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Préambule

Ce stage a débuté le 6 janvier 2020. Au vu de la crise sanitaire qui nous a touchés cette
année, il a été impacté par I'arrét complet des expérimentations a compter du 16 mars 2020
jusqu’au 18 mai 2020. A cette date, seule une reprise partielle des activités était possible, me
permettant de finaliser une expérience en cours mais pas de finir la totalité des expériences
prévues. Cela a été précisé dans le manuscrit quand les résultats ont été impactés. Néanmoins,
grdce aux résultats obtenus avant le confinement, ce manuscrit a été rédigé selon les

consignes standard.
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1. INTRODUCTION

Les amibes sont des organismes unicellulaires provenant de différents clades
eucaryotes parmi les Amoebozoa, les Excavata, les Opisthokonta et les Rhizaria (Simpson et
Eglit 2016). Les amibes, du grec « amoibé » qui signifie « transformation », forment donc un
groupe polyphylétique au sein des protistes basé sur une caractéristique commune ; leur
capacité a changer de forme grace a des déformations cytoplasmiques appelés les
pseudopodes. Ces prolongements sont rétractiles et permettent aux amibes de ramper sur
une surface par des mouvements dits amiboides et également de se nourrir par phagocytose

de bactéries, virus, champignons, d’algues ou d’autres protozoaires.

Les amibes sont retrouvées de fagcon ubiquitaire dans I’environnement que ce soit dans
le sol, les eaux naturelles, les eaux traitées, la poussiére, ainsi que dans I’environnement direct
de ’'Homme comme dans les unités de climatisation, I'eau du robinet domestique, les unités
de traitements dentaires, les lentilles de contact (Rodriguez-Zaragoza 1994; Barbeau et Buhler
2001). On en distingue deux types (i) les amibes libres, capables de proliférer de fagon
autonome dans I'environnement. Certaines de ces amibes sont dites amphizoides car leur
cycle de vie peut se réaliser chez un hote humain ou animal. C'est le cas, par exemple de
Naegleria fowleri, retrouvée dans le sol et I'eau. Elle est aussi connue comme « I'amibe
mangeuse de cerveaux » car elle peut provoquer la méningo-encéphalite amibienne
lorsqu’elle infecte I’THomme (Schuster et Visvesvara 2004). (ii) les amibes parasitaires qui ont
besoin d’un héte pour se multiplier. Dans cette catégorie, on retrouve Entamoeba histolytica

qui est I'agent causal de I'amibiase, une infection du systéme digestif (Stanley 2003).

Parmi les amibes libres associées a des infections humaines, le genre Acanthamoeba
est le plus abondant dans I’environnement. Ces amibes peuvent vivre sous deux formes : le
trophozoite et le kyste. La forme trophozoite, de taille comprise entre 12 et 35 um, est la
forme de nutrition et de prolifération de I'amibe. Cette derniere est métaboliquement
active et se multiplie par fission binaire. Lorsque les conditions environnementales deviennent
défavorables, dans le cas d’une hyperosmolarité, d’une carence en nutriment, de
températures extrémes ou encore de pH extrémes, le trophozoite s’enkyste pour donner une

forme dormante et résistante appelée kyste (figure 1). Ce dernier a un diametre d’environ 5 a



20 um et a une paroi composée de deux couches ; I’ectokyste, la paroi externe et I'endokyste,
la paroi interne (Neff et Neff 1969). La paroi est composée principalement de cellulose et
confere a I'amibe cette résistance aux agressions extérieures, qu’elles soient physiques ou
chimiques (Trabelsi et al. 2012; Garajova et al. 2019). De nombreux biocides communément
utilisés pour le traitement de I'eau ou la désinfection des surfaces par exemple, sont

inefficaces sur les kystes (Coulon et al. 2010).

—~

o K\ Cyst

Resistance
Dormancy

Stress

Figure 1 : Cycle de vie des amibes. Lorsque I'amibe est sous forme trophozoite, sa forme de
prolifération, elle se divise. En cas de stress, elle s’enkyste, son métabolisme est en dormance et elle est

capable de résister aux conditions défavorables (Schéma : V. Delafont).

Acanthamoeba castellanii est I'espéce la plus connue du genre Acanthamoeba. Elle vit
dans le milieu extérieur ou peut étre retrouvée chez ’'Homme, provoquant des infections
oculaires (kératites amibiennes) ou du systéme nerveux central (encéphalite granulomateuse)
(Marciano-Cabral et Cabral 2003). Dans I'environnement, A. castellanii a un role de prédateur
car elle phagocyte de nombreux micro-organismes (bactéries, virus, champignons,
protozoaires). Toutefois, certains organismes ingérés résistent a la digestion amibienne et
peuvent proliférer a l'intérieur de I'amibe. C'est le cas des bactéries pathogénes des genres

Legionella et Mycobacterium (Taylor et al. 2003; Whan et al. 2006; Magnet et al. 2015). A



I'intérieur des amibes, les bactéries sont également protégées des traitements
antimicrobiens. Ainsi, les amibes libres sont considérées des réservoirs environnementaux de
micro-organismes. On parle également de « chevaux de Troie » du monde microbien car elles

favorisent la dissémination d’organismes pathogenes (Thomas et Ashbolt 2011).

A. castellanii s'impose aujourd’hui comme un bon modele d’étude des fonctions
cellulaires eucaryotes. Cet organisme a notamment permis d'importantes avancées dans
I'identification et le fonctionnement de nombreuses molécules du cytosquelette telles que
I'actine (Isenberg et al. 1980; Wong et al. 1983), la myosine (Adams et al. 1994; Sinard et
Pollard 1989) ou encore la profiline (Kaiser et al. 1986). Bien qu’un systeme de transfection
stable d’acides nucléiques ait été mis au point chez cette amibe (Kong et Pollard 2002; Peng
et al. 2005), peu d’outils moléculaires existent pour étudier sa physiologie. En effet, un seul
génome annoté est disponible (Clarke et al. 2013) ; dans la littérature, on ne trouve que deux
plasmides permettant de sur-exprimer des génes (pTBPF-eGFP et pGAPDH-eGFP) (Erik
Bateman 2010); et les expériences de sous-expression de genes utilisant I'interférence a ’ARN
publiées (Lorenzo-Morales et al. 2005; Dudley et al. 2008; Ageel et al. 2013) semblent peu
reproductibles. Durant ce stage, nous allons nous intéresser a la technique de 'interférence

par I’ARN qui représente un outil de contréle de I’expression génique.

L'interférence par ’ARN est un mécanisme naturel chez les eucaryotes qui consiste a
réguler négativement [|'expression d’'un géne grace a des petits ARN double brin
« interférents » (siRNA). Ceux-ci sont obtenus a la suite du clivage du précurseur, un long ARN
double brin, par différentes enzymes ; I'enzyme Drosha clive les précurseurs dans le noyau et
I’enzyme Dicer clive les précurseurs des siRNA dans le cytoplasme. Ensuite, le brin sens guide
le siRNA double brin vers un complexe d’effecteurs, le complexe de chargement, contenant la
protéine Argonaute, entre autres, qui est une protéine essentielle a ce mécanisme. Le brin
anti-sens est intégré a ce complexe, formant ainsi le complexe RISC (RNA-induced silencing
complexe). 'homologie entre le brin anti-sens du siRNA et I’ARNm cible permet I’'hybridation
de 'ARNm. La protéine Argonaute permet la fixation puis la dégradation de ’ARNm (figure 2)

(Tuschl et al. 1999; Griffiths-Jones 2004; Valencia-Sanchez et al. 2006).
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Figure 2 : Mécanismes de sous régulation d'un géne par siRNA. Lorsqu’ils sont internalisés sous forme
de siRNA matures, notamment au sein de liposomes, les siRNA sont acheminés vers le cytoplasme et
intégrés dans un complexe nommé RISC. Ce complexe entraine la dégradation de I'ARNm cible.
Lorsqu’ils sont internalisés sous forme de précurseurs, notamment lors d’une transfection via un
plasmide, ou lorsqu’ils sont produits de facon endogénes, les siRNA sont clivés par différentes enzymes
afin d’accéder a leur forme mature ; I'enzyme Drosha agit sur les précurseurs au niveau du noyau,
I'exportine 5 permet le passage de la membrane nucléaire afin qu’ils soient clivés par I’enzyme Dicer au

niveau du cytoplasme (Lingor 2010).

Depuis la découverte de ce mécanisme en 1998 par Fire et al., 'interférence a I’ARN
est utilisée comme un outil génétique permettant I'analyse de la fonction des génes chez une
grande diversité d’organismes. Cet outil est adapté pour cibler le matériel génétique
directement dans le noyau ou le cytoplasme (Ullu et al. 2004). En effet, lors de la transfection,
les siRNA, lorsqu’ils sont utilisés dans leur forme mature, sont acheminés directement dans le

cytoplasme (figure 2).

Différents types d’ARN interférents ont été décrits ; selon leur biogénése (production

endogéne ou apport exogene) ou selon leur mode d’action pour inhiber I’'expression du géne
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(au niveau transcriptionnel en remodelant la chromatine, au niveau post-transcriptionnel en

dégradant I’ARNm ou au niveau traductionnel en supprimant la traduction).

Les siRNA sont soit (i) produits a partir des ARN en épingle, les « shRNA ». Les shRNA
sont introduits directement dans le noyau de la cellule grace a un vecteur plasmidique. lls
subissent différentes étapes de maturation pour donner les siRNA de 20 a 25 nucléotides
environ avec deux nucléotides de surplomb au niveau de I'extrémité 3’ (Bernstein et al. 2001).
Soit (ii) ils peuvent étre directement introduit dans le cytoplasme de la cellule sous leur forme
SiRNA (Elbashir et al. 2001) (figure 2). L'inhibition de I’ARNm ciblé se fait au niveau post

traductionnel (Tolia et Joshua-Tor 2007).

Les microARN appelés « miRNA », sont des ARN endogénes. lls subissent également
plusieurs étapes de maturation avant d’obtenir des miRNA matures d’environ 20 a 24
nucléotides (Lee et al. 2003) (figure 2). Dans ce cas, 'inhibition intervient au niveau de la

traduction (Bartel 2004).

D’autres ARN interférents existent dont la biogénése ou le mécanisme n’est pas
toujours bien connu ; les petits ARN de 24 nucléotides agissant en trans appelés « tasiRNA »
(Peragine et al. 2004), les minuscules ARN non codants, d’environ 20 a 21 nucléotides, appelés
« tncRNA » (Ambros et al. 2003), ou encore les petits scan ARN de 28 nucléotides appelés
« scnRNA » (Mochizuki et Gorovsky 2004; Liu et al. 2004), les petits ARN interférents répétés-
associés, d’environ 24 a 29 nucléotides, appelés « rasiRNA » qui agissent au niveau
transcriptionnel en remodelant la chromatine (Stanojcic et al. 2011). Mais également des ARN
interagissant avec la protéine Piwi, de 26 a 31 nucléotides, appelés « piRNA » et d’autres ARN

secondaires (Ruby et al. 2006; Sijen et al. 2007; Pak et Fire 2007).

Le tableau 1 est un récapitulatif des différents siRNA cités, leur biogénése ainsi que

leur mode d’action.
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différents types de siRNA, leur biogénése et leur mode d’action.

Compartiment Les différents ARN interférents Enzymes
(Biogénese
Pri-miRNA non
i-mi
(structure en pre-shRNA dépendante
. ucty . (endogéne ou ND ND ND ND des Drosha
épingle, 500 a R
3000 nt) exogene) enzymes
Noyau Drosha ou
Dicer)
Exportine 5
. long dsRNA (> 200 (passage du
pre-miRNA (70 nt) ND ND ND ND ND
nt) noyau au
cytoplasme)
pre-miRNA long dsRNA RdRP- derivated long dsRNA ND non-coding sequence ND ND
iRNA = .
o , _ rasiRNA (24 3 29 . PiRNA (26 Dicer
microRNA (~22 siRNA (20-26 nt) tasiRNA (24 nt) nt) tncRNA (20 a 21 nt) sncRNA (28 nt) 31nt)
Cytoplasme nt)
complexe
effecteurs +
RISC RISC RISC RITS RISC ND ND .
protéine
________________ Argonaute
miRNA contient Pla,rfaltei it R del del Participent a la
Mode d'action des comp enjnen arte Agissent en trans emode age? e Agissent en trans formation de ND
, . entre siRNA et chromatine ores .
mésappariements . . I'nétérochromatine
ARNm du géne cible
Supprime la dégradation de I'ARNm
s traduction et i . i . . o du géne cible et
Mode d'inhibition L, Dégradation de Dégradation de I'ARNm du inhibition de la . L ,
\ . peuvent accélérer : . ] o peuvent faciliter la Elimination de I'ADN ND
de I'expression , . I'ARNm (PTGS) gene cible transcription (TGS) .
la dégradation suppression de la
des ARNm (TR) traduction
B -
Pasquinelli, 2002 ernstein etal, o
2001 Ullu et al, Mochizuki et Gorovsky,
Référen Leeetal, 2003 | ) peng etal Peragine etal, 2004  [Stanojcicetal, 2011| Ambros et al, 2003 2004 Ruby etal,
éférences Ullu et al, 2004 ege , eragine et al, anojcic et al, os etal, . 2006
2005 Tolia et Liu et al, 2004

Bartel, 2004

Joshua-Tor, 2007
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Objectifs du stage

L'objectif de ce stage était d’améliorer ou de mettre au point une méthode de
régulation de genes par siRNA chez A. castellanii. Ainsi, dans un premier temps, un état de
I'art de toutes les méthodes publiées sur la transfection des amibes et la sous-expression des
génes grace a des ARNs interférents (annexe |) a été réalisé. Dans un second temps, les
protocoles existants utilisant des siRNA ont été repris pour les améliorer. La cellulose synthase
a été choisie comme gene cible. Cette derniere est induite pendant I’'enkystement et permet
de synthétiser la cellulose, un constituant essentiel de la paroi des kystes amibiens (Ageel et

al. 2013).
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2. MATERIEL ET METHODES

a. Souche utilisée et milieux de culture

La souche Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 a été mise en culture dans du milieu
PYG (Proteose peptone, Yeast extract, Glucose ; 1 g/L de citrate de sodium, 20 g/L de protéose
peptone, 1 g/L d’extrait de levure, 0.4 M de MgSQ,, 0.25 M de Na;HPO,, 0.05 M de CaCly, 0.25
M de KH2PO4, 5 mM de (NH4)2Fell(SO4)2 et 2 M de glucose, pH 6.5) a 30°C.

Pour induire I'enkystement, A. castellanii a été mise en culture dans du tampon
d’enkystement (0.1 M de KCI, 8 mM de MgS0Oa4, 0.4 mM CaCl,, 20 mM de Tris (2-amino-
2hydroxymethyl-1,3-propanediol) et 1 mM de NaHCOs, pH 8,8) a 30°C.

b. Protocole de traitement des cellules avec des siRNA

Les cellules A. castellanii ont été cultivées en milieu PYG jusqu’a avoir une confluence
de 70%. Elles ont été détachées, concentrées par centrifugation (5 min a 3000 rpm) et lavées
avec du tampon PAS (Page’s Amoeba Saline ; 1 g/L de citrate de sodium, 0.4 M de MgSQg, 0.25
M de Na;HPOQa4, 0.05 M de CaCl, 0.25 M de KH;PO4, 5 mM de (NH4)2Fell(SO4)2, pH 6,5). Une
suspension cellulaire a a été préparée puis déposée dans une microplaque. Des précisions sur
chaque protocole sont apportées dans la partie résultat.

Pour la partie optimisation du protocole, I'utilisation de siRNA fluorescents (Block-it
fluorescent control ; Invitrogen) a nécessité une microplaque de 24 puits en verre (Vision
Plate™ 24 Well TC treated, with Lid) car ce revétement permet la visualisation sans
interférence de la fluorescence de ces siRNA. Les siRNA fluorescents sont utilisés a 100 nM
pour les tests d’internalisation, et le volume de transfectant (X-tremeGENE Transfection
Reagent ; Roche) est calculé pour respecter le ratio suivant : 1 ug de siRNA pour 2,5 ul de
transfectant. Une observation qualitative a été faite au microscope a fluorescence (longueur
d’onde d’excitation = 494 nm, longueur d’onde d’émission = 519 nm). Des analyses au
cytometre de flux (CytoFLEX; Beckman Coulter, USA) ont permis d’avoir une approche

guantitative du nombre de cellules fluorescentes (ayant internalisées les siRNA fluorescents).
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Lors du traitement siRNA ciblant un ARNm spécifique, les cellules ont été ensemencées
dans des microplaques de 6 puits (Thermo Scientific Nunclon™ delta surface). Aprés 2h
d’incubation a 30°C, soit une étape de pré-incubation en milieu PYG a été observée, soit le
tampon PAS a été remplacé par du tampon d’enkystement. Les siRNA et le transfectant ont
chacun été incubés chacun 2 minutes dans du tampon d’enkystement. Le volume de siRNA est
précisé dans la partie résultats ; les concentrations testées vont de 100 a 1000 nM dans un
volume final de 2,2 ml. Le volume de transfectant dépend de la quantité de siRNA pour
respecter le méme ratio de 1 ug de siRNA pour 2,5 ul de transfectant. Les deux solutions sont
incubées ensemble pendant 15 minutes a I'obscurité avant d’étre déposées dans les puits. La
microplaque a été incubée a 30°C pendant 24h. Les séquences des siRNA utilisés sont

consignées dans le tableau 2.

c. Extraction d’ARN

Apres l'incubation, les kystes et les trophozoites ont été lysés séparément avant d’en
extraire 'ARN ; les cellules en suspension, correspondant a des kystes matures, ont été
récupérées dans des tubes FastPrep contenant des micro-billes de 150-212 um de diameétre
afin d’étre lysées mécaniquement avec un homogénéiseur (FastPrep®-24 ; Instrument MP).
Les cellules adhérées, correspondant a des trophozoites, ont été directement lysées avec le

kit de chez Roche « High Pure RNA Isolation Kit ».

d. Reverse transcription (RT) et PCR quantitative (qQPCR)

Le protocole de chez Promega « GoScript™ Reverse Transcription System » a été suivi
afin d’obtenir des ADN complémentaires. Les produits de la RT ont été ensuite dilués pour
avoir 100 ng d’ADN dans les puits lors de la PCR quantitative. La qPCR a été réalisée avec
I'automate de chez Roche « LightCycler 1.5 instrument » en utilisant le kit de chez Roche
« LightCycler® FastStart DNA Master™s SYBR Green | kit ». Chaque puits contenait 10 pl
comprenant 5 pl de SYBR Green | Master Mix 2X, 0.5 ul de chaque amorce du gene de la
cellulose synthase a 10 uM, 2 pl d’eau et 2 ul d’ADNc ou 2 pl d’eau pour le contréle négatif.
Le gene TBPF (TATA-binding protein Promoter Binding Factor), ayant une expression stable
durant I'enkystement et utilisé couramment comme gene de ménage chez A. castellanii
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(Orfeo et Bateman 1998) a été utilisé comme contréle. La qPCR a été réalisée selon le

programme suivant : une préincubation de 5 min a 95°C, 45 cycles d’amplification (10 sec a

95°C, 10 sec a 60°C, 10 seca 72°C), 5 sec a 95 °C pour la courbe de fusion et 10 sec a 40°C pour

le refroidissement. Le taux d’expression de géne a été calculé avec la méthode du 224 et

normalisé par rapport au géne TBPF. Les séquences des amorces utilisées durant les

expériences sont consignées dans le tableau 2.

e. Analyses statistiques

Le dernier protocole de sous-expression de géne a été répété 3 fois. Les résultats ont

été analysés par deux tests statistiques ; le test ANOVA et un test de Student, en considérant

un seuil de risque de 5% (p < 0,05).

Tableau 2 : Séquences des siRNA et des amorces de gPCR utilisées durant le stage.

Nom dans le texte  Séquences sens Séquences anti-sens Gene cible  Références
siRNA
siRNA anti-cellulose 5’- 5’- cellulose Ageel et al. 2013
synthase GAUCUACGAGAAGAACCG GCGGUUCUUCUCGUAGA synthase
CUU-3’ UCuUu-3’
siRNA 833 5- 5’- cellulose Dans cette étude
GCAAGAAGAGCAAGAACA UUGUUCUUGCUCUUCUU  synthase
AUU-3’ GCUU-3’
SiRNA scrambled 5’- 5’- aucun Ageel et al. 2013
CAAGCUGACCCUGAAGU  GAACUUCAGGGUCAGCU
UCuu-3’ UGUU-3’
Amorces
Cellulose synthase  5'- 5'- cellulose Moon et al. 2014
TCATCTACATGTTCTGCGC  CGATCCAGTTGTTGAGCAT synthase
Ccc-3’ GC-3'
TBPF 5’- 5’- gene TBPF Rolland et al.
GCCGGACAAGAAGCGAAG GTCGGTGAAGTAGACGCG 2020
GAAG-3' GAAG-3
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3. RESULTATS

a. Les siRNA fluorescents semblent pénétrer dans I’'amibe A. castellanii.

La premiere étape pour réduire l'expression d’'un gene par la technique de
I'interférence a I’ARN est I'internalisation des siRNA dans la cellule. Pour visualiser cette étape,
des siRNA fluorescents ont été utilisés. Il s’agit d’ARN double brin couplé a une fluorescéine,
de méme taille, charge et configuration qu’un ARN interférent standard. Ces ARN sont plus
stables et permettent donc une observation sur une plus longue période. Pour comparer
I'internalisation des siRNA dans les cellules, deux conditions ont été testées : soit les cellules
étaient incubées en milieu PYG (figure 3), soit en tampon d’enkystement (figure 4). Le
protocole suivi est le suivant : une suspension cellulaire (2,5 x 10* cellules/ml) a été préparée
soit en milieu PYG soit en tampon d’enkystement, et déposée dans une microplaque 24 puits
en verre. Aprés 1 heure d’incubation des cellules, les siRNA fluorescents ont été ajoutés
directement dans les puits a une concentration de 100 nM. Le transfectant a été également
ajouté directement dans les puits (ratio: 1 pug de siRNA pour 2,5 ul de transfectant).

L'observation au microscope a été réalisé au bout de 24 h et 48 h d’incubation.

Un contrdle, pour vérifier que les cellules n’étaient pas fluorescentes, a été réalisé en
ne mettant dans le puit que la suspension cellulaire traitées dans les mémes conditions que

les autres puits. Aucune fluorescence n’a été détectée dans ces puits (non présentée).

Lorsque les amibes sont dans le milieu PYG, le signal de la fluorescéine a été observé
des 24 h au sein des amibes (figure 3a et 3b). Les siRNA semblent s’introduire dans I'amibe
pendant les 24 h d’incubation. Apres 48h d’incubation, moins de cellules semblent présenter
le signal GFP (figures 3c et 3d). Pour les cellules encore fluorescentes, le signal apparait plus

diffus dans la cellule.

Lorsque les amibes sont dans le tampon d’enkystement, sur les figures 4a et 4b, la
fluorescence observée semble correspondre a des amas de siRNA dans le milieu de culture.
Un signal est percu dans les cellules qu’a partir de 48 h (figure 4c et 4d). D’aprés nos
observations dans différents champs, aucun kyste avec un signal fluorescent n’a été observé.

Ce signal n’a été observé que dans des cellules sous forme trophozoite (figure 4d, fleche
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noire). Il est difficile de savoir si I'absence de signal signifie que les siRNA n’entrent pas dans

les kystes ou si le signal n’est pas visible a travers la double paroi (exemple d’un kyste sur la

figure 4d désigné par la fleche orange).

Figure 3 : Internalisation des siRNA fluorescents par les trophozoites d’A. castellanii. Les amibes ont
été incubées en présence de 100 nM de siRNA fluorescents pendant 24 et 48 h en milieu PYG. La couleur
verte correspond au signal de la fluorescéine couplée au siRNA). a) aprés 24 h, grossissement x10 ; b)

apres 24 h, grossissement x40 ; c) aprés 48 h, grossissement x10 ; d) aprés 48 h, grossissement x40.
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Figure 4 : Internalisation des siRNA fluorescents par les kystes d’A. castellanii. A. castellanii a été
incubée en présence de 100 nM de siRNA fluorescents pendant 24 et 48 h en tampon d’enkystement.
La couleur verte correspond au signal GFP (la fluorescéine couplée au siRNA). a) aprés 24 h,
grossissement x10 ; b) apres 24 h, grossissement x40 ; c) aprés 48 h, grossissement x10 ; d) aprés 48 h,

grossissement x40. La fleche noire désigne un trophozoite. La fleche blanche désigne un kyste.

Afin d’optimiser le temps d’incubation des siRNA avec les amibes, I'expérience a été
reconduite dans les conditions suivantes: une premiere incubation de 2 minutes a
température ambiante entre les siRNA et le milieu PYG d’une part et entre le transfectant et
le milieu PYG d’autre part, a été réalisée afin d’éliminer les interactions non spécifiques. Les
deux solutions ont été ensuite réunies et incubées durant 15 minutes a température ambiante
et dans l'obscurité avant d’étre déposées dans le puit. Des analyses au cytomeétre de flux
(figure 5) ont été faites au boutde 1 h, 2 h, 4 h et 21 h d’incubation pour déterminer le temps

minimum d’incubation permettant aux siRNA fluorescents d’étre internalisés dans la cellule.
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Figure 5 : Pourcentage d’amibes ayant internalisé les siRNAs fluorescents au cours du temps. A.
castellanii a été incubée en présence de 100 nM de siRNA fluorescents pendant 21 h en milieu PYG. AC :

A. castellanii, AC+TRANS : A. castellanii en présence du réactif de transfection pendant 21 h. (n=1)

La fluorescence de I’'amibe A. castellanii seule ou en présence du réactif de transfection
a été mesurée. Comme attendu, les cellules ne semblent pas fluorescentes. Pour les
conditions contenant A. castellanii et des siRNA, une augmentation du pourcentage de
fluorescence en fonction du temps d’incubation, d’environ 20% aprés 1 h 30 a presque 70%
apres 5 h 30, est observée sur ce graphique. Entre 5 h 30 et 24 h, 'augmentation est plus
faible. Les siRNA semblent étre internalisés dés le début de l'incubation au contact des
cellules. Cette conclusion est basée sur une seule expérience (n=1). Celle-ci aurait di étre

réitérée mais n’a pu I'étre en raison des mesures sanitaires.

b. Adaptation du protocole utilisant des siRNA contre la cellulose synthase.

Les protocoles de Lorenzo-Morales et al. publié en 2005 et de Dudley et al. publié en
2008 ont été adaptés (tableau 3) pour diminuer I’expression du gene de la cellulose synthase.
Une suspension a 0,25 x 10° cellules/ml a été préparée dans du milieu PYG et déposée dans
une microplaque 6 puits. Les siRNA dirigés contre la cellulose synthase, publiés par Ageel et

al. en 2013, ont été utilisés a différentes concentrations (500 et 1000 nM). Le transfectant et
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les siRNA ont été mis en contact pendant 15 minutes avant d’étre ajoutés a la culture dans les
puits. Pour favoriser l'internalisation et la diffusion des siRNA dans les cellules (cf résultats
figures 3 et 4), 18 h d’incubation a 30°C ont été respecté avant d’éliminer le milieu PYG pour
le remplacer par du tampon d’enkystement et ainsi induire la formation de kystes.
L'incubation dure 24h a 30°C. Nous ciblons la cellulose synthase, qui est exprimée fortement

24h apres I'induction de I’enkystement.

Tableau 3 : Modlifications apportées aux protocoles de Lorenzo-Morales et al. 2005, Dudley et al. 2008

et Ageel et al. 2013.

Protocole Protocole Dudley Protocole Aqeel et Notre protocole
Lorenzo-Morales et al. 2008 al. 2013
et al. 2005
Gene cible protéase a sérine protéase a sérine cellulose synthase  cellulose synthase
extracellulaire extracellulaire
Suspension 20 x 10° 5x10° 2 x 106 cellules 0,25 x 10°
cellulaire cellules/ml cellules/puits cellules/ml
Incubation 15 h (milieunon 1 hen PYG 1 h en PBS puis 72 18 h en PYG
(amibes + précisé) puis 48 h en RPMI henPBS+10%de  puis24 hen
siRNA) ? (8% glucose) glucose tampon

d’enkystement

Température  30°C 30°C 30°C 30°C
d’incubation

Concentration 15 pg/ml 50, 100 et 200 nM 100 et 200 nM 100, 500 et 1000
des siRNA (= 1000 nM) nM

Plusieurs conditions ont été testées : le « contréle positif » correspond a des amibes
gui n’ont pas recu de siRNA. Une condition avec des amibes traitées avec des siRNA ne ciblant
aucun gene chez I'amibe A. castellanii 30010, scrambled, a la concentration la plus haute
testée, soit 1000 nM. Et des amibes traitées avec des concentrations croissantes de siRNA

anti-cellulose synthase ; 500 et 1000 nM.

Un dénombrement au microscope a été réalisé afin d’établir la proportion de kystes
(rapport nombre de kyste/nombre total de cellules) aprés un traitement au triton 1%. Le triton

est un détergent permettant de lyser les trophozoites en perméabilisant la cellule.
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Pourcentage
Echantillons
de kystes (%)
Controle sans siRNA 97 +/-
Scrambled avec transfectant 63 +/-
500 nM (siRNA anti-cellulose synthase) 35 +/-
1000 nM (siRNA anti-cellulose synthase) 36 +/-
b)
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Figure 6 : Expression de la cellulose synthase en fonction de la concentration en siRNA. a)
Pourcentage de kystes. Aprés 18 h d’incubation en PYG + siRNA et 2 4h en tampon d’enkystement, les
cellules (trophozoites et kystes) sont dénombrées en cellule de comptage Fast-Read. Un traitement au
triton 1% est appliqué pendant 10 minutes, puis les kystes sont dénombrées. Le rapport nombre de
kystes /nombre total de cellules x 100 a été calculé. b) analyse du niveau de la quantité d’ARNm codant
la cellulose synthase. L’extraction de I’ARN a été suivie par une RT-qPCR qui a été réalisée avec les
amorces du gene de la cellulose synthase publiées par Moon et al. 2014. Les résultats ont été normalisés

par rapport au géne TBPF. (n=2 expériences indépendantes +/- I’écart-type de la moyenne).

D’apres le tableau (figure 6a), et par rapport a la condition scrambled, une forte
diminution du nombre de kystes est observée pour les deux concentrations avec 35 kystes a
500 nM et 36 kystes a 1000 nM contre 63 kystes pour la condition scrambled. Ce résultat
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indique un effet sur le phénotype des cellules. Cependant, I'effet des siRNA ne semble pas

dépendre des concentrations testées.

Afin de valider ces résultats, nous souhaitions vérifier la diminution du niveau d’ARNm
de la cellulose synthase en présence de siRNA anti-cellulose synthase. Une baisse importante
des ARNm codant la cellulose synthase est observée dans la condition scrambled comparé aux
amibes non-traitées. Cette différence peut étre accordée aux stress induit par le transfectant.
Mais aucune différence n’a été notée pour les cellules traitées avec les différentes
concentrations de siRNA (figure 6b). Ces résultats indiquent que les siRNA anti-cellulose ont
bien un effet sur le processus d’enkystement car le nombre de kyste a diminué. En revanche,
leur efficacité n’a pu se vérifié par le dosage des ARNm de la cellulose synthase par gPCR. On
en déduit deux hypotheses : (i) I'efficacité des siRNA ne dure pas dans le temps ; une synthese
d’ARNm en continue empécherait de visualiser la diminution du taux d’ARNm induite par les
SiRNA, si le dosage est réalisé dans un délai trop long, (ii) les siRNA ont un effet sur le processus

sans viser les ARNm de la cellulose synthase.

Afin d’écarter la possibilité d’un siRNA anti-cellulose synthase non-fonctionnel, des
nouvelles séquences de siRNA anti-cellulose synthase ont été mises au point en utilisant le
site BLOCK-IT™ RNAI designer et synthétisées (nommées « 833 »). Ainsi, I'efficacité des deux
siRNA anti-cellulose synthase a pu étre comparé. La méme expérience a été reconduite avec
les modifications suivantes : les siRNA ont été utilisés a une concentration de 500 nM, en
accord avec la littérature. Cette concentration permet également de diminuer le stress induit
par le transfectant. Le temps d’incubation des cellules avec les siRNA en milieu PYG a été
diminué (6 h). Ce temps permet aux siRNA de pénétrer dans les cellules (résultats figure 5) et
diminue le temps de I'expérience, limitant ainsi le risque de dégradation de nos siRNA. Le

temps d’incubation de 24h a 30°C en tampon d’enkystement a été conservé.

Deux conditions, avec respectivement les siRNA anti-cellulose synthase et les siRNA
833, ont été réalisées. Une condition avec des amibes traitées avec les deux siRNA a été

également testée.
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Figure 7 : Expression de la cellulose synthase en fonction des siRNA utilisés. Analyse du niveau de la
quantité d’ARNm codant la cellulose synthase. L’extraction de I’ARN a été suivie par une RT-qPCR qui a
été réalisée avec les amorces du géne de la cellulose synthase publiées par Moon et al. 2014. Les

résultats ont été normalisés par rapport au géne TBPF (n=1).

Sur la figure 7, sont représentés les résultats du dosage des ARNm de la cellulose
synthase dans les différentes conditions testées. Une nouvelle fois, I'expression de la cellulose
synthase dans le contréle scrambled est tres basse comparée aux amibes non-traitées. Le
niveau de 'ARNm codant la cellulose synthase ne diminue pas en présence des siRNA anti-
cellulose synthase. En revanche, en additionnant les deux séquences de siRNA, une
augmentation du taux d’ARNm codant la cellulose synthase est observé en comparaison des
siRNA uniques. Nous n’avons pas observé un effet clair de nos siRNA anti-cellulose synthase.
Pour des raisons économiques et de temps, nous n’avons pas voulu répéter cette expérience

négative (pour avoir au moins 3 expériences indépendantes).

Ces résultats nous laissent envisager plusieurs obstacles a lever parmi lesquels : (i) les
siRNA scrambled ont un effet sur le niveau de la cellulose synthase ; (ii) les siRNA anti-cellulose
synthase ne semblent pas efficaces; (iii) le temps entre la fin du traitement siRNA et
I’extraction d’ARN pour étudier la cellulose synthase est trop élevé (24 h), ce qui laisse la

possibilité d’'une dégradation des siRNA et donc d’une augmentation du niveau d’ARNm. (iv)
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les concentrations de siRNA seraient trop élevées et s’"accompagneraient d’une cytotoxicité

importante.

Concernant les siRNA scrambled, ceux-ci ne cibleraient pas directement la cellulose

synthase chez A. castellanii car la séquence nucléotidique est trés éloignée d’apres les dix

premiers résultats obtenus a la suite d’un alignhement de séquences (figure 8).

a)
i S e o ] et | e
Acanthamoeba castellanii str. Neff BRCA2 repeat-containing_protein (ACA1_110350) mRNA, complete cds 302 302 71% 0.11 100.00% XM_004357122.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff BTB/POZ domain containing protein (ACA1_336400) mRNA, complete cds 282 282 66% 043 100.00% XM_004341170.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff acylCoA dehydrogenase, putative (ACA1_009930) mRNA, complete cds 282 486 66% 043 100.00% XM_004333036.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff adaptor complexes medium subunit family protein (ACA1_071280) mRNA, complete cds 263 446 80% 17 94.12% XM_004352983.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff COMM domain containing_protein 6, putative (ACA1_252500) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004367504.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff homeobox domain containing protein (ACA1_046580) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004347720.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff leucine rich repeat domain containing protein (ACA1_055030). mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004344110.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff hypothetical protein (ACA1_163110) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004340046.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff hypothetical protein (ACA1_001980) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004338464.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff hypothetical protein (ACA1_224580) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM _004338043.1
b)
Desaition S’:z:e ;:;1 (());:;yr valEue |::;: fccesslon
Acanthamoeba castellanii str. Neff BRCA2 repeat-containing_protein (ACA1_110350) mRNA, complete cds 30.2 302 71% 0.11 100.00% XM_004357122.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff leucine rich repeat domain containing protein (ACA1_055030) mRNA, complete cds 30.2 302 71% 0.11 100.00% XM_004344110.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff BTB/POZ domain containing protein (ACA1_336400) mRNA, complete cds 282 282 66% 043 100.00% XM_004341170.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff acylCoA dehydrogenase, putative (ACA1_009930) mRNA, complete cds 282 486 66% 043 100.00% XM_004333036.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff ubiquitin carboxylterminal hydrolase L5, putative (ACA1_358650) mRNA, complete cds 282 282 66% 043 100.00% XM 004335532.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff adaptor complexes medium subunit family protein (ACA1_071280) mRNA, complete cds 263 446 80% 1.7 94.12% XM_004352983.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff 2,3bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase-like protein (ACA1_050360) mRNA, cc 26.3 26.3 61% 1.7 100.00% XM_004341933.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff hydrolase, alpha/beta fold domain containing_protein (ACA1_031640) mRNA, complete cds 263 466 66% 1.7 100.00% XM_004337931.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff homeobox domain containing protein (ACA1_046580) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004347720.1
Acanthamoeba castellanii str. Neff hypothetical protein (ACA1_224580) mRNA, complete cds 263 263 61% 1.7 100.00% XM_004338043.1

Figure 8 : Résultats obtenus apres I’analyse BLAST des siRNA scrambled. a) Résultats pour la séquence

sens. b) Résultats pour la séquence anti-sens. (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

Concernant la troisieme hypothese (iii), le délai entre la fin du traitement siRNA et
I’extraction d’ARN a été supprimé. Pour cela, I'expérience a été réitérée avec les modifications
suivantes : une suspension cellulaire a 0,4 x 108 cellules/ml a été préparée dans du tampon
PAS (apres 3 ringcages afin d’éliminer toutes traces du milieu PYG). L’étape d’incubation des

cellules en présence des siRNA en milieu PYG n’a pas été conservée car ce dernier empécherait
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I'induction de la cellulose synthase. Aprés 2 h d’incubation a 30°C, le tampon PAS a été
remplacé par du tampon d’enkystement. Les siRNA et le transfectant ont chacun été incubés
séparément dans du tampon d’enkystement pendant 2 minutes. Les siRNA publiés par Aqeel
et al. en 2013 ont été utilisés a une concentration de 100 nM (concentration également testée
dans la littérature et pour diminuer le stress induit par le transfectant), toujours avec un ratio
de 1 pg de siRNA pour 2,5 pl de transfectant. La solution de siRNA/tampon d’enkystement et
la solution de transfectant/tampon d’enkystement sont incubées ensemble pendant 15
minutes avant d’étre déposées dans les puits. La microplaque a été incubée a 30°C pendant
24 h. L'ARN des cellules a été extrait avec le kit « High Pure RNA Isolation » de chez Roche.
Une étape de lyse mécanique des kystes matures a I'aide de micro-billes FastPrep a été

ajoutée au protocole afin d’optimiser la quantité d’ARN récupéré.

Deux controles ont été ajoutés ; un controle contenant uniquement la suspension
cellulaire avec du transfectant, afin de s’assurer de I'effet du transfectant sur les cellules, et
un contrdle contenant la suspension cellulaire et des siRNA scrambled (sans transfectant), afin

d’observer I'effet de I'ajout d’acides nucléiques sur les cellules.

0,8
0,6
0,4
0,2

0

contréle sans transfectant scrambled avec scrambled sans  anti-cellulose
siRNA transfectant transfectant synthase

Expression relative
[y

siRNA

Figure 9 : Expression de la cellulose synthase en présence de siRNA anti-cellulose synthase. Analyse
du niveau de la quantité d’ARNm codant la cellulose synthase. L’extraction de ’ARN a été suivie par
une RT-qPCR qui a été réalisée avec les amorces du géne de la cellulose synthase publiées par Moon et
al. 2014. Les résultats ont été normalisés par rapport au géne TBPF. Test statistique (ANOVA) a p < 0,05

et test de Student a p < 0,05 avec n=3 (n=2), les barres d’erreurs représentent I’écart-type.
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La figure 9 présente les résultats du dosage des ARNm de la cellulose synthase. D’apres
les résultats d’un test ANOVA, il y a une différence significative (p < 0,05) du taux d’expression
entre la condition contrdle sans siRNA et les autres conditions. Le niveau d’ARNm codant la
cellulose synthase semble étre impacté par I'apport de matériel génétique et/ou de

transfectant.

L’expression entre la condition contréle sans siRNA et la condition transfectant ne
semble pas différente. Cependant, le taux d’expression de la condition transfectant est une
moyenne de seulement 2 réplicats biologiques avec une variabilité importante des résultats.
Il n’est pas possible d’appliquer un test statistique et donc difficile de conclure quant a I'effet

du transfectant sur les cellules.

La condition scrambled sans transfectant a été comparée a la condition contréle sans
siRNA. La différence d’expression de la cellulose synthase serait différente. Pour la condition
scrambled sans transfectant, il s’agit également d’une moyenne basée sur 2 réplicats

biologiques. Aucunes conclusions ne peuvent étre tirées de ces observations.

Les conditions transfectant et scrambled sans transfectant n’ont été répliquées que 2

fois pour des raisons techniques et n’ont pu étre refaites par manque de temps.

D’apreés le un test de Student, il n’y a aucune différence significative entre la condition
« scrambled avec transfectant » et la condition test « siRNA anti-cellulose synthase » (p <
0,05). Les siRNA anti-cellulose synthase ne semblent donc pas efficaces pour diminuer

I’expression de la cellulose synthase dans les conditions testées.
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4. DISCUSSION

Pendant ce stage, nous avons tenté de sous-réguler le géne de la cellulose synthase.
Chez I'amibe A. castellanii, I’enkystement est un processus de plusieurs heures qui conduit le
trophozoite a se différencier en kyste. Plusieurs mécanismes sont impliqués, notamment
I’arrét de la croissance cellulaire, ainsi que des changements de taux d’ARN et d’expression de
protéines, un remodelage de la structure avec I'apparition d’'une double paroi. Différents
génes ont déja été reconnus comme fortement impliqués dans I'enkystement tels que la
cellulose synthase, la xylose isomérase (Aqgeel et al. 2013) ou la glycogéne phosphorylase
(Lorenzo-Morales et al. 2008). Ces différentes études ont permis de prouver I'importance de
ces genes, notamment en diminuant leur expression. La cellulose étant le composant principal
de la paroi interne formée au cours de ce processus, elle est un candidat idéal afin de mettre
au point un protocole pour inhiber I'enkystement. De plus, I'enkystement entraine un
changement morphologique facile a observer et a été étudié dans plusieurs publications
(Dudley et al. 2008; Aqeel et al. 2013; Lorenzo-Morales et al. 2010; Martin-Navarro et al.
2014).

La méthode de l'interférence a I’ARN, déja utilisée dans des études précédentes,
semblait étre un outil adapté car il entraine une dégradation spécifique en ciblant les ARNm
du gene de la cellulose synthase directement. La premiéere étape est I'internalisation des siRNA
dans la cellule et la diffusion dans le cytoplasme. Il existe différents moyens tels que la mise
en contact de siRNA seul avec les cellules (« soaking »), I'apport par phagocytose de bactéries
transformées (« bacterial-feeding »), |'apport par un vecteur viral ou par un vecteur non viral
(par exemple lipidique). Le plus simple a mettre en ceuvre est I'apport par un vecteur lipidique

(Whitehead et al. 2009).

Les résultats des expériences réalisées avec des siRNA fluorescents indiquent que les
siRNA ont bien été internalisés dans les cellules avant 24 h d’incubation. Lors de cette
expérience, les siRNA et le transfectant ont été ajoutés directement dans la culture d’amibe
sans étape préalable d’incubation qui permet la formation de ces complexes lipidiques. La
diffusion observée apres 48 h d’incubation pourrait indiquer que les siRNA auraient tout de

méme été délivrés dans le cytoplasme.
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Selon plusieurs études, la voie d’absorption des complexes contenant du matériel
génétique dépend de différents facteurs comme la composition du complexe, sa taille, sa
charge de surface ainsi que du type de cellule visée. Différentes voies peuvent étre impliquées
pour un méme complexe (Lu et al. 2009; Gabrielson et Pack 2009; McLendon et al. 2010). La
macropinocytose résulte de I'extension de la membrane cellulaire. Cette voie fait intervenir
I’actine, avec une polymérisation dirigée vers I'extérieur afin de déformer la membrane
cellulaire et ainsi envelopper le complexe. Le contenu de la vésicule formée s’écoule dans le
cytosol (Conner et Schmid 2003; Khalil et al. 2006). D’autres études ont démontré une activité
des siRNA sans observer d’endocytose. Ce qui suggere une fusion directe du complexe
lipidigue contenant les ARN interférents avec la membrane cellulaire permettant de libérer

ensuite le contenu dans le cytoplasme de la cellule (Lu et al. 2009; McLendon et al. 2010).

D’apres ces informations et a la vue des premiers résultats, nous supposons que les
siRNA ont été internalisés par macropinocytose, puisque deux étapes distinctes ont été
observées (l'internalisation et la diffusion). Cette expérience aurait di étre reconduite, en
respectant bien I'incubation préalable permettant la formation de complexe entre les siRNA
et le transfectant. Ce qui aurait permis, soit de confirmer la voie d’internalisation des siRNA,
soit d’observer une diffusion directe dans le cytoplasme, résultant de l'internalisation par

fusion avec la membrane de I'amibe.

Une fois internalisés, les siRNA suivent les étapes du mécanisme présenté en figure 2,
jusqu’a la dégradation de 'ARNm. Différentes expériences ont été menées dans le but
d’améliorer un protocole permettant d’observer, par un dosage par gPCR, la dégradation des
ARNm du gene de la cellulose synthase. Bien que les siRNA scrambled ne ciblent aucun gene
dans le génome d’A. castellanii (figure 8), les premiers résultats (figure 6 et 7) indiquent une
forte diminution de I'expression de la cellulose synthase lors de I'ajout de matériel génétique
ou du transfectant. L'ajout de transfectant lipidique ou de matériel génétique seul (figure 9)
pourrait perturber I'expression de la cellulose synthase. Des études comparatives sur les
réactifs de transfection ont été publiées ces derniéres années. La cytotoxicité du réactif de
transfection est a prendre en compte car elle pourrait affecter I’expression de génes de
maniére non spécifique (Almulathanon et al. 2018). Deux cas de figures ont été observés dans
la littérature ; (i) plusieurs études mentionnent que la cytotoxicité du réactif seul ne refléte

pas la cytotoxicité du réactif complexé avec les siRNA (Nguyen et al. 2007; Wang et al. 2018)
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(ii) en revanche, d’autres études affirment que la complexation du transfectant et des siRNA
atténue la cytotoxicité du réactif (Pierrat et al. 2015; Wan et al. 2016). La cytotoxicité dépend
du type de matériel génétique utilisé et de la formulation du réactif de transfection. D’apres
nos résultats préliminaires, la complexation du transfectant et des siRNA semblerait affecter
plus fortement I'expression de la cellulose synthase. Ajoutés seuls avec les cellules, les siRNA
ont entrainé une diminution de I'expression de la cellulose synthase, d’aprés les résultats
présentés en figure 9. Dans |'étude publiée par Ocadiz-Ruiz et al. (2013), la méthode
d’internalisation des siRNA par incubation avec des cellules (sans réactif de transfection) a
démontré son efficacité a diminuer I'expression du géne. Sachant que c’est une possible voie
d’entrée pour les siRNA, I’expression du gene de la cellulose synthase aurait pu étre également

affecter de maniere non spécifique par la simple présence de matériel génétique étranger.

Différents siRNA anti-cellulose synthase ont été testés et d’aprés nos premiers
résultats, aucune différence n’est observée entre le taux d’expression en présence de siRNA
anti-cellulose synthase et le taux d’expression de la condition scrambled pour toute nos
expériences. Additionnées, les deux séquences de siRNA testées ne semblent pas non plus
induire de diminution de I'expression de notre gene (figure 7). Les siRNA de la littérature ont
montré une diminution de I'expression de la cellulose synthase de plus 50 % dans des
conditions reproduites durant nos expériences (Aqeel et al. 2013). Il est admis que ces siRNA
ont montré une efficacité précédemment et aurait pu étre davantage testés en modulant les

conditions.

Il aurait été intéressant de reprendre le protocole décrit pour la figure 9 en utilisant un
autre gene cible. Par exemple le géne de la myosine-IC comme cela a déja été fait (Martin-
Navarro et al. 2014). C’est une protéine impliquée dans la contraction de la vacuole
contractile, permettant de maintenir la balance osmotique chez A. castellanii. Ce géne
éviterait un changement de milieu. En effet, I'internalisation des siRNA avait été constatée en
milieu PYG mais restait incertaine en tampon d’enkystement. Différentes concentrations
pourraient étre testées sur la méme expérience, telles que 100, 200 et 500 nM. Selon les
publications, une large gamme de concentration a été testée ; 1000 nM (Lorenzo-Morales et
al. 2005), 200 et 100 nM (Dudley et al. 2008; Ageel et al. 2013) et 50 nM (Dudley et al. 2008).

Toutes ont entrainé une diminution de I’expression des genes ciblés.
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5. CONCLUSION

Les différentes expériences menées pour sous exprimer le gene de la cellulose
synthase chez I'amibe A. castellanii, n’ont pas abouti a établir un protocole définitif. Bien que
I'internalisation des siRNA dans la cellule ait été constatée, différents points restent critiques
tels que la maximisation de |'efficacité des siRNA ou la minimisation de I'effet du réactif de

transfection.

Pendant ce stage, le choix de la méthode de transfection s’est porté sur |'utilisation
d’un réactif de transfection. Cette méthode a déja été utilisée chez A. castellanii (Dudley et al.
2008; Lorenzo-Morales et al. 2010; Aqgeel et al. 2013; Martin-Navarro et al. 2014). Cependant,
d’autres méthodes existent et seraient envisageables pour peut-étre obtenir une meilleure

efficacité d’interférence a I’ARN.

La méthode de « soaking », avec laquelle les siRNA sont incubés sans vecteur en
présence des cellules, serait une alternative au stress induit par le transfectant. En effet, le
taux de viabilité ou l'effet cytotoxique ont été vérifiés en paralléle de la régulation de

I’expression du gene (Ocadiz-Ruiz et al. 2013; Dominguez-Fernandez et al. 2018).

La méthode utilisant comme vecteur des bactéries est une technique ayant déja été
mise point sur un autre protozoaire, Entamoeba histolytica (Solis et al. 2009), et devrait étre
testée au laboratoire sur A. castellanii. Les bactéries sont transformées avec un plasmide
contenant la séquence codant un dsRNA (le précurseur des siRNA) et sont phagocytées par
I’'amibe. Cette technique pourrait limiter également le stress induit par le transfectant en

permettant I'internalisation des ARN interférents par phagocytose.
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ANNEXE |

Etat de I'art des techniques de transfection et de sous-expression de géne chez les amibes

Technique de

Type d’ARN

. . h Organismes Références
transfection interférents
shRNA Dictyostelium discoideum Baviskar et Shields
2011
. RNA antisens Entamoeba histolytica
Transfection avec un
lasmide par Aslam et al. 2012
ré)lectro ofation dsRNA Giardia
P Marcial-Quino et al.
2017
) dsRNA Entamoeaba histolytica Solis et al. 2009
Transfection par
phagpcytose (bactérie dsRNA Neoparamoeba Lima et al. 2015
exprimant dsRNA)
dsRNA Entamoeba histolytica Lopez-Rosas et al.
2012
Transfection par siRNA Entamoeba histolytica Ocadiz-Ruiz et al. 2013
« soaking »
(incubation en SiRNA Entamoeba histolytica Dominguez-Fernandez
présence des ARN etal. 2018
interférents)
dsRNA Entamoeba histolytica Varghese et Ghosh
2020
SiRNA Acanthamoeba castellanii Lorenzo-Morales et al.
2005
siRNA Acanthamoeba castellanii Dudley et al. 2008
shRNA Entamoeba histolytica Linford et al. 2009
dsRNA Naegleria fowleri Jung et al. 2008
Transfection par
vecteur chimique
(réactif de SiRNA Acanthamoeba castellanii Lorenzo-Morales et al.
transfection) 2010
siRNA Entamoeba histolytica Petropolis et al. 2014
siRNA Acanthamoeba castellanii Martin-Navarro et al.
2014
shRNA Entamoeba histolytica Ocadiz-Ruiz et al. 2016
siRNA Acanthamoeba polyphaga Bekliz et al. 2018
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RESUME

Les amibes libres sont des organismes capables de passer d’'une forme active, le
trophozoite, a une forme de dormance, le kyste, afin de résister a des conditions
environnementales qui leurs seraient défavorables. Les voies de signalisation de ce processus
restent peu connues. Un outil génétique, I'interférence a I’ARN, permettrait de moduler
I’expression de genes chez 'amibe modéle Acanthamoeba castellanii, comme cela a déja été
réalisé précédemment dans différentes études. La modulation de I'expression de ces genes
permettrait I'’étude de leur fonction. L'objectif de ce stage était d’adapter un protocole de
siRNA en utilisant comme géne cible, la cellulose synthase, pour lequel il a été montré que
I'expression augmente pendant le processus d’enkystement. Bien que la premiére étape,
I'internalisation de siRNA dans la cellule, a été constatée, I'expression de la cellulose synthase
n‘a pas pu étre diminuée. Différents points critiques liés a cet outil génétique restent a
optimiser.

Mots-clés : Acanthamoeba castellanii, enkystement, interférence a I’ARN, cellulose synthase.

ABSTRACT

Free-living amoeba are organisms capable of changing from a vegetative form, the
trophozoite, to a dormant form, the cyst, under stressful environmental conditions. The
signalling pathways of this process remain poorly understood. RNA interference is a genetic
tool that would allow to modulate the expression of genes in the amoeba model
Acanthamoeba castellanii, as it has already been performed in previous studies. Modulation
of theses genes expressions would allow the study of their function. The objective of this
internship was to adapt a siRNA protocol using cellulose synthase as the target gene, for which
it was shown that expression increases during the encystation process. Although the first step,
internalization of siRNA in the cell, was observed, cellulose synthase expression was not down-
regulated. Several critical points related to this genetic tool remain to be optimized.

Key words: Acanthamoeba castellanii, encystement, RNA interference, cellulose synthase.
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