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Présentation du laboratoire GEIHP

Le stage de BTS bio analyses et contrôles a été réalisé au sein du GEIHP, Groupe d'Étude des Interactions Hôtes-Pathogènes. L’axe de recherche du groupe porte sur l'écologie, la pathogénie et la résistance des microorganismes. Il se compose actuellement d’un chercheur INSERM, de 17 enseignants-chercheurs, de 6 IATOS (Ingénieurs, Techniciens, personnel de Santé) et de doctorants et comprend deux équipes :

– Infections respiratoires fongiques et mucoviscidose (Aspergillus et Scedosporium): dirigée par le Dr. Jean-Philippe Bouchara

– Bactéries multirésistantes, écologie, biologie et pathogénie de Mycobacterium ulcerans et Acinetobacter baumannii: dirigée par le Dr. Laurent Marsollier. 

Ces deux équipes sont implantées sur deux sites à la faculté de pharmacie, et au sein du CHU d’Angers. Le stage a été réalisé dans le groupe bactéries résistantes sur Mycobacterium ulcerans dirigé par Mr. Marsollier.

Le GEIHP d'Angers a été créé en 1992 par le Dr. Jean-Philippe BOUCHARA et le Dr. Dominique CHABASSE dont l'objectif était d'améliorer les connaissances sur les interactions Hôtes-Pathogènes et de développer de nouvelles techniques pour étudier les interactions de microorganismes avec leur hôte. Cette création s'est accompagnée d'une labellisation UPRES (Unité propre de Recherche, de l'Enseignement Supérieur – Equipe d'Accueil).

Le stage a été réalisé dans l’équipe groupe bactéries résistantes sur Mycobacterium ulcerans animé par Mr. Marsollier. La thématique de l’équipe travaillant sur M. ulcerans consiste à étudier à l’échelle cellulaire et moléculaire les interactions entre le bacille et ses hôtes en vue de développer de nouvelles stratégies préventives et thérapeutiques.

Différentes techniques sont  développées au laboratoire comme la culture de M.ulcerans sur milieu solide, la culture de neurones primaires issus d’hippocampes de rats nouveaux nés, des immunomarquages de neurones, imagerie au microscope à épifluorescence, électronique, à transmission et à balayage.
1 - Introduction

1.1 -  Les différents aspects de M. ulcerans, agent étiologique de l’ulcère de Buruli.
1.1.1 - Aspects épidémiologiques

L’ulcère de Buruli est causé par une mycobactérie : M. ulcerans. Cette maladie infectieuse est principalement cutanée et recensé dans plus de 30 pays, principalement dans les régions tropicales et subtropicales et subtropicales humides (Figure1). Les principaux foyers sont l’Australie, la Guyane française, la Papouasie-Nouvelle-Guinée et tout particulièrement l’Afrique de l’Ouest dans la région du golfe de Guinée où elle continue de s’étendre de façon endémique (Asiedu et al., 2000; Wansbrough-Jones & Phillips, 2006).
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Figure 1 : L’ulcère de Buruli, maladie présente en zone tropicale humide.

Ainsi, l’ulcère de Buruli est devenu la troisième mycobactériose la plus fréquemment rencontrée chez les sujets immunocompétents après la tuberculose et la lèpre. Il est clairement établi que cette infection connaît depuis le début des années 1980 une recrudescence notamment en Afrique. D’après les données de l’OMS de 2004, il a été enregistré 22 000 cas depuis 1978 en Côte d’Ivoire, 5 700 au Bénin depuis 1989 et 10 000 au Ghana depuis 1993. Dans ces 3 pays, l’ulcère de Buruli est la deuxième mycobactériose, après la tuberculose et avant la lèpre. L’incidence continue à augmenter, comme par exemple, au Bénin où le nombre de cas cumulés augmente de façon exponentielle depuis quinze ans (Figure 2).
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Figure 2 : Evolution du nombre de cas d’ulcère de Buruli (Source OMS)

(A) De nombreux cas ont été diagnostiqués entre 2002 et 2006 dans quatre pays endémiques : l’Australie, le Bénin, la Côte d’Ivoire et le Ghana

(B) le nombre de cas cumulés au Bénin entre 1992 et 2006 augmente de façon exponentielle.

50% des infections dues à cette maladie sont observés chez des enfants âgés de moins de quinze ans, sachant que ceux-ci représentent la plus grande partie de la population. La cause du pic juvénile serait multifactorielle associant, entre autre, l’immunité et le mode de transmission. Le deuxième pic, de moindre importance, est observé chez les personnes âgées. Il pourrait s’expliquer par une défaillance du système immunitaire ou par une réactivation d’une infection latente acquise durant l’enfance, comme il l’est observé dans le cas de la  lèpre et de la tuberculose (Flynn & Chan, 2001; Neyrolles et al., 2006; Orme, 2001). La localisation du bacille durant cette période de latence, si elle existe, demeure inconnue. Il n’y a pas de prédominance d’un sexe. Les jeunes présentent plus de lésions sur les membres inférieurs et ont plus de risques d’avoir des lésions multiples. Les adultes, eux, présentent plutôt des atteintes des membres supérieurs. Les disparités pourraient s’expliquer par des activités différentes dans l’environnement contaminant : pêches, rizicultures, lavages du linge et baignades (Debacker et al., 2004a; Debacker et al., 2004b).

Devant cette situation inquiétante, l’OMS a déclaré en 1998 l’ulcère de Buruli comme “maladie émergente” et a entrepris une initiative générale afin d’intensifier la surveillance, le contrôle de la maladie et la recherche dans le but de développer des nouveaux outils pour un diagnostic précoce, une prévention et un meilleur traitement.

1.1.2 - Aspects cliniques et traitements

Le diagnostic clinique de l’ulcère de Buruli est assez aisé sur des signes cliniques évocateurs comme les œdèmes et les ulcérations à bords décollées (Asiedu et al., 2000; Johnson et al., 2005). Il est par contre plus délicat sur les formes précoces (nodules), car ils existent plusieurs diagnostics différents (leishmanioses cutanées, nodules tumoraux…). La confirmation du diagnostique peut être réalisé par différentes méthodes, en laboratoires :

- Examen direct de frottis par la coloration de Zielh Neelsen (Figure 3) sur échantillons (biopsie, écouvillons, sérosités) : cette méthode permet de mettre en évidence les mycobactéries, mais elle n’est pas discriminative et est peu sensible (40 % environ).
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Figure 3 : Coloration de mycobactéries B.A.A.R (bacille acido alcolo résistant) par la coloration de Zielh Neelsen 

- Culture des bactéries M. ulcerans : à partir des écouvillons ou des biopsies, il forme des colonies jaunes facilement reconnaissables sur milieu de Löwenstein Jensen (Figure 4), mais la durée d’incubation est de longue durée (plusieurs semaines à plusieurs mois) et la contamination par d’autres microorganismes est courante. Cette méthode ne permet pas un diagnostic efficace, fiable (20 et 60 %) et utile pour le clinicien.
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Figure 4 : Culture de M.  ulcerans sur milieu Löwenstein-Jensen

- Détection de la bactérie par PCR : cette méthode d’amplification génique est sans aucun doute la plus spécifique, la plus rapide (deux jours) et la plus sensible (98%). Elle ne peut pas être utilisée en zone endémique en raison d’un matériel coûteux et non adapté au terrain.

Le développement d’un nouvel outil diagnostique simple et réalisable dans les zones endémiques est donc nécessaire.

Les premiers signes cliniques apparaissent quelques semaines à plusieurs mois après l’incubation de la bactérie. Quatre formes de début peuvent être observées : le nodule (Figure 5A), la papule (Figure 5B), la plaque (Figure 5C) et l’œdème (Figure 5D). La forme la plus fréquemment rencontrée  reste le nodule sous-cutané non douloureux, mesurant de un à deux centimètres de diamètre.

Il évolue ensuite par une ulcération cutanée, qui reste indolore malgré une extension de l’ulcération pouvant être très importante (Figure 6). L’aspect indolore, l’absence de fièvre, l’éloignement des hôpitaux et le coût des soins sont les causes d’une consultation tardive des patients. Les lésions non traitées peuvent alors atteindre les tissus sous jacents : les muscles, les tendons et les os. Après plusieurs mois, il peut y avoir un processus de cicatrisation spontanée. La nécrose se dissipe, l’ulcération diminue et se cicatrise en laissant des séquelles fibreuses et rétractiles empêchant le bon fonctionnement des membres et mettant en jeu un facteur esthétique responsable d’une importante stigmatisation. 

Les formes précoces de la maladie peuvent être traitées par antibiothérapie par une administration de rifampicine et de streptomycine pendant 4 à 8 semaines, sans recours à la chirurgie dans la moitié des cas (Chauty et al., 2007; Phillips et al., 2004). Néanmoins, ce traitement n’est pas adapté aux zones endémiques en raison des injections quotidiennes de la streptomycine pendant plusieurs semaines dues à une éventuelle réutilisation des aiguilles et aux effets secondaires de ces antibiotiques. Les formes ulcérées doivent être soignées par un traitement chirurgical associé à l’antibiothérapie, puis par une rééducation des membres. Malgré la chirurgie, les rechutes sont très nombreuses. Dans la plupart des pays endémiques, l’hospitalisation du malade engendre des conséquences socio-économiques dramatiques (déscolarisation, perte de salaires…) puisqu’elle requière un accès à un centre médical spécialisé pour une hospitalisation longue (3 à 6 mois), coûteuse, située à distance des foyers des patients et nécessitant la présence d’accompagnants. La prise en charge des malades demeure donc un problème majeur.

À l’heure actuelle, il n’existe pas de vaccin spécifique dirigé contre M. ulcerans. Différentes études avaient suggérées que la vaccination par BCG pouvait être protectrice à court terme ou contre les formes les plus graves (Anonymous, 1969; Portaels et al., 2002; Portaels et al., 2004). Récemment des études épidémiologiques ainsi que des études de laboratoire menées chez l’animal ne confirment pas ces observations. Des études épidémiologiques ainsi que des études de laboratoire ne confirment pas ces observations. Les travaux ayant essayé de développer un vaccin en utilisant des molécules dérivant du bacille ont échoué.
[image: image16.png]



[image: image17.png]



Figure 5 : Formes précoces cutanées de l’infection à M. ulcerans (Source OMS).

(A) Forme nodulaire
(B) Forme papulaire plutôt rencontrée en Australie
(C) Forme en plaque, délimitée par les pointillés
(D) Forme œdémateuse qui touche tout un bras

Figure 6 : Forme cutanée ulcérative de l’infection à M. uclerans. 
1.1.3 - Aspects bactériologique et  écologique

M.  ulcerans, agent étiologique de l’ulcère de Buruli, est une mycobactérie et possède donc les caractéristiques suivantes : les bacilles possèdent une paroi riche en lipides qui les rendent donc acido-alcoolo-résistants (B.A.A.R) et leur confèrent une grande résistance aux antiseptiques, à certains antibiotiques et aux macrophages. M. ulcerans est une mycobactérie environnementale à croissance lente. Son temps de génération a été évalué à 3,5 jours dans le modèle animal (Marsollier et al., 2003a; Marsollier et al., 2003b). La croissance in vitro est favorisée par une concentration réduite en oxygène et un pH situé entre 5,4 et 7,4  à des températures comprises entre 28°C et 32°C (Palomino et al., 1998; Palomino & Portaels, 1998). L’ajout d’extraits de plantes aquatiques dans le milieu de culture favorise également la croissance du bacille (Marsollier et al., 2004).
L’analyse du séquençage complet du génome de M. ulcerans montre que celui-ci est très proche de celui de M. marinum (près de 99% d’homologie) ce qui suggère que ces deux mycobactéries possèdent un même ancêtre commun proche. Cependant, M. ulcerans a la particularité de posséder un plasmide qui porte les gènes codant pour les enzymes responsables de la synthèse de la mycolactone, exotoxine de M. ulcerans. En plus de posséder ce plasmide, les souches de M. ulcerans ont perdu certains gènes, dits d’anti-virulence, comparées à M. marinum et M. tuberculosis, ce qui leur confèrent un avantage sélectif permettant vraisemblablement une dissémination du bacille dans de nouvelles niches écologiques. 

Concernant le mode de transmission, il n’est pas encore complètement défini. Il n’y a pas de transmission interhumaine du bacille et l’homme se contaminerait au contact de l’environnement aquatique, réservoir de la mycobactérie. Plusieurs études montrent que les punaises aquatiques carnassières sont un hôte et un vecteur probable de la bactérie (Marsollier et al., 2002; Marsollier et al., 2007d; Portaels et al., 1999; Portaels et al., 2008; Williamson et al., 2008). Dans l’environnement, les punaises aquatiques hébergent le bacille au sein de leurs glandes salivaires et peuvent le transmettre à l’homme lors de piqûres accidentelles.  D’ailleurs, des études de laboratoires ont démontrés que M. ulcerans est capable de se multiplier dans les glandes salivaires de ces insectes et d’être transmis à la souris par piqûre (Marsollier et al., 2002; Marsollier et al., 2005; Marsollier et al., 2007a; Marsollier et al., 2007c; Marsollier et al., 2007d; Mosi et al., 2008). Aussi, certaines plantes aquatiques constituent un support à la formation de biofilms, lesquelles pourraient être à l’origine de la contamination transitoire d’animaux aquatiques phytophages, proies des punaises carnassières (Marsollier et al., 2004; Marsollier et al., 2007c). (Figure 7).
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Figure 7 : Mode de transmission de M.  ulcerans.

Des mollusques aquatiques ou d’autres animaux phytophages sont des sources transitoires de M. ulcerans puisqu’ils se nourrissent de plantes servant de support aux biofilms formés par le bacille. Ces proies sont dévorées par les punaises aquatiques. Les bacilles s’établissent au niveau des glandes salivaires des insectes et s’y multiplient. Ils peuvent être transmis à l’homme lors de piqûres accidentelles (Marsollier et al., 2007b). 

1.2 - La mycolactone facteur de virulence de M. ulcerans, rôle dans l’hypoesthésie des lésions à M. ulcerans.
1.2.1 - La mycolactone, exotoxine de M. ulcerans
Les lésions cutanées sont causées par une exotoxine de la bactérie, nommée mycolactone, qui est le principal facteur de virulence de M. ulcerans connu à ce jour (George et al., 1998; George et al., 1999). En effet, l’injection de mycolactone purifiée dans la queue d’une souris provoque les mêmes lésions cutanées que l’inoculation des bactéries (George et al., 1999). Cette toxine a une activité cytotoxique (destruction cellulaire) et immunomodulatrice en diminuant la sécrétion de facteurs impliqués dans la phagocytose. Contrairement à la plupart des autres toxines bactériennes, la mycolactone n’est pas de nature protéique ou peptidique, mais lipidique (Figure 8). Du fait de sa structure lipidique et de sa petite taille, la toxine est très peu immunogène, et aucun anticorps dirigé contre elle n’a été obtenu, rendant sa détection difficile et l’échec du développement d’un vaccin anti-toxine. Les gènes codant pour les enzymes impliquées dans la synthèse de la toxine sont situés sur un plasmide géant (Stinear et al., 2004). Après sa synthèse, la toxine est excrétée dans le milieu extracellulaire dans des vésicules dérivant de la membrane bactérienne (Marsollier et al., 2007c).
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Figure 8 : La mycolactone (C44H70O9)
La mycolactone est également suspecté d’être impliquée dans l’hypoesthésie des lésions. En effet, malgré leur étendue, les lésions sont peu ou pas douloureuses. Mais lorsque les patients sont traités par antibiothérapie, les lésions deviennent douloureuses.
1.3 -  Etudes antérieures réalisées au laboratoire
Le laboratoire s’intéresse à l’hypoesthésie des lésions à M. ulcerans. L’hypothèse émise au laboratoire est que la mycolactone, toxine de M. ulcerans, serait responsable de l’hypoesthésie des lésiosn, en empêchant la transmission de l’influx nerveux (la douleur) par hyperpolarisation des neurones, sans nécessairement provoquer leur mort. De plus, il a été montré au laboratoire que M. ulcerans est capable de coloniser des neurones in vitro. 
Il a été montré qu’in vitro la mycolactone provoquerait une hyperpolarisation sur différents types cellulaires. Ces résultats suggèrent donc que la toxine pourrait agir sur les neurones, les hyperpolarisant et empêchant ainsi la propagation de l’influx nerveux. L’effet hyperpolarisant de la toxine sur les cellules peut être apprécié à l’aide d’un indicateur fluorescent du potentiel des membranes appelé DiSBAC. En utilisant l’effet hyperpolarisant de la toxine sur les cellules, un criblage de composés (issus d’une banque de 2500 composés), dont la cible cellulaire est connue, a été réalisé sur des macrophages. L’utilisation d’un microscope confocal à haut débit d’information a permis de mesurer la fluorescence des cellules  quinze minutes après l’ajout de composés, puis quinze minutes après l’ajout de la toxine. A chaque lecture, le microscope prend le même champ de cellules dans un puits, permettant ainsi de mesurer les variations de l’intensité de fluorescence des cellules. Les composés empêchant une diminution de la fluorescence, ont été sélectionnés. L’analyse des résultats a montré que le récepteur 2 à l’angiotensine 2 était un récepteur de la mycolactone impliquée dans l’effet hyperpolarisant de la toxine. L’activation de ce récepteur provoque la phosphorylation d’une protéine appelée SHP1.

1.4 - Objectif du stage
Le premier objectif de mon travail est de rechercher la présence ou non de M. ulcerans dans le tissu nerveux dans un modèle in vivo, afin de confirmer ou non les expériences réalisées in vitro.
Le second objectif de mon stage est de rechercher et de doser une protéine cellulaire, appelée SHP1, impliquée dans l’effet hyperpolarisant des cellules mises en présence de la mycolactone. 
2 - Matériels et méthodes

2.1 - Conditions d’élevage des souris
Les souris sont élevées dans des conditions standards d’élevage au SCAHU d’ Angers (Service Commun Animalerie Hospitalo-Universitaire). La pièce est maintenue à une température de 20°C (+/- 2°C) et une alternance jour nuit toutes les 12 heures. Les animaux ont un accès libre à la nourriture et à l'eau. Les animaux expérimentalement inoculés avec M.ulcerans sont placés dans des portoirs ventilés.
2.2 - Culture de M.  ulcerans

M. ulcerans est cultivé en milieu liquide (Middlebrook 7H9 Broth supplémenté de 10% d’OADC (OADC = Oleic Acid Albumin Dextrose Catalase) ou solide Middlebrook 7H10. La souche utilisée dans cette étude est fluroscente : la souche 08AU007-GFP (origine australienne). La souche M. ulcerans, exprimant l’eGFP, a été obtenue après transformation du plasmide pSM20 contenant la séquence de l’eGFP (enhanced Green Fluorescent Protéine) et une cassette de résistance à la kanamycine. La souche 08AU007-GFP est donc cultivée dans du milieu contenant de la kanamycine (50 µg/ml) afin que les bactéries transformées conservent le plasmide. Les bactéries sont incubées à une température de 30°C. 
 2.3 - Inoculation de M.  ulcerans 08AU007-GFP dans le modèle animal
A partir d’une culture de M. ulcerans sur milieu solide ou liquide, des suspensions sont réalisées à différentes concentrations bactériennes. La quantité de bacilles est évaluée par une PCR quantitative réalisée par un autre membre du laboratoire. Ces suspensions sont inoculées dans la queue ou le coussinet plantaire des souris. 
2.4 -  Prélèvement des tissus
Lors de l’apparition des lésions due à M. ulcerans, les souris sont sacrifiées à trois stades différents : rougeurs, œdèmes et ulcérations au niveau de la queue et/ou du coussinet plantaire droit des souris. La souris est sacrifiée sous CO2. Les tissus présentant des lésions à M. ulcerans (pattes ou queues) sont prélevés et congelés dans de l’azote liquide et conservé à – 80°C.
2.5 -  Préparation des échantillons pour la microscopie à fluorescence

Avant de réaliser des coupes histologiques des échantillons à l’aide d’un cryocut (cryostat LEICA CM 3050S), les tissus sont stabilisés dans l’enceinte à la température de       -30°C. Ils sont fixés sur le porte-objet grâce à une colle qui durcit au froid. Les coupes transversales de 10 µm sont déposées sur des lames (Superfrost et Superfrost Plus, Thermo scientific) compatibles avec l’immunomarquage. Après un séchage d’une heure à température ambiante, les coupes sont conservées à -80°C. Puis, avant l’utilisation, les lames sont séchées deux heures à température ambiante.
L'immunomarquage des coupes demande plusieurs étapes. Tout d'abord les coupes tissulaires sont lavées trois fois une minute au PBS. Ensuite les coupes sont fixées au PFA 4% pendant dix minutes. Trois lavages sont effectués au PBS puis une perméabilisation des coupes au Triton 0.2% dans du PBS pendant trois minutes est réalisée. Les coupes sont lavées trois fois au PBS pendant une minute. Puis une saturation des échantillons est réalisée avec de la BSA 3% dans du PBS, pendant trente minutes à température ambiante à l’obscurité, elles sont lavées trois fois au PBS pendant une minute. Ensuite l’anticorps primaire anti -3 tubuline  à la dilution 1/1000 ème et 1/2000 ème dans du BSA 3% est incubé pendant douze heures à l’obscurité.

Les coupes sont lavées trois fois au PBS puis l'anticorps secondaire, anti-IgG de lapin conjugué au fluorochrome TRITC, est  déposé à une dilution de 1/50ème dans du BSA 3% et incubé deux heures à l’obscurité. Puis ils sont rincés trois fois dans du PBS pendant une minute. Les coupes sont traités au NS ce colorant permettant  de diminuer l’auto fluorescence des tissus, il est filtré et dilué au 1/2 dans du glycérol pendant trois minutes. Les coupes tissulaires sont lavées trois fois une minute au PBS. Un milieu de montage (Vectashield contenant du DAPI colore les noyaux des cellules en bleu) est déposé sur les échantillons avant de les recouvrir d’une lamelle.  Les lames sont conservées à l’abri de la lumière à 4°C. 
L’observation de toutes les lames s’effectue à l’aide d’un microscope à épifluorescence (Leica DM5000 B).

2.6 - Recherche et quantification de la protéine SHP1 total

2.6.1 -  Extraction des protéines cellulaires
 Les cellules RAW (macrophages) sont cultivées sur plaque 12 puits à raison de 150 000 cellules par puits en milieu RPMI, contenant 10% de SVF. 24heures avant l’extraction des protéines, le milieu des cellules est remplacé par du RPMI sans SVF. Avant d’extraire les protéines, un lavage des cellules est effectué avec du PBS. Ensuite le tampon RIPA (annexe) est mis en contact avec les cellules. Ce tampon a pour rôle de lyser les cellules et donc de libérer les protéines cellulaires. La suspension obtenue est centrifugée à 4°C pendant  dix minutes à 10000g et le surnageant est prélevé et conservé à -20°C.
2.6.2 - Mise en évidence des protéines 
Un gel de polyacrilamide western blot est réalisé pour séparer les protéines suivant leur taille. Une plaque miniprotean comportant deux plaques de verres dans laquelle un premier gel à 15% de Tris-HCl est coulé. Ensuite, une seconde partie du gel de Tris-HCl à 5% est coulé et un peigne y est inséré. L’enceinte de la cuve à électrophorèse est remplie de tampon MOPS ou LAEMMLI, dans laquelle, on place le gel d’électrophorèse en polyacrilamide. Un marqueur de poids moléculaire sert de référence pour estimer la taille des protéines d'intérêts. Dans le puits adjacent, le mélange protéique obtenu précédemment est déposé. Préalablement dénaturées à 95°C pendant une minute, pour libérer leur groupement  sulfate, elles sont chargés négativement avec un agent réducteur, le SDS, et un agent de masse, le glycérol, qui augmente la poussée d’Archimède. Ce dépôt est réalisé en double,mais destinée à deux finalités différentes. Une première partie est mise en coloration au Bleu de Coomassie et l’autre partie est destinée à un transfert de protéine. Le gel comportant les deux parties est mis à migrer à 100 Volts pendant une heure. 
2.6.3 - Coloration au Bleu de Coomassie des protéines
Un premier gel, destiné à la coloration au bleu de Coomassie, est lavé à l’eau distillée trois fois pendant dix minutes, puis coloré au bleu de Coomassie pendant quelques minutes à quelques heures jusqu'à la révélation des bandes protéiques
2.6.4 - Transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose

Pour le deuxième gel destiné à être transféré sur la membrane en nitrocellulose, deux bandes de papier Wattman sont découpées, de taille égale à la partie du gel que l’on veut transférer et une bande de membrane de transfert de nitrocellulose hybond C extra de même taille. La cuve est remplie de tampon de transfert, le gel et la membrane de transfert sont tout deux en contact avec une bande de papier Wattman. Ce dispositif est immergé dans la cuve de transfert avec un barreau aimanté et migre pendant  trois heures à 0.2 Ampère. L‘intérêt de le membrane de nitrocellulose, c’est de permettre le transfert des protéines du gel sur la membrane. Le rôle du  papier Wattman est de ne pas mettre en contact direct le gel avec la mousse ce qui pourrait abîmer le gel et donc le transfert.
2.6.5 -  Immunomarquage de la protéine cible sur la membrane de transfert
Une fois que les protéines ont été transférées, du gel sur la membrane de transfert, la membrane est lavé avec du PBS/tween 20 à 0.05%. Ensuite une saturation est effectué par de la BSA, pendant une à deux heures à température ambiante, sous agitation, pour empêcher que l’anticorps primaire dirigé contre la protéine intérêt ne se fixe sur la membrane, qui est constitué de protéine et de créer des réactions parasites. Puis la membrane est lavée au PBS tween 20 à 0.05% pendant dix minutes trois fois. La membrane est immergée dans la solution anticorps primaire spécifique de la protéine cible dilué au 1/5000ème dans du PBS tween 20 à 0.05% et BSA 0.3% que l’on incube à 4C° sous agitation pendant douze heures. Ensuite la membrane est lavée trois fois au PBS 0.05% tween20 pendant dix minutes. La membrane est immergée dans une solution contenant des anticorps secondaire HRP spécifique de l’anticorps primaire dilué au 1/20000ème en tampon PBS contenant 0,05% de tween 20 et 0.3% de BSA pendant une heure à température ambiante sous agitation. 
2.6.6 - Révélation de la membrane de transfert

L’anticorps secondaire est mis en contact avec une solution de révélation, qui permet de mettre en évidence la chemiluminescence c'est-à-dire l’émission de photons de cet anticorps secondaire. Cette production de photons est  proportionnelle en fonction de la quantité d’anticorps secondaire donc de la protéine d’intérêt donc plus il y a de protéine cible plus la fluorescence sera intense. 
Une solution de révélation (Pierce ECL western blotting substrate) est déposée sur la membrane de transfert, et laissé en contact une minute, à l’obscurité. Puis, la membrane est placée à l’intérieur du CHEMIDOC pour une révélation en chemiluminescence par une caméra à haute résolution qui mesure le nombre de photons émis et restitue une image.
3 - Résultats et discussion
3.1 - Etude des coupes des différents tissus de souris infectées par M. ulcerans.
Le premier objectif était d’étudier les relations entre M. ulcerans et le tissu nerveux in vivo à différents stades de lésions, rougeurs, œdème et ulcération. Pour se faire, une inoculation de M. ulcerans au niveau de la queue et du coussinet plantaire des souris a été réalisée avec une souche de M. ulcerans 08AU007-GFP, exprimant une protéine fluorescente en vert. Des immunomarquages des coupes histologiques réalisées à partir de ces deux tissus ont été réalisé. Les fibres nerveuses ont été mises en évidence par un immunomarquage de la -3 tubuline, protéine spécifique des neurones. L’anticorps secondaire est conjugué au fluorochrome  TRITC (rouge). Les bactéries GFP (vert) marqué au FITC et les noyaux des cellules ont été marqués au DAPI (bleu). (Figure 9)
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Figure 9 : Relation entre les bacilles de la souche M. ulcerans 08AU007-GFP et les tissus nerveux.
Il a été montré qu’in vitro, M. ulcerans était capable de pénétrer dans les neurones. L’étape suivante a donc consisté à regarder si in vivo ce phénomène était rencontré. Des études histologiques ont été réalisées afin de détecter des bacilles dans le tissu nerveux, à proximité du point d’inoculation et de rechercher des atteintes neuronales.

Au niveau du coussinet plantaire, des souris infectées expérimentalement par la souche 08AU007-GFP de M. ulcerans, l’immunomarquage a permis de mettre en évidence des bacilles en très grand nombre dans les tissus présentant des lésions à M. ulcerans (oedèmes et ulcères) (Figure10-11-12-13). De nombreux agrégats bacillaires sont observés à proximité du point d’inoculation. L’immunomarquage de la β3-tubuline est spécifique des neurones et permet de mettre en évidence des faisceaux nerveux. De rares bacilles isolés sont retrouvés au niveau des faisceaux nerveux (Figure10-11-12-13). Le microscope à épifluorescence ne permet pas de faire de la colocalisation, c'est-à-dire d’affirmer que le bacille observé au niveau du faisceau nerveux se situe à l’intérieur. L’utilisation d’un microscope confocale est nécessaire, car il permet de reconstituer en trois dimensions des images de coupes successives. Une première lame a été observée au microscope confocal et les bacilles identifiés au niveau des faisceaux nerveux n’étaient pas à l’intérieur des cellules neuronales. D’autres lames doivent être observées afin d’affirmer au non  que des bacilles peuvent être capable de pénétrer ou non dans des faisceaux nerveux au niveau des tissus murins présentant une lésion à M. ulcerans. 
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Figure 10 : Relation  entre les bacilles de la souche M. ulcerans 08AU007-GFP et les tissus nerveux au niveau du coussinet plantaire droit au stade œdémateux.
Au niveau du point d’inoculation (coussinet plantaire droit) en (A) à l’objectif 10x  des amas de bacilles (vert) sont retrouvés en périphérie du tissus nerveux marqué au TRITC (rouge) dont les noyaux ont été marqué au DAPI (bleu), (B) et (C) et (D) grossissement de (A) à l’objectif 20,40 et 63X.

[image: image3]
Figure 11: Relation  entre les bacilles de la souche M. ulcerans 08AU007-GFP et les tissus nerveux au niveau du coussinet plantaire droit au stade œdémateux.

Au niveau du point d’inoculation (coussinet plantaire droit) au stade œdémateux en (A) à l’objectif 20x  des amas de bacilles (vert) sont retrouvés en périphérie du tissus nerveux marqué au TRITC (rouge) dont les noyaux ont été marqué au DAPI (bleu), (B) et (C) grossissement de (A) à l’objectif 40 et 63X. 
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Figure 12 : Relation  entre les bacilles de la souche M. ulcerans 08AU007-GFP et les tissus nerveux au niveau du coussinet plantaire droit au stade ulcératif.

Au niveau du point d’inoculation (coussinet plantaire droit) en (A) à l’objectif 10x  des amas de bacilles (vert) sont retrouvés en périphérie du tissus nerveux marqué au TRITC (rouge) dont les noyaux ont été marqué au DAPI (bleu), (B) et (C) et (D) grossissement de (A) à l’objectif 20,40 et 63X. Un bacille (D) est détecté dans le tissu nerveux du coussinet plantaire marqué au TRITC (rouge).
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Figure 13 : Relation  entre les bacilles de la souche M. ulcerans 08AU007-GFP et les tissus nerveux au niveau du coussinet plantaire droit au stade ulcératif.

Au niveau du point d’inoculation (queue) en (A), des amas de bacilles (vert) sont retrouvés en périphérie du tissus nerveux marqué au TRITC (rouge) dont les noyaux ont été marqué au DAPI (bleu), (B) et (C) sont des immunomarquages de queue au stade ulcératif et ulcératif avancé.

3.2 -Détection des protéines cellulaires SHP-1.
 
Le récepteur 2 à l’angiotensine 2 est un récepteur de la mycolactone impliquée dans l’effet hyperpolarisant de la toxine. L’activation de ce récepteur provoque la phosphorylation d’une protéine appelée SHP1.

Dans un premier temps, nous avons vérifié si l’anticorps secondaire anti-IGG de lapin couplé HRP était encore valide. Pour ce faire, nous avons fait migrer les protéines d’un serum de lapin puis avons fait un transfert. La membrane a été incubée avec de l’anticorps secondaire anti IGG de lapin. La présence de bandes après révélation en chemiluminescence dans le puit où le serum de lapin était présent confirme que l’anticorps secondaire est valide (figure 14).
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Figure 14 : Validation de l’anticorps secondaire IGG de lapin, couplé HRP.
Dans un second temps, la présence des protéines SHP1 a été détectée dans nos extraits de protéines cellulaires (Figure 15). La révélation de la membrane montre la présence de la protéine SHP1 dans les cellules. 
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Figure 15 : Révélation du mélange protéique obtenu à partir de cellules RAW.
A Extrait protéique dilué au 100ème 

B Extrait protéique dilué au 10ème 

C Extrait protéique pur

D Marqueur de poids moléculaire 
Perspectives : Les prochaines expériences vont consister à quantifier les protéines SHP1 sous leur forme phosphorylé et non phosphorylé dans des cellules qui auront été incubé avec de la mycolactone. En effet, il a été montré récemment au laboratoire que le récepteur 2 angiotensine 2 était une cible de la mycolactone. L’activation du récepteur 2 angiotensine 2 provoque la phosphorylation des protéines SHP1. La quantification de la forme SHP1 phosphorylé permettra de démontrer in vitro l’activation du récepteur 2 angiotensine 2 par la toxine.
Réflexion personnelle
Durant ce stage, la méthode pour séparer et identifier les protéines d’un mélange et de les doser par immunomarquage de la protéine cible a été appliqué. J’ai pu apprendre et maitriser plusieurs techniques, comme l’immunomarquage, la coupe de tissus histologiques au cryostat, l’observation de coupes au microscope à épifluorescence m’a été initié par une technicienne du laboratoire et une étudiante en thèse. J’ai pu  également être initié à la culture primaire de neurones issus d’hippocampes de rats nouveau-nés par une technicienne et une étudiante en thèse du laboratoire et également la technique du western blot  par mon maitre de stage.
Lors de mon stage, j’ai participé aux réunions de laboratoire où j’y ai présenté mon protocole expérimental. J’ai réalisé mon étude avec l’aide et les conseils d’une étudiante en thèse et d’une technicienne présente au laboratoire. 

Cela ma donné une bonne idée du fonctionnement d’un laboratoire, de la recherche, de la vie professionnelle et un aperçu de ce que je ferais plus tard.

Ce stage m’a permis d’acquérir et de maîtriser de nombreuses techniques et savoir faire dans différents domaines : l’expérimentation animale, culture cellulaire, colorations et immunomarquage, western blot, microscope à épifluorescence. J’ai pu me rendre compte du fonctionnement d’un laboratoire de recherche et de m’immerger dans une thématique de recherche. 

Ce stage m’a donné envie de poursuivre mes études afin de continuer à me former dans les différentes techniques de laboratoire.
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Annexe
Tampon RIPA
(Extraction protéines)
Conservation : aliquot à -20°C, au maximum 15 jours

	QSP
	50 ml H2O

	NaCl
	438,3mg

	Desoxycholate de Na
	250mg

	SDS
	50mg

	Tris B
	302,75mg

	OrthoV (4°C)
	9,2mg

	Fluorure de Na (NaF)
	105mg

	Triton X100
	500µl

	Pastille antiprotéase
	1
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