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. INTRODUCTION

1. Avant -propos

Le nématode Trichinella spp. est un parasite zoonotique des viandes | OTRULJLQH GH OD W
Les larves de Trichinella spp. sont présentes dans les fibres musculaires et infectent OTK{WH ORUV’
viande est consommée crue ou peu cuite (Dorny et al., 2009). Ce nématode a la particularité de pouvoir
envahir son héte tout en développant des stratégies complexes pour détourner la cellule héte en cellule
nourriciere, dans laquelle il est capable de vivre pendant des années a O T Ddi Bylstéme immunitaire.
Trichinella spp. a également la FDUDFWpULVWLTXH GH SRXYRLU VYDGDSWHU |j
(mammiferes monogastriques, oiseaux, reptiles). De fat FH SDUDVLWH HVW SUpVHQW j C
engendre un probléme majeur de santé publique. La trichinellose humaine est une maladie émergente ou
ré-émergente dans de nombreuses parties du monde en fonction, notamment, des habitudes culinaires,
du contexte épidémiologique et socio-économique des pays, mais également par sa présence dans la

faune sauvage et au niveau des élevages porcins.

ODOJUp OH PDQTXHs &§dntes RudéeiewhalRdg j O p F KH O O HorP d®13iGdreDoDeH
11 millions de personnes seraient séropositives (Dupouy-Camet, 2000) LO QT\ & sOUXWU
recensement publié depuis 2000. $ O fp F KH O O He, X 20R2SipaHéfE recenseé 6 cas de trichinellose
humaine pour PLOOLRMBELWPHPQWY GDQV OHV SD\V Glés taug 8 déri@atiod bR S p H
plus élevés ont été signalés en Lettonie (201 cas pour PLOOLRQV § SKvizEe W& DiQamMa/ la
Roumanie et la Bulgarie (930, 700 et 410 cas pour PLOOLRQV § (ExrDfean\FDAd \Bafety
Authority, and European Centre for Disease Prevention and Control, 2014). Il est a savoir que nombre
G fdctibns ne sont pas signalées GDQV GH QRPEUHX[ SD\V HQ UDLVRQ GH OYDE\
appropriés et de la faible connaissance de cette maladie de la part des médecins. Au niveau francais,
aucun cas de trichinellose humaine due a de la viande contr6lée etfou FRPPHUFLDOLVpPH QD
GHSXLV HW QRWDPPHQW HQ UDLVRQ GT1XQ UHOQMRIZE et RIH 2007; GHV
Vallée | et al.,, 2016). Une réglementation européenne imposant le contrble en abattoir des viandes
porcines et autres espéces sensibles (sanglier, cheval), a fait régresser cette maladie en Europe (2015,
5qJ O H P HxERtian JUE) 2015/1375). Ce reglement stipule que tout animal de boucherie ou tout gibier
sensible & Trichinella doit étre soumis a la recherche de larves de trichine. Le laboratoire assurant le
dépistage doit étre agréé SDU OH OLQLVWqUH HQ F Kebdduhtis &ihe Qg fedithtidn ¥élivwex U H
SDU OH &RPLWp )UDQoDLV GY9$HPe pads atbbhitgneR Qnt &2rgp&riés en France
mais depuis 1999, ils sont dus a la consommation de viande non contrdlée par les services vétérinaires.
En 2015, 3 cas de trichinellose humaine ont été déclarés suite a la consommation de figatelles crues
SURYHQDQW GTXQ SRUF SOHLQ DLU &RUVH QRG (RRQW et{@.p2@E.U OH
"q Dtres cas humains ont été déclarés importés, comme les récentes contaminations de voyageurs au
Groenlandayant FRQVRPPp GH OD Y(DDQuy-BaGef & ElL) 2016).
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Développer des stratégies de lutte efficaces contre le parasite Trichinella spp. FKH] OTDQLPDO F
nécessité afin G 1 H P S r RKéhtamination humaine j O {p F KH O O HL&@iRehiBre pipidche consiste
a protéger les élevages porcins de tout contact avec la faune sauvage extérieure et a maitriser leur
alimentation, etainsia GLVSRVHU 6 HIOHARDGHWLRQV GIfKpEHUJHPHQW FRQWU
reconnu par la reglementation européenne (EU 2015/1375) et pourra permettre de déroger au dépistage
individuel systématique des carcasses avecle WHVW GLUHFW ORUVT &K @liifé Houung p UR
surveillance épidémiologique. , O Q TH[LV Wwedsdmerd pakl encore de test sérologique suffisamment
ILDEOH SRXU TXH FHWW HiisHaNdddiHatidr] & Desehtdrxitttomme une autre alternative
au test direct lorsque cetest QTHVW SDV H Quur dd3 3aikbris @a-tolt élevé (principalement dans
les pays en voie de développement et de forte endémie de trichinellose). Une vaccination anti-Trichinella
des porcs protégerait les porcs plein-DLU RX OHYV SR U4 hnsiy gaBsHes Palykl (ou régions) ou le
contrble vétérinaire par test direct est trop difficile a mettre en place ou reste peu fiable. Une telle stratégie
est envisageable pour lutter contre un parasite en élevage porcin comme en témoigne la mise en place
GIXQH VWUDWpPJLH TagnakbiGnh &DRAOR QT EWLOGYRQY LYROFFLQ FRQVWLWXDp
UHFRPELQDQW GIHR@WVFHRA/EBXHI&®H dexeistode qui a 3 paires de crochets fixateurs ou
&pines) nommée 762/ SHUPHW GUiRrEuptidh@u ¢ycle parasitaire de Taenia solium dans une
région de forte endémicité en alliant vaccination animale et traitement humain en cas de contamination
humaine (Garcia et al.,, 2016) $XFXQ YDFFLQ SUpYHQWLI QYH[LVWH j OfKHXU
protéger les porcs contre le parasite Trichinella. En revanche, des études de vaccination précédemment
conduites au laboratoire ont montré que la protéine nommée NBL1 induit une diminution de 72% de la
charge parasitaire chez les porcs vaccinés (Vallée | et al., 2012). Cette protéine NBL1 est une sérine
protéase spécifique du stade L1 nouveau-né (L1NN) ; ce stade LINN infestela ILEUH PXVFXODLUH (¢

/D VWUDW pJL HaGddin@4 laduxlle $eHravaille consiste a développer des outils innovants de
lutte contre Trichinella chez les porcins, en proposant de développer des tests sérologiques spécifiques et

sensibles, et une vaccination efficace.

Le travail présenté dans ce mémoire est constitué de deux parties. La premiere SRUWH VXU Ofp
la séquence génomique codant pour le géne nbll des espéces T. spiralis, T. nativa, T. britovi, T.
pseudospiralis. Et la seconde partie concerne OD PLVH DX SRLQW GH OfLINHWNLUHDWWLLA
du géne codant pour la protéine NBL1 in vivo grace au mécanisme GLIQ W H U | p ARND(ARRNI) cDef les

larves du stade invasif L1 nouveau-né (L1NN).
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2. Trichinella et la trichinellose

2.1 Le contexte historique

(Q DX FRXUV GIXQH VpDQFH GH GLVVHFWLRQ j OfK{SLWDO C
HQ PpGHFLQH GpFRXYUH GH SHWLWYVY JUDLQV EODQFV GDQV OD FK
microscope et observe des vers. /[RUV GTXQH UpXQLRQ GX FOXE GiH&hdpcampe d® Q W\
ses résultats. Richard Owen, ELRORJLVWH j Bak{dbménDdecre Rlbr® /parasite comme une
QRXYHOOH HVSgF Hrigh¥§ spirali3.FER P895, Louis-Joseph Alcide Railliet, zoologiste | OpFR O
YpWpULQ D L todstaxdnt queRelhvh de Trichina étaitdéjj DWWULEXp j XQ JHeQUSHSBILQV
propose le nom de Trichinella. La découverte de la plus ancienne capsule de Trichinella remonte a
1200 ans avant J.C.,eta ét¢ IDLWH UpWURVSHFWLYHPHQW HQ DX QLYHDX
momie égyptienne (Millet, N.B. et al., 1980).

&THVW HQ XpéHmenthtibnd menées par Zenker ont mis en évidence la pathogénicité et
le pouvoir létal du parasite, ainsi que la transmission du parasite | Of+RHP SDU OfLQJHVWLRQ
porcine contaminée (Zenker, 1860). Les signes cliniques de la trichinellose sont alors connus et de
nombreux cas sont ainsi décrits aux Etats-Unis, en Irlande, en Grande Bretagne et en Allemagne ot les

premiers contrdles des viandes de porcs ont eu lieu en 1963.

Depuis le 19°™ siécle, ces parasites ont été considérés comme un probléme majeur chez le porc.
Pendant la période 1879- SOXVLHXUV SD\V RQW LQWHUGLW O §4BEE8RUNS/ DW L
FDU Leé&vaiQpes de contrble systématique des carcasses. Depuis la seconde guerre mondiale, les
changements dans les pratiques d'élevages de porcs ont fortement réduit la transmission de Trichinella
spp. au niveau mondial. Ainsi cette maladie est aujourd'hui confinée a des zones pauvres, défavorisées
et /ou déstabilisées par des conflits ou les contrdles sanitaires des viandes sont difficiles a mettre en place
voire inexistants (Pozio, 2014). De facon inattendue F § HeW Y975, que la viande de cheval a été identifiée
comme source de contamination humaine en France et en ltalie ; ces deux pays sont les principaux pays
a consommer la viande chevaline crue (Boireau et al., 2000). De 1975 a 2005, 8 épisodes ont été
déclarés en France provenant de la consommation de viande chevaline importée GHVY SD\V GH Of(V\
OY$PpPpULTXH Le plud impb@ant épisode survenu en France a eu lieu en 1985 et a engendré 2296

cas humains dont 5 cas mortels (Pozio, 2015).

Suite a ces crises sanitaires en France, un dispositif renforcé de contréle des viandes a été mis en
place depuis 1999. Celui-ci se décline en plusieurs points : i) la formation des techniciens des services
vétérinaires qui effectuent le dépistage direct quotidien dans les viandes, ii) la standardisation de la
PpPWKRGH GIDQDO\VH HW OfKDUPRtGQ)LOHWILREP BFEWS GHQY QOMIRIERD/E L |
en charge GH OfDJULFXOWXUH HW OHXU [&ledJgt @l 200ryWalke | stay 2018). &R | L
Grace a ce dispositif, en France, LO Q T\ @ t8chiXellose humaine due a la consommation de viande

controlée.
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Trichinella murelli }

Trichinella spiralis

.=~ Trichinella nativa Trichinella T9
[T Trichinella T6 Trichinella nelsoni

N wir Trichinella britovi Trichinella pseudospiralis
[ Trichinella T8 Trichinella papuae

Trichinella zimbabwensis

il |

Figure 1: Répartition mondiale des différentes especes de Trichinella spp.
(modifié de (De Bruyne A. et al., 2006))
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Les seuls cas déclarés (26 cas depuis 2004 en France) sont, soit des cas autochtones avec
FRQVRPPDWLRQ GH YLDQGH QMD\DQW SDV pWp FRQWU{OpH SDU
ORUV GH YR\DJHV | ahfmpido BEg@iahHpblair€@dRMime en témoignent les derniers cas dus a la
FRQVRPPDWLRQ GH (RueBeh Ethdl. QEIR)X U V

2.2 Le parasite : Trichinella

Trichinella spp est un nématode microscopique du genre Trichinella appartenant au phylum des
Nématodes, a la classe des Enoplea | O R U Gluid¢hocephalida et la famille des Trichinellidae. La
premiére espéce décrite en 1896 fut T. spiralis-T1. Par la suite, les critéres basés sur les caractéres
biologiques ont permis de différencier 3 nouvelles espéces en 1972 (Britov V.A. and Boev S.N, 1972;
Garkavi, 1972): T. nativa-T2:, espéce encapsulée retrouvée dans les zones arctiques ; T. nelsoni-T7,
également encapsulée et retrouvée dans les zones tropicales; et T. pseudospiralis-T4, espéce non

encapsulée et cosmopolite. Mais au vu des faibles différences morphologiques et de la répartition

OH

cosmopolite deces SDUDVLWHY FHV FULWQqUHV G L G HhauwdiffetehdenMdskespepas/ D L H

entre elles. Grace a la biologie moléculaire, en 1992, une nouvelle classification a conduita OfLGHQWLIL

de 5 espéces (T. spiralis, T. nativa, T. nelsoni, T. pseudospiralis, et T. britovi-T3 et 3 génotypes (T5, T6 et
T8) (Pozio et al., 1992). Par la suite en 1999, le génotype T9 (Nagano et al., 1999), et O 1 H V 3.qpkptdiae
(T10) (Pozio et al., 1999) ont pu étre différenciés. Le génotype T5 a été nommé T. murrelli-T5 en 2000
(Pozio and La Rosa, 2000). Puis plus récemment, en 2002, T. zimbawensis-T11 (Pozio et al., 2002), et T.
patagoniensis-T12 en 2008 (Krivokapich et al., 2012) ont pu étre décrits.

A ce jour, 9 especes ont donc été décrites en fonction de leur distribution géographique (Figure 1),
de leurs propriétés biologiques et de leur morphologie, et 3 génotypes non caractérisés a ce jour ont été
décrits (Pozio and Zarlenga, 2013; Pozio et al., 2009). Seules les méthodes moléculaires offrent la
possibilité de différencier les différentes espéces (Pozio, E. and La Rosa, G., 2003; Zarlenga et al., 1999,
2001). Ce parasite a un large spectre d'hétes qui inclut plus de 100 espéeces de mammiféres, d'oiseaux et
de reptiles. Les espéces du genre Trichinella sont largement réparties sur tous les continents, des zones

froides aux zones chaudes (Tableau 1).

XT. spiralis - T1 a une répartition cosmopolite et est essentiellement distribuée dans les zones
tempérées. Cette espéce est plus étroitement associée au porc domestique mais contamine également
beaucoup de mammiféres de la faune sauvage (ex : sangliers, rongeurs) et domestique (ex ; cheval,

chien). Sa répartition est mondiale et elle est le principal agent de la trichinellose humaine.

x T. nativa - T2 semble étre caractéristique de la zone holarctique (zone au nord du tropique du
Cancer ; température inférieure a -4°C en Janvier) (Pozio, 2005). Les principales caractéristiques
biologiques de T. nativa sont un indice de faible capacité reproductive chez les rongeurs de laboratoire

(Airas et al., 2012; Calvet, 2016) et chez le porc domestique et sauvage, ainsi qu'une grande résistance a
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Tableau 1 : Les différentes espéces ou génotypes dans le genre Trichinella ;

caractéristiques principales et répartition géographique

(Pozio et al., 2009)

Espéce / Répartition Cvele Hote naturel Année
génotype géographique y G T Lanir 1@
Clade des « Encapsulés »
T. spiralis . Porc, rat et
P Cosmopolite Do;n:us\fgqu: et quelquefois les 1835
T1 9 carnivores
T. nativa Région arctique et Sauvage Carnivores terrestres 1972
T2 subarctique g et marins
Zones tempérées
T. britovi des régions Sauvage et .
Paléarctique, et du quelque fois ugalrjne';g;elz etorc 1992
T3 1RUG HW GH domestique | 94 P
GH Ofs$IuUlL
T. murrelli Zone tempérée de _
la région sauvage Carnivores 1992
TS5 néarctique
T. nelsoni i
Région éthiopique sauvage Carnivores et 1972
T7 quelquefois le porc
T6 Ameérique du Nord sauvage Carnivores 1992
Afrique du Sud et .
T8 Namibie sauvage Carnivores 1992
T9 Japon sauvage Carnivores 1999
T pata$f2n|en5|s Argentine sauvage Carnivores 2008
Clade des « Non encapsulés »
o Sauvage et e
T. pseudospiralis Cosmopolite quelquefois Mam_mlferes et 1972
T4 q : oiseaux
omestique
T. papuae Papouasie- Sauvage et .
pap Nouvelle-Guinée, guelquefois Porcciggggilggefms 1999
T10 Thailande domestique
Ethiopie,
T. zimbabwensis | Mozambique,Afriqu Sauvage et Crocodiles, varan, 2002
T11 e du Sud, domestique |ézard, lion
Zimbabwe
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la congélation dans les muscles de carnivores (Pozio and Darwin Murrell, 2006). Ce caractere biologique
HVW SHUGX OR Us/exp&iméntaleg \WuDport. BuQdes rongeurs (Kapel, 2000; Malakauskas and
Kapel, 2003), ce qui suggére un certain niveau de relation hote-parasite. Les infections humaines se
produisent fréquemment chez les personnes vivant dans les zones glaciales du Canada, du Groenland,
de la Sibérie et de la Finlande (Airas et al., 2010; Reichard et al., 2008; Skirnisson et al., 2010).

XT. britovi - T3 est principalement rencontrée chez les carnivores sauvages, ELHQ TXH OfH\
puisse étre retrouvée chez les porcs et sangliers. Cette espéce se rencontre essentiellement dans les
UpJLRQV WHPSpUpHV GT(XURSRXHEFW \AQH @§xkl 6nd DA Glurrell, 2006). En
FDV GYLQIHVWDW L R e AtebuEQpd U FOID CBHR XY RLU P R Ggelcpttecefsh&@d.HEIV L R C
infections humaines causées par T. britovi, lors de la consommation de porcs en liberté, de gibier et de
viande de cheval, ont été documentées en France, Italie, Espagne et Turquie.

XT. murrelli - T5 a été isolée en Amérique du Nord. Cette espéce touche particulierement les
PDPPLIQUHYVY VDXYDJHV HW RFFDVLRQQHO®A dePjbli) W éflsHdes Kaliyed Par HW
cette espece ont été recensés. /X est survenu suite a la consommation de viande de cheval du
Connecticut importée en France en 1985 (Ancelle et al., 1998; Boireau et al., 2000; Touratier, 2001). Un
deuxieme épisode a été documenté suite a la consommation de viande crue d'un ours noir chassé dans le
nord de la Californie (Hall et al., 2012). Il est connu que ce parasite circule en Amérique du Nord dans la
faune sauvage (Hill et al., 2008; Pozio et al., 2001; Reichard et al., 2011); il a également été rapporté

chez un chien domestique américain (Dubey et al., 2006).

XTrichinella T6 - T6 a été détectée chez des mammiferes carnivores (grizzlis) mais aussi chez
®ldmme, dans quelques régions du Canada et des Etats Unis (Larter et al., 2011). Cette population est
trés proche de T. nativa, sachant que des hybrides de ces deux espéces ont été découverts dans la
nature, suggérant une séparation récente (La Rosa et al.,, 2003). Comme avec T. nativa, les larves de
Trichinella T6 peuvent survivre dans les muscles congelés de carnivores durant de longues périodes de

temps.

XT. nelsoni - T7 a été sporadiqguement rencontrée chez les mammiféres de la faune sauvage en
Afrique (Marucci et al., 2009; Pozio et al., 1997) PDLV SHX G{LQsR LEHD WIp&O sont

actuellement disponibles.

XTrichinella T8 - T8 est trés proche de T. britovi (Pozio et al., 2009). Trichinella T8 a été détectée
chez les carnivores (lions, hyénes et un léopard) en Afriqgue du Sud et en Namibie (Marucci et al., 2009;
Mukaratirwa et al., 2013). Ce parasite n'a jamais été signalé comme une cause de trichinellose humaine.
Du fait de la similitude génétique de cette espece avec T. britovi, il est difficile de différencier les deux

especes dans les études épidémiologiques.
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XTrichinella T9 - T9 a uniqguement été détectée chez des carnivores sauvages du Japon (Kanai et
al., 2007). Elle est également assimilée a T. britovi 3RXUWDQW OTpWXGH JpQRPLTXH PI
G 1L GHQ WlewW pves @.0\Mrrelli. (Krivokapich et al., 2012). Trichinella T9 n'a pas encore été détectée
comme une cause dinfection humaine et sa distribution est peu connue pour des raisons similaires a

celles exprimées pour Trichinella T8.

XT. patagoniensis - T12 a été identifiée chez un couguar provenant de la Patagonie en Argentine
(Krivokapich et al., 2008). Cette espéce se retrouve principalement chez les carnivores et montre une
faible infectiosité chez le porc. Les larves musculaires de T. patagoniensis sont infectieuses dans du tissu
musculaire de chat maintenu a -5°C pendant 3 mois, mais ne survivent pas dans les muscles de chats
congelés a -18°C pendant 1 semaine. Aucune infection humaine causée par T. patagoniensis Q fébé
décrite a ce jour.

Trois especes du genre Trichinella ne forment pas de capsule épaisse de collagéne a la périphérie
de la cellule nourriciere (Pozio and Zarlenga, 2013); ces espeéces sont appelées les «non

encapsulées » :

fT. pseudospiralis - T4 est cosmopolite et infecte les mammiferes (ex : renard, panthére) et les
oiseaux carnivores (ex : corbeau, chouette hulotte) (Pozio, 2016). Sa répartition est mondiale et peut
V  H[ S OdaiflXHigration des oiseaux.

fT. papuae - T10 a été rencontrée pour la premiére fois chez le porc en Nouvelle-Guinée et par la
suite chez le crocodile et la tortue. La viande des porcs sauvages infestés naturellement conserve son
infectiosité jusqu'a neuf jours aprés que les porcs aient été abattus et que leur carcasse ait été laissée
dans un environnement tropical (35°C, 79,0% d'humidité relative). Ceci est cohérent avec la capacité

d'adaptation de ce parasite a ces conditions environnementales tropicales (Owen and Reid, 2007).

f T.zimbabwensis - T11 a été identifiée chez des crocodiles élevés dans des fermes au Zimbabwe,
au Mozambique, en Afrique du sud et en Ethiopie. Il y eu un cas positif sur un lion en Afrique du Sud qui
est le seul mammifére infecté par T. zimbabwensis détecté dans la nature a ce jour (La Grange et al.,
2010). Expérimentalement, cette espéce peut infester un large spectre de mammiféres mais aucun cas
KXPDLQ QD pWp GpFULW j FH MRXU /D UpSDUWL&LRQ GH FHWWH HV
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Phase musculaire Phase entérique

Phase circulante

Figure 2 : Cycle parasitaire de T. spiralis
(Modifié de (Despommier, D.D. et al., 2000))
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2.3 Le cycle parasitaire de Trichinella spiralis

Trichinella est un nématode a cycle auto- Kp W p U R[q @Hliré TKWO HVW | DtBrmi&ibike K{W
et héte définitif (Soulé, C. et al., 1991a).

/I THQVHPEOH GX F\FOH SIHUDYHW®W XIQUHH S\KHD Ui DOQIWHVWLQDOH VXLY
HOQWUH OHVTXHOOHYV VILOQWHUFDOH XtahbuthK Figile ®H PLIJUDWLRQ O\PS

/ITMLQIHFWLRQ CGHPEQWHVWDRQ GH YLDQGH FRQWHQDQW OH SDUDVL
stadel OXVFXODLUH 6RXV OYDFWLRQ GHV HQJ\PHV GLJHVWLYHV GH O
PXVFXODLUH GH OYK{WH kWwWuesRiQaedy G&DQYV GO PH{RMRP BtFal., 1987) afin
GIDWWHLQGUH OfLQWHVWLQ SDU(Dadpamridr XtyaH, AL8irQ)WCes @Gblvehiesvb W L R
reptation sont favorisés par les sels biliaires, et facilitent ainsi la pénétration dans les cellules épithéliales.

La partie externe de la cuticule (épicuticule) est altérée par les conditions de lyse alcaline et par les
enzymes digestives pancréatiques (Stewart et al., 1987). Cela permet aux parasites libres de percevoir
OHV PDUTXHXUV HQYLURQQHPHQWDX[ HW GH GLVFHUQHU OHXU O
mugueuse intestinale. Les parasites immatures sont stimulés par des facteurs encore inconnus pour
SPpQpWUHU GDQV OTpSLWKpOL XWrightOlID7%.0AV Ebuds ldé/sayri@ra@idh Mé. penadite va
JpQpUHU GHV WXQQHOV GDQ\V ODPp SHWKHOEXKF IGQW® \S/D IO et H VI

encore mal connu).

Dans les 30 heures suivant I TLQYDVLRQ GH OfpSLWKpOLXP LQWHVWLQDO
PXHV HW DWWHLJQHQW OH VWDGH ILQDO GI{DGXOWH PkOH RX IHPHO
/IHV DFFRXSOHPHQWY VH SURGXLVHQW GDQV OldsvpremirEsXlarxes \LX LY D
nouveau-nées (L1INN) sont émises par les femelles dans les 48h suivant la fécondation OfpPLVVLRQ
LINN peut durer plusieurs jours. Les adultes méles ou femelles persistent GDQV OfLQWHVWLQ S
dans les jours (ou semaines HQ IRQFWLRQ GH)Qui Buwény Ettsot {irtthés dans la lumiere
intestinale (Soulé, C. et al., 1991a).

Les LINN expulsées traversent la lamina propria GHV YLOORVLWpV GH OD PXTXHXYV
de leur stylet (situé au niveau de la cavité buccale) et pénetrent dans les vaisseaux lymphatiques ou dans
les capillaires sanguins HQ PRLQV GTXQH ItXbissariosS EREY diffusent ainsi dans tout
O R UJDQ Lvbr Hénktik dans les cellules des fibres musculaires striées squelettiques ou elles
trouveront un nouvel habitat dés 6 jours post-infestation. Les muscles les plus irrigués sont généralement
les plus infestés. Les L1INN peuvent infester WUDQVLWRLUHPHQW OHV FHOOXOHV GX |
la rate sans toutefois y poursuivre leur développement (Harley and Gallicchio, 1971; Wang and Bell,
1986). Chez le rat, une étude a montré que des LINN étaient retrouvées dans le sang, la cavité
DEGRPLQDOH OH IRLH OHV UHLQV HW O HnfestfioX fHar@y amd >XGallickHig, M
1971).

Dans les 24h qui suivent la pénétration dans la cellule musculaire, la larve va doubler de volume et
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Figure 3 : Représentation du stade Adulte J+5 de T. spiralis.

A )JHPHOOH PP | P OHV / 11 VRQW YBVNM&eD ldsVappdddicés Cofdatéprs) Xovit
caractéristiques, 1,5 mm x 36 P (Villella, J.B, 1970)

Figure 4 : Représentation du stade L1NN de T.spiralis

A : Larve L1INN provenant du sang de souris et récupérée 6 jours post infestation par des L1M ; L1NN fixée avec de
OTpWKDQRO j HW j FKDXG SXLV XQH FRORUBWILIRNK (11508 K40nD X\ORA[ LBUMP H Gt
SURYHQDQW GX PXVFOH GH VRXULYVY DSUqV MRXU\KI®R \IY6)nptfieeWDWLRQ SD
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QH SOXV JURVVIY jourX MaT ceulXmusculaire va alors subir un réarrangement de nature
biologique et physiologique : elle va perdre son organisation de cellule musculaire et acquérir les
propriétés de la cellule nourriciere. Ce programme de transformation de la cellule musculaire en cellule
nourriciere est déclenché par le parasite ; ainsi la survie de cette cellule nourriciere devient étroitement
dépendante de celle du parasite (Despommier, 1998). Un véritable dialogue existe entre le parasite et la
cellule héte. Des médiateurs protéiques d'origine parasitaire sont impliqués mais aucun d'entre eux n'est
identifié avec certitude. Cette différenciation va se produire entre le 4°™ et le 20°™ jour qui suit la
pénétration de la larve LINN. Pendant les 20 jours qui suivent la pénétration de la larve LINN dans la
cellule musculaire, le parasite va subir une maturation pour atteindre le stade L1M. La formation de la
capsule autour de la larve LIM commence aux alentours du 15°™ MRXU DSUqV OfLQIHVWI
compléte entre la 4™ etla5°™ VHPDLQH FKH] OfKRPPH HW OHV DQLPDX[ GH OD
FDSVXOH UpVXOWHUDLW GY{XQH DGDSWDWLRQ GH OD ILEUH PXV
(Despommier, 1990). Parallélement, un réseau capillaire se met en place (Despommier, 1998).

Aprés une période variable de quelgues mois a quelques années, suivant les espéces hotes et
suivant les individus de chaque espéce, la capsule va commencer a se calcifier (Soulé, C. et al., 1991a).

2.4 La morphologie des différents stades parasitaires

Au sein du méme hote, Trichinella spp. passe par 3 phases différentes : une phase entérique avec
les stades L1M, L1, L2, L3, L4 puis Adultes, une phase circulante avec le stade « LINN », et une phase

musculaire de latence avec le stade L1M.

Le stade Adulte (Figure 3) est intra-épithélial et passe par une succession de 4 mues (L1, L2, L3,

L4, Adultes) pour étre différencié en males et femelles ; les femelles sont pratiquement 2 fois plus grandes
que lesméales.La GXUpH GH YLGH GH FH VWDGH FKH] OfK{WH HVW GH OfRU

/HV ODUYHV / 11 FLUFXOHQW GDQV OYRUJDQLVPH SHQGD@M SO
musculaire. Les premiéres LINN arrivent dans le muscle aprés 6 jours post-infestation. A 7 jours, lorsque
la larve LINN estdansle muscle RQ GLVWLQJXH XQ pWUDQJOHPHQW PDUTXDQW

O 7L QWeés\cMulad irrégulierement disposées qui formeront le stichosome et le rectum. Les larves

mesurent entre 115um et 140um de longueur et ont un diamétre de 9 & 13um (Figure 4) (Khan, 1966). A

ce stade commence la synthese de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) par la cellule nourriciere
(Capo et al., 1998), favorisant ainsi O 1D Q JL R JH Q aVridovBstHbaFsation par un fin réseau de

capillaires (veinules et artérioles) entourant alors la cellule nourriciére achevée (Figure 5).

En paralléele de la formation de la cellule nourriciére, les LINN maturent pour passer au stade L1M
Figure 6). Leur volume augmente de 270 fois (Despommier, D.D., 1983) OD FXWLFXOH V{pS
VWLFKRF\WHV FHOOXOHV XQLFHOOXODLUHV GLVSRVpHV HQ HPSLOH
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Figure 5 : Vascularisation de la cellule nourriciére

{www.Trichinella.org). Le parasite est responsable du remodelage de la cellule musculaire et le fait de sécréter une

variété de protéines dans son créneau intracellulaire entraine une reprogrammation d'expression génomique de la

cellule héte (Despommier, 1998). La capsule est composée principalement de collagene IV et VI dont la synthese

Hvw SURJUDPPpH SDU OD FHOOXOH QRXUULFLQUH (Q PrPH WHPSV O0OfYD
nourriciére FHOD SHUPHW DX SDUDVLWH HW OD FHOOXOH)PAPB¥VYRpUHY @& MVGCJX¥
déchets.

Figure 6 : Représentation du stade L1M de T.spiralis.

$ FH VWDGH OH SDUDVLWH PHVXUH PP [ — Prrichinilld app€idstici®porle IdofisKtbe G X J
GIXQH UDQJpH GH VWLFKRF\WHYVY HVW SUpVHQW j FH VWDGH
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multiplient pour former le stichosome. La formation de la cellule nourriciere est supposée étre induite par

des protéines sécrétées par le parasite (non connues et non caractérisées a ce jour) (Figure 6). Plusieurs

de ces protéines sont sécrétées dans le cytoplasme de la cellule nourriciere (Despommier, 1998), et
certaines seraient impliquées dans le développement des L1IM, mais DXFXQ IDFWHXU Q9D
DYHF FHUWLWXGH MXVTXYTj FH MRXU

La formation de la cellule nourriciere est caractérisée par une suite graduelle de réarrangements
permettant la croissance du parasite ainsi que sa nutrition. Les noyaux cellulaires sont élargis et leur

nombre est réduit (Despommier et al., 1991). Une surexpression des ARNm du collagene de type IV et VI

pPWi

est observée, la synthése de collagéne étant impliguée danV OfpODERUDWLR@olGere éd BI., FD S

1997). Durant cette phase, les LINN vont grandir, en méme temps que la cellule musculaire deviendra
cellule nourriciére, pour atteindre une longueur de 252 a 705um et un diamétre de 24 a 29um a 17 jours

post-infestation, qui est le moment ou les larves résistent a la digestion gastrique et deviennent ainsi

infestantes pour un héte (Khan, 1966). /ffpYROXWLRQ GH OD FHOOXOH QRXUULFLqU
pSDLVVLVVHPHQW SURJUHVVLI GH OD FDSVXOH TXL YD PHVXUHU SO.

Les cellules infectées entrent ensuite dans un processus lent de dégénérescence et de calcification qui
peut durer des années mais qui peut étre accéléré si une réponse immunitaire se développe. Lors de
biopsie de patients, des larves vivantes ont été obtenues pres de 10 ans post-infestation (Dupouy-Camet
et al., 2001).

2.5 La trichinellose humaine

Le parasite Trichinella génere la trichinellose qui est une helminthiase cosmopolite. Les mammiféres

monogastriques, les oiseaux et les reptiles peuvent étre contaminés. Cette parasitose est une zoonose ;

elle est DV\PSWRPDWLTXH FKH] OHV DQLPDX[ PHbmieVereSwiRIRpvoduwé H

des symptémes peu spécifiques.

Les infections humaines sont les plus courantes chez les peuples ou les cultures alimentaires
incluent la consommation de viande crue ou insuffisamment cuite. La trichinellose peut étre une maladie
humaine grave, en particulier chez les personnes agées, chez qui des complications telles que la
myocardite ou @rfcéphalite peuvent entrainer la mort (Dupouy-Camet et al., 2010). Le diagnostic de la
trichinellose humaine est basé sur un ensemble de signes cliniques et biologiques associés aux

caractéristiques épidémiologiques. Les signes cliniques de la trichinellose humaine sont directement liés

F K

DX SDUFRXUV GX SDUDVLWH GDQV O $§RdladvselirVeBtente IRbzivVdR §.V20@Bp SHQ G |

Ces signes cliniques sont dans un premier temps des douleurs intestinales, dues a la présence de

ODUYHV DGXOWHY GDQV OH WXEH GLJHVWLI HW GDQV O {KniSkapiehp O L X

et al., 2012; Pozio and Zarlenga, 2013). Les signes cliniques de cette phase dépendent de la dose
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infestante et cette phase est souvent silencieuse ou confondue avec une gastro-entérite (de J+2 a J+30
post-infection). Dans un deuxieme temps, Of°GgqPH GX YLVDJH OHV P\DOJLHV HW O
la WULDGH GH V\PSW{PHV FDUDFWpPpULVWLTXHYVY GH OD WULFKLQHOOR\
des L1NN via le systéme sanguin et lymphatique. Les myalgies sont dues a la pénétration des L1INN dans
les muscles striés squelettiques (symptémes a partir de J+15 post-infestation). LTLQWHQVH ILq& UH |
par la libération de facteurs pro-inflammatoires provoquée par la présence des LINN dans la circulation

sanguine.

JTLQYDVLRQ GX GLDSKUDJPH HW GHV PXVFOHV LQWHUEJRRVWD:
GILQIHVWDWLRQ PDVVLYH SOXVLHXUV GL]DLQHV GH P e @rhiisliey GH
cérébrales SHXYHQW VXUYHQLU HQ UDLVRQ GH OfRFFOXYV (SR, GHValSHWL
1991b).

/ID SKDVH GH FRQYDOHVFHQFH FRPPHQFH j DésPrtahifgdtationd S U q
douloureuses persistantes aprés un délai de plusieurs mois post-infestation sont observées en cas de
trichinellose chronique. Elle SHXW VH PDQLIHVWHU FKH] Of+RPPH SDU GHV p

plusieurs années.

2.5.1 Le diagnostic clinique

Le diagnostic clinigue de cette maladie repose sur la triade des symptdbmes °GgPH GH OD ID
myalgies et fievre) qui sont proches de ceux induits par une grippe ou par certaines parasitoses comme la

distomatose (Bruschi et al., 2002).

/H GLDJQRVWLF FKH] Of+R P, pritcipateméehXdams |6 péyiomsigfaible endémicité,
et requiert un interrogatoire précis du malade, des examens complémentaires et si possible la mise en
évidence GIDQWLFRUSV Vopkitela TXHVQQE@HUURIDWRLUH GHV SD Weuéte®@ WV
XQH WHQGDQFH j OD FRQVRPPDWLRQ GH YLDQGH SHX FXLWH GYHVS

porc, etc.) particulierement réceptives a Trichinella.

2.5.2 Le diagnostic biologigue

/ITDQDO\WH GH OD IR eMeXuddifokeDéQsinophiied(60%) et une élévation des enzymes
circulantes musculaires (créatine phosphokinase CPK, lacticodéshydrogénase LDH) sont de bons
indicateurs. Le diagnostic de certitude de la trichinellose inclut, selon les possibilités, le diagnostic
parasitologique, le sérodag QRVWLF HW OfLGHQWLILFDWLRQ SDU 3&5

X Le diagnostic parasitologique  consiste a visualiser les larves de Trichinella spp. Cet examen est
UpDOLVpPp j SDUWLU GI1XQH ELRSVLH HW GHPHXUH H[FHSWLRQQHO pW
fondé sur une digestion artificielle adaptée ou sur un examen microscopique aprés écrasement pour

visualiser les larves.
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X Les tests seérologiques indirects sont nombreux et font appel a la technique ELISA, a
OTLPPXQRIOXRUHVFHQFH LQGLUHFWH RX j OD WHFKQLTXH GYLPPXQF
HVW EDVp VXU OD GpWHFWLRQ GT,J* VS pF L20°T§ddnpostirifestacd Meidla V V H
UpSRQVH VpURORIQDKHHHIQWW SRVLWLYH TXTXQ PRLV DI8 WtgeVenO L G
anticorps est trés variable en fonction des individus, de la charge parasitaire et de OTHVSgqFHV LQIH
(Bruschi et al., 1990; Pozio et al., 1993). De trés nombreux tests ont été décrits mais les systémes les
SOXV SHUIRUPDQWY GHPHXUHQW Of(/,6% EDVp VXU OTXWROES)EWLRC
le Western blot pratiqué DYHF GH O9DQWé déas@tat dv RSV BLOSA peut étre positif dés la
deuxiéme semaine post- LQIHVWDWLRQ FKH] Of+RPPH Pdatioks SgyafogiguBOnel SoHtQ W ¢
FODLUHPHQW SRVLWLY HiMesiatidnX(Qarkbie LeValD 30041 Godez-Morales et al., 2008). Et

la technique de Western Blot est généralement utilisée comme test de confirmation (Yera et al., 2003).

x Le diagnostic par PCR SHUPHW GYLGHQWLILHU VDQV pTXLYRTXH OfH
systéme le plus simple et le plus sensible décrit, est la méthode de PCR multiplex (Zarlenga et al., 1999)
TXL SHUPHW GIYLGHQWLILHU OfYHVSqgFH endab tewelLtechiBoiX Qddessited XaO H
récupération de larves, soit par biopsie du patient (exceptionnel)), VRLW ORUV GH OfHQTXrWH
VDQLWDLUHYV YpWpULQDLUHY SHUPHWWDQW GYfLGHQWLILHU OD VRX

2.5.3 Le traitement

6HXO XQ WUDLWHPHQW j EDVH G YD GWerhe@ P Q @QW® . TG KEMBARNMESR @ D |
parasites helminthes dont les nématodes, cestodes, trématodes) peut permettre de lutter contre les vers
DGXOWHYV SUpVHQWY GDQV OTLQWHVWLQ DX GpEXW GH OYLQIHFWL
spécifiguement OD WULFKLQHOORVH GDQV OHV SUHPLHUV MRXUV FH W
/I MTPOLPLQDWLRQ GHV ODUYHYV / 0 DX QLYHDX GX P;Xe/ pataslte GedteD W LH

latence dans la fibre musculaire sans que le systeme immunitaire ne puisse détruire cet agent pathogéne.

2.6 Le complexe parasite / cellule nourriciere

Trichinella posséde un tropisme cellulaire fort. Le stade Adulte se développe et se reproduit dans
OHV HQWpURF\WHYV GH OfLQWHVWLQ JUrOH HW OHV ODUYHV [/ 11 F
striées. Au niveau de la fibre musculaire striée, celle-ci subit une dédifférenciation en cellule nourriciere en

perdant ses fonctions spécifiques associées (morphologique et biochimique).

/D IRUPDWLRQ GH FH FRPSOH[H SHUPHW DX SDUDVLWH Ge-KDS
La structure cellulaire remodelée forme une niche protectrice. Le complexe parasite-cellule nourriciére
DVVXUH DORUV VHORQ OTHVSqFH XQH SOXV RchRIaQ ksiStdhcelaxidl V X |

30



Tableau 2 : Principaux antigénes identifiés chez T.spiralis

Groupe de protéirle . : L "
Stade NomG -D QWL . Masse moléculaire Caractéristiques Références
Ad 411 25 kDa Immunodiagnostic (Boireau P et al., 2007)
Ad E/S 18, 40 et 50 kDa Protéase a sérine (Todorova and Stoyanov, 2(
Ad E/S 1695 kDa Immunodiagnostic (Hassanain et al., 2004)
Ad Ts87 40 kDa Inmunodiagnostic et protecti (Zhu et al.éggg?ang etal,
Ad/LINN . — L. .
LM Extrait total HSP70 Localisation nucléaire (Vayssier et al., 1999)
LINN NBL1 40 kDa 'mm“”Od'igngzt'c’ Proteass (goireau P et al., 2007)
LINN/LIM . - . .
18 jours Extrait total 42 kDa Inhibiteur de protéase a séri (Nagano et al., 2001)
Ad/L1IM Ts143-3 ND Immunodominant et protecti (Yang et al., 2016a)
Ad/L1M rnsesi 20kDa Immunodominant et protecti (Bi et al., 2015)
Ad/L1M L20hTs3 13,1 kDa Immunodiagnostic (Zocevic et al., 2014)
L1IM TsPMY 97 kDa Antigne protecteur (Yang et al., 2010)
L1IM Ts21 63,5 kDa Immunodiagnostic (Wang et al., 2009)
Immunodiagnostic .
L1M TSL1 40-70 kDa g (Ortega®ierres et al., 1996)
et protection
i : . (Perteguer et al., 2004; Zarle
L1M Gp53TSL)) 53 kDa immunodominants and Gamble, 1990)
L1M Groupes Plusieurs Epitopes lineaires et (Boireau et al., 1997)
laill protéines conformationnels
L1M E/S Plusieurs protéine Immunodiagnostic (Zhu and Bell, 1990)
TspEL 4050 kDa .
L1M E A : A l., 1994
/S TspM8 45 kDa ntigéne protecteur (Arasu et al., 1994)
L1M E/S 2086 kDa HSPs (Ko and Fan, 1996)
L1M E/S Plusieurs protéine! Protéases a sérine (Moczon and Wranicz, 199
L1IM Antigénes nucléaire| 79, 86, et 97 kDa Régulation du pheno_type de (Yao and Jasmer, 1998)
cellule musculaire
CML1IM Tsmyel 35 kDa Maintien de la cellule muscul (Connolly et al., 1996)
CMLIM E/S 49 kDa Réle _po_SS|bIe dans la formatl_c (Su et al., 1991; Vassilati
le maintien de la cellule nourri al., 1992)
Ad: adulte; LIM: Larve 1 musculaire; LINN: Larves 1 Nouveau-Nées; CM: cellule musculaire; E/S:
Excrétion/Sécrétion.
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congélation, a la putréfaction, ou j @fitres procéedés /D FHOOXOH K{WH QTHVW SDV W.
inhabituel dansle PRQGH GHV SDUDVLWHYV /H SURFHVVXV GH IRUPDWLRQ G
UpSRQVH GH-D®»YKYWGH YQ VYL itard InRiS urs®maniement actif et programmé induit par
Trichinella (Despommier, 1998), UHSRVDQW VXU OTpWDEOLVVHPHQW G{XQ GLDC
protagonistes: FTHVW OH FRQFHSWDe§dmrSi&r UIDP0)L. Qés\trelations hbte-parasite sont
rendues complexes car Trichinella D GpYHORSSp GHYVY PpFDQLVPHV OXL SHUPHWW
LPPXQLWDLU @radhi € §IK2002).

3. Les protéines et antigenes spécifiqgue s de Trichinella

/HV UHODWLRQV HQW Urithioefl& om ldorhplekes\Vew raisbin/des localisations diverses
du parasite dans I fTRUJDQLVPH HW GHV FKDQJHPHQWYV GH VWDGHV VXFF
RUJDQLVPH '"TXQH IDoRQ JpQpUDOH LO H[LVWH GHV FRPPXQDXYV
SRSXODWLRQV PDLV DXVVL GHV IUDFWLRQV VSpFLILTXHWrichifighd/ SqgF
SHXYHQW rWUH GpILQLY HQ IRQFWLRQ GX VWDGH SDUDVLWDLUH |

reconnaissant les déterminants antigéniques correspondants.

Des études sérologiques réalisées sur plusieurs espéces animales infestées par différentes
espéces de Trichinella RQW PRQWUp eTioEL @rindipplx/ Wlades antigéniques importants
correspondant aux trois étapes principales de développement du parasite : le stade Adulte, le stade LINN

et le stade L1M (Gamble, 1985; Marti et al., 1987). Une liste non exhaustive des antigenes identifiés chez

T. spiralis est présentée dans le|Tableau 2

Les antigénes L1M proviennent principalement des stichocytes. Ces antigénes ont été classés en
huit groupes (TSL-1 a TSL-8) sur la base de leur reconnaissance par les différents anticorps monoclonaux
et des anticorps polyclonaux : TSL1 (45-100 kDa sous forme native), TSL-2 (45 kDa sous forme native),
TSL-3 (45 kDa sous forme native), TLS4 (35 et 45kDa sous la forme native), TSL-5 (35 kDa sous la forme
native), TSL-6 (17 kDa sous la forme native) TSL-7 (32 et 45 kDa sous la forme native) et TSL-8 (43 kDa
sous la forme native). Le groupe TSL-1 correspond aux antigenes les plus abondants dans les produits
GIH[FUpWLRQ V patgenes BES (Ordg@d/Rierres et al.,, 1996) HW RQW OD SDUWLFX
glycosylés et de porter O Hityvelose (Ellis et al., 1997). Une étude G P P X Q R F\ Vatvo RisBnDdey
anticorps polyclonaux et monoclonaux contre les antigenes E/S a montré qu'ils sont distribués dans les
noyaux hypertrophiques, le cytoplasme des cellules nourriciéres parasitées, les stichocytes, la surface de
OD FXWLFXOH OD OXPLqUH GH O °VRSKDJH HW (ek®d al., 0291)0¢RtEde G H
/ 0 H[SRVH XQ FHUWDLQ QRPEUH GYfpSLWRSHV DX FRXUV GH OD

dédifférenciation de la cellule musculaire.
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http://julientap.free.fr/travail_fichiers/rnai-trypanosome.pdf

Figure 7 : Mécanisme général GIDF@WHRIN$51 j LQWHUIpUHQFH

/%51 GARN double-brin) est clivé en siRNA (small interference RNA) par une ribonucléase de la famille lll,
DICER. Une fois clivés, les siRNA ou les miRNA (micro-ARN) vont étre pris en charge par le complexe protéique
RISC (RNA-Induced Silencing Complex) composé entre autres de la protéine ARGONAUTE qui va fixer et dénaturer
les siRNA ou les miRNA. Le siRNA ou le miRNA simple brin va alors reconnaitre son ARNm complémentaire et
permettre le clivage de cet ARNm.
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Les antigénes adultes SURYLHQQHQW GHV JUDQXOHYV HW / GH VpFUpWLR
internes (Choy et al.,, 1991; Sanmartin et al., 1991) &EHUWDLQYVY GYIfHQWUH HX[ SR
phosphorylcholine contrairement aux antigénes exprimés plus tardivement (Takahashi, 1997; Takahashi

et al., 1993).

Les antigenes L1NN se caractérisent par leur fugacité. Le rble de ces antigénes dans
OfLPPXQRJIJpQLFLWpPp GX VWDGH / 11 HVW SUREDEOHPHQW LRI&pottWDQ
avec des larves L1INN ont apporté des résultats intéressants comparés aux résultats obtenus avec des
extraits de larves L1M (Marti et al., 1987). Récemment, la protéine NBL1, spécifique du stade L1INN, a été
identifiée et a démontré un potentiel antigénique élevé permettant son utilisation pour le dépistage

précoce de la trichinellose chez le porc (Boireau P et al., 2007).

4. Le mécanisme de OJLOWHUIpUHQFH SDU $51

4.1 Le principe

[T H[LV WiHrpgedhisme GTLQWHUIpUHQFH SDU $éelfafbnpitienGue iR 2050k W
Jorgensen et ses collaborateurs (Napoli et al., 1990) en tentant de renforcer la couleur pourpre des
3pWXQLD SDULB DL GWUR & XIFWddrxud plgRenDd® vétte plante. En 1994, Wassenegger
(Wassenegger et al., 1994) PRQWUH TXH OTLQWURGXFWLRQ G $51 A&MkEp&H EU
thaliana déclenchH XQH PpWK\ODWLRQ GH O1$'1 F RubtewW ¥.FReQeB OrQINC. Meld
RQW PRQWUpPp TXH OTRQ SRXYDLW upGXLlQMeS/c&pﬁeBLcélMleMH@H[su

Caenorhabditis elegans| en introduisant de 'ARN double brin dans celles-ci (Andrew Z. Fire and Craig

C.Mello, 2006). Ce phénomeéne fut alors nommé « interférence par ARN ». Ces 2 chercheurs ont obtenu

le prix Nobel de physiologie et de médecine en 2006 pour cette avancée technologique dans la
FRPSUpKHQVLRQ GHV PpFDQLVPHV GH OD UpJXO R4 RanoBhbbdiGsTH[S
elegans.

/T1LQWH UparlARND([RNAI) est un mécanisme de génétique inversée mis en place grace a des
mécanismes cellulaires communs a la plupart des eucaryotes (Liu and Paroo, 2010). Il existe deux formes
SULQFLSDOHV GTOgWRHIpPWHQOEBXWUH IRQW LQWHUYHQLU, &peles$51
dans un cas les petits ARN interférents (si51$ HW GDQV O 1 D-ARNYHARN].\LeP siRNARshort
interfering RNA) sont des ARNs bicaténaires de 21 a 22 nucléotides de long, provenant de la dégradation
de dsARN (double-stranded RNA). lIs rendent les geénes silencieux en favorisant la dégradation des
ARNmM auxquels ils se lient spécifiquement. Ce mécanisme serait un moyen de défense contre les virus.

Les miARNs sont des ARNs de 19 & 25 nucléotides, monocaténaires, codés par le génome (souvent
FRQVHUYpV DX FRXUVIHOM DURYRQRQYWRQTXQ UHSOLHPHQW HQ pSLQ.
cellule. lls interviennent dans la régulation des genes GHY RUJDQLVPHV HW EORTXHQW Of
lors de la synthése protéique.
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/IH SULQFLSH GIDFWLRQ GHV VL51%$ HW GHV PL51% FRPPHQFH S

doubles brins par une ribonucléase de type IIl appelée Dicer, I'« éminceuse ». Celle-ci clive 'ARN double

brin. Dicer transfere alors les|petits ARN f un gros complexe multi-protéique, le|complexe RISC|(RNA-

induced silencing complex). Un des brins, dit « passager » ou « sens », est éliminé, tandis que l'autre
appelé « guide » ou « anti-sens » dirige le complexe RISC vers les ARNm possédant une séquence
complémentaire au brin guide. Dans le cas des siRNA, si la complémentarité est parfaite, le complexe
RISC clive I'ARNm cible qui est alors dégradé et n'est donc plus traduit en protéine. Pour les miRNA, la
FRPSOpPHQWDULWpP HVW SDUWLH O O HalmguenedtidhbitiQr] de\a/éyrgHase dep W U X

protéines.

4.2 Etat des lieux de la machinerie du RNAI chez Trichinella spiralis

Une étude a été réalisée sur la similarité de séguences primaires orthologues des 77 protéines de
C. elegans impliquées dans le mécanisme du RNAIi chez 13 espéces de nématodes dont T. spiralis
(Dalzell et al., 2011). Il en résulte que 22 protéines sont homologues entre C. elegans et T. spiralis. Ce
faible nombre de protéines homologues est néanmoins a considérer avec précaution car cela peut étre da
ai) XQ SRXUFHQWDJH GYLGHQWLWp WddR@ndlGguesQihl dSsRighdéedindarmpleRL V L G
aprés seéquencage, du génome au niveau du gene cible. Au niveau de la biosynthése des siRNA chez
Trichinella OTHQ]J\PH QRPPpH 'LFHU; puppépisehttit &R estymopimmée DCR-1 (Dicer -1)
HW HVW OLpH j Kp O LFDat B Wicerfré&dd helicases)). Cette protéine Dicer permet ainsi
GYREWHQLider&sH&/Y $B D IO Bl 25 paires de basesa SDUWLU GY$51 GRXEOHARNJLQ
Au niveau du complexe protéique RISC (RNA-induced silencing complex) chez Trichinella, il a été montré
OfH[LVWHQFH G H-D(Dudsristpiydcareiqusy MuQiéase) liée a une protéine Argnotes nommeée
alg-1, 2, 4 (Argonaute[Plant]-Like Gene) ou ergo-1 (Endogenous Rnai deficient arGOnaute). Ce complexe
SURWpPLTXH D XQ U{OH HVVHQWLHO SXLVTXTLO SHUPHW OD ®IsVVRF
Of$51P FRPSOpPHQWNDL (DHIz&H ¥t dl.gZDHL)FLEOp

Une particularité de la protéine Dicer a été montrée chez T. spiralis ; les 2 sous familles Dicer-1 et
Dicer-2 sont présentes chez ce nématode alors que la plupart des nématodes ne possedent que Dicer -1.
&HWWH SDUWLFXODULWpP GYDYRLU OHV VR XV |D Pdt @Oimbsctés (GEo &tH W U
al., 2014) et permettrait & Trichinella GH UpJXOHU OYH[SUHVVLRQ GH VHV JgQHV DX
des miRNA.

T. spiralis est un bon modéle expérimental pour PHWWUH HQ SODFH ODpWMe#E QLT X
différents complexes et facteurs constituant la machinerie endogéne de cette technique existent. De plus,

un systéme de régulation endogene est mis en place par le parasite pour réguler ses propres genes.
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4.3 Etude bibliographique chez Trichinella spiralis

$ OTKHXUH DFWXHOOH DUWLFOHYV R Qams FORRQUW UG HG @ T X WpL\OXLOND BV
HW GTXQ GV51% VSpFLILTXH gfspialisq@8 BUH®H HRAK HIQ SUpVHQWH
géne de la Paramyosine aux stades L1M et Adultes (Chen et al., 2012) ; et 2 autres ont suivi en 2015 et
2016, FR Q F H Uethea@dl dO gene de la Nudix hydrolase, également chez les larves L1M par un siRNA
ou dsRNA (Wang et al., 2015; Zhang et al., 2016) 'DQV FHV GLIIpUHQWY DUWLFOHV OF
naturelles par « trempage @ RX GIpOHFWURSRUDWLRQ RQW pWp WHVWpHYV; SRX
FHVY GHX[ WHFKQLTXHV QTRQW SDV PRQWUp GH GLIIpUHQFHV VLJQLIL

Les fonctions de la Paramyosine chez T. spiralis pour la viabilité et le développement ont été mises
en évidence par la technique du RNAI ; les résultats ont montré une réduction significative de son

expression tant au niveau transcriptomique que protéique.

Suite a la transfection du siRNA ou dsRNA spécifique de la Paramyosine dans le nématode par
électroporation, une diminution de 66,4% et 60,4% a été observée respectivement du niveau des ARNm
et de 52,0% et 64,7% respectivement du niveau des protéines. /L Q bkitE @ek larves L1M traitées au
siRNA et inoculées a des souris saines a mis en évidence une diminution de 23,2% des L1M au niveau

des cellules musculaires et de 37,6% au niveau des adultes dans les intestins.

/1 p W X Qatfotibn de la Nudix hydrolase de T.spiralis a également été réalisée par la technique
G1$51L (Q XWLOLVDQW GHV VL51%$ FHWWH pWXGH e®ARNRMaN depla X Q H
protéine de 73,3% et 76,7%, respectivement, aprés une électroporation pendant 1 jour /JfLQIHFWLRVL
larves L1M traitées au siRNA par électroporation et inoculées a des souris saines a mis en évidence une
diminution de 68,8% des L1M au niveau des cellules musculaires et de 63,6% au niveau des adultes dans
les intestins. '"T{DXWUH SDUW HQ W H¥ WtiiQpageOC Divel et HIRNA 3pEcifiques du géne,
une diminution de 65,8% des ARNmM et de 56,4% de la protéine a été mise en évidence. Quant a la
GLPLQXWLRQ GH OD FKDUJH SDUDVLWDL U ldsARX|_dalle-cj a@t idg MOL9Q RPArL R Q
incubation) et 83,4% (par électroporation) au niveau des adultes retrouvés dans les intestins, et de 39,9%

(par incubation) et 69,5% (par électroporation) au niveau des larves retrouvées dans les muscles.
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Tableau 3 : Analyse des différences entre les deux isoformes de NBL1

e [ ——
AF331160 AY491941

Coeneo T
——

Point isoélectrique 9,5 9.4

Analyse de la partie N
terminale

Analyse de la partie C " -

Figure 8 : Alignement des séquences protéiques des 2 isoformes de NBL1
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5. Obijectifs et stratégie de recherche

5.1 Obijectif général

/I TREMHFWLI HVW GH GpYHORSSHU GH QRXYHOOHVIrivhindldDaiip JL H'
GYDPpOLRUHU OHV RXWLOV DFWXHOV GH GpWHFWLRQ GX CafanesV LW I
SURWPLQHYV SHXYHQW VIDYpUHUHQWL G fiRXS\ROOWV GEHH COpYWW RSFSRFPS O p F

détection sérologique, comme par exemple la vaccinologie. Pour cela, des cibles diagnostiques et/ou

vaccinales de différents stades parasitaires de Trichinella VRQW HQ FRXUV GILGHQWLILFDW

5.2 Contexte du travail

/TpTXLSH VILQWpUHVVH SDUWLFXOLqQUHPHQW DX[ SURWPLQHV VS
indispensables au cycle de Trichinella HW VRQW OD FLEOH GX V\VW qpaHleurRRskage W D L

dans le systéme sanguin et lymphatique. Ces protéines sont impliquées dans la migration des LLNN de

OTpSLWKpPpOLXP LQWHVWLQDO YHUV OD ILEUH PXVFXODLUH VWULpPH

cellule hbéte et pourraient étre des facteurs parasitaires impligués dans les mécanismes de dé-

différenciation de la cellule musculaire en cellule nourriciére.

Parmi les protéines candidates, notre laboratoire en a identifi€ une nommée NBL1. Cette protéine est

la premiére décrite dans le genre Trichinella comme étant spécifique du stade LINN (Liu et al., 2007) et

permettant une dpWHFWLRQ SUpFRFH - ORUV GTLQIHVWDWLRQ FKH] O
2XWUH OfLQWpUrwW TXH FHWWH SURWPLQH UHSUpVHQWH SRX

précoce des trichinelloses porcines (Boireau P et al.,, 2007) 1%/ VIDYqUH pJDOHPHQW
choix pour le développement de vaccins anti-Trichinella. Des études vaccinales, conduites dans notre
ODERUDWRLUH RQW HQ HIIHW PLV HQ pYLGHQFH TXTXQ YDFEREIR
seule XQH SURWHFWLRQ GH OfRUGUaléed idt al., 261RH EnQdrdt AR pfétéase, NBL1
jouerait un réle dans la migration du parasite en favorisant le franchissement de la muqueuse intestinale
et donc la migration a travers les tissus. Par ailleurs, NBL1 étant une protéase a sérine, son implication
dans la migration intra-tissulaire est suspectée de par sa fonction de clivage des protéines ou des
peptides en hydrolysant leurs liaisons peptiques. Cela expliquerait @vntuelle implication de la protéine
NBL1 ORUV GH O 1L QIvVisNibe@aGiBnd/ le Rn@Qsclé Hdtrié squelettique, G 1 X Q H e pethWittant la
pénétration du parasite dans la fibre musculaire, mais aussi en participant au détournement de sa fonction
musculaire au profit de la formation de la cellule nourriciére (collaboration avec le Pr Liu Mingyan,
Université de Jilin, Chine). Il est a noter que les protéases a sérine sont normalement synthétisées sous
forme de zymogeénes inactifs puis clivées dans la partie N-terminale pour étre actives (Nagano et al.,
2003).

40

rwi

SUR



41



Deux isoformes de NBL1 existent, les différences sont décrites dans le|Tableau 3|et la|Figure 8|ci-

dessous. Au niveau nucléotidique, la seule différence entre ces deux isoformes se situe au niveau de
laparte N-WHUPLQDOH KWWSV ZZZ HEL DF XN 7RRO-8SK R&ptddence I&RXU O
domaines transmembranaires (analyses in silico) indiquerait son maintien a la membrane du réticulum
endoplasmique des stichocytes. Cette isoforme serait ainsi utilisée par le parasite pour son
développement puisque la protéine ne serait pas excrétée vers le milieu extérieur. En ce qui concerne
O LV RNBULLFH2- OD SUpVHQFH G 1XQamahlseih Slido) \dig@exaiDle passage de la
protéine NBL1 dans la lumiére du réticulum endoplasmique et donc sa possible sécrétion vers @Xérieur
de la cellule, voire du parasite, SXLVTXH OH VWLFKRVRPH HVW OTRUJDQH GH Vp
Dans ce cas, cet isoforme pourrait servir au passage du parasite (stade L1INN) des entérocytes vers la

circulation lymphatique et sanguine puis son installation au sein des cellules musculaires.

La partie C-terminale est commune aux deux isoformes, et un motif répété 4 fois (PSSGSRPTYP) a
été mis en évidence (Yang et al., 2016b). Ce motif est encore mal connu mais une cartographie
G 1 p S L W petiisvde mettre en évidence que cette partie est immuno-dominante ; une détection de ce
peptide de 10 acides aminés par ELISA indirect et par Western Blot a permis de détecter des infections a
Trichinella chez le porc entre 20 et 60 jours post-LQIHVWDWLRQ 3DU OD WxcciwgrotopgeV HV
formulé a partir de cette séquence répétée, a permis G 1 R E \bhid Qirhibution de la charge parasitaire de
72% chez le porc.

53 6WUDWpJLH GH UHEFEKHUFKH PLVH HQ °XYUH

I1RWUH DSSURFKH SRXU FRPSUHQGUH OHV IRQFWLRQV GH 1%/
Trichinella spiralis LQDFWLYp SRXU OYH[SUHVVLRQ GH 1%/ ,O @ fldigéwgreE DV |
des nématodes KO (knock-out) permanents SRXU XQ JgqQH GRQQp HQ UHYDQFKH O
GTREWHQLU GHV QpPDWRGHY .2 WUDQVLWRLUHYV &HddteEhRiQuy d& W H
O1%$51 j LQW HRNA)UCGeERethnologie est a ce jour trés peu utilisée sur le nématode Trichinella.
&HSHQGDQW HOOH D PRQWUpP VRQsphdlisL B¥AHEWRI M KWL Q fbodzRopolds da J q Q
Paramyosine et la Nudix Hydrolase sur les stades Adultes et L1M. La stratégie de recherche est basée

sur 2 grands axes :

- OfDSSURIRQGLVVHPHQW GH OD FDUDFWpULVDWLRQ PRd@@p&EXOD

prédiction en protéines des différentes especes de Trichinella,

- et la caractérisation des fonctions de NBL1 par une étude transcriptomique de NBL1 aux
différents stades parasitaires et des essaisinvivo GH OfLQDFWLYDWLRQ GH FHWWH SUR
siRNA spécifique de NBL1.

42



43



. MATERIELS ET METHODES

1. Analyses in silico

1.1 Alignhement des séguences

Les oligonucléotides (=amorces) ont été dessinés et vérifieV j OfDLGH GHV ORJLFLHOV

AmplifiX (AmplifX 1.7.0 by Nicolas Jullien; CNRS, Aix-Marseille Université - |http:/crn2m.univ-

mrs.fr/pub/amplifx-dist) grace auquel les oligonucléotides ont été déterminés /IDEVHQFH GH IRL

potentielle de diméres a également pu étre vérifiée;

Oligo_Calc version 3.27 (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) permettant, pour
FKDTXH DPRUFH G HolgpriudlddtiteUQHX W FBy/HrideRpas, DLQVL TXH OYDEVHQFH
SRWHQWLHOOH GTpSLQJOH j FKHY HKX[ADN U8 IQH8mRe). QW WUDQVLWRLUH

Les alignements de séquences PXOWLSOHYV RQW pWp UpDOLVpPYV j OYDLGH GF

BioEdit version 7.1.3.0 du 11/04/2011 (Hall, 1999), S H U P H W WybDe@ difféemt€s Gdgquences entre elles
par un alignement ClustalWw mais également de fagcon manuelle;

CLC Genomics Workbench version 7.0.4 permettant de schématiser les différents alignements;

Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin) (Corpet, 1988), permettant également de visualiser de

facon générale les différents alignements effectués.

Les analyses des séquences protéigues ont été réalisées par le logiciel HMMER

https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/).

1.2 Détermination des oligonucléotides spécifiques

Les oligonucléotides utilisés ont été synthétisés par Eurofins MWG. lls ont été livrés sous forme
lyophilisée HW RQW pWp UHSULVY GDQV GH OYHDX H[HPSWH GH QXFOpD'
stock de 100 uM. Ces oligonucléotides ont ensuite été dilués a 10uM G D Q V e@utxenpte de nucléases

et conservés a -20°C.

Les oligonucléotides «  GP1 » et « GP10 » utilisés, avaient été préalablement définis dans la thése de
Baoquan FU (FU Baoquan, 2005); ces oligonucléotides avaient été utilisés pour confirmer le bon clonage
de O1$'1F FR G Dayvoteshr XRL1 par PCR.

Les autres oligonucléotides utilisés ont été sélectionnés en fonction des critéres suivants :
- avoir une longueur de 18 a 24 bases,
- contenir entre 40 et 60% de GC,
- avoir un Tm (température de demi-dénaturation) de 55 a 65°C,

- ne pas contenir de structure secondaire interne (épingles a cheveux),
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Tableau 4 6pTXHQFHV QXFOpRWLGLTXHVY GHV DPRUFHV SRXU DPSOL

Nom Ségquence nucléotidique ™ T° hybridation
GP1 sens 5'-CAAATGTGCTTTGCTGA 47,9°C 48°C, 51°C
GP10 antisens 5'-CGTTCAGAGCAGTAGTBA 53,7°C 48°C, 51°C
GP1 int sens 5'- CACACTCACATCCATGGCAGAITC 62,7°C 60°C, 62°C, 64°C
GP10 int antisens 5'-TGGCATACACTCCGGGATAAECT 62,4°C 60°C, 62°C, 64°C
P2 antisens 5'- GGGAAAATGATCAGTTCAGITG 56,5°C 61°C
P3 sens 5'-TTATCCGCAGCTTCGCCATCATTA 62,7°C 61°C
P4 antisens 5'-TGAACATAACGCACGCCTAGCA 60,3°C 61°C
P5 sens 5'-AGTTCATGAGTCCGAGGTCGARNGT 62,7°C 61°C
P6 antisens 5'- CCATCCGGTGACAACGCABAT 59,8°C 59°C
P7 sens 5'-ATGTTCAGCACTGGAAGGECT 57,3°C 59°C
P8 antisens 5'-AACCTTTTCTGGCGCATCCAGT 60,3°C 62°C
P9 sens 5'-GGTGGCCCACTGATATGCAAGAAA 62,7°C 62°C
P10 antisens 5'-GCGTATTCGATCGTTCCTTGBGT 62,4°C 57°C
P11 sens 5'- ATATCCGCCAGCAGTTCGTARAG 60,3°C 57°C
P5Tps sens 5-AGTTCATAAGTCAGACCTCGAAGT 59,3°C 59°C
P1TpsIR sens 5-GGATATTCCATACGAACAGTAGBCCA 61,3°C 61°C
P2TpsIR antisens 5- GAATCCAAGCCTCGTGCATIGA 59,3°C 61°C
P1TpsHK sens 5':GTTAGTGGTCAGAAAGEGC 54,5°C 55°C
P2TpsHK antisens 5:CACCGCATTCAAACE&CC 55,2°C 55°C

Tableau 5 6pTXHQFHV QXFOpRWLGLTXHYVY GHV DPRUFHV SRXU DPSOLIL

Nom Séquence nucléotidique ™ T° hybridation
NBL1 gPCR 2 F sens 5:CTCCATCACTAGGGGCGTTBGAA 62,4°C 60°C
NBL1 gPCR 2 R antisens 5':GAATCTGCCATGGATGTGAGIBGTG 62,7°C 60°C
NBL1 gPCR 3 F sens 5':CCGCGCACTGTATAACTACTAROAAATR 67,0°C 60°C
NBL1 gPCR 3 R antisens 5':GCGAAGCAACGCAATGTCGATTT 60,3°C 60°C
NBL1gPCR 3b R antisens 5'ATGTTGTGGGCACCGGTEACA 61,8°C 60°C
NBL1 gPCR 4 F sens 5':GGGGTGATACGACTGAAARIGG 60,3°C 60°C
NBL1 gPCR 4 R antisens 5:CAACCAGAATCACCTTGACAACIGTC 63,2°C 60°C

Tableau 6: Séquences nucléotidiques des amorces pour amplifier les genes de ménage

Nom Séquence nucléotidigue ™ T° hybridation
Tsp_act F sens 5"ATCCGGTCTTGCTAACTGAAGETC 62,7°C 60°C
Tsp_actR antisens 5"-CCACCGCAATCTAAAACAATGECT 61,0°C 60°C
Tsp_eif3CF sens 5-AACGATTAGCATCAATGTTTGAECT 58,1°C 60°C

Tsp_eif3®R antisens 5'GGTCAACTGCAAAGCTAACAIG 60,3°C 60°C
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- ne pas avoir des zones complémentaires entre les deux oligonucléotides (en particulier dans la
UpJLRQ

Les oligonucléotides (autres que GP1 et GP10) du|Tableau 4|ont été dessinés en fonction des

résultats de séquencage avec les oligonucléotides GP1 et GP10 afin de reconstruire la séquence entiére
GH Of%$'l JpQRPLTXH GiitMnelaVspigatid;l . nativa, T. britovi et T. pseudospiralis. Les

oligonucléotides sélectionnés ont été les suivants :

Les oligonucléotides VSpFLILTXHYV G ébdanf godrAa protéine NBL1 (Tableau 5) ont été
GHVVLQpPY HQ IRQFWLRQ GHV UpVXOWDWYV G 1D Ohbie P.sp@ais ebdte 1© 1$'1
VPpTXHQFH GH O1%$'1l FRREO)PpBHQWOLUKf GIDFFHVVLRQ33AMO)* KL% D Q
oligonucléotides ont été dessinés afin TX{LOV V T Kiliguerheat-Hh@d/ O 1 $' 1 mpIBmentaire et non
génomique (Figure 9). Ce dessin GTROLJRQXFOpRWLGHY SHUPHW GrfigDére@,Lein. H U
FDV GH FRQWDPLQDWLRQ GH OfTH[WUDFWLRQ SDU GH OY%$'1 JpQRPLT:

Figure 9 : Visualisation des oligonucléotides ORUYV GH OYDPSOLI K RW®LQERZeIDU T3&5
géne de nbll

Enchainement des introns et exons (boites grises). Les oligonucléotides gqPCR2 F, qPCR3 F, gPCR4 F et gPCR4 R
sont dessinés en chevauchant 2 exons.

Les oligonucléotides spécifiques des genes de ménage (Tableau 6) ont été choisis pour cette étude
en IRQFWLRQ GH OD S¥ gavslleursHséquencesVgéhBnique. Ces genes appelés également
JgQHVY GH UplpUHQFH RX FRQVWLWXWiypas célfutdiFSslet &by de&sDopcior R X V
indispensables a la survie des cellules. lls ne subissent donc pas de régulation en fonction des conditions
H[SpPULPHQWDOHYV /D SUday¥ lkeQderesGlE§ menagescoisis, permettra de visualiser une
éventuelle cRQWDPLQDWLRQ GH ©£93$'1/HV DY GIAFB®HQ®Y $FW HW GX IDFW

eucaryotique de la sous unité 3C (Eucaryotic Initiation factor 3 subunit C_ eif3C) ont montré de bons

résultats lors de leur utilisation en PCR en temps réel sur le parasite C. elegans (Zhang et al., 2012) ; et

ces deux genes sont présents chez Trichinella spiralis et leur séquence nucléotidique est disponible dans
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Tableau 7: Séquences nucléotidiques des sondes siRNA spécifiques du géne nbll

Nom Nom de la cible Séquence nucléotidigue

NbIE1S siRNA1 sens THGAAAGGAAGUUGUGGAAAUSS + 1
NbIE1AS SiRNA1 antisens THFAUUUGCACAAGUUCGUUUCSK5+
Nbl21S SiRNA2 sens HCGUCAAGAUUUACAGUUGUS5+
NbI21AS SiRNA2 antisens TFACAACUGUAAAUCUUGAGGS5+ v
NbI31S siRNA3 sens THGUCGAUUUAUCUACUGCAUS5+ 1
NbI31AS SiRNA3 antisens TFAUGCAGUAGAUAAAUGGACS5+
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GenBank (n° DFFHVVLRQ GH OYDFWLQH ;0B H W Xf 0@336965B)HNY L R Q
ROLIRQXFOpRWLGHYVY RQW pWp GHVVLQpPpV GH IDoRQ j DYRLU OH FR’
&HOD SHUPHWWUD GH FRQILUPHU OYDEVBEFHHGOS$DIP $OQRRIQT XH SDU

1.3 Deétermination des sondes siRNA spécifigues du géene nbll

Les sondes siRNA utilisées ont été dessinées et synthétisées par la société Eurogentec (France).
Pour cela, la séquence de NBL1 (n° accession GaneBank : AF331160.1) nommée NBL1-SS2 leur a été
fournie. Plusieurs critéres ont permis de déterminer les bons candidats pour une expérimentation : une
extrémité plus riche en G-& WURLYV OLDLVRQV FRY DoHdzww Haksonsl vévafitbs WU H H
pourcentage de G et de C inférieur a 50%, et pY LW H U &ffadddtbh \(¢ ron ciblé, ce qui signifie éviter
TXH OHV EULQV G Th$dun &utie yéde ué idelui ciblé). Ces critéres ont pu mettre en évidence 3

candidats potentiels :

- GAAAGGAACTTGTGCAAAT, nommé siRNAL et localisé entre les bases 824 et 842 ;
- CGTCAAGATTTACAGTTGT, nommé siRNA2 et localisé entre les bases 520 et 538 ;
- GTCGATTTATCTACTGCAT, nommé siRNA3 et localisé entre les bases 520 et 538.

Comme un ARN monobrin artificiel ne serait pas reconnu par la cellule et serait détruit par ses

endonucléases, les siRNA sont synthétisés en double brin selon les séquences indiquées dans le

Tableau 7| Les siRNA ont été réceptionnés sous forme lyophilisée et ont été repris avec le tampon fourni

(50mM Tris-HCI pH 7.6, 100mM NacCl) de fagcon & obtenir une concentration stock de 100uM. Ces siRNA
sontconservésa- f& MXVTXTj XWLOLVDWLRQ

2. ORGgOH VRXULY HW PRGH GGttt DL VWUDWLRQ GF

2.1 Le modéle murin

Les expérimentations animales ont été faites sur des souris OF1 femelles (Charles River,
/1$UEUHYV O Hagéds DENIFRbins 6 semaines et ayant été au minimum 1 semaine en acclimatation
GDQV OYDQLPDOHULH /HV (WS NMRXFAHOYWDWHW QWD VRGpHY DX FRPLW
(ComEth Enva, Anses, Upec). Les souris sont élevées en niveau de confinement A2, en portoirs ventilés,
avec de la sciure mélangée avec des copeaux et avec un enrichissement de leur environnement ; cet
HQULFKLVVHPHQW HVW FRPSRVp GT1XQ HWORRX Q3 EHpdsR@f: mbuse
balcony). La température de leur environnement est comprise entre 20°C et 24°C. Les souris sont
hébergées par cages de 5 souris (Tecniplast, ref : GM500). Leur nourriture est sous forme de petits
bouchons non stériles HW XQ ELEHURQ GYfHDX GX URELQHW HVW j OHXU GLVS
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Figure 10: 6FKpPD GH OfLQIHVWIEeMILRQ GHV VRXULYV

Figure 11: Schéma de la préparation des seringues pour des injections par voie intraveineuse
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2.2 Infestation par voie orale

/ITLQIHVWDWLRQ GHY ODUYHV / 0 VH IDLW XQLTXHPHQW SDU YRL
solution de 15 L1M/ul sont prélevées | OfDLGH GI1XQH PLFURSLSHWWH HWd&§¥Q F{C
second temps, la souris subit une contention afin de maintenir son dos et sa téte en arriere dans une
seule main DYHF Of{DXWUH PDLQ OLEUH OD VRXULV H¥ A dizaypde a8 QH
bouche, la souris est maintenue par la queue pendant 2 secondes au-GHVV XV GTXQ SDSLHU DE"

elle est remise dans sa cage (Figure 10).

2.3 Infestation des souris par intraveineuse

I TLQIHVWDWLRQ GHVY ODUYHV / 11 VH IDLW XQLTXHPHQW SDU Y
Dans un premier temps, les seringues contenant les LINN sont préparées au laboratoire. Pour cela, un
nombre déterminé de L1INN est récupéré | OfDLGH G X Q H déris kib) W& deVBoM HCes 50ul
sont déposés dans la seringue a insuline, comportant une aiguille de 29G x 13mm (Myjector, VWR, ref :
613-4897), aprés avoir enlevé le piston. Le piston est remis dans la seringue, et celle-ci est mise avec
OfDLIJXLOOH YHUV OH KDXW DILQ TXH OHVY ODUYHV / 11 VH GpSRVHQ
FKDVVDQW OHY EXOOHV GYDLU MXVTX{IDX UDV GH OYDLJXLOOH $SU
perler une goutte ne contenant donc aucune larve  /fDLJXLOOH HVW SRXU ILQLU PLVH C
PLOQXWHY DILQ TXH OHV / 11 VH UHWURXYHQWFDuWe Q. YHDX GH OD VRU

'DQV XQ GHX[LgqPH WHPSV OHV VRXULV VR Qneéctib RiFaXehpudd/ | (
VIHITHFWXH DX QLYHDX GH OD YHLQHLaFXIS BsD placdd darK the BoXite GU R L \
contention (Intellibio Innovation, réf : BC/A-S). Celle-ci est préalablement placée sous une lampe infra-
rouge (Centravet, Réf : LAM703 ; ampoule réf : AMP031) pendant 5 minutes afin de dilater les veines et
IDFLOLWHU OTLQMHFWLRQ /1L QuiteFdanhs Bnany4 éel 36+ FowediHvdrisQe 1820t paib Q W
SDUDOOQOHPHQW j OD TXHXH XQH IRLY OD SHDX WUDQVSHUFpH DILC
LOQMHFWpV HW OYDLJXLOOH HVW UHWLEpid redlr d $ang \aulhbeat duQpdintvV H
GILQMHFWLRQ HVW REVHUYp HW XQ SDSLHU DEVRUEDQW HVW P

saignement par compression.

3. Entretien des souches de Trichinella

Le cycle de Trichinella sp. est entretenu sur des souris OF1 femelles (ce parasite ne peut étre
entretenu vivant que sur animaux vivants), infectées oralement par gavage (voir paragraphe 2.2) avec 300
L1IM ou 500 L1IM (respectivement souches encapsulées et souches «non encapsulées ») et

euthanasiées au minimum 6 semaines plus tard. Cette euthanasie est effectuée en introduisant lentement
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Figure 12: Schéma de la digestion artificielle
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les 30L de gaz carbonique dans une chambre hermétique (Genestil, ref : chariot euthanasie O,-CO0,)
pendant 4 minutes ; puis la vanne est fermée et la chambre est laissée fermée 1 minute afin que le gaz se
dissolve. Les L1M présentes dans les muscles des souris sont immédiatement récupérées par digestion
artificielle chloro-pepsique (voir paragraphe 4.1) afin de pouvoir réinfecter de nouvelles souris saines avec

la souche vivante de Trichinella sp. Les souches utilisées lors des différentes expérimentations sont :
- T. spiralis ISS 004 isolée en 1950 sur un sanglier originaire du Maryland, Etats-Unis ;
- T. nativa ISS 042 isolée HQ VXU XQ RXUV RULJLQADEKYUH OY$ODVND (WD
- T. britovi ISS 235 isolée HQ VXU XQ VDQJOLHU RULJLQDLUH GY,WDOLH

- T. pseudospiralis ISS13 isolée en 1972 sur un raton laveur originaire de la Russie.

4. Récupération et mise en culture des différents stades parasitaires de

Trichinella spiralis

4.1 Stade « Larves 1 Musculaires » (L1M)

Les larves L1M de T. spiralis ont été obtenues par digestion artificielle des carcasses de souris,
infestées avec 300 L1M depuis au moins 6 semaines, selon la méthode décrite dans le chapitre 1 de
O 1D Q QH [réhlen@rX européen n°2015/1375 du 10 Aodt 2015 (2015).

Apres broyage (Grindomix GM 200, Restsh, Haan, Allemagne. 3 sec, 6000 tr/min), les carcasses
ont subi une digestion enzymatique par la pepsine (19 800 unités pharmacopée européenne, Panréac
AppliChem, ref: 176408.1214) en milieu acide (0,06 M HCI 25%, Acros Organics, ref: 387800010),
pendant 30 min a +45°C (+/- 1°C). Cette réaction est réalisée, pour une masse de 100 g de souris, sous
2/ GIHDX GX URELQHWCHQH BIRSWDIHWOLPXLGH j 8 3K (XU PO HW
(HCI) a 25%. Le liquide de digestion obtenu a été filtré sur tamis (maille 180 um) et décanté dans une
ampoule conique en pyrex. Un éluat de 50 mL a été récupéré et laissé a décanter dans une éprouvette
SHQGDQW PLQXWHV $SUQV XQ ODYDJH GHV ODUYHV j OfHDX OH
maniére a garder 10 mL de sédiments contenant les larves. Les larves ont ensuite été dénombrées a
OTDLGH GYXQH ORXSH E nénRR)WidHeerbiuddgN8Y Gaisy Slisse) dans une boite de
Pétri quadrillée (Figure 12).

4.2 Stade « Adultes » (Ad)

Pour la récupération des stades Adultes, 10 souris ont été infestées per os a raison de 1500 L1M de
T. spiralis dans XQ YROXPH GH —O GYHDX HW HXWKDQDVLpHV MREUYV L
PLVHV j MHXQHU K DY Deled/od §tBl S\W R B QDWW IMXU GHV JU bhO©DiehVpdsldnQ T X

contact avec la litiere et leurs excréments car elles sont coprophages.
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Figure 13: Schéma de la récupération des adultes a partir des intestins de souris
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Aprés euthanasie des souris a 5 jours post- LQIHVWDWLRQ OfLQWHVWLQ JUrOH D
une boite de Pétri contenant du PBS 1X (Gibco, ref : 18912-014) préchauffé a +37°C et supplémenté
avec 2% de pénicilline 10000 Ul/ml / streptomycine 10000 pg/ml (P/S) (Thermo, ref ITLQWHV
gréle a ensuite été ouvert sur toute sa longueur et lavé de son contenu du PBS 1 X supplémenté de P/S.
3XLV OTLQWHVWLQ JUrOH D pWp G pfhRIEDEsH@ ud R h@ey d&315 um)
lui-méme placé dans un cristallisoir contenant le PBS supplémenté de P/S. Le milieu de lavage des
intestins ne contenant pas de morceaux de cet organe a été placé dans un second cristallisoir contenant
un tamis de plus petites mailles (200 um). Les deux cristallisoirs ont alors été incubés a +37°C pendant
1h30 en présence de 5% de CO,. Chaque milieu a ensuite été filtré sur deux compresses de gaze
(10x10cm / 16plis / 17 fils, Raffins, ref : 010118) et laissé a décanter dans une ampoule conique pendant
30miQ /H FXORW IRUPp DX IRQG GH 1@ fianB 8rRtXb® idonidjue Wé imolhp EtEgse
décanter pendant 10 min & +37°C. Le culot (méales et femelles confondus) a été repris dans 10ml de PBS
supplémenté de P/S. Puis, celui-ci a été transféré dans un tube conique de 15 ml et laissé décanter une
nouvelle fois pendant 10 min. Apres plusieurs lavages avec le PBS supplémenté en P/S, les larves

adultes J5 (AdJ5) ainsi récupérées ont été dénombrées (Figure 13).

Ces adultes J5 sont soit utilisés a ce stade pour les expériences, soit mis en culture afin de
récupérer le stade L1INN (voir paragraphe 4.3).

4.3 Stade « Larves 1 Nouveau-Nées » (L1INN)

Les AdJ5 sont mis en culture a raison de 3 000 adultes dans 10ml dans une flasque de culture de
25cm?2 (Dominique Dutscher / Falcon, ref : 353109). Le milieu de culture est composé de RPMI 1640
(VWR, ref: L0490), 2% de L-glutamine a 200mM (Dominique Dutcher, ref : X0550), 2% de pénicilline
10000 Ul/mL / streptomycine 10000 pg/mL (P/S) (Thermo, ref : 11556461), 1% de sodium pyruvate a
100mM (PanBiotech, ref : P04-43100), et 5% de Sérum de Veau Foetal décomplémenté (Gibco, ref:
10270-106). Aprés une incubation a +37°C en présence de 5% de CO, pendant au moins 48h, le milieu
de culture a été filtré sur un tamis cellulaire de 40 ym au-GHVV XV GI1XQ WXEH FR&LINNH GH
ayant un diamétre de 10um et une longueur moyenne de 130um passent facilement a travers le tamis et
se retrouvent dans la solution filtrée ; alors que les adultes J5+2 ont un diametre de 36um et une longueur

de 1,5mm a 3mm sont principalement retenus sur le tamis.

5. Analyses de biologie moléculaire
57 ,VROHPHQOW GYDFLGHV QOQXFOpLTXHV HW V\QWKqV

Deux méthodes G TH[W UD FW LuRi§eR QW UPWGE HV H[S p U L PeH QRUDPHMRD Y Q \U T
O7$'1 JpQRPLOAB XOMMWHS51 WRWDX[ j S DADW tothpBrievithide Q ¥ynDdtisé par

rétro-transcription.
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/IHIWUDFWLRQ GT1$'1aJg&Q RAHFXWHXpH j OIDLGH GHV NLWYV '1$:,4 6\
DC6701) et Tissue and Hair Extraction Kit (Promega, ref : DC6740). Le protocole est basé sur celui de
O1,QVWLW X nitaxesde BRarkeXlstitéto Superiore di Sanita, Rome, Italy). Le principe repose sur la
liaison entre les billes de silice (paramagnétiques) HW O,fp&¢ Adsorption en présence de certains sels

et sous certaines conditions de pH (force ionique élevée).

/ID SUHPLgQUH pWDSH HVW pgafasitepWPdw tdlhHle©gp#asitesso60t été mis en contact
avec 20ul de tampon « Incubation Buffer » (composition non connue), contenant du dithiothréitol (DTT) a
0,1M et de la protéinase K a 1,8mg/ml. Une incubation a été effectuée a +55°C pendant 30 minutes sous
agitation (1400 vibrations PLQXWH 8 QH IR L VADdeFedinel parboh&ghétique et 40ul de tampon
« Lysis Buffer » (composition non connue) contenant 0,01M de DTT ont été ajoutés. Aprés une incubation
de 5 minutes a +25°C pour i HU O f$'1 D X[ EL O Opht\été Qokeg sw MrEgdnbir paramagnétique.
Les billes sont ainsi attirées par O D L BtDi@puvent pas étre aspirées lors des lavages. Un premier
lavage a été effectué avec 100ul de tampon « Lysis Buffer » contenant 0,01M de DTT puis 4 autres
lavages avec le tampon « Wash Buffer @2 /9§ p O ¥4 \&td &f@ctuée en ajoutant 50ul de tampon « Elution
Buffer » (composition non connue) en homogénéisant délicatement les billes. Aprés une incubation de 5
minutes a +65°C, les tubes ont été remis sur le portoir paramagnétique afin de récupérer la phase liquide
FRQWHQDQW Of%$'1 GHV SDUDVLWHYV H[WUDLWV G bnQétée tagkéa R xg@D X
MXVTXTj OHXU XWLOLVDWLRQ

Lasynthéese G1$'1 FRP SO p P sl&@ bftetidde en plusieurs étapes :

- le broyage mécanique et chimigue en utilisant un ribolyseur (Bertin Technologies, ref : Precellys

24) : les différents stades parasitaires, conservés a -80°C en culot sec, ont été repris dans 50ul de
tampon « Lysis buffer » (composition non connue) (kit « RNAaqueous-Micro kit » (Ambion, ref : 740955)),
puis mis dans un tube spécifiguement adapté au ribolyseur contenant des billes en verre de 0,5mm
diamétre et de contenance 500ul (Ozyme, ref : 03961-2045). Le programme suivant, répété 2 fois, a été
utilisé pour broyer les larves : 6500rpm, 15 sec x3 avec 10 sec de pause entre chaque agitation. Le
FRQWU{OH GH Of{DOWpUDWLRQ GHVY ODUYHV VIHVW IDLW SDU REVHU
parasites a ensuite été récupéré pour étre mis dans un nouveau tube et 50ul de tampon « Lysis buffer »
ont ajoutés été au tube contenant les billes afin de les rincer (ces 50ul sont ajoutés aux 50ul de lysat déja
réCupereés).

- OfH[WUDFWLRQ G H ¥té®idctuseRan Buant les prescriptions du fournisseur du kit
« RNAaqgueous-Micro kit » (Ambion, ref : 740955) 7RXW GY{DERUG XQH pWDSH GH SUrg
été réalisée en ajoutant 50l GIpWKDQRO DX]| —pds GifféreBtt RYA¥E | OTpWKDQ
(composition des tampons non connue), et une élution avec 20ul de « Elution solution » (composition non
connue). Pour pOLPLQHU Of$'1 Jp QRunlir@idéiderit & M \WNaEEW a été effectué pendant 20
min a +37°C en ajoutant 2ul de tampon « 10X DNAse | Buffer » (composition non connue) et 1l de
"1$VH , DX] — O G 1pFKDrigWadhvatRQdep @ XONAse a été réalisée pendant 2min a
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Tableau 8: Cycle PCR du thermocycleuU ORUV GH OTXTad@usiobWLRQ GH OD

Dénaturation initiale et activation de la polymérase 2 min/98°C
10 sec/98°
Amplification (35 cycles) 30sec/ T™M
1 min/72°C
Extension finale 10 min/72°C
Tableau 9 &\FOH GH 3&5 GX /LJKW&\FOHU 5 R F Kurhin@ifkR@HMr BiGreenT X W L O
Temps / Température ORGH GYDFTX Ramp rate (°C/sec) ‘
Dénaturation initiale 10 min / 95°C Aucun 4,40
10 sec / 98° Aucun 4,40
Amplification (45 cycles) 30 sec/60°C Aucun 2,20
1 min/72°C Unique 4,40
5sec/95°C Aucun 4,40
Courbe de fusion 1 min /95°C Aucun Sig
5 sec / 95°C En continue ’
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température ambiante en ajoutant 2ul de tampon « DNAse Inactivation Reagent » (composition non
connue). Parla VXLWH OTpFKDQWLOORQ HVW GRVp DX: NZROBONAUBHKRAY R P q
XQH SDUWLH GH OfpFKDQWLOORQ OeDp&ue aN\etécongarudd W - H& SMDEV T X
utilisation.

- la rétro-transcription en ADN complémentaire (ADNc), a été réalisée avec la Maxima reverse

transcriptase (Thermo, ref : EP0742) selon les protocoles du fournisseur et en présence de RibolLock
RNase Inhibitor (Thermo, ref : EO0381) dans un volume réactionnel de 20ul. Une premiéere incubation de
30min & +50°C a été faite suivi GTXQH GHX[LqPH SHQGDQW PLQ | f& [HV
conservésa- f& MXVTXTj OHXU XWLOLVDWLRQ

5.2 Amplification par une réaction en chaine par polymérase (PCR)

(Q IRQFWLRQ GH OJpFKDQWLOORQ O BEB SPOR QLYF-DQWALIRR ©Q HpoMH G3L
GT$'1 JpQRPLTXH HW 3&5 HQ WHPSV UpHO GDQV OH FDV GH Of$'1l FR

Les réactions de PCR conventionnelle ont été réalisées dans un volume final de 50ul comportant 1
unité de Taq phusion en présence de son tampon HF 1X (Thermo, ref : F549S), 200uM de chaque dNTP

et 0,3uM de chaque oligonucléotide utilisé. Le cycle de PCR utilisé est donné dans le[Tableau 8|et la
WHPSpUDWXUH GYK\&st oGchov dR FRXB8OH G TR O Ls] RtisX. F1Q priRghatidd Hles
IUDJPHQWY GT%$'1l DPSOLKEsuVgée (YD VgdRM@a/290 (selon la taille du fragment
amplifié) OH JHO G{RyhieUd VUDN50004) contient du tampon 1X contenant du Tris, Acétate, et
EDTA (40mM de Tris-Acétate PO GT('7$ S+Honza, ref: BE51216) et 5 ng/ml de Bromure
G 1 p WK (BétL(&iBma, ref : E1510). Deux marqueurs de tailles de poids moléculaire ont été utilisés en
fonction de la taille des amplicons : 1kb DNA Ladder (Fermentas, ref : SM0313) et 100pb DNA Ladder

(Fermentas, ref : SM0323). Les produits de PCR ont été visualisés sous ultra-violet.

Les réactions de PCR en temps réel (gPCR) ont été réalisées dans un volume final de 12ul : 6ul
Luminaris Color HiGreen low ROX gPCR Master Mix 2X (Thermo, ref . — @lighbfucléotides
spécifiques a la cible et5, — O G{$'1F GL ¥pl/DOR°™ ou 1/1 000°™. Le cycle PCR utilisé est
précisé dans le|Tableau 9| LD YLVXDOLVDWLRQ GHYV FR §&faité parGidrRriEha@donide R W L R
fitres nommés SYBER Green | et HRM Dye (465nm et 510nm) et par le logiciel LightCycler ® 480
(version 1.5.1.62 / Roche).

$ILQ GH FRQILUPHU OYDEVHQFH G fiifétentspcQarRilloms<adalEGEsQar (PER/
OHV SURGXLWYV GH 3&5 VRQW DQDO\VpV XQH GHX[LgPH IRLV SDU PL
contenant 5 ng/ml de Bet. Une visualisation sous ultra-violets est réalisée afin de confirmer la taille de
OD®SOL
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5.3 Analyse des séquences

$ILQ GITDQEDO\WHU OHV VpTXHQFHV QXFOpRWLGLTXHYV OHV DPSO
MWG (3DULV 3ODWHIRUPH GM DarfsH¢ oD One&sBufeKlaqde a été obtenue apres
migration du produit de PCR conventionnelle, le produit de PCR a été envoyé tel quel et une purification a
été demandée au prestataire. Dans le cas ou plusieurs bandes ont été obtenues pour un méme
PFKDQWLOORQ ODaé&duaEipHGIIOQWphB8HVGX NLW *HQH-HW *HOKQW)UD FV
DYDQW GYfrWUH HQYR\pH DX SUHVWDWDLUH

Un chromatogramme de chaque échantillon a ét¢ HQYR\p SDU OH SUHVWDWDLUH DIl

silico.
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RESULTATS

PARTIE 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE DE NBL1
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Figure 14 : Amplicons obtenus a partir des F R X S Qoliggni@l§otides GP1/GP10 et GP1lint/GP10int

La ligne noire représente le gene nbll et les fleches les amorces. Les tailles des amplicons obtenus par PCR sont
indiquées dans les encadrés orange ou bleu.

Figure 15: Profil de migration des produits de PCR ciblant le géne entierde nbll j SDUWLU GH Of$":
Trichinella spp.

OLJUDWLRQ VXU XQ JHO GYDJDURWHO] GHDSWR @ XEMPWSMVE BB &5 DY BHEPOGPIOR XS C
HW j GHV WHPSpUDWXUHYV GauKs\ipdire) BWs1°R (puitsipairsy. & et 2: T. spiralis ; 3 et 4: T. nativa;
5 : Marqueur de poids moléculaire; 6 et 7: T. britovi; 8 et 9: T. pseudospiralis; 10 : Négatif & 51°C.

Figure 16: Profil de migration des produits de PCR ciblant une partie dugenenbll | SDUWLU GH Of$’
Trichinella spp.

OLJUDWLRQ VXU XQ JHO GTDJDURVH j D S8UH) B &GpB P8 A HL p BY HFHOSBGREB X & W/t
LQW *3 LQW HW j GHVY WHPSpUDWXUHYV G YK YetUlllGWdauer@e@lsse m&léculgirg ; R X
1a 3: T. spiralis & 60°C, 62°C et 64°C; 5a 7: T. nativa a 60°C, 62°C et 64°C ; 8 & 10: T. britovi & 60°C, 62°C et

64°C ; 12 a 14: T. pseudospiralis a 60°C, 62°C et 64°C ; 15 a 17: Négatif a 60°C, 62°C et 64°C .
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1. Détermination de la séguence de NBL1 chez  Trichinella

1.1 $PSOLILEFDWLRQ D YohbgenuolébtiffdR XsBD/HSRA( et analyses
des séquences

$ OYKHXUH DFWXHOOH DXFXQH VpTXHQFH QXFOpRWIUGQRTRHp ®H
publiée, ni recensée. Compte tenu de cela, une amplification du gene a été réalisée avec le couple
GTROLJIJRQXEPD RBALEG Hableau 4) ; la visualisation des amplicons obtenus avec le couple
GTROLJR QXEGRAUEGRW ESE piésentée dans la|Figure 14f 8QH PLJUDWLRQ VXU X@isIHO
en évidence la présence de 2 fragments GY$'1 DX QLYHDX GTH spirdl¥, SgrakiVe et T. britovi
Figure 15) : une bande a environ 2400 paires de bases (pb) et une autre & environ 1150pb. La bande a
SE SRXUUDLW FRUUHVSRQGUH | Ot inalgpl® farde BX H50@bXest pe@khue ;

cette bande a 1150pb pourrait &tre une amplification aspécifique des oligonucléotides.

Les differents IUDJPHQWYV G 1 $s & 220060Cet 1150pb ont été extraits puis purifiés pour étre
ensuite séquencés. Les résultats de séquencgage pour les différentes bandes a 1150pb ont donné des
résultats ininterprétables (chromatogrammes avec un mélange de pics de maniére anarchique) pour les 3
espéces. Cela provient sGrement du fait que FHVY DPSOLFRQV VRQW OH UpVXOWDW

spécifique.

Le résultat de séquencage a donné des résultats corrects SRXU OD EDQGH | SE PDI

permis de séquencer la totalité du géne de NBL1 chez les différentes espéces analysées. Le schéma des

différents fragments amplifiés de chaque espéce est disponible en|Annexe 1

Le séquencage a SHUPLV G YReESdyHeQdede 739pb avec GP1 et 899pb avec GP10, pour
T. spiralis; 493pb avec GP1 et 509pb avec GP10, pour T. nativa ; 709pb avec GP1 et 665pb avec GP10,
pour T. britovi.

Afin de pouvoir déterminer la séquence dans sa totalité, de nouveaux oligonucléotides (GP1int et
GP10int) ont été dessinéV j ODLGH GX OR L& FisudliGati®riP & arhplicons obtenus avec le
FRXSOH G R O Ls] BR1NKFIPpIiVdsiGrésentée dans la [Figure 14| Les profils de migration

obtenus a partir des produits des PCR réalisés sur les ADN génomiques de T. spiralis, T. nativa, T. britovi

et T. pseudospiralis en utilisant les oligonucléotides GP1lint et GP10int sont présentés en|Figure 16| Le

fragment amplifié de chaque espéce a été séquencé. Le résultat de séquengcage de chaque espéce est

correct V X U dorfiteQles fragments amplifiés. Le schéma des différents fragments amplifiés de chaque

espece est disponible enf[Annexe 1

Le séquencage a SHUP LV G URE¥qttqck Ude 914pb avec GP1lint et 1041pb avec GP10int,
pour T. spiralis; 948pb avec GPlint et 1146pb avec GP10int, pour T. nativa ; 924pb avec GPlint et 971pb
avec GP10int pour T. britovi; 907pb avec GP1lint et 1110pb avec GP10int, pour T. pseudospiralis.
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Figure 17 : Profil de migration des produits de PCR ciblant différents fragments du géne nbll a partir de
O 1$'1JTecHinella spp.

OLJUDWLRQ VXU XQ JHO GTDJDURVH j DSUqgqV GpS{W @&vec differéntsCchupes) R G X
G 1D P R.UFgiralis (A), T. nativa (B), T. britovi (C), T. pseudospiralis (D). 1 et 8 : Marqueur de poids moléculaire;
2:Fragmentl &RXSOH GsfGPRRRREHB: Fragment2 &RXSOH GsTEBPHR U4 Hragment 3: Couple
GYDPRBS/HP6;5: Fragment4 &RXSOH GsTEYRP R8JBHFragment5 &RXSOH GsI|E®P R10EH:
Fragment6 & RXSOH GsTHAP/RABHH

Figure 18 : Profil de migration des produits de PCR ciblant différents fragments du géne nbll O7$'1J GH
T. pseudospiralis.

OLJUDWLRQ VXU XQ JHO GYDJDURVH j DSUQqV GpS{W dvét différedts @ddipI&sU R G X
G 1D P R.U FMarqueur de poids moléculaire; 2: Fragment2- FRXSOH G§PIASHK R2TpsHK ; 3: Fragment
2- FRXSOH G§PIHBSIRFA2TPsIR ; 4: Fragment3- FRXSOH G § P psAPBH
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1.2 Amplification des différents fragments et analyse des produits de
séquencage

Afin de minimiser les erreurs de séquencage, de nouveaux oligonucléotides ont été dessinés pour

obtenir des fragments plus petits GH O R U G U HTé&bldau 4)SlE taille théorique des fragments a été
déterminée gréace au logiciel AmplifX (GP1/P2 = 320pb ; P3/P4 : 597pb ; P5/P6 : 527pb ; P7/P8 : 518pb ;
P9/P10: 610pb ; P11/GP10 : 193pb). La|Figure 17| montre le profil de migration qui été réalisé sur les

ADN génomiques de T. spiralis, T. nativa, T. britovi et T. pseudospiralis en utilisant les oligonucléotides
nouvellement dessinés. Pour les espéces T. spiralis, T. nativa et T. britovi, tous les oligonucléotides ont

bien été spécifiques de la séquence génomique de NBL1. Pour T. pseudospiralis OH IUDJPHQW C
été amplifié et le fragment 1 a été amplifie PDLV OD WDL OO ldbténd n® fdir&sBddd. FaR & celle
attendue FHOD SHXW V1 th @angue Xeldpésfioitd de ces oligonucléotides sur la séquence de

NBL1 de T. pseudospiralis.

Les différents fragments amplifiés de chaque espece ont été séquencés. Le résultat de séquencage
de chaque espéce est correct VXU O T H QlgsHiagh@rtis; et les alignements, dans les deux sens de
lecture, ont pu étre effectués sur chaque fragment amplifié grace au logiciel BioEdit.

De nouveaux oligonuléotides (P5Tps ; P1TpsIR ; P2TpsIR ; P1TpsHK ; P2TpsHK) ont été dessinés
afin de déterminer la séquence des fragments 1 et 3 de T. pseudospiralis (Tableau 4). Le profil de
migration des produits de PCR a été réalisé sur les ADN génomique de T. pseudospiralis en utilisant ces
nouveaux oligonucléotides (Figure 18). ,O0 QY\ D SDV HX GIDPSOLILFDWLRQ DYEEF OH

qui signifie que les oligonucléotides ne sont pas spécifiqgues de la séquence. Avec le couple P1TpsHK/

P2TpsHK, une forte bande a été observée a environ 320pb et quelques faibles bandes entre 800pb et
1200pb qui sembleraient étre des bandes aspécifiques $YHF OH FRXSOH 3 7SV 3 OMDF
correcte.

Les fragments amplifiés de chaque espéce ont été séquenceés. Le résultat de séquencage de
FKDTXH HVSgFH HVW FRUUHFW VXU O {H Q& kPdigheémentd Hardlds diéukd gV D P

de lecture ont pu étre effectués sur chaque fragment amplifié grace au logiciel BioEdit.

1.3 Assemblage des séquences en ADN génomique de NBL1

Les différents résultats de séquencage ont été analysés avec le logiciel BioEdit afin de pouvoir
reconstituer les différents fragments amplifiés. Comme les différents fragments sont chevauchants, la

séquence génomique codant pour la protéine NBL1 des 4 espéces étudiées a pu étre reconstruite. Pour

une meilleure visualisation le logiciel CLC Genomics a été utilisé (Figure 19).

Cette analyse nous a permis de visualiser les différents amplicons de chaque espéce de Trichinella.
Une séquence consensus a été établie en fonction des résultats de séquencage obtenus. Cela a permis
de déterminerla WDLOOH GH O1$'1 JpQRPLTXH FRGDQW SRXU O:R38pBRW.pLQF
nativa sur 2321pb, T. britovi sur 2319pb et T. pseudospiralis sur 2144pb.
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Figure 19: Alignement nucléotidique par espéce de Trichinella spp., réalisé par CLC Genomics, des
GLIITpUHQWY IUDJPHQWYV G1%$'1 JpQRPLTXH DPSOLILyf

A: T. spiralis; B: T. nativa; C: T. britovi; D: T. pseudospiralis. Alignements des différents fragments amplifiés
pour déduire la séquence génomique codant pour le gene nbl 1. Les séquences ont été déduites HQ IRQFWLRQ (
part, du séquencage avec les oligonucléotides GP1, GPlint, GP LQW HW *3 HW GYIDXWUH ¢

oligonucléotides P2 a P11. Enfin, la séquence la plus proche de la réalité (seq Finale) a pu étre déduite pour les 4
especes.
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2. Etude génomique de Trichinella spp.

/ §lignement a permis de mettre en évidence les similitudes et les différences de nucléotides entre
les 4 especes analysées. Grace au module BLAST sur le site NCBI, le pourcentage G L G HQtMY le$V p

especes a pu étre déterminé (Tableau 10). Pour les espéces T. spiralis, T. nativa et T. britovi, le

recouvrement des séquences est de 100%. Avec O T H V S gpseludospiralis, cette couverture est de
OfRUGUH GH &H SRXUFHQWDJH SHXW VIH[SOLTXHUDEBWLWB XD
séquenceée ou que le géne est plus court. Dans le cas ou le géne est plus court, cela peut se justifier par

le fait que cette espéce est « non encapsulée » et donc que cette protéine NBL1 est différente de celle

des espéces T. spiralis, T. nativa et T. britovi $X QLYHDX GX SRXUFHQWDJH G 1,wBeH QW |
moyenne de 90% est observée.

GILGHQWLWp taux de recouvrement

T.spiralis Vs T.nativa
T.spiralis Vs T.britovi
T.spiralis Vs T.pseudospiralis
T.nativa Vs T.britovi

T.nativa Vs T.pseudospiralis

T.britovi Vs T.pseudospiralis

Tableau 10: $QDO\VH GX SRXUFH @Wjéné HblG JurnvéhQ Midldstidique, des différentes
espéces de Trichinella spp. analysées.

/ §lignement nucléotidique des séquences déterminées pour les 4 espéces analysées par le logiciel

Multalin (Figure 20) a permis de mettre en évidence des différences nucléotidiques, mutations synonymes

Oou non synonymes, ayant ou non un impact sur la séquence protéique traduite principalement dans les
zones d 1 L Q V HhucdtiRdpes.

Ces zones supplémentaires sont définies ci-dessous en fonction des espéces :

X Au niveau uniquement de :
- T. spiralis, a 2041pb, une séquence de 27 nucléotides;
- T. nativa, & 237pb, une séquence de 9 nucléotides;
- T. britovi, & 237pb, une séquence de 4 nucléotides;
- T. pseudospiralis, @ 416pb, une séquence de 4 nucléotides, & 952pb, une séquence de
17 nucléotides, et & 1100pb, une séquence de 15 nucléotides.

X Au niveau de T. spiralis et T. pseudospiralis : a 1928 pb, une séquence de 9 nucléotides.
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Figure 20 : Alignement nucléotidique des ADN génomiques reconstitués du géne nbll de T. spiralis,
T. nativa, T. britovi et T. pseudospiralis, réalisé par Multalin.

Les bases bleues correspondent a une concordance parfaite entre les 4 espéces ; les bases rouges correspondent a
une concordance forte entre 2 ou 3 especes uniqguement et les bases noires correspondent a une non concordance
avec les 3 autres espéces.
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X Au niveau de T. nativa et T. britovi: a 444pb, une séquence de 14 nucléotides est présente.

X Au niveau de T. spiralis, T. nativa et T. britovi : a 2230 pb, une séquence de 9 nucléotides.

La conséquence des insertions et/ou délétions de nucléotides dépend de sa localisation (intron ou
exon) et du changement ou non du cadre de lecture. Dans le cas ou cela se produit DX QLYHDX G{XQ
LO QT\ D DXFXQH FR @Vseduent® #eH ODXBURWPLQH $ OYLQYHUVH OfL
intervenant sur un exon, deux situations sont possibles puisque chaque codon comporte trois
nucléotides :

- les insertions et/ou délétions mulWLSOHV GH Q X F OneRt \ds @1 décadahel Quw U D
cadre de lecture. La conséquence au niveau protéique pourra étre un gain ou une perte en acides-
aminéV /YLPSDFW IRQFWLRQ QH @atHr¥ &¥laYdealidafiol GeHa préténe.Q O D

- les insertions et/ou délétions non-multiples de 3 nucléotides sont UHVSRQVDEOHYV
décalage du cadre de lecture. Cela peut entrainer la venue prématurée ou plus tardive GIXQ FRGRQ VW
DLQVL OTREWHQWLRQ GITXQH SURWpPLQH WURQTXpH TXL ULVTXH Gf
fonction serait différente. Cela peut également engendrer le changement partiel de la séquence en acides
aminés OYLPSDFW HVW YDULDE OH s\amifeR thaagés, @ RaPn&tUrél etGIBchlls&iéh de
la protéine.

Il est & noter T a9 niveau de T. pseudospiralis, une zone de 214 paires de bases au début de
OYDOLIJQHPHQW QYD 8RVexplyye & palixX teQrécouvrement inférieur a 100%. Pour le
PRPHQW LO QTHVW SDV SRVVLEOH G Hswdif§réntelde\telleFdds/@ AutlesScBpgayd H H
ou si elle est absente de cette espéce.

Un certain nombre de nucléotides indépendants ou par groupe de 2 ou 3 nucléotides consécutifs ne
VRQW SDV LGHQWLTXHV HQWUH OHV HVSqgFHV &HUWDLQV DSSDU
GILQFLGHQFH VXU OD WUDG XF WfoR Qartit @eSdxéhsVgd thanddfomt dwe@uelekgny H
la composition en acides aminés de la protéine. Ces informations seront confirmées dans le paragraphe
suivant.
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Figure 21 : Alignement des séquences protéiques déduites des séquences nucléotidiques du géne nbll
de T. spiralis, T. nativa, T. britovi et T. pseudospiralis par homologie au géne codant pour NBL1 chez T.
spiralis.

Les bases bleues correspondent a une concordance parfaite entre les 5 séquences; les bases rouges

correspondent a une concordance forte entre 2 ou 3 espéces uniquement et les bases noires correspondent a une
non concordance avec les 3 autres espéces. Les encadrés verts correspondent a la séquence PSSGSRPTYP et les

oranges a la séquence GSRPT.
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3. Etude de la protéine déduite de NBL1 chez  Trichinella

Les différentes séquences déduites a partir des séquences nucléotidiques déterminées des 4
especes étudiées ont été traduites en protéines grace au logiciel BioEdit et par homologie a la séquence
de NBL1 nommée SS2 (n° accession GenBank : AF331160). Afin de comparer les séquences entre elles,

un alignement a été réalisé par le logiciel Multalin (Figure 21).

/1D QD @\siieb de la protéine NBL1 déduite chez T. spiralis, par le logiciel HMMER, a mis en
évidence 2 domaines transmembranaires, ce qui corresponGUDLW | OYLVRIRUPH 66 Gt
T. spiralis. Cela ne signifie pas que OTDXWUH LVRIRPH Qefpudpe STOH WSLDpAMM OR\VQ G
OYDQDO\WH QX PeA ptR 1&alieesTTOHTI RGH VHXOH IRLV $X QT Wath@XT. Gritovidd VS q |
T. pseudospiralis, le logiciel +00(5 D PLV HQ pYLGHQFH OD SUpVHQFhat@&EKQ S
T. britovi du nucléotide 1 a 63, et T. pseudospiralisdu lau42) FH TXL FRUUHVSRQGUELW j
de NBL1de T.spirais &RPPH SRXU OTDHEAB\VFHHGD QH VLIJQLILH SDV TXH Ofl

pas présente dans ces 3 espéces.

/YDQDO\VH SDU OH ORJLFLHO +00(5 D pJDOHPHQW PRQWUp TXH
«trypsique », FH TXL VLJQLILH TXTH O O H \proteaps\a @rihe@dtyp®BpsmOH GHV

Cet alignement a fait ressortir les différents motifs répétés connus de la partie C-terminale de la
protéine NBL1. Chez T. spiralis, les études antérieures ont mis en évidence un peptide de 10 acides
aminés répété 4 fois, fortement immunogéne et reconnu par un anticorps monoclonal dirigé contre le
peptide PSSGSRPTYP. Ce motif est bien répété 3 fois chez T. spiralis, T. nativa et T. britovi (363 & 372
pb; 390 a 389 j SE PDLV QYHVW SDW. pseltiGspirdlis. XPdr €oktke]le motif
GSRPT compris dans le peptide de 10 acides aminés (PSSGSRPTYP) est bien répété chez les 4

especes ; ce motif est répété 7 fois au sein des 4 espéces étudiées.

Auniveau GH OTfDQDO\VWH GH OfHQVHPEOH GH OD V pSp¥ddQdentbbSet/& W p L
HQ PR\HQQH G 1 L GlesQIMELeWgs $equEvites] chez les especes analysées (analyse par le
module Blast sur le site NCBI). Il est intéressant de constater TX{XQH L G H Q Wet hdp 1E0eh) a été
déterminée entre la séquence publiée de NBL1 chez T. spiralis (AF331160) et la séquence déterminée de
T. spiralis dans notre pWXGH &H SRXUFH QMitDpaHle \fditHu8 GiLs€qUehce de T. spiralis
correspond en partie a une protéine publiée en 2015 et nommée Chymotrypsine C (n° accession
GenBank : KRY40297.1; mise en ligne en novembre 2015). $XFXQH GRQQpH ELEOLRJUDSK
moment été mise en ligne sur cette protéine de Trichinella nommée Chymotrypsine C. Il est a noter que la
IRQFWLRQ GTXQH &K\PRWGW VH@H H\ONY XSURFVRKHLQH ] SURWpDVH GH

protéases digestives. La trypsine clive les protéines aprés les acides aminés portant une charge positive

tels que la|lysine|ou f@r§jinine| la chymotrypsine apres les acides aminés aromatiques ou hydrophobes

tels que [tyrosine||phénylalanine|ou encore [leucine| Ces deux protéases sont produites sous forme de

précurseurs inactifs, le trypsinogéne et le chymotrypsinogéne respectivement, qui sont eux-mémes

activés par clivage protéolytique.
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4. Conclusion

Notre étude a permis GTREWHQLU OHV VpT XsHdaQdaht \pourpl& prétéimeXNBL1 des
especes T. spiralis, T. nativa, T. britovi, et T. pseudospiralis. Des similarités et des différences ont ainsi pu
étre mises en évidence au niveau génomique dont certaines ont un impact sur les séquences protéiques
déduites des séquences nucléotidiques des ADN génomiques extraits. Les principales différences au
niveau protéique se situent dans la partie C-terminale (partie antigénique). Cependant, ces différences
doivent étre confirmées par un séquencage des cDNA issus des ARN messagers codant pour la protéine
NBL1 dans les différentes espéces de Trichinella, ainsi que la présence ou non des deux isofomes de
NBL1 chez T. nativa, T. britovi et T. pseudospiralis.
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Figure 22 : Amplicons théoriques REWH Q XV @RlificatiGeC$'1F GXnblg QH

Enchainement des introns et exons (boites grises). Les amorces ont été dessinées de sorte que le début et la fin
soienW FRPSOpPHQWDLUHYV UHVSHFWLYHPHQW GH OD ILQ GH OfHRQleBdpFp(
indiquent les tailles des amplicons attendus.

Figure 23 : Profil de migration des produits de PCR ciblant la séquence codante de la protéine NBL1
chez T. spiralis.

OLJUDWLRQ VXU JHO GIDJDURVH | 15u N8 Wepdluit Xd® PGR 2uiMifiéGalec les couples
GTROLIRQXFOpPpRWLGHY VHUYDQW |j OYDPS el MarqueR @e pblds t&lécuthie; WaHP:SV U
DPSOLILFDWLRQ GH O3 9JpDREPOILKXHDWLRQdUBEsS B'I$SHBEYWLU GCH$E UBR W
amplification du cONA de LIM;15a18: DPSOLILFDWLRQ GX Fdultgs G5, 49 1IRégath.[L, 6, 10 et 15:

couple NBL1 qPCR2F/qPCR2R ; 2, 7, 11 et 16 : couple NBL1 gPCR3F/gPCR3R ; 3, 8, 12 et 17 : couple NBL1
gPCR3F/QPCR3bR ; 4, 9, 13, 18 : couple NBL1 qPCR4F/qPCRA4R.
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PARTIE 2 : MISE EN PLACE DU PROTOCOLE VISANT LA C ARACTERISATION DU
ROLE DE NBL1 PAR UN SIRNA SPECIFIQUE

1. Etude transcriptomique des différents stades parasitaires de Trichinella

1.1 Détermination des oligonucléotides pour la PCR en temps réel

Pour pYLWHU GIfpO'HD VR QW D P L Q DBA §aovhig8e) lés GligonOcfEdtides choisis
SHUPHWWHQW XQLTXHPIHQIW GXDBE@HM BhBKDQWLOORQV Gf$'1 JpQR
rétro-transcrits a partir des ARN totaux (ARNtot) des stades Adultes J5 (5 jours post infection) et L1M, et
GY$'1lF SURYHQDQW G f([AaBNmPdd ¥tade Adulles J5 de T. spiralis ont été testés avec les 4
FRXSOHV GTROL aia@). L& Wisvalisation de la taille des amplicons obtenus lors de
OYDPSOLILFDWLRQ GhbliCe$tiresentéeXdang @ Hrigure 22| Les résultats des amplifications
PCR sont montrés sur la|Figure 23

Les faibles amplifications provenant de Of$'1 JpQRALYEKKH OHV FRXSOHV GIfRO
gPCR3 F/qPCR3 R et qPCR3 F/QPCR3b R Q 1 D éntfiak dO se produire (Figure 23] ligne 2 et 3). Cela
suggeére que ces couples ne sont pas spécifiques des zones définies in silico VXU OD VpTXHQFH G
dugenenbll FHOD QRXV SHUPHW G {pO L BdsQrddhairdd étuBd XPaiCchbintte aRcuné
amplification avec les couples gPCR2 et g°PCR4 QD pWp HREJMeE Z3Xigne 1 et 4), ce qui montre
XQH ERQQH VSpFLILFLWp GH FHV FRXSOHV GYfROLIJRQXFOpPRWLGHYV

Au niveau des amplifications des échantillons provenant des ADNc (issus des ARN totaux), les
couples qPCR2 F/gPCR2 R, qPCR3 F/qPCR3 R et qPCR4 F/gPCR4 R montrent une seule amplification a
la taille attendue (Figure 23| ligne 6, 7, 9, 10, 11, 13, 15, 16, et 19). Cela suggére une bonne spécificité
GHVY ROLIJRQXFOpRWLGHY DX QLYHDX GH OYDPSOLILFDWLRQ GHV IUD
concerne le couple gPCR3 F/qPCR3b R (Figure 23| ligne 8, 12, 17), cette spécificité (un seul fragment
GIDPSOLFRQ DPSOLILp HVW YLVLEOH XQ;LdekHtbBus @&mdd Qe Sodfjprivad Q FH
OfpOLPLQDWLRQ GH FH FRXSOH GDQV OHV SURFKDLQHYV pWXGHYV

Ces résultats nous permettent de retenir les couples gPCR2 F/gPCR2 R et gPCR4 F/qPCR4 R pour

la suite des études transcriptomiques.

Les 2 fragments amplifiés avec les couples GTROLJR Q X F O p ek Figuwre ¥3) GoHE-AY BtR
18) RQW pWp VPpTXHQFpV HW OHV UpVXOWDWY FRUUHV SR Q®H &iéE LHQ

Les alignements ont été faits grace au logiciel BioEdit.
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Figure 24 : Analyse transcriptomique du géne nbll

(Q IRQFp VRQW UHSUpVHQWpPYV OHV UpVXOWDWY REWHQXVY DYHF OH FRXSOH
le couple GIROLIJRQXFOpPRWLGHYV ATB&E:) " Qi3@tH b £ Ctauine) €n fonction des différents stades
parasitaires : L1M (A), LINN (B), Adultes J5 (C); B, D, F : "Ct (CtygL1 - Cteirac) €n fonction des différents stades
parasitaires L1M (D), LINN (E), Adultes J5 (F).
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1.2 Etude de la transcription du geéne nbll aux différents stades

8QH pWXGH WUDQVFULSWRPLTXH SUpOLRMID® &@ tdalicdd aQpfutr] e HV V
ARNmM des stades L1M, Adultes J5, Adultes J5+2 (5 jours post infection + 2 jours de culture in vitro) et
LINN en utilisant la gPCR. Les ARNm ont été détectts VRLW DYHF OH FRXSOBgBORROLJF
F/gPCR2 R, soit avec le FRXSOH G TR O Lsl¢PQRAFRIyPERM IR Fableau 5). Dans un premier
temps, le delta des Ct (Cycle Threshold pour « cycle seuil ») entre le gene nbll et un géne de ménage

@dtine R Xeif3@ (Tableau 6) ont été analysés pour chaque stade, a différentes concentrations en

parasites et a différentes dilutions. Cette analyse a été réalisée en plaque de 96 puits par PCR en temps

réel et chaque échantillon a été analysé en duplicats. La moyenne des duplicats a été utilisée pour
OTDQDO\VH GI@.Q/NIED‘EVHQFH G71%$'1 JpQRPLTXH G @t verifieé paF KD Q
XQH PLIJUDWLRQ VXU JHO GYDJDURVH GHV SURGXLWY GH T3&5 GHV
1/10°™,

Les graphiques A et B correspondent & une méme plaque sur laquelle différents échantillons de
larves musculaires  (L1M) ont été testés. Les valeurs de "Ct (Ctygr1 - Clgene de ménage) SONt toutes positives.
Il a donc fallu plus de cycles de PCR pour atteindre la valeur seuil SRXU OH JgQH GTLQWpPUrwW T
de ménage, ce qui suggére que le génenbll HVYW PRLQV H[SULPp TXH OH ddieHu@d P p(
@fC. ,0 HVW | QRWHU TXTLO QY\ D SDV Haxtine H GI4ifSTFd& NBLQ loBueHel $ G

cDNA de 10L1M a été dilué au 1/100°™; la limite de détection pour ce stade parasitaire est donc atteinte.

Les graphiques C et D correspondent a une méme plaque sur laquelle différents échantillons de
larves nouveau -Nées (L1NN) ont été testés. Les valeurs de "Ct (Ctyg1 - Clgene de menage) SONt toutes tres
négatives, ce qui suggere que le gene nbll est beaucoup plus H[SULPp TXH OH JgQH GH PpQLC
R X GeHB® (ette forte différence de "Ct par rapport aux résultats REWHQXV DYHF OHV / 0 LQC
une plus forte expression du géne nbll chez les LINN que chez les LIM. 3RXU OH J@Qihe GLHO OFf\ |
pas de détection du cDNA & la dilution 1/100°™ ORUV GH O {H [\W00 B30 RN Glal limite de
détection est atteinte mais uniquement pour ce gene de ménage. Lors des futures analyses, le géene de
PpQDJH @&fBC 6efa donc priviéggi¢ FDU OD OLPLWH GH GpWHFWLRQ QYD S

manipulations.

Les graphiques E et F correspondent a une méme plaque sur laquelle différents échantillons de
femelles adultes a J+5 (stade ou la plupartdes / 11 QTRQW SDV HQF Rdsd idarpé¥ fen¢&SX OV p
ont été testés ainsi qu T XQ pF KD Q W LOOGOLRNN. Gét échantillon de LINN permet de comparer la
GLIIpPUHQFH GTH[SUHVVLRQ HQWUH FHWCGEHX.[ -\CYLR GrtdhMe) Jathvhégddivasi X U V
ou inférieures a 1, ce qui suggere que le gene nbll est plus exprimé TXH OH JqQH GH RgigeDJH
R X GeH3® €e résultat confirmerait le résultat précédent sur les LINN. Il est & noter que ce “Ct est plus
faible chez les femelles QTD\D QW S D M ptup&XdeswdNN que chez les L1NN seules. Au stade des
femelles J5 et J5+2, cette étude compare OfDPSOLILFDWLRQ GX JqQH GeEkelRlpQDJIH DX
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Figure 25 : Expression des ARNm de NBL1 dans les stades LINN et Adultes J5 par rapport & celle des
L1M.

En foncé sont UHSUpVHQWpPV OHV UpVXOWDWY REWHQXV DYHF OH FRXSOH GTRO
DYHF OH FRXSOH GTROLJRQXF O p ReVital taige T&pkeSente 6 3rgenne des groupes. A et B :
eme,

Normalisation par échantillons de 50 L1M a la dilution 1/10™™; C et D : Normalisation par échantillons de 5 000L1M
a la dilution 1/10°™.
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des femelles et des cellules des LINN développéeV HW HQ FRXUV GH GpYHORSSHPHQW
formé) SDU UDSSRUW j OfDP Sabllldur &wptirkiQalémn¥ntJpnéldit chez les larves L1INN ;

cela pourrait expliquer le fait que le "Ct est plus faible chez les femelles que chez les L1INN.

&HWWH DQDO\WH LQGLTXH TXH OD GLOXWLRQ HW OHCOQRBLEWH G
JgQH GH PpQDJH SXLVTXH OHV YDOHXUV QH YDULHQW TXH WUqV

Cependant ces résultats devraient étre confirmés en triplicat afin de déterminer des écart-types.

'DQV XQ GHX[LgPH WHPSV O hojBthérVed ILRNN &b dhed e Bdultes J5 a été

comparée a celle des L1M (Figure 25). Précédemment, il a été constaté que le niveau des ARNm codant

pour la protéine NBL1 chez les L1M semblait plus faible que chez les adultes J5 et LINN. Cette
hypothése nous ameéne a étudier O TH[S U lelativk REINBL1 en nous basant sur les valeurs obtenues
précédemment. /fpWXGH SDU 3&5 TXDQWLWDW LKFH \B UpDAVD 5O LSYXLOHTIX I HT X6 L
GH GpWHFWHU Of%$51 GDQV OHV / 11 TXH OHV SURWpPLQHVY WRWDOHYV

La quantification relative des ARNm codant pour NLB1 dans les stades Adultes J5 et LINN a été
réalisée en utilisant la formule 2 “*“DYHF "=&@Wyg11 - CTgene de ménage) vwoch 6 17k Evmsew- CTgene de
ménage) Lim. /HV YDOHXUV REWHQXHV DYDLHQW X@ TWNWXWHATHOND MOV L
représentable sur un graphique linéaire. Les valeurs sont donc représentées en utilisant la fonction

« log ».

Les graphiqgues AetB FRUUHVSRQGHQWH OYD [CRbNBMI FRaORT qPCR, dans les
différents échantillons de femelles J5 et de LINN a partir des extractions de 50 L1M. 2 groupes sont
obtenus, TXH OTRQ VRLW GDQV OH FDV GH OTDQDO\VH SDU UDSBXUYW D
un groupe incluant les femelles 35 PR\HQQH GH R X SRXU OHV FRXSOHV G
et gPCR4 respectivement) HW O fiizaktUdd LINN (moyenne de 4,54 ou 4,79 pour les couples
GYROLIJRQXFOPRWLGHV T3&5 HW. Ue3gtdupe Wdieb\V«I HNINNW Lprelsietel @a4/ niveaux
GT1$51P 1 s élevés que celui des femelles J5 fécondes, FH TXL FRQILUPH OTK\SRWKq
les larves LINN expriment plus fortement le géne de NBL1 que les femelles J5 fécondées. Il est a noter
que OD FRQJpODW L QP @0 PMWH

Les graphiqguesCetD FRUUHVSRQGHQ®@WH OTB[ENGI\WWHLRQ GH 1%/ SDU 57
différents échantillons de femelles J5 et de LINN a partir des extractions de 5 000 L1M. Les 2 groupes,
sont retrouvés, les femelles J5 PR\HQQH GH R X SRXU OHV FRXSOHV GYR(
gPCR4 respectivement) et les LINN PR\HQQH GH R X SR XU ligbhli¢lédtieReX S O H
gqPCR2 et gPCR4 respectivement FH TXL LQGQWXH SDW LA L @d @ XjthQtikeHde larves
extraites pour les RT qPCR sur les résultats obtenus. /{1 K\SRWKqVH Sidlptive &8 SukiXdression
du géne nbll dans les LINN par rapport aux femelles fécondes est confirmée. Cette analyse confirme
pJDOHPHQW TXH OD GLOXWLRQ HW OH QRPEUH GH SDUDVLWHV Q
OfH[SUHVVLRRALGX JgQH
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Figure 26 : Rendement parasitaire obtenu par digestion artificielle 6 semaines post-infestation par
intraveineuse de différentes doses de L1NN.

La moyenne en fonction de la charge parasitaire est représentée par un trait rouge, et la charge parasitaire de
chaque souris par un triangle bleu.
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2 (VVDL LO YLWUR Gitlapteie NBDI\EU FRade LINN

21 OLVH HQO SODFH GX SURWRFROH Gf¢YL @jeetidWwDW

intraveineuse des L1NN

Dix souris ont été infestées avec 1 500 L1M afin de récupérer un grand Q R P E U #ult€sfdd niveau
des intestins. Ces souris ont été euthanasiées aprés 5 jours infestation; puis les intestins ont été
UpFXSpUpV GDQV OH EXW GTREWHQLU GHV / 11 (QYLURQ DGXOW
GITREWHQLU 08C@LYNNJERI®@s 2 jours de culture in vitro des adultes J5.

$ILQ GIpOUKBCUOXHQFH GX QRPEW$aGrie soutid surQeMeh&anment parasitaire
FDSDFLWp GHV / 11 j VILQVW D O O H,Urois BrQupesad 5I4okrld ldntREdé ihFext€sparU H
voie intraveineuse avec des doses variables de LINN (74 LINN, 740 LINN et 7 400 L1NN). Aprées 6
VHPDLQHYVY OHV VRXULV RQW pWp VDFULILpHVY WHPSVY SHUPHWWDQW
et passer au stade L1M), et le nombre de larves L1M de chaque souris a été déterminé ; le nombre de
L1M correspond au nombre de L1INN qui se sont installées dans la fibre musculaire. Cela nous permet
G{HVWLPHU OH UHQGHPHQW SDUDVLWDLUH HQ IRQFWLRQ GH OD GR\

Les données brutes sont données en annexe 2. Les résultats montrent g X T XQH PR\HGOQH GF
des L1INN injectées par voie intraveineuse se sont installées dans les muscles, quelle que soit la dose
inoculée (Figure 26). $LQVL XQH GRVH GH OYfRUGUH GH /11 VRXULV D
expérimentations XQ UHQGHPHQW GH SHUPHW GYREWHQLU HQYLURQ

des carcasses de souris. De plus, dans ce groupe une moins grande dispersion du nombre de larves L1M

G X &pHris j O { D ¥3tVabskrvée. Ces résultats sont préliminaires et restent a confirmer mais ils
SHUPHWWHQW GH FDOLEUHU OHV GRVHV GITLQMHFWLRQ

2.2 Mise en contact des LINN avec un siRNA spécifigue de NBL1

2.2.1 Eude de la mortalité in vitro

Dans un premier temps, O L P SihBWNAdpécifiqgue du géne nbll sur la survie des LINN a été

évalué en observant la mortalité des L1NN in vitro.

Les LINN ont été obtenueV GH OD PrPH IDoRQ TXH SUpFpGHRBRRMHLK WS a/ TLQ!
SHUPLV GYREWHQ L duiteasQ¥ (malR<Let femell@s confondus) et apres 2 jours de culture in vitro

des adultes J5, environ 40 000 L1NN ont été récupérées dans 25ml de milieu de culture.

Dans une plaque de culture de 96 puits a fond plat, environ 45 L1INN sont mises dans 10 puits
différents contenant déja 200pul de milieu de culture (méme composition que le milieu utilisé pour la culture
des aGXOWHYV 'DQV SXLWV OH VL51% VSpFLILTXH GH 1%/ QfionHVW
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Figure 27 : Mortalité des LINN au cours du temps en milieu de culture en présence ou non de siRNA n°1
spécifiqgue de NBL1.

En bleu est représenté le groupe contrle sans siRNA et en violet le groupe ayant recu le siRNA a une dose de 5uM.
Les colonnes représentent la moyenne du pourcentage de L1INN mortes par puits, n=5 puits par condition. Et les
EDUUHY GTHUUHXU UHStype HQWHQW OHV pFDUW
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finale de 5uM ; et les 5 autres puits (sans siRNA) correspondent au groupe témoin. Une larve de L1NN
est considérée morte dans le cas ou elle est completement immobile. Le J, constitue le nombre de LINN
mortes avant la mise en contact du siRNA. Puis le nombre de LINN mortes est dénombré a différents
temps J1, - - - - HW - MXVTXYj OD PRUW GH WRXWHV OHV / 11 SL
/HV GRQQpHV EUXWHV VRQW LQGLTXpHV GDQV OYDQQHI[H HW OF

représenté dans la|Figure 27

Cette étude ne montre aucune différence entre les LINN traitées ou non avec du siRNA n°1,
spécifigue de NBL1, dans les conditions de mise en culture in vitro. ,0 DXUDLW pWp wwo® WpUH\
JURXSH Re OHV / 11 DXUDLHQW pWp HQ FRQWDFW DY HHrich@ellnlak$ QR
DX YX GHV UpVXOWDWY GH FHWWH PDQLSXODWLRQ dddppémbrialred. Q 1D
Cette absence de différence entre les 2 groupes peut étre due a la concentration en siRNA non adaptée.

(Q DEVHQFH GYHVVDLYV DYHF GLIIpPUHQWHY FRQFHQWUDWLRQV HQ V
PYHQWXHOOH GH FH VL513% VXU OHV / 11 RX PrPH VXU ledgteperndnD W L R
des LINN.

Il est & noter que classiguement, OfHIILFDFLWp HW OH WHPSV GH PLVH HC
REVHUYHU OfTHIIHW GTXQ VL& d6 aPro@iteHDIRe. Baxs W Xds @e NBL1, il est
connu que la protéine NBL1 est prpVHQWH FKH] OHV / 11 GDQV OTXWpUXV GHV IF
en cours), le siRNA pourrait QH SDV DYRLU GYHIIHW VXU OHV / 11 FDU OD SU|
lorsque les LINN sont expulsées des femelles. Cela pourrait avoir comme conséquence que O  L@afbR W L
de la protéine NBL1 par des siRNA au niveau des ARNm est trop tardive pour voir un effet visible et

quantifiable.

Cette étude indigue également que 80% des LLINN meurent aprés 8 jours de culture in vitro et donc
que les manipulations sur les LINN doivent étre effectuées avant 6 jours de culture pour voir un effet

autre que celui de la culture in vitro.

Afin de confirmer ces résultats, une nouvelle expérience pourra étre réalisée en testant les siRNA
n°2 et n°3 (autres zones ciblées sur la méme séquence) a différentes concentrations. Des mesures des
LINN pourraient également apporter des informations complémentaires sur le développement des LINN
HQ SUpVHQFH GT1XQH VL51$ WEpFLILTXH GX JgQH

222 (WXGH GH Ofin@QV#HFWLRVLWp

Les LINN ont été obtenueV GH OD PrPH IDoRQ TXH SUpFpGHPPHQW /YLQ
SHUPLV GYREWH Qa0Uadtite€sYIb YrRa@s et femelles confondus) et aprés 2 jours de culture,

environ 160 000 L1INN ont été récupérées.
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Figure 28 : Installation des L1NN traitées ou non par un siRNA spécifique du géne nbll dans les muscles
des souris.

Les losanges représentent le pourcentage de L1M récupérées aprés digestion artificielle (6 semaines post-
infestation) suite a une injection par voie LQWUDYHLQHXVH GTHQYLURQ / 11 D\DQW pWp F+
VL51$ RX QRQ &WO GfipdeQdeWBE 1. & aViridypefne de la charge parasitaire est représentée par un

trait rouge, et la charge parasitaire de chaque souris par un triangle bleu.
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$ILQ GH WHVWHU OYLQIHFWLRVLWpPp GHV / 11 HQ SUpVHQFH RX QR
ont été mises en culture in vitro pendant 4 jours ou 6 jours en plaque de 96 puits dans 200ul de milieu de
culture et 5uM de siRNA (pour les groupes «essai @ OHV [/ 11 G{TXQ 6&htBtEl inBcUIEsE a une
PrPH VRXULV $SUqV R X NhR/id) \és GINNQ@RLEEE PrélevéeQet injectées aux souris.
Pour chaque condition, 5 souris ont été infectées puis digérées par une digestion chloro-pepsique

individuellement 6 semaines apres, afin de connaitre le nombre de L1M présentes dans chaque souris.

'DQV FHUWDLQV JURXSHV FHUWDLQHV VRXU L Mnjec@owinpavaneps2L P L C
QIDYDLW SDV pWp UpXVVLH LQMHFWLRQ GDQV OH FDUWLODJH GH
EUXWHY VRQW GRQQpHV GDQV OTDQQHI[H

Cette expérience confirme les résultats retrouvés précédemment dans les conditions de culture in
vitro $X QLYHDX GH OfpYDOXDMWIRNQVGHFQILPXEHEBM G%/ VXU OTLQVWD
dans la fibre musculaire, DXFXQH GLIIpUHQFH Qdhde leSWANR ErvVddhiacipdd non avec un
SiIRNA (SiRNA n°1, siRNA n°2 ou siRNA n°3). Ces trois siRNA ciblés Q { RéQalément pas mis en
évidence de différence a 4 ou 6 jours de culture in vitro. Il faut néanmoins prendre en compte le fait que

les résultats obtenus aprés 6 jours de culture in vitro sont ininterprétables vis-a-vis de la détermination du

nombre de L1M) puisque la charge parasitaire est uniquement de 1% (Figure 28).

'"fDXWUH SDUW OfLQIdiEVL RQLMR EWNVR/Q1IGX WHPSV GILQFXEDWI
des LINN ; a Jo, une infectiosité de 30% a été obtenue, D O R U\J+% Xt J+6 elle était de 11% et de 1%
respectivement $LQVL OHV /11 HQFRUH YLYDQWHY DX ERXW GH MR

précédente (80%) (Figure 27) ne semblent finalement plus infectieuses.

2. Conclusion

Par une approche WUDQVFULSWRPLTXH OHV GLIIpUiMQidahvpdarlagrsteineV V L F
NBL1 chez T. spiralis ont pu étre mises en évidence au sein des 3 stades parasitaires étudiés (femelles
J5, LINNetLIM) /TH[SUHVVLR@Qpditdhy X0 XWDGH / 11 PDLVY QTfHVW SDV DEVI

Suite a ces résultats, des essais GITH[WLQFWLRQ GH O Hp8bht\&teLrBalséSSeh JgQ
utilisant des siRNA spécifiques. Les étapes préliminaires ont permis de mettre en évidence un
pourcentage de 30% de charge parasitaire avec T. spiralis ORUV G L QatdesALINN pd& Qie intra-
veineuse. Ces essais in vitro et in vivo VXU OHV [/ 1 pou® BR@MEnt pas permis de mettre en
PYLGHQFH XQ SKpQRW\SH SDU OD WHFKQLTXH GY$51L
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V. DISCUSSION GENERALE

Trichinella SUpVHQWH OD SDUWLFXODULWpP GTrWUH XQ SDUDVLWH S
principalement intracellulaire sauf pour le stade invasif L1 Nouveau-Nés (L1NN) pour lequel les larves
VRQW OLEpUpHY GDQV OD FLUFXODWLRQ VDQJXLQH RX O\PSKDWLTX]|
HVW SDUWLFXOLqQUHPHQW LQWpPpUHVVDQW SXLVTXTLO HVW LQYDVL
immunitaire avec mise en plaFH G{XQH UpSRQVMas Ral\ H#BR.Udompte-tenu de cette
SDUWLFXODULWp OTDQDO\WH GHV SURWPLQHYV VSpFLILTXHV GHV /1
vaccinales et/ou de dépistage précoce.

Partie 1 : Exploration de la séquence protéi que de NBL1 chez
Trichinella spp.

Une protéase a sérine nommée NBL1 a été identifiée précédemment au laboratoire, par immuno-
FULEODJH GTXQH EDQTXH VRNV Vesdhalyasels ¥athd@tas SUMEEE protéine ont permis
de mettre en évidence un potentiel antigénique intéressant pour le développemenW GTRXWLOV GH
précoce des infestations a Trichinella chez le porc (FU Baoquan, 2005) /fDQDO\VH DQWLJpQLT X
G 1 p S IsVoiR Sé¥€lé le premier épitope peptidique et antigénique du stade LINN présent dans le
domaine C-terminal de NBL1: NH2-RPTSPSSGSRPTYPS-CONH2. Ce domaine C-terminal a été
exprimé sous forme de protéine recombinante, et a permis de détecter avec succes des infestations a
T. spiralis, T. britovi, T. nativa, et T. pseudospiralis par ELISA indirect chez le porc et par la technique de
Western Blot entre 20 jours et 60 jours post-infestation. Cet antigéne représente ainsi un candidat majeur

pour le dépistage précoce de la trichinellose porcine.

Par la suite, des études portant sur la partie C-terminale de la protéine NBL1 ont mis en évidence la
reconnaissance spécifique de la forme native de NBL1 par un anticorps monoclonal dirigé contre cette
partie et la localisation de NBL1 au niveau de la cuticule des embryons présents dans les femelles
gestantes (Yang et al., 2015) 'H SOXV XQH FDUWRJUDSKLH GYpSLWRSHV FRQV
aminés couvrant le domaine C-WHUPLQDO GH 1%/ D FRQGXLW j OfLGHQWLILFDW
FLQT FORQHVVGHRQWEGRQBX[ ,0 VIDIJLW GIXQH VpTXHQFH GH C
répétée quatre fois (Boireau P et al., 2007). &HWWH FDUWRJUDSKLH GIfpSLWRSHV D p.
par immunoempreinte (Western-Blot) les épitopes reconnus par différents échantillons de sérum
SURYHQDQW GTDQLPDX[ VRXULV SRUF VDQJQiiddibelladH[SpULPHQWDOH
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Figure 29 : Alignement protéogénomique, réalisé par Multalin, des séquences protéiques du géne nbll de
T. spiralis, et du géne chymotrypsine C de T. spiralis.

Les bases bleues correspondent a une concordance parfaite entre les 2 séquences ; les bases rouges ou noires
correspondent a une non concordance.
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1. Au niveau de la séguence nucléotidigue

Les résultats obtenus lors de ce travail sur les séquences génomiques des especes T. spiralis,
T. britovi, T. nativa, et T. pseudospiralis, confirment la forte similarité de la séquence de NBL1 entre ces 4

especes et principalement au niveau de la partie C-terminale.

/IRUV GH OYYDQDO\WWH GX SRXUFHQWDJH GYLGHQWLWpP HQWUH Ol
analysées, 88% a4 98% GILGHQWLWpP RQW pWp PLV HQ pYLGHQFH &HV SRXUF
analysés (T. spiralis ISS 004, T. nativa ISS 042, T. britovi ISS 235 et T. pseudospiralis ISS 13). Il serait
intéressant de vérifier si ces résultats sont reproductibles avec G D X W U Bl desLmMéR€Es @dpeces. Cela
pourrait mettre en avant des éventuelles mutations au cours GH OfpYROXWLRQ GH FHV HVSql

2. Au niveau de la séguence protéique

Cette étude des protéines déduites a partir des cDNA des différentes espéces analysées, a mis en
PYLGHQFH OD SUpVHQFH GTXQ SHSWLGH GH DFLGHV DPLQpPV *653
niveau de la partie C-terminale. Ce peptide de 5 acides aminés est présent dans les différents peptides
XWLOLVpVY ORUV GH OD FD Uavar étd BEslikde BurG§tre prowireSeHast glus précisément
présent dans le peptide de 10 acides aminés (PSSGSRPTYP) déja mis en évidence pour sa forte
DQWLIpQLFLWp /YpSLWRSH TXL VHPEOH rWUH SULPRUGLDGSRPRXU C
&HOD SHUPHW LQGLUHFWHPHQW GH FRQILUPHU OD VSpFLILFLWp GH
études sur ces 4 espéces de Trichinella (FU Baoquan, 2005).

Les premiéeres analyses du protéome de T. spiralis a différents stades (L1M, Adultes H62, Adultes
J5, Adultes J5+2, L1INN), effectuées au sein du laboratoire, par la technique de NanoHPLC-MS / MS, ont
mis en évidence 3 544 protéines. / §nalyse de ces protéines a montré que 747 protéines sont détectées a
tous les stades, alors que 49 protéines sont strictement spécifiques du stade L1NN, 13 protéines au stade
Adultes J5, et 61 protéines au stade L1M. Cette étude a également permis de détecter 25 protéines
communes uniqguement aux stades L1NN, Adulte J5 et Adultes J5+2 dont la protéine NBL1. Sa détection
de la protéine NBL1 par cette technique au stade Adulte J5 (a ce stade les LINN sont présentes dans
OTXWpUXV GHV |HP HOQe¥-ci dst.defalsyhthipMILWpH SDU OHV / 1IneDsOnRpay T X9
encore expulsées par les femelles.

Cette étude a fait ressortir une protéine nommée Chymotrypsine C (n° accession GenBank :

KRY40297.1), ayant une forte similarité avec la protéine NBL1 (Figure 29). Les différences entre ces 2

protéines sont les suivantes:

- au niveau de la partie N terminale de NBL1 SS2, il y présence de 35 acides aminés ;
- auniveau de la partie C Terminale de la Chymotrypsine C, il y a présence de 117 acides aminés ;
- 5 acides aminés sont différents le long des séquences (positions : 64, 120, 198, 240 et 348) ; les

acides aminés ont a chaque fois la chaine latérale qui differe, ce qui montre une différence
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significative au niveau de la structure primaire mais par forcément au niveau de la structure
TXDWHUQDLUH FHV FKDQJHPHQWYV QYLQFOXHQW SDV GH 3UROLQI
aminés hydrophiles ou hydrophobes) ;
- la séquence antigénique SPSSGSRPT est répétée une fois de plus au niveau de la Chymotrypsine C
(position : 398 & 406).

Compte tenu de ces informations, un épissage DOWHUQDWLI SRXUUDLW rWUH j OF
GHX[ SURWPpPLQHV G &xadé&a @ nedrk Yanb ¥akpafie N-terminale sur les deux isoformes
de NBL1: séquences SS2 et SS2-1. Dans cette hypothése, le codon stop existant sur NBL1 serait
remplacé par un triplet codant pour une thréonine. Néanmoins, 5 acides aminés sont différents sur la
partie commune de la séquence des deux protéines. Cela pourrait signifier que ces protéines sont portées
par deux génes différents. Comme ces deux génes montrent de trés hauts degrés de conservation, il
SRXUUDLW VIDJLU GH JgQHV SDUDORJXHV ,0 VHUDUW d& RL&udieQ W p L
séparément pour en comprendre les fonctLRQV 'fDXWUH SOhyiidtryiside-Q R B é@ donné a
trois autres séquences chez T. spiralis complétement différentes de celle-ci (numéro UniProtkKB :
AOAOV1C1NO, E5SE11 et ESSEG62). Il est donc possible que la séquence proche de NBL1 ne soit pas
une Chymotrypsine-C, bien T X § H O ®Il&l biérHaRoir des fonctions chymotrypsine (analyses in silico).

La mise en évidence de cette protéine Chymotrypsine C (n° accession GenBank : KRY40297.1)
ayant un domaine C-terminal identique a la protéine NBL1, nous améne a nous questionner VXU OfTHIILF]|
du prototype de vaccin mis en place a partir de la partie C-terminale de NBL1. Ce prototype de vaccin est
basé sur la séquence antigénique de 10 acides aminés (PSSGSRPTYP) qui est présente sur la protéine
NBL1, PDLV pJDOHPHQW VXU OD &K\PRWU\SVLQ Hs&rdtdaseS RypsideQ NkeL.idr© O H F
LGHQWLILpHY j FH MRXU &HOD S RId@deingtoHds @ pbidtyid, e ftettdbtFiberF L W
diminution de 72% de la charge parasitaire aprés vaccination par ce vaccin prototype mais également la
spécificité précoce (J+10 post-infestation) du test ELISA indirect basé sur une protéine recombinante

comprenant uniquement la partie C-terminale de NBL1.

92



93



Partie 2 : Application du siRNA spécifiqgue de NBL1

(Q OTDEVHQFH GH OD SRVVLELOLWp GTREWHQLU GHYV TRXKiRQ WV
O7%$51L UHVWH OYXQH GHV VHXOHYV DSSURFKHV j OTKHKXUWitb BRWQHC
protéine par inactivation transitoire. Le fait que cette technologie ait déja été réalisée sur le ver libre
C. elegans depuis quelques années et chez T. spiralis depuis 2012, nous a confortés GDQV O fitilisepH G
cette approche technologique dans notre travail. Cependant, les limites de la technique sont a prendre en
considération lors GH O X WL O Is\RRAV IORRQJaXpddBMientations. Cette technique a une action
transitoire, et par ailleurs ne permet pas une inhibition & 100% de la protéine cible. De fait, cela
UHSUpVHQWH XQ IDFWHXRDBILWpWIDH W 1@ OTHY \BQ MENbeRQibé. Dans ces
FRQGLWLRQV LO HVW GRQF LPSRUWDQW GH ELHQ FRQQDLWUH OH W
mieux cette technique et de mettre en évidence un phénotype quantifiable. Dans notre étude, la
particularité du stade LINN est G | Xgautla difficulté de cultiver le parasite in vitro, et G D X W Uetpbe& D U W
de margueurs phénotypigues quantifiables. Puisque nos travaux ciblent la protéine NBL1 qui pourrait étre
LPSOLTXpH GDQV OD PLJUDWLRQ GX SDUDVLWHKN @ HDOHRHQOAW EDQ W R
GX SDUDVLWH GDQV OD ILEUH PXVFXODLUH LO HVW GRQFHNVNRSRUW
aucun modéle ne permettant GfpWXGLHU FHVY SKDVHYV iGWrdac\FOH SDUDVLWDLUH

1. Comparaison du taux de transcrits de NBL1 a différents stades parasitaires
de T. spiralis

La miseenplace GH OD WHFKQRORJLH GH OfY%$51L QpFHVVLWH OD FRQQ
cible, ici NBL1. Pour cela, la détection de la cible par PCR en temps réel était nécessaire ainsi que celle
GIXQ JgQH GH PpPAPIBMpWXGLHU OTH[SUHVVLRQ GHpathstidires, Oe& | 1pU
oligonucléotides ont été dessinés permettant spécifiquement O D P S O L | L F D Wré&tRigan&ct dpdrtl
GH Of&bribll JgQH GILQWIDXW UMW ROLIJRQXFOPRWLGHYV SHUPdeSV WD (
génes de ménage actine (act) et G HEURdFyotic Translation Initiation Factor 3 (eif3C) mais également des
ADN génomiques correspondants, afin de vérifier la bonne extraction des ARN totaux sans contamination
SDU Of%$'1 JpQRPLTXH

Cette étude a montré que le géne nbll est fortement exprimé au sein du stade L1INN ; cela montre
OYLPSRUWDQFH GHcEstaleN HHSURWYGEM DQWpULHXUHYV IDLWHYV SDU 1R
la présence GH O 1 $ 5rbllGad sein du stade L1M, or notre étude a montré sa présence a un faible
QLYHDX G9YHIScteHstaud. pagasijaire &HOD SR ¥Eliduet Par Vaftechnologie utilisée : la
Reverse Transcriptase suivie GTXQH 3&5 HQ W HRBGOR)epthldGs sénsible que la technique de
Northern Blot effectuée ilya XQ GL]DLQH .GLMYQpHY HVW GR QiflisérQeVvetadé HINAD Q W
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SRXU IDLUH OHV SUHPLHUV HVVDLV GY$51 jielxQranprandgré) ld @eHeGaD Q V
SURWDPLQH 1%/ GDQV OTLQVWDOODWLRQ GHVY ODUYHV / 11 FKH] OTK}{

2. Etude de siRNA ciblant le transcript du gene codant pour nbll

-XVTXTj SUPVHQW SHX GIpWXGHYV X LQMHDIQ@®AEN AR BjAK QR aURIILM
stade L1M et Adulte de Trichinella puisque seulement trois articles ont été publiés. Ces travaux
GILQDFWLYDWEBRQ O H$51QjHL QWettedtignlathf) e diminution des ARNm GH OJRUGU |
60% et GX VXFFqV SDUDVLWD L UWel2@RA6I%GHrLe3 sSthded/Alwe & Q1M de T. spiralis
(Chen et al., 2012; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2016) /HV PRGHV GIDGPLQLVWUDWLR
concentrations entre 2uM et 8uM étaient les suivants : un trempage pendant 6 jours ou une
électroporation puis une incubation pendant 6 jours. Nous avons retenu GDQV QRWUH pWXGH Of
par trempage qui nous a semblé moins traumatique pour les LINN, HW VDFKDQW TXH OfLQ.
SiRNA est possible par ingestion du parasite a ce stade. De plus, les LINN sont relativement fragiles car
HOOHV QH GLVSRVHQW SDV G{XQH FXWLFX®RHQFSOLNVYHFRMRPPIR BB OQ
favorable a la survie des L1NN.

/H IDLW TXH OHV SURWPpPLQHYV LPSOLTXpHV Grer@ed/scdttprésehies ¢hdzv XV
Trichinela HW OfLPSOLFDWLRQ IRUWHPHQW VXSSRVpH GH 1%/ ORUV G&F
ont conduits a envisager |  p W uGdte de la protéine NBL1 au sein du parasite SDU OD WHFKQLTXH
a interférence. LTRULJL © Ddire Wyde@st le stade LINN puisque les différentes publications sur
Trichinella décrivent OTXWLOLVDWLRQ GH B statlet/lHMeHNEHtEsL(Theet\alX @012 HVang
et al., 2015; Zhang et al.,, 2016) /TpW XGH G Hestdelivaw BENHQH SDQWHFIDVWH SDV GH |
invitro SRXU pW X G L HUdOphta@ite dabsCaditwanriust@aire et G D X W U H il &bt béilje &t & lés
LINN par voie intraveineuse afin de quantifier le succées GH O L Q \par&sitaelpsy ERiQation de la

charge musculaire.

Notre travail a mis en évidence que 30% des L1NN injectées vont finalement pYROXHU Idtxde T X I L
/ 0 TXH OfRQ TXDQWLILH SD tpe@siqli¢ide\ld mBQe misCuRiteKdtale) Reux hypothéses
sont envisageables, soit le taux de survie des LINN isolées invitro SXLV LQMHFWpPpHV QYany W T
OD FLUFXODWLRQ VDQJXLQH RX O\PSKDWLTXH VRLW VHXOHPHQW
VWDGH / 0 ORUVTXTHOOHYVY DWW H LéIBPQIN réaiipérativ® @eXa@ves IPLXI G ivedd L U H
GH @EKlenW GRQF j SUHQGUH HQ FRQVLGpPUDWLRQ GDQV QRV WUDYD
sur un nombre suffisamment important de LINN et GHVWLPHU OfLPSDFW GH FHWWH LQD
dans les fibres musculaires. /TpWXGH GH Q@ ggné/nbl) bak la REhnique de O | $ibrEcessite une
LQJHVWLRQ GX VL51%$ SDU OH SDUDVLWH $X VHLQGAI®X |DJskaRsdtDw R L U
SDU WUHPSDJH GH OTLQJHVWLRQ GfXQ I0XR U BoapdBRIR fuoroRtiratn® Ka VL5
les stades L1M, Adultes J5 et LINN a été réalisée.
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8Q DXWUH FULWqQUH LPSRUWDQW SRXU pYDOXHU QRWUH PRGQqOH
LINN in vitro en présence ou en absence du siRNA spécifique du géne nbll. &HWWH pWas@id e® 1D
évidence de différence en présence et absence du siRNA spécifique. Ces résultats indiquent une viabilité
des LINN de 80% a 6 jours de culture et qui GLPLQXH MXVTXT] GH YLDELOLWDP j
jours de culture in vitro LO QIMWWQYLVDIJHDEOH GILQRFXOHU GHV [ 11
expérimentation in vitro  / { p WiX @vBl a confirmé cette hypothése puisque la charge parasitaire est de
1% apres inoculation par voie intraveineuse de LINN ayant été en culture in vitro pendant 6 jours. Il est a
QRWHU T X jorS Wegddlture des LINN, la charge SDUDVLWDLUH HVW G4 lachalgpRUV
parasitaire est de 30%. LTH[S p UL P Hi@Q Vit® pélrRnfecter des souris par des L1INN préalablement
incubées avec un siRNA spécifique de la protéine NBL1, pendant 4 ou 6 jours, QD SDV GRQQp GH
FRQFOXDQW VXU OYLPSOLFDWLRQ GH OD SURWPLQH 1%/ ©rRfatyil GH
QYHVW SDV SRVVLEOH GH FRQFOXUH SRttatio® fLviyo/Misy@Wous sammdd V- H \
face a certaines difficultés techniques. En effet, il apparait que les conditions de maintien en culture des
LINN ne sont pas optimales pour permettre de maintenir leur infectiosité puisque le taux de succés
parasitaire diminue trés rapidement avec le temps de mise en culture. &HSHQGDQW OfYpYHQW:
stade LINN de Trichinella ne soit SDV FDSDEOH G{XWLOLVHU OD PDFKLQHUL
contrairement aux stades Adultes et L1M est a prendre en considération. Cependant, des
expérimentations complémentaires sont nécessaires DILQ GH YpULILHU OfHIILFDFmb¥.p GX
,O VHUDLW QpFHVVDLUH GH GpWHUPLQHU OH QLYHDX GYH[SUHVVLF
NBL1 (par western Blot) afin de cRQILUPHU RX QRQ OYDFWLRQ GX VL51% 1RWL
WHFKQLTXH GH O71$51 LQWHUIpUHQFH SDU G He/sw Wwhbekf$t Wskld 0O hb deé 11
OfH[WLQFW hBI»uGles LIINGQ.H

En paralléle de ce travail, des études protéomiques des différents stades parasitaires de T. spiralis
ont été réalisées au sein du laboratoire et ont permis de mettre en évidence la présence de la protéine
NBL1 chez les femelles gravides. Cela signifie que la protéine NBL1 est déja synthétisée avant OfH[S X OV L
GHV / 11 SDU OHV IHPHOOHV HW GRQF TXH OH VL51% QH SHXW DJLU
protéine. Il serait donc intéressant de cibler les femelles tout justes fécondées (entre 2 et 5 jours post-
infestation). Il est & noter que ce stade pose des contraintes techniques car chaque femelle et chaque
L1INN seront & des stades de développement différents lors de la récupération in vitro ; il est impossible
G 1R E Wd4 QdpUlations parasitaires synchronisées avec des femelles ayant été fécondées au méme
moment. De plus, dans ce cas de figure, la contrainte serait que le siRNA puisse pénétrer au sein des
/ 11 HQFRUH GDQV OfXW mMaxXtvgué ee¥ LILNW b2 EXgulsées par les femelles. Nous
QIDYRQV MXVTXYj SUpVved Qualitaiey/ ni@tthnBdaRiv@Qguir la diffusion des siRNA dans les

tissus de Trichinella.
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V. PERSPECTIVES

La lutte contre les maladies infectieuses est tributaire de la recherche fondamentale comme de la
recherche appliquée. Dans le cas de la trichinellose qui est une des zoonoses parasitaires majeures
émergentes et ré-émergentes au niveau mondial, cette lutte se fonde également sur une part de
recherche fondamentale, par | 1L G HQ W Héd fa@ais &8E3 du cycle parasitaire de Trichinella liés a sa
YLUXOHQFH j VD SHUVLVWDQFH RX j OfLQGXFWLRQ eGsuiXuDélpantps R Q V
recherche appliquée, qui découle de la recherche fondamentale, parla PLVH HQ SODFH GTRXW
comme la vaccination ou la détection précoce par des techniques sérologiques.

Les espéces T. spiralis, T. nativa, T. britovi et T. pseudospiralis sont les espéces les plus repandues
au niveau mondial, LO HVW GRQF LPSRIesWtDd@NsuCcERduatie @3pdddd avec une priorité
SRXU OfH¥&giEH XL HVW OD SULQFLSDOH FDXVH GH WULFKLQHOORVH
au niveau fondamental de ce parasite par une approche ciblée VXU O Tde V& gr@éine NBL1 au sein du
stade LINN.

Dans une premiére partie, les séquences génomiques codant pour la protéine NBL1 des quatre
principales espéces ont été comparées in silico. Une forte similarité au niveau des séquences protéiques,
déduites des séquences nucléotidiques, a été mise en évidence, en particulier dans la partie C-terminale
de cette protéine qui est fortement antigénique. La partie C-terminale de la protéine NBL1 a également
été retrouvée DX QLYHDX GIXQH SURWMbtQpsin@ BPP SKEOLPp HQ $ OTKHX
DXFXQH pWXGH QYD pWp IDLWH VXU FHWWH SURWpPLQH &K\PRW&\SVI
NBL1 (10 acides aminés / PSSGSRPTYP) VRLW UHWUR XY p HheDaMtreQpotéih®, XsoukyeX la
question GH OD VSpFLILFLWp GH OHNDS2VihdidegtQdédvelopte Cep leS Prdmi€ry essais

vaccinaux mais pourrait également expliquer la forte efficacité.

Cependant, il serait intéressant G p W X33UHH B U H V¥ IbdalattdWdeQa Chymotrypsine C au
sein des différents stades parasitaires de Trichinella. Des expérimentations par Western Blot utilisant
OrffiEorps monoclonal dirigé contre le peptide immunogéne de 10 acides aminés (PSSGSRPTYP) et de
O 1%$J W BbKE DOTriei@lla, ont uniquement mis en évidence la protéine NBL1. La non détection de la
protéine Chymotrypsine C lors de ces expérimentations peut VIH[SOLTXHU SD UedDiRsoldbleW T X
/I TpWXGH SDU 57 T3&5 SRXUUD pJDOHPHRMWQRRV 8RQ QHIWH[GHWY VL\VAUIR
différents stades parasitaires ; cela pourra se faire en ciblant la partie C-terminale de la protéine

Chymotrypsine C qui est absente de la protéine NBL1.

/1 p W OHC8ehtuelles autres protéases trypsine-like présentes au stade LINN et ayant en commun
cette séquence C-terminale devrait également étre entreprise /fDQWLFRUSYV PRNBERFORQ
UHFRQQDLVVDQW OfpSLWRSH 366*6537<3 GRQW @ RRXFXEHEgiGiNRYV SF
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protéines présentes au stade LINN et SDUWDJHDQW FHW pSLWRSH HW OfDQDO\

spectrophotométrie de masse pourrait étre réalisée.

'DQV XQH VHFRQGH SDUWLH OD WHFKQRORJLH GH OY%$51 j LQWH
de la protéine NBL1. Ces SUHPLHUV HVVDLV VXU OH VWDGH / 11 QYfRQW SDV Si
de la charge parasitaire aprés ingestion de siRNA spécifique du géne nbll par LINN. Certains problemes
techniques et biologiques ont été mis en avant. Les LINN perdent leur iUXOHQFH ORUVTX{HC
cultivées plus de 4 jours en milieu de culture basique ; cela pose donc un probléme majeur lors de la mise
HQ °XYUH GH OD WHFKQLT XH. .G $&apbsitidn @Wriell gele ttQré poburra étre améliorée
en se rapprochant au maximum de la composition du sang et de la lymphe (ajout de protéines, hormones,
et nutriments), ce qui pourrait limiter cette perte de virulence et permettre de visualiser un effet du siRNA
sur le stade LINN. Les conditions G TH Q e siRNA chez les LINN pourraient également étre
améliorées, par électroporation éventuellement (OfLQWpJUDWLRQ GX VL 5béragbt@yiu® HV |
rapide que par ingestion lors du trempage), une concentration en siRNA différente (dose inférieure ou
supérieure a 5 uM), un temps GH FX O W X U H irHwtfo GifhiduetdnipQinférieur a 4 jours) ou méme
en utilisant des dsRNA (double-stranded RNA) ciblant O$51®IfXWLOLVDWLRQ GHV GV5]
efficacité chez T. spiralis).

Une autre alternative a la culture in vitro GHV / 11 SXLV Ofi\ivQ bbdrraitvatre énvisagée :
incuber sous perfusion un muscle de souris (type muscle de la cuisse) et injecter directement par
canulation des vaisseaux les larves LINN ayant été incubées avec du siRNA ciblé contre NBL1. Ce
modéle ex vivo, nous permettrait de court-circuiter la phase sanguine et lymphatique lors des injections
intraveineuses et donc de diminuer le temps durant lequel les larves LINN sont dans un milieu non
favorable (milieu de culture). Ainsi cette technique pourrait permettre de visualiser plus facilement par
microscopie OTLQVWDOODWLRQ GHV / 11 GDQV OD FHOOXOH PXVFXODLUH

/HV SUHPLHUV HVVD Lpfot&idue @0 O LYDWAILRQUHQFH j $51 QTRQW SD
satisfaisant et aucune étude de cette technique sur le stade LINN de Trichinella QD SRXU OH PRP!
publiée ; on peut se poser la question de savoir si les protéines impliquées dans le mécanisme de siRNA
sont actives a ce stade. $ O 1 KH X UH I&EMHEHIOIYBhes codant pour les protéines impliquées ont
éteé faites au stade L1M (Dalzell et al., 2011). Les protéines totales (solubles et insolubles) du stade L1NN
seront étudiées par spectrophotométrie de masse afin de déterminer la présence ou non des protéines
LPSOLTXpHV GDQV OH PpFDQLVPH. Gdtis @i§hosp\é HW lapoidaPe ¢k o B4 de
données brutes de protéomique pour le stade LINN (Calvet, 2016), OfDQDO\VH GH FHV GRQQ¢
conduite afin de vérifier la présence ou non au stade LINN de ces protéines impliquées dans le
PpFDQLVPH GH OJLQWHUIpUHQFH j $51
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'DQV OH FDV R FHWWH WHFKQLT Xpoureeit pasiétie udis&dsurlle statQELNNQ H
une neutralisation du parasite chez les souris SDU OfDQWLFRUSV P&RppERONBQIDpGS EieE O D (
injection par voie intraveineuse de L1NN fraichement isolées pourrait mettre en évidence une diminution
de la charge parasitaire chez la souris. Les anticorps monoclonaux circulant dans le sang pourraient
EORTXHU OD IRQFWLRQ GH 1%/ HW DLQVL OLPLWHU OTLQVWDOODWL

Au final, cet WH pWXGH D SHUPLV GY{DSSURIRQGLU QRWUH FRQQDLVVD
ne sommes pas encore parvenus a identifier sa fonction in vivo. Nos travaux soulévent un certain nombre
GH TXHVWilneu3 faudirx fesoudre pour atteindre cet objectif /L G H Q Wde ifadteDrevdeRitlence
chez les L1INN, liés notamment a leur installation dans les muscles GH O {t€¢§té/uhe priorité dans la

lutte contre Trichinella afin de développer de nouveaux outils efficaces de dépistage et de lutte.
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ANNEXES

Annexe 1 : Alignement nucléotidiqgue par espece de Trichinella spp., réalisé par CLC Genomics, des
GLIIpUHQWY IUDJPHQWYV GY%$'1l JpQRPLTXH DPSOLILpV SDU OHV FI
GP1int/GP10int
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Annexe 2 : Résultats bruts GX SURWRFROH Gf{LQIHVW®ikrawigeuseHaveciBsX . WUNN/ SD U

Dose v nonjbre fie, L1M Moye’nne,de,:s % des, L’lM % moyen ’de,:s
(LINN) récupere es L1M recuperé es | récupére es | L1M récupére es
+ 17 23%
+ 39 53%
74 + 39 25,8 53% 34,9%
+ 26 35%
+ 8 11%
+ 131 18%
+ 207 28%
740 + 311 184,4 42% 24,9%
+ 144 19%
+ 129 17%
+/- 83 / 1% SO
+ 46 / 1% SO
7400 + 2010 27%
+ 770 2610 10% 35,3%
+ 5050 68%

IV : Injection intraveineuse ; + : injection intraveineuse réussie (retour de sang) ; +/-:
réussie (pas deretourde sang) ;SO VDQV REMHW GRQQpH QRQ SULVH HQ FRPSWH ORU\

injection intraveineuse non
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Annexe 3: Résultats bruts G X S UR W R F RdéldeSIRriKdotaldéfip vitro

Nombre total de LINN (mortes et vivantes)
Contrdle (absence de
SIRNA) 42 50 66 53 54
Présence de siRNA NBL1 45 50 37 31 27
0,
Nombre de LINN mortes a H +1 A moye.n,de
mortalité
Contrdle (absence de
SIRNA 6 5 3 4 4
(% de mortalité ) (14,3%) | (10,0%) | (4,5%) | (7,5%) | (7,4%) 8,8%
Présence de siRNA NBL1 2 4 3 4 2
(% de mortalité) (4,4%) (8,0%) (8,1%) | (12,9%) | (7,4%) 8,2%
0,
Nombre de LINN mortes a H +24 % moye_n,de
mortalité
Contrdle (absence de
SIRNA 6 5 3 4 4
(% de mortalité) (14,3%) | (10,0%) | (4,5%) (7,5%) | (7,4%) 8,8%
Présence de siRNA NBL1 3 4 3 4 3
(% de mortalité) (6,7%) (8,0%) (8,1%) | (12,9%) | (11,1%) 9,4%
0,
Nombre de LINN mortes a J +4 . moye_n,de
mortalité
Contrdle (absence de
SIRNA 6 5 3 4 4
(% de mortalité) (14,3%) | (10,0%) | (4,5%) (7,5%) | (7,4%) 8,8%
Présence de siRNA NBL1 3 4 3 4 3
(% de mortalité) (6,7%) (8,0%) (8,1%) | (12,9%) | (11,1%) 9,4%
0,
Nombre de LINN mortes & J +5 o0 TTEN €2
mortalité
Contrdle (absence de
SiRNA 7 6 5 7 7
(% de mortalité) (16,7%) | (12,0%) | (7,6%) | (13,2%) | (13,0%) 12,5%
Présence de siRNA NBL1 4 5 3 6 4
(% de mortalité) (8,9%) (10,0%) | (8,1%) | (19,4%) | (14,8%) 12,2%

=>Ajout de Glutamine & 2% de 100mM a J+5
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Nombre de LINN mortes a J +6

% moyen de

mortalité
Contrdle (absence de siRNA 12 8 7 9 10
(% de mortalité) (28,6%) | (16,0%) | (10,6%) | (17,0%) | (18,5%) 18,1%
Présence de siRNA NBL1 9 5 4 6 9
(% de mortalité) (20,0%) | (10,0%) | (10,8%) | (19,4%) | (33,3%) 18,7%
Nombre de LINN mortes a J +8 PO
Contrdle (absence de siRNA 36 39 57 46 49
(% de mortalité) (85,7%) | (78,0%) | (86,4%) | (86,8%) | (90,7%) 85,5%
Présence de siRNA NBL1 43 42 25 24 23
% de mortalité (95,6%) | (84,0%) | (67,6%) | (77,4%) | (85,2%) 81,9%
Nombre de LINN mortes & J +11 %nr]r:)?%/a(jir:éde
Contréle (absence de siRNA 42 50 66 53 54 /
% de mortalité (100,0%) | (100,0%) | (100,0%) | (100,0%) | (100,0%) 100,0%
Présence de siRNA NBL1 45 50 37 31 27 /
% de mortalité (100,0%) | (100,0%) | (100,0%) | (100,0%) | (100,0%) 100,0%
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Annexe 4: 5pVXOWDWYV EUXWYV GXVZ0GRWRF R QHQSR XKW LARML W p

Dose inoculée Puce n° v nonjbre gg L1IM | Moyenne % de,L:}M % moyen de
(LANN) récupérées de L1M récupérées L1M
797 258 - 8 o) 1,0% e
776 254 +- 66 o) 8,5% e
Controle J+4 779 315 + 98 12,6%
779 251 + 82 96 10,5% 12,3%
787 313 + 108 13,7%
774 260 - 16 e 2,1% e
781 319 + 160 20,5%
SIRNA n°1 782 252 + 55 7,0%
J+4 108 13,8%
776 318 + 84 10,8%
782 316 + 132 16,9%
786 317 +/- 30 e 3,8% so/
776 257 + 63 8,1%
SiRg'f‘l”OZ 770 311 + 91 11,8%
920 11,5%
789 314 + 145 18,4%
789 259 + 60 7,6%
794 255 + 93 11,7%
794 253 + 104 13,1%
SIRIAN'S 786 312 ¥ 82 81 10,4% 10,2%
798 320 + 42 5,3%
785 256 + 84 10,7%
770 088 + 10 1,3%
795 090 + 4 0,5%
Controle J+6 780 089 + 15 9 1,9% 1,1%
792 087 + 5 0,6%
790 302 + 10 1,3%
794 307 + 4 0,5%
797 310 + 0,4%
SiR’J\'fénol 776 084 + 11 8 1,4% 1,0%
792 304 + 15 1,9%
790 083 + 8 1,0%
777 301 +/- 2 e 0,3% SO
788 086 +/- 3 e 0,4% SO
SiR?JﬁS”OZ 773 308 + 1 0,1%
786 085 + 7 5 0,9% 0,7%
776 306 + 8 1,0%
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Dose inoculée Puce n° v nonjbre gg L1IM | Moyenne % de,L:}M % moyen de
(LANN) récupérées de L1M récupérées L1M
792 082 + 11 1,4%
791 303 + 4 0,5%
SiRg'f%”O?’ 778 309 + 6 7 0,8% 0,9%
782 305 + 9 1,2%
786 081 + 6 0,8%

IV : Injection intraveineuse ; + : injection intraveineuse réussie (retour de sang) ; +/- : injection intraveineuse non
réussie (pas de retour de sang) ;;SO VDQV REMHW GRQQpH QRQ SULVH HQ FRPSWH ORU
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SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

ETUDE DE NBL1, UNE PROTEINE DE TRICHINELLA SPIRALIS
PRESENTANT UN INTERET POUR LE DEVELOPPEMENT DE NOUVEAUX OUTILS
DE LUTTE CONTRE CE PARASITE ZOONOTIQUE

HECKMANN Aurélie
Le 15 décembre 2016

RESUME

La trichinellose est une zoonose provoquée par la consommation de viande crue ou insuffisamment
FXLWH GIDQLPDX[ LQIHVWpV S D UTrghihellaGsppU Gettey pabaxsitaep ésDuneRtalddie
réglementée régulierement émergente ou ré-émergente dans différentes parties du monde. Trichinella
VSS HVW DLQVL XQ SDUDVLWH TXL QpFHVVLWH XQH SUHVVLRQ GH |
OfpUDGLASWH PRHQX GH OD JUDQGH GLYHUVLWp GYK{WHV HW GH \
OfpFKHOOH PRQG Lporoiné HDWY ODQSHWLQFLSDOH VRXUFH GH FRQWDPLQ
sérologiques disponibles ne permettent pas de détecter le parasite VXIILVDPPHQW W{W FKH] OH
plus si la charge parasitaire est faible. Le développement de nouvelles cibles pour le dépistage est donc
un enjeu majeur dans la surveillance des élevages de porcs hors-sol mais aussi dans la perspective a

long terme de remplacer le test réglementaire actuel (digestion artificielle de muscles).

La protéine NBL1 a été identifiée précédemment au laboratoire chez les larves nouveau-nées
(LINN) de Trichinella spiralis et représente une cible intéressante. Cette protéase a sérine a été
VPOHFWLRQQpH SDU LPPXQRFULEODJH GY{XQH EDQTXH VRXVWUDFW
DQWLJIPQLTXH LQWpPUHVVDQW SRXU OH GpYHORSSHPHQiwaGHtRnew L OV

ou pour le développement de vaccins contre ce parasite.

Les études génomique et protéogénomique de cette protéine chez T. spiralis, T. nativa, T. britovi, et
T. pseudospiralis ont mis en évidence une forte homologie entre ces espéces et tout particulierement au
niveau de la partie C-terminale qui a été identifiée comme fortement antigénique chez T. spiralis.
/[TDQDO\WH WUDQVFU&adesMRR, LAdXds & s ¥tVILINN confirme bien le fait que cette
protéine est principalement présente au stade LINN. '"HVY WHQWDWLYHV GILQKLELWLRQ
ciblant cette protéine au stade L1INN ont été initiées dans le cadre de ce travail PDLV QYRQW SDV
GILGHQWLILHikviv(D IRQFWLRQ

Cette étude apporte de nouvelles connaissances sur la séquence conservée de la protéine NBL1

chez les différentes espéces de Trichinella et la transcription des ARN par le stade LINN majoritairement.

MOTS-CLES : Trichinella spp., stades invasifs, protéase a sérine, génomique, transcriptomique, siRNA.



