loin et 33 cm plus en profondeur que leur site d’émission (Chernin et
Dunavan 1962). Des cas d’infections ont pu étre relevés a des distances atteignant 5 m pour S.
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mansoni et S. haematobium (James et Prah, 1978). La vitesse du courant a également une
influence sur I'infectivité ; les miracidiums restent infectieux a des vitesses inférieures a 13 cm/s
(Upatham, 1973).

Un certain nombre de facteurs interviennent pour permettre aux miracidiums d’atteindre la
partie du biotope ot se situe leur hote intermédiaire. Il semble que la réponse des miracidiums aux
stimuli physiques externes favorise leur orientation vers les niches écologiques de leur hote
intermédiaire (Haas et al., 1995). Par exemple, B. glabrata, un des hotes de S. mansoni est le plus
souvent localisé a la proximité de la surface de I’eau, accroché a des végétaux flottants ou a la
partie supérieure des rives des canaux ou des lacs. Le comportement des miracidiums de S.
mansoni en réponse aux stimuli physiques comme la lumiere et la gravité guide la larve nageuse
vers son hote intermédiaire. En effet, les larves de S. mansoni présentent un géotactisme négatif et
un phototactisme positif qui les attirent a la surface de ’eau ou ils sont susceptibles de rencontrer
leur hote intermédiaire spécifique. Les miracidiums de S. japonicum présentent les mémes
réponses a la lumiere et a la gravité que S. mansoni et leur hote intermédiaire Oncomelania est situé
a I'interface de I’eau et de I’air ou les larves de parasite se concentrent (Takahaschi et al., 1961).
Les miracidiums de S. haematobium exhibent un tactisme tout-a-fait inverse : un fort géotactisme
positif et un phototactisme négatif ; parallélement, leur héte intermédiaire du genre Bulinus se
localise plutdt au niveau des fonds et des endroits ombragés (Shiff, 1968 ; Prah et James 1977).

(2) Reconnaissance de 1’hote intermédiaire par le miracidium :

Lorsque le miracidium a atteint la niche écologique du mollusque, il doit entrer en contact
avec lui. Sur le terrain, le biotope du mollusque spécifique peut étre occupé simultanément par
plusieurs autres espéces de mollusques et le miracidium doit reconnaitre son hote spécifique. De
nombreuses études ont ét€ développées afin d’identifier les stimuli intervenant dans la

reconnaissance d’un hote intermédiaire spécifique par le miracidium.

La diversité des systemes expérimentaux mis en oeuvre a ce propos n’a absolument pas
permis de tirer des conclusions définitives. La question reste aujourd’hui encore trés controversée
de savoir si effectivement des facteurs chimiotactiques spécifiques interviennent dans I’interaction
des deux partenaires.

En 1979, Saladin a publié une revue de 176 travaux concernant les combinaisons
miracidium-mollusque mais aussi des combinaisons hétéroclites miracidium-plante, objet ou autres
invertébrés sans toutefois pouvoir démontrer clairement que les miracidiums sont capables
d’identifier leur hote avant de tenter de les infecter. Par exemple, lors d’essais en laboratoire, il a
été montré que S. mansoni est incapable de discriminer entre 7 mollusques différents alors qu’un

seul d’entre eux est son hote spécifique.

Plus de 60 composés organiques ainsi que des acides aminés et des ions (Ca™ et Mg™) se

sont révélés chimioattractifs pour les miracidiums de S. mansoni et d’ autres especes en laboratoire.
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11 a été suggéré que le mollusque émettait un complexe indéfini de substances solubles dans I’eau
capable de stimuler I'activité des miracidiums et appélé « miraxone » (Chernin, 1970). La
miraxone contient en fait de nombreux composés qui attirent les miracidiums comme les acides
aminés, les acides gras (Maclnnis et al., 1974), I’ammoniaque (Mason et Fripp, 1977) et les
amines (sérotonine et dopamine) (Etges et al., 1975) qui sont sécrétées par le pied du mollusque.

En 1984, Samuelson a montré que de I’eau conditionnée par B.glabrata attirait les miracidiums.

Globalement, compte tenu de la non spécificité des stimuli émis par les mollusques et de la
présence de plusieurs especes de mollusques dans une méme niche écologique, on peut supposer
que la plupart des miracidiums interagissent avec les hotes de maniére non spécifique (Chernin,
1968 ; Moné et Combes 1986).

3) Pénétration du miracidium dans le mollusque :

Apres fixation du miracidium au mollusque, la pénétration est immédiate. Elle a lieu par le
pied dans 70 % des cas, les autres points de pénétration étant le bord du manteau ou les tentacules.
La pénétration est précédée par une phase de fixation du miracidium au mollusque. La papille
apicale du parasite est considérée comme 1’organe de I’attachement et de pénétration (Kinoti,
1971). Elle se produit vraisemblablement par I’association de mouvements mécaniques et par la
sécrétion d’enzymes histolytiques par les glandes adhésives. Apres pénétration, les plaques ciliées
sont éliminées et un nouveau tégument est formé autour du sporocyste. C’est certainement ce
tégument qui détermine si le sporocyste nouvellement transformé va survivre ou périr dans ’hote

intermédiaire.

Tous les miracidiums d’une méme génération ne sont pas capables de procéder a une
infection. L’échec d’une infection réside soit dans l’incapacit¢ du miracidium a pénétrer les
téguments du mollusque soit dans son incapacité a se développer ensuite. Pour 1’association S.
mansoni et B. glabrata originaire du Brésil, 65 % des miracidiums peuvent pénétrer dans le
mollusque mais 15 % d’entre eux vont dégénérer en ’absence de toute réaction hémocytaire

(Jourdane et Théron, 1987).

2. Les sporocystes .

Le mollusque est le site d’une intense multiplication asexuée du parasite.

a) Le sporocyste meére

Chez S. mansoni, le miracidium se développe en sporocyste primaire ou sporocyste mere a
proximit¢ de son point de pénétration dans le tissu conjonctif subépithélial de la zone
céphalopodale (Jourdane, 1982). Le méme phénomene est observé chez S. haematobium (Capron
et al., 1965) alors que dans le cas de S. japonicum, il a été observé un envahissement de tous les
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tissus du mollusque et en particulier des organes cavitaires comme les cavités générales, les cavités
viscérales et le coeur (Jourdane et Xia, 1987).

Le nombre de sporocystes mere qui se développent simultanément dans le mollusque est
limité dans le couple B. glabrata/S. mansoni. Il a été montré que le nombre de sporocystes mére
n’excéde pas 8 ; si un plus grand nombre de miracidiums infectent le mollusque, ils seront
encapsulés (Richards, 1975 ; Kassim et Richards, 1979). Pour [I’association
S.haematobium/Bulinus, les mémes observations ont été rapportées avec un nombre de
sporocystes mere par individu allant de 2 a 8 (Capron et al., 1965). Chez O. hupensis, le nombre

de sporocyste mere de S. japonicum peut atteindre 32 par mollusque (Jourdane et Xia, 1987).

La différentiation des sporocystes fille au sein des sporocystes mere peut étre divisée en
deux étapes :

- lors d’une premiere phase, les cellules germinales du sporocyste mére augmentent de taille
puis se multiplient abondamment

- lors de la seconde phase, les sporocystes fille s’individualisent a partir de « clusters »
embryonnaires sphériques constitués de cellules germinales et somatiques (Schutte, 1974).

Un sporocyste mere est capable de produire de 30 & 630 sporocystes fille selon
1’association mollusque-parasite.

b) Le sporocyste fille

Le sporocyste fille ou sporocyste secondaire quitte le sporocyste mere en passant au travers
de son tégument. C’est généralement entre le dixiéme et le 17i¢me jour que la migration des
sporocystes secondaires vers la glande digestive du mollusque se produit. La migration semble
faire intervenir un phénomene passif d’utilisation du systéme circulatoire du mollusque
(Meuleman, 1972 ; Becker, 1970 ; Schutte, 1974) ainsi qu’un phénomene actif de migration du
sporocyste secondaire au travers des tissus conjonctifs laches de 1’hote (Pan, 1965 ; Cheng et Bier,
1972). Une fois qu’il a atteint ’hépatopancréas, le sporocyste secondaire se développe et sa taille
augmente et simultanément, la différenciation des cercaires débute. Cependant, il a été montré que
quelques sporocystes secondaires vont produire des sporocystes fille appelés sporocytes de rang
IIT ou sporocystes tertiaires (Hansen, 1973).

A ce stade, il convient de distinguer la cercariogénese (production de cercaires, forme
infestante pour I’hdte vertébré) de la sporocystogénese (production de sporocystes).

La sporocystogénese peut étre directe ou se produire apreés la cercariogénese.

La sporocystogénese directe : les sporocystes secondaires vont produire de nouveaux
sporocystes directement ; ces derniers sont de plus petite taille avec peu de sporocystes dans leur
cavité et leur localisation est plutdt céphalo-pédiale (Jourdane et Théron, 1987).

La sporocystogénése intervenant aprés la cercariogénése nécessite un arrét de la production

de cercaires di a la dégénérescence des embryons cercariens dans le sporocyste. Le sporocyste

26



fille commence alors a produire une nouvelle génération de sporocystes (Jourdane et Théron,
1987). Dans ce cas, les sporocystes sont totalement développés et se situent généralement dans la
glande digestive du mollusque. Les mécanismes par lesquels les sporocystes cercariogénes
régressent en sporocystes sporocystogenes sont inconnus et restent a I’heure actuelle inexpliqués
(Fournier et Théron, 1985).

La sporocystogénese et la cercariogénese simultanées représentent le cas de figure le plus
rare ou le sporocyste fille produit a la fois des cercaires et une nouvelle génération de sporocystes
fille.
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Interprétation du développement larvaire des schistosomes dans le
mollusque (d’apres Jourdane et Théron, 1987) : Mi (miracidium), Msp (sporocyste mere), dSp
(sporocyste fille) pour lequel plusieurs voies de développement sont possibles : sporocystes
cercariogeénes (SpC) produisant uniquement des cercaires (1) ; sprocystes sporocystogenes (SpS)
produisant une nouvelle génération de sporocystes fille soit par sporocystogénése directe (2) soit

apres cercariogénese (3) ; sporocysto-cercariogénese (4).

3. Les cercaires

La cercaire est la seconde forme libre du parasite, qui comme le miracidium est adaptée a un
passage en eau douce. Les cercaires s’échappent du sporocyste puis du gastéropode en migrant a
travers ses tissus pour atteindre I’eau. La production de cercaires a lieu quotidiennement sur des
périodes pouvant atteindre 8 mois. Généralement, elle cesse avec la mort du mollusque, cependant,
des cas de cure ont été observés (Pan, 1965).

La durée nécessaire pour obtenir une production de cercaires a partir du moment de la
pénétration du miracidium est variable en fonction de la température ambiante : entre 30 et 35°C, le
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cycle peut étre effectué en 18 jours alors qu’a des températures plus basses plusieurs mois peuvent

étre nécessaires.

a) La productivité des cercaires

La production de cercaires dépend de facteurs biotiques et abiotiques (Webbe, 1965). La
productivité est majoritairement déterminée par 1’espece : ainsi, celle de S. japonicum est toujours
plus faible que celle des autres espéces de Schistosoma (Loker, 1983). Certains B. glabrata
infectés par S. mansoni sont capables de produire une moyenne de 4600 cercaires par jour avec
des maxima journaliers pouvant atteindre 17600 (Barbosa et al., 1954). De fagon plus générale,
I’émission quotidienne de cercaires est de 2000 pour S. haematobium et de 1500 pour S.
Jjaponicum (Webbe, 1965). La productivité dépend en grande partie de la compatibilité hote-
parasite (Barbosa, 1975).

Parmis les facteurs abiotiques, il est a noter que la température de 1’eau et I’éclairement ont

une grande influence sur les pics d’émission des cercaires.

b) Facteurs influengcant I’émission des cercaires :

Les cercaires quittent leur hote intermédiaire suivant un rythme journalier spécifique a
chaque espece de schistosome. Généralement, le relargage des cercaires a lieu a une température de
I’eau comprise entre 10 et 30°C et la lumiére reste le stimulus inducteur principal. L’étude des
« profils d’émergence » des cercaires de schistosomes démontre que les cercaires quittent le
mollusque a une heure de la journée qui coincide le mieux possible avec le moment ou 1’hote

vertébré fréquente le milieu aquatique.

D’un point de vue chronobiologique, les rythmes d’émission sont généralement circadiens
(une seule émission par 24 h).

Seul S. margrebowiei a un rythme caractéris€ par deux pics d’émission quotidiens, le
premier se produisant tot le matin et le second tard dans I’aprés-midi. Ces deux pics d’émission
sont parfaitement adaptés aux moments de la journée ou les antilopes viennent s’abreuver
(Pitchford et Du Toit, 1976). En régle générale, dans le cas des schistosomes humains, la sortie
commence vers 10 h le matin, est maximale entre midi et 14 h et s’achéve vers 16 h. Elle a lieu au

moment ol I’activité humaine est maximale.

En Guadeloupe, on note une corrélation des pics d’émission avec le type de localisation des
foyers d’infection. Pour un foyer urbain, ou la prévalence de !’infection est élevée chez 1’homme,
1I’émission des cercaires suit le rythme des schistosomes humains. Dans les foyers sylvatiques, ol
c’est principalement le rat qui est infecté, le relargage des cercaires est maximum en fin d’apres
midi. Dans un foyer mixte (mangrove) ou les deux hotes sont présents, le profil d’émission des
cercaires est intermédiaire (Théron, 1985). S. rhodaini qui infecte les rongeurs sauvages a un pic

d’émission nocturne correspondant aux moeurs crépusculaires de I’'hote (Combes, 1996).
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Chronobiologie des émissions cercariennes chez les schistosomes (d’aprés Combes,
1993) : les différents graphiques présentent le pourcentage horaire de cercaires émises en fonction
du temps en heure, chaque courbe d’émergence est individuelle (un mollusque, un jour).

En haut : profil d’émergence des cercaires de S. bovis (parasite d’ongulés, émergence matinale),
de S. mansoni (parasite humain, émergence en milieu de journée), S. rodhaini (parasite de
rongeurs, émergence tardive).

En bas : profils d’émergence des cercaires de S. mansoni en Guadeloupe ou S. mansoni parasite a
la fois les hommes, et les rats noirs (Rattus rattus). La ou les hommes sont les hotes vertébrés
principaux , I’émission est matinale (a gauche) ; pour les rats, elle est nocturne (a droite). Sur les
sites ou les deux hotes sont ciblés, 1’émission est intermédiaire (au centre).
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Le rythme d’émergence est déterminé génétiquement et ne dépend ni de I’activité propre du
mollusque, ni de la présence effective de I’homme. En effet, S. bovis est émis au méme rythme,
que les cercaires proviennent de mollusques du genre Bulinus ou du genre Planorbarius (Mouahid
et Théron, 1986 ; Théron, 1989).

De plus, S. bovis et S. haematobium, qui se développent dans la méme espéce de
mollusque et dans les mémes régions d’Afrique se différencient par des pics d’émergence des

cercaires différents (respectivement 9 h et midi) (Mouchet et al., 1992).

III. I’INTERACTION B. GLABRATA /S. MANSONI

A. Les facteurs génétiques

Le terrain génétique de I’hdte invertébré a une influence non négligeable sur le succes
d’invasion et de développement du parasite. Ainsi, comme il était évoqué dans le paragraphe
concernant la spécificité, une méme souche de S. mansoni aura un profil d’infection différent chez
les souches de B. glabrata. De plus, il semble que la sensibilité soit influencée par I’dge du

mollusque. Quatre groupes de mollusques ont été distingués par Richards en fonction de leur

sensibilité :
I: les mollusques juvéniles et adultes sont résistants
II: les individus juvéniles sont sensibles, les adultes sont résistants
II: lesindividus juvéniles et les adultes sont sensibles
Iv: les mollusques juvéniles sont sensibles et les individus adultes présentent des

fréquences d’infection variables et un développement du parasite retardé (Richards, 1970 ;
Richards, 1973).

Biomphalaria glabrata
juvénile adulte souche
Type I R R 10-R2, 13-16-R1
Type II S R 442132, 24243432
Type I S S M-line, NMRI, 13141, PR-77
Type IV S variable |13152, PR-78, 93375

Types de relation entre S. mansoni (souche PR-1) et B. glabrata (d’aprés Richards et
al., 1992) : S (sensible) indique une infection avec développement de sporocystes primaires et
secondaires ou une production de cercaires ; R (résistant) aucune évidence d’infection apres

exposition des mollusques aux miracidiums.
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La sensibilit€ des individus juvéniles semble étre gouvernée par plusieurs génes alors que
chez les individus matures, la résistance apparait étre le résultat d’un seul géne dominant
(Richards, 1973). Cependant ces résultats sont a considérer avec beaucoup de précaution. En effet,
les expériences de Richards ont été réalisées avec une souche unique de S. mansoni (souche PR-1)
et ne sont donc pas généralisables aux autres souches de S. mansoni.

De plus, I'infection d’une méme souche de B. glabrata par des souches de S. mansoni
issues de différentes régions géographiques montre l’influence génétique du parasite sur le
processus infectieux.

Apres pénétration du miracidium, il peut se produire plusieurs cas de figure déterminant le
développement ou non du parasite :

1) le parasite se développe normalement sans réaction de I’hdte sensible ou compatible

2) le parasite échoue a se développer et ne provoque pas de réaction de 1’hote incompatible

3) le parasite est reconnu, encapsulé et détruit chez 1’hote résistant

4) le développement du parasite aura lieu (généralement apreés une phase de latence) car les
larves sont reconnues, encapsulées mais pas détruites.

Les mécanismes physiologiques de I’interaction mollusque-trématode ont fait I’objet de
nombreux travaux qui suggerent fortement le role de certaines protéines. Ces derniéres restent
cependant a caractériser.

A ce jour, aucun gene impliqué dans les mécanismes de résistance et sensibilité n’a été
identifi€. Compte tenu de la complexité de I’interaction, il serait raisonnable d’envisager 1’existence
d’un systéme similaire a celui rencontré entre les plantes et leurs pathogénes avec une réponse géne

pour gene faisant intervenir des génes de virulence et d’avirulence.

B. Effets physiologiques de l’interaction S. mansoni / B.
glabrata

Les mollusques parasités présentent des altérations de la croissance et de la reproduction
(Bayne et Loker, 1987 ; Hurd, 1990).

La croissance de Biomphalaria est réduite pendant I’infection par S. mansoni (Pan, 1965).
Dans certaines conditions, la fécondité peut étre initialement stimulée puis réduite ou stoppée (Pan,
1965 ; Minchella et Loverde 1981 ; Thornhill ez al., 1986). Dans les deux semaines qui suivent
I’infection, il a été constaté une augmentation de 1,7 fois du volume de la glande digestive des
mollusques parasités (Théron et al., 1992b). Elle est corrélée a une augmentation des réserves de
glycogene de la glande digestive qui pourront étre utilisées dans les quinze jours suivants lors de la
production des cercaires. De plus, le volume occupé par la population de sporocystes est
directement fonction du volume de la glande digestive (Théron et al., 1992a). Entre la troisiéme et
la quatriéme semaine post-infection, une diminution de 50 % du volume de la glande digestive peut
étre enregistrée s’expliquant par une diminution des stocks de glycogene (Carter et Bogitsh, 1975).
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Au jour 35 post-infection, une diminution de 65 % du taux de glucose dans I’hémolymphe a été
enregistrée (Cheng et Lee, 1971 ; Becker, 1980).

L’inhibition de la fécondité des mollusques infectés par des parasites a été interprétée de
plusieurs fagons, selon les auteurs. Cette diminution de la fécondité peut étre interprétée comme la
conséquence de I’appauvrissement en nutriments par les parasites alors que d’autres pensent qu’il
se produit une inhibiton de la reproduction imposée par le parasite afin que ce dernier dispose de
suffisamment de nutriments pour son développement et sa multiplication (Crews et Yoshino,
1989). Le deuxi¢me point de vue peut €tre privilégi€ car il a ét¢ montré que V'inhibition de la
reproduction résulte de la synthése par B. glabrata parasité d’un neuropeptide : la schistosomine

qui inhibe I’ action ses propres hormones gonadotropes (De Jonk-Brink et al., 1991).

C. Le systéeme interne de défense de Biomphalaria glabrata

Les mollusques posseédent un systeme de défense interne efficace qui differe du systéme
immunitaire des vertébrés dans la mesure ou il n’y a pas de lymphocytes, ni de production
d’immunoglobulines. Le non-soi est reconnu et confronté aux cellules sanguines phagocytaires,

les hémocytes et aux facteurs humoraux présents dans I'hémolymphe.

Les mollusques sont capables de reconnaitre et de rejeter des allogreffes par encapsulation
et également de discriminer entre une iso- et une allo-greffe (Jourdane et Cheng, 1987).

1. Les facteurs cellulaires : les hémocytes

Les hémocytes possedent des caractéristiques fonctionnelles et morphologiques des
monocytes et des macrophages de mammiferes. Ils forment une population hétérogene allant de

cellules rondes a des cellules adhérentes qui émettent des pseudopodes.

Les cellules rondes ont peu de granules et portent le nom de hyalinocytes. Les cellules
adhérentes contiennent de nombreux granules et sont phagocytaires ; elles sont souvent nommées
granulocytes. Certains auteurs considérent les hyalinocytes et les granulocytes comme deux
catégories distinctes de cellules (Cheng, 1975 chez B. glabrata), d'autres pensent qu'il s'agit des
mémes cellules a des stades distincts de différenciation (van der Knaap et al., 1993 chez Lymnaea

stagnalis).

Le nombre d’hémocytes semble li€e a I'dge du mollusque. Ainsi, les individus juvéniles ont
une plus forte densité hémocytaire que les adultes (Stump et Gilbertson, 1980).

Sur la base de criteres morphologiques, les hémocytes granuleux des mollusques
caractérisés par leur capacité d'adhésion et d'étalement sur le verre ou le plastique ont ét€
considérés comme une population cellulaire homogene. La technologie des anticorps monoclonaux
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a permis de démontrer que les hémocytes circulants et adhérents de B. glabrata constituent une
population antigénique hétérogene confirmant ainsi l'existence de plusieurs sous-populations
cellulaires exprimant différents épitopes de surface (Yoshino et Granath, 1983). De plus, ces
anticorps monoclonaux ont permis de noter que ces sous-populations d’hémocytes sont présentes a
différents taux chez les souches de mollusques résistantes et sensibles au parasite (Yoshino et
Granath, 1985).

2. Les facteurs humoraux :

Les lectines ont une fonction essentielle dans la reconnaissance. Elles se trouvent libres
dans I’hémolymphe ou elles ont un réle d’agglutinines ou d’opsonines (Boswell et Bayne, 1984 ;
Couch et al., 1990).

Au laboratoire, P. Duclermortier procéde actuellement a la caractérisation chez B. glabrata
d’une protéine de type lectine-C qui présente une homologie avec les sélectines de vertébrés.
L’existence d’un ligand potentiel (Lewis X) pour cette protéine a été décrite chez divers stades des
parasites (Ko et al., 1990 ; Koster et Strand, 1994).

Les lectines se trouvent également a la surface des hémocytes pouvant assurer la fonction
de récepteurs pour les corps étrangers. Des études ont permis de montrer la présence de composés
solubles dans I’hémolymphe ainsi que de récepteurs a la surface des hémocytes liant des glucides
et capables d’assurer la reconnaissance par exemple de levures (Fryer et Bayne, 1989 ; Fryer et al.,
1989 ; Bayne, 1990). La diversité de reconnaissance peut étre assurée par I’existence de différentes
lectines ayant des affinités variées pour divers glucides. Les glycoprotéines et les glycolipides
exprimés a la surface du tégument des schistosomes sont autant de ligands potentiels pour les
lectines de [’hote.

La présence de plusieurs molécules de type lectine a ét€ démontrée dans 1’hémolymphe de
B. glabrata (Monroy et al., 1992). Trois lectines de 1’hémolymphe de B. alexandrina ont ét€
isolées qui présentent une affinité pour des épitopes de S. mansoni (Mansour et al., 1995).

Les mollusques sont capables de reconnaitre et de rejeter des allogreffes par encapsulation
(Jourdane et Cheng, 1987). A fortiori, la mobilisation des hémocytes au moment d’une infection

parasitaire constitue une réaction normale puisque le trématode est reconnu comme non-soi.

Chez les B. glabrata 10-R2 juvéniles, dés 3 h post-infection, les hémocytes entrent en
contact avec la surface des sporocystes de la souche PR1 de S. mansoni. 8 h aprés I’infection, le
tégument est attaqué et apres 48 h, quelques restes des sporocystes encapsulés peuvent étre
visualisés. Les hémocytes forment des pseudopodes et contiennent dans ce cas de nombreux

granules ressemblant & des lysosomes. Quatre jours post-infection, toutes les traces de capsules
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ont disparu (Loker et al., 1982). L’étude des enzymes lysosomiales des hémocytes a permis de
constater que 1’'une d’entre elles, la phosphatase acide était absente des hyalinocytes. Elle a ensuite
été utilisée comme marqueur des hémocytes. Il a ainsi été montré que les cellules qui encapsulent le
parasite sont les granulocytes (Cheng et Garrabant, 1977).

Les études concernant les interactions entre les hémocytes et les larves de trématodes ont
établi I’importance des composants du plasma dans les réactions qui suivent I’infestation.

Les facteurs plasmatiques des B. glabrata résistants aux schistosomes sont capables de
rendre cytotoxiques vis-a-vis du parasite les hémocytes des individus sensibles qui dans leur
plasma homologue ne le sont pas (Bayne et al., 1980 ; Loker et Bayne, 1982 ; Granath et Yoshino,
1984).

3. L’immunomodulation : le modéle compatible

Cependant, plusieurs résultats suggerent fortement un effet modulateur du parasite sur le
systeéme de défense interne du mollusque (Fryer et Bayne, 1990). L'infection entraine la formation
de radicaux superoxydes (Connors et Yoshino, 1990 ; Connors et al., 1991) et une augmentation
de Pactivité des enzymes lysosomiales (Kassim et Richards, 1978 ; Granath et Yoshino, 1983)
dans les hémocytes.

Les produits d’excrétion-sécrétion (ES) du schistosome stimulent une augmentation de la
synthese et de la sécrétion des protéines hémocytaires (Yoshino et Lodes, 1988 ; Lodes et al.,
1991). Les ES de S. mansoni sont capables d’inhiber la mobilit¢ des hémocytes de B. glabrata
(souche sensible) alors qu’ils ont peu d’effet sur ceux de la souche résistante (Lodes et Yoshino,
1990). D’autres études ont permis de montrer qu’un certain nombre d’autres fonctions des
hémocytes étaient altérées au contact des parasites ou des ES, par exemple la phagocytose
(Connors et Yoshino, 1990 ; Fryer et Bayne, 1990) et la cytotoxicité (Loker et al., 1986).

II a également ét¢ montré une diminution du nombre d'hémocytes circulants et il est
généralement admis que le parasite provoque une immunosuppression. Cependant, il convient de
noter que les hémocytes peuvent étre recrutés au niveau des parasites ainsi qu'au niveau des tissus

pour assurer leurs réparations.

Le mimétisme moléculaire a été considéré comme l'une des stratégies du parasite pour
échapper a la réponse immunitaire de 1'hdte. Le sporocyste primaire de S. mansoni acquiert
rapidement et sélectivement des composants de son hote invertébré (Loker et al., 1984 ; Yoshino et
Boswell, 1986). Une communauté antigénique entre la surface des miracidiums et des
macromolécules de 'hémolymphe a été démontrée dans l'association B. glabratalS. mansoni
(Yoshino et Cheng, 1978). Il existe également une réactivité croisée entre les antigénes de
sporocystes et les hémocytes (Granath et Aspevig, 1993).
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Les recherches menées dans notre laboratoire ont permis de mettre en évidence un épitope
glucidique porté par une glycoprotéine de 38 kDa a la surface des stades larvaires du schistosome
et qui est commun a B. glabrata (Dissous et al., 1986a). Des homologies structurales ont aussi ét€
mises en évidence entre la tropomyosine exprimée a la surface des miracidiums et la tropomyosine
musculaire de B. glabrata (Dissous et al., 1990).

Le parasite peut également utiliser a son profit des molécules de 1'hote. Une glycoprotéine
de 80 kDa identifiée et purifiée chez B. glabrata stimule la syntheése protéique des miracidiums et
joue probablement un rdle dans le développement du miracidium en sporocyste (Dissous et al.,
1986b).

La caractérisation des molécules impliquées dans I'interférence des fonctions de défense de
B. glabrata par S. mansoni n’est pas encore trés avancée. Divers neuropeptides tels que ' ACTH,
l'a-MSH et la -endorphine ont été trouvés chez les B. glabrata infectés (Duvaux-Miret et al.,
1992). Ces peptides peuvent tre évidemment libérés par le parasite ou par le mollusque mais ils ne
sont pas détectables chez les mollusques sains. Ces trois neuropeptides ont ét€ retrouvés a
différents stades du parasite (cercaire, schistosomule, vers adulte et miracidium) (Duvaux-Miret et
Capron, 1992). Il a aussi été suggéré que les parasites pouvaient produire de la morphine ; cet
opioide est connu pour provoquer une immunosuppression par inhibition des propriétés
d'adhérence des cellules immunitaires (Leung et al., 1995).

IV. LA LUTTE ANTI VECTORIELLE.

A. Historique

La contraction de la bilharziose requiert a la fois un contact avec de l'eau contenant des
hotes intermédiaires du parasite, un équipement sanitaire faible et une fréquentation du point d'eau
par des individus infectés.

Prévenir la transmission implique donc des mesures ayant pour but 2 la fois de réduire ou
de stopper le contact avec les eaux polluées et de réduire la contamination de I'eau par les oeufs du
parasite. Des mesures ont ét€ mises en oeuvre pour combattre la transmission de la maladie. Des
mesures spécifiques ont été développées comme la chimiothérapie et le contrdle des populations de
vecteurs ainsi que des mesures non spécifiques qui visent a améliorer globalement le niveau de vie
dans les pays en voie de développement et qui constitue un objectif a long terme. C'est en 1942 au
Venezuela qu'a démarré un programme de contrdle de santé publique avec des modifications de
I’environnement, l'application de molluscicides et la chimiothérapie, ainsi que la mise en place
d'unités d'éducation sanitaire. Entre 1943 et 1970, la prévalence de la maladie a chuté de 14,2 % a
2,8 % dans ce pays. En 1950, le Japon a lancé un programme de contrdle national avec autant de
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mesures dirigées contre autant de points stratégiques du cycle de vie du parasite. La prévalence a
chuté rapidement et le rapport de I'Organisation Mondiale de la Santé de 1993 constate un arrét de
la transmission de la maladie.

La concentration des efforts s'est principalement portée sur le contrdle des populations de
mollusques vecteurs puisqu'il était admis a I'époque que cette voie offrait le moyen le plus efficace
et le plus rapide pour réduire la transmission (Farooq et al., 1966). Cependant, a cette époque,
cette idée était plutdt basée sur des considérations théoriques et sur l'inefficacité des autres

méthodes de contrdle des populations de mollusques vecteurs.

Ce n'est qu'en 1973 que 'OMS a mis en évidence l'effet de la lutte antivectorielle sur la
transmission. En 1980, I'OMS préconisait l'utilisation de molluscicides, seuls ou en association
avec d'autres moyens, comme méthode rapide et efficace de réduction ou d'arrét de la
transmission. Les méthodes de controle de populations des mollusques vecteurs restaient alors une
priorité pour le controle de la bilharziose. Cinq ans plus tard, 'OMS change de stratégie en
particulier a cause des progres réalisés dans les techniques de diagnostic et de chimiothérapie (alors
que le contrdle des mollusques sur le terrain semble difficilement applicable dans les pays de forte
endémie) 1'objectif étant davantage de contrdler la morbidité plutot que la transmission. Cependant,
dans son rapport de 1993, 'OMS tire un signal d'alarme. Un retour aux stratégies de contrle des
populations de mollusques vecteurs est nécessaire. En effet, la chimiothérapie seule ne pourra pas
entrainer de réduction significative de la transmission. De plus, il a été rapporté des cas de
résistance ou de tolérance au Praziquantel dans deux foyers humains endémiques (Fallon et al.,
1996). 82 % de patients sénégalais auxquels il avait été administré une dose de Praziquantel
excrétaient toujours des oeufs apres le traitement ; une autre étude de la région du delta du Nil a
révélé que 79 % des patients traités avec une dose unique €taient guéris alors que 1,8 % des 2565
patients traités par 3 doses séparées excrétaient encore des oeufs viables (Schistosomiasis Research
Project, Vol 6, n°1, 1996). Ces observations et I’absence d'un vaccin efficace contre la bilharziose
suggerent que la stratégie a adopter désormais doit & nouveau inclure les programmes de lutte

antivectorielle qui reste finalement une méthode de choix pour le contrdle de la transmission.

Parmi les moyens chimiques, le B-2 (sodium -2,5 dichloro -4 bromophénol) a été utilisé de
facon extensive au Japon contre Oncomelania. 1l tue les poissons qui constituent souvent une
source de nourriture importante dans les zones d’endémie (Perrett et Whitfield, 1996). Le sulfate
de cuivre est absorbé par le sol et les composés organiques, il est inefficace a certains pH et
toxique pour de nombreux organismes (Kajihara et al., 1979). Le NaPCP (pentachlorophenate de
sodium) est potentiellement dangereux pour les populations et pollue I'environnement. Dans les
dix dernie¢res années, aucun nouveau molluscicide n’a été développé. Parmi les molluscicides
disponibles, la niclosamide a été de loin la plus utilisée dans les programmes de contrdle des
mollusques vecteurs (Anon, 1993). Elle est active & tous les stades du cycle de vie du mollusque et
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aussi, sur les larves du parasite (Webbe et al., 1987). Elle posséde cependant certains
désavantages tels que son prix €lévé, son effet délétere sur les plantes aquatiques ; elle provoque
également une forte mortalité des poissons (Andrews et al., 1983). Aussi, l'utilisation des
molluscicides chimiques a posé finalement deux problémes l'un de type écologique, !’autre
économique. Il faut noter aussi que globalement les traitements chimiques ne préviennent pas la
recolonisation du site par des mollusques restants et peuvent entrainer 1’apparition de mollusques
résistants ou tolérants comme cela a été rapporté pour Bulinus truncatus dans la nature et
Biomphalaria glabrata au laboratoire (McCullough et al., 1980).

Des substances naturelles extraites de plantes ont également été utilisées comme agents
molluscicides mais leur utilisation pour la lutte anti vectorielle n’est restée que tres limitée. En effet,
parmi les 1100 espéces de plantes testées, un grand nombre d’entre elles se sont révélées posséder
une activité molluscicide (Kloos et McCullough, 1987). Seules certaines d’entre elles ont pu étre
étudiées d’une maniere approfondie. Par ailleurs, la probabilité de trouver une plante sans effet
secondaire écologique et utilisable dans toutes les régions d’endémie était tres faible. De plus, la
raison principale de 1’abandon de cette stratégie pour certaines plantes était aussi liée a la trop
grande quantité de plantes nécessaire pour extraire les composants actifs indispensables a une
réduction significative de la population de mollusques (Belot, 1993 ; Marston et Hostettmann,

1991).

Les procédés physiques comme la modification de I’environnement (assechement des
marigots, canalisation des cours d’eau), la surveillance des biotopes occupés par les mollusques
vecteurs ont prouvé leur efficacité (Butterworth, 1988). Paradoxalement, I’aménagement du
territoire a aussi donné naissance a de nouveaux foyers d’infections. Les cas les plus connus sont
ceux des programmes d’irrigation du territoire sur les rives du fleuve Sénégal ; le barrage de Diama
construit & ’embouchure du fleuve a permis de limiter I’entrée des eaux saumatres la rendant
utilisable pour I’agriculture mais également propice au développement du mollusque vecteur.
Ainsi, les population des rives du fleuve présentent souvent des taux d’infection de 98 %. La
construction du barrage d’ Assouan sur le Nil a eu les mémes conséquences catastrophiques sur la
population. En Chine, la construction du barrage des Trois Gorges sur le Yangtzé prévu pour
1998, va provoquer une augmentation de la surface du lac dans deux régions déja endémiques
(Ross et al., 1997).

Les moyens biologiques ont prouvé leur efficacité ponctuellement :

- les prédateurs des mollusques : comme les poissons qui ont eu parfois aussi des effets
dévastateurs sur d’autres espéces et aucun effet sur l'espéce ciblée (Combes, 1992)

- les mollusques compétiteurs : Marisa cornuarietis (Ruiz-Tiben et al., 1969) ; Melanoides
tuberculata (Prentice, 1983 ; Pointier et Guyard, 1992), Ampullaria glauca (Pointier et al., 1991).
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B.  Perspectives :

Ce bilan de la lutte antivectorielle mollusque permet facilement de constater qu'aucune
solution satisfaisante n'existe et que les foyers de développement du mollusque vecteur vont
certainement s'étendre davantage dans les années a venir. L'idée de la mise en place d’une stratégie
alternative est trés certainement venue du constat similaire réalisé au sujet du paludisme. Les
recherches de certaines équipes se portent actuellement sur la transformation génétique des
moustiques vecteurs afin de les rendre réfractaires aux Plasmodiums. Pour B. glabrata, une
stratégie similaire est en train de se mettre en place mais tout reste a faire. Afin de le manipuler, une
meilleure connaissance du génome du mollusque est nécessaire. Les moyens de manipuler le
génome sont également & mettre en place et d’autre part, il faut connaitre des genes de résistance.
Ces genes peuvent étre identifiés, soit grice a ’expression différentielle de protéines chez les
mollusques sensibles et résistants (caractérisation de protéines spécifiques ou « RNA Differential
Display » (Miller et al., 1996), soit par ’analyse de leurs polymorphismes génétiques (RAPD)
(Larson et al., 1996).

L'avantage du modele B. glabrata/S. mansoni est que nous possédons une lignée cellulaire
dérivée d'embryons du mollusque et qui a été établie en 1976 par Hansen. Cette lignée cellulaire
est hétérogene et les cellules ont des caractéristiques morphologiques des hémocytes ; en effet,
elles émettent des pseudopodes, elles adhérent au plastique et surtout elles sont capables
d'encapsuler in vitro les sporocystes de S. mansoni. Elles fournissent alors au parasite un
environnement favorable a son développement puisque des sporocystes secondaires ont pu étre

obtenus in vitro grace a ces cocultures (Yoshino et Laursen, 1995).

La génétique de B. glabrata est mieux caractérisée que celle de n’importe quel autre
mollusque vecteur de la schistosomiase. La disponibilité de souches de gastéropodes présentant
des phénotypes de résistance/sensibilité au parasite en fait un modele trés attractif pour
P'identification des déterminants génétiques de cette compatibilité. Les difficultés plus ou moins
grandes de lentretien des cycles des schistosomes ont eu une grande influence sur le
développement des recherches. La seule espéce dont le cycle est assez aisément maintenu en
laboratoire est S. mansoni puisqu’il effectue son cycle sexué également chez divers rongeurs et que
son hote intermédiaire B. glabrata se maintient facilement en aquariums (Combes, 1993).
L’ objectif évident des équipes de recherche étudiant I'interaction entre B. glabrata et S. mansoni est
d’avoir accés dans un futur plus ou moins proche aux geénes impliqués dans les mécanismes
empéchant le développement intra-mollusque du parasite tels que les mécanismes de défense

associés aux phénotypes de sensibilité et de résistance.
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L’avantage du modele de coculture in vitro devrait permettre de pouvoir tester des génes
hétérologues ou des genes de résistance pour leur influence sur le développement du parasite. Dans
cette optique, nous avons décidé de développer des outils afin de transformer les cellules de la

lignée Bge.
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CHAPITREII :
OUTILS DE TRANSFORMATION GENETIQUE
APPLICABLES A BIOMPHAILARIA GLABRATA



Dans une premiere partie, les différents outils de la transformation génétique applicables
aux cellules Bge sont décrits : il s’agit des méthodes physiques, des méthodes chimiques, des

éléments transposables et de la vectorisation rétrovirale.

Dans une deuxieme partie, les résultats obtenus pour chaque technique utilisée sont

présentés.
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A. LES OUTILS DE TRANSFORMATION



I. TECHNIQUES DE TRANSFECTION

A. Méthodes physiques

1. L'électroporation ou électroperméabilisation

L'application d'un champ électrique de forte intensité sur des cellules pendant un temps
donné entraine une augmentation de la perméabilit¢ de la membrane plasmique a diverses
substances comme les ions ou les composants de faible et de haut poids moléculaires. L'action
de ce champ électrique provoque la formation dans la membrane de structures hydrophiles
perméables : les électropores, encore appelés pores. Le traitement de cellules par un champ
électrique en présence d'ADN dans le milieu extracellulaire, induit la translocation de I'ADN a
lI'intérieur des cellules (Zimmerman, 1986).

La premiere démonstration de cette technique a été obtenue en 1982 pour des cellules
murines (Neumann et al., 1982). Depuis 1'électroporation a été appliquée notamment aux
bactéries (Mack et Titball, 1996 ; Okamoto et al., 1997), aux levures (Neumann et al., 1996),
aux protoplastes (Hoffman et Evans, 1986) ainsi qu'a toutes sortes de cellules de mammiferes
(Heltianu et al., 1997 ; Arthur et al., 1997) et de lignées cellulaires (Rols et Teissié€, 1989). Elle
a également permis d'introduire de ' ADN dans des mitochondries (Collombet et al., 1997) et
des chloroplastes (To et al., 1996). L’électroporation a été appliquée aux oeufs d'oursin
(Swezey et Epel, 1989), de poissons (Inoue, 1991 ; Powers et al., 1992 ; Muller, 1993) et
d’ormeau (Powers et al., 1995) ainsi qu’a des spermatozoides de différentes espeéces comme
les poissons (Khoo et al., 1992 ; Muller et al., 1992 ; Sin et al., 1993), les bovins (Gagne et
al., 1991) et I’ormeau japonais (Tsai et al., 1997). Des particules virales pseudotypées ont pu
étre introduites par cette technique dans des oeufs du mollusque Mulinia littoralis (Lu et al.,
1996). La transfection d'ADN dans des parasites (Plasmodium falciparum) intra-
érythrocytaires (Wu et al., 1995) apres électroporation a récemment été montrée. A I’heure
actuelle, plus de 1400 articles relatent 1’utilisation de cette technique. Cependant, il est a noter
qu'une optimisation des parametres de la technique en fonction du type cellulaire est
systématiquement nécessaire et notamment a l'aide de fluorochrome (Djuzenova et al., 1996).

2. La microinjection

La microinjection consistea manipuler I’échantillon a transfecter avec des micro-instruments,
en particulier d’une microseringue qui permettra d’introduire dans la cellule ou I’embryon, une
solution contenant la molécule souhaitée. Elle requiert de traiter chaque embryon ou cellule

individuellement pointant par 12 méme les limitations de la technique.
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Cependant, elle a permis d’obtenir des fréquences élevées de transformation génétique
dans des cellules totipotentes ou différenciées ou de réaliser des études d’épissage in vivo
(Etkin et Pearman, 1987) par exemple du génome HIV dans des oocytes de xénopes (L.
Damier, communication personnelle). Chez les mammiferes, la microinjection est une
technique classique et le transgéne est introduit directement dans le pronucleus male, en contact
direct avec les chromosomes avant la fusion des pronuclei. Les embryons ainsi traités sont
ensuite réimplantés dans une femelle pseudo-gestante (Brinster and Palmiter, 1986). Les
applications se trouvent majoritairement dans le domaine de I’étude du développement, de
I’expression tissu spécifique ou de 1’étude du contrdle d’unités de transcription (Etkin et
Pearman, 1987 ; Schedl et al., 1993 ; Asante et al., 1994). Cette technique a permis également
d’obtenir des transformants chez des especes invertébrés telles que les nématodes (Hashmi ez
al., 1995 ; Mello et al., 1991), les arthropodes : acariens (Presnail et Hoy, 1994) et moustiques
(Morris et al., 1989 ; Crampton et Eggleston, 1994) et également chez les paramécies
(Harumoto et Hiwatashi, 1992). La microinjection a été utilisée avec succés pour la transfection
d’embryons et d’ovocytes de crustacés (Gendreau S., 1992) et de mollusques marins (Cadoret
J.-P., 1992).

3. La biolistique

Cette technique repose sur le bombardement de 1’échantillon, sous vide partiel, avec des
microprojectiles recouverts ¢’ ADN qui peuvent directement atteindre les noyaux des cellules
cibles, la vélocité des projectiles pouvant étre suffisante pour assurer leur passage au travers de
structures complexes et rigides telles que le chorion. Cette technique a I’origine, a été mise au
point pour transférer des génes dans des cellules de plantes réfractaires aux autres techniques
de transformation utilisant en particulier comme vecteur, la bactérie Agrobacterium
tumefaciens. Son utilisation s’est étendue a d’autres organismes : les bactéries (Shark ez al.,
1991 ; Toffaletti et al., 1993), les levures (Johnston et al., 1988 ; Armaleo et al., 1990 ;
Johnston et al., 1996), les algues (Newman et al., 1990), les champignons (Christiansen et al.,
1995 ; Armaleo et al., 1990), les plantes (Godon et al., 1993 ; Aragao et al., 1992, Wan et al.,
1995) ainsi que chez les invertébrés : les moustiques (Mialhe et Miller, 1994), I’artémie
(Gendreau et al., 1995), la moule (Cadoret et al., 1996) et la crevette (Rousseau, 1995) et chez
les vertébrés : les souris (Ausenda et al., 1996), le crapaud (Cheng et Ke, 1994) et).

La premiére technique de biolistique reposait sur ’utilisation de microparticules séchées
sur un disque de Kapton projeté contre une grille par une forte explosion d’hélium. La grille
stoppait le disque de Kapton alors que les particules étaient propulsées a grande vitesse sur
I’échantillon dans une atmosphére de vide partiel. Une nouvelle technique de biolistique
appelée biolistique aqueuse a été élaborée par modification de I’appareil classique et utilisée
avec succes sur les embryons d’Anopheles gambiae. Le principe est le méme que pour la



biolistique traditionnelle mais les microprojectiles sont propulsés avec la goutte de solution
aqueuse contenant I’ADN ou les molécules a introduire. Cette modification du systéme
classique a entrainé une nette amélioration des taux d’expression de génes rapporteurs (100 fois
plus environ pour les embryons de moustiques) ainsi qu’une survie comparable des embryons
aprés transfection (Mialhe et Miller, 1994). Les avantages de la biolistique aqueuse ont
également été€ constatés lors de son utilisation chez le vers a soie (Horard et al., 1994).

B. Méthodes chimiques

1. Précipitation au phosphate de calcium :

La transfection par |’intermédiaire du phosphate de calcium repose sur le mélange de
I’ADN directement avec une solution de CaCl, et du tampon phosphate pour former un fin
précipité qui est réparti a la surface des cellules en culture. Cette méthode a été décrite pour la
premiere fois en 1973 sur des cellules humaines pour augmenter linfectivité d’ADN
adénoviral (Graham et van der Eb, 1973). Cette technique a ét€ popularisée et continue
aujourd’hui d’étre une des techniques les plus employées pour transfecter les cellules en
culture. Elle a en effet ’avantage d’étre peu onéreuse. Les efficacités de transfection peuvent
étre augmentées dans de nombreux types cellulaires grace a des traitements additionnels réalisés
successivement a I’étape de transfection. Les agents les plus couramment utilisés sont le
glycérol, le DMSO, la chloroquine et le butyrate de sodium. Cependant, du fait de leur toxicité
vis-a-vis des cellules, les conditions de transfection de chaque type de cellules doivent étre

optimisées du point de vue de la concentration et du temps de contact du réactif.

2. Lipofection :

La transfection des cellules par I’intermédiaire de liposomes cationiques, appelée
lipofection, est une autre méthode chimique utilisée pour le transfert de geénes et décrite pour la
premiere fois en 1987 par Felgner et al. Les tétes cationiques des lipides s’associent avec les
charges négatives portées par les groupement phosphates des acides nucléiques. Le complexe
formé de I’association d’acides nucléiques et de lipides entre en contact avec la membrane
cellulaire et il se produit alors soit la fusion des deux membranes lipidiques (Felgner et al.,
1987) soit I’endocytose du liposome (Watanabe et al., 1994) qui provoque !’internalisation de

I’ ADN dans la cellule cible. La transfection par les liposomes offre plusieurs avantages :

- les liposomes peuvent permettre la transfection d’ADN dans les cellules de fagon plus
efficace que le phosphate de calcium.

- les liposomes sont trés simples d’utilisation et ont pu étre utilisés avec succés pour des

applications in vivo.
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Les liposomes ont permis d’introduire des substances variées dans des cellules comme
des drogues (Son et Huang, 1994), des protéines (Sells et al., 1995), de ’ARNm, des virus,
et des effecteurs allostériques. La lipofection a pu étre appliquée a des cellules de toutes sortes
d’organismes comme les bactéries ou les cellules végétales. Elle permet également d’étudier in
vitro a partir de primo-cultures, I’activité de régions régulatrices de geénes (Jacquemin et al.,
1993).

II. LES ELEMENTS TRANSPOSABLES :

Les transposons sont des éléments génétiques mobiles, trés répandus dans la nature. La
caractéristique commune de ces éléments est en leur capacité a s'exciser de leurs sites d'origine
et a se transposer vers de nouveaux sites chromosomiques.

Les éléments transposables ont été divisés en deux classes majeures sur la base de leur
mode de transposition et en sous-classes sur la base de criteres structuraux. Ainsi, les éléments
qui transposent via un intermédiaire ARN sont de classe I alors que les €léments qui
transposent par un intermédiaire ADN sont de classe II.

A. Classe I : les éléments a intermédiaire ARN

Les éléments de classe I transposent par la transcription réverse d’un intermédiaire ARN.
La transposition par transcription réverse est un éveénement réplicatif puisque I’élément
d’origine n’a pas besoin de s’exciser du génome et il aboutit donc a une augmentation du

nombre de copies de 1’élément par génome.
Ces éléments peuvent étre séparés en deux sous-classes :

La classe 1.1 rassemble les éléments qui ont des longues répétitions terminales (LTRs) et
des cadres ouverts de lecture (ORFs) qui codent pour des polypeptides dont 1'un est une
transcriptase réverse (Xiong et Eickbush, 1990). IIs portent le nom de rétrotransposons. Cette
classe d’éléments regroupe les éléments copia de Drosophila melanogaster, Ty de
Saccharomyces cerevisiae, IAP et VL30 des rongeurs, les éléments THE de I’homme et BS1
de Zea mays et bien d’autres (Finnegan, 1989).

La classe 1.2 regroupe des éléments qui ne possédent pas de LTRs mais ont une queue
poly(A) en 3’. Ils contiennent généralement une ou deux ORFs codant pour une transcriptase
réverse et sont appelés rétroposons. Cette famille inclut les éléments LINE (long interspersed
nuclear element) des mammiferes, I, F, G et jockey de D. melanogaster, ingi/TRS1 de
Trypanosoma brucei, Cin4 de mais. Les SINEs (short interspersced sequences) bien qu’ils se
mobilisent par une transcriptase réverse ne possédent pas d’ORF codant pour cette enzyme
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(Okada, 1991) et sont retrouvés chez les mammiferes (€l€éments Alu chez 1’homme) et chez les

arthropodes (Bm-1 de Bombyx mori) (Herrera et Wang, 1991).

Elemenis de Classe L1 (élemenis réirovirus-like)

RT

LTR gag 2 LTR
RT
LTR gag LTR

(1] { I

Elements de Classe L2 (LINEs et SIINEs)

RT
gag
An
An
An
An
Elementis de Classe II (P et mariner)
transposase
IR IR

Classification des ¢léments transposables  eucaryotes et
schématique de leur structure :

représentation

LTR (long terminal repeat), RT (transcriptase réverse), IR (répétition inversée), An séquence

poly(A).

B. Classe II : les éléments a intermédiaire ADN, les

transposons proprement dit

IIs sont constitués d'une courte séquence d'ADN. Ils se caractérisent par la présence a

leurs extrémités de courtes séquences identiques disposées en orientation inversée et appelées

séquences inversées répétées (IRs).
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La transposition semble s'opérer selon un mécanisme appelé "cut and paste” (Kaufman et
Rio, 1992). Elle débute par une cassure décalée dans I'ADN double brin receveur. Le
transposon s'insere au niveau des extrémités simple brin libre. Ce mécanisme explique la
présence d'une duplication du site cible d'insertion (séquences répétées directes) de part et

d'autre du transposon.

Différents modes de transposition existent. Si la cassure double brin générée par
l'excision de I'élément est réparée par les systeémes de réparation de ' ADN de la cellule en
utilisant des séquences homologues comme matrices (Gloor et al., 1991), il s'agit alors d'une
transposition non réplicative car il n'y a pas augmentation du nombre de copies de 1'élément. Si
l'excision de I'élément a lieu apreés la réplication, la réparation peut se faire a partir de la
chromatide soeur. 1l en résulte une conservation du transposon et donc une augmentation du

nombre de copies dans le génome, on parle alors de transposition réplicative.

L'instabilité génétique du mais due a l'action d'un €lément transposable activateur (Ac) a
été décrite pour la premiére fois par Barbara McClintock (1948), il y a presque 50 ans. Depuis,
les transposons ont été trouvés dans de nombreux organismes étudiés. Les transposons ont été
classés en plusieurs familles. La reconnaissance d'une famille de transposons est basée sur des

criteres de séquences primaires.
1) La famille des éléments Tc regroupe les transposons de Caenorhabditis elegans.
2) La famille de 1'élément P :

L'élément P est un transposon trés mobile, isolé a l'origine de D. melanogaster. Sa
grande mobilité a permis son utilisation comme vecteur génique dans 1'étude de la biologie
fondamentale des drosophiles. L'élément P est mobilisable dans toutes les Drosophilidae y
compris des espéces n'appartenant pas au genre Drosophila. Cependant, I'élément P n'est pas
mobilisable chez d'autres insectes (O'Brochta et Handler, 1988) suggérant que des facteurs de
I'h6te, actuellement définis (IRBP) sont trés spécifiques et non conservés participant a sa
transposition (Rio et al., 1988).

3) Les transposons de la famille MARINER :

IIs sont de petite taille (1286 bp) ; les IRs font 30 pb approximativement, I'insertion se
manifeste par la duplication du dinucléotide TA. Mariner posséde un seul cadre ouvert de
lecture qui code pour la transposase (Hartl, 1989). Le premier élément a été identifi€ chez D.
mauritiana comme responsable de l'instabilité génétique somatique des mutants peach du locus
white. Mariner est présent au nombre de 20 copies dans le génome de D. mauritiana et dans les
especes voisines, de 0 & 7 copies peuvent étre dénombrées (Jacobson et al., 1986). L'élément
inseré dans le locus white est inactif et il a ét€ nommé "peach", il peut étre excisé a haute
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fréquence en présence de copies actives de mariner situées ailleurs dans le génome. L'excision
de I'élément peach est caractérisée par l'apparition d'un mosaiscisme de la couleur de I'oeil.
Les éléments mariner actifs identifi€s par leur capacité a induire le mosaiscisme white-peach
sont les facteurs Mos (Medhora et al., 1991). Mos| différe de mariner (inactif) au niveau de 11
nucléotides correspondant au remplacement de 4 acides aminés. Depuis, mariner a ét€ identifié
chez de nombreuses especes d'insectes non-drosophiles dont le bourdon, la fourmi, la mite, la
mouche tsé-tsé, I'abeille, le moustique et le ver a soie (Robertson 1993 ; Bigot et al., 1994 ;
Jeyaprakash et Hoy, 1995 ; Blanchetot et Gooding, 1995 ; Ebert ef al., 1995 ; Mukabayire et
Besansky, 1996 ; Robertson et Asplund, 1996) ainsi que chez I'humain (Auge-Gouillou et al.,
1995 ; Oosumi et al., 1995), chez un plathelminthe : la planaire (Garcia-Fernandez et al.,
1995), chez le nématode Caenorhabditis elegans (Sedensky et al., 1994 ; Oosumi et al., 1996)
et chez les champignons (Glayzer et al., 1995 ; Langin et al., 1995). D. mauritiana posséde
plusieurs copies de 1'élément mariner qui différent uniquement par quelques nucléotides (99%
d'identité¢) (Maruyama et Hartl, 1991). Contrairement a I'€lément P qui est mobile dans les
cellules de la lignée germinale (Rubin et Spradling, 1982), mariner est fonctionnel a la fois
dans les lignées cellulaires germinales et somatiques (Bryan et al., 1987 ; Lidholm et al.,
1993).

Le transfert horizontal de mariner, c'est-a-dire, la transmission de matériel génétique par
des moyens autres que les gametes, a été avancée suite a l'observation de la présence variable
d'éléments mariner chez différents arthropodes (Robertson et Lampe, 1995). Le haut dégré
d'identité entre toutes les séquences d'éléments mariner (99 % d'identité chez D. mauritiana)
n'est pas en accord avec les distances phylogéniques existant entre les organismes qui les
contiennent (Maruyama et Hartl, 1991 ; Capy et al., 1994). En effet, a l'intérieur du groupe qui
inclut D. melanogaster, on remarque la présence ou I'absence d'éléments mariner qui n'est pas

corrélée a la distance phylogénétique entre les individus.

Lampe et al. (1996) ont montré que la transposase mariner purifiée est suffisante pour
provoquer la transposition in vitro dans un systéme interplasmide de réaction de transposition.
La transposase se lie aux IRs et clive les extrémités du transposon. Mariner a été utilisée pour
transformer D. melanogaster ; les auteurs ont réussi a intégrer un fragment de 13,2 kb
(Lidholm et al., 1993). Mariner pourrait constituer un excellent candidat pour la transformation
génétique des insectes non drosophilidae (Robertson, 1993 ; Coates et al., 1995). L'utilisation
de mariner comme outil d'étude du génome semble envisageable, d'autant que O'Brochta et al.
ont pu montré le role fonctionnel de mariner chez les tephritides. L'indépendance de spécificité
d'especes permet d'expliquer que les éléments mariner ont une distribution si large qu'ils sont
capables de transferts horizontaux. La présence de mariner dans des especes trés diverses
appartenant a différents phyla suggeére une utilisation préférentielle de cet élément comme
vecteur d'intégration génomique (Warren et Crampton, 1994).
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4) La catégorie des_éléments hAT

La famille hAT : hobo de D. melanogaster (h), les éléments de Ac de mais (A) et les
éléments Tam3 (T) d’Antirrhinum majus (muflier) a ét€ décrite en 1993 par Atkinson et al., elle
regroupe ces transposons sur la base de criteres d'excision, de structure, de séquences

nucléiques et protéiques et de mobilité.

L'élément hobo (de la famille hAT) a été caractérisé, cloné et séquencé chez D.
melanogaster (Streck et al., 1986). Hobo peut provoquer l'instabilité chromosomique par des
réarrangements chromosomiques et des délétions (Blackman et al., 1987 ; Yannopoulos et al.,
1987 ; Lim, 1988 ; Eggleston et al., 1996). Hobo108 poss¢de 3016 pb et des IRs de 12 pb.
Hobo produit une duplication du site cible de 8 bp. Il possede un cadre de lecture ouvert
principal de 2 kb et plusieurs ORFs de petites tailles. Dans le génome, le nombre de copies
completes de 1'élément hobo varie entre 2 et 10 alors que celui des éléments défectifs est
largement supérieur (30 & 75). Hobo présente, comme ['élément P, une spécificité pour les
cellules de la lignée germinale (Blackman et al., 1989) mais, plus récemment, la transposition
de hobo a été observée dans des cellules somatiques de D. melanogaster (Kim et Beliaeva,
1991). L’élémént hobo, issu de D. melanogaster, est également mobilisable chez d’autres
especes de Drosophilidae (Handler et Gomez, 1995) et de non Drosophilidae (Atkinson et al.,
1993 ; O'Brochta et al., 1994 ; Pinkerton et al., 1996 ; Handler et Gomez, 1996 ; DeVault et
al., 1996) en présence comme en absence de transposase hétérologue. Ces observations
suggérant l'existence de I'élément hobo chez différentes espéces d'insectes ont été suivies de
l'identification de transposons appartenant a la famille hAT dans le génome de ces différentes
espéces. C'est le cas d'Hermes chez Musca domestica (Warren et al., 1994 ; O'Brochta et al.,
1996) et de 1'€lément hermit de Lucilia cuprina (Coates et al., 1996). Des éléments hobo-like
ont aussi €€ caractérisés chez Helicoverpa zea (De Vault et Narang, 1994), chez Musca
vetustissima (Warren et al., 1995) et chez les tephritides (Handler et Gomez, 1996). Des
¢léments apparentés a hobo ont aussi été clonés chez le tabac (Grappin et al., 1996) et chez
Caenorhabditis elegans (Bigot et al., 1996).

La régulation de synthese de la transposase s'effectue au niveau transcriptionnel] (Calvi et
Gelbart, 1994). 11 a été montré que la mobilisation de I'élément hobo dépend de facteurs de la
cellule hote non codés par le transposon qui influencent le taux de transposition (Sheen et al.,
1993 ; Yannopoulos et al., 1994). L'élément hobo de D. melanogaster a ét€ utilisé comme
vecteur de transformation chez D. melanogaster (Blackman et al., 1989) et chez D. virilis
(Lozovskaya et al., 1996) et contrairement a 1'élément P dont l'efficacité est restreinte aux
Drosophilidae, hobo représente un vecteur de transformation potentiel pour le lépidoptere
Helicoverpa zea (DeVault et al., 1996). Comme pour I'élément mariner, I'analyse des €léments
hobo de différentes espeéces de drosophiles a permis de mettre en évidence une transmission

horizontale de ce transposon (Simmons, 1992).
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III. LA VECTORISATION RETROVIRALE

A. Les rétrovirus

La famille des rétrovirus regroupe une variété de virus de différentes espéces qui sont
généralement classés en trois groupes : les spumavirus comme le virus humain HFV (human
foamy virus), les lentivirus comme les virus HIV 1 et 2 humains et le virus visna de chévre et
enfin les oncovirus.

1. Le cycle des rétrovirus :

Le cycle du rétrovirus possede des caractéristiques bien particulieres. D’une part, I'ARN
viral se réplique par un intermédiaire ADN double brin (ADN proviral). D'autre part, le cycle
du rétrovirus requiert une €tape obligatoire d'intégration dans le génome de I'hte par un
mécanisme qui s'apparente fortement aux mécanismes de transposition de transposons (avec
une courte répétition directe a chacune des extrémités provenant de la duplication du site cible).
Par le fait méme de cette intégration dans le génome cellulaire, le provirus va avoir des
conséquences sur la plasticité du génome de la cellule hote.

entrée

transcription réverse

production de viru:
attachement

\/ .
integration encapsidation ® bourgeonnement
= T & /
~ transcription *e
-1 traduction

N\

virus parental épissage

—’ aEnseees
transport

Cycle du rétrovirus (d’aprés Boris-Lawrie et Temin, 1994)

Les rétrovirus se lient & la surface de leur cellule hote par un systéme ligand-récepteur : la

glycoprotéine d'enveloppe virale interagit avec un récepteur membranaire spécifique. La fusion
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des membranes ou I'endocytose de la particule virale permet la translocation de la capside dans

le cytoplasme (voir schéma page précédente).

L'enzyme responsable de la production de I'ADN viral a partir de I'ARN est la réverse
transcriptase. Elle convertit 'ARN en un duplex d'ADN linéaire dans le cytoplasme de la

cellule infectée.

Formes du virus

U5 U3

ARN H B3 pol cav

U3 US U3 U3
DN B e~ -
hnealre \ / [} /

LTR LTR

U3 U3 U3 U5
Hote D] R | 2% el v TR voe

A v / — - /
ADN proviral LTR LTR
intégré

Structure des formes ARN et ADN du rétrovirus : L’ ARN rétroviral se termine dans les
répétitions directes (R), I’ADN linéaire libre s’étend jusqu’aux LTRs (U3-R-US5) et la séquence

provirale est flanquée de courtes séquences directement répétées dans I’ ADN de 1’hdte (D).

L'ADN viral est alors acheminé dans un complexe nucléoprotéique de grande taille vers

le noyau de la cellule. Une ou plusieurs copies de 'ADN viral peuvent alors €tre intégrées au

génome de la cellule hote. Une seule enzyme semble responsable de 1'intégration du provirus,

il s'agit de l'intégrase. L'intégration du provirus est une étape normale du déroulement du cycle

du rétrovirus et elle est nécessaire pour sa transcription. Le provirus intégré est transcrit par la
machinerie de la cellule pour produire des ARNs viraux qui servent a la fois d'ARNm et de
génomes viraux (Morgan et al., 1993 ; Marin et al., 1994). Les deux copies de 'ARN viral

sont empaquetées dans la nucléocapside en compagnie de la réverse transcriptase, de l'intégrase

et de ' ARN de transfert (nécessaire a l'initiation de la réverse transcription) pour former une

particule virale qui en bourgeonnant va s'entourer d'une bicouche lipidique provenant de la

membrane de la cellule hote et portant la protéine virale d'enveloppe.
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2. Organisation du génome rétroviral :

Le génome des rétrovirus est un ARN simple brin non segmenté, présent au nombre de

deux copies dans les particules virales. Typiquement, les séquences rétrovirales possédent 3 ou

4 genes qui offrent des cadres ouverts de lecture (ORFs) capables de produire plusieurs

protéines par réaction de maturation.

ARN viral [R]us] gag pol env R |

TR

Nucléoprotéines  Transcriptase Composants de
du virion inverse I'enveloppe virale

Endonucléase

ARNm viral

TEYTTITT, [hfstraion

gag oo
Terminaison

Franchissement du codon de
terminaison

LR LI
gag-pol

p S—

épissage du fragment ____j

subgénomique l

env

Les genes rétroviraux : Ils sont agencés sous forme chevauchante et les protéines sont

maturées en produits individuels.

Le génome est généralement organisé de la fagon suivante : 'ARNm du génome proviral

est traduit pour donner les polyprotéines gag et pol.
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1) L'expression de pol implique le « by pass » du codon stop présent a la fin de I'ORF

gag. Pol génere la réverse transcriptase, I'endonucléase et la protéase.
2) Les protéines gag sont les nucléoprotéines constituant le « core » du virion.

3) Les composants de l'enveloppe (env) sont obtenus par un épissage alternatif de
I'ARNm .

L'encapsidation requiert la présence d’un signal spécifique sur 'ARN, il s'agit de la
séquence Psi (y) qui se situe en 3' du LTR 5', juste en aval du site donneur d'épissage. Ceci

assure que tous les messagers épissés qui n’ont pas la séquence Psi ne seront pas intégrés dans
les virions.

A l'extrémité 5' de I'ARN viral, se trouve la région R qui est dupliquée a l'extrémité 3'.
La région U5 en 5’ contient les signaux de polyadénylation ; en aval de celle ci, se situe la
séquence PBS qui correspond au site de liaison de ' ARNt. La région U3 située a I’extrémité 3'
contient les séquences qui vont agir comme promoteur de la transcription du génome proviral.
Apres la réverse transcription, ' ADN proviral possede a ses deux extrémités la succession des
séquences U3-R-US5. Cet enchainement porte le nom de LTR pour « long terminal repeat ».
Chaque LTR possede a son extrémité une séquence IR (inverted repeat) qui est absolument
nécessaire au processus d'intégration. Les séquences promotrices de ' ARN polymérase II
ainsi que de |

mitiation de la transcription
site de polyadénylation

puv Rl @

-
signal de polyadénylation

actvateurs de transcniption TATA
CCAAT

Structure d’une LTR : les IRs sont colorés en noir, toutes les informations nécessaires a
Iinitiation de de la transcription et & la polyadénylation des ARN viraux sont contenues dans U3
(d’apreés Marin et al., 1994).
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L'intégration du Moloney-Murine leukemia virus (Mo-MulLV) dans le génome de la
cellule hote requiert que les cellules se divisent. Il semble que la destruction de ['enveloppe
nucléaire soit nécessaire. En effet, pendant ce laps de temps, I' ADN proviral peut avoir acces
au génome de la cellule hote (Roe et al., 1993). L'intégration du provirus ne semble toutefois
pas se produire totalement au hasard. Bien qu'il n'y ait pas eu a ce jour de démonstration de
spécificité au niveau de la séquence cible d'intégration, il semble que ce soit la facilité
d’accessibilité de I’ADN cellulaire qui gouverne l'insertion de I’ADN proviral (Sandmeyer et
al., 1990). De ce fait, la majorité des intégrations ont ét¢ décelées dans des régions transcrites
correspondant a des zones de faible condensation de la chromatine (Marin et al., 1994).

B. Les vecteurs rétroviraux

Les vecteurs disponibles aujourd'hui dérivent de rétrovirus pour la plupart et exploitent
leurs propriétés. En effet, les rétrovirus sont apparus trés attractifs comme systéme de
vectorisation car ils possédent plusieurs avantages :

1) ils sont capables d’infecter une grande variété de cellules avec une grande efficacité,

2) un grand nombre de cellules peuvent étre infectées simultanément,

3) I’ADN proviral se trouve intégré dans le génome de la cellule hote,

4) apres son intégration dans le génome cellulaire, ’ADN proviral est maintenu de
maniere stable et transmis de fagcon mendélienne,

5) les séquences requises pour la réplication virale peuvent étre séparées en éléments
trans et en €léments cis ce qui permet de générer des stocks de rétrovirus recombinants défectifs

pour la réplication et exempts de virus sauvages (Valério, 1992).

Génome viral du MuLV et sa séparation en séquences requises en CIS et

en TRANS pour sa réplication : Les séquences requises en CIS sont 1) les 2 LTRs
portant les séquences inversées répétées (IRs), les signaux de polyadénylation (A)n,
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d’activation de la transcription et le promoteur, 2) les sites de liaison des amorces P(-) et P(+) ;
le signal d’encapsidation (y). Les séquences requises en TRANS sont les régions codantes
pour les génes viraux gag, pol et env. Sont également figurés : le site donneur (SD) et
accepteur (SA) d’épissage de I’ARNm d’env. L’initiation de la transcription est indiquée par
une fleche horizontale (d’apres Valério, 1992).

Les vecteurs sont principalement dérivés des rétrovirus leucémogenes murins (MLV) et
en particulier du virus Moloney (Mo-MLV) ou d'oncorétrovirus.

1. Principe de la construction des vecteurs rétroviraux

Sur la base de la séparation des fonctions cis et trans de la réplication des rétrovirus, les
vecteurs rétroviraux ont pu étre dérivés. Ils ont conservé du génome rétroviral uniquement les
séquences LTRs 5' et 3' et la séquence Psi. Les séquences codant pour les protéines virales
sont délétées et remplacées par le gene a véhiculer. La taille maximale d'une séquence pouvant
étre introduite est de 8 a 10 kb. I s'agit généralement d’'un ADN complémentaire dont
'expression est controlée soit par le promoteur du LTR soit par un promoteur interne choisi
(Miller, 1992). La production de particules virales possédant un génome défectif nécessite que

les composants viraux indispensables soient apportés en trans.

2. Les lignées d’encapsidation

Dans cette optique, des lignées cellulaires dites d'encapsidation, ont été élaborées de
maniere a exprimer de fagcon constitutive les produits des genes gag-pol et env. La premiere
lignée d'encapsidation a été réalisée en transfectant des cellules NIH3T3 avec le Mo-MuLV
dont la séquence Psi avait été délétée (Mann ef al., 1983). L'introduction du vecteur rétroviral
dans la lignée trans-complémentante résulte dans la production de génome rétroviral
recombinant qui est subséquemment encapsidé dans des particules infectieuses mais défectives
pour la réplication. Cependant, 1’élaboration de telles lignées d'encapsidation a souvent montré
la production de virus infectieux réplicatifs. Ce phénomene provient de la recombinaison entre
les séquences LTRs du provirus intégré dans le génome de la cellule hote et de la construction
rétrovirale. Les lignées ont donc été améliorées ; d'une part, les LTRs ont été partiellement
délétées au niveau du provirus transcomplémentant et d'autre part, les ORFs gag-pol ont ét€
séparés physiquement du géne env. La production de virus réplicatifs impliquerait alors
plusieurs recombinaisons successives et a ce jour, un tel phénomeéne n’a jamais été observé
(Danos et Mulligan, 1988 ; Markowitz et al., 1988).
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Une cellule d’empaquetage : Le vecteur rétroviral contient tous les éléments cis nécessaires
ainsi que le gene d’intérét. 1l est introduit dans la cellule d’encapsidation soit par transfection soit
par infection. La cellule d’encapsidation produit toutes les protéines virales mais ne peut pas
générer de particules virales fonctionnelles (y-) sauf en présence de vecteur (y+). Lors de
I'infection, le transcrit du vecteur sera empaqueté avec les protéines virales mais le virus sera

défectif pour sa propre réplication (d’aprés Valério, 1992).

3. Le spectre d'hote des rétrovirus recombinants :

La capacité des rétrovirus a infecter spécifiquement des cellules de certaines especes est
appelée « spectre d'hote » et la classification par sous-groupes de spectre d'hote est connue
sous le nom de « tropisme ». Quatre classes principales de tropismes des virus ont été
exploitées. Les virus écotropiques sont capables d'infecter uniquement les cellules murines.
Les virus xénotropiques sont incapables d'infecter les cellules murines mais peuvent infecter
les cellules d'une grande variété d'autres espéces mammiferes dont l'humain. Les virus
amphotropiques sont capables d'infecter a la fois les cellules murines et mammiféres en
général, y compris les cellules humaines. Les virus polytropiques ont le méme spectre d'hdte
que les virus amphotropiques cependant ils appartiennent a une classe distincte puisque
'enveloppe du virus polytropique est reconnue par des sérums dirigés contre les enveloppes

des virus écotropiques et xénotropiques.

58



L'utilisation de vecteurs rétroviraux nécessitait également de pouvoir modifier leurs
spectres d’hote. Le spectre d’hote d'un virus est déterminé par la protéine d'enveloppe du
virus. La séparation des fonctions cis et trans des rétrovirus permet facilement d’interchanger le
gene env et de générer ainsi des particules de différents tropismes infectieux (Miller, 1992).
Cette technique est connue sous le nom de pseudotypage (Landau et al., 1991). Le géne env
couramment employé est celui du rétrovirus amphotrope 4070A qui confére aux vecteurs

rétroviraux la capacité d’infecter un vaste choix de cellules humaines.

Récemment, la protéine G d’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) a
également ét€ utilisée (Burns et al., 1993). Ce rétrovirus pseudotypé présente certains
avantages :

1) la nature transmembranaire de la protéine G lui assure une association forte a

I'enveloppe virale et permet de concentrer les particules virales par ultracentrifugation,

2) la protéine G interagit directement et d’une maniere peu spécifique avec les
phospholipides membranaires, conférant aux particules un large spectre d’hdte contrairement

aux systemes antérieurs qui faisaient intervenir une liaison récepteur-ligand spécifique,

3) le virus a de plus la capacité¢ d’infecter des types cellulaires qui jusqu’a présent
n’étaient pas infectés par des vecteurs dérivés du Mo-MLV (cellules de poisson (Burns et al.,
1993) de triton (Burns et al., 1994) et d’insectes (Yee et al., 1994).

4) plusieurs copies de I’ ADN proviral ont pu étre détectées par génome hote (Yee et al.,
1994).

4. Les étapes de la vectorisation rétrovirale

Pour réaliser la transfection, un stock de rétrovirus recombinants doit €tre ajouté aux
cellules. L'utilisation de polycations tels que le polybréne et la protamine ont montré une
augmentation de 10 voire 100 fois de l'adsorption du virus (Miller et Rosman, 1989 ; Burns et
al., 1993). Les rétrovirus recombinants ne peuvent infecter que les cellules qui se répliquent.
Les tentatives pour transfecter des cellules en phase stationnaire se sont révélées infructueuses
méme si leur multiplication est stimulée 6 h apres l'infection. Il est donc possible d'augmenter
la fréquence de transfection en stimulant la division des cellules cibles par des facteurs de
croissance par exemple juste avant I'infection (Bodine et al., 1990).
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B. APPLICATIONS AUX CELLULES Bge



I. LES METHODES PHYSIQUES

A. Application de D’électroporation aux cellules de la lignée Bge

L'application de l'électroperméabilisation aux cellules de la lignée Bge présentait plusieurs
avantages : elle permet de traiter un grand nombre de cellules tout en les maintenant en condition

stérile ; cette technique est tres rapide et peu onéreuse.

Une premiére série d’électroporations a été réalisée en maintenant les cellules Bge (ATCC
CRL 1494, Rockville, Maryland) dans leur milieu de culture (220 ml/l de milieu de Schneider ; 1,3
g/l de galactose ; 4,5 g/l d’hydrolysat de lactalbumine ; pH7,2 ; 15 % de sérum de veau foetal)
pendant le choc électrique. Les électroporations ont été réalisées sur 10° cellules dans un volume de
400 pl. Les cellules ont été mises en contact avec 10 pg d’ADN plasmidique (CMV-luc , Gibbs et
al., 1994) dans les cuvettes stériles, 10 min sur la glace avant application du champ électrique (Cell
Ject, Cell Electroporation System, Sedd, USA). Les pulses ont été réalisés a 250 V, pour une
valeur de la résistance de 192 ohms et a différentes valeurs de capacitance (de 40 a 600 pF). Les
cuvettes ont été placées dans la glace aussitdt apres le choc électrique puis les cellules sont mises en
culture dans du milieu Bge en plaques de 6 puits. 24 h apres I’électroporation , les cellules sont
reprises et lavées 2 fois dans du PBS 1/3. Elles sont lysées par congélations, décongélations
successives dans du PBS 1/3, 1 mM DTT. Apres centrifugation (5 min a 10 000 rpm), I’émission
de lumiere est mesurée de la fagon suivante : 150 pl d’extrait cellulaire, 4 pl de luciférine 1 mM, 4
ul &’ ATP 10 mM sont mélangés dans un tube et introduit dans le luminométre (Berthold, Biolumat
LB9500T).

La valeur de la capacitance est proportionnelle a la durée de décharge du condensateur, a titre
d’exemple, pour une valeur de capacitance de 600 pF, le temps de décharge est de 42 ms. Un
faible taux de luciférase a pu étre détecté et une augmentation de 1’expression était corrélée a une
augmentation de la capacitance (voir Figure 1, page suivante). Les résultats de cette expérience
n’ont malheureusement pas pu €tre reproduits.

L’ obtention d’une faible expression transitoire de luciférase apres 1’électroporation permettait
de supposer que les cellules Bge étaient transfectables par cette technique a condition d’optimiser
les conditions d’électroporation. Les cellules électroporées dans le milieu de culture étaient tres
endommagées et nous avons choisi par la suite d’utiliser un milieu approprié c’est-a-dire un milieu
pauvre en ions qui €vite I’échauffement lors du pulse et la coagulation des protéines. D’autre part,
le faible taux d’expression peut &tre di a un faible nombre de cellules électroporées soit a la mort
précoce de la majeure partie des cellules ayant subi 1’électroporation.
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Dans une deuxiéme série d’expériences, nous avons électroporé les cellules dans le milieu (1
mM MgCl,, 250 mM sucrose, 10 mM tampon phosphate pH 7,2) dilué au demi dont la
composition est proche de celle du milieu utilisé pour les cellules de mammiferes et essayé de
définir des conditions de pulse optimales pour la transfection en mesurant : le taux de
perméabilisation et le taux de mortalité cellulaire & court terme.

Les cellules Bge sont remises en suspension dans leur milieu de culture, et mises au culot par
centrifugation 10 min & 1500 rpm. Le culot est lavé deux fois dans du tampon d’électroporation

stérile et les cellules remises en suspension dans ce méme tampon ont ét€ dénombrées. La

concentration a été ajustée a 10° cellules/ 300 pl.

Avant électroporation, les cellules ont été déposées dans des cuvettes de spectrophotométrie
préalablement stérilisées a 1’éthanol et séchées sous hotte a flux laminaire pendant 10 min dans la
glace en présence ou non des colorants vitaux. Pour I’évaluation de 1I’électroperméabilisation des
cellules, I’iodure de propidium (Sigma) est ajouté avant le pulse. Pour la mesure de la mortalité a
court terme (Gabriel et Teissié, 1995), le colorant vital a été ajouté dans la cuvette une heure aprés
le pulse. Aussitdt apres application du pulse, 1 ml de milieu Bge complet préchauffé a 25°C est
ajouté par cuvette. Pour chaque essai, environ 300 cellules sont dénombrées. L’expérience a été
réalisée 4 fois de facon indépendante. Les résultats sont présentés dans la figure 2. Les deux
courbes obtenues montrent pour des pulses de 0,2 a 2 kV/cm une parfaite corrélation entre
I’électroperméabilisation des cellules et leur mortalité a court terme. Ceci indique qu’une heure
apres le choc électrique, les cellules n’ont toujours pas retrouvé une structure membranaire
imperméable au colorant vital. I1 semblerait donc que toutes les cellules soient tuées par
I’électroporation. Ceci peut provenir de plusieurs facteurs comme par exemple, la pression
osmotique, une durée des impulsions trop élevée, la présence d’agents toxiques hydrophiles dans
le milieu. I a également été observé que 1’électroporation pouvait entrainer un stress oxydatif
important trés nocif pour les cellules (J. Teissié, communication personnelle).

A 2kV/cm, nous avons noté que seulement 70 % des cellules étaient électroperméabilisées.
Ce phénomene peut avoir deux explications : soit une partic des cellules n’est pas soumise au
champ électrique, soit la population de cellules est hétérogene (J. Teissié, communication
personnelle). En effet, avec le systtme des électrodes paralleles, il est raisonnable de penser que
les cellules sédimentées au fond de la cuvette d’électroporation ne vont peut €tre pas subir le champ
électrique et d’autre part, la lignée Bge est effectivement une lignée hétérogene puisqu’elle n’a pas
été clonée (Hansen, 1976) et des cellules de morphologie différente peuvent étre observées.

En conclusion, il semble que I’électroporation soit une technique peu adaptée aux cellules

Bge (peut-€tre trop fragiles) tout au moins dans les conditions que nous avons utilisées.
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Figure 2 : Courbes d’électroperméabilisation/ mortalité des cellules Bge : les
cellules subissent I’électroporation dans des cuvettes de 0,5 cm de largeur correspondant a I’espace
compris entre les deux électrodes paralleles. Le pulse est délivré sous forme d’un signal carré par

I’intermédiaire d’un oscilloscope.
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B. Application de la microinjection aux embryons de Biomphalaria

glabrata :

Les embryons de B. glabrata ont été prélevés a partir de pontes et traités individuellement. La
microinjection a été testée avec du rouge de phénol filtré sur 0,22 um et débarrassé de toutes
particules sédimentables par centrigugation 15 min a vitesse. Plusieurs problémes techniques ont
été rencontrés lors de ces essais. Tout d’abord, la coque de I’oeuf est a la fois élastique et résistante
et 1l est tres difficile de faire pénétrer Iaiguille a I'intérieur de I'oeuf sans la casser. De plus, la
pénétration de I’aiguille provoque le plus souvent son obturation par des fragments de coque
rendant une injection impossible. Il aurait ét€ possible d’envisager I’utilisation d’une aiguille de
tungstene uniquement pour perforer la coque et permettre ensuite !’introduction de [I’aiguille
d’injection. Cependant, nous avons pu observer que déja le retrait de 1’aiguille d’injection
provoque une issue dans la coque par laquelle le mollusque s’échappe. De plus, atteindre le
mollusque dans la coque est d’autant plus difficile que I’embryon est mobile dans ’espace en trois
dimensions constitué par I’oeuf. Les injections de colorants ne nous ont pas permis d’envisager

une application potentielle de la microinjection au niveau des embryons du mollusque.

La production de mollusques génétiquement transformés nécessiterait par ailleurs la
microinjection non pas d’embryons déja formés mais de stades tres précoces de division de 1’oeuf
(déja dépassés au moment de la ponte) ou encore la microinjection au niveau des glandes
reproductrices du mollusque adulte. Cependant, I’introduction d’ADN exogeéne ne peut pas étre
envisagée car I’ovotestis entouré d’un épithélium est situé sous la coquille. La rupture de la
coquille et la perforation de 1’épithélium sont léthales pour les mollusques qui ne possédent pas de

systéme de coagulation et un systéme circulatoire ouvert.

C. Application de la biolistique aux embryons de Biomphalaria glabrata

Les pontes ont ét€ déposées dans une boite de pétri recouverte par une voilette pour les
maintenir en place. Les tirs ont été réalisés avec des disques de rupture de résistance différente en
biolistique liquide. Les billes d’or ont été préparées de la fagon suivante : 30 mg de billes sont
lavées a I’éthanol a 100 %, puis dans de I’eau et reprises dans 500 pl d’eau. Sous agitation
constante, 30 pg d’ ADN sont ajoutés ainsi que 30 pl de CaCl, 2,5 M et 12 pl de spermidine 0,1 M.
Quarante pl de suspension de particules d’or sont utilisées pour chaque tir. Les billes d’or baignent
donc dans une solution aqueuse contenant I’ADN plasmidique a introduire. Les expériences ont été
réalisées avec le pCMV-luc. Méme en diminuant au maximum la résistance du disque de rupture et
en limitant le vide dans la chambre de bombardement, les pontes ont été trés altérées par les tirs.
L’ observation microscopique des pontes bombardées a permis de visualiser un tapis de billes d’or
a la surface de la coque de I’embryon laissant supposer qu’aucune bille n’avait franchi cette
barriére naturelle. Les embryons ont tout de méme été conservés pendant 24 h puis broyés en
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tampon de lyse (Promega) avant comptage de I’activité luciférase. Aucune activité luciférase n’a pu
étre détectée.

La biolistique, cependant pourrait €tre envisagée pour le traitement de mollusques entiers. En
effet, les mollusques peuvent étre anesthésiés au pentobarbital. Sous I’effet de I’anesthésiant, le
mollusque se décontracte totalement et ainsi, pied et phallus se trouvent hors de la coquille,

accessibles au bombardement.

II. LES METHODES CHIMIQUES :

Des expériences de transfection par le phosphate de calcium ont été réalisées sans cependant
permettre d’obtenir une expression transitoire de gene rapporteur. Par contre, la technique de la

lipofection a permis d’obtenir des résultats performants.

Les résultats ont montré que le N-(1¥(2,3-dioleoyloxy)propyl)-N,N,N-trimethylammonium
methylsulfate ou DOTAP (Boehringer) est un réactif efficace pour introduire de I’ADN étranger

dans les cellules Bge permettant la détection de taux élevés de luciférase 48 h apres la lipofection.

Une quantité de 20 pg de DOTAP et un rapport ADN/DOTAP de 0,2 sont suffisants pour
une transfection optimale (Fig. 1, Lardans et al., 1996). L’activité enzymatique est maximale a 96
h apreés la lipofection et reste relativement importante jusqu’a 5 jours, suggérant que les

constructions persistent dans les cellules durant cette période.

Nous avons donc montré que le géne rapporteur luciférase est fonctionnel dans les cellules
Bge, il n’y a pas d’activité luciférase endogene et la détection de son expression est tres simple.
Cependant, I’expression mesurée correspond toujours au lysat d’un pool de cellules dont certaines

d’entre elles n’ont pas été transfectées.

Les optimisations de la lipofection nécessiteraient donc de posséder un geéne rapporteur
comme la B-galactosidase ou la -glucuronidase permettant une visualisation du nombre de cellules
transfectées. Malgré de nombreux essais, les génes rapporteurs f-galactosidase et p-glucuronidase
n’ont jamais permis de visualiser de cellules colorées. L’analyse quantitative du nombre de cellules
Bge pourrait étre réalisée a ’aide du géne rapporteur de la « green fluorescent protein » (GFP).
Cependant, une simple observation des cellules Bge sous UV a permis de constater que ces
cellules posseédent une fluorescence naturelle verte. L’existence de cette fluorescence naturelle est
évidlemment génante. Cependant, il semblerait que 1’expression de la GFP dans des cellules
possédant une fluorescence naturelle permette tout de méme de distinguer dans une population de
cellules présentant une fluorescence naturelle les cellules qui expriment la GFP (Nigel Preston,

communication personnelle).

66



Nos résultats montrent par ailleurs que parmi les méthodes chimiques (lipofection et
phosphate de calcium) et physique (€lectroporation), la lipofection est la plus adaptée aux cellules
Bge.

La comparaison de ces trois techniques de transfection a été testée sur des fibroblastes
immortalisés de rat et des primocultures de fibroblastes de peau de rat et dans ces cas, la lipofection
s’est aussi révélée la meilleure en terme d’efficacité de transfection et de facilité d’exécution (Ray et
Gage, 1992).

I a également été montré sur des hépatocytes quiescents de rat que la lipofection est plus
efficace que la précipitation au phosphate de calcium. De plus, les auteurs ont pu montré que la
lipofection est plus efficace encore si la prolifération des hépatocytes a ét€ stimulée in vitro au
préalable par des facteurs de croissance. Dans le cas des cellules Bge, E. Aroca a mis en évidence
récemment au laboratoire une activation de la multiplication des cellules Bge par ’insuline bovine.
Il serait donc envisageable de stimuler les cellules Bge par cette hormone avant la lipofection afin
d’en augmenter I’ efficacité.

Nous pouvons peut-étre imaginer dans le futur I’utilisation des liposomes pour 1’obtention de
mollusques résistants. Les complexes ADN/liposomes peuvent étre injectés dans le sinus céphalo-
pédial du gastéropode et permettre ainsi leur dissémination vers les différents organes. En effet, les
complexes ADN/liposomes ont été utilisés in vivo par exemple chez le rat ol I’injection
intraventriculaire a permis de détecter un mois aprés par PCR et par RT-PCR la présence de
I’ ADNCc et de son messager dans le cerveau.

Parmi les différents promoteurs testés a ce jour, seuls des promoteurs hétérologues ont été
utilisés car aucun promoteur de B. glabrata n’a été caractérisé. Dans nos expériences, nous avons
obtenu I’activité de deux promoteurs dans les cellules Bge : I'un inductible Hsp70 de D.
melanogaster et |’ autre constitutif, le promoteur précoce du CMV. Par contre, le promoteur SV-40
(du virus simien, Stratagéne 205) n’est pas actif dans les cellules Bge (Figure 1a, page suivante).

Nous avons parali¢lement testé 1’activit€¢ du promoteur proximal du gene codant pour la
glutathion-S-transférase Sm28 de S. mansoni (pZS81). Ce promoteur contient 278 pb en amont du
site d’initiation de la transcription et renferme entre autre des séquences consensus CCAAT et AP1
dont la fonction a ét€ démontrée dans divers types de cellules mammiféres (Hela, Jurkatt et
Hepal.6) (Serra et al., 1996 ; Serra et al., sous presse). D’une maniére surprenante, cette
séquence promotrice n’a pas été capable d’induire une activité luciférase dans nos conditions de

lipofection (Figure 1b).
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Figure 1 : Expression de la luciférase sous le contrdle de différents promoteurs hétérologues
aprés lipofection dans les cellules Bge:
a) hsp 70, promoteur de la protéine de choc thermique de 70 kDa de D. melanogaster
CMYV, promoteur des geénes tres précoces de cytomégalovirus
SV40, promoteur précoce du virus simien (Stratagéne)
b) pZS81, promoteur proximal (-278) de la Sm28GST
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L’absence de facteurs de transcription (NF-Y et Jun/Fos) se liant respectivement aux
séquences CCAAT et APl reste possible mais peu envisageable compte-tenu du caractére
ubiquitaire de ces facteurs. On peut aussi supposer que ces facteurs soient différents de ceux du

parasite et des mammiferes et incapables de reconnaitre ces séquences dans le promoteur.

Le promoteur hsp70 de D. melanogaster est fonctionnel dans les cellules d’un grand nombre
d’autres especes invertébrés dont des mollusques grace au caractere ubiquitaire de cette protéine.
Ainsi, le promoteur hsp70 de D. melanogaster a permis d’obtenir une expression significative du
geéne rapporteur dans les embryons du moustique, A. gambiae (Mialhe et Miller, 1994), dans les
embryons d’artémie (Gendreau et al., 1995), dans des primocultures de coeur d’huitres (Boulo et
al., 1996) et dans les embryons de bivalves (Cadoret et al., 1996). Cependant, I’obtention du
promoteur Hsp70 homologue inductible présente un intérét capital pour la suite des études car il
sera vraisemblablement plus actif.

La protéine Hsp70 de B. glabrata est actuellement étudi€e, la synthése de cette protéine est
induite par un choc thermique chez le mollusque. L’ADNc a été cloné et la caractérisation du
promoteur du gene est actuellement en cours (T. P. Yoshino, communication personnelle). En plus
de ce promoteur inductible, il serait intéressant de pouvoir disposer d’un promoteur constitutif et
nous avons choisi de rechercher le promoteur de 1’actine non-musculaire de B. glabrata (voir V,
chapitre II).
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Schistosomes have a worldwide distribution and repres-
ent a major cause of mortality in endemic areas. The
transmission of these trematode parasites depends on the
presence of snail intermediate hosts that assure intense
asexual multiplication of larval forms. Although it is
now well accepted that eradication of schistosomiasis
could be obtained by the combination of several mea-
sures such as sanitary education, chemotherapy. and vac-
cination, the control of invertebrate vector populations
remains a priority. Chemical. physical. and biological
tools have been used without achieving the expected suc-
cess. Very recently, much attention has been given to the
characterization of mollusc genes involived in resistance
to trematode infection and their possible utilization for
the development of resistant snails by transgenesis.

The genetics of Biomphalaria glabrata. the interme-
diate host for the medically important schistosome Sc/iis-
tosoma mansoni, is better characterized than that of any
other mollusc host of human schistosomes. The avail-
ability of snail stocks displaying resistance or susceptible
phenotypes is suitable for investigation of the genetic de-
terminants of host-parasite compatibility (Richards et al.
1992). Moreover. efforts actually made to identity hemo-
cyte receptors and/or hemolymph components especially
involved in sporocyst-hemocyte interactions would pre-
sumably give access in the near tuture to the genes im-
plicated in mollusc-trematode compatibility.

A cell line has been derived from B. glubrata embry-
os (Bge) by Hansen (1976a). These cells share some fea-
tures with snail hemocytes in that they emit tilopodia and
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can adhere to und encapsulate S. mansoni sporocysts in
virro (Hansen 1976b). Moreover. in vitro coculture ex-
periments have shown that Bge cells can provide good
environmental conditions for the development of mother
sporocysts to the daughter form (Yoshino and Laursen
1995). For these reasons. by means of their transforma-
tion by genes of interest. Bge cells likely constitute a
suitable tool for study of the role of mollusc factors in-
volved in parasite amplification and maturation as well
as resistance/susceptibility to parasites.

As a preliminary approach to Bge cell transformation.
we have explored the possibilities of transiently transtec-
ting the cell’line by plasmids containing heterologous
promoters and reporter genes. To our knowledge. no ho-
mologous promoter has thus far been characterized.
Moreover. the quantity of genes cloned from mollusc
species remains very limited. Different methods have
been developed to transfect DNA into eukarvotic cells.
but to our knowledge. none of them has been applied to
Bge cells. First attempts using the commonly applied
DNA transfer by coprecipitation of DNA with calcium
phosphate (Graham and Van der Eb 1973) did not allow
us to detect significant levels of reporter-gene expression
in Bge cells. probably due to cellular cytotoxicity or in-
efficiency in DNA delivery. The results presented in this
paper indicate that cationic liposome-mediated transfec-
tion or lipofection (Felgner et al. 1987) could represent a
technique suitable for DNA transfer in Bge cells. and the
experiments we performed to define optimal conditions
for transtection are described.

N-11-2.3-dioleoyloxy)propy -V V. V-trimethylam-
monmum methylsultate, or DOTAP (Boehringer). was
used as a transfection reagent in all experiments. Two
plasmid constructs were used. pCMV-L (Gibbs et al.
19941 was a pUC 19-derived plasmid into which the cvto-
megalovirus (CMV) immediate early promoter and the
tirefly luciferase gene (De Wet et al. 1987) coding regton
were inserted. The plasmid pDr-luc contained the luct-
ferase gene under the control of the heat-shock-respon-
sive element from the Drosophila heat-shock protein
(hsp7() gene (Nguyen., Pasteur Institute. Paris. France).
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Fig. 1 Transfection effeciency of pCMV-L using increasing
amounts of DOTAP and a constant DNA/DOTAP ratio of 0.2. Re-
suits express the levels of light emission measured at 48 h after li-
pofection. Data indicate mean values = SEM for quadriplicate de-
terminations

Bge cells were cultured in four-well plates (Nunclon)
in the Bge culture medium defined by Hansen (1976a),
then transfected according to the following procedure ex-
cept for control wells, from which DOTAP was omitted.
Plasmid DNA was mixed with DOTAP in a final volume
of 200 ul of culture medium before being added to Bge
cells (106 in 300 pl of medium). Cells were incubated for
1 h on a rocking plate at room temperature, then for 5 h in
an incubator at 26°C. Then, 800 pl of fresh culture medi-
um containing 10% fetal calf serum was added to each
well and cells were further incubated for different peri-
ods. Cells were recovered in Eppendorf tubes, washed
twice in 0.3 x HBSS (Gibco), and processed for lucifer-
ase activity detection using the Promega kit (E1500) ac-
cording to the manufacturer’s procedure. Photan emission
was measured using a scintillation counter (Beckman) set

on the singie-photon “out of coincidence” mode.
" The results presented in Fig. 1 show that DOTAP was
an efficient reagent for the introduction of foreign DNA
into Bge cells, allowing the detection of relatively high
levels of light emission at 48 h after lipofection by
pCMV-L. They also indicate that the CMV early promot-
er couid drive the expression of genes in Bge cells and
that luciferase was a suitable reporter gene for this cell
line. In these experiments, increasing amounts of DO-
TAP (from 20 to 40 pMg) were used in a constant
DNA/DOTAP ratio of 0.2. The data demonstrated that
20 pg of DOTAP was sufficient under our conditions to
obtain optimal transfection, since no significant differ-
ence in light emission was observed when higher
amounts of DOTAP were used. Several experiments per-
formed with 10 pg of DOTAP did not result in signifi-
cant reporter-gene expression (data not shown). Such re-
sults are in agreement with the supplier’s information for
HeLa cells and the results obtained by V. Boulo (unpub-
lished observation) for lipofection of primary cultures of
oyster-heart cells. Lipofection using 20 pg of DOTAP
did not alter significantly the viability of Bge cells,
which were shown to retain perfectly their adherence ca-
pacities. In these experiments, no indication about the
percentage of transfected cells could be obtained since
the luciferase activity was not adequate for cytodetec-
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Fig. 2 Time-course analysis of the luciferase expression measured
following transfection with pCMV-L with a 4/20 DNA/DOTAP ra-
tio. Results are expressed as mean (£ SEM) cpm ratios between
assay and control values as determined from quadruplicate deter-
minations

tion. Additionally, cytodetection attempts using pCM V-3
galactosidase constructs under similar lipofection condi-
tions were unsuccessful (data not shown), strongly sug-
gesting that this enzyme could not be actively expressed
in the Bge cell background.

A second series of experiments was undertaken to
evaluate the time course of luciferase expression in trans-
fected cells. Figure 2 shows that enzyme activity was
maximal at 96 h after lipofection and remained relatively
high for longer periods. A significant level of luciferase
activity was detected in Bge cells transfected for at least
5 days, suggesting that plasmid constructs persisted in
Bge cells at this point. These data could be supported by
results obtained in independent experiments using the
plasmid pHerKS (Sarkar, CAB, College Park, USA), in
which the bacteriological titration of plasmid DNA ex-
tracted from transfected Bge cells allowed us to show the
presence of more than one plasmid copy per cell follow-
ing at least 48 h of posttransfection culture. The great de-
lay in the time (as compared with commonly used mam-
malian cells) necessary to obtain maximal luciferase ex-
pression was compatible with the period of population
doubling reported for the Bge cell line (Hansen 1976a;
Bayne et al. 1977). The efficiency of nuclear uptake of
exogenous DNA has been correlated with the cell-cycle
stage of the target cells (Nicolau and Sene 1982).

In a third part of the study, the efficiency of a temper-
ature-inducible heterologous promoter was tested using
pDr-luc. Hsp70 promoters are ubiquitous, and it has been
shown that the Drosophila hsp70 promoter is functional
in Anopheles gambiae (Miller et al. 1987), in mouse
cells (Corces et al. 1981), in Xenopus oocytes (Voellmy
and Rungger 1982), in sea urchin (McMahon et al.
1984), in Artemia embryos (Gendreau et al. 1995), in
oyster-heart primary cell cultures (Boulo et al., submit-
ted for publication) and in bivalve embryos (Cadoret et
al., submitted for publication). Figure 3 shows that this
promoter was also functional in Bge cells and drove sig-
nificantly high levels of luciferase expression after a 90-
min heat shock at 40°C.

In conclusion, our results indicate that DOTAP-medi-
ated lipofection is a suitable technique for Bge cell trans-
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Fig. 3 Luciferase expression under the control of the Drosophila
hsp 70 promoter. A 90-min heat shock was performed at 40°C and
3 h after lipofection. Luciferase activity was detected at 24 or 48 h
following transfection. Data represent mean (£ SD) cpm ratios be-
tween assay and control values as determined from quadruplicate
determinations

formation. The very low level of photon emission seen in
control assays demonstrated that endogenous luciferase
activity was almost absent from Bge cells. whereas quan-
tification of light emission was rapid and easy to pertorm
in transtected cells, the luciferase activity appearing non-
toxic for Bge cells. It could also be demonstrated that
both the constitutive CMV and the inducible hsp70 pro-
moters were functional in Bge cells. As our results
strongly suggested. that transtected cells were capable of
retaining plasmid DNA for at least 5 days, such a tech-
nique would probably find some applications in the
study of in vitro interactions between snail cells and
schistosomes, either by modulating in cells the expres-
sion of genes known to be involved in host-parasite rela-
tionships or by expressing heterologous factors that
might influence these interactions. One could as well in-
vestigate the in vivo transfer of moditied cells that. fol-
lowing injection into the general body cavity, could colo-
nize different organs of the mollusc.

Finally, one could also imagine further in vivo appli-
cations of liposomes for the development of resistant
strains of molluscs, such as their use as carriers for gene
transfer and their specific targeting (Nicolau et al. 1983)
to mollusc reproductive organs. Indeed, snail genetic
transformation would hardly be managable in terms of
the localization of gonads and the real fragility of snail
shell. Moreover. some attempts made at transient trans-
fection of snail embryos have been unsuccessful due to
the composition of the egg mass, which considerably
hampered the use of classic techniques such as biolistic
and microinjection.
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III. LES TRANSPOSONS

Les propriétés de mobilité des transposons ont été exploitées pour le développement de
systémes efficaces de vectorisation de génes.

L’élément P de D. melanogaster en particulier, a permis d’approfondir 1’étude de la biologie
de la drosophile (Rubin et Spradling, 1982). Comme il a été présenté précédemment, les éléments
P sont mobilisables dans le genre Drosophila ainsi que chez d’autres Drosophilidae mais ils ont
une restriction fonctionnelle a cette famille (O’Brochta et Handler, 1988).

D’autres éléments transposables présentant un spectre d’hdte moins restrictif ont été
identifiés. L’élément transposable hobo de D. melanogaster , qui a été utilis€ comme vecteur de
transformation génétique de D. melanogaster (Blackman et al., 1989) est mobilisable chez les non
Drosophilidae. Chez M. domestica , il est mobilisable en absence d’expression de sa propre
transposase et cette observation a ainsi permis d’identifier un élément de la famille hAT chez cet
insecte : I’élément Hermes. Hermes est capable de mobiliser hobo (Atkinson et al., 1993).

L’élément mariner quand a lui a été€ identifié chez un grand nombre d’especes, et globalement
les séquences de transposases présentent des régions suffisamment conservées et largement
utilisées pour dériver des oligonucléotides applicables a la recherche par PCR de cet élément dans
diverses especes.

Pourt transformer a I’aide d’un transposon, il est nécessaire d’avoir une transposase active
qui peut étre homologue ou hétérologue comme dans le cas de hobo et Hermes.

Dans le cas des cellules Bge, aucun transposon n’étant connu, nous avons tout d’abord tenté
de rechercher l’activité de 2 transposases hétérologues dans 1’environnement cellulaire du
mollusque.

Pour cela, nous avons utilisé les tests d’excision -intégration

A. Test d’excision-intégration :

1. Principe :

Le test mis au point par O’Brochta et al (1994), permet d’estimer la capacité des transposons
homologues ou hétérologues a se mobiliser dans un environnement cellulaire choisi. Le principe

est basé sur un systéme de trois plasmides :
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Hind III Sal I
transposase

Donneur
pherKS

11,82 Kb
Sac RB

Hind I

Hind III Sall

Ori E.coli

Sac RB

Hind III

Test d’excision-intégration Hermes : carte des 3 plasmides composant le systeme

d’excision-intégration dérivé de 1’élément Hermes.
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~
Sac RB
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Test d’excision-intégration hobo : carte des 3 plasmides composant le systeme d’excision-

intégration dérivé de 1’élément hobo.



- le plasmide « helper » contient la séquence codante de la transposase sous le contrdle du
promoteur hsp 70 de D. melanogaster,

- le plasmide cible est un plasmide de Bacillus subtilis qui ne posséde pas d’origine de
réplication bactérienne et qui porte la résistance au chloramphénicol (Cam),

- le plasmide donneur porte, entre les deux IRs de I’élément transposable une séquence
rapporteur.

Cette séquence rapporteur contient :

- dans le test de 1’élément Hermes : le geéne de résistance a la kanamycine (Kan), le geéne de la
B-galactosidase (lac Z), une origine de réplication bactérienne (Ori E.coli) et le géne sac RB. Ce
dernier code pour une levansucrase qui lorsqu’elle est exprimée dans E. coli en présence de
sucrose a 10 %, provoque la lyse cellulaire (Gay, 1985).

- dans le test de 1'élément hobo : la séquence rapporteur est la méme que pour le test Hermes

a I’exception du gene de résistance a la kanamycine qui n’est pas présent.

Si la transposase est exprimée, elle va reconnaitre les IRs présentes sur le plasmide donneur,
exciser la séquence “ rapporteur ” et I'intégrer entre autre dans le plasmide cible. Le plasmide
cible intégrera ainsi une origine de réplication bactérienne dont il était dépourvu. Apres
transformation des bactéries, seuls les plasmides portant cette origine de réplication pourront se
multiplier dans FE.coli.

Les trois plasmides sont introduits simultanément dans les cellules et les évenements de
transposition sont sé€lectionnés sur des criteres microbiologiques de résistance aux antibiotiques
avant d’étre finement analysés par séquencage au niveau des duplications du site cible

d’intégration.
2. Protocole :

Les cellules Bge, S. 10° par puits, ont ét€ mises en culture dans des plaques de 24 puits
(Costar). Le mélange des trois plasmides cible, donneur et helper est introduit dans les cellules par
lipofection. Les lipofections sont réalisées avec 5 pug de plasmide cible, 2,5 pg de plasmide helper
et 2,5 pg de plasmide donneur par puits dans un rapport ADN/agent lipofectant de 10/50 selon le
protocole précédemment établi (Lardans et al., 1996).

A différentes périodes apres le choc thermique, les cellules sont reprises, lavées et lysées
(Hirt, 1967) afin d’extraire I’ADN plasmidique. L’ADN plasmidique est utilisé pour transformer
par électroporation des cellules compétentes (DH10B).

Les bactéries sont ensuite étalées sur milieux sélectifs :

- X-gal (40 pg/ml), Amp (100 pg/ml), Kan (25 pg/ml) pour titrer le plasmide donneur

- X-gal, Kan, Cam (10 pg/ml) pour visualiser les événements de transposition.
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Les colonies bleues sont soumises a un test de contre-sélection approprié, puis les plasmides
sont analysés pour leur profil de restriction afin de déterminer si un événement de transposition a
eu lieu.

Deux séries de lipofections ont été réalisées en utilisant le test du transposon Hermes et deux

agents lipofectants : la lipofectineTM et le DOTAP. Les transfections ont été réalisées pendant 16 h.
Le choc thermique a eu lieu pendant 90 min a 40°C. Les cellules ont été reprises 3, 20 et 24 h apres
le choc thermique pour la lyse et I’extraction des plasmides.

Apres transformation des bactéries compétentes et sélection sur milieu Kan, Cam, X-gal, des
colonies bleues ont été obtenues. Elles subissent alors la contre-sélection sur différents milieux :

- milieu Amp, X-gal

- milieu Kan, sucrose, X-gal,

- milieu Kan, X-gal

- milieu Cam, X-gal

Si les colonies posseédent un plasmide qui a subi un événement précis de transposition, elles
meurent en présence de sucrose, sont sensibles a 1’ampicilline, résistantes au chloramphénicol et a
la kanamycine (sauf pour le test hobo) et sont bleues.

3. Résultats

Sur les 25 colonies bleues obtenues aprés sélection de 5. 10’ plasmides donneurs transfectés
dans les cellules Bge, aucune colonie bleue n’a donné apres contre-sélection les résultats attendus
pour une transposition précise. Bien que les colonies étaient tuées en présence de sucrose,
résistantes a la kanamycine elles étaient également résistantes a I’ampicilline suggérant plutdt une
recombinaison entre plasmide donneur et plasmide cible.

Des digestions ont été réalisées sur les plasmides issus de deux colonies bleues qui ont
confirmé que les profils phénotypiquess des colonies correspondaient a des recombinaisons ayant
eu lieu entre le plasmide donneur et le plasmide cible.

Les plasmides ont été soumis a des digestions enzymatiques par Sal I ou par Hind III.

Sal I n’a pas digéré les plasmides et Hind III a libéré deux fragments de grande taille. Le
fragment Hind III du transposon semble bien présent (fragment de 3,5 kb) Par contre, la taille du
second fragment est largement supérieure a la taille attendue (au moins 9 kb au lieu de 5 kb) s’il
s’était produit une intégration dans le pGDV1 (voir photos des gels) Il s’agit donc probablement
d’éveénements de recombinaison entre les plasmides donneur et cible.

I1 convient de remarquer a ce niveau la fiabilité du systéme développé par O’Brochta et al,
puisque la contre-sélection permet a elle seule d’éliminer tout phénomeéne de recombinaison non
recherchée.
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La méme série d’expériences a été réalisée en parallele avec le test de I’élément hobo. Dans ce

cas, un nombre équivalent de plasmides transfectés a été analysé (3. 107) mais sans pouvoir mettre

en évidence d’éveénement de transposition. Aucune colonie bleue n’a été obtenue.

Profils de restriction des plasmides contenus dans les deux colonies bleues : Dans
le gel de gauche figurent les digestions des deux plasmides (2) et (3) par Hind III qui libérent un
fragment de 3,5 kb environ et de 9 kb au moins, dans le gel de droite les plasmides ne sont pas
coupés apres digestion par Sal I. Le marqueur de poids moléculaire est le 1 kb DNA ladder, piste
(D).

Dans ces expériences, la titration du plasmide donneur issu des cellules Bge a permis de
déterminer que 48 h aprés le choc thermique (soit 64 h apres la lipofection) le plasmide était
toujours présent dans les cellules (au moins une copie par cellule).

Il est possible d’exclure la possibilité que ces plasmides proviennent d’une adsorption a la
surface des cellules. Dans les contrdles qui correspondent aux puits ou le mélange des trois
plasmides ont été ajoutés sans agent lipofectant, la titration du plasmide donneur n’a permis de
détecter aucune copie de ce plasmide, indiquant que le plasmide n’a pas pénétré les cellules en
absence d’agent lipofectant et que les lavages des cellules ont éliminé toute trace résiduelle de
plasmide. |

La transposition de I’élément hobo se produit une fois tous les 52 000 plasmides donneurs
tittés chez D. melanogaster, cette fréquence chute a 1/200 000 chez M. domestica et 1/540 000
chez B. tryoni. Les variations observées dans les fréquences de transposition sont inexpliquées
mais elles peuvent résulter de différences dans la concentration de plasmides introduits dans les
embryons. Une autre hypothése peut venir d’une variabilité d’efficacité du promoteur hsp70 de D.
melanogaster 3 induire la production de transposase dans ces insectes. Il faut également envisager
la présence de facteurs cellulaires capables d’interagir avec le systéme de transposition hobo.

Dans la cellule Bge, 3.107 plasmides donneurs ont été titrés sans obtenir un seul évenement
de transposition. La titration du plasmide donneur autorise 4 penser que l’introduction de ce
plasmide dans les cellules Bge par la lipofection a bien eu lieu. Cependant, elle ne permet pas
d’affirmer que les trois plasmides ont pu étre introduits dans les cellules. Le plasmide donneur

étant celui qui a la plus grande taille (11,8 kb pour Hermes et 8,4 kb pour hobo) on peut supposer
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que les deux autres plasmides cible et « helper », de plus petite taille ont pénétré les cellules par
I'intermédiaire des liposomes avec une efficacité au moins aussi importante. Les colonies bleues
obtenues apres sélection, révélaient la présence de tous les marqueurs de résistance aux
antibiotiques (Cam, Kan, Amp) du systeme. Un événement de recombinaison entre plasmide
donneur et plasmide cible est plus vraisemblable qu’une double transformation par 1’un et I’autre

plasmide puisque le plasmide cible ne posséde pas d’origine de réplication bactérienne.

De plus, il convient de noter que contrairement a la microinjection dans les embryons
d’insectes ou 2 pug du mélange des trois plasmides sont introduits par individu, la quantité de
plasmides pénétrant dans les cellules Bge est inconnue. Dans toutes les expériences, la quantité de
cellules transfectées par lipofection n’a jamais pu étre estimée du fait que des génes rapporteurs
comme la B-galactosidase et la B-glucuronidase dont I’expression est visualisable en microscopie ne
semblent pas fonctionnels dans les cellules Bge.

11 a été démontré que le promoteur hsp70 de D. melanogaster est fonctionnel dans les cellules
Bge (Lardans et al., 1996) et induit apres choc thermique la production de niveaux significatifs de
luciférase.

Le nombre de plasmides donneur titrés et 1’absence d’éveénements de recombinaison
permettent de supposer que méme dans un cas optimal (les trois plasmides ont été introduits dans
les cellules, la transposase est exprimée) la fréquence de transposition des éléments Hermes et
hobo (hétérologue) est tellement faible dans 1’environnement cellulaire des Bge qu’ils ne
constitueraient pas des candidats potentiels de transformation des cellules Bge.

Il fallait donc procéder a la recherche de transposons homologues.

B. Recherche de transposons chez B. glabrata.

La recherche de transposon chez B. glabrata a été entreprise a I’aide d’oligonucléotides
dégénérés ou non, déduits des régions conservées des transposases de divers invertébrés (C.

elegans, D. mauritiana, Dugesia tigrina).

Les oligonucléotides nous ont été fournis par Sophie Tarés (INRA, Sofia-Antipolis).
Les oligonucléotides complémentaires de la séquence hobo sont les suivants (DeVault et

Narang, 1994) :
Hobol 5 -GGACNGTIGATATGTGG-3’ (sens) AA 228-234
Hobo2 5°-GGXGTGCTATCCCAIGGIGT-3’ (antisens) AA 368-373
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Les oligonucléotides dérivés de mariner sont les suivants :

P5 5’-TGGGTGCCACATGAGTGG-3’ (sens) AA 119-124
P3 5’-TGGGGCCAGGTCTGGTGAGT-3’ (antisens) AA 276-282
168F 5’-TGGCCATCGTTCTCAATGAC-3’ (sens) AA 168-174
276F 5’-GGNGCNARRTCNGGNSWRTA-3’ (antisens) AA 276-282
2F 5’-ACNDNNGAYGARAMRTGG-3’ (sens) AA 170-175

Y=CouT;R=Ao0uG;N=A,C,GouT;M=AouC;W=AouT;S=GouC

Les PCRs ont été réalisées a partir d’ ADN génomique de B. glabrata, de cellules Bge ou de
S. mansoni. Les profils des produits PCR obtenus a partir des matrices d’ADN de B. glabrata et
de Bge sont semblables quelques soient les amorces utilisées. Chaque amorce a été testée
séparément afin de procéder a une premiere €limination des produits PCR qui correspondraient a
une hybridation de I’amorce sur les deux brins de I’ADN.

Parmi les différents produits PCR obtenus puis séquencés, seul le produit d’amplification

des amorces P3 et P5 a donné un résultat encourageant.

Les PCRs utilisant les oligonucléotides P3 et PS ont été réalisées de la facon suivante : les
réactions d’amplification ont été effectuées dans un volume total de 50 ul avec 20 pmol de chaque
amorce, 0,2 mM de dNTPs, tampon 1X, MgCl,, Taq Goldstar (Promega) 0,5 ml (5U/ml). Trois
concentrations de MgCl, ont été testées (2, 4 et 6 mM) ainsi que 4 températures différentes
d’hybridation des amorces (38, 45, 52 et 56 °C). Les PCRs ont été réalisées sur I’ ADN génomique
de B. glabrata.

Paralleélement, les contrdles ont été fait en absence d’ ADN génomique.

Le programme PCR est le suivant : apreés une étape de dénaturation a 94 °C, les 35 cycles
sont une dénaturation de 94 °C a 45 s, une hybridation des amorces aux différentes températures
pendant 45 s et une élongation de 45 s & 72 °C. L’élongation finale a lieu pendant 2 min a 72 °C.
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500 pb —

Gel d’agarose a 1 % des produits PCR P3-P5 : température d’hybridation des amorces =
56°C et en présence de différentes concentrations de MgCl, : 2 mM (1), 4 mM (2), 6 mM (3).

Une bande unique de 500 pb environ a été obtenue aprés amplification avec les amorces P3
et P5 a une température d’hybridation des amorces de 56 °C. Cette température constitute la
température maximale d’hybridation de I’oligonucléotide P3 et les deux amorces utilisées n’étant
pas dégénérées, ce résultat suggérait une amplification spécifique. Le fragment de 500 pb a été
sous-cloné en vecteur pTag et séquencé entierement dans les deux sens. Plusieurs clones ont été
séquencés afin de déterminer la possible amplification par ces amorces d’un fragment de séquence
différente mais de méme taille.

Les deux amorces ont bien été retrouvées de part et d’autre du fragment. Compte-tenu de la
grande dégénérescence des transposons dans les génomes (beaucoup de copies sont en fait
inactives et mutées), 1’homologie avec les séquences des transposases est trés difficile a mettre en
évidence (P. Abad, communication personnelle). II convient lors de I’alignement d’analyser en
méme temps les trois cadres de lecture afin de considérer des décalages du cadre de lecture, les
codons stop et les délétions ou les insertions ayant pu intervenir dans une séquence de transposase
inactive (Robertson, 1993).
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5’ TGGGTGCCACATGAGTGGGATAGGGGAAAAATCCTTGGATAAAAGGGTTAGCTGTGAATACCAC
ATAAACAGCTGCGGACCAACTGGTTTGCAGTCTTGGAGGATGAGTATTCCAGTGGTTAGAATATTT
ACTAAAAAACATCTCAGAAATCCAGGAAAATGATTGCAAAAAGCGATTTAGGGCACTCTAACTCTA
AACCCTGGTAGATGAAGCTCACTAGCTATGGATAGCAGTTCATCTAGGAGAGAAAACTCCAAAAAT
AAACAACTGCTGCCTTGCAGATGATCTTGGATGATCAAAGGCTATGGGAGCAAATCCAAAAAGAAA
AGCAGACTGAAGTTGGAGTCAATTATCTCCTGGCATTGACAGGCAACCTCATCCTCAACTGTCACT
TAAATCTTGCCTTTAAAAAAAGTGTATCTGTATAGATAGTTTTGTCTTTTTAAATTTCTGTAAATT
GTTAGTAGGTAATAGACCGGAAAACCTTTTATTATAACATTACTACCATTTGAGTGGTCTGGACCG
GGGT 3’

Séquence nucléotidique du fragment PCR provenant de I’amplification de I’ADN
génomique de B. glabrata par les deux amorces P3 et PS5 : La séquence possede 492
pb, I’analyse des trois cadres de lecture ne révele pas la présence de cadre ouvert de lecture. Les
amorces sont représentées en italique.

B.g IG-EKS-LDKRVSCEIP--HKQLRL-VC-SL-GR-MSIPWV-RIFTSQ-K

I K. LDK:V: E: HKQ RL, .C SLL :R .: P.: RI T.: K
plan INKVKK-LDKWVPHELKDEHKQQRLDACLSLLSRNKADPFLHRIVTCDEK
d.ma MGKIQK-VGRWVPHELNERQMERRKNTCEILLSRYKRKSFLHRIVTGDEK
h.ce IGKVKK-LE WVPHELSESNLQTRVDCCVTLLNRHNNEGILNRIITCDEK

d.er AGYKKK-LDVWVPHDLTQKNLLDRINACDMLLKRNELDPFLKRMVTGDEK
c.el LGFTSK-LGTWVPHELSASQKLTRVNVCTQLLTFRRKFDWLNNLVTGDEK
c.elz TGKIEK-FGQLVPHKLSDSQKNCFV LSLSLLTRKRTTDWVKDIITGNDK
c.ce NDAQKERRLEACLSLLSRNKTEPFLNRIVTCDEK
cons GK K-L WVPHEL QK RDC LL R L RIVT DEK

Alignement manuel d’une partie de la séquence du produit PCR avec les
séquences de transposases d’autres espéces : Les tirets correspondent a des espaces
insérés dans les séquences pour favoriser I’alignement ; des décalage du cadre de lecture ont
également du étre introduits. plan : marinerl de Dugesia tigrina (plathelminthe, Garcia-Fernandez,
1995), d.ma : Mosl de D. mauritiana (Medhora et al, 1991), h.ce : mariner-like element de
Hyalophora cecropia (Lidholm et al., 1991), d.er : D. erecta Genbank Accession number U08094,

c.el : consensus de séquences de 3 éléments de C. elegans d’apres Sedensky et al., (1994), c.elz :

C. elegans ZK370 Genbank Accession number M98552, c.ce : Chromogaster cerasi (Robertson
et McLeod, 1993), cons : consensus établi selon Robertson (1995).
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D’apres la faible homologie (41%) qui a cependant peu de chance d’étre fortuite, cette
séquence pourrait correspondre a un vestige de transposase suggérant que cet €lément a existé chez
B. glabrata et qu’il subsiste peut étre dans le génome une ou plusieurs copies actives ou inactives
de I’élement. Ceci pourrait étre mis en évidence par [’utilisation d’un test d’excision intégration
dérivé de I’élément mariner. En effet, ce test a permis la découverte de certains éléments
transposables suite a la mobilisation de la séquence rapporteur en absence d’addition du plasmide
helper codant pour la transposase. De plus la séquence obtenue de B. glabrata présente davantage
d’homologie avec la séquence de la planaire. La transmission horizontale des transposons est un
phénomeéne bien connu (Capy et al., 1994). 1l est tentant de spéculer sur la présence de cette
séquence de plathelminthe chez le mollusque et imaginer qu’elle soit 1’objet d’un transfert
horizontal entre B. glabrata et le parasite S. mansoni. En effet, la souche de mollusques €levée au
laboratoire fut a I’origine prélevée sur le terrain en zone d’endémie. Une telle séquence chez S.
mansoni devra étre recherchée.

I pourrait aussi étre envisagé d’utiliser cette séquence afin de chercher d’autres copies de
I’élément dans la banque génomique par exemple. Des oligonucléotides soit dégénérés soit dérivés

des régions les plus conservées par rapport au consensus pourraient également étre utilisés.

IV. LA VECTORISATION RETROVIRALE

Les vecteurs rétroviraux constituent €galement un outil de choix pour la transformation
génétique du fait de leur propriété de pénétration dans les cellules et d’intégration dans le génome
de la cellule hote. Cependant, la restriction de leur utilisation vient de la spécificité d’hote de ces
vecteurs. Elle réside dans la caractéristique qu’ont les cellules infectées par les particules de
posséder a leur surface le récepteur liant la protéine d’enveloppe.

11 est possible de créer des particules virales exprimant des protéines d’enveloppe permettant
un adressage spécifique a certains types cellulaires. Dans le cas de la transformation génétique de
cellules ou d’organismes pour lesquels de tels systtmes récepteur-ligand ne sont pas connus, le
spectre d’hote du vecteur doit étre le plus large possible.

Le développement récent de particules rétrovirales pseudotypées a permis de contourner cette
difficulté. En effet, ces particules rétrovirales portent la protéine G du virus de la stomatite
vésiculeuse. Cette protéine interagit de facon non spécifique avec les lipides membranaires et
permet I’entrée du virus pseudotypé dans la cellule héte. Ce systéme a prouvé son efficacité car in
vitro, il a permis la transformation de cellules de xénope, de lépidoptere (Yee et al., 1994) et du
moustique A. gambiae (Matsubara et al., 1996). In vivo, il a permis la transgénose des poissons,
Danio rerio (Lin et al., 1994) et du mollusque bivalve, Mulinia lateralis (Lu et al., 1996).
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Compte-tenu de sa grande efficacité, ce systeéme a été retenu pour étre testé sur les cellules de
la lignée Bge.

A. Principe :

La production de particules rétrovirales a ét€ obtenue & partir de cellules 293GPlux3. Les
cellules 293 proviennent d’une lignée de cellules de rein d’embryon humain transformées par
’adénovirus de type 5 humain (ATCC CRL 1573). Dans le génome de ces cellules ont été intégrés
les génes gag et pol du rétrovirus murin MoMuLV (Burns et al., 1993). Dans le systeme
développé par J. Burns, les cellules d’empaquetage ne correspondent pas exactement a une lignée
d’encapsidation, comme celle décrite précedemment et chez laquelle les cellules possédent dans
leur génome le gene codant pour la protéine d’enveloppe. En effet, avec le géne codant pour la
protéine G de ’enveloppe du VSV il n’était pas possible de développer un tel systéme puisque
cette protéine est hautement fusogénique. C’est donc I’ADN proviral (lux3) qui a ét€ intégré dans
le génome des cellules 293GP. L’ ADN proviral contient entre les LTRs : le signal d’encapsidation,
le géne de résistance a la néomycine, le promoteur hsp70 de D. melanogaster et le geéne rapporteur
codant pour la luciférase.

B. Production des particules rétrovirales :

Les cellules 293GPlux3 sont maintenues en culture dans du DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, GIBCO) contenant 10% de sérum de veau foetal (GIBCO) et en présence de
pénicilline et de streptomycine (100 UI/ml) et de G418 (400 pg/ml, Sigma) a 37°C sous
atmosphere a 5% de CO,. L’ ADN codant pour la glycoprotéine d’enveloppe est transfecté dans les
cellules 2 80% de confluence par précipitation au phosphate de calcium. Les transfections sont
réalisées dans un volume final de 6 ml. Vingt pg d’ADN sont dilués dans du tampon 0,1X TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM), le chlorure de calcium est ajouté (0,1 M). Sous agitation constante, 1
volume de 2X HBS1 (50 mM HEPES pH 7,12 ; 280 mM NaCl ; 1,5 mM Na,HPO,.H,0). Au
bout de 30 min d’incubation, le précipité est ajouté aux cellules pendant 6 h environ, puis le milieu
est renouvelé par du milieu neuf. A 48, 72 et 96 heures aprés la transfection, les surnageants sont
récupérés, filtrés sur 0,45 um et concentrés par centrifugation a 4°C pendant 90 min a 25 000 rpm
(Kontron, Centrikon T2060, rotor TST 28.38). Le surnageant est éliminé et chaque culot de
particules est repris dans 100 pl de PBS pendant une nuit a 4°C. Les particules remises en
suspension sont aliquotées et stockées a - 80°C.

C. Infection des cellules Bge :

Les cellules sont mises en culture dans des plaques de 24 puits (3. 10°/puits). Dans un
volume de 500 pul de milieu Bge, les particules virales sont ajoutées en présence de concentrations
variables de polybréne (0, 2 ou 4 pg/ml). Les cellules sont ensuite maintenues en culture et le
milieu est renouvelé tous les trois jours. Quand les cellules sont & confluence, elles sont reprises
par pipetage et réparties dans deux puits.
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Le dosage de la luciférase a été réalisé apreés un choc thermique de 90 min a 40°C comme
décrit précédemment (Lardans et al., 1996).

La présence d’ ADN a été recherchée par PCR a partir d’ADN génomique extrait des cellules
Bge 15 jours apres I'infection. La PCR a été réalisée selon le protocole fourni par J. Burns avec
deux amorces déduites des LTRs du provirus :

LTR1 : 5°-AGGACCTGAAATGACCCTGT-3’
LTR2 : 5’- ACGGGTAGTCAATCACTCAG-3’

La réaction PCR est effectuée a partir d’1 mg d’ADN dans les conditions suivantes 1,5 mM
MgCl, ; 0,5 pM de chaque amorce ; 0,2 mM dNTPs. Le programme est composé de 35 cycles de
dénaturation 30 s a 94°C, hybridation des amorces 30 s a 60°C, élongation 60 s 72 °C.

D. Résultats :

Les cellules ont été infectées avec un sotck de particules (7.107 pfu/ml) en absence ou en
présence de 2 ou 4 mg/ml de polybréne. Deux MOIs (multiplicité d’infection) ont été testées : 0,3
et 1,5. Aucune expression de luciférase n’a pu étre obtenue. La recherche d’ADN proviral par
PCR n’a pas permis d’obtenir I’amplification d’un produit attendu a la taille de 244 pb. Les MOIs
étaient certainement trop faibles et insuffisantes pour obtenir une infection massive des cellules
aboutissant a 1’expression significative du transgene. Cependant, il faut remarquer qu’a une MOI
de 0,5 et 7 jours apreés I’'infection, I’ADN proviral peut étre détecté par PCR dans des primo
cultures de coeur d’huitres (Boulo, 1997).

Le polybréne ne peut €tre mis en cause puisque aux concentrations utilisées, les cellules
présentaient un bon aspect général et une multiplication active.

11 est a noter que les cellules Bge sont sensibles au G418. A une concentration de 400 pg/ml
de G418 les cellules Bge sont toutes mortes au bout de 96 h.

Il reste a estimer la stabilité des virus pseudotypés dans le milieu de culture Bge. Des
infections réalisées avec des MOIs supérieures (de 1 a 5 par exemple) devraient permettre d’obtenir
une intégration génomique de I’ ADN proviral.
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V. STRATEGIE DE RECHERCHE DU PROMOTEUR DE
I’ACTINE NON MUSCULAIRE DE BIOMPHALARIA
GLABRATA.

Dans le cadre de la recherche de promoteurs homologues utilisables pour la transformation
génétique de B. glabrata, nous avons choisi de caractériser le promoteur d’un géne de I’actine non
musculaire de B. glabrata. Dans un premier temps, I’ ADNc a été cloné afin de posséder une sonde
correspondant précisément & une forme d’actine non musculaire pour cribler la banque génomique
de mollusque.

A. Clonage de I’ADNc d’actine :

Deux amorces oligonucléotidiques situés dans la région codante (ACT1 et ACT2) ont été
dérivées de deux séquences d’actine provenant de deux autres mollusques et présentant de fortes
homologies entre elles : Aplysia californica (Desgroseillers et al., 1990) et Haliotis lamellosa (M.
Gomez-Chiarri, communication personnelle).

La PCR a été réalisée sur I’ ADN de la banque d’ADNc de B. glabrata (\ZAPII). Une bande
unique de 565 pb correspondant 2 la taille attendue a été visualisée et sous-clonée en vecteur pTag.
La séquence nucléique de cet insert présente un cadre ouvert de lecture sur toute sa longueur codant
pour un polypeptide de 176 acides aminés (Figure 1) dont la séquence est fortement homologue a
celles des actines d’A. californica et de H. lamellosa.

L’alignement des séquences présentées indique que le fragment amplifié par PCR est
respectivement identique a 97 et 84 % au niveau protéique aux actines de 1’un et 1’autre des ces
mollusques (pour les séquences partielles considérés). Le fragment amplifié correspond donc bien
a une séquence partielle d’actine (Figure 2).

Le fragment PCR a été radiomarqué et utilisé comme sonde pour rechercher dans la banque
d’ADNCc un clone contenant la séquence complete de I’actine. Compte-tenu de 1’importance de la
représentation du messager d’actine parmi les messagers totaux, 50 000 clones ont été criblés.
Environ 0,4 % des clones se sont révélés positifs. Quelques uns ont été purifiés et aprés excision
in vivo du phagemide, un insert de 1391 pb a été séquencé correspondant a la séquence complete
de I’actine (figure 1, Lardans et al., 1996). La séquence présente un cadre ouvert de lecture codant
pour une protéine de 376 acides aminés et précédée par une séquence 5° non codante de 70 pb. La
région 3’ non traduite qui se termine par une séquence poly A, contient 193 pb parmi lesquelles
deux sites de polyadénylation ont pu étre reconnus.
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CGGAATGTGCAAGGCCGGTTTCGCTGGAGACGATGCTCCCAGGGCCGTTTTCCCATCTAT 60

ACT1 F A G D DA P R AV F P S8 I
TGTTGGCAGACCCAGACATCAGGGTGTGATGGTTGGTATGGGTCAGAAGGACAGCTATGT 120
vV G R P R H Q GV MV GM G Q K D s Y VvV
TGGTGATGAGGCTCAGTCTAAGAGAGGTATCCTCACCTTGAAATACCCCATTGAACATGG 180
G D EA Qs KRG I L TUL K Y P I E H G
CATTGTCACAAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCT 240
I v T N WD D ME K I WHH TV F Y N E L
TAGAGTTGCCCCTGAAGAGCACCCAGTACTTCTCACAGAGGCACCTCTAAACCCTAAAGC 300
R v A P E EH PV L L T EA AP L N P K A
CAACAGAGAAAAGATGACCCAGATCATGTTTGAAACCTTCAACACACCAGCTATGTATGT 360
N R EI KMT @Q I M F ETUVF N T P A M Y V
AGCCATCCAAGCTGTGCTCTCATTGTACGCATCTGGTCGTACCACAGGTATTGTCATGGA 420
AI Q AV L S L Y A §$S GR T TGTI V M D
CTCTGGTGATGGTGTGACCCACACTGTCCCCATCTATGAAGGTTATGCTCTTCCTCATGC 480
S G b GV T H T™H P I Y E G Y A L P H A
TATTATGAGGTTAGATTTGGCTGGTCGTGACCTCACAGATTACTTGATGAAAATTCTCAC 540
I M R L. DD L A GRDULTD YL M K I L T
TGAGAGGGGCTACTCTTTCACCACC

E R ACT2

Figure 1 : Séquence nucléique et séquence protéique déduite du fragment PCR
ACTI-ACT2 : La PCR a été réalisée a partir de 2 ul de la banque AZAPII de B. glabrata et des
deux amorces ACT1 et ACT2 (soulignées). La réaction de PCR est effectuée dans un volume final
de 50 pl de 1a fagon suivante : MgCl, 2 mM, ACT1 (20 pmol), ACT2 (20 pmol), dNTPs 0,4 mM,
Taq polymérase S5U (Promega), tampon 1X (Promega), qsp H,O. L’amplification a lieu dans un
appareil a PCR (Perkin Elmer Cetus : DNA Thermal Cycler) pour 35 cycles des 3 réactions :
dénaturation 1 min a 94°C, I’hybridation des amorces 45 s a 45°C, €longation 45 s a 72°C. Le
fragment de 565 pb obtenu a été sous-cloné dans le vecteur pTag et séquencé entierement.
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FAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYP

IEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMT
__________________________ P o e

QIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYA

LPHATMRLDLAGRDLTDYLMKILTER Act-Bg
————— L-----=~~-----8------ Act A.californica

————— TS-----CG-----IR----- Act H.lamellosa

Figure 2: Alignement des séquences protéiques du produit PCR ACT1-ACT2 avec
les séquences d’actine d’ Aplysia californica et d’Haliotis lamellosa.

Les tirets représentent les acides aminés identiques, la séquence de 'actine d’H. lamellosa est
partielle.

Une étude comparative par la « clustal method » sur DNASTAR a permis de confirmer que
I'actine de B. glabrata ressemble a de nombreuses séquences protéiques d’actines caractérisées
chez d’autres espéces animales ou végétales. Les homologies les plus importantes sont trouvées
avec l’actine d’échinoderme (oursin) et de mollusque (A. californica). Le pourcentage d’identité
diminue sensiblement lorsque 1’on consideére des espéces animales plus évoluées : insectes
(Mounier et al., 1987) et vertébrés (Mohun et al., 1988 pour le crapaud ; Hanauer et al., 1983 pour
I’o-actine humaine) ou des invertébrés inférieurs : plathelminthes, E. granulosus (Da Silva et al.,
1993) et les végétaux. Le score le plus bas est obtenu avec I’actine du protozoaire P. falciparum
(Wesseling et al., 1988).

ACTS-HU («-actine squelettique humaine) 92,1 %
ACT1-XE (Xenopus laevis, crapaud) 92,1 %
ACT1-BO (Bombyx mori, papillon) 93,9 %
ACT1-STREN (Strongylocentrotus franciscanus, oursin) 95,7 %
Bg-ACT (Biomphalaria glabrata) 100 %

ACAC-Pro (Aplysia californica) 94.9 %
ACT1-EC (Echinococcus granulosus) 89,5 %
ACT1-PEA (petit-pois) 88,2 %
ACT1-P1 (Plasmodium falciparum) 81,4 %
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B. Nature non musculaire de actine :

Les isoformes o (musculaire) et 8 (non musculaire) d’actines de vertébrés peuvent étre
distinguer les unes des autres par I’analyse des acides aminés en des positions bien définies dans la
séquence primaire de la protéine. Les auteurs ont en particulier décrit trois boites, la premiere (I)

est variable, la deuxiéme et la troisiéme déterminent ’isoforme d’actine.

1 10 17
MCIDEDE TTA|L VICIDN G S G{L V|K actine o
MDDDTIAALV]VIDNG S G|MC|L actine B
M|CDE DV ARA|L VI[VIDN G S G|M C|K actine Bg
I II III

Dans la boite II, une valine est trouvée en position 10 chez B. glabrata comme dans les
séquences d’actines non-musculaires ; dans la boite III, de la méme manie¢re la méthionine et la
cystéine correspondent a des acides aminés d’une isoforme non musculaire d’actine.

Vingt positions définies d’acides aminés permettent de différencier une isoforme d’une autre
(Vanderkerckhove et Weber, 1978). La séquence d’actine de B. glabrata posséde 17 positions sur
les 20 qui correspondent a des acides aminés de I’isoforme B (positions 10, 16, 17, 76, 106, 129,
153, 162, 201, 225, 259, 266, 286, 296, 298, 357, 364) et 2 acides aminés sont du type o (176,
278) et I’acide aminé en position 271 est une valine qui n’a jamais (2 notre connaissance) ét€
répertoriée en cette position.

Ces analyses suggerent fortement que I’ADNc d’actine que nous avons cloné correspond
bien a la séquence d’une isoforme d’actine non musculaire.

II était en effet important de connaitre I’isoforme de ’actine isolée puisque son ADNc devait
servir de sonde pour cribler une banque génomique de B. glabrata et isoler ainsi un promoteur
homologue utilisable pour la transfection, dans un premier temps des cellules Bge. Ces cellules
étant de type embryonnaire et ressemblant fortement a des hémocytes, il semblait donc peu
probable qu’elles expriment I’isoforme musculaire de I’actine et donc a fortiori qu’un promoteur
d’actine musculaire puisse étre fonctionnel dans ces cellules.
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C. Recherche de la région promotrice

Des oligonucléotides ont été dérivés de la séquence de ’actine de B. glabrata :
ACTS AGCGACGTTTTCTTGGTGCC position 5-24
ACT6 TGGGTTTAGAGGTGCCTCTG position 390-409

Ces oligonucléotides amplifient par PCR et a une température de 60°C d’hybridation des
amorces, une bande de 405 pb a partir d’ADNc. La méme PCR réalisée sur I’ADN génomique de
B. glabrata a donné I’amplification d’une bande unique de taille supérieure (environ 1100-1200 pb)
suggérant la présence d’un intron dans cette séquence. Ce fragment PCR a été partiellement

séquencé afin d’identifier la présence des sites donneurs et accepteurs d’épissage :

site donneur d’épissage :

A
consensus SSCAG/GTGAGTZ
actine Bg SCATCAG/GTAAATAAGY®
site accepteur d’épissage :
C T
consensus I’TNCAG/GS
actine Bg FFCTTTTCAG/GGTGTYS

Cet intron est positionné entre les codons correspondant aux acides aminés 42 (Q) et 43 (G).
Chez les vertébrés (poissons, amphibiens, oiseaux et mammiféres), les geénes d’actine non
musculaire possedent le méme profil d’introns (nombre et position). Il y a 4 introns dans la région
codante (entre les codons 41/42, 121/122, 327/328 et dans le codon 267) et un intron dans la
région 5’ non codante (Bergsma et al., 1985 ; Cross et al., 1988 ; Erba et al., 1988). La séquence
5’ non traduite de I'actine de B. glabrata ne possede pas d’intron dans les 65 demicres pb,
cependant il est impossible de conclure en I’absence d’intron dans cette région si la séquence 5’
non codante de I’ ADNc d’actine n ‘est pas compléte.

Une bande de 1200 pb mais de trés faible intensité a pu étre amplifiée a partir d’ADN extrait
de 10 ul de la banque génomique EMBL3 de B. glabrata, suggérant que le clone correspondant est
présent dans la banque.

La banque a donc été criblée avec ce fragment, et deux clones ont été purifiés et I’ADN
phagique produit. L’analyse d’un des deux clones (1), montre que la digestion par Sal I libére un
fragment de 1,3 kb et un fragment de grande taille (environ 15 kb). Le clone (2) donne aprés
digestion par Sal I deux fragments : I’'un de grande taille et un second de 2 kb environ. Pour le
clone (1), seul le fragment de 1,3 kb s’hybride avec des sondes correspondant soit a la séquence
codante de I’ADNCc total de I’actine de B. glabrata, soit a la moiti€é N terminale de cet ADNc.
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L’hybridation avec une sonde d’actine non musculaire de B. mori (séquences codante + 3’ non
codante) a montré que le clone (1) n’est pas reconnu alors que le clone (2) s’hybride. Ceci peut
s’expliquer de la maniére suivante : les deux clones sont différents, le clone (1) posseéde un insert
contenant une petite partie N terminale codante pour I’actine (fragment de 1,3 kb) insuffisante pour
s’hybrider avec une sonde d’ADNc hétérologue dérivée de B. mori. Le fragment de grande taille
du clone (1) qui ne s’hybride avec aucune des sondes contiendrait la séquence en amont de la
région 5’ non codante. En ce qui concemne le clone (2), il s’agirait d’un clone contenant une plus
grande partie de la séquence codante puisque les différentes sondes s’hybrident a la fois sur le
fragment Sal I de 2 kb et sur le fragment de grande taille (Figure 3 et Figure 4).

Le clone (1) a été retenu pour le sous-clonage et le séquencage de I’insert de 1,3 kb qui sont
actuellement en cours au laboratoire.

2all Sall Rall
: i
13 - 15 kb L 1.3kb
¥
Sall Sall Sall
, '_ /
2 ) 0T 7/ 15k
Y- ,f.{

Schémas représentant la carte de restriction par Sal I des deux clones génomiques

(1) et (2). Les deux schémas ne sont pas représentés a I’échelle.
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Figure 3 : Southern blot : L’ ADN phagique du clone (1) a été digéré par Sal I (piste 1) ou
BamH I (piste 2) et hybridé avec la sonde radiomarquée du fragment PCR de 1200 pb
correspondant a I’amplification de ’ ADN génomique par les amorces ACT5 et ACT6. La piste
correspondant au marqueur moléculaire (M) ne s’hybride pas avec la sonde. BamH I ne coupe pas
dans le fragment génomique.
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Figure 4 : Southern blot Les deux clones (1) et (2) ont été digérés par Sal I. Il y a libération
d’un fragment d’environ 1,3 kb pour le clone (1) et de 2 kb pour le clone (2). Les hybridations
sont réalisées dans le gel. Le gel est séché sous vide 1 h a température ambiante et 1 h a 60°C.
Aprés 20 min de dénaturation en 0,5 M NaOH ; 0,15 M NacCl suivies de 20 min de neutralisation
en 0,5 M Tris ; 0,15 M Na(l, le gel est équilibré en 6 X SSC. L’hybridation est réalisée de fagon
classique, les lavages sont effectués a 65°C successivement deux fois en 2X SSC ; 0,1 % SDS,
puisen 1 X SSC; 0,1 % SDS et enfin en 0,1 X SSC ; 0,1 % SDS. Le gel de gauche a été hybridé
avec la sonde ADNc de I’actine de B. glabrata contenant le 5° non codant et toute la séquence
codante. Le gel central a été hybridé avec la sonde d’actine de B. glabrata ne comportant que le 5’
non codant et la moitié N terminale de la séquence codante. Le gel de droite a été hybridé avec une
sonde de I’actine 3 non musculaire de Bombyx mori (Mangé, 1996) contenant la séquence codante
et le 3’ non codant.
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D. Expression de D’actine non musculaire dans différents tissus :

Les geénes d’actine non musculaire sont considérés comme des geénes de référence a
expression constante dans la cellule. Ils ont d’ailleurs pris le nom de « house keeping genes »
puisque leur expresssion a €té€ décrite comme étant constitutive.

L’étude de la modulation de 1’expression de certains génes par les cellules de la lignée Bge
dans des modeles de coculture ou de stimulation par des produits d’excrétion-sécrétion du parasite
ou par différents tissus du mollusque dans le cadre d’une infection parasitaire nécessite de disposer
d’un tel géne de référence, celui-ci serait utile également pour toutes les expériences qui concerne
I’induction de protéines spécifiques sous 1’effet de stress comme par exemple !’infection par §.

mansoni.

Un Northern blot a été réalisé a partir d’ARN total de cellules Bge ou de B. glabrata. Des
mollusques de petite taille (diamétre) et de grande taille ont subi différents traitements :

- aucun traitement

- le pied a été pincé fortement

- le pied a regu une piqure septique de bactéries

24 h apres, les mollusques ont été sacrifiés. Le pied et la masse viscérale ont été séparés, et
les ARN totaux préparés.

Une méme quantité d’ARN total de chaque échantillon a été analysée en Northern blot avec
une sonde correspondant a la séquence 5’ non codante plus la séquence codante de I’actine non
musculaire de B. glabrata.

L’autoradiographie (Figure 5) révele I’hybridation d’une bande majeure a 1,3 kb et d’une
bande mineure a 2,9 kb environ dans certaines pistes. La bande de 2,9 kb absente de la piste 1
(cellules Bge) est visualisable dans certaines préparations d’ARN de mollusques et pourrait
correspondre a une autre isoforme d’actine par exemple la forme musculaire. Bien que la méme
quantité d’ARN total ait ét€ déposée dans tous les puits, I’intensité du signal autoradiographique de
la bande & 1,3 kb n’est pas égale dans toutes les pistes.

Ces résultats suggérent comme il 1’a ét€ rapporté pour les autres genes d’actine non
musculaires, que la demande en actine cytosquelettique varie d’un tissu a un autre et soit I’objet
d’une régulation génique complexe (Mangé, 1996). L’utilisation de ce géne comme géne de
référence dans les expériences de Northern blot ne semble donc pas favorable.
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Figure 5 : Northern blot

Les ARN totaux ont été extraits de :

- pied (P) de 10 mollusques de taille inférieure a 1 cm de diametre

- d’hépatopancréas (HP) de 5 mollusques de taille supérieure & 1 cm de diametre

5 ug d’ARN total de chaque échantillon ont €été déposés dans chaque puits : cellules Bge (1),
mollusques de taille < &2 1 cm : HP (2), P (3) ; mollusques de taille >a 1 cm : HP (4), P (5) ;
mollusques ayant recu une piqure septique : HP (6), P (7) ; mollusques dont le pied a ét€ pincé :
HP (8), P (9).

La sonde correspond a la moitié N terminale de I’ADNc de I’actine de B. glabrata..
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The complete nucleotide sequence of Biomphalaria
glabrata actin has been cloned by PCR amplification
and screening of a ¢cDNA library of Biomphalaria
glabrata. The comparison of the deduced amino acid
sequence with other actins suggests that a cytoskeletal
form of the protein has been cloned.

Keywords: Actin, Biomphalaria glabrata, nucleotide sequence,
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Actin is the most abundant protein synthesized
in eukaryotic cells and belongs to the highest
evolutionary conserved proteins. This contractile
protein is predominantly found in the cytoplasm
of all the cells, where it constitutes microfila-
ments implied in a variety of functions (Korn,
1978) including control of motility and cell shape
(Mitchison and Cramer, 1996). Muscle-type
actins are tissue-specific and are functionally
involved in muscle contraction. In most organ-
isms, closely related isoforms of the protein are
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2 V.LARDANS et al.

encoded by a multigene family, whose members
are specifically expressed in given tissues and/or
developmental stages (Sanchez et al., 1983). The
number of actin genes is variable in different
species and the presence of pseudogenes has
been reported (Nellen and Gallwitz, 1982).
Comparative analyses of actin gene structure and
organization have been therefore of particular
interest for molecular evolution (Mounier et 4l.,
1992) and functional studies (Vandekerckhove
and Weber, 1984). Moreover, the identification of
sequences responsible for the control of actin
gene expression (Mohun et al., 1986) has allowed
the obtention of several actin promoters that
have been successfully used in different models
to constitutively drive the expression of various
transgenes (Coulon-Bublex, et ai., 1993). In this
paper, we present the cloning of the cDNA of a
cytoskeletal isoform of actin from Biomphalaria
glabrata that represents for us an important step
towards the obtention of a constitutive promoter
necessary to the transformation of this organism.

B.glabrata is a fresh water gastropod responsi-
ble for the transmission of the human parasite
Schistosoma mansoni in endemic areas. This
trematode causes schistosomiasis, one of the
most important parasitic disease, and its eradica-
tion is actually considered in terms of chemother-
apy and/or vaccine as well as in terms of control
of vector populations. In this context, the use of
transgenesis for the production of resistant snails
has been proposed and efforts are currently
made to develop genetic transformation of mol-
lusc cells. We have recently demonstrated that a
cell line of B.glabrata embryos (Bge) (Hansen,
1976a) could be transfected efficiently by con-
structs containing heterologous promoters (CMV
and Drosophila Hsp70) (Lardans et al., 1996).
Now, we are investigating the possibility to use
homologous promoters that are supposed to be
more efficient for transgene expression.

A cDNA encoding actin was isolated from a
B.glabrata cDNA AZAPII library. Two oligonu-
cleotides deduced from the alignment of actin
cDNA sequences from two molluscs, Aplysia cali-
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BIOMPHALARIA GLABRATA ACTIN ¢<DNA

fornica (Desgroseillers et al., 1990) and Haliotis
rufescens (Gomez-Chiarri, personal communica-
tion) were used for amplification of the total
DNA extracted from the B.glabrata cODNA library.
Reactions were carried out with 35 cycles com-
posed of denaturation at 94°C for 1 min, anneal-
ing at 45°C for 45 s and polymerization for 45 s at
72°C. A unique fragment with the expected size
was recovered and subcloned in the pTag vector
for sequencing. Results confirmed a high degree
of homology with the mollusc actin sequences.
Northern blot experiments indicated that the
PCR fragment hybridized on two mRNA species
of 1.4 and 3kb respectively (results not shown).
When this fragment was used for the screening of
the cDNA library, an important number of posi-
tive clones (0.4%) was observed, confirming the
abundant expression of the protein. One of these
clones (Bg Act) contained a 1.4 kb insert that was
supposed to represent a full-length sequence.
Sequencing was performed on both DNA
strands. The nucleotide and deduced amino-acid
sequences of Bg Act are presented in figure 1. The
sequence contains 1391 bp and codes for a pro-
tein of 376 amino-acids with a calculated molecu-
lar weight of 42 kDa and an isocelectric point of
5.3, ie with characteristics similar to those of
other actin molecules. The amino-acid sequence
is highly homologous to that of various actins
from animal and plant species. The highest score
of identity (95%) was observed with mollusc (A.
californica) and sea urchin actins. This percentage
remained important (more than 80%) when dif-
ferent higher (insect, vertebrate) or lower
(helminth, protozoan) evolutionary species were
considered.

The Bg Act sequence contains all of the con-
served residues thought to be involved in the
binding of the various known actin ligands
(myosin, tropomyosin, caldesmon, a-actinin,
profilin, DNAse I) (Sheterline and Sparrow, 1994;
Oliveira and Kemp, 1995).

In order to define the nature of the isoform, we
performed a more precise analysis of the primary
sequence of BgAct. Muscle-type (o) and
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CAGAAGCGACGTTTTCTTGGTGCCTTTTCTTCTCTAATTGCTGTGTTAACTTAAACTCCAATTAATAATC 70
ATGTGTGACGAGGACGTAGCCGCTCTTGTAGTAGACAATGGATCTGGTATGTGCAAGGCAGGTTTCGCTG 140

M ¢C D E DV A AL V V D NG S G M C K A G F A 23"
GAGACGATGCTCCCAGGGCCGTTTTCCCATCTATTGTTGGCAGACCCAGACATCAGGGTGTCGATGGTTGG 2190
G b D A P R AV F P S I VG R PR H QG V M V G 47"
TATGGGTCAGAAGGACAGCTATGTTGGTGATGAGGCTCAGTCTAAGAGAGGTATCCTCACCTTGAAATAC 280
M G Q K D S Y V G D E AQ S KR G I L T UL K Y 70*
CCCATTGAACATGGCATTGTCACAAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACTTTCTACAATG 350
P I E H G I VvV T N W D DM E K I W HH T F Y N 93~
AGCTTAGAGTTGCCCCTGAAGAGCACCCAGTACTTCTCACAGAGGCACCTCTAAACCCTAAAGCCAACAG 420g
E L R V A P E E #H P V L L T E A P L N P K A N R 117
AGAAAAGATGACCCAGATCATGTTTGAAACCTTCAACACACCAGCTATGTATGTAGCCATCCAAGCTGTG 490
E X M T Q I M F E T F N T P A M Y VvV A I Q A V 140"
CTCTCATTGTACGCATCTGGTCGTACCACAGGTATTGTCATGGACTCTGGTGATGGTGTGACCCACACTG 560
L s L. Y A §$ GR T TG I V M D S G D G V T H T 163~
TCCCCATCTATGAAGGTTATGCTCTTCCTCATGCTATTATGAGGTTAGATTTGGCTGGTCGTGACCTCAC 630
v P I Y E G Y A L P H A I M R L DL A G R D L T 187~
AGATTACTTGATGAAAATTCTCACTGAGAGGGGCTACAGCTTCACCACAACAGCTGAGCGTGAAATTGTC 700
D Y L M K I L T E R G Y S F TTTAEIRE I V 210*
CGTGACATCAAGGAAAAGCTCTGCTATGTGGCTCTAGATTTTGAACAGGAAATGCAAACAGCTTCCACCT 770
R D I K E K L ¢ Y Vv A L D F E Q E M Q T A s T 233"
CTTCATCTCTTGAGAAGAGTTATGAGCTTCCTGACGGTCAAGTCATCACCATTGGCAATGAGCGATTCAG 840
s § S L E K s ¥ E L P DG Q V I T I G NER F R 257*
ATGTCCAGAAGCTACGTTCCAGCCATCTTTCCTTGGTATGGAAGTCGTCGGTATCCATGAAACAACCTAC 910
c P E A T VF Q P § F L G M BE V V G I HET T Y 280*
AACTCCATCATGAAATGTGATGTTGACATTCGTAAAGACTTGTATGCTAACACTGTATTGTCTGGTGGTT 980
N § I M K ¢ D v D I R K DL Y A N T V L 8§ G G 303*
CCACCATGTTCCCAGGCATTGCAGACAGAATGCAGAAAGAAATCACAGCCTTGGCCCCACCAACAATGAA 1050
s T M F P G I A D R M Q K E I T A L A P P T M K 327+
GATCAAGATCATTGCTCCACCAGAGAGGAAATACTCCGTCTGGATTGGAGGATCTATTTTAGCATCTCTC 1120
I K I I A P P ER K Y S V W I GG S I L A S L 350"
TCCACCTTCCAACAGATGTGGATCTCCAAACAAGAGTATGACGAATCTGGTCCATCCATTGTTCATAGGA 1190
S T F Q Q M W I 8§ K Q E Y D E 8 G P § I V H R 373+
AGTGTTTCTAAACTGTTAACT TGTTACTTAGTATATATATATAAATATATATATAATTATGCTCAAAATA 1260
K ¢ F * 376*

TGTGCACAATTGCTGCCAGATGACCAAAAAGTTCTGCATGTTTACTGATCAAATTTAATTCTGAATCTGT 1330
TCTATTTTTATGTCATAACCTTTAAAGAATTTTTTATATGAAAATAAAAAGTTTTGATAACAAAAAAAAA 1400

AAAAAAAAA 1410
FIGURE1 No Caption.

cytoskeletal (B) vertebrate actins can be distin-
guished by 20 amino acid replacements in their
primary sequences (Vandekerckhove and Weber,
1978). Data showed that BgAct was more related
to vertebrate non-muscular actin isoforms since
17 out of 20 amino acids were of the B type (posi-
tions 10, 16, 17, 76, 106, 129, 153, 162, 201, 225,
259, 266, 286, 296, 298, 357, 364) and only 2 of the

GALLEY PAGES 366

99



BIOMPHALARIA GLABRATA ACTIN cDNA

a type (176, 278); to our knowledge, the residue
Val at the position 271 has never been reported
before.

In conclusion, our results strongly suggest that
the cDNA cloned corresponds to the sequence of
a cytoskeletal isoform of mollusc actin. Further
access to the promoter of the gene encoding this
ubiquitously expressed protein will represent a
major step for efficient expression of transgenes
in Bge cells. This cell line is supposed to derive
from hemocytes (defence blood cells) (Hansen,
1976b; Yoshino and Laursen, 1995) and very
likely constitutes the more suitable tool for in
vitro studies of snail/ parasite interaction by the
mean of its transformation by resistance genes.
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CHAPITRE III :
CARACTERISATION MOLECULAIRE DU
RECEPTEUR POUR LA PROTEINE KINASE C
ACTIVEE DE BIOMPHALARIA GLABRATA



La compréhension des interactions moléculaires qui se produisent entre Biomphalaria
glabrata et Schistosoma mansoni est limitée. La base cellulaire de la reconnaissance et de la
destruction des parasites réside dans la capacité qu’ont les hémocytes circulants a se lier a la
surface du parasite et en [’activation subséquente de ces hémocytes. L’activation des cellules
hémocytaires se produit vraisemblablement par la transduction du signal par I'intermédiaire des
protéines kinase C (PKCs) a travers la membrane suite a la liaison du parasite par I’hémocyte (van
der Knaap et Loker, 1990).

Dans ce chapitre, le clonage et la caractérisation d’une protéine de B. glabrata trés homologue
aux protéines RACKs (Receptor for Activated Kinase C) sont présentés. Cette protéine est
impliquée dans la transduction du signal membranaire et interagit avec les PCKs pour les maintenir
sous leur conformation tridimensionnelle active.
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I. La signalisation cellulaire :

A. Généralités :

Les mécanismes par lesquels une cellule répond aux stimuli externes (messagers primaires)
impliquent initialement la transduction du signal au travers de la membrane cellulaire. La
transduction du signal intracytoplasmique est assurée par la production de substances bioactives
(les messagers secondaires) et par la capacité de ces messagers secondaires a entrainer des
changements conformationnels des protéines régulatrices.

B. La transduction du signal intracytoplasmique par la voie des PKCs :

Les protéines kinases C (PKCs) sont des enzymes qui transmettent des myriades de signaux
suite a I’hydrolyse des lipides. Elles sont activées par le diacylglycérol ; leur activité enzymatique
est dépendante de phospholipides et pour certains isoenzymes du calcium (Ca™).

Ainsi, la transmission du signal provenant des hormones, des neurotransmetteurs, des
antigenes et des facteurs de croissance passe par un mécanisme commun dans les cellules. Les
signaux qui stimulent les membres de la famille des récepteurs couplés aux protéines G, les
récepteurs a activité tyrosine kinase ou non, peuvent provoquer la production de diacylglycérol
(DAG) qui est normalement trés peu présent dans les membranes cellulaires. Ce phénomene se
produit soit rapidement par 1’activation de phospholipases C (PLC) spécifiques ou plus lentement
par ’activation de la phospholipase D (Mochly-Rosen, 1995). La PLC clive le phosphatidyl
inositol 4,5-bis phosphate (PIP,) en inositol-1,4,5 triphosphate (IP,) et en DAG. L’IP,, une petite
molécule hydrosoluble, quitte la membrane plasmique, diffuse rapidement dans le cytosol et
entraine la libération du Ca*™ des stocks intracellulaires (Nishizuka, 1988). De plus, la production
d’acides gras par 1’activation de la phospholipase A, module I’activité des PKCs.

51 extracelhlaive
f— B signal espace extracelhlaire
PLC

diacyglycerol

- protéine kinase ¢
activée

relargage du Ca++ des phosphorylation des
compartiments intracellulaives protéines celhilairves

Représentation shématique du mécanisme d’activation des PKCs
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Ainsi, plusieurs signaux extracellulaires, passant par des récepteurs différents mais
entrainant un renouvellement du phosphatidylinositol, vont avoir pour action commune finale
I’activation des PKCs grice a la production du messager secondaire, le DAG qui est leur activateur
(Nishizuka, 1984 ; Newton, 1995). Les esters de phorbol qui miment le DAG peuvent se
substituer a ce dernier et activer les PKCs. Cependant, contrairement au DAG, les esters de
phorbol ne sont pas réellement métabolisés et le traitement des cellules avec ces composés aboutit a
une activation prolongée des PKCs. Ces enzymes requiérent d’autres activateurs en plus du DAG
ou des esters de phorbols, il s’agit de la phosphatidylserine et d’acides gras toujours situés a la

face interne de la membrane plasmique (Nishizuka, 1992).

II. Les protéines kinases C (PKCs) :

A. Réles physiologiques des PKCs :

Les PKCs régulent de nombreuses fonctions des cellules eucaryotes telles que par exemple,
la différenciation, la mitogénese, la croissance, le développement neuronal, la transmission
synaptique, la contraction des muscles lisses, la sécrétion endocrine et exocrine et le vieillissement.

Elles jouent également un rdle essentiel dans la tumorisation (revue de Liu, 1996).

B. Fonctions des PKCs :

Les PKCs phosphorylent les résidus serine et threonine au sein d’une séquence primaire
basique. Elles ont également une activité ATPase et une activité phosphatase ; I’enzyme catalyse
I'hydrolyse de I’ ATP, stimulée par le substrat et peut effectuer la réaction inverse en présence d’un
exces d’ADP. Les PKCs renferment trois sites potentiels phosphorylables. La premiere
phosphorylation est effectué par une autre kinase et n’a pas d’effet sur la localisation des PKCs.
Elles sont également capables de s’autophosphoryler in vitro par un mécanisme intramoléculaire, la

seconde autophosphorylation provoque le relargage des PKCs dans le cytosol.

C. Structure des PKCs :

La structure primaire des PKCs peut étre divisée en deux domaines : un domaine régulateur
et un domaine catalytique. Ces deux domaines ont €té respectivement subdivisés en sous domaines
selon les isoenzymes. Les PKCs possédent un domaine catalytique spécifique des serine/thréonine
dans la moitié€ C terminale de la molécule (domaines C3 et C4). Le domaine C3 permet la liaison de
I’ATP, le domaine C4 la liaison du substrat. Dans la partie régulatrice N terminale de la protéine,
une ou plusieurs structures en doigt de zinc sont présentes, précédées par une séquence
pseudosubstrat. Cette séquence pseudosubstrat mime le substrat de la kinase mais contient une
alanine a la place du résidu phosphorylable. Les structures en doigt de zinc (domaine C1) jouent un
role dans la liaison du DAG et des esters de phorbol par les PKCs. La séquence pseudosubstrat
inhibe la fonction kinase de 1’enzyme en interagissant avec le site de liaison du substrat dans le
domaine catalytique (House et Kemp, 1987). Des anticorps dirigés contre le domaine
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pseudosubstrat entrainent une activation de la PKC (Marowske et Rosen, 1989). Le domaine C2
confere la propriété de lier le calcium et la phosphatidylserine (PS), le domaine Vo quant a lui
procure une affinité accrue pour la PS (Stabel, 1994 ; Nishizuka, 1988).

domaine régulateur domaine catalytique

Isoenzymes

PKCe @ W1 c1 v2c2 vicive c4 ¥S
BL p I - - A
5

PKCII 6 B -
g — s ——— - -
N —— X5 o= ==
° m—— Nk —w 3]

PKCa
c ———— E— = =
v L m i =

PEC 1 x—_—ji_:m:m& isnm =

Structure des domaines des PKCs : 11 isoformes de la famille des PKCs ont été décrits et
classées en 4 groupes PKCc, PKCn, PKCa et PKCy. Les régions conservées (C1-C4) et variables
(V0-V3) sont indiquées dans les domaines régulateurs et catalytiques (d’aprés J.-P. Liu, 1996).

D. Les isoenzymes de la PKC :

11 existe actuellement 11 isoenzymes caractérisés de la PKC. Les différentes PKCs ont été
classées en quatre groupes sur la base de criteres structuraux.

Le groupe des PKCs conventionnelies aussi appelées PKCs classiques regroupe les PKCs
a, BI, BH et y. Elles ont été caractérisées par leur capacité a lier les esters de phorbol et par leur
activité kinase stimulée in vitro par le DAG, la PS et le Ca™ (Kikkawa ez al., 1987).

Les PKCs nouvelles (PKCs 3§, ¢, 1, 8) sont caractérisées par 1I’absence de région C2 et une
séquence N terminale plus longue (séquence VO0). Ces enzymes peuvent lier les esters de phorbol
mais leur activité kinase est indépendante in vitro du Ca™ (Ono et al., 1988).

Le groupe des PKCs atypiques (PKCs vA, {) comprend des enzymes avec une seule
structure en doigt de zinc et 1a PKC{ ne peut pas lier les esters de phorbol.

La PKCu tient une position intermédiaire entre les PKCs atypiques et les nouvelles PKCs du

point de vue structural ; d’autre part, elle est membranaire.
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E. La localisation des PKCs :

L’activation des PKCs a pour effet de provoquer leur translocation du cytosol a la fraction
particulaire de la cellule. Le traitement de cellules tumorales par un ester de phorbol produit une
diminution trés importante de 1’activité PKC du cytosol conjointement a une forte augmentation de
cette activité liée a la membrane (Kikkawa er al., 1982 ; Kraft et Anderson, 1983). Suite a ces
observations, Bell proposait en 1986 que la translocation de la PKC révélait son interaction avec
les lipides membranaires (PS) nécessaires a son activation. Des études ultérieures ont indiqué une
localisation de la PKC au niveau de divers compartiments intracellulaires différents de la membrane
plasmique comme certains composants du cytosquelette (Ito et al., 1989 ; Papadopoulos et Hall,
1989), I’appareil de Golgi (Saito et al., 1989), le noyau (revue de Buchner, 1995) ou ’enveloppe
nucléaire (Hasley et al., 1987 ; Fields et al., 1989).

Il apparait donc que la grande variété d’activités physiologiques des PKCs puisse étre
attribuée a leurs différentes isoformes (Toker ef al., 1990) mais également & leur régulation treés
fine. En effet, les PKCs sont régulées par deux mécanismes distincts : d’une part, leur propre
phosporylation et leurs localisations subcellulaires et d’autre part, par les messagers secondaires
qui entrainent 1’association des PKCs aux structures membranaires et la dissociation du site
pseudosubstrat (revue de Newton, 1995).

F. Les protéines liant les PKCs

La technique du systéme a deux hybrides de levure (Staudinger et al., 1995) et la technique
modifi€ée de Western blot qui utilise la PKC et les anticorps anti-PKCs pour identifier les protéines
qui se lient aux PKCs ont permis d’accroitre de fagon considérable la liste des protéines substrats
des PKCs mais également d’identifier un certain nombre de protéines non substrat. Les protéines

interagissant avec les PKCs ont été classées en 2 catégories :

1) les substrats : la revue de Liu de 1995 comptabilise 110 substrats différents phosphorylés
par les PKCs.,
2) les récepteurs pour les PKCs activées.

III. Les récepteurs pour les PKCs activées (RACKs) :

A. Mise en évidence des récepteurs pour les PKCs activées :

En 1986, Gopalachrisna et al. ont montré que le traitement des membranes plasmiques par la
trypsine réduit I’activité PKC liée a la membrane suggérant que des protéines membranaires étaient
essentielles pour que la PKC interagisse avec les lipides membranaires. Des données de plusieurs
autres laboratoires ont démontré de fagon similaire que les PKCs se liaient a des protéines aux sites
de translocation (Wolf et al., 1986 ; Wolf et Baggiolini, 1990 ; Hyatt ef al., 1994). Sur la base de
ces observations indiquant une interaction protéine-PKC ainsi qu’une localisation de la PKC a
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différents sites intracellulaires, Mochly-Rosen et al. (1991a) ont proposé I’existence de récepteurs
pour les PKCs activées. Ces récepteurs furent nommés RACKs (Receptor for Activated protein
Kinase C). Cette équipe a pu identifier ces récepteurs (30 kDa environ) a partir de fractions
cellulaires de coeur de rat nouveau né riches en cytosquelette. La liaison de la RACK a la PKC ne
se produit pas par I’intermédiaire du site actif de I’enzyme puisqu’un peptide substrat n’inhibe pas
la liaison de la PKC aux RACKs. Les protéines RACKSs liaient la PKC en présence de DAG, de
PS et de Ca™. Puisque !’interaction des deux protéines nécessite la présence de PS et Ca'™, il était
raisonnable d’envisager un role de pontage pour ces activateurs (Bazzi et Nelsestuen, 1987) et en
particulier pour PS. Si la RACK est préalablement préincubée avec les activateurs de la PKC, elle
possede une affinité pour les PKCs. Cependant, toutes les protéines liant la PS ne sont pas des
ligands pour les PKCs. En effet, Mochly-Rosen et al. ont montré que différentes annexines (I a
VII) n’avaient pas la méme capacité a lier les PKCs. Les annexines sont des protéines qui ont la
propriété de lier des phospholipides chargés négativement tels que la PS en présence de Ca*™
(Crompton et al., 1988). Seules les annexines I et dans une moindre mesure II et VII interagissent
avec la PKC alors que les annexines II et VII sont capables respectivement de lier 1,3 et 5,3 fois
plus de PS que I’annexine I. De plus, cette derni¢re est capable de se lier a la PKC en absence de
PS. De ces résultats est né un premier modele décrivant I’interaction entre la RACK et la PKC,
modele dans lequel, la PS ne sert pas de pont entre les deux protéines mais plut6t d’activateur en
exposant au niveau de la PKC le site d’interaction avec la RACK (Mochly-Rosen et al., 1991a).

B. Interactions moléculaires PKC-RACK . Importance du domaine C2
des PKCs.

Dans la méme période, Aitken et al. (1990) ont publiés la purification d’un composant
inhibiteur de la PKC (PKCI) qui contient une séquence de 16 acides aminés (127-142) identique a
la portion C terminale de I’annexine I (332-346). De I’alignement de ces deux protéines non
apparentées mais fixant les PKCs, un peptide a été construit, le peptide I qui se lie aux PKCs et les
auteurs ont découvert que ce peptide I fait partie du site de liaison des RACKs aux PKCs car il
inhibe de fagon spécifique I’interaction entre les deux protéines (Mochly-Rosen et al., 1991b).
Afin de prouver la pertinence in vivo de ces observations, les auteurs ont réalisé des injections
dans des oocytes de xénope de peptide inhibiteur (séquence pseudo-substrat) ou de protéines
RACKs exogenes. L’injection du peptide pseudosubstrat ou de RACKs exogeénes dans les oeufs
de xénope retarde les phénomenes de maturation déclenchables par stimulation des PKCs bien que
dans le cas de I'injection de RACKSs exogenes, il n’y ait pas d’inhibition directe de la fonction
PKCs. Ces données sont en faveur de I’hypothese que la translocation des PKCs et leur liaison
aux RACKs de la fraction particulaire sont requises pour qu’elles soient actives (Smith et Mochly-
Rosen, 1992). Etant donné que 3 isoenzymes différentes de PKC (BI, BII, y) se lient in vitro a la
protéine RACK, une séquence conservée de PKC doit étre impliquée dans !’interaction. Parmi les
4 régions conservées (C1 a C4) de ces PKCs, larégion C2 est présente également au niveau de la
protéine p65 (synaptogamine) et de la PLCy. La p65 se lie a la RACK et inhibe la liaison de la
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PKC et vice versa (Mochly-Rosen et al., 1992). Les mémes observations peuvent étre obtenues en
considérant la PLCy (Disatnik et al., 1994). Ces résultats laissent supposer que la région C2 de ces
divers molécules fait partie du site de liaison a la RACK. Des peptides dérivés de régions fines du
domaine C2 des PKCs ( AA 186-198 ; AA 209-216 ; AA 218-226) inhibent la translocation des
PKCs induite par le PMA dans des myocytes cardiaques et des oocytes de xénope. Ces résultats
démontrent que la région C2 contient au moins une partie du site de liaison a la RACK (Ron et al.,
1995).

C. Clonage d’un récepteur pour les PKCs activées et caractérisation des
sites de liaison.

Le récepteur de la PKC de cerveau de rat a été cloné en 1994 par Ron et al. Cette protéine est
identique a 100% a la RACK de poulet et d’humain préalablement identifiées comme homologues
aux sous-unités GB (Guillemot et al., 1989). La protéine recombinante, nommée RACK1, se lie de
facon optimale aux PKCs en présence de Ca™, PS, et DAG et cette liaison est dépendante de leurs
concentrations. L’incubation avec des peptides substrat ou pseudo-substrat n’inhibe pas cette
interaction. La RACK n’est pas un substrat de la PKC mais la phosphorylation de I’histone H1 par
les PKCs est augmentée de 4,5 fois en présence de la RACK1. Le peptide I inhibe a 81% la liaison
des deux protéines. Les auteurs ont suggéré qu’une séquence du peptide I puisse présenter des
homologies avec la séquence primaire de la protéine RACK1. Deux peptides ont été retenus : le
peptide RACKIIIT (AA 107-113) et le peptide RACKrVI (AA 234-241). Ces deux peptides sont
capables d’inhiber in vitro la liaison de la RACK avec les PKCs. L’effet des peptides RACKrVI a
été €tudié in vivo dans le modele des oocytes de xénope. Le peptide rVI se lie aux PKCs de fagcon
similaire en absence comme en présence des activateurs classiques alors que la liaison du peptide I
aux PKCs est augmentée en présence des activateurs. In vivo, leurs rdles sont opposés puisque le
peptide I inhibe la maturation des oocytes déclenchable par stimulation de la voie des PKCs alors
que le peptide rVI I'active. Des expériences complémentaires ont mis en évidence que le peptide
rVI provoquait 1’autophosphorylation de la PKCB, sa translocation, la phosphorylation par la
PKCB de I’histone H1 en absence des activateurs et une augmentation de la sensibilité de
Iextrémité N terminale de la PKCB a ’endopeptidase Arg-C (généralement considérée comme
marqueur pour une activation de la PKCB in vitro ). Ce peptide contenu dans la RACK se
comporte comme un agoniste de I’activation des PKCs (Ron et Mochly-Rosen, 1994).

L’ alignement des protéiques de RACK1 et des différentes PKCs a permis de localiser dans
les PKCs un motif commun qui pourrait constituer un site pseudo-RACK, c’est-a-dire une
séquence de la PKC homologue 2 la séquence de la RACK impliquée dans I’interaction entre les
deux protéines. Le peptide 241-246 (SVEIWD) du domaine C2, homologue au peptide 256-261
(SIKIWD) de la RACKI1 est également un agoniste des PKCs ; ceci évoque 2 nouveau I'idée
qu’une partie du domaine C2 soit responsable de I’interaction avec la RACK (Ron et al., 1995).
Les PKCs contiennent donc deux sites internes distincts situés dans la région régulatrice qui
miment ’un le substrat, I’autre la séquence de la RACK responsable de I’interaction avec la PKC.
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Dans une conformation inactive de ’enzyme, le site pseudo-substrat du domaine régulateur se lie
au site actif de I’enzyme et le site pseudo-RACK se replie sur le site de liaison de la RACK. Basés

sur leurs résultats, les auteurs ont élaboré un modeéle schématisant les formes inactive et active des
PKCs (Ron et Mochly-Rosen, 1995).

site site
pseudo-RACK pseudo-substrat

PEC inactive (_%/A—)\_{,J
al e ]

site de lason  site de hason
de la RACK dn substrat

PEC active RACK

Modéle shématisant les formes inactive et active des PKCs (d’aprés Ron et Mochly-
Rosen, 1995).

IV. La RACK de Biomphalaria glabrata

A. Clonage de la Bg RACK

Une PCR réalisée a partir d’amorces dégénérées du TNFo sur une banque Agtll de Bg a
permis d’isoler un fragment de 320 pb possédant une séquence codante pour un peptide de 70
acides aminés. La comparaison avec la banque de données révele une forte homologie de séquence
avec les protéines C12.3 de poulet, H12.3 d’humain (Guillemot ez al., 1989) et avec la protéine
Cblp de Chlamydomonas (Schloss, 1990). Ces protéines étaient apparentées aux sous-unités G
des protéines G.

Un Northern blot réalisé avec la sonde de 320 pb a permis de visualiser une bande de 1,3 kb
(Figure 1). Le messager de la Cblp posséde la méme taille en Northern blot (Schloss, 1990). Une
banque AZAPII a été construite & partir d’ ARNm de Bg purifié sur colonne oligodT (Pharmacia).
Le criblage de la banque avec le fragment de 320 pb a permis d’isoler un clone contenant ' ADN
complémentaire total. Aprés excision in vivo du phagemide, I’insert de 1218 bp a été totalement
séquencé (Figure 2). Le cadre de lecture ouvert de 948 pb code pour un polypeptide de 316 résidus
et d’un poids moléculaire calculé de 34 kDa. L’analyse de la séquence a permis de déceler une
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homologie trés importante (82,5%) avec la séquence de la protéine RACKI de rat publiée en 1994
(Ron et al.). L’homologie de séquence avec les protéines RACKs des autres especes est tres
importante comme il est possible de le constater sur ’alignement des différentes séquences
présenté en figure 3. Le pourcentage d’homologie le plus fort est obtenu avec la RACK de
mammiferes et d’oiseaux, puis viennent par ordre décroissant : I’hydre (80%), les champignons
(71%), I’algue (70%), le riz, le navet et le tabac (64, 63, 64% respectivement), la levure (50%) et
les protozoaires (47%) (Figure 1, Lardans ef al., soumis). Avant de passer a la production de la
protéine recombinante dans un vecteur d’expression, la transcription et la traduction in vitro de la
protéine ont été réalisées en présence de 35S-méthionine afin de contrdler avant sous clonage la
possibilité d’obtenir une protéine traduite a partir de I’insert du clone de la Bg RACK. La protéine
synthétisée et visualisée par autoradiographie posséde un poids moléculaire voisin de 34 kDa
(Figure 4). La protéine recombinante a été produite en vecteur d’expression pQE30 et purifiée sur
résine de nickel (Figure 5).

B. Caractérisation de Bg RACK

Les sérums des rats immunisés avec la Bg RACK recombinante ont été testés en Western
blot en méme temps qu’un sérum de souris immunisée avec le fragment C terminal de 24 kDa de la
RACK de Leishmania major (anti-P24) qui nous a été aimablement fourni par le Dr Glaichenhaus
(Figure 6). La protéine Bg RACK recombinante est reconnue par le sérum des rats immunisés avec
la Bg RACK et également par le sérum de souris anti-P24. La protéine Bg RACK a été
immunolocalisée dans des hémocytes de mollusques (Figure 7) ainsi qu’au niveau des cellules de
la lignée Bge (Figure 4, Lardans et al., soumis). La protéine Bg RACK est retrouvée de fagon
diffuse dans le cytoplasme, le marquage périnucléaire est bien visible ainsi qu’au niveau de la
membrane plasmique. Ces résultats vont dans le sens de précédentes observations localisant les
PKCs au niveau des structures membranaires, nucléaires ou cytosquelettiques aprés activation
(Gomez et al., 1995) ot elles interagissent avec des protéines qui peuvent €tre des protéines
RACKSs. La fonctionnalité de la protéine recombinante a été testée de la fagon suivante : la protéine
Bg RACK recombinante a été immobilisée sur nitrocellulose et mise en présence de PKCs extraites
de cerveau de rat et des activateurs des PKCs. La présence de PKCs fixées a la protéine
recombinante est détectée par des anticorps anti-PKCs ; les PKCs se fixent a la fois sur la Bg
RACK recombinante (piste 2) et sur la RACK provenant de fraction membranaire de cerveau de rat
(piste 1). En absence d’activateurs, Bg RACK ne fixe pas les PKCs de cerveau de rat (piste 3). La
piste contrble (piste 4) correspond a une incubation sans PKCs de cerveau de rat (Figure 3,
Lardans et al., soumis). L’interaction de la RACK de B. glabrata avec des PKCs hétérologues
montre la conservation chez ce mollusque des molécules impliquées dans la transduction du signal

via les PKCs (voir discussion, Lardans et al., soumis).
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C. Discussion

La Bg RACK comme les autres RACKSs appartient a la famille des protéines a répétition WD
(Trp-Asp) (Figure 2, Lardans et al., soumis), ce motif est trouvé également au niveau de
nombreuses protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire (van der Voorn et Ploegh,
1992 ; Neer et al., 1994). La comparaison entre les différentes séquences de RACKSs montre que
pour une protéine donnée, les différentes répétitions WD-40 sont moins similaires les unes aux
autres que ne le sont les répétitions en positions équivalentes dans les différentes protéines de la
famille des protéines RACKs. Il apparait que les protéines ayant un motif WD présentent une
structure tridimensionnelle en hélice de bateau, trés différente d’une protéine transmembranaire.
Dans le cas de la GB, c’est I'extrémité Nterminale (Nt) qui permet par son interaction avec la Gy
'ancrage a la membrane (Bockaert, 1996).

Morphologie artistique de I’hétérodimere ofy (d’aprés Bockaert, 1996)

Pour Bg RACK, nous avons procédé a une recherche de motif dans la banque PROSITE au
niveau des séquences primaires Nt et Cterminale (Ct) de Bg RACK de maniére a identifier un
possible motif d’ancrage 2 la membrane. La partie Ct de Bg RACK est trés homologue a la GB
contrairement a la partie Nt de la protéine présentant une homologie avec la séquence signature de
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I’involucrine (voir ci-dessous). L’index de similarité entre les 11 acides aminés de la signature de
I'involucrine et la portion Nt de la RACK est de 54,5%.

involucrine 'MSQOOXTLPVTL
Bg RACK 'MTEQMTLRGTL

L’involucrine est une protéine présente dans les kératinocytes et qui posséde plusieurs
répétitions de la signature involucrine. Cette protéine est liée par action d’une transglutaminase qui
forme une liaison covalente au niveau de protéines de la membrane cellulaire qui ne peuvent plus
étre extraites de cette membrane (Simon et Green, 1984 ; Green et Djian, 1992). Dans les
kératinocytes, les transglutaminases ont pour rdle de fabriquer une enveloppe qui devient résistante
aux détergents (Folk, 1980).

La présence d’une glutamine dans la signature de 1’involucrine de Bg RACK, nous suggere
que la séquence Nt de la RACK pourrait étre impliquée dans I’ancrage de RACK a la membrane.
L’analyse des séquences Nt des différentes RACKs a montré que seules les RACKs de
mammiféres, d’oiseaux, d’hydre et de mollusque ont cette signature avec la présence d’une
glutamine dans cette séquence consensus. Les séquences de RACK des Leishmania sont
totalement délétées de cette séquence Nt et le motif n’est pas retrouvé dans la séquence primaire des
RACKS des autres especes analysées. Par des techniques de Western blot, il serait envisageable de
rechercher des protéines pouvant jouer le role d’ancrage de Bg RACK a la membrane. Cependant,
il convient de considérer ces hypotheéses avec précaution en prenant principalement en

considération qu’il n’existe pas a ce jour de structure tridimensionnelle déterminée par
cristallographie des protéines présentant un motif WD-40.

Le role fonctionnel de Bg RACK dans I’activation des hémocytes via la translocation des
PKC:s pourrait étre envisagée chez les cellules Bge.

En effet, en lipofectant la protéine Bg RACK recombinante ou des peptides dérivés de Bg
RACK et impliqués dans la translocation des PKCs, on peut imaginer de bloquer I’activation des
cellules Bge mises en contact avec le parasite dans le modele de coculture précédemment décrit.
Des expériences analogues ont été réalisées avec succes chez les oocytes de xénope ou les auteurs
ont montré que l’introduction de RACK retarde la maturation des oocytes déclenchées par
I’insuline (Smith et Mochly-Rosen, 1992). Les PKCs semblent étre impliquées dans de nombreux
phénomenes lors de I’interaction entre le parasite et la cellule sanguine de mollusque comme par
exemple 1’adhérence mais également la production par I’hémocyte de radicaux superoxides nocifs
pour le parasite (Dikkeboom et al., 1987 ; Shozawa et al., 1989). Nous disposons actuellement
d’un systéme de stimulation in vitro des cellules Bge par I’insuline (E. Aroca, communication

personnelle), cependant I’implication de la voie des PKCs dans ce systéme doit étre vérifiée.
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En ce qui concerne les génes des protéines RACKSs, peu d’informations sont disponibles.
Seul le géne de la protéine de Chlamydomonas (Cblp) a été séquencé. La région 5° non traduite
contient deux éléments de réponse a la lumiere (Schloss, 1990). Le caractere inductible des autres
protéines RACKSs et en particulier de Bg RACK reste a étudier.
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Figure 1 : Northern blot

Le Northern blot a été réalisé a partir de 5 mg d’ARNm de Biomphalaria glabrata en utilisant
comme sonde un fragment de 320 pb présentant une séquence codante pour une protéine tres
homologue aux protéines Gp. Cette séquence a été obtenue de maniére fortuite au cours d’une
recherche par PCR de la molécule apparentée au TNF et mise en évidence dans 1’hémolymphe du
mollusque (Oukem-Boyer et al., 1995). La sonde est marquée par I’o’’P-dCTP par la technique
de random priming (Megaprime, Pharmacia). La radioactivit¢ non incorporée est €liminée sur
colonne de Sepharose G50. Apres 4 h de préhybridation & 65°C (0,1% SDS, 5x Denhardt’s, 6x
SSC, 500 pg/ml d’ADN de sperme de hareng bouilli 10 min), la sonde dénaturée est ajoutée a
raison de 10° cpm/ml et I’incubation se poursuit toute la nuit 2 65°C. Les lavages sont effectués de
la fagon suivante : 2 x 30 min 0,1% SDS, 2 x SSC; 2 x 20 min 0,1% SDS, 1 x SSC ; 1 x 5 min
0,1% SDS, 0,2 x SSC. Apres autoradiographie, une bande de 1,3 kb a pu étre visualisée.
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CTTTAGTGTGTGATATAAATCGTAGTGGATCGTTGTCGAACGTTAGCATCAAAACTACAAAATGACGGAGC 70
M T E
AGATGACATTACGTGGTACCCTTCAGGGTCATGGTGGTTGGGTCACGCAAATTGCGACTACACCGCAATAT 140
¢ M T L R G T L Q GH G GWV T QI AT TP QY
CCGGACATGATTCTGTCGGCCTCTCGCGACAAATCACTTATTGTGTGGCGTTTGACTCGTGACGAATCCAG210
P DM I L S A 8 RDI K S UL I VWU R L T™UR D E S S
CTATGGTGTCCCTCAGAAGTCTCTTCATGGTCATGGACATTTCGTGTCTGATGTCATTTTGTCATCAGATG 280
Yy G v P Q K 8 L H G H GHVF V S DV I L S S D
GACAGTTTGCTCTCTCTGGATCGTGGGATCATACTCTTCGCTTGTGGGATCTAAGCACTGGTCAGACCACC 350
G 9 F AL §S G S WDH T UL RUL WDUL S TG Q T T
CGTCGTTTTGTTGGTCATACGAAAGACGTCCTGAGTGTTGCCTTTTCTGCTGACAACCGTCAGATTGTTTC 420
R R F v G H ™ K DV L 8 V A F S A DNIR Q I V S
TGGCTCACGTGATAAGACTATCAAGCTCTGGAACACGTTGGGTGTGTGCAAATACACCATCCAGGATGATT 490
G S R D K TTIT KL WNT UL GV C K Y T I Q D D
GTCACACTGACTGGACATCGTGTGTGCGCTTCTCGCCTAACACCCAGAATCCAATCATCGTTTCAAGCGGT 560
¢C H T b w T S C VU RV F s P NT QNP I I V S S G
TGGGACAGGCTAGTAAAGGTATGGAATCTGACCAACTGCAAGCTAAAGACAAACCACTACGGTCACACTGG 630
W D R L VvV X V WNIL T NC K L K T NHY G H T G
TTACGTCAACACTGTAACAGTTTCGCCAGACGGCTCGCTGTGCGCCTCTGGTGGCAAGGACAGCCAGGCAA 700
Yy v N T V TV S P D G S L C A S G G K D s Q A
TGCTGTGGGACCTCAACGAGGGCAAGCACCTGTACACTCTGGACGGTGCTGGCGACACGATAAACGCTCTC 770
M L W D L N E G KHUL Y TUL D G A G D T I N A L
TGCTTCAGTCCGAACCGCTACTGGCTGTGCGTTGCATCAGGACCGAGTATCAAGATTTGGGATCTCGAGGG 840
¢ F S P N R Y WL CV A S G P S I KI WD L E G
CAAGGTTGTGGTTGATGAGCTCAAGCCAGAAGTGATGGGAACTACGAGCAAAGCTCCGACTTGTCTGTCGT 910
K vv vV D EL K P EV M GT T S KA P T C L S
TGGCCTGGTCCGCTGACGGTCAAACGCTGTTTGCTGGCTACACCGACAAACTGATCCGCGTCTGGCAGGTC 980
L A WS ADGOQ T™IL F A G Y TDI K L I RV W QV
TCGATGGTCTCGAGATAGACACTCCACACTCACTGCTAACTAAAGTAACTATCTAATTACTGCTGCTACTA 1050
S M V S R ***
CTGCATTAGCAAGGGCTGGCCACTGTCGAGTGAGTTGATGAATGTCTTGAGCCGCCGACGACGACGAAGAT 1120

TTGATTTCACGCGCCTAGAATATCGGTGGTTGTTGCATTGATTAATTAGTATGTGACGTTGAAAGAGTGAA 1190

ATAAATACACGGCGTCAACGATTGGACT 1235

Figure 2 : Séquence nucléique et séquence protéique déduite de ’ADN
complémentaire Bg RACK.
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La banque lambda ZAPII (Stratagene) a été réalisée a partir de 0,9 ug d’ARNm extrait de corps

entiers de Biomphalaria glabrata. Nous avons obtenu 1 400 000 clones recombinants. Apres

amplification, le titre de la banque était de 10" pfu/ml. La banque amplifiée a été criblée avec

le

fragment PCR de 320 pb. Aprés excision in vivo du phagemide pBluescript, I’ADN

complémentaire a été totalement séquencé. La séquence de 1235 bp possede un cadre ouvert
lecture de 948 bp codant pour une protéine de 316 acides aminés. Les régions 5 et 3’ n

de
on

codantes sont respectivement de 61 et 225 bp. Le codon d’initiation est en caractere gras. Le signal

de polyadénylation est souligné.
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176
176
191 ¢
176 3
174
174 3
174
178
174 3
176
176
176

225
225 1
240 1
225
223 4
223
223 1
227
223 E
225

225
225

273 K
273 3
288 KPBI-=----=-~== ==
273 R4 "N = -~ === -
271 E ['T = == === == = =
272 KPEVYM - - - = = = = = - =
271 1 R
275 REEF - = - - = - = - — = =
271 RPEFQ~-=--~= === - -
273 TP D == == == = = = = = =

273 TP D - ===~ == === - -
273 TED - == =-=-»=== ==~~~ -GAKPSE
321 Nicotiana tabacum

322 Brassica napus

325 Oryza sativa

312 Chlamydomonas reinhardtii
310 Mammiféres et Oiseaux

309 fw Biomphalaria glabrata

310 jW.Q Hydra vulgaris

313 fw Saccharomyces cerevisiae

310 Neurospora crassa

306 Leishmania chagasi

306 |w Leishmania infantum

306! Leishmania major

Figure 3 : Alignement des séquences protéiques de RACKs

Cet alignement a été réalisé sur DNASTAR par la méthode Clustal. Les résidus ombrés
représentent les acides aminés identiques a ceux de la protéine de Biomphalaria glabrata. Des
décalages ont df étre introduits dans les séquences protéiques de fagon 2 optimiser les alignements,
ces décalages sont matérialisés par des traits horizontaux (-). Les acides aminés encadrés
correspondent 2 la séquence consensus de la famille des protéines ayant des répétitions WD-40
(Trp-Asp). Ce motif est le suivant {X o,-(GH-X,; ;,-D-X;-WD)} N, . Sept motifs consensus
sont contenus dans la séquence de la Bg RACK. Les séquences soulignées correspondent aux
peptides inhibant I’interaction entre la RACK et les PKCs.
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Figure 4 : Transcription et traduction in vitro a partir du plasmide pBluescript
contenant ’ADN complémentaire codant pour la protéine Bg RACK.

La réaction de TNT est réalisée selon le protocole préconisé par le fournisseur (Proméga) en
présence de 2 ug d’ADN plasmidique et 50 % de lysat de réticulocytes de lapin. 1/10 de la réaction
est analysée en SDS-PAGE (gel 12%) en conditions dénaturantes ; le gel est séché et exposé pour
autoradiographie. Piste 1 : plasmide irrelevant contenant une autre séquence ADNc, piste 2 :
plasmide Bluescript contenant la séquence ADNc de Bg RACK.
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Figure 5 : Production et purification de la protéine Bg RACK recombinante en
vecteur d’expression pQE 30 (Qiagen).

L’expression de la protéine recombinante est induite par addition d’IPTG 2mM en concentration
finale. A différents temps aprés l’induction, les bactéries sont centrifugées et remises en
suspension dans du tampon B de lyse (Qiagen). Les débris cellulaires sont éliminés et la protéine
est purifiée du lysat cellulaire sur résine de Nickel Ni-NTA (Qiagen). La protéine recombinante est
éluée par 'EDTA 100mM. Piste 1 : lysat total non induit ; pistes 2 - 5 : lysat total aprés 1 h (2),2 h
(3), 3 h (4) ou4 h (5) d’induction ; pistes 6-7 : protéine Bg RACK purifi€e sur résine de Ni-NTA
a partir d’une culture induite pendant 4 h, lére élution (6), 2nde élution (7). Le dosage de la
protéine recombinante (kit BCA, Pharmacia) indique qu’une quantité totale de 600 ug a ét€ obtenue
a partir de 80 ml de culture bactérienne induite.
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Figure 6 : Western blot

Des rats Fisher de 6 semaines ont été immunisés avec 80 pg de protéine Bg RACK recombinante
en présence d’adjuvant complet de Freund. Trois rappels ont été effectués a 10 jours d’intervalle
avec 50 pg de Bg RACK recombinante en présence d’adjuvant incomplet de Freund. Les rats ont
saignés par ponction rétro-orbitale.

La protéine recombinante Bg RACK a ét€ déposée sur gel SDS-PAGE (gel a 12%) en condition
réductrice et transférée sur nitrocellulose (Schleicher & Schull). La saturation a été réalisée en
PBS-BSA 1% toute la nuit a 4°C. Apres lavage en PBS, I’incubation avec les sérums de rats anti-
Bg-RACK a été réalisée en PBS-BSA 1% pendant 2 h 30 a température ambiante, suivie de 3
lavages de 5 min en PBS-Tween 0,04% et d’un lavage en PBS. Le conjugué de lapin anti-IgG
(H+L) de rat couplé a la peroxidase (Sigma Immunochemical, St Louis, USA) 1/500 a été€ incubé 1
h 30 a température ambiante. Apreés un nouveau lavage, la révélation a été obtenue en présence
d’a-chloro 1-naphtol et d’H20z. Piste 1 : sérum de rat pré-immun (1/1000), piste 2 : sérum de rat
immunisé avec la protéine Bg RACK recombinante (1/1000), piste 3 : sérum de souris anti-P24
(1/500) fourni par Dr Glaichenhaus (CNRS, UPR 411, Valbonne, France) obtenu aprés
immunisation d’animaux avec un fragment de 24kDa de la protéine RACK de Leishmania
(Mougneau et al., 1995) et révélé par un conjugué de chevre anti-souris IgG (H+L) marqué a la
peroxidase 1/500 (Sanofi-Diagnostic Pasteur, France).
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Figure 7 : Immunocytolocalisation de Bg RACK dans les hémocytes de
Biomphalaria glabrata.

L’hémolymphe est collectée par rétractation du pied a partir de mollusques adultes. Les hémocytes
adhérent a la lame de verre en 15 min en atmosphére humide, ils sont ensuite fixés en PBS 1/3, 3%
de paraformaldéhyde pendant 8 min et perméabilisés en PBS 1/3, Triton X100 a 0,3% pendant 4
min. Apres lavage en PBS 1/3, les lames sont saturées en PBS 1/3 BSA 1%, sérum de lapin sain
1/50 durant 2 h. L’activit¢ de la peroxydase endogéne est bloquée par incubation des lames
pendant 20 min en présence de PBS 1/3, H,0, 3%. Les lames sont ensuite incubées en présence
de sérum de rat pré-immun 1/50 (photo A) ou de sérum de rat immunisé par la protéine
recombinante Bg RACK 1/50 (photo B) pendant 2 h & température ambiante. Le conjugué de lapin
anti-rat marqué a la peroxydase (1/100) est mis en contact pendant 90 min a température ambiante.
La révélation s’effectue en présence de DAB (Sigma) et d’H,0, (0,03%). Les noyaux sont contre-

colorés a I’hématoxyline de Harris.
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Key words: Biomphalaria glabrata, mollusc, RACK protein, PKC

Index descriptors and abbreviations: Biomphalaria glabrata ; Mollusca ; Schistosoma mansoni ;
Trematoda ; Kilodalton (kDa) ; Sodium dodecy! sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) ; Protein kinase C (PKC) ; Receptor for activated PKC (RACK) ; Phosphatidyl serine
(PdtSer) ; Diacyglycerol (DAG).

Summary : A receptor for activated protein kinase C (RACK) was characterized from the
mollusc Biomphalaria glabrata, the intermediate host for the human parasite Schistosoma mansoni.
This protein was shown to possess structural and functional characteristics of other RACK
proteins from various cells and organisms. Its ability to bind mammalian PKCs also confirmed the
conservation of PKC and RACK interactive domains throughout evolution. Results of
immunolocalization indicated the presence of Bg RACK in the cytoplasm of mollusc hemocytes
and Biomphalaria glabrata embryonic (Bge) cells with a more intense staining around nucleus.
These results are in agreement with the association of RACK proteins with cytoskeletal elements.
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INTRODUCTION

Protein kinases C are a family of serine/threonine kinases that act as signal transducers.
They regulate many cellular functions in eukaryotic cells including differentiation, cell growth and
secretion. PKCs also play a central role in tumor promotion, transformation and other signal
transduction pathways. Activation of PKCs results in phosphorylation of specific proteins and
their selective activity is dependent on specific subcellular targeting that allows their accessibility to
selected substrates (Liu 1996).

PKC isoenzymes are among the first signalling proteins that have been shown to undergo
translocation from the cytosol to the particulate fraction upon activation. Translocation of PKCs
was first thought to reflect a direct binding of the enzyme to membrane lipids but further data
indicated that proteins could also anchor activated PKCs at the site of translocation (Newton
1995). Many of these PKC-targeting proteins, essentially implied in cytoskeleton functions,
constitute potential substrates for PKC and their association with the enzyme is regulated by
phosphorylation (Chapline ez al. 1993). Other proteins interacting with C-kinase (PICKs) have
been identified. PICK1 located at the nucleus periphery represents a PKC substrate but its binding
capacity is independent on its state of phosphorylation (Staudinger et al. 1995).

Another class of proteins is able to bind specifically PKC isoenzymes but not via the
catalytic site. These molecules, termed RACKs (receptors for activated C-kinases), are not
substrates for PKC and their role consists to increase substrate phosphorylation by stabilizing the
PKC active form (Mochly-Rosen et al. 1991). One of these receptors (RACK1) has been shown to
be homologous to the B subunit of G-proteins.The protein fulfills RACK criteria: its binding to
PKC is dependent on the presence of PKC activators, it is not affected by substrate peptides and it
is saturable and specific (Ron et al., 1994). RACK proteins have been characterized in different
organisms from the animal and plant kingdoms (Schloss 1990 ; Guillemot et al. 1989 ; Mueller et
al. 1995 ; Mougneau et al. 1995 ; Iwasaki et al. 1995).

Molecular studies concerning relationships between the parasite Schistosoma mansoni and
its host Biomphalaria glabrata, have led us to clone and characterize the RACK1 homologue of the
mollusc (Bg RACK). Comparative analysis indicated the structural homology between Bg RACK
and other related proteins and the capacity of the mollusc protein to bind mammalian PKC
isoenzymes confirmed its functional conservation throughout evolution. This protein is likely to be
involved in intracellular signal transduction in hemocytes activated during mollusc infection.
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MATERIALS AND METHODS
Materials

Laboratory bred Biomphalaria glabrata (albino strain) were used in this study. Hemolymph
was collected from adult snails (lcm diameter) following foot puncture. Biomphalaria glabrata
embryonic (Bge) cell line was obtained from American Type Culture Collection (ATCC CRL 1494
; Rockville, Maryland) and maintained at 26°C in Bge medium (Hansen 1976) supplemented with
heat-inactivated 10% fetal calf serum (Sigma).

Isolation of a clone encoding Bg RACK

A AZAP II library was prepared from poly A* mRNA extracted from complete bodies of
B.glabrata snails, according to the procedure recommended by suppliers (Stratagene). Screening
was performed using a mollusc cDNA probe of 320 bp containing a nucleotide sequence coding
for a protein sequence homologous to GB proteins. The probe was *’P labelled by the random
priming technique (Amersham) and hybridized on nitrocellulose filters at 65°C overnight in 6X
SSC, 5X Denhardt, 0.1% SDS and 100 pg/ml denaturated herring sperm DNA. Filters were
washed two times in 2X SSC, 0.1% SDS for 20 min at room temperature, then two times in 1X
SSC, 0.1% SDS at 65°C for 15 min before being exposed for autoradiography. Selected clones
were purified before in vivo excision of pBluescript (pBS) phagemids.

Sequence analysis

Sequencing of pBS inserts was performed by the chain-termination method (Sanger et al.
1977) using both fluorescein labelled M13 universal and reverse primers. Sequencing reactions
were analyzed on an automated laser fluorescence (ALF) sequencer apparatus (Pharmacia).
Sequence analysis was performed using the DNASTAR program.

Expression of recombinant BgRACK and production of antisera

The complete coding region of BERACK was PCR amplified and cloned in the plasmid
pQE30 (Qiagen Inc.). BamH]1 and Sall restrictions sites were introduced in the BgRACK specific
primers in order to facilitate in frame introduction of the PCR fragment. The recombinant protein
was induced and purified by affinity chromatography on a Ni*" Agarose matrix as described by the
manufacturer. '

Antisera were raised in 6 week-old Fisher rats by immunization with 80 pg of recombinant
RACK in the presence of complete Freund’s adjuvant. Rats were boosted three times, each ten
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days, with 50 pg of protein in incomplete Freund’s adjuvant. Rats were bled by retro-orbital
punction.

Immunocytolocalization

Bge cells or hemocytes from hemolymph were allowed to adhere to slides. They were fixed
for 10 min in phosphate buffered saline (PBS) 1/3 diluted and containing 3% (w/v)
paraformaldehyde, then treated with 0.1% Triton X100 for permeabilization. Slides were saturated
for 2h with 1% BSA and normal rabbit serum (1/50) in PBS. Blocking step was followed by a 2h
incubation with rat anti-Bg RACK serum diluted at 1/100 in PBS-BSA 1%. Washed slides were
allowed to react for 90 min with alkaline phosphatase-conjugated rabbit anti-rat IgG (Sigma).
Reaction was developed for 3 min with new fuchsin substrate system (DAKO, CA).

Counterstaining was performed using Harris’ hematoxylin.

Binding of PKC to recombinant BgRACK

Subcellular fractionation of Fisher rat brain was performed according to the procedure
described (Kikkawa et al. 1982). Brain tissue was homogeneized in 20mM Tris-HCI pH7.5,
0.25M sucrose, 2mM EDTA, 10mM EGTA containing 0.2mM PMSF and 100U/ml aprotinin. The
homogenate was centrifuged for 1h at 100 000g to pellet the membrane fraction. The supernatant
was used as a source of soluble PKC mixture. Binding of rat brain PKCs to RACK proteins was
carried out in conditions similar to that used for the mammalian RACKI1 protein (Ron et al. 1994).
Following SDS-PAGE and electroblotting of rat brain membrane proteins or recombinant Bg
RACK, strips of nitrocellulose were incubated in overlay blocking buffer (SOmM Tris-HCl pH
7.5, 0.2M NaCl, 0.1% PEG, 3% BSA) for 2h at room temperature. PKC binding was then
carried out in overlay buffer (SOmM Tris-HCI pH 7.5, 1% PEG, 0.1% BSA, 12mM 8-
mercaptoethanol, 0.2mM PMSF, 100U/ml aprotinin) containing PdtSer (60pg/ml), DAG
(2ug/ml), CaCl, (1mM) and rat soluble PKC mixture (1mg/ml protein). Following three washes in
overlay blocking buffer, nitrocellulose strips were incubated with rabbit anti-rat PKC antibodies
(Gibco-BRL) for 16h, then washed three times in PBS-Tween 0.04% before incubation with
peroxydase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Diagnostic Pasteur, France). Peroxydase activity was
detected by the ECL technique (Amersham).

RESULTS AND DISCUSSION

A cDNA clone (320 bp) was isolated serendipitously from a Agtll expression library of
B.glabrata and shown to contain a sequence coding for a polypeptide (70 AA) homologous to the
C terminal part of the chicken C12.3 and human H12.3 proteins that were first described as Gp-
like proteins (Guillemot ef al. 1989), then demonstrated to correspond to intracellular receptors for
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PKC enzymes and called RACKI proteins (Ron et al. 1994). Further screening of a AZAPII
cDNA library of B.glabrata using the 320bp cDNA as a probe, allowed us to isolate the complete
c¢DNA encoding the mollusc RACK1 homologue. The sequence was 1218 bp in length and this
size was confirmed by Northern blot experiments (results not shown). It contained an open
reading frame of 948 bp, coding for a predicted protein of 316 residues with a calculated molecular
weight of 34 kDa (Genbank, U 49437).

Using computer analysis (Clustal method of DNASTAR) we compared the primary
structure of Bg RACK with that of homologous proteins present in data bases. The figure 1
presents the results of a phylogenic analysis of RACK sequences. A high degree of identity was
observed between Bg RACK and proteins of superior eukaryotes from the animal (mammals and
birds, 83%) and plant (63-64%) kingdoms. The mollusc protein was also highly identical to algae
(Chlamydomonas rheinardtii, 72%), fungi (Neurospora crassa, 71%) and yeast (Saccharomyces
cerevisiae, 50%) proteins. As expected, the lowest score of identity (47%) was obtained with the
protozoan homologue of Leishmania. Such values illustrate the ancestral origin and the universal
distribution of RACK proteins in living cells and organisms. The important conservation of
primary structures from protozoan to superior eukaryotes confirmed that RACK proteins were
essential for cellular functions.

RACK proteins are members of the ancient family of WD-repeat proteins that are built of
conserved repeated units usually ending with Trp-Asp. First found in the B-subunit of
heterotrimeric GTP-binding proteins, the WD-40 motif has been shown to be contained in a variety
of proteins with diverse structures and functions including signal transduction, gene expression
and cell division. All of these proteins play regulatory roles but have no enzymatic function (Neer
et al. 1994). From the deduced amino-acid sequence of Bg RACK, we have determined the
position of putative repeats contained in the protein. Seven repeats constitute the essential part of
the molecule and as in other RACK molecules, no extension is observed, in constrat with many
other WD-40 proteins (Neer et al. 1994). Figure 2 presents the alignment of these repeats and their
deduced consensus sequence, susceptible to represent the conserved core for the unit. This core is
similar to the consensus previously proposed for rat RACK1 (Ron et al. 1994), a result that is in
accordance with the high degree of identity observed between both proteins. Comparison with
other RACK proteins mentioned in Fig. 1, shows that in a given protein, the different repeats are
less similar to each other than they are themselves at equivalent positions in different proteins of
the RACK subfamily. This observation has already been related to the differentiation and the
functional specialization of repeating units, each repeat specifying the interaction with a different
partner component (Neer et al. 1994).

We further investigated the PKC-binding properties of Bg RACK using the technique of
overlay described by Ron et al (1994). In these experiments, the recombinant mollusc protein
expressed in E.Coli was submitted to SDS-PAGE analysis and transferred onto nitrocellulose,
before being incubated with PKC enzymes. A soluble extract from rat brain was used as a PKC
source, rat PKC isoenzymes being detectable by commercially available specific antibodies.
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Results presented in Fig. 3 show that BgRACK was able to bind heterologous PKCs (lane 2) as
efficiently as rat brain receptors (lane 1). In both cases, a 36kDa band corresponding to the rat or
mollusc RACKSs was labelled. The binding occurred in the presence of PKC activators (Ca'™,
phosphatidyl serine and diacylglycerol) but not in their absence (lane 3), indicating that Bg RACK
fulfills criteria for a receptor for activated PKC. No binding of anti- PKC antibodies was detected
when soluble rat brain extract was omitted (lane 4). The ability of Bg RACK to bind heterologous
isoenzymes demonstrated the functional conservation of PKC-mediated signaling molecules in
molluscs. In mammalian RACKSs, previous work has identified two sequences rlIII and rVI present
respectively in the third and sixth WD-40 repeats of the rat RACK1 protein, and homologous to
PKC-binding sites of annexin I and PKC inhibitor (Ron et al. 1994). The authors have
demonstrated that rVI and to a lesser extent rIIl are able to inhibit PKC binding to the RACK
recombinant protein, suggesting that these peptides constitute at least part of the kinase binding
site. In this context, it is interesting to note that rIII and rVI sequences of RACKI1 are found with
about 100% of identity in repeats III and VI of Bg RACK. When considering all of the RACK
proteins, we could observe that Il is completely conserved in superior eukaryotes, with only a
pronounced divergence in yeast, but that the RACK1 rVI sequence is poorly conserved in plant
and lower eukaryotes. The perfect identity of the putative PKC-binding sites of RACK1 and Bg
RACK could explain the affinity of rat PKCs for the mollusc protein.

Immunolocalization of Bg RACK was performed on permeabilized mollusc cells using
antibodies to the recombinant protein. Results presented in Fig. 4 show an intense labelling of the
Bge cytoplasm with a more intense staining around nucleus. Similar results were obtained with
hemocytes purified from hemolymph and were in accordance with the demonstration that RACK
proteins are contained in the particulate fraction and associated with cytoskeletal elements (Mochly-
Rosen et al. 1991).

Bge cells have been derived from B. glabrata embryos by Hansen (1976) and share some
features with snail hemocytes in that they emit filopodia and can adhere to and encapsulate S.
mansoni sporocysts in vitro. Bge cells have been shown to provide good environmental conditions
for the development of mother sporocysts to the daughter form (Yoshino and Laursen 1995),
implying activation and subsequent adherence of Bge cells to parasites. Recent results from our
group have indicated that in vitro transformed sporocysts released products that stimulate activation
and proliferation of Bge cells (unpublished data). This strongly suggests the implication of PKC
pathway and therefore the implication of Bg RACK in this process.
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I Nicotiana tabacum (64 %)

Brassica napus (63%)

— Oryza sativa (64%)

Chlamydomonas reinhardtii (70%)

T Mammals and Birds (82%)
Biomphalaria glabrata (100%)

Hydra vulgaris (80%)

Neurospora crassa (71%)

Saccharomyces cerevisiae  (50%)

Leishmania chagasi (47 %)

H Leishmania infantum (47 % )

L [ eishmania major (47 %)

Figure 1 : Phylogenetic tree from the RACK proteins generated from Clustal method comparison
(DNASTAR). Sequences are identified by Genbank accession numbers : Nicotiana tabacum,
D17526 ; Brassica napus, Z33643, Oryza sativa, D38231 ; Chlamydomonas reinhardtii, X53574 ,
Mammals and Birds : M24194 (human), U03390 (rat), M24193 (chicken) ; Hydra vulgaris,
X97800 ; Biomphalaria glabrata, U49437 ; Saccharomyces cerevisiae, Z49702 ; Neurospora

crassa, X81875 ; Leishmania chagasi, U27569 ; Leishmania infantum, U49695 ; Leishmania
major, U27568.
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A

MTEQMTLRGTLQGHEGGWVTQIATTPQYPD- -MILSASRDKSLIVWRLTRDESS (51) Repeat [

YGVPQKSLHGHGHFVSD- -~-VILSSDGQFALSGSWDHTLRLWDLS (93) Repeat II
TGQTTRRFVGHTKDVL S -~ -VAFSADNRQIVSGSRDKTIRLWNTLG (/36) Repeat 11T
VCKYTIQDDCHTDWTS-CVRFSPNTQONPIIVSSGWDRLVRVWNLT (180) Repeat IV
NCKLKTNHYGHTGYVNT - - -vTVSPDGSLCASGGKDSQAMLWDL (22/) Repeat V

NEGKHLYTLDGAGDTINA---LCFSPN-RYWLCVASGPSIRIWDLEGKVVVDE (2700 Repeat VI

LKPEVMGTTSKAPTCLSLAWSADGQTLFAGYTDRLIRVWQVSMVSR (316) Repeat VII

Consensus sequences:
BgRACK GHT--V-—-—--- V--SPD---ILSGS-DK-IKLW-L

Rat RACK1 GHS--V---- V--SSD---ILSG--D-TIKLW-L

Figure 2 : Deduced amino acid sequence of Bg RACK. A) Alignment of the seven internal WD-40
repeats was constructed manually. The following motifs were aligned by introducing gaps to
maximize WD-40 alignment. The consensus sequence within each repeat of Bg RACK is given in

bold letters. B) The consensus sequences of Bg RACK and rat RACK1 are compared.
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PKCs
Ca*™, DAG, PS + + - +

Figure 3 : Overlay assay of recombinant Bg RACK with rat brain PKCs. Rat brain PKCs binding
to rat brain membranes (lane 1) was used as a positive control. Binding to recombinant Bg RACK
(lanes 2-4) was performed in the presence (lane 2) or in the absence (lane 3) of PS, DAG, Ca™. In

lane 4, rat PKCs were omitted.
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Figure 4 : Immunolocalization of Bg RACK on Bge cells using rat antibodies to the recombinant

protein (A). Preimmune rat serum was used as a control (B).
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CONCLUSION GENERALE



Dans la schistosomiase, ’hdte intermédiaire est le siege d’une importante multiplication
asexuée du parasite par polyembryonie, la pénétration d’un miracidium sera suivie de la naissance

de milliers de cercaires, infestantes pour I’homme.

Les programmes de lutte anti-vectorielle ont eu pour but d’éliminer les gastéropodes des sites
d’endémique ce qui aurait permis ainsi d’interrompre le cycle de vie du parasite et d’éradiquer la
maladie. Cependant, les efforts réalisés sur le terrain et les recherches effectuées pour identifier une
substance molluscicide efficace se sont soldées par un échec a 1’exception toutefois de quelques
succes ponctuels en particulier dans les régions insulaires. De plus, les programmes d’irrigation
dans les pays en voie de développement sont en plein essor ce qui peut laisser présager une

recrudescence de la maladie et une expansion des zones endémiques dans les années a venir.

L’idée de controler une maladie transmise par un vecteur en altérant génétiquement sa
compétence vectorielle dans une population naturelle est venue des progres considérables réalisés
dans la génération d’organismes génétiquement modifiés (Collins, 1994). Depuis cette stratégie
alternative a la lutte antivectorielle classique s’est généralisée a d’autres invertébrés d’importance
médicale ou d’intérét économique en particulier les insectes vecteurs de maladies (paludisme,
filariose, maladie du sommeil, myase...etc), les insectes nuisibles en agriculture (ravageurs des
cultures), les insectes d’importance économique (pollinisateurs, parasitoides, vers a soie,
abeilles...etc), les mollusques gastéropodes vecteurs des bilharzioses, les mollusques et les

crustacés marins faisant 1’objet de productions aquacoles (moules, huitres, crevettes).

Dans le cas de la schistosomiase, la production de mollusques résistants ou méme
partiellement réfractaires au parasite est confrontée a toute une série de problemes dont les deux
plus évidents sont certainement :

- d’identifier des geénes de résistance au parasite

- de développer des outils de transformation génétique qui puissent étre utilisés chez le
gastéropode.

Du fait de I’existence de souches de laboratoire résistantes au parasite, plusieurs équipes
s’activent aujourd’hui a identifier les génes impliqués dans les mécanismes de résistance ou de
sensibilité.

11 existe également un modele d’interaction in vitro entre le parasite S. mansoni et des cellules
d’une lignée dérivée d’embryons de mollusques (la lignée Bge). Cette lignée cellulaire présente
certaines des caractéristiques des hémocytes qui sont les cellules de défense du mollusque et qui
interviennent dans la destruction du parasite lors des interactions incompatibles. Les cellules Bge
sont capables comme les hémocytes d’adhérer au plastique, d’émettre des filopodes et d’un point
de vue morphologique, elles leur sont trés semblables. Comme les hémocytes également, elles sont
capables d’encapsuler les miracidiums in vitro et de plus, elles fournissent les conditions
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favorables a leur maturation jusqu’au stade sporocyste secondaire (Yoshino et Laursen, 1995). 1l
convient de rappeler que dans les mollusques parasités, les hémocytes sont recrutés au niveau des
parasites afin de les pourvoir en nutriments. Ce systeme de coculture in vitro représente un modele
idéal pour accéder a une meilleure compréhension des mécanismes d’interaction entre le parasite et
les cellules de B. glabrata.

Nous avons entrepris de réaliser la transformation génétique des cellules de la lignée Bge.
D’un point de vue génétique, trés peu d’informations sont disponibles concernant le génome de B.
glabrata. Différents ADNcs ont été séquencés : tropomyosine (Dissous et al., 1990), hsp70
(Yoshino, communication personnelle), actine non musculaire (Lardans et al, 1997), récepteur
pour les PKCs activées (Lardans et al., soumis). Un fragment de clone génomique de 2 kb
présentant des homologies avec la transcriptase réverse des éléments LINEs a été caractérisé
(Knight et al., 1992). Aucun promoteur n’est a ’heure actuelle disponible et aucun outil de
transfection et a fortiori de transformation n’a été décrit.

Dans un premier temps, nous nous sommes donc attachés a transfecter les cellules Bge afin
de tester différents promoteurs hétérologues et différents geénes rapporteurs. La transfection des
cellules Bge a pu étre réalisée avec le DOTAP, un lipide cationique qui interagit spontanément avec
I’ ADN et qui fusionne avec les membranes cellulaires. Des quantités de 20 pg de liposomes sont
suffisantes pour permettre une transfection optimale des cellules dans nos conditions de
lipofection. La transfection des cellules par le DOTAP a permis de montrer que deux promoteurs
hétérologues sont fonctionnels dans I’environnement cellulaire des cellules Bge : le promoteur
inductible Hsp70 de D. melanogaster et le promoteur constitutif des genes précoces du
cytomégalovirus. Au contraire, le promoteur SV-40 et le promoteur proximal de la glutathion S-
transférase de S. mansoni ne semblent pas capables d’induire la transcription dans les cellules de
mollusques. Ces observations laissent supposer 1’absence ou la grande divergence de certains
facteurs de transcription dans les cellules de la lignée embryonnaire de B. glabrata. La
caractérisation de promoteurs homologues plus efficaces est en cours, il s’agit du promoteur de
I’actine non musculaire (au laboratoire) et du promoteur de la protéine de choc thermique de 70 kDa
(T. P. Yoshino, communication personnelle).

Parmi les génes rapporteurs testés (B-galactosidase, pB-glucuronidase et luciférase) seul le
gene codant pour la luciférase a permis de déceler I’activité des promoteurs hétérologues.

Concernant les outils disponibles pour procéder a une intégration génomique, nous nous
sommes tournés vers les moyens disponibles en particulier chez les insectes. La caractéristique des
transposons réside dans leur capacité a se mobiliser et a assurer de mani¢re autonome leur
transposition. Aucun élément mobile n’ayant été caractérisé chez B. glabrata, la mobilité de deux
éléments transposables d’insectes hobo et Hermes a ét€ testée dans les cellules Bge. Aucun

événement de transposition n’a pu étre observé ; cependant, la mobilité de mariner reste a tester.
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En effet, I’élément hobo est mobile principalement dans les cellules germinales et dans les cellules
somatiques uniquement durant les stades précoces du développement embryonnaire (Calvi et
Gelbart, 1994 ; Handler et Gomez, 1995). Les données bibliographiques concernant le rdle
fonctionnel de I’élément Hermés ne sont pas encore disponibles (Warren et al., 1994). L’élément
mariner est fonctionnel a la fois dans les cellules de la lignée germinale et dans les cellules de la
lignée somatique ; de plus, il a été identifié chez un grand nombre d’espeéces : I’homme (Oosumi et
al., 1995), les insectes (Warren et Crampton, 1994), les nématodes et méme chez un plathelminthe
: la planaire (Garcia-Fernandez, 1994). De plus, la recherche de transposon par PCR dans le
génome de B. glabrata a permis d’obtenir une courte séquence présentant une faible homologie
avec mariner correspondant certainement a un vestige de I’élément. Ce résultat invite
raisonnablement a penser qu’un élément mariner homologue ou hétérologue puisse permettre la

transformation génomique des cellules Bge.

Globalement beaucoup de choses restent a faire, mais les efforts effectuées dans ce sens par
de nombreuses équipes devraient permettre d’obtenir des génes rapporteurs performants (GFP,
marqueurs phénotypiques) ainsi que des outils de vectorisation efficaces. Les rétrovirus
pseudotypés restent une voie trés prometteuse de la transformation génétique des cellules Bge.

Parallelement a ce programme de recherche quelque peu ambitieux et risqué, nous nous
sommes intéressés a I’identification de molécules impliquées dans la défense de 1’hdte et nous
avons poursuivi le travail entrepris par O. Oukem sur la caractérisation de molécules apparentées
aux cytokines dans 1’hémolymphe du mollusque. Une tentative de clonage d’une molécule
apparentée au TNFo nous a conduit a la caractérisation d’un récepteur pour les protéines kinases C
activées (RACK). Cette protéine posseéde les caractéristiques structurales et fonctionnelles des
protéines RACK de divers organismes. Sa capacité a lier les PKCs de mammiféres confirme
également la conservation des domaines d’interaction entre les PKCs et la RACK de B. glabrata.
Cette molécule est impliquée dans la transduction du signal intracytoplasmique en interagissant
avec les PKCs ; elle les stabilise dans leur conformation tridimensionnelle active. Ces résultats
permettent d’envisager 1’étude de la signalisation dans les cellules Bge, en particulier dans le
modele de coculture avec les parasites compte tenu de leur grande ressemblance avec les hémocytes
dont I’activation se produit vraisemblablement par la transduction du signal via les PKCs suite a la
liaison de I’hémocyte au parasite (van der Knaap et Loker, 1990).
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