
Chapitre 1. Introduction
1.1. Définition des ON ; leur intérêt pour modifier l’expression génique et survol de cette thèse

Les acides nucléiques sont la mémoire du vivant. A l’exception de certains virus, c’est la double hélice d’acide désoxyribonucléique (ADN) qui contient l’information génique des organismes. Les acides ribonucléiques (ARN), à la fois capables de conserver l’information et dotés pour certains d’entre eux de propriétés de catalyse, ont sans doute été à l’origine des polymères biologiques. Ils remplissent à présent diverses fonctions aboutissant à la production de protéines. Les oligonucléotides (ON) sont des séquences d’acides nucléiques beaucoup plus courtes (de 10 à 50 nucléotides) créées par l’homme, bien que des équivalents naturels d’environ 100 nucléotides aient été identifiés lors d’études sur les procaryotes (Stein, 2001). 

Les progrès dans la chimie des acides nucléiques ont permis la synthèse rapide et fiable des ON, ce qui a généralisé leur emploi dans plusieurs champs d’investigation de la biologie. Une des propriétés les plus remarquables des polymères d’acides nucléiques est leur faculté d’appariement par ponts hydrogènes, rendue spécifique par la répulsion électrostatique naturelle à ces polyanions (Watson et Crick, 1953). Ainsi, des ON sont utilisés en milieux acellulaires comme amorces pour des réactions de « polymerase chain reaction » (PCR), une méthode qui permet d’amplifier, d’identifier, de quantifier et de séquencer un fragment, voire l’entièreté, d’un gène choisi. 

Les ON peuvent en outre servir d’outil en culture cellulaire ou in vivo pour modifier quantitativement ou qualitativement l’expression génique. C’est sur cet aspect que nous nous concentrerons. Ainsi, les ON peuvent sélectivement bloquer l’expression génique, par des mécanismes antisens (voir 1.3.1.), « anti-gène » (voir 1.3.4.) ou d’interférence ARN (voir 1.3.7.). Ils peuvent aussi corriger des erreurs d’épissage (voir 1.3.8.). Ces grandes potentialités se heurtent toutefois à deux limitations majeures : la stabilité de l’ON, et l’imperméabilité des membranes biologiques. Si de nombreuses modifications chimiques ont permis d’augmenter considérablement la stabilité des ON (voir 1.2.), le franchissement des membranes reste l’étape limitante essentielle de leur utilité (voir aussi 1.4.). On pense que les ON sont captés par endocytose et que celle-ci peut être accélérée par la liaison des ON à des protéines « réceptrices » sur la membrane plasmique (voir 1.5. et 1.6.). Nous verrons que l’infection de cellules en culture par Mycoplasma hyorhinis (voir 1.9.) apporte de telles protéines « réceptrices » et accélère cette capture.

1.2. Modifications chimiques des ON

1.2.1. Problématique : la sensibilité des ON phosphodiesters aux nucléases

Les deux polymères d’acides nucléiques naturels, l’ADN et l’ARN, sont de stabilité fort différentes : l’ADN est plus stable qu’un ARN de même séquence. Diverses exonucléases, présentes dans le plasma ou le cytosol, clivent les acides nucléiques en courts fragments, mais la compartimentation cellulaire ou l’association à des protéines qui les masquent, protègent les acides nucléiques naturels d’une dégradation anarchique. Les structures secondaires des acides nucléiques peuvent aussi réduire leur affinité pour les nucléases et ainsi les protéger. La vulnérabilité des ON phosphodiesters (ON-PO) aux nucléases a justifié diverses modifications apportées lors de leur synthèse ( figure 1). 

La dégradation des ON phosphodiesters non modifiés dépend principalement des 3’-exonucléases ; à l’inverse, la modification de cette extrémité peut suffire à leur conférer une résistance accrue (Hoke et al., 1991). Dans le cadre de mon travail, j’ai principalement utilisé un ON-PO protégé aux deux extrémités. D’autres modifications, qui seront décrites ci-dessous, visent à diminuer la sensibilité générale des ON face à l’ensemble des nucléases, parfois au prix d’un changement de leurs propriétés. Globalement, les modifications qui suppriment le caractère anionique des ON augmentent leur affinité pour les acides nucléiques et la diminuent pour les protéines ; cette combinaison est avantageuse, mais réduit fortement leur solubilité dans l’eau (Baertschi, 1994 ; Agrawal et Kandimalla, 2000 Sazani et al., 2001). 

Figure 1 : Structure de certains ON et analogues
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Figure 3. Binding code for triple-helix formation in either the purine or pyrimidine triple-helix motif.
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Le remplacement d’un oxygène non-pontant par un soufre est à la base des ON phosphorothioates (ON-PS). Ces ON-PS peuvent être en outre alkylés en 2’ du ribose (ON-PS-2’OR), soit par un simple méthyle, soit par un groupement méthoxyethoxy. Les « peptide nucleic acids » (PNA) et les analogues morpholinos ont un squelette différent et, de plus, non chargé (adapté de Sazani et al., 2001).

1.2.2. Les ON phosphorothioates

Le remplacement d’un des oxygènes non-pontants dans le phosphate du squelette des acides nucléiques par un soufre, à la base des ON en série phosphorothioate (ON-PS), augmente fortement leur résistance aux exonucléases. Toutefois, cette modification diminue l’affinité pour les acides nucléiques et augmente celle pour les protéines, ce qui atténue la spécificité de cette classe d’ON (Brown et al., 1994). La plupart des expériences de biologie et des essais cliniques sont pourtant réalisées avec des ON-PS (voir 1.4.2.). Dans le cadre de mon travail, j’ai utilisé deux ON-PS comme compétiteurs, le SdC28 et le Gem91. Le premier est un homopolymère constitué de 28 cytosines ; le second possède la même séquence que l’ON-PO utilisé (pour la séquence, voir les chapitres 2 et 3).

En outre, la modification apportée au phosphate chez les ON-PS introduit une chiralité ( figure 2). On appelle « énantiomères », ou inverses optiques, deux composés chimiques images l’un de l’autre dans le miroir, telles la main droite et la gauche (d’où l’origine grecque du mot chiral : , la main). Une convention permet de les distinguer ; elle se base sur un ordre de priorité des constituants ; relier les 3 premiers dans le sens des aiguilles d’une montre signifie une chiralité droite ou R (du latin rectus) ; dans le sens inverse, ce sera une chiralité gauche ou S (sinister). Chaque phosphate PS est chiral : le grand nombre d’isomères ainsi synthétisés (plus d’un million pour un ON 20-mer) complique l’interprétation des résultats. On ne dispose malheureusement que de très peu d’information sur les propriétés d’ON-PS stéréochimiquement purs. Les ON-PS à chiralité R sur le phosphate (Rp) semblent avoir une meilleure affinité pour l’ARN complémentaire et mieux recruter la RNase H (cfr 1.3.1.), mais ils sont aussi plus sensibles aux nucléases que les ON-PS de chiralité aléatoire (Gilar et al., 1998 ; pour une revue, voir Agrawal 1999). 

Figure 2 : Chiralité sur le phosphate



Le remplacement par un soufre de l’oxygène non pontant présent sur le phosphore de l’ON-PO rend ce dernier asymétrique. Sauf exception, la synthèse des ON-PS produit un mélange d’isomères R et S pour chaque phosphore (Rp et Sp). 
1.2.3. Méthylphosphonates

Le remplacement d’un des oxygènes non-pontants dans le phosphate du squelette des acides nucléiques par un méthyle produit des polymères chiraux non chargés (appelés méthylphosphonates), ce qui est la principale propriété de cette classe d’ON. La stabilité face aux nucléases est augmentée et dépasse même celle des ON-PS, mais la solubilité dans l’eau est réduite (Akhtar et al., 1991).

1.2.4. Alkylation du ribose

Les modifications des sucres du squelette des acides nucléiques peuvent aussi être utiles. La plus fréquente est l’alkylation de l’oxygène présent à la position 2’ d’ON construits à partir de ribose (on parle de ON-2’OR), par méthylation (Agrawal et al., 1997) ou substitution aux extrémités par un groupement méthoxyéthoxy (Alahari et al., 1998). Ces modifications sont souvent réalisées en série PS (ON-PS-2’OR). L’alkylation par des petits groupements accroît l’affinité pour les acides nucléiques et diminue celle pour les protéines et, surtout, augmente la stabilité de 2 à 5 fois par rapport à celle des ON non alkylés. Malgré tout, la solubilité dans l’eau reste élevée. Pour toutes ces raisons, les ON-2’OR sont prometteurs.

1.2.5. Autres squelettes

Il est possible de greffer les bases nucléotidiques sur un squelette de structure totalement différente : dans cette catégorie se trouvent les oligomères « PNA » et « morpholinos » (voir figure 1). Le caractère anionique de ces structures est aboli, si bien que leur affinité pour les acides nucléiques est très élevée, mais leur auto-complexation est fréquente. Ceci illustre a posteriori les qualités du squelette polyanionique pour stocker l’expression génique. En effet, l’association de polynucléotides non chargés serait beaucoup trop stable, difficilement réversible, ce qui est pourtant nécessaire tant lors de la réplication de l’ADN, que lors de sa transcription en ARN. De plus, de tels acides nucléiques pourraient adopter des structures secondaires encore beaucoup plus stables et complexes. 

Les «polyamide nucleic acids» (Nielsen et al., 1991; à présent appelés «peptide nucleic acids»; PNA) ont un squelette dont l’unité de base comporte une diamine [N-(2-amino-ethyl)-glycine] à la place des sucres-phosphates (pour une revue, voir Ray et Norden, 2000). Une limitation majeure est leur très faible solubilité dans l’eau (Efimov et al., 1998 ; Ray et Norden, 2000).

Dans le cas des oligomères «morpholinos», le ribose-phosphate est remplacé par un résidu neutre à 6 atomes «morpholino» à lien phosphorodiamide. Cette classe d’ON jouit de nos jours d’une popularité croissante pour obtenir un effet spécifique en raison (i) de leur excellente stabilité face aux nucléases (repris par Juliano, 2000) ; (ii) de leur transfert spontané à travers les membranes plasmiques, attribué à l’absence de charges négatives (cfr. 1.3.7. ; Schmajuk et al., 1999, Sazani et al., 2001) ; et (iii) de la grande stabilité des duplexes avec un acide nucléique complémentaire.

1.2.6. Autres modifications

D’autres modifications ont été plus rarement utilisées. Citons, pour mémoire : les -ON de polarité inverse, qui se lient parallèlement au brin d’acide nucléique dont ils sont complémentaires ; les « hexitol nucleic acids », dont le sucre est un dérivé à 6 carbones ; les ON à liens phosphodiesters non naturels 3’-3’ ou 2’-5’ et les ON N3’->P5’ phosphoramidate (pour une revue, voir Toulmé, 2001 ; Faria et al., 2001). Ces modifications se rencontrent de façon marginale dans la littérature, sans doute parce qu’elles n’apportent pas de bénéfice significatif en terme de stabilité et de spécificité par rapport aux ON-PS.

1.2.7. Implications de ces modifications

L’ensemble des modifications qui viennent d’être rapportées visent à conférer une meilleure résistance aux nucléases. Toutefois, hormis les PS-ON et sans doute les « hexitol nucleic acids » (Vandermeeren et al., 2000 ; voir aussi la revue de Toulmé, 2001), elles n’activent pas la RNase H, ce qui est pourtant considéré comme le mécanisme principal d’un puissant effet (cfr infra 1.3.1.1 et figure 3). Plus généralement, on peut optimiser les ON pour l’effet recherché, soit en privilégiant une modification générale de structure, soit de manière plus pragmatique, en produisant des ON à squelette mixte, par exemple greffés aux extrémités par des monomères ou de courtes séquences PS et PS-2’OR (Agrawal et al., 1997 ; Alahari et al., 1998). Cette dernière approche est recommandée dans la revue de Stein (1999). 

1.3. Effets des ON sur les cellules

La première utilisation des ON, qui remonte à 24 ans, visait à inhiber la réplication du virus du sarcome de Rous (Zamecnik et Stephenson, 1978). Il s’agissait d’un tridécamère complémentaire au motif répété le long de la séquence terminale de l’ARN viral, protégé aux extrémités, et ajouté aux cellules infectées à 2,2 µM. Cet ON était censé bloquer soit l’étape de circularisation de l’ADN proviral, qui précède son intégration dans le génome de la cellule hôte, soit la traduction en protéines de l’ARNm d’origine virale. De manière tout à fait remarquable, la multiplication du virus, reflétée par le dosage de l’activité de sa transcriptase inverse, a été inhibée d’environ 50% par l’ON introduit. Cette publication séminale a donné le coup d’envoi à l’usage d’ON pour moduler l’expression génique.

1.3.1. Les ON visant à un effet antisens 

1.3.1.1. Mécanismes

Selon l’idée la plus simple, un ON antisens s’associe à un ARN messager, et interrompt la traduction par inhibition stérique. Toutes les classes d’ON conservent la capacité de lier spécifiquement les acides nucléiques ; ils peuvent donc tous agir par ce moyen. 

Pour les ON à base ADN (ON-PO) ou proches de cette structure (ON-PS, mais non pour les ON PS-2’OR), les hétéro-duplexes ON/ARN recrutent la RNase H, dont la fonction naturelle est de cliver les amorces d’ARN synthétisées durant la duplication de l’ADN durant la phase S du cycle cellulaire. Cet effet est donc catalytique ( figure 3). L’appariement sur une séquence de 10 nucléotides, voire plus courte, suffit à l’activation de la RNase H (Ma et al., 2000).

Figure 3 : Appariement d’un ON à un ARNm par complémentarités de type Watson-Crick et activation de la RNase H.


Un ON 10-mer (en gras) s’hybride à un long acide nucléique simple brin. Si cet ON est de type ADN et s’associe à un ARN, la RNase H est activée (représenté par la «déflagration») et peut cliver l’ARN dans l’hétéroduplex (repris de la revue de Branch, 1998).

Puisqu’un ON 20-mer contient onze 10-mers différents, il devrait s’apparier 3.000 fois au génome humain (Branch, 1998). Le risque de clivage parasite, causé par un appariement partiel, même peu stable, augmente donc avec la taille de l’ON et ne devrait pas être négligé. L’usage d’ON à squelette mixte, constitué de deux extrémités PS-2’OR encadrant environ 10 nucléotides en série PS, devrait éviter ce clivage parasite par la RNase H en limitant les sites de clivages à cette seule fenêtre (Alahari et al., 1998).

Enfin, les ON antisens peuvent aussi agir en masquant des sites d’épissage, d’addition d’une coiffe ou de polyadénylation du pré-ARNm, voire en déstabilisant des structures de l’ARNm (pour une revue, voir Crooke, 1999).

1.3.1.2. Cibles

S’il peut sembler le plus simple de masquer le codon d’initiation AUG vis-à-vis de la machinerie de traduction ou la région non traduite en 5’ immédiatement en amont de la partie codante des ARNm (Vandermeeren et al., 2000), il existe aussi divers modèles thermodynamiques destinés à cibler une zone où les structures secondaires des ARNm sont fragiles ( figure 4). 

Figure 4 : Structure secondaire de l’ARNm de la -globine 


L’ARNm adopte naturellement des structures secondaires multiples qui sont en équilibre. Une géométrie particulière est figurée ci-dessus. Il est difficile de déterminer sur quelle séquence un ON aurait une chance d’être un compétiteur efficace. Le schéma représente ici l’ARNm de la -globine, qui est un exemple classique (repris de Branch, 1999).

Toutefois, le choix empirique de la cible par criblage systématique se révèle souvent le plus efficace en pratique (Bennett, 1998). En effet, (i) les algorithmes prédictifs de la structure secondaire des ARNm ne sont pas optimaux, sans doute parce que diverses structures très différentes peuvent avoir la même stabilité thermodynamique (Bennett, 1998 ; Amarzguioui et al., 2000) ; (ii) l’ON peut lui-même adopter une structure secondaire (Vickers et al., 2000) ; (iii) diverses protéines peuvent masquer l’ARNm ciblé (Vickers et al., 2000) ; enfin (iv) divers mécanismes d’effets antisens sont possibles (cfr 1.3.1.1.). 

Quand leur emploi le permet, le ciblage de certains courts motifs de l’ARNm, tels le tétranucléotide GGGA, semble améliorer l’inhibition de l’expression génique, sans doute parce que ce motif recrute mieux la RNase H (Tu et al., 1998). 

1.3.1.3. Contrôles

L’interprétation rigoureuse d’une expérience à visée antisens nécessite divers contrôles (Anselmet et al., 2002). Pour être attribuée à un effet antisens, une modification du comportement cellulaire doit, bien évidemment, être d’abord corrélée avec une réduction du contenu de l’ARNm et de la protéine ciblés. A des fins de contrôle, il convient ensuite de vérifier qu’une même concentration d’ON de séquence proche n’affecte ni la cellule dans son ensemble, ni le contenu en protéine ciblée par l’ON test. Les contrôles les plus souvent utilisés sont l’ON sens, l’ON de mésappariement (au moins une base de l’ON test est modifiée), ou l’ON mélangé (la composition est identique, mais l’ordre est aléatoire ; Monia et al., 1996). En outre, chaque fois que la cible protéique possède des isoformes, il faut rechercher l’absence d’effets de l’ON antisens utilisé sur ceux-ci. 

La prudence est en effet d’autant plus justifiée qu’il vient d’être montré par « DNA array » que l’application d’un ON-PS antisens ou son contrôle de mésappariement, couplé à un peptide de translocation pour augmenter sa pénétration dans la cellule (voir 1.4.5.), augmentait ou diminuait significativement le contenu de 1 à 2% des ARNm, alors que le peptide de translocation à lui seul n’augmentait le contenu que de ~0,3% des ARN (Fisher et al., 2002). Puisqu’il n’y avait pas de lien apparent entre les ARNm affectés, ces auteurs ont invoqué, sans les préciser, des effets indirects des ON sur l’expression génique en général.

En pratique, il est recommandé que les expériences antisens destinées à inhiber sélectivement l’expression génique par des ON en culture cellulaire soient réalisées en première intention: (i) à des concentrations sub-micromolaires d’ON-PS (ou, ce qui est préférable, d’ON chimériques avec le ribose alkylé en 2’ aux extrémités) ; et (ii) en transfectant les cellules par des lipides cationiques pour assurer l’accès à leur cible (cfr 1.6.1. ; revue de Stein, 1999). 

1.3.2. Les ON « external guide sequence » 

Un cas particulier est l’emploi d’ON « external guide sequence » (EGS) dont l’action dépend d’une autre RNase, la RNase P (Ma et al., 2000; Dunn et al., 2001). La RNase P est une enzyme ubiquiste et abondante, qui mature l'ARNt en clivant sa longue extrémité 5’ ( figure 5.A). Un ON à activité EGS aura ses deux extrémités complémentaires à la cible, alors que la partie intermédiaire comporte une partie de la séquence d’un ARNt, par exemple l’ARNtser. Elle adoptera donc les motifs secondaires classiques de ces acides nucléiques. Le duplex ON-ARNm complémentaire devient alors un substrat pour la RNase P ( figure 5.B). Dans des fibroblastes infectés par le cytomégalovirus, un ON-EGS à 100 nM complexé à la lipofectamine (un mélange de deux lipides cationiques destiné à favoriser le franchissement des membranes biologiques par les ON ; voir 1.4.4.) réduit l’expression de la protéase virale, pr39, de 80 à 90% (Dunn et al., 2001).

Figure 5 : Mode d’action d’ON-EGS


En A : représentation schématique d’un pré-ARNt (A) avant le clivage de son extrémité 5’ par la RNase P ; la queue 5’ du pré-ARNt sera clivée par la RNase P. En B, l’ARNm et l’ON-EGS forment une structure qui ressemble à celle du pré-ARNt. Les traits en gras sont les sites de reconnaissance par la RNase P ; les têtes de flèches sont les sites de clivage par cette enzyme (repris de Dunn et al., 2001).

1.3.3. Les ON ribozymes

Certains ARN, appelés ribozymes, ont une activité catalytique propre souvent impliquée dans leur auto-épissage spécifique, qui aboutit à la production de l’ARNm mature (Zaug et al., 1986). On les trouve par exemple dans les mitochondries. Les ribozymes en marteau sont les plus petits, la séquence nécessaire à leur activité se réduisant à une boucle de 20 nucléotides. 

Certains ON visent à mimer ces ribozymes. Contrairement aux ON antisens, construits en vue d’une complémentarité parfaite avec la cible, ces ON comportent une boucle permettant l’activité du ribozyme, flanquée de 2 séquences complémentaires à l’ARNm ciblé comme montré à la figure 6 (Gonzalez et al., 1998 ; Crooke, 1999). 

Ces ON n’agissent donc ni par simple blocage stérique, ni par recrutement d’une RNase cellulaire, mais par leur action catalytique propre. Hormis cet avantage, les limites de l’accessibilité et de spécificité à la cible des ON-ribozymes sont probablement les mêmes que pour les ON à effet antisens (voir 1.3.1.2.). On peut ajouter directement les ribozymes au milieu de culture des cellules (souvent des ON modifiés; Fell et al., 1997), ou les introduire par transfection du plasmide correspondant (Gonzalez et al., 1998).

Figure 6 : Représentation schématique d’un ON à activité ribozyme






Un ON à activité ribozyme possède deux séquences complémentaires à un ARNm ciblé (domaines I et III), ainsi qu’une boucle nécessaire à son activité (domaine II). 

1.3.4. Les ON visant à produire une « triple hélice »

La stratégie « anti-gène », introduite par C. Hélène et collaborateurs, vise directement à inhiber l’expression d’un gène en formant une triple hélice (François et al., 1988 ; Praseuth  et al., 1988 ; Sun et al., 1991), soit par l’association d’un ON d’une nature particulière avec la double hélice d’ADN (triple hélice classique ; voir figure 7), soit en piégeant un brin d’ADN (ou d’ARN) avec une « pince » de PNA. 

Cette stratégie offre deux avantages sur les précédentes. Premièrement, alors que l’ARN messager est souvent présent en de nombreuses copies, le nombre de cibles des ON « anti-gènes » est limité aux deux allèles du gène (sauf quand ce gène est dupliqué). Deuxièmement, les interactions Hoogsteen entre l’ON et la double hélice d’ADN ne semblent pas sensibles à la structure secondaire de l’ADN, alors que les interactions Watson-Crick entre un ON et un ARNm peuvent être empêchées par la structure secondaire de l’ARNm qui implique justement des appariements locaux (voir 1.3.1.2.). 

Cette approche présente toutefois deux limitations (Gowers et Fox, 1997). Premièrement, les séquences d’ADN favorables à la liaison d’ON par interactions de type Hoogsteen ( figure 7), nécessaires à la formation d’une triple hélice, sont plus rares. Il s’agit idéalement de séquences homo-puriques/homo-pyrimidiques, quoiqu’une interruption ne soit pas nécessairement fatale. Deuxièmement, la triple hélice n’est pas très stable dans les conditions cellulaires et elle doit donc être renforcée par des agents intercalants. 

Figure 7 : Schéma d’hybridation pour une triple hélice

Une base purique (ici : adénine) lie la base pyrimidique correspondante non seulement par des interactions Watson-Crick classiques (à droite), mais aussi par des interactions Hoogsteen (à gauche). La purine centrale lie donc deux autres bases, ce qui mène à une triple hélice (repris de Knauert et Glazer, 2001). 

Les ON non chargés sont ici les candidats de choix pour éviter les fortes répulsions électrostatiques d’une triple hélice d’ADN. Le cas des PNA est exemplaire: deux molécules de PNA se lient fortement à l’un des brins d’ADN par des interactions Watson-Crick d’une part, et Hoogsteen d’autre part, ce qui exclut l’autre brin d’ADN. 

1.3.5. Les ON leurres 

Les facteurs de transcription reconnaissent des séquences d’ADN consensus palindromiques d’environ 6 à 10 paires de bases. Des ON composés d’ADN reproduisant de telles séquences peuvent donc entrer en compétition avec l’ADN chromosomique pour cette liaison, ce qui altère d’un coup l’expression de plusieurs gènes à la fois (Mann et Dzau, 2000). Par exemple, un ON dont la séquence est le consensus pour la liaison au facteur de transcription E2F empêche la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la progression précoce dans le cycle cellulaire (Mann et Dzau, 2000).

1.3.6. Les ON aptamères

1.3.6.1. Mode d’action

Les ON aptamères (du latin aptus, correspondre) se lient soit à des protéines, soit à des acides nucléiques, avec une sélectivité différente de celle prédite par les interactions décrites par Watson-Crick ou par Hoogsteen (Toulmé et al., 1996 ; Testa et al., 1998 ; Boiziau et al., 1999). Pour cette raison, ils sont dits « non-spécifiques ». 

Leur structure secondaire, fonction de leur séquence, permet l’exposition de charges négatives et de résidus polaires, ce qui favorise une liaison forte à diverses macromolécules. A titre d’exemple, certains ON riches en G peuvent se lier à la protéine gp120 du VIH-1, et empêcher l’infection de lymphocytes T (Furukawa et al., 1997 ; Jing et al., 1997). Toutefois, ces mêmes ON se lient à bien d’autres protéines, dont le «scavenger receptor» présent sur les cellules non parenchymateuses du foie et sur les macrophages (Pearson et al., 1993 ; Bijsterbosch et al., 1997). 

Un procédé ingénieux de sélection des ON (dite « approche SELEX »; Gold, 1995; Andreola et al., 2001) se base sur la PCR pour enrichir préférentiellement et produire aisément des ONs d’affinité particulièrement élevée pour une cible déterminée. Le matériel de départ est un mélange d’ON flanqués d’amorces conservées et complètement dégénérés à certaines positions ; typiquement on démarre d’un mélange de 1014 structures différentes (Bridonneau et al., 1998). Si les cibles sont des protéines (y compris celles ne liant normalement pas les acides nucléiques; Toulmé et al., 1996), un ON peut être sélectionné par élution compétitive avec leur ligand naturel, ce qui confère a priori à l’ON sélectionné un effet inhibiteur (Bridonneau et al., 1998 et 1999; Andreola et al., 2001). 

Ce cas particulier de l’usage des ON illustre d’une part les potentialités de ces agents chimiques, mais aussi leurs effets secondaires par liaison aux protéines. Ces effets dépendent fortement de la séquence des ON, et sont donc imprévisibles. Les ON peuvent en effet agir bien loin des cibles nucléotidiques habituellement recherchées (ARN, ADN), en se liant à diverses protéines du sérum (ex: la thrombine ; Tasset et al., 1997) ou de la membrane plasmique, y compris à des récepteurs cellulaires (Burgess et al., 1995). 

1.3.6.2. Interprétation d’effets antisens et aptamères

De nombreux effets rapportés comme « antisens » sont probablement dus à la liaison non suspectée de l’ON sur d’autres cibles ( figure 8). De tels effets secondaires intempestifs ne sont pas rigoureusement contrôlés par des ON de séquences différentes, puisque aussi bien la structure secondaire que les résidus exposés varient (Burgess et al., 1995; Jing et al., 1997; Bennett, 1998).

Certaines séquences, comme les tétrades de G, sont réputées favoriser ces effets non spécifiques (Benimetskaya et al., 1997; Cherepanov et al., 1997; Bates et al., 1999). Parmi les oligonucléotides utilisés d’habitude, les PS-ON présentent l’affinité la plus élevée pour les protéines, en particulier pour les facteurs de transcription (Brown et al., 1994). Ils sont donc à la fois les plus appropriés à une approche aptamère, et aussi les moins sûrs pour un effet antisens strict (Burgess et al., 1995).

Figure 8 : Exemple d’effet non spécifique d’ON sur des cellules en culture


Des cellules rétiniennes d’embryons de poulet, dont 80% sont dépourvues d’activité acétylcholinestérase, ont été cultivées sur poly-lysine en absence (A) ou en présence d’un PS-ON antisens visant l’ARNm de l’acétycholinestérase, à 1 µM (B). On voit clairement que cet ON entraîne une rétraction de toutes les cellules. L’observation morphologique ne peut donc pas être attribuée à un effet antisens (repris d’Anselmet et al., 2002).

1.3.7. « L’interférence ARN » 

L’interférence ARN (RNAi) est un phénomène spectaculaire, de découverte assez récente. La micro-injection au nématode, Caenorhabditis elegans, de certains ARN double brins, longs de 200 à 500 bp, et correspondant à la séquence codante d’un gène particulier, peut induire un phénotype identique à la délétion ou aux mutations inactivatrices de ce gène (d’où le terme « RNA interférence » ou RNAi; Fire et al., 1998). Ce phénomène ne s’observe pas lorsque la partie non codante (introns) est ciblée. 

On pense que l’ARN double brin exogène introduit est d’abord clivé dans la cellule par une endonucléase particulière, appelée RNase III ou « Dicer », en petits fragments de 21 à 23 mers double brins (appelés « small interfering RNA » ; si-ARN). L’appariement de ces petits fragments avec la séquence complémentaire de l’ARNm active directement la RNase III. Chez le nématode, un second mécanisme invoqué impliquerait d’abord l’élongation des fragments appariés par une ARN polymérase, suivie du clivage de ces longs ARN doubles brins par la même RNase III en plusieurs si-ARN, chacun capables d’induire une nouvelle étape de dégradation de l’ARNm. Ce second mécanisme produirait une amplification du phénomène d’interférence et pourrait offrir une explication à la transmission de l’inhibition pendant plusieurs générations de nématode (pour une revue, voir Hudson et al., 2002).

Il est tout à fait remarquable que la simple nourriture de C. elegans avec des bactéries transformées pour exprimer un ARN double brin correspondant au gène eucaryote ciblé, suffit à produire le phénomène de RNAi dans tout l’organisme (Timmons et Fire, 1998). Parmi les trois protéines qui semblent impliquées dans ce phénomène, la protéine SID-1 (pour Systemic RNA Interference Deficient) a été récemment caractérisée; il s’agirait d’une protéine transmembranaire d’environ 80 kDa (Winston et al., 2002). On peut se demander s’il ne s’agit pas d’un récepteur de l’ARN double brin introduit.

L’interférence ARN a été obtenue chez la drosophile et elle est aussi mimée directement par les si-ARN (Elbashir et al., 2001a). La transfection de cellules de mammifères en culture par de longs ARN à double brins induit, en plus d’une inhibition spécifique, une forte réponse indépendante de la séquence. Celle-ci fait intervenir les interférons, mais peut être évitée par l’introduction des si-ARN (Elbashir et al., 2001b). Hormis cet effet secondaire, les problèmes de non-spécificité, qui semblent si souvent compromettre l’approche antisens, n’ont pas été décrits jusqu’ici pour l’approche RNAi, sans doute parce que celle-ci met en jeu des concentrations 100 fois plus faibles (environ 25 nM) ou, de manière triviale, parce que cette approche est trop récente, et que les études publiées sont encore relativement peu nombreuses, sans mentionner le biais de sélection contre la publication de résultats négatifs. Une revue récente sur les possibilités d’inactivation sélective de gènes en fait cependant la méthode de choix lorsqu’une suppression complète n’est pas visée (Hudson et al., 2002).

1.3.8. Les ON visant à une modification de l’épissage

Les séquences consensus pour l’épissage de l’ARN peuvent aussi être ciblées par un ou deux ON antisens (Kang et al., 1998 ; Friedman et al., 1999 ; Sierakowska et al., 1996 ; Schmajuk et al., 1998 ; Mercante et al., 2001). De telles modifications qualitatives offrent diverses potentialités thérapeutiques, en supprimant un épissage aberrant ou en favorisant un épissage alternatif qui modifie le processus biologique. En effet, certaines mutations dans des introns peuvent faire apparaître de façon aberrante des séquences consensus d’épissage, ce qui aboutit à la production de protéines non fonctionnelles. C’est le cas pour le gène de la -globine dans certaines formes de thalassémie (5 des 10 mutations les plus fréquentes causent des erreurs d’épissage), et pour celui du CFTR dans 14% des cas de mucoviscidose (Friedman et al., 1999). La figure 9 montre comment la transfection, à l’aide de lipides cationiques, d’ON complémentaires à un site aberrant peut corriger une erreur de l’épissage du pré-ARNm de la -globine  (Sierakowska et al., 1996 ; Lacerra et al., 2000) ou du CFTR (Friedman et al., 1999). 

Figure 9 : Schéma de restauration de l’épissage fonctionnel par emploi d’ON antisens et son application à un test rapporteur


A gauche (A), la mutation intronique dans une forme particulière de thalassémie, fait apparaître un site d’épissage supplémentaire () qui active un site cryptique en aval () et produit un ARNm incorrectement épissé. A droite (B), l’intron correspondant a été introduit entre deux exons du gène codant pour la luciférase, utilisée comme rapporteur, ce qui permet d’établir un test fonctionnel de correction par ON. Les exons sont schématisés par des rectangles noirs. En A, les deux lignes pointillées montrent l’épissage aberrant entre le site muté et un site cryptique. En B, le masquage du site cryptique d’épissage par un ON complémentaire restaure l’épissage correct, comme montré par la ligne pointillée (adapté de Juliano, 1999).

A l’inverse, des ON peuvent favoriser l’épissage alternatif d’un pré-ARNm. Dans ce cas, l’utilisation d’ON à effet antisens sur une séquence d’épissage permet de supprimer spécifiquement un, voire plusieurs exons immédiatement en aval. Un exemple intéressant est l’épissage alternatif du pré-ARNm de la chaîne  récepteur de l’interleukine-5, dont la forme soluble, toujours capable de fixer cette cytokine mais non de transmettre le signal, agit comme un leurre du ligand (« decoy receptor »; Karras et al., 2000 ; Karras et al., 2001). Dans ce cas particulier, c’est la suppression de l’exon 9, codant pour le domaine transmembranaire de la chaîne , qui entraîne la production de la forme soluble du récepteur (Karras et al., 2000). 

Plus remarquable encore est l’exemple de l’épissage alternatif de la famille des Bcl-x, où le même gène code soit pour un facteur anti-apoptotique, Bcl-xL, soit pour un facteur pro-apoptotique, normalement très minoritaire, Bcl-xS (Mercante et al., 2001). La paralysie de l’apoptose par la surexpression du facteur anti-apoptotique Bcl-xL favorise le développement de cancers. Au contraire, dans la lignée PC-3 établie à partir d’un cancer de la prostate, l’utilisation d’un ON antisens à un site d’épissage approprié de l’exon 3 de l’ARN de Bcl-x, favorise la production de Bcl-xS qui restaure l’apoptose, et offre aussi un potentiel anticancéreux intéressant (Mercante et al., 2001). 

Il va de soi que, pour corriger les erreurs d’épissage, il convient d’éviter d’activer la RNase H (dont l’activité est recherchée pour l’effet antisens). Ceci est possible en utilisant exclusivement les ON de nouvelle génération, tels les morpholinos, les PNA ou les ON 2’O-alkylés, (Kang et al., 1998 ; Friedman et al., 1999 ; Sazani et al., 2001). 

J’ai déjà évoqué plus haut combien il était difficile de démontrer un effet antisens strict et direct, basé sur une mesure d’inhibition de l’expression de la protéine ciblée. En effet, ces tests classiques constituent un test soustractif, donc moins sensible, et ne permettent pas de distinguer sans ambiguïté une inhibition spécifique d’effets toxiques, par exemple à haute concentration (Kang et al, 1998 ; Sazani et al, 2001). La correction d’erreurs d’épissage offre au contraire la possibilité d’un test fonctionnel « positif » pour les ON en culture cellulaire, par exemple basé sur la restauration d’activité luciférase par des ON ( figure 9). Ce test, nous parait être plus fiable et plus sensible que les tests classiques. Il pourrait être utilisé à l’avenir pour tenter de corréler le niveau de capture d’ON avec son effet spécifique. En effet, les ON peuvent être avidement captés par les cellules mais rester inefficaces, soit parce qu’ils restent séquestrés dans l’appareil endocytaire, soit parce qu’ils sont dégradés.

1.4. Une limitation majeure à l’effet des ON : le franchissement des membranes biologiques

1.4.1. Définition du problème

A l’exception des cas particulier des ON aptamères ciblant des protéines plasmatiques ou exposées à la surface des cellules, ou de l’emploi des ON « morpholinos » réputés naturellement perméants, l’accès à une cible intracellulaire est considéré comme l’obstacle le plus sérieux à l’emploi des ON in vivo. En effet, cet accès nécessite le franchissement de la membrane plasmique ou de la membrane limitante des vésicules endocytaires qui en est dérivée. Celles-ci sont imperméables aux ON en raison à la fois de la taille de ceux-ci (comprise entre 3 et 10 kDa), de leur polarité et de leur charge. Dans la plupart des cas, les ON antisens ajoutés aux cellules en culture ne sont efficaces qu’en présence d’agents favorisant leur pénétration, appelés « adjuvants » (Hughes et al., 1999).

1.4.2. Diverses approches mécaniques permettant de franchir les membranes

Plusieurs méthodes non-spécifiques, physiques ou chimiques, permettent de faire passer des macromolécules polaires au travers des membranes biologiques. A titre d’exemple, la micro-injection ou la biolistique (qui consiste à adsorber l’ON sur des particules microscopiques de métal lourd et à projeter les particules dans la cellule avec un appareil balistique) offrent un excellent accès au noyau, restreint toutefois à l’échelle individuelle des cellules traitées. A l’échelle de populations cellulaires en culture, des méthodes électriques (électroporation : Spiller et al., 1998; Karras et al., 2001; Broome et al., 2002), mécaniques («scrape-loading» ; pour une revue, voir Summerton 1999 ; Sazani et al., 2001), ou chimiques (streptolysine-O ; Spiller et al., 1998), « perforent » de manière réversible la membrane plasmique, ce qui permet l’entrée d’ON. De manière astucieuse, des ON ont été enfermés dans des capsides pour exploiter les mécanismes de pénétration des virus, ce qui a permis une capture très importante (Henke et al., 2000). Toutefois, à l’exception de certains cas particuliers, comme l’application cutanée d’ON par électroporation (Regnier et Préat, 1998), ces diverses méthodes ne sont guère applicables in vivo. 

1.4.3. Les adjuvants cationiques

Des oligomères à base de polyamidoamine forment des sphères polycationiques de taille précise : on les appelle dendrimères. Ceux-ci sont réputés complexer les acides nucléiques par des interactions électrostatiques et favoriser leur capture en s’adsorbant aux membranes ; ces propriétés combinées augmentent l’effet d’ON sur cellules (Hélin et al., 1999 ; Hughes et al., 1999 ; pour une revue, Garcia-Chaumont, et al., 2000). De la même manière, le couplage des ON à la poly-lysine, glycosylée ou non, permet d’accroître leur capture d’environ 15 fois. De plus, la reconnaissance de ces complexes glycosylés par des lectines spécifiques présentes sur certains types cellulaires y entraîne leur pilotage spécifique, voire modifie leur routage intracellulaire (Stewart et al., 1996). La polyéthylènimine, un polymère protonable, peut être complexée à des ON, ce qui résulte en leur transfert nucléaire. De plus, un plasmide codant pour le gène de la luciférase injecté avec ce même adjuvant dans des cerveaux de souris résulte en un effet mesurable après 24 h (Boussif et al., 1995).

1.4.4. Les lipides fusogènes cationiques

La transfection par des lipides cationiques est largement utilisée pour aider au franchissement de la membrane plasmique par des plasmides ou des ON (pour une revue, voir Garcia-Chaumont et al., 2000). Cette stratégie d’adsorption d’ON à divers lipides cationiques augmente non seulement leur capture par les cellules hématopoïétiques en culture primaire (jusqu’à 1.000 fois ; Kronewett et al., 1998), mais aussi facilite leur évasion des structures endocytaires vers le cytosol. Il est généralement admis que le complexe formé entre ces lipides et les ON fusionne avec la membrane plasmique ou, plus probablement, avec celles des endosomes-lysosomes. On a rapporté l’effet de plusieurs agents perturbateurs du trafic endocytaire sur l’efficacité de la transfection, ce qui étaie cette dernière hypothèse. Ainsi à titre d’exemple, la nigericine qui abolit les gradients de pH, inhibe aussi le relargage cytosolique de complexes plasmides-lipides cationiques endocytés. (Noguchi et al., 1998). Ces lipides permettent une entrée massive d’ON ou d’acides nucléiques de plus grande taille dans le cytosol. Parmi ces lipides, le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidyl-ethanolamine (DOPE), réputé déstabiliser la membrane des endosomes tardifs ou des lysosomes, est largement utilisé (Farhood et al., 1995 ; Hafez et al., 2001). 

Toutefois, diverses protéines du sérum, dont l’albumine, interagissent avec les complexes ON-lipides, ce qui réduit leur association aux cellules. La transfection est donc généralement réalisée en absence de sérum, ce qui risque d’occasionner un « stress » aux cellules, et rend en tout cas cette pratique inapplicable in vivo. Les agents de transfection sont par ailleurs eux-mêmes toxiques (Alahari et al., 1998 ; Hughes et al., 1999).

1.4.5. Les peptides cationiques perméabilisants

Un peptide basique, dérivé de la protéine tat du VIH-1 peut franchir les membranes et s’accumuler dans le noyau. La complexation d’ON à ce peptide leur confère un effet accru (Vivès et al., 1997). De même, la protéine Antennapedia de la drosophile a des propriétés translocatrices. Celle-ci s’accumule naturellement dans le noyau de neurones (Joliot et al., 1991). Un peptide dérivé de cette protéine est fréquemment utilisé pour augmenter l’effet d’ON (Fisher et al., 2002).

Plus récemment, on a montré que la complexation d’ON antisens ciblant la PKC et Bcl-2 à un peptide basique dérivé du virus SV40 entraîne l’inhibition spécifique de l’expression des ARNm ciblés, ce qui se traduit par une forte réduction du contenu des protéines correspondantes dans des lignées cellulaires cancéreuses (Benimetskaya et al., 2002).

1.4.6. Le franchissement des pores nucléaires

Les ON ne résident pas longtemps dans le cytosol, mais diffusent rapidement par les pores nucléaires vers le noyau, où ils sont retenus par diverses protéines basiques non-histones (Chin et al., 1990; Leonetti et al., 1991). Ces interactions sont réversibles. En effet, dans un modèle de cellules bi-nucléées, après microinjection d’ON fluorescent dans l’un des deux noyaux, un échange de signal entre les noyaux a été observé (Lorenz et al., 2000). 

Il est généralement admis que la localisation nucléaire des ON est compatible avec leur action spécifique. Toutefois, le site intracellulaire où les ON antisens ou les ribozymes exercent leur effet est inconnu (noyau ou cytosol ? ; pour une revue, voir Juliano, 1999). Si la formation d’une triple hélice et la correction d’erreurs d’épissage s’opèrent exclusivement dans le noyau, en revanche, la RNAi, qui affecte l’ARNm maturé, doit avoir lieu dans le cytosol (Fire et al., 1998).

1.5. L’endocytose 

1.5.1. Les modalités de la pinocytose

Selon les traceurs étudiés et la présence ou non de récepteurs appropriés sur le type cellulaire d’intérêt, trois modalités d’endocytose doivent être distinguées. On parlera d’endocytose fluide lorsque la capture d’un traceur reflète strictement la capture de fluide extracellulaire et est donc proportionnelle à la concentration du traceur dans le milieu cellulaire. La clairance par une population cellulaire donnée est donc, en principe, identique pour divers traceurs d’endocytose fluide. L’endocytose fluide est très peu efficace (typiquement 1/2500 de la quantité engagée par minute, ou l’équivalent de 40% du volume cellulaire par jour) et est difficilement modulable par les cellules, puisque la formation des puits endocytaires est constitutive. Toutefois, l’endocytose fluide peut être accélérée par l’induction de la macropinocytose, mais ceci est un cas particulier (Veithen et al., 1996 ; Amyere et al., 2000). L’endocytose fluide est généralement mesurée par la capture de concentrations élevées de peroxydase de raifort, de dextran couplé à un fluorochrome, ou d’une petite molécule polaire fluorescente, le jaune de lucifer (« Lucifer Yellow »). Dans le cadre de mon travail, j’ai utilisé les deux premières.

L’endocytose adsorptive implique une composante additionnelle, résultant de l’interaction non spécifique du traceur à une grande diversité de sites de liaison sur la membrane plasmique. Elle reflète donc les flux d’internalisation de celle-ci (typiquement 1% par minute). L’endocytose adsorptive s’ajoute nécessairement à l’endocytose fluide et est donc beaucoup plus efficace. On peut aisément moduler l’efficacité de l’endocytose adsorptive, en augmentant la force des interactions non spécifiques, par exemple en améliorant la complémentarité de charge. 

Enfin, l’endocytose par récepteurs implique la liaison spécifique d’un ligand à un « récepteur » de surface (habituellement une protéine). Dans le cadre de ce travail en biologie cellulaire, notre définition de « récepteur » recouvre une fonction de transport et n’implique pas nécessairement une signalisation. Les complexes ligands-récepteurs sont ensuite concentrés environ 10 fois dans des invaginations endocytaires recouvertes de clathrine, les « puits mantelés » (ou « coated pits »), et donc intériorisés de manière accélérée lors de la formation de « coated vesicles ». L’endocytose par récepteurs est donc non seulement particulièrement efficace, mais elle peut en outre être régulée de manière très fine et spécifique, par la modulation de (i) l’abondance du récepteur; (ii) de sa fraction exposée à la surface cellulaire, et (iii) de son affinité ; ou encore (iv) par compétition pour le ligand par des sites de liaison inactifs (récepteurs membranaires tronqués dont l’endocytose ou la signalisation sont défectifs) ; (v) voire par des fragments solubles de ce récepteur, agissant comme leurre (« decoy »). Dans le cadre de mon travail, j’ai suivi l’endocytose par récepteurs grâce à la capture de transferrine à faible concentration.

1.5.2. Trafic endocytaire

Après intériorisation, les constituants sont séquestrés dans des structures vésiculaires. Après acidification progressive des compartiments endocytaires, la plupart des molécules captées par endocytose non spécifique aboutissent dans les lysosomes. Ce n’est pas le cas pour la transferrine : après le relargage du fer dans les endosomes, l’apotransferrine est recyclée avec son récepteur puis relarguée dans le milieu extracellulaire et on ne la retrouve que marginalement dans les lysosomes. A l’inverse, les LDL et les asialoglycoprotéines, captées avidement dans les hépatocytes qui exposent au flux sanguin intense de très nombreux récepteurs à ces ligands, aboutissent aux lysosomes où elles sont dégradées. Les motifs de cet adressage différentiel sont généralement portés sur le domaine cytoplasmique des récepteurs. En outre, des ligands multimériques, tels les anticorps, peuvent induire, par « cross-linking » de récepteurs, leur détournement de la voie de recyclage vers la voie de dégradation lysosomiale (Mellman et al., 1984).

1.5.3. Recyclage et régurgitation

Puisque (i) l’endocytose est une activité constitutive ; (ii) que la surface de la cellule est maintenue constante ; et que (iii) les constituants de membrane ont une demi-vie très longue, l’entrée de membrane par endocytose doit être compensée par son recyclage à la surface, pour assurer l’équilibre entre les différents compartiments cellulaires. Comme il n’existe pas de vésicules sans contenu liquide, le recyclage membranaire implique nécessairement la régurgitation concomitante d’une fraction de traceurs pinocytés. On admet que 95% de la membrane endocytée est recyclée, tandis que la régurgitation des traceurs de l’endocytose fluide varie entre 10 et 50% (pour une revue, voir Courtoy, 1991). 

1.6. L’endocytose d’ON dérivatisés ou non

1.6.1. Modalités de capture d’ON non dérivatisés

La capture naturelle d’ON non dérivatisés s’opère par endocytose. Selon les cellules étudiées, l’endocytose d’ON est décrite comme spécifique ou non. On doit s’attendre à ce que l’endocytose fluide d’ON existe dans tous les types cellulaires. La faible efficacité de cette modalité non concentrative de capture peut être compensée par une application à de plus fortes concentrations. De telles concentrations élevées ont été utilisées, par exemple pour inhiber l’expression de certaines petites GTPases de la famille Rab par les ostéoclastes (Zhao, et al., 2001). Toutefois, il faut s’attendre à ce que ces concentrations élevées prédisposent à des effets non spécifiques, qui pourraient devenir prépondérants comme décrit plus haut. 

Dans de nombreuses cellules, on a cependant rapporté une capture d’ON plus efficace que celle d’un traceur fluide. De plus, certaines publications rapportent que les ON sont captés par un mécanisme saturable dans le temps et en fonction de la concentration engagée, ce qui suggère un mécanisme adsorptif ou par « récepteurs » (Nakai et al., 1996). Dans ces cellules, la concentration en ON utilisée déterminera donc la modalité principale de capture. A faible concentration, la capture se fera préférentiellement par endocytose « spécifique »; à haute concentration, l’endocytose fluide prédominera, puisque les sites de liaison des ON présents à la surface auront été saturés (cfr infra ; Yakubov et al., 1989 ; Nakai et al., 1996).

1.6.2. Sort des ON endocytés

Après endocytose, les ON sont transférés dans divers compartiments intracellulaires qu’ils peuvent ensuite quitter avec des cinétiques d’efflux bien distinctes (Tonkinson et Stein, 1994 ; pour une revue, voir Lebedeva et al., 2000). On pense que l’efficacité de la libération d’ON sous forme intacte dans le cytosol est très limitée, dans la mesure où (i) après endocytose adsorptive, ils seraient majoritairement régurgités en suivant la recyclage membranaire ; et (ii) après endocytose fluide, ils aboutiraient aux lysosomes, organites peu poreux et riches en nucléases et donc considérés comme sans issue du point de vue fonctionnel. 

1.6.3. Premiers arguments expérimentaux pour une endocytose des ON non dérivatisés par des récepteurs de nature protéique

Divers groupes ont décapé la surface des cellules avec des protéases, comme la trypsine ou la pronase (Wu-Pong et al., 1992 ; Beck et al., 1996 ; Laktionov et al., 1999 ; de Diesbach et al., 2002), et observé une réduction de la liaison d’ON aux cellules. Ces observations suggèrent qu’une ou plusieurs protéines sont impliquées dans la liaison d’ON à la membrane plasmique, mais n’excluent la liaison à d’autres sites de liaison impliquant d’autres types de molécules membranaires, par exemple des glycolipides comme c’est le cas pour la toxine de Shigella (Sandvig et al., 1991). 

De plus, après capture simultanée d’ON et de transferrine marqués par deux fluorochromes distincts, Nakai et collaborateurs ont rapporté que les deux traceurs co-localisaient partiellement et suggéré que la capture d’ON, dans la lignée HCT-15, résultait au moins en partie d’une endocytose par récepteurs (Nakai et al., 1996). Cette dernière conclusion est cependant très indirecte. En effet, (i) les traceurs de l’endocytose adsorptive non spécifique (par exemple des dérivés lipophiles fluorescents) s’insèrent spontanément dans les membranes et montrent également ce genre de co-localisation (Mukherjee et al., 1999) ; et (ii), dans la publication de Nakai et collaborateurs, les deux traceurs ont été utilisés à des concentrations élevées (1 µM chacun), très supérieures pour le transferrine au KD du récepteur (de l’ordre du nM ; West et al., 2000) et de celui calculé par ces auteurs pour le « récepteur » d’ON (160 nM ; Nakai et al., 1996). Nous suspectons que ces auteurs ont étudié, pour une partie au moins, l’endocytose fluide des deux traceurs.

1.6.4. Effet de la nature des ON sur leur affinité aux protéines de la membrane péricellulaire

On suspecte que diverses protéines agissent comme « récepteurs d’ON », pouvant conduire à une capture préférentielle et accélérée de ces molécules. Dans le cadre de ma thèse dont l’orientation est la biologie cellulaire, j’utiliserai le terme « récepteur d’ON » par analogie aux récepteurs des LDL et de la transferrine, même si ces récepteurs de transport n'ont aucune fonction de signalisation, laquelle participe habituellement à la définition d’un récepteur en biochimie. Il va de soi que nous n’imaginons pas que ces récepteurs aient comme fonction première de capter les ON, mais nous considérons au contraire que ceux-ci se lient comme des ligands « opportunistes », tout comme les virus exploitent des récepteurs intervenant dans d’autres fonctions cellulaires (par exemple les glycoprotéines gp 120 et gp 41 du VIH-1 qui se lient à la protéine CD4 du complexe majeur d’histocompatibilité de type II et au récepteur aux chémokines CXCR5).

En outre, les ON non chargés ne semblent pas se fixer aux mêmes protéines que les ON chargés (ON-PO et ON-PS en tout cas); leur niveau de capture est d’ailleurs beaucoup plus faible. La grande affinité des ON-PS pour les protéines pourrait expliquer l’efficacité de leur capture par les cellules (Nakai et al., 1996). Ceci en fait d’excellents compétiteurs pour la liaison des ON-PO. Nous avons exploité cette propriété en utilisant comme compétiteurs de la capture d’ON-PO, deux ON-PS, le SdC28 (un homo-oligonucléotide constitué de 28 cytosine, souvent utilisé comme traceur ou comme compétiteur pour les études sur cellules ; Stein et al., 1993) et le Gem91 (même séquence que l’ON-PO sur lequel nous fondons notre étude ; voir chapitres 2 et 3). 

1.6.5. Récepteurs membranaires d’ON non dérivatisés dont la nature a été identifiée

Parmi les nombreuses protéines pouvant lier spécifiquement les ON sur la membrane plasmique, certaines ont été identifiées (pour une revue, voir Le Doan, 2001 ; et Berens, 2001, thèse de doctorat). L’une d’elles est le «scavenger receptor» (Ashkenas et al., 1993), connu pour lier une grande variété de ligands, en particulier polyanioniques. Tant les ON-PO que les ON-PS sont captés avidement par ce récepteur, présent sur les cellules sinusoïdes du foie (Biessen et al., 1998 ; Bijsterbosch et al., 1997). De plus, la transfection par le gène du «scavenger receptor» de cellules CHO qui en sont normalement dépourvues y provoque le doublement du niveau de capture des ON incubés à ~70 nM ; l’affinité pour les ON étant d’environ 100 nM (Pearson et al., 1993 ; Biessen et al., 1998). Certains homo-oligonucléotides, tels les poly-I et poly-G, sont d’excellents compétiteurs de la liaison et de la capture d’ON par ce récepteur. De même, les mononucléotides ATP et ADP (mais pas l’AMP) restent de bons compétiteurs, alors que l’héparine est plus faible. 

De son côté, l’intégrine Mac-1 lie les ON avec une affinité médiocre, de l’ordre de 10 µM. Cette liaison est inhibée par le fibrinogène, un des ligands habituels de cette protéine, par le polysulfonate suramine ou par un anticorps monoclonal anti Mac-1 (Benimetskaya et al., 1997).

Toutefois, l’absence d’effet significatif du « knock-out » du « scavenger receptor » ou de l’intégrine Mac-1 chez la souris suggèrent que leur rôle dans la capture d’ON in vivo n’est pas décisif (Juliano, 2000). En revanche, le « Toll-like receptor 9 », un membre de la famille des « Toll-like receptors » impliquée dans la reconnaissance microbienne, semble essentiel pour la réponse in vivo à l’injection d’ADN bactérien. Ceci laisse supposer son intervention dans la capture par les cellules dendritiques de ces acides nucléiques y compris des ON portant le motif CpG (voir 1.7.1. ; Hemmi et al., 2000).

1.6.6. Protéines membranaires non identifiées liant les ON non dérivatisés

La démonstration de la liaison d’ADN par une protéine membranaire de 30 kDa en présence de Ca2+ et de Mg2+ a été rapportée depuis longtemps (Bennett et al., 1985). Cette association est facilement déplacée par de l’ADN compétiteur, et plus faiblement par l’héparine (60% d’inhibition avec un excès molaire de 100 fois), tandis que l’ARNt et les mononucléotides n’ont aucun effet. L’extension aux ON du concept de la liaison de l’ADN à une protéine réceptrice a ensuite été proposé (Bennett, 1993). Toutefois, à notre connaissance, aucune information sur l’identité la protéine de 30 kDa n’a été rapportée. Par ailleurs, l’entrée d’ARNt dans les mitochondries de marsupiaux (Dörner et al., 2001) permet d’imaginer un mécanisme général de capture d’acides nucléiques à travers les membranes des mammifères. Malheureusement, aucune protéine de membrane ayant la propriété de lier l’ARNt n’a encore été clonée. Enfin, on n’a pas encore identifié chez les mammifères d’orthologue de la protéine SID-1 de C. elegans (cfr 1.3.7., l’interférence ARN). 

Cependant, deux groupes de recherches ont rapporté simultanément, il y a plus de 10 ans, l’existence d’une protéine de 80 kDa sur les cellules de mammifères, capable de lier des acides nucléiques de taille différente (ADN double brin, ARNt), voire des mononucléotides (Loke et al., 1989 ; Yakubov et al., 1989). En revanche, les polyanions non nucléotidiques, tels que l’héparine, n’ont montré qu’une compétition médiocre. De manière surprenante, cette protéine n’a pas non plus été identifiée, ni son gène cloné. 

1.6.7. Utilisation, par dérivatisation d’ON, de récepteurs connus : ciblage cellulaire et routage intracellulaire

Tant en culture cellulaire qu’après injection à l’animal, la dérivatisation d’un ON, visant à créer des interactions avec des cibles exposées à la surface cellulaire ou présentes sur la face luminale des divers compartiments endocytaires, peut entraîner une capture préférentielle par certaines cellules (ciblage) et en modifier le routage intracellulaire, donc la distribution finale, par exemple vers des compartiments réputés poreux (Pichon et al., 1997). 

Ainsi, des ON ont été conjugués à des vitamines ou du cholestérol (Baertschi, 1994 ; Bennett, 1998), des anticorps, des polysaccharides (Biessen et al., 1999), ou encore des lectines (pour une revue, voir Lambkin et Pinilla, 2002), des invasines bactériennes (pour une revue, voir Lambkin et Pinilla, 2002), ou des peptides globalement chargés ou non (Chaloin et al., 1998 ; Sazani et al., 2001). Tout ceci a parfois permis de cibler une population cellulaire au sein d’un organisme, ou d’y augmenter la pénétration cellulaire de l’ON. 

Toutes ces méthodes, qui témoignent de l’imagination des chercheurs, n’ont apporté à ce jour qu’une faible amélioration, ou présentent une toxicité in vivo qui restreint fortement leur utilisation. Au contraire, la capture d’ON non dérivatisés par les mécanismes endocytaires naturels est directe, moins toxique et commune à de nombreuses lignées cellulaires. L’étude de ceux-ci est donc justifiée et fonde notre travail.

1.7. Les ON in vivo
1.7.1. Introduction
Vu la toxicité et la relative inefficacité in vivo des agents de transfection ou de diverses méthodes de dérivatisation (Flanagan et al., 1999), les ON sont généralement administrés comme tels aux êtres vivants, et ont montré une efficacité clinique dans certaines pathologies (Alahari et al., 1998 ; voir Tableau I). Cependant, à concentrations élevées, et au contraire des ON à faible caractère anionique (Agrawal et al., 1997), les ON-PS se lient fortement à diverses protéines du sérum (albumine, fibrinogène, -globulines), activent le complément et retardent la coagulation (Sheenan et al., 1998 ; Agrawal et al., 1997 ; Agrawal, 1999). De plus, ils stimulent le système immunitaire, surtout les ON présentant le motif bactérien immunostimulant CpG (ce motif est très rare chez les mammifères ; de plus, la cytosine y est méthylée) précédé de deux purines et suivi de deux pyridines (Henry, 2000). On peut donc s’attendre à d’innombrables effets secondaires à haute concentration.

1.7.2. Pharmacocinétique sur l’animal 

La concentration en ON dans les organes et, en particulier, dans les cellules-cibles sont des paramètres-clés pour un effet antisens (Yu et al., 2001). Malheureusement, ces valeurs sont inaccessibles lors des essais cliniques chez l’homme. Après injection aux rongeurs et singes, les ON se retrouvent essentiellement dans le foie et les reins (Agrawal et Zhao, 1998 ; Agrawal, 1999). A l’exception de leurs propriétés de liaison aux protéines, qui affectent leur concentration libre dans le sérum, les ON-PO, -PS et -2’OR semblent avoir le même profil pharmacocinétique. Toutefois, dans de rares cas, la séquence d’ON (ex : tétrades de G) peut influencer ce profil (Agrawal et Kandimalla, 2000).

Après injection intraveineuse, la concentration des ON dans le plasma n’augmente pas de façon proportionnelle à la quantité injectée (Levin, 1999). La demi-vie des ON dans le plasma est de l’ordre de 30 à 60 minutes (Agrawal, 1999). Une partie des ON-PS y est dégradée, mais la majorité se retrouve dans les tissus. La non-proportionnalité avec la dose injectée indique une capture saturable par les organes épurateurs principaux que sont le foie et les reins. La demi-vie des ON-PS dans ces organes varie entre 20 et 120 h. 

1.7.3. Essais cliniques

Plusieurs ON, principalement des ON-PS à visée antisens, sont actuellement au stade d’essais cliniques par voie parentérale (voir Tableau I). Les essais sur les ON possédant une activité de ribozymes sont moins avancés. Lors de différents essais cliniques, des effets bénéfiques ont été relevés, en particulier pour certains ON à visées anticancéreuses (voir aussi le Tableau I). Comme en recherche fondamentale, il est souvent difficile dans ces études cliniques de conclure à un mécanisme antisens. Des effets non-spécifiques, comme la liaison d’ON à des facteurs de croissance de la famille des « fibroblast growth factors » (Guvakova et al., 1995), ou au récepteur de « l’epidermal growth factor » (Rockwell et al., 1997) ou encore la stimulation du système immunitaire ne peuvent être exclus. Ainsi, pour conclure à un effet antisens d’un ON in vivo, outre le bénéfice clinique recherché, il convient à la fois de mettre en évidence une diminution du contenu en protéine-cible et/ou de l’ARNm, et d’observer l’absence d’effets cliniques d’ON contrôles, tel un ON de mésappariement (Monia et al., 1996). Ce fut le cas pour deux ON antisens (ISIS 2302 et ISIS 5132 ; Crooke, 1999 ; voir Tableau I). 

Il reste qu’au contraire de l’utilisation des ON comme outils de recherche, un bénéfice thérapeutique sera apprécié, peu importe que le mécanisme effectif soit antisens strict, non-spécifique, ou encore qu’il résulte de la combinaison de ces deux types d’effets. Tel est d’ailleurs le cas pour le Vitravene®, un ON antisens dirigé contre le cytomégalovirus, dont une partie de l’activité est réputée résulter d’interactions non-antisens via son motif immunostimulant CpG (voir 1.7.1. ; Branch, 1998 ; Summerton, 1999). 

Le Gem91, un ON-PS 25 mer antisens du gène gag du virus VIH-1, a été retiré de l’arsenal potentiel contre le SIDA à cause de ses effets secondaires, en particulier son action anticoagulante et l’élévation du niveau sérique de transaminases, signant une toxicité hépatique (Agrawal et Zhao, 1998). Les ON appliqués à posologie élevée ou sous perfusion continue visant à maintenir une concentration élevée, montrent le plus souvent des effets indésirables. 

Tableau I : Bilan des essais cliniques de quelques oligonucléotides antisens (mis à jour à partir de Baker et Monia, 1999) 

Appellation

Cible
     Indication clinique

   Avancement des essais

Vitravene

CMV

rétinite 


accepté

ISIS 5132

c-raf

cancer



abandonné

Gem 91

HIV

SIDA



abandonné 

G 3139

BCL 2

cancer



phase III 

ISIS 2302

ICAM

maladie de Crohn

phase III






psoriasis


phase II

ISIS 3521

PKCa

cancer



phase III

ISIS 104838

TNF

arthrite rhumatoïde

phase II






psoriasis


phase II

ISIS 14803

HCV

hépatite C


phase II

Gem 92

HIV

SIDA



phase II

Gem 231

PKA

cancer



phase I/II
La phase I étudie essentiellement la toxicité du médicament candidat sur un nombre limité (une vingtaine) de volontaires sains. La Phase II étudie les premiers effets du produit sur un nombre plus important (une centaine) de patients. La Phase III compare le médicament candidat à un placebo sur un grand nombre de patients. Sur base des résultats de la Phase III, les autorités de surveillance des médicaments (FDA, EMEA) acceptent ou non le nouveau produit ou la nouvelle indication. 

En revanche, l’anticancéreux G 3139 suscite de plus grands espoirs et est actuellement en Phase III. Ici aussi, le double motif immunostimulant CpG n’y est peut-être pas étranger (Agrawal et Kandimalla, 2000). Toutefois, ISIS 5132, qui comprend lui aussi le motif CpG, vient d’être abandonné en raison d’une trop faible efficacité. C’est aussi la raison pour laquelle ISIS 2302 a été temporairement retiré en Phase III dans des essais de traitement de la maladie de Crohn et en Phase II contre l’arthrite rhumatoïde, avant d’être ré-introduit dans une nouvelle Phase III pour la maladie de Crohn. Ce composé est à présent également développé dans l’espoir de traiter le psoriasis (Phase II). On comprend que ces palinodies aient fortement entamé le crédit du potentiel thérapeutique des ON antisens et justifié une grande prudence, sans toutefois imposer l’arrêt des recherches et des essais. Cependant, l’application cutanée des ON contre le psoriasis, compatible avec l’emploi d’adjuvants (Alexeev et al., 2000), et la formulation permettant une prise orale, voie royale d’administration de médicaments (ISIS 104838 contre l’arthrite; Gem 231 contre le cancer) ouvrent de nouvelles perspectives. De plus, les ON de nouvelle génération (2’OR ; Gem 92, Gem 231 et ISIS 104838) bénéficient d’une chimie plus avancée qui augmente la stabilité du composé et réduit ses effets secondaires (cfr 1.3.1. ; Henry, 2001), ce qui autorise de nouveaux espoirs.
1.8. Evaluation critique des effets des ON in vitro et in vivo 

1.8.1. Evaluation des effets des ON in vivo
Comme décrit plus haut, des effets antisens étayés par des contrôles rigoureux ne sont que très rarement démontrés après addition d’ON au milieu de culture cellulaire en l’absence adjuvants (Lebedeva et al., 2001). En revanche, plusieurs expériences d’injection d’ON à visée antisens lors d’essais sur animaux de laboratoire ou en clinique entraînent une diminution du contenu de l’ARNm et de la protéine ciblés (Monia et al., 1996). Dans certains cas, cette réduction semble bien spécifique. A titre d’exemple, citons la corrélation entre l’inhibition par des PS-ON antisens de l’expression de c-raf in vitro et de la progression tumorale in vivo chez la souris (Monia et al., 1996). De plus, des souris transgéniques pour le gène de la protéine fluorescente verte comportant une erreur d’épissage répondent à l’injection d’ON correcteurs de type morpholinos ou PNA par la production de cette protéine (voir la revue de Stein, 2001), ce qui justifie un réel espoir pour ce genre d’application. 

Toutefois, les contrôles in vivo des ON antisens n’ont que rarement utilisé la comparaison avec des ON « sens », « de mésappariement » ou « mélangés », et sont donc moins poussés qu’in vitro. De plus, la durée des essais (plusieurs jours vs quelques heures) pourrait aussi expliquer qu’un effet spécifique soit observé au bout du compte in vivo, mais pas in vitro (Juliano, 1999). Cette dernière explication n’est toutefois pas vraiment satisfaisante (Alahari et al., 1998). En effet, la diminution du contenu en bcl-xL, suite à la transfection d’ON antisens à des cellules, ne dure que 3 jours, après quoi le niveau de la protéine ciblée revient à la normale (Vilenchik et al., 2002).

1.8.2. Evaluation des effets des ON in vitro
Il va de soi que la complexité d’un organisme est très imparfaitement reflétée par les cellules en culture. Dans l’organisme, les cellules épithéliales sont toujours confluentes, et dépendent d’interactions tridimensionnelles et de la communication avec d’autres types cellulaires, trois facteurs qui peuvent modifier la capture, voire le traitement cellulaire des ON (discuté dans Juliano, 1999). De plus, l’épuration d’un traceur endocytaire est beaucoup plus rapide in vivo qu’en culture cellulaire, du fait de la circulation sanguine. Enfin, les cellules mortes sont rapidement éliminées dans l’organisme vivant, mais pas nécessairement en culture cellulaire. La possibilité d’artéfacts in vitro dus à la fixation de grandes quantités d’ON par les cellules mortes a été récemment mise en évidence (Benimetskaya et al., 1999). Ceci doit conduire à la prudence dans l’interprétation des expériences de capture d’ON par des cellules en culture, en particulier celles réalisées uniquement avec des ON radiomarqués. Il semble bien que cette prudence n’ait pas toujours prévalu.

De plus, les lignées cellulaires immortalisées peuvent perdre une partie des propriétés des cellules originelles ou en acquérir de nouvelles. Avec la succession des subcultures, les lignées établies peuvent présenter d’importantes dérives phénotypiques, voire génétiques. L’état de différenciation cellulaire pourrait aussi entrer en ligne de compte. Ainsi, Noonberg et al. (1993) ont rapporté que la capture d’ON par des kératinocytes in vitro montrait de grandes différences entre les cultures primaires et une lignée établie. En particulier, les ON étaient davantage endocytés en culture primaire, et se retrouvaient dans le noyau seulement dans ce cas. Toutefois, ces observations n’ont pas été confirmées, d’autres auteurs ayant ensuite rapporté que l’incubation d’une lignée de kératinocytes avec des ON conduit également à leur transfert au noyau (Laktionov et al., 1999). 

Enfin, divers agents pathogènes (mycoplasmes, virus) peuvent contaminer les cellules en culture de manière cryptique. Il faut ici rappeler que l’infection de macrophages par des mycobactéries augmente leur niveau de capture d’ON, sans que le mécanisme impliqué ait été élucidé (Rosenblatt et al., 2000). De plus, la transfection des lignées HepG2 avec un plasmide contenant l’ADN du virus de l’hépatite B (qui conduit à l’établissement de la lignée Hep2215) y double la capture de l’ON-PS SdC28 (Gao et al., 1993). Une éventuelle contamination cellulaire pourrait donc aussi expliquer certaines divergences. Nous avons toutefois récemment appris que les deux laboratoires qui nous avaient transmis de manière indépendante leur souches de cellules HepG2, ont chacun observé une infection récurrente par des Mycoplasmes (G. Strous, Utrecht, NL ; D. Hoekstra, Groeningen, NL : communications personnelles).

1.9. Les mycoplasmes

1.9.1. Généralités

Vers la fin de notre travail de doctorat, nous avons réalisé que tous les lots de la lignée HepG2 mis à notre disposition, y compris ceux achetés à deux reprises à l’ATCC, présentaient une contamination par des Mycoplasmes, ce qui avait échappé aux méthodes de surveillance classique. Aucune autre lignée du laboratoire n’a montré ce type d’infection, hormis le cas des cellules HeLa intentionnellement infectées. Le chapitre 4 rapportera que Mycoplasma hyorhinis interfère avec la capture et peut-être le routage intracellulaire d’ON dans la lignée HepG2 et les cellules HeLa infectées. La dernière partie de cette introduction est donc consacrée à cette famille de contaminants redoutés pour leurs effets en culture cellulaire. 

Les mycoplasmes sont les organismes vivants non viraux dont le génome est le plus restreint (environ 700 gènes ; Seto et al., 2001). Dans ce contexte d’économie de gènes, la renonciation à l’autotrophie impose l’état de parasite. Certaines variétés de mycoplasmes, tel M. hyorhinis, infectent fréquemment les cultures de cellules, mais se cultivent très difficilement en milieu acellulaire. D’autres mycoplasmes, tel M. pneumoniae (aussi appelé « agent de Eaton »), sont responsables de pneumonies atypiques primaires chez l’homme, et peuvent être facilement cultivés sur des milieux acellulaires enrichis. M. pneumoniae n’est toutefois pas un contaminant de cellules en culture: son maintien en culture requiert un réensemencement à chaque subculture.

1.9.2. Relations mycoplasmes-cellules

Puisqu’il est un agent pathogène, M. pneumoniae a été le plus étudié (pour une revue, voir Rottem et Naot, 1998). Ce mycoplasme possède un complexe d’adhésion essentiel à sa virulence, constitué de 7 protéines (soit plus d’1% de ses gènes ; Seto et al., 2001). Tous les mycoplasmes pathogènes ne restent cependant pas collés à la membrane plasmique. En particulier, M. penetrans envahit la cellule-hôte (comme son nom l’indique) par un mécanisme dont l’inhibition par les cytochalasines B ou D est controversée (Giron et al., 1996). D’autres, tels M. fermentans, peuvent même fusionner avec la cellule-hôte. Cette caractéristique pourrait être liée au besoin en cholestérol de cette espèce, qui semble un cas unique parmi les bactéries (dont la membrane n’en contient normalement pas).

Parmi les nombreux bouleversements que des mycoplasmes, tels M. penetrans ou M. fermentans, peuvent causer aux cellules infectées, citons (i) la dégradation de phospholipides membranaires par une phospholipase A1 en lipides médiateurs de la transmission de signaux (Salman et al., 1998) ; (ii) l’altération de l’expression de cytokines et peut-être d’autres gènes (Zhang et al., 2000) ; et (iii) l’induction d’instabilité chromosomique pouvant conduire à des cancers (Feng et al., 1999). C’est le cas de M. penetrans, après infection opportuniste chez des personnes immunodéprimées (Tsai et al., 1995). 

1.9.3. Détection et éradication des mycoplasmes dans les lignées cellulaires eucaryotes

1.9.3.1. Méthodes non spécifiques d’espèce

La recherche en routine d’une infection de lignées cellulaires par des mycoplasmes peut se faire par la démonstration en microscopie de leur ADN dans le cytoplasme ou sur la membrane plasmique, à l’aide d’agents intercalants fluorescents (Chen, 1977). L’observation d’ADN extra-nucléaire abondant signe presque certainement une infection par mycoplasmes (voir  figure 10). Toutefois, le seuil de détection de cette méthode est élevé et sa fiabilité incertaine, car le signal modeste d’une infection à bas bruit est soumis à l’interprétation de l’expérimentateur. 

Figure 10 : Observation de cellules infectées par M. hyorhinis après coloration au Hoechst 33258






Des cellules HepG2 ont été incubées pendant 2 minutes avec le Hoechst 33258. Après lavages, la fluorescence a été directement observée en microscopie optique. L’observation de fluorescence extra-nucléaire fait suspecter une infection des cellules HepG2 par mycoplasmes.

La culture sur agar de mycoplasmes contaminant un milieu de culture ne fournit un résultat qu’après plusieurs semaines. Cette méthode est non seulement lente, mais aussi aléatoire. Tout d’abord, la contamination par d’autres procaryotes, même très faible, la fait immanquablement échouer. Mais surtout, elle est inadaptée à certaines variétés de mycoplasmes, tel M. hyorhinis, dont la croissance en milieu acellulaire est difficile, voire impossible. 

Il existe toutefois un test biochimique plus sensible et plus fiable, voire éventuellement quantifiable. Il se base sur la libération dans le milieu de culture de cellules infectées d’une enzyme particulièrement abondante chez les mycoplasmes, l’adénosine phosphorylase. Le test consiste en la conversion d’un substrat non toxique (le 6-méthylpurine deoxyriboside) en deux produits toxiques pour les cellules eucaryotes (le premier de ces produits, la 6-méthylpurine, peut être converti par la même enzyme en 6-methylpurine riboside). La mort en quelques jours de cellules témoins exposées à ces produits de réaction signifie une infection probable par des Mycoplasmes (McGarrity et Carson, 1982). Nous avons eu recours à ce test pour remonter l’infection aux premiers lots congelés de cellules HepG2 reçus au laboratoire et l’exclure des autres lignées.

1.9.3.2. Méthodes spécifiques de l’espèce recherchée

L’amplification de l’ARNr par RT-PCR, en utilisant des sondes visant des régions conservées au sein de différents genres de mycoplasmes, est à la base de deux variantes qui aboutissent à l’identification de l’espèce. La première, basée sur le principe des « restriction fragment length polymorphism », est la digestion par des enzymes de restriction de l’ADNc produit et amplifié à partir de l’ARNr, ce qui permet habituellement de discriminer l’espèce contaminante (Uphoff et Drexler, 2002a). La méthode de choix, à laquelle nous avons eu recours, reste cependant le séquençage de l’ADNc, qui permet non seulement d’établir avec certitude la contamination par mycoplasme, mais aussi d'identifier formellement la souche. L’usage d’amorces bien caractérisées (dites « universelles ») lors de la RT-PCR réduit en outre les risques d’échecs et permet d’inclure des contrôles en parallèle, comme des ARNr d’Escherichia coli.

A titre anecdotique, on peut aussi détecter les acides nucléiques des diverses espèces de mycoplasmes par hybridation in situ. Cette approche est plus lourde et beaucoup moins sensible, mais réputée spécifique (Boye et al., 2001).

1.9.3.3. Eradication de mycoplasmes contaminants

En pratique, si l’on dispose d’autres lots de cellules certainement indemnes, la politique d’éradication la plus sûre et la plus simple consiste à détruire toute culture contaminée par des mycoplasmes (et les lots de cellules congelées dont elle dérive directement !), plutôt que de tenter d’éliminer ces parasites des lignées infectées. Les antibiotiques tels que les tétracyclines et les macrolides sont les plus efficaces, mais leur emploi isolé n’apporte souvent que des atténuations passagères (Wu et al., 2000). Le traitement qui semble le plus efficace consiste en l’application séquentielle de tiamulin (de la famille des macrolides) et de minocycline (une tétracycline). Toutefois, cette association, dite « BM cycline », inefficace face à une infection importante, est toxique pour de nombreuses cellules fortement infectées (Uphoff et Drexler, 2002b) et n’a pas permis l’éradication définitive de M. hyorhinis de la lignée HepG2 (Hoekstra, Groeningen, NL : communication personnelle). 

1.9.4. M. hyorhinis
Si M. hyorhinis est l’un des contaminants les plus fréquents des lignées cellulaires, les mécanismes de son association aux cellules et de sa survie y sont totalement inconnus. En microscopie optique, M. hyorhinis est majoritairement observé à la périphérie des cellules et est réputé associé à la membrane plasmique, mais la résolution des observations publiées ne permet pas de distinguer sans ambiguïté une éventuelle localisation dans la partie périphérique du cytoplasme. Cette hypothèse est en outre compatible avec un signal par hybridation in situ sur des coupes de tissus qui nous semble refléter une localisation intracellulaire, mais cela n’a pas été discuté par les auteurs (Boye et al., 2001). 

Nous pensons que d’autres propriétés déduites de la (sub)culture des cellules infectées suggèrent qu’un contingent de cette bactérie pourrait être intracellulaire. Premièrement, alors que l’infection intentionnelle d’une lignée de cellules eucaryotes par M. pneumoniae s’éteint toujours spontanément, celle de M. hyorhinis se maintient à travers les subcultures. Nous proposons l’hypothèse que M. pneumoniae est perdu lors de la subculture à cause de la trypsinisation des cellules. En revanche, l’infection par M. hyorhinis résisterait à cette digestion protéolytique en surface grâce à son contingent intracellulaire. L’extrême difficulté de la culture de M. hyorhinis, même en milieu acellulaire très enrichi, suggère que la dépendance de la cellule-hôte pour l’apport de métabolites serait la mieux assurée grâce à la pénétration dans un compartiment intracellulaire « accueillant ». Ceci pourrait résulter de l’inhibition de la fusion des phagosomes avec les lysosomes, comme c’est le cas pour les formes pathogènes de Mycobacterium tuberculosis chez les macrophages non stimulés par l’interféron-gamma (Sturgill et al., 1994).

M. hyorhinis contient quelques gènes codant pour des lipoprotéines de surface hautement variables (entre 3 et 6, selon les souches). Ces protéines sont constituées par la succession en nombre variable d’éléments répétés où, de plus, l’on observe des mutations réversibles et fréquentes. Les nombreux produits issus de cette variabilité organisée à un double niveau sont très variables au point de vue antigénique. Tout comme la variabilité de la glycoprotéine majeure d’enveloppe de Trypanosoma brucei, il pourrait s’agir d’une parade défensive vis-à-vis du système immunitaire (Citti et al., 2000). Une seule protéine membranaire constante, dont la mobilité électrophorétique est d’environ 70 kDa (appelée p70), a été identifiée chez toutes les souches de M. hyorhinis (Boyer et Wise, 1989). La raison de cette exception est peu connue, mais on pourrait suspecter que cette protéine joue un rôle-clef dans la relation avec les cellules infectées. Quoi qu'il en soit, cette protéine (p70) peut servir de marqueur de l’infection, et nous l’avons utilisée dans ce but. Nous verrons qu’elle est, en outre, la protéine « réceptrice » responsable de la capture spécifique d’ON par les cellules infectées.

1.10. Objectifs de la thèse


Des expériences de photopontage in situ à l’aide d’un ON dérivatisé couplé à la benzophénone, que j’ai réalisées en collaboration avec Catherine Berens, ont identifié une protéine membranaire proche de 66 kDa à la surface de la lignée cellulaire HepG2 (liaison à 4°C). La liaison d’ON à cette protéine disparaissait totalement après incubation avec de la pronase à 4°C, ce qui signe à la fois une localisation en surface et une vulnérabilité complète à cette digestion. En revanche, lorsque le photopontage était réalisé après capture de l’ON dérivatisé à 37°C, une partie du complexe ON-protéine était protégé contre la digestion par la pronase à 4°C, ce qui suggère qu’une partie de la protéine était protégée par la membrane plasmique. Ces deux caractéristiques étaient compatibles avec l’identification d’un récepteur pour les ON, en équilibre entre un contingent péricellulaire et un contingent intracellulaire.


Notre doctorat a visé à caractériser cette protéine et à évaluer son rôle comme « récepteur » endocytaire pour les ON. Il fallait donc déterminer sa spécificité et son affinité pour des ON de nature et de séquence différentes, préciser sa topologie membranaire, et définir sa localisation intracellulaire. Par ailleurs, la purification de la protéine visait à son analyse par microséquençage, afin de l’identifier ou de cloner son gène. Enfin, l’étude de l’endocytose par récepteurs était la suite logique de l’identification d’un récepteur-candidat. Ce volet endocytaire a été étudié par référence à des traceurs et à des marqueurs établis, en combinant les approches biochimiques (propriétés de capture et de distribution sub-cellulaire par fractionnement, après incubation avec d’ON radioactif) et morphologiques (localisation en microscopie confocale d’ON fluorescent).

Chapitre 2.

Identification, purification and partial characterisation of an oligonucleotide receptor in membranes of HepG2 cells.

Nucleic Acids Research 2000, 28, 868-874.

La capture des ON par les cellules est peu efficace. Diverses protéines « réceptrices » capables de lier les ON ont été décrites sur différentes lignées cellulaires humaines. A l’exception du « scavenger receptor » et de l’intégrine Mac-1, deux protéines dont le rôle dans la capture des ON est controversé, l’identité de ces récepteurs reste inconnue. Le photopontage, tel qu’établi par C. Berens, permet de coupler de façon covalente un ON à une protéine qui l’a fixé.

Après avoir démontré l’existence d’une protéine « réceptrice d’ON » sur les cellules HepG2, le photopontage in situ d’ON biotinylé a été utilisé en vue de la purification de cette protéine sur streptavidine, ce qui a permis son analyse par microséquençage. Il s’agissait, à notre connaissance, du premier élément de séquence publié pour une protéine « candidat-récepteur d’ON ».

La comparaison des courtes séquences obtenues, avec celles présentes dans les banques de données, suggère que cette protéine est inconnue. Il n’a pas été possible d’en cloner le gène.
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Chapitre 3.

Receptor-mediated endocytosis of phosphodiester oligonucleotides in the HepG2 cell line: evidence of non-conventional intracellular trafficking.

Nucleic Acids Research 2002, 30, 1512-1521.

Les modalités de l’endocytose d’ON sont controversées. Selon les approches expérimentales, elle est décrite comme faisant intervenir un (ou des) récepteur(s), non spécifique, voire même totalement non conventionnelle. Le choix de différentes lignées cellulaires, l’emploi de concentrations en ON très variables, ou encore la qualité des lavages peuvent expliquer ces divergences. 

Ayant démontré l’existence d’une protéine « réceptrice » d’ON sur la lignée HepG2, nous avons cherché à y étudier l’endocytose par récepteurs. A cette fin, nous avons utilisé des concentrations compatibles avec l’affinité calculée de ce « récepteur » et, pour s’affranchir d’artéfacts, nous avons confronté les résultats obtenus en biochimie avec ceux obtenus en morphologie.

Aux basses concentrations, l’endocytose d’ON implique effectivement un mécanisme efficace et saturable. Après capture, l’ON se retrouve dans un compartiment léger, et de localisation distincte des endosomes classiques, et s’accumule dans un compartiment dense, de nature non lysosomiale. Cette endocytose par récepteurs présente donc des caractéristiques non conventionnelles.
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Chapitre 4.

Mycoplasma hyorhinis infection of cultured cells strongly enhances uptake of antisense oligonucleotides : a reassessment of oligonucleotide receptor-mediated endocytosis in the HepG2 cell line.

Manuscrit en préparation. [cfr diesbach.pdf ; publié 2003]

La lignée cellulaire HepG2 est infectée par Mycoplasma hyorhinis. Ce manuscrit rapporte que la protéine « réceptrice » d’ON précédemment identifiée est en réalité la protéine transmembranaire invariante, p70, de ce procaryote. En effet, (i) l’abondance de cette protéine et l’intensité de la capture d’ON dans la lignée HepG2 reflète le niveau de l’infection ; (ii) le transfert de l’infection à une autre lignée cellulaire indemne (HeLa) y stimule fortement la capture d’ON ; (iii) le « récepteur » d’ON reconnu par « ligand blotting » est immunoprécipité par un anticorps monoclonal contre la protéine p70. 

Nous suggérons que M. hyorhinis est phagocyté et que la capture d’ON reflète sa liaison au parasite avant son endocytose.

Infection of cultured cells by Mycoplasma hyorhinis strongly enhances uptake of antisense oligonucleotides: a reassessment of receptor-mediated endocytosis of oligonucleotides in the HepG2 cell line.

Philippe de Diesbach1, Francisca N’Kuli1, Michel Delmée2 and Pierre J. Courtoy1

1Cell Biology Unit, Christian de Duve Institute of Cellular Pathology and Université catholique de Louvain, UCL 7541, 75 avenue Hippocrate, B-1200 Brussels, Belgium; and 2Bacteriology Unit, Université catholique de Louvain, UCL 5490, 54 avenue Hippocrate, B-1200 Brussels, Belgium.

Abstract

This paper shows that the ~66-kDa band previously identified in the HepG2 cell line as an ON plasma membrane “receptor” is induced by M. hyorhinis infection. This band has been identified as the only invariant membrane protein of M. hyorhinis, referred to as p70, based on the combination of p70 immunoprecipitation by a monoclonal antibody with the identification of the ON “receptor” by “ligand blotting”. Whereas M. hyorhinis eradication from infected HepG2 cells reduced several-fold ON capture, intentional infection of HeLa cells by this bacteria led to a several-fold increase of ON capture. We propose that ON binds to M. hyorhinis at the cell surface, after which the complex is internalised by “piggy-back” endocytosis.

Introduction

Oligonucleotides (ON) are short nucleic acids fragments with a considerable potential for research and therapy. The ON target is located either in the cytosol or in the nucleus. Except for special uncharged derivatives such as morpholinos and some PNAs, that are thought to diffuse across biological bilayers (Sazani et al., 2001), the plasma and endocytic membranes are impermeable to negatively-charged ON, that are accordingly taken up by endocytosis. This constitutive process results in ON entrapment in endosomes and/or lysosomes. 

We (de Diesbach et al., 2002) and others (Nakai et al., 1996; Pichon et al., 1997) have studied ON endocytosis in HepG2 cells, an established hepatocarcinoma cell line. ON pinocytosis was found to be saturable and to reach a plateau with time. Based on the combination of in situ photo-affinity labelling on intact cells as well as “ligand blotting” of cellular extracts with competition studies, we postulated that ON receptor-mediated endocytosis occurs in these cells via a ~66-kDa “receptor”. This protein could be purified, but its partial amino acid sequences could not be retrieved from human genome or EST databases. 

Cellular infection by viruses or bacteria can promote ON endocytosis. Indeed, transfection of HepG2 cells with a plasmid containing hepatitis B virus DNA leads to a ~2-fold increase of ON uptake (Gao et al., 1993). Similarly, Mycobacterium tuberculosis infection of macrophages strongly promotes the cellular uptake of fluorescent ON, as measured by FACS analysis (Rosenblatt et al., 2000). These authors could exclude passive concentration of ON by dead cells, based on exclusion of propidium iodide nucleus staining as a plasma membrane integrity test, as recommended by Benimetskaya et al. (1999). 

In the course of our studies, we noticed that the intensity of the ON “receptor” signal in cellular extracts by “ligand blotting” and the level of endocytic uptake of ON in living cells, although highly consistent within a single experiment, varied considerably with time. Further, we recently discovered that all lots of HepG2 cells available to us were infected by Mycoplasma, these wall-free prokaryotes that are spread worldwide as contaminants of cell culture. This paper establishes a clear causal relationship between infection by M. hyorhinis and accelerated ON endocytosis by cultured cell lines and calls attention to the need to reinterpret previous results published by us, and possibly other investigators, based on this pitfall.

Materials and methods

Tracer source and modifications and other reagents

A phosphodiester 25-mer ON derivative, fluoresceinated on its 5’-end and protected at its 3’-end by phosphoro-alkylamine (Eurogentec, Seraing, Belgium, was used throughout (de Diesbach et al., 2002). For photo-cross-linking experiments, this ON was further derivatised with benzophenone, as described (Berens et al., 1999). Both products were radioiodinated with IodoBeads (Pierce, Rockford, IL, USA), as previously described (Berens et al., 1999) and will be referred to as 125I-ON or 125I-ON-Benzophenone. Unless otherwise stated, all reagents were from Sigma or Merck and were of the highest available purity.

Cell culture 

Several clones of HepG2 cell line were analysed. They were either purchased (twice) from the American Type Tissue Culture Collection, or kindly provided by Dr. G. Strous (Utrecht, the Netherlands) and Dr D. Hoekstra (Groeningen, The Netherlands) and were propagated as described (de Diesbach et al., 2002). 

HeLa cells containing a plasmid for hygromycin-resistance were kindly provided by Dr. R. Kole (University of North Carolina, Chapel Hill, USA). These cells were propagated in DMEM medium with 10% FCS (both from Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA ), supplemented by 10 mM HEPES, 10 mM NaHCO3, 16 mM glucose, 100 mg/l streptomycin, 60 mg/l penicillin (all from Sigma, St Louis, MO, USA) and 200 mg/l hygromycin (Life Technologies), and adjusted to pH 7.4. 

In an attempt to cure Mycoplasma infection, HepG2 cells were treated by BM cyclin® antibiotics for 3 weeks (Roche, Mannheim, Germany). This treatment is recognised as the most effective against Mycoplasma infection (Uphoff et al., 2002). Conversely, HeLa cells were intentionally infected by incubation with the medium of contaminated HepG2 cells for 24 h, followed by propagation in fresh medium that was supplemented or not with hygromycin, as indicated. At each subculture following intentional infection, cells were plated on Petri dishes for carbonate extraction, followed by “ligand blotting” (de Diesbach et al., 2000) and Western blotting (see below).

Mycoplasma

Mycoplasma infection was screened either by DNA staining with Hoechst 33258 (Aventis, Strasbourg, France; Chen, 1977), or by a biochemical assay using MycoTectTM kit (Life Technologies), as recommended by the manufacturer. The latter assay proved more sensitive and objective. 

Identification of the Mycoplasma strain was achieved by rRNA amplification, followed by sequencing. Briefly, DNA extraction was prepared with chelex-100 resin (BioRad, Nazareth, Belgium), as described (O'Neill et al., 1996). HeLa cells were lysed by boiling for 15 min in a 5% chelex suspension and centrifuged at 13.000 x g for 10 min to pellet cell debris. Three µl of each supernatant containing extracted prokaryote DNA was used as template for PCR. The 16 S rDNA gene (1500 bp) was fully amplified by PCR using 16S rDNA primers '1522R' and '27F' (Johnson, 1994). The PCR product was resolved by electrophoresis in a 1.2 % agarose gel and visualised by ethidium bromide staining under UV. A 1.5 kb-fragment was excised from the gel and purified by the QIAquick Gel Extraction kit (Westburg, Leusden, The Netherlands), according to manufacturer's instructions and sequenced using the ABI prism big dye terminator cycle sequencing ready reaction kit, as recommended by the manufacturer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), using the universal forward and reverse 16S rDNA sequencing primers 321, 530, 685, 1100, 1242, 1392, relative to the Escherichia coli 16 S rRNA numbering (Johnson, 1994). The sequencing product was purified by ethanol/sodium acetate precipitation and sequenced with a 3100 automatic sequencer (Applied Biosystems). The 16 S rDNA sequences obtained were compared with those available in Genbank and EMBL databases by multiple sequence alignments using Blast program.

Incubations and blots

Photo-cross-linking experiments and «ligand blotting» were performed as described (de Diesbach et al., 2000). For photo-cross-linking, HepG2 cells were incubated with 25 nM 125I-ON-benzophenone for 1 h at 37°C, followed by eight PBS-Ca2+ washes, UV-irradiation at 365 nm for 1 h and either immediate lysis by 0.5% (w/v) Nonidet p40 supplemented by complete protease inhibitor (Roche), in 50 mM Tris, pH 7.2, or carbonate extraction followed by lysis as above (Fujiki et al.,1982; de Diesbach et al., 2000). For «ligand blotting», naive cell extracts were resolved by SDS-PAGE before transfer onto PVDF membrane. ON-binding proteins were evidenced using 100 nM 125I-ON in the presence of 1.25 µM dextran sulfate and 6 µM suramin, as described (de Diesbach et al., 2000).

For Western blotting, blotted PVDF was saturated in development solution containing 90 mM NaCl, 2 mM CaCl2 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 supplemented by 0.15% (v/v) Tween-20 and 2% (w/v) commercial milk powder for at least 2 h, then incubated for at least 2 h with a 1:50,000 dilution in the same solution of monoclonal antibody AB3P (an IgG1  recognising p70, the only invariant membrane protein of M. hyorhinis; Boyer et al., 1989) that was kindly provided as ammonium sulfate precipitate by Dr. Wise (University of Missouri-Columbia, MO, USA). The final antibody concentration of AB3P antibody was estimated at ~100 µg/l. After 5 washes in development solution without milk powder, the membrane was incubated with a 1:10,000 dilution of commercial goat anti-mouse antibodies coupled to peroxidase, in development solution with milk powder for 1 h (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), prior to 5 washes and chemiluminescence detection (ECL kit; NEN, Boston, MA, USA) using a Kodak X-Omat film (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA).

For uptake experiments, HeLa cells were cultured in Petri dishes to near confluency (~3 x 106 cells in a 30-cm2 dish) and incubated in serum-free RPMI at 37°C for 1 h, with either 5 µg/ml 125I-transferrin (62 nM) or 1 µg/ml 125I-fluorescein-ON (125 nM), as described (de Diesbach et al., 2002). After uptake, dishes were transferred to 4°C and extensively washed: thrice with PBS containing 0.44 mM Ca2+(PBS- Ca2+), thrice with PBS-Ca2+ supplemented by 1% BSA, and thrice with PBS-Ca2+, for 5 min each. This washing procedure proved essential to minimise non-specific surface binding. After surface digestion by 0.1% (w/v) pronase (Sigma) in RPMI medium for 1 h, cells were harvested by centrifugation, briefly rinsed twice with PBS and lysed in 0.01% (v/v) Triton X-100. 

Immunoprecipitation

About 30 µg protein of the carbonate pellet from HepG2 cells were mixed in an Eppendorf tube with 40 µl of packed protein A-sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotech), together with 7 µl of rabbit antiserum against mouse immunoglobulins (Dako, Glostrup, Denmark), with or without a 500-times dilution of AB3P monoclonal antibody. The final volume was adjusted to 80 µl by adding ~55 µl PBS containing 0.5% NP-40. After gentle mixing for 3 h, Eppendorf tubes were centrifuged, supernatants (about 60 µl) were saved and pelletted beads were washed 4 times with 60 µl PBS supplemented with NP-40. Both pellets and supernatants were analysed by «ligand blotting», immediately followed by Western blotting without stripping.

Results
Evidence for latent Mycoplasma infection in several lots of HepG2 cell line and its cure 

The four lots of HepG2 cells we obtained - but no other cell line in the laboratory, unless intentionally infected - eventually developed an obvious Mycoplasma infection upon prolonged culture. However, when cells had been received, Mycoplasma screening using DNA Hoechst 33258 staining was consistently scored negative (i.e., there was no cytoplasmic or plasma membrane-associated Hoechst 33258 staining to be detected). Cells were accordingly frozen and aliquots were typically subcultured for 2-3 months, then discarded. In contrast, when culture was extended for several months, repeating the procedure consistently revealed Mycoplasma infection by Hoechst staining. 

We thus applied MycotectTM, a more sensitive and more objective test: this yielded a positive response for all four lots, irrespectively of their origin, even if they had only been passaged a few times. However, after a vigorous 3-weeks BM cyclin treatment, this test became negative, indicating a good response, if not a cure. BM cyclin-treated cells were thus analysed in parallel with non-treated cells, either by incubation with 125I-ON-benzophenone for in situ photo-affinity labelling of intact cells, or directly lysed for «ligand blotting» on cell extracts. Both methods labelled a ~66-kDa band only in infected HepG2 cells (Fig. 1A and B, compare lanes 1 and 4). As shown by carbonate extraction, this band was membrane-associated (compare lanes 2 and 3 of each panel). 

Transfer of the ~66-kDa “ON-receptor” to HeLa cells upon Mycoplasma infection

To examine whether this ~66-kDa band was indeed due to Mycoplasma infection, naive HeLa cells containing a hygromycin resistance plasmid (see below) were intentionally infected by exposure for 1 day to medium conditioned after 2 days of culture of non-treated HepG2 cells, then further grown in fresh medium. At each subculture, an aliquot of HeLa cells was saved for «ligand blotting» and Western blotting. After 12 passages, RNA was extracted, prokaryotic rRNA was amplified by RT-PCR and the presence of Mycoplasma hyorhinis was evidenced, demonstrating successful infection. The kinetics of the infection was further monitored by Western blotting with monoclonal antibody AB3P recognising p70, the only invariant membrane protein among several M. hyorhinis strains, that can thus be considered as a marker for this parasite (Boyer et al., 1989).

The p70 protein was indeed recovered in the membrane pellet after carbonate extraction. Fig. 2 compares the kinetics of acquisition of the ~66-kDa ON “receptor” by HeLa cells upon infection, as detected by «ligand blotting» in carbonate extracts (panel A), with the kinetics of infection, based on Western blotting using AB3P monoclonal antibody (panel B). Both signals appeared and fluctuated in close parallel to one another. Interestingly, hygromycin that restrained M. hyorhinis infection, also strongly reduced the 66-kDa signal (Fig. 2A and 2B, compare lanes 2 with lanes 7).

Identification of the ~66-kDa “ON receptor” as the invariant membrane protein of M. hyorhinis, p70

Since the ~66 kDa band observed by both photo-affinity labelling and «ligand blotting» was clearly linked to Mycoplasma hyorhinis infection, and since p70 is the only invariant membrane protein known to this parasite, it appeared to be the best candidate for the “ON receptor” previously identified in the HepG2 cell line (de Diesbach et al., 2000). To test this hypothesis, carbonate extracts of infected HepG2 cells were immunoprecipitated with AB3P monoclonal antibody and blots were revealed by «ligand blotting», followed by Western blotting with the same antibody (Fig 3A). With both methods, only a faint signal was associated with the pellet when monoclonal antibody was omitted (compare lanes 3 and 4), and the majority remained in the supernatant (lane 5). When the monoclonal antibody was added, the band recognised by “ligand blotting” was almost completely immunoprecipitated (compare lanes 1 and 2). When “ligand blotting” and Western blotting were prepared in parallel instead of sequential, results were identical (data not shown). These results identify the ~66-kDa “ON receptor” evidenced by «ligand blotting» as the invariant membrane protein of M. hyorhinis, p70.

M. hyorhinis infection triggers ON uptake

Finally, to test whether acquisition of p70 would accelerate ON capture concomitantly with infection, intentionally infected HeLa cells were analysed for 125I-ON and 125I-transferrin endocytosis (intracellular uptake was determined after surface digestion by pronase). Transferrin, a well established tracer of receptor-mediated endocytosis, was used as a negative control. Infection of HeLa cells by M. hyorhinis led to a ~10-fold increase of ON capture (from 0.38 + 0.03 ng ON/mg cell protein after 1 h of uptake before infection, to 3.91 + 0.11 ng ON/mg cell protein after infection; means + SD; n=9). Incubation of HeLa cells with AB3P monoclonal antibody marginally, but consistently reduced ON capture in infected HeLa cells down to 90 + 1 % of values without antibody (n=3), but not in non-infected cells (112 + 27 %). In contrast, the level of transferrin endocytosis was not affected by the infection (98 + 3 % of control values; n=3). In a preliminary experiment, BM cyclin-treatement of HepG2 cells also decreased ON capture from ~14.9 + 0.7 to ~2.8 + 0.1 ng ON/mg cell protein. 
Discussion

The paper reports that HepG2 cells obtained from three respected sources show a latent infection by Mycoplasma, whereas all other cell lines grown in parallel in our laboratory remained negative, using the most sensitive biochemical test. Vigorous Mycoplasma treatment by BM cyclin surprisingly led to the disappearance of the ~66-kDa band, previously identified as “ON receptor” by photo-affinity labelling and «ligand blotting» (de Diesbach et al., 2000). Conversely, intentional infection of naive HeLa cells by conditioned medium from contaminated HepG2 cells not only induced the ~66 kDa band but also strongly promoted ON uptake.

The sequence of infecting Mycoplasma rRNA we obtained was found to be 99.8% identical to that of M. hyorhinis, strain BTS-7. Several strains of M. hyorhinis bear a set of highly variable membrane lipoproteins, but all show one invariant protein referred to as p70, recognised by AB3P monoclonal antibody (Boyer and Wise, 1989). We used this antibody as a marker for the level of infection.

The occurrence of the ~66-kDa “ON-receptor”, as evidenced by photo-cross-linking and «ligand blotting» was closely associated with M. hyorhinis infection in HepG2 cells, based on p70 detection; conversely, mycoplasma curing abolished both signals. In addition, monitoring infection by Western blotting using AB3P monoclonal antibody showed that the Mycoplasma marker and the ~66-kDa signal evolved in close parallel to one another. 

Moreover, the intriguing similarities between the ~66 kDa band and p70 (similar electrophoretic mobility, membrane-association, close evolution with infection level) suggested this identity that was confirmed upon immunoprecipitation of the ~66 kDa band by the AB3P monoclonal antibody. The ~66-kDa “ON receptor” can thus be identified as p70 from M. hyorhinis.

As a functional line of evidence, intentional infection of HeLa cells by M. hyorhinis strongly promoted ON intracellular uptake, but did not affect transferrin endocytosis measured in parallel. This result is reminiscent of previous reports that bacterial and possibly viral infection selectively promote ON endocytosis (Gao et al., 1993; Rosenblatt et al., 2000). 

We therefore propose that ON first binds to p70 of M. hyorhinis adherent to the plasma membrane, after which the complex is phagocytosed. This hypothesis would easily explain several non-conventional characteristics of ON endocytosis that we recently reported in the HepG2 cell line and erroneously interpreted as due to an endocytic receptor (de Diesbach et al., 2002). First, with respect to ON uptake, the peculiar competition curve by tRNA with suppression at low concentration only, suggests specific recognition of tRNA by M. hyorhinis p70, possibly due to the secondary structure of this compound, but very poor binding to the low-affinity sites of the HepG2 cells that are involved in uptake at high concentration. Second, confocal microscopy showed a distinct localisation pattern between internalised ON and dextran (a fluid-phase endocytosis tracer) or transferrin (a receptor-mediated endocytosis tracer), which could be directly attributable to distinct routing after pinocytosis and phagocytosis. Third, upon analytical subcellular fractionation, most of the cell-associated 125I-ON (data not shown) as well as ON receptor (de Diesbach et al., 2000) are found in the first postnuclear pellet obtained at low centrifugation work. This pellet is usually referred to as “M” fraction, because its includes the relatively large-sized mitochondria and should also include M. hyorhinis-containing phagosomes, expected to be of comparable size. Upon density equilibration after a 2-h uptake, the observed bimodal distribution can be attributable to a light membrane peak, possibly corresponding to low-affinity sites of the HepG2 cells plasma membrane, and a dense one, corresponding to Mycoplasma. In contrast, after a 24-h chase, only the high-density peak remained and was found to be different from lysosomes. Whereas active membrane recycling should favor extensive release of ON internalised upon adsorption to the plasma membrane, only with Mycoplasma-containing phagosomes would be retained, and peak in the dense part of the gradient. 

Finally, the observation that, after uptake at low concentrations, ON does not reach the lysosome would suggest that Mycoplasma hyorhinis survives inside the cell by escaping transfer to lysosomes, like virulent Mycobacterium tuberculosis strains (Sturgill et al., 1994). Phagosomes containing living Mycobacterium fail to acquire lysosomal markers. One explanation suggests that a protein from the eukaryotic plasma membrane could remain sequestered in the phagosomal membrane, blocking its fusion with endocytic organelles (Pieters and Gatfield, 2002). However, the lipid composition of the phagosomal membrane also changes during transfer towards lysosomes (Desjardins et al., 1994). Virulent Mycobacterium modifies this composition in such a way that lipids reflecting phagosomal maturation are lacking (Defacque et al., 2002); conversely, exogenous addition of these lipids restores this phenomenon and promotes Mycobacterium killing (G. Griffiths, personal communication to P. Courtoy). This indicates their direct role, possibly involving membrane signalling. Some Mycoplasma species (e.g. M. penetrans) exhibit a phospholipase activity that could possibly alter phagosomal maturation (Salman et al., 1998). It is tempting to speculate that M. hyorhinis also possesses a lipid-modification activity and thereby would similarly prevent phagosomal maturation.

Figure legends

Figure 1. Role of Mycoplasma infection in the occurrence of the “ON receptor” in HepG2 cells.

HepG2 cells were either left untreated (M+, left) or were treated for with BM cyclin for three weeks (M-, right). A: In situ photo-affinity labelling. Cells were further incubated with 25 nM 125I-ON-benzophenone at 37°C for 1 h. After extensive washing, bound ligand was cross-linked to adjacent residues of the interacting protein by UV exposure for 1 h, after which cells were directly lysed (lanes 1 and 4, total lysate, 100 µg protein) or carbonate-extracted before lysis (lanes 2 and 5: carbonate pellet, ~20 µg protein; lanes 3 and 6: carbonate supernatant, ~80 µg protein). Proteins were resolved by SDS-PAGE and labelled bands were revealed with a PhosphorImager. B: “Ligand blotting”. Same as above, except that cells were not incubated with ON-benzophenone, but ON-interacting bands were revealed in cell extracts, upon 125I-ON incubation of the blot after SDS-PAGE. Arrows show the position of the 66 kDa band, previously identified as “ON receptor”.

Figure 2. Parallel acquisition by HeLa cells of the “ON receptor” and the invariant membrane protein of M. hyorhinis, p70.
Mycoplasma-free HeLa cells were intentionally infected by HepG2 medium containing M. hyorhinis for 24 h, then cultured in fresh medium. At each subculture, aliquots were submitted to carbonate extraction; 20 µg protein of carbonate extracts of each sample were analysed by SDS-PAGE and blotted. A. «ligand blotting». Lane 1, non infected cells after 11 days of culture; lane 2, infected cells cultured for 11 days in hygromycin-containing medium; lane 3-8: infected cells were cultured in hygromycin-free medium for 2, 5, 7, 9, 11, 14 days, respectively. B. Western blotting. The same blot was re-probed with monoclonal antibody AB3P, recognising the invariant membrane protein of M. hyorhinis, p70, and revealed by chemiluminescence.

Figure 3. Identification by immuno-precipitation of the “ON receptor” in HepG2 cells as p70.

M. hyorhinis-infected HepG2 cells were lysed and analysed by «ligand blotting» as above (A), after which the blot was saturated with milk powder, reprobed with AB3P antibody and revealed by chemiluminescence (B). Lanes 1 and 5: supernatant of immunoprecipitation and control (where monoclonal antibody was omitted). Lane 2: fraction of 30 µg carbonate pellet retained by protein A-sepharose mixed with AB3P. Lane 3: 30 µg protein of total carbonate pellet; lane 4: fraction retained by protein A-sepharose without AB3P (control).

References 

Benimetskaya, L., Tonkinson, J. and Stein, C. A. (1999) Determination of cellular internalization of fluoresceinated oligonucleotides. Methods Enzymol., 313, 287-297.

Boyer, M. J. and Wise, K. S. (1989) Lipid-modified surface protein antigens expressing size variation within the species Mycoplasma hyorhinis. Infect. Immuity, 57, 245-254.

Branch, A. D. (1998) A good antisense molecule is hard to find. Trends. Biochem. Sci., 23, 45-50.

Chen, T. R. (1977) In situ detection of mycoplasma contamination in cell cultures by fluorescent Hoechst 33258 stain. Exp. Cell Res., 104, 255-262.

de Diesbach, Ph., Berens, C., N’Kuli, F., Monsigny, M., Sonveaux, E., Wattiez, R. and Courtoy, P. J. (2000) Identification, purification and partial characterisation of an oligonucleotide receptor in membranes of HepG2 cells. Nucleic Acids Res., 28, 868-874.

de Diesbach, Ph., N’Kuli, F., Berens, C., Sonveaux, E., Monsigny, M., Roche, A.-C. and Courtoy, P. J. (2002) Receptor-mediated endocytosis of phosphodiester oligonucleotides in the HepG2 cell line: evidence for non-conventional intracellular trafficking. Nucleic Acids Res., 30, 1512-1521.

Defacque, H., Bos, E., Garvalov, B., Barret, C., Roy, C., Mangeat, P., Shin, H.-W., Rybin, V. and Griffiths, G. (2002) Phosphoinositides regulate membrane-dependent actin assembly by latex bead phagosomes. Mol. Biol. Cell, 13, 1190-1202.

Desjardins, M., Celis, J. E., van Meert, G., Dieplinger, H., Jahraus, A., Griffiths, G. and Huber, L. A. (1994) Molecular characterization of phagosomes. J. Biol. Chem., 269, 32194-32200.

Fujiki, Y., Hubbard, A. L., Fowler, S. and Lazarow, P. B. (1982) Isolation of intracellular membranes by means of sodium carbonate treatment: application to endoplasmic reticulum. J. Cell Biol., 93, 97-102.

Gao, W.-Y., Storm, C., Egan, W. and Cheng, Y.-C. (1993) Cellular pharmacology of phosphorothioate homooligodeoxynucleotides in human cells. Mol. Pharmacol., 43, 45-50.

Johnson, J. L. (1994). Similarity analysis of rRNAs. In “Methods for general and molecular bacteriology”, pp.683-700. Ed. by Gerhardt, P., Murray, R. G. E., Wood, W. A. and Krieg, N. R. Washington, DC:American Society for Microbiology.

O'Neill, G. L., Ogunsola, F. T., Brazier, J. S. and Duerden, B. I.. (1996). Modification of a PCR ribotyping method for application as a routine typing scheme for Clostridium difficile. Anaerobe, 2, 205-209.

Pichon, C. Arar, K., Stewart, A. J., Duc Dodon, M., Gazzolo, L., Courtoy, P. J., Mayer, R., Monsigny, M. and Roche, A.-C. (1997) Intracellular routing and inhibitory activity of oligonucleopeptides containing a KDEL motif. Mol. Pharmacol., 51, 431-438.

Pieters, J. and Gatfield, J. (2002) Hijacking the host: survival of pathogenic mycobacteria inside macrophages. Trends Microbiol., 10, 142-146.

Rosenblatt, M. N., Burns, J. R., Duncan, V. E. and Hughes, J. A. (2000) Infection of the macrophage cell line NR8383 with Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) leads to an increase in oligodeoxynucleotide accumulation. Antisense Nucleic. Acids Drug Dev., 10, 1-9.

Salman, M., Borovsky, Z. and Rottem, S. (1998) Mycoplasma penetrans infection of Molt-3 lymphocytes induces changes in the lipid composition of host cells. Microbiology, 144, 3447-3454.

Sazani, P., Kang, S.-H., Maier, M. A., Wei, C., Dillman, J., Summerton, J., Manoharan, M. and Kole, R. (2001) Nuclear antisense effects of neutral, anionic and cationic oligonucleotide analogs. Nucleic Acids Res., 29, 3965-3974.

Sturgill-Koszycki, S., Schlesinger, P. H., Chakraborty, P., Haddix, P.L., Collins, H. L., Fok, A. K., Allen, R. D., Luck, S. L., Heuser, J. and Russell, D. G. (1994) Lack of acidification in Mycobacterium phagosomes produced by exclusion of the vesicular proton-ATPase. Science, 263, 678-681.

Uphoff, C. C. and Drexler, H. G. (2002) Comparative antibiotic eradication of mycoplasma infections from continuous cell lines. In Vitro Cell. Dev. Biol. Animal, 38, 86-89.




Chapitre 5. Discussion


Après avoir résumé les observations les plus saillantes recueillies durant mon doctorat, je les réinterpréterai dans le contexte de l’infection par M. hyorhinis et je proposerai enfin quelques pistes comme perpectives.

5.1. Résumé chronologique des observations
5.1.1. Existence d’une protéine « réceptrice » d’ON

La démonstration de l’existence sur les cellules eucaryotes d’une protéine « réceptrice » pour des ligands extracellulaires imperméants se base à la fois sur sa capacité à lier un (ou une famille de) ligand(s) de manière spécifique avec une grande affinité, et sur sa localisation membranaire à la surface de la cellule. Rappelons que, par analogie au récepteur des lipoprotéines LDL et de la transferrine, nous utilisons ici la terminologie classique de la biologie cellulaire, qui n’implique pas nécessairement une fonction de signalisation. 

Une première démonstration d’un tel « récepteur » sur la lignée cellulaire HepG2 étudiée a été apportée en collaboration avec C. Berens par le photopontage in situ sur cellules vivantes. Le complexe covalent ON-protéine a été formé suite à l’incubation à 4°C ou 37°C de cellules HepG2 avec l’ON-benzophénone. Si ce complexe a été formé à la surface cellulaire et son endocytose inhibée par une incubation à 4°C, il est totalement dégradé après digestion par la pronase à 4°C, ce qui démontre qu’il est totalement vulnérable à cette protéolyse. Au contraire, il résiste partiellement à ce décapage protéolytique de la membrane si l’incubation a eu lieu à 37°C, ce qui suggère son endocytose. Parmi les compétiteurs testés, seuls les ON ont été vraiment efficaces (voir la thèse de Berens, 2001). Le complexe covalent protéine-ON produit par cette méthode reste sédimentable après extraction au carbonate et est donc transmembranaire. Après fractionnement analytique subcellulaire, il sédimente avec les organites de grande taille (de Diesbach et al., 2000). 

J’ai ensuite apporté la démonstration complémentaire d’un « récepteur » sur les cellules HepG2 étudiées, par le « ligand blotting » à partir de lysats cellulaires. J’ai montré qu’une protéine de ~66 kDa lie un ON avec une spécificité dépassant une simple interaction électrostatique et qu’elle est partiellement sensible à la digestion en surface par diverses protéases. Ceci indique qu’une partie au moins y est exposée, ce qui est à nouveau compatible avec la double localisation (péri- et intra-cellulaire), attendue pour un récepteur endocyté et recyclé. Ces deux approches, in situ et in vitro, ont donc démontré indépendamment l’existence d’une telle protéine. 

Le couplage covalent du même ON photoactivable biotinylé, suivi de la purification par affinité sur streptavidine immobilisée, a permis le microséquençage de trois courts fragments peptidiques. Des anticorps anti-peptidiques générés contre le plus long d’entre eux ont produit un faible signal en « Western blotting », aussi à ~66 kDa. La recherche dans les banques de données étant infructueuse, des oligonucléotides dégénérés ont été synthétisés sur base des séquences peptidiques, en vue de l’amplification par PCR et du séquençage du gène correspondant. Cette approche génétique était, bien entendu, hasardeuse et la PCR dans de nombreuses conditions a systématiquement échoué.

5.1.2. Démonstration de l’endocytose par « récepteurs » des ON

Trois arguments, indépendants des observations qui précèdent, plaident pour un mécanisme d’endocytose des ON par récepteurs dans la lignée cellulaire étudiée, au moins à faible concentration (par exemple, 125I-ON à 125 nM) : (i) l’efficacité de la capture d’ON dans la lignée cellulaire HepG2, si elle est moins grande que celle de la transferrine, est très supérieure à celle de l’endocytose fluide ; (ii) l’efficacité de la capture d’ON diminue avec la concentration engagée et montre une saturation de la composante de haute affinité ; (iii) cette capture est spécifique puisqu’elle est déplacée par divers ON, de nature PO et PS, ou d’autre séquence, ainsi que par l’ARNt, mais ni par les mononucléotides, ni par de l’héparine fractionnée, un polyanion de poids moléculaire et de densité de charges comparables à ceux des PO-ON.

A concentration élevée (supérieure à 1 µM), deux mécanismes de capture à 37°C coexistent et une analyse mathématique à deux composantes a donc été retenue. Puisque l’incubation des cellules avec des concentrations croissantes d’ON-benzophénone suivie du photopontage in situ, a permis d’établir à 220 nM l’affinité de la protéine de ~66 kDa, cette valeur a été imposée pour la composante de haute affinité de la capture d’125I-ON, afin d’augmenter la précision des trois autres paramètres estimés par cette analyse mathématique. Ce modèle attribue pour moitié la capture à 220 nM à l’intervention de la protéine de ~66 kDa, et pour moitié à une composante non saturable, attribuée à l’adsorption non spécifique sur la membrane. On peut donc mieux comprendre que les essais d’inhibition par des anticorps (qui ne pouvaient affecter que la capture spécifique) n’aient pas pu produire une forte inhibition. Nous reviendrons plus loin sur la courbe très particulière de la compétition par des concentrations croissantes d’ARNt. Lorsque les cellules sont incubées avec l’ON à 8 µM, la participation de la composante de haute affinité chute à moins de 10%, ce qui signifie qu’il s’agit d’une endocytose non spécifique à ces concentrations, pourtant souvent utilisées en culture cellulaire (Zhao et al., 2001).

5.1.3. Destinée de l’ON capté après endocytose par récepteurs

Après avoir été capté à concentration traceuse dans la lignée cellulaire HepG2, au moins en partie par mécanisme d’endocytose dépendant de récepteurs, il n’y a pas co-localisation en microscopie confocale après 1 h de capture entre l’ON fluorescent et les endosomes « classiques », marqués par le dextran (traceur de l’endocytose fluide) ou la transferrine (un traceur de l’endocytose par récepteurs). Dans les cellules HepG2, les compartiments précoces empruntés après endocytose par le « récepteur » d’ON, ne semblent donc pas des endosomes conventionnels.

Le compartiment dense est également non conventionnel. Sa nature non lysosomiale a été démontrée tant par l’observation en microscopie confocale de cellules vivantes après capture d’ON fluorescent pendant 6 h (des temps plus longs, et en particulier des expériences de type « capture et chasse » n’ont pas été possibles par ce mode d’examen), que par le fractionnement analytique subcellulaire après une capture d’125I-ON et sa « chasse » pendant 20 h. En microscopie confocale, l’incubation pendant 6 h avec un colorant vital acidotrope des lysosomes (le lysotracker) montre une colocalisation évidente avec le dextran (traceur de l’endocytose fluide), mais pas avec l’ON fluorescent quand il est capté à faible concentration. Après « capture et chasse » la distribution subcellulaire de l’125I-ON dans les gradients de saccharose recouvre largement celles de la cathepsine B et de la peroxydase, ce qui pourrait signifier une localisation lysosomiale de l’ON. Toutefois, si l’incubation de cellules avec des concentrations élevées de chloroquine provoque bien par accumulation acidotrope un allègement de la distribution de la cathepsine B et de la peroxydase, celle de l’ON, capté en même temps que la peroxydase, n’est pas affectée. On peut donc conclure que ce compartiment n’est pas lysosomial et n’est pas non plus acidifié de manière équivalente. 

5.1.4. Rôle de Mycoplasma hyorhinis
A ma grande surprise, j’ai découvert en fin de travail de thèse, que toutes les souches de la lignée HepG2 mises à notre disposition, et cette lignée là seulement, sont contaminées à bas bruit par M. hyorhinis. Cette contamination redoutée qui est dès lors, en bonne pratique de laboratoire, systématiquement recherchée lors de la réception des cellules par microscopie en fluorescence après coloration au Hoechst 33258 de l’ADN extranucléaire, s’est avérée positive uniquement lors de la culture prolongée. L’utilisation d’un test biochimique plus sensible a révélé cette contamination dans tous nos lots congelés de cellules HepG2, même ceux provenant des premières congélations stockées après réception, alors que, rappelons-le, le test de coloration au Hoechst 33258 était négatif. Après contact avec les Prof G. Strous (Utrecht, NL) et D Hoekstra (Groeningen, NL), ceux-ci ont tous deux confirmé ce problème.

Le traitement des cellules HepG2 par la « BM cycline », qui a fait retomber le niveau d’infection sous le seuil de détection par le test biochimique, a entraîné la disparition du signal pour la protéine de ~66 kDa : sa présence est donc étroitement associée à la contamination par un mycoplasme. En revanche, le transfert du milieu de culture des cellules HepG2 infectées à des cellules HeLa, une lignée normalement dépourvue de ce signal, l’a fait apparaître. L’expression du « récepteur des ON » est donc causée par l’infection par un mycoplasme.

La souche de mycoplasme contaminant a été déterminée par séquençage de l’ARNr à l’unité MBLG (Prof. M. Delmée, UCL), grâce à la collaboration de Mmes V. Avesani et A.-I. de Moreau: il s’agit de M. hyorhinis. L’infection a donc pu être confirmée et surtout mesurée par « Western blotting », grâce à un anticorps monoclonal dirigé contre la seule protéine invariante de surface propre à M. hyorhinis, p70, que nous avons obtenu du Dr. Wise, un spécialiste de cette bactérie. Grâce à cet outil, j’ai pu démontrer que l’existence de la protéine de ~66 kDa, démontrée par « ligand blotting », est liée spécifiquement à l’infection par M. hyorhinis. Qui plus est, il existait une corrélation étroite entre l’intensité du signal du « récepteur des ON » par « ligand blotting » et la sévérité de l’infection par Western blotting. Enfin, la mobilité électrophorétique des bandes reconnues par ces deux méthodes était si proche, que nous avons été amenés à envisager que les deux signaux étaient dus à une seule et même protéine. Cette identité a pu être démontrée par l’immunoprécipitation de p70, suivie de la détection parallèle en Western blotting et « ligand blotting » : les deux signaux ont été spécifiquement enrichis dans l’immunoprécipité et dans les mêmes proportions. 

Le rôle de cette protéine dans la capture endocytaire d’ON a enfin pu être directement démontré : lorsque les cellules HepG2 ou HeLa sont infectées, la capture d’ON augmente jusqu’à 10 fois, mais celle de la transferrine ne change pas. Nous concluons que la protéine p70, codée par M. hyorhinis, est bien le facteur transférable, qui agit comme « récepteur » impliqué dans la capture endocytaire d’ON à faible concentration par les lignées infectées.

5.2. Ré-interprétation de certaines observations antérieures

5.2.1. Identification de la protéine « réceptrice » d’ON
La protéine « réceptrice » identifiée dans la lignée cellulaire HepG2 n’est donc pas codée par le génome humain, et n’est par conséquent pas induite comme les autres perturbations du programme génétique des cellules eucaryotes infectées par M. hyorhinis, mais appartient directement au génome de cette bactérie qui semble contaminer cette lignée de manière universelle. L’origine procaryote de la protéine explique a posteriori les échecs rencontrés en biologie moléculaire. Si les banques d’EST humaines sont bien fournies et le génome humain totalement séquencé, en revanche, le génome de M. hyorhinis est virtuellement inconnu, sans doute parce que sa culture en milieu acellulaire est quasi impossible. Par ailleurs, les échecs de nos essais de clonage par PCR pourraient s’expliquer parce que l’ARN cytosolique a été isolé de cellules HepG2 dont le degré d’infection était ignoré, et que l’extraction correcte d’ARN procaryote n’a pas été vérifiée.

Il va de soi que la sédimentabilité de la protéine « réceptrice » des ON avec les membranes cellulaires observée après extraction au carbonate, était prédite pour p70, qui est transmembranaire. De manière plus significative, rappelons que la résistance partielle à la digestion de la surface cellulaire par la pronase, tant pour la protéine identifiée par photopontage in situ (collaboration avec C. Berens) que par ligand blotting (chapitre 2, figure 1), avait été interprétée comme reflétant une double localisation, membranaire et intracellulaire, d’un « récepteur » cellulaire endocyté à l’échelle individuelle, et recyclable. Au vu des nouvelles observations, cette résistance partielle doit être reconsidérée. Elle pourrait à présent se comprendre comme reflétant le contingent de mycoplasmes phagocytés après liaison de l’ON en surface, bien à l’abri dans la cellule infectée. 

5.2.2. Endocytose et relargage d’ON dans la lignée HepG2

La saturation de la capture d’125I-ON en fonction de la concentration, compatible avec un mécanisme d’endocytose par des récepteurs propres des cellules eucaryotes, l’est tout autant pour l’association de l’ON à un nombre fini de p70/M. hyorhinis à la surface des cellules, suivie de leur phagocytose. Nous nous orientons clairement en faveur de cette dernière hypothèse. La courbe de compétition particulière de l’ARNt pour la capture d’ON à haute affinité pourrait s’expliquer par une excellente reconnaissance de l’ARNt par p70, sans doute à cause de la structure secondaire de l’ARNt, mais non pour les sites de basse affinité pour l’ON, qui sont a priori indépendants de l’infection par M. hyorhinis.
Nous avons été frappés de constater que l’essentiel du « récepteur » des ON identifié par « ligand blotting » était associé aux particules postnucléaires de grande taille, recueillies dès la première étape de la sédimentation différentielle (dite fraction « M », car elle inclut les mitochondries, entre autres). Ceci s’explique aisément par la sédimentation de M. hyorhinis dont la taille, comme celle des mitochondries, est proche du µm. En l’absence de chloroquine, la distribution en gradient de densité de l’ON capté se décompose en deux contingents d’importance comparable. Le contingent dense est centré sur la distribution des marqueurs lysosomiaux. L’autre, léger, pourrait refléter une composante endosomiale issue de l’endocytose indépendante de l’infection par M. hyorhinis. Après une période de « chasse », cette composante légère disparaît presque entièrement, peut-être en raison d’un relargage préférentiel des ON adsorbés sur la membrane péricellulaire et endocytés puis recyclés avec celle-ci. Le relargage partiel d’ON initialement associé aux cellules se situe à un niveau intermédiaire entre celui (plus faible) de l’endocytose fluide et celui (très rapide et quasi complet) de la transferrine. Il s’agit plus probablement d’un relargage de matériel intériorisé que d’une désorption de matériel sur la membrane péricellulaire par le détachement de mycoplasmes ayant fixé les ON ou la dissociation de l’ON lié à cette bactérie. En effet, la différence de capture à 4 et 37°C suggère qu’un important contingent d’ON est bien intracellulaire.

Enfin, la dissociation entre l’ON et les lysosomes après leur allègement par la chloroquine, qui nous avait fort surpris, s’explique mieux à présent si l’on admet qu’elle reflète l’association de l’ON à des mycoplasmes qui survivraient dans la cellule en évitant les lysosomes, plutôt que la pinocytose qui conduirait normalement vers ceux-ci.

5.3. Perspectives

Les agents infectieux peuvent être d’excellents outils pour découvrir de nouvelles propriétés de la biologie cellulaire (pour une revue, voir le livre de Russell, 1994), voire conduire à l’identification de nouveaux organites, comme les cavéosomes révélés par l’infection par le virus SV40 (Pelkmans et al., 2002). Certaines bactéries, comme Chlamydia, sont intériorisées par un mécanisme non conventionnel d’endocytose (Bavoil et al., 2000). Hormis le cas particulier de M. penetrans, les mécanismes et machineries moléculaires impliqués dans la pénétration cellulaire des mycoplasmes sont inconnus. 

5.3.1. Biologie cellulaire de l’infection par M. hyorhinis
La recherche d’une co-localisation éventuelle en microscopie confocale entre un ON fluorescent, incubé à faible concentration, et M. hyorhinis, marqué en immunofluorescence par l’anticorps monoclonal anti-p70, pourrait conforter l’hypothèse que la capture d’ON reflète fidèlement la pénétration cellulaire de M. hyorhinis, ce qui reviendrait à dire que l’ON serait un traceur commode pour suivre cette bactérie. Le début de l’étude du mécanisme d’entrée de M. hyorhinis pourrait être guidé par référence aux modèles de Chlamydia (dont l’entrée dans les cellules est sensible à la cytochalasine D : Boleti et al., 1999), et de M. penetrans dont l’adhérence aux cellules est insensible aux cytochalasines B et D (Giron et al., 1996), mais non son internalisation qui est inhibée d’environ 70% (Andreev et al., 1995). 

5.3.2. Purification de la protéine p70 et clonage de son gène

La purification de la protéine par immuno-précipitation serait beaucoup plus commode et devrait offrir un meilleur rendement que son isolement par affinité après couplage covalent de l’ON biotinylé. L’analyse par microséquençage devrait enfin conduire à cloner le gène par PCR à partir d’ARNm de cellules infectées, en permettant la définition d’amorces dégénérées sur base des séquences peptidiques obtenues.

5.3.3. Bactériologie

L’hypothèse d’un rôle de p70 dans la pénétration cellulaire de M. hyorhinis est vraisemblable, car il s’agit de la seule protéine membranaire invariante de cette bactérie, parasite cellulaire obligé. L’inhibition éventuelle de l’infection des cellules eucaryotes par M. hyorhinis en présence de l’anticorps monoclonal anti-p70 serait une première indication en faveur de cette hypothèse. 

L’identification de la séquence complète de p70 après clonage permettrait de mieux caractériser la protéine et en particulier d’identifier d’éventuels motifs d’interaction. La transformation de bactéries proches de M. hyorhinis, mais non invasives, avec le gène de p70 normale ou mutée, pourrait offrir la démonstration directe de son rôle dans la pénétration cellulaire et permettre de définir les domaines de la protéine qui en sont responsables. 
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