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RESUME

Leishmania infantum (L.1.) est responsable de leish-
maniose viscérale (LV) ou de leishmaniose cutanée
(LC). Des éludes précédentes failes au Honduras
nont pas montré de différences dans les profils
d'expression de differential display reverse trans-
criptase-polymerase chain reaction (DDRT-PCR)
entre les parasites LV et LC de Leishmania infan-
tum. Dans le but de comparer l'expression entre
des isolats de L.i. en Tunisie, une variante de cette
technique adaptée d'un kit commercial a été déve-
loppée impliquant des amorces aléatoires et mini-
exon ancrées pour isoler el identifier des ADNc
différentiellement affichés. Pour évaluer l'efficacité
de cette variante, 34 combinaisons ont été appli-
quées a 2 dilutions consécutives dADNc, qui pro-
viennent de cultures de promasligotes en fin de
Dhase exponentielle de croissance de deux isolats
Tunisiens, unviscéral (LV50) et un cutané (DREPI4).
Le choix de ce matériel assure l'observation des
différences parmi les ADNc élant donné les travaux
précédents chez celte espece. Les profils damplifica-
tion ont été comparés et analysés relativement au
nombre et au phénotype des bandes affichées obser-
vées parmi les différents profils d amplification qui
ont été tres similaires chez les 2 ADNc; 26 combinai-
sons ont généré un total de 6.8% de bandes diffé-
rentiellement affichées ayant des intensités varia-
bles ou étant présentesjabsentes, dans des propor-
tions comparables dans les 2 isolats. Les analyses
ont aussi démontré des différences dans lefficacité
de lamplification de quelques amorces, soulignant
l'impact qualitatif et quantitatif de la proximité
relative des sites damorcages sur les profils obser-

SUMMARY

Leishmania infantum (L.i) is responsible for
visceral (VL) or cutaneous (CL) leishmaniasis.
Previous studies done in Honduras by differential
display reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (DDRT-PCR) failed to demonstrate
differences in expression profiles among
L. infantum VL and CL parasites. For purpose of
comparing expression among L. infantum isolates
in Tunisia, a variant of this technique adapted
Sfrom a commercial kit was developed involving
pairs of random and anchored mini-exon
primers  for isolation and identification of
differentially displayed cDNAs.

To assess the efficiency of this variant, 34 pairs
were applied to 2 consecutive dilutions of
c¢DNAs from promastigotes at end of in vitro
exponential growth of 2 visceral (LV50) and
cutaneous (DREP14) isolates from Tunisia, thus
increasing chance for observing differences
among the cDNAs. Profiles were compared and
analyzed as regards number and phenotype of
bands displayed in 4 types of bighly similar
amplification profiles among the 2 cDNAs; 26
primer pair combinations generated in total
0.8% differentially displayed bands that had
variable intensities or were present/absent, in
comparable proportions in the 2 isolates. Analysis
[further demonstrated differences in amplification
efficiency of some primers, emphasizing on
qualitative and quantitative impact of relative
proximity of the priming sites. Nine present/
absent bands were cloned, sequenced and
analyzed in silico. Mismatches at priming sites
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vés. Neuf bandes présentesjabsentes ont été clonées,
séquencées et analysées in silico. Les misapparie-
ments aux siles damorcage semblent élre a la base
de l'amplification de telles bandes. Seulement cing
produits ont pu étre référés a des genes annotés.
Parmi les genes identifiés, nous énumérons 'histo-
ne H4, en grande partie connue pour étre différen-
tiellement exprimée parmi les stades de L., et
NTF2-like» pour lequel une surexpression a été ici
confirmée dans un des ADNc. Pour conclure, la
variante développée pourrait étre utilisée dans des
analyses d'expression chez Leishmania, avec loule-
fois une attention particuliere au sujet des faux

positifs.

Mots-clés: Leishmania infantum, DDRT-PCR, leishma-
niose viscérale, leishmaniose cutanée, ADNc.

seem to underlie amplification of such bands.
Only five products could be referred to annotated
gene. Among the genes identified, we list histone
H4, largely known to be differentially expressed
among L.i stages, and “NTF2-like” for which over-
expression in one cDNA was here confirmed. To
conclude, the variant developed could be used
further in Leishmania expression analysis with
appropriate cautions about false positives.

Key words: Leishmania infantum, DDRT-PCR, visceral
leishmaniasis, cutaneous leishmaniasis, cDNA.

INTRODUCTION

Les leishmanioses sont des maladies vectorielles
parasitaires a large distribution géographique, dues
a l'nfection par des protozoaires flagellés, apparte-
nant au genre Leishmania . Les leishmanioses se
regroupent sous trois grandes formes cliniques:
cutanée, cutanéo-muqueuse et viscérale. Au moins
20 especes de parasites sont pathogenes pour 'hom-
me. Différentes especes peuvent causer des formes
de maladies similaires (ex. la leishmaniose cutanée).
Inversement, une méme espece de leishmanie, telle
que Leishmania infantum, peut causer des lésions
aussi diverses qu'une leishmaniose viscérale ou une
leishmaniose cutanée 2.

Cette diversité de manifestations cliniques est due a
des mécanismes assez complexes régulant I'évolution
de l'infection. Différents facteurs interviennent dans
les manifestations leishmaniennes notamment les
facteurs environnementaux, les facteurs liés a 'hote
et les facteurs intrinseques au parasite. Pour identi-
fier de tels facteurs, diverses approches peuvent étre
considérées. Parmi celles-ci, le differential display
reverse lranscriptase-polymerase chain reaction
(DDRT-PCR) est une technique permettant un
criblage rapide des populations dARN différentes
entre deux échantillons biologiques différents?.
Lapproche DDRT-PCR a été utilisée pour mettre en
évidence des différences d'expression génique entre
formes virulentes ou atténuées de L. amazonensis *
ou entre divers stades de L. braziliensiss, L. major,
L. mexicana ou L. panamensis®. Cette approche a
aussi été appliquée pour identifier des transcrits

différentiellement exprimés entre isolats de L. major
associés a des présentations cliniques différentes °.
Son application a des parasites L. chagasi, espece
synonyme de L. infantum, responsables de leishma-
niose cutanée ou viscérale au Honduras n’a pas
montré de différences parmi ces isolats mais a
démontré la présence des différences entre eux et
des isolats méditerranéens causant la LV en Tunisie et
la LC en France . Cette similitude des profils au
Honduras est corrélée avec la similitude génétique
des parasites; I'observation de différences corrélées
avec lorigine géographique, souligne l'importance
d’aborder l'dentification de facteurs intrinseques de
L. infantum au sein d'une méme aire de transmission.
Dans le cadre de 'étude comparative de I'expression
chez des isolats Leishmania infantum responsable
de leishmaniose viscérale (IV) ou de leishmaniose
cutanée (LC) en Tunisie, notre objectif fut de déve-
lopper une approche en DDRT-PCR originale exploi-
tant la présence d’'un mini-exon au niveau des trans-
crits de Leishmania ou l'efficacité des protocoles mis
en place se mesurerait par l'observation de transcrits
différentiellement affichés.

Le principe du DDRT-PCR consiste a amplifier au
moyen d’'amorces aléatoires par la méthode de PCR
des séquences d’ADNc obtenues par transcription
inverse d'une population ’ARNm. Les fragments
d’ADNc amplifiés sont séparés par €lectrophorese
sur gel de polyacrylamide et les bandes différentielle-
ment affichées sont découpées, réamplifiées,
clonées et séquencées pour identifier les séquences
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correspondantes. Cette technique permet de réaliser
au méme moment, une analyse des genes sur- et
sous-exprimés au sein des deux populations ’ADNc.
La transcription chez Leishmania est polycistronique
et les transcrits spécifiques aux genes sont obtenus
par un phénomene de trans-épissage consistant en
l'adjonction a 'extrémité 5" de chaque ARNm mono-
cistronique en amont de la région 5'UTR non tradui-
te, d'une séquence ribonucléotidique encapsulée de
39 nucléotides appelée spliced leader (SL) ou mini-
exon. Contrairement a ce que suggere son nom, cette
séquence "mini-exon" n'est pas traduite mais elle est
nécessaire a la traduction de tous les ARN messagers.
Ce trans-épissage est couplé a la polyadénylation des
transcrits .

La variante, développée ici, consiste donc a amplifier
des ADNc synthétisés a partir d” oligodT par des
paires d'amorces constituées par un mini-exon ancré
et par une séquence arbitrairement définie. Cela a
l'avantage d'amplifier des transcrits qui chevauchent
les régions codantes des genes plutot que les régions
intergéniques. Par ailleurs, cette variante n'ayant
jamais ét¢ appliquée a Leishmania et comme les
travaux antérieurs n'ont pas montré de différences
entre isolats L. infantum d'une méme origine géo-
graphique (le Honduras) pour maximiser les chances
d'observer des bandes différentiellement affichées
nous avons eu recours a des promastigotes de culture
en fin de phase exponentielle ou différentes formes
de parasites sont présentes. Nous décrivons ici les
résultats de cette analyse qui a permis de confirmer
l'utilité de cette variante pour la détection de bandes
différentiellement affichées chez L. infantum.

MATERIEL ET METHODES

PARASITES

Pour cette étude, deux isolats de L. infantum
(MHOM/TN/96/DREP14; zymodeme MON-24) et
(MHOM/TN/94/1V50; zymodeme MON-01) ont été
utilisés: Tisolat LV50 induisant une leishmaniose
viscérale (LV) tandis que lisolat DREP14 induit une
leishmaniose cutanée (LC). Au cours de ce travail,
les parasites ont été décongelés et cultivés a une
température de 26°C sur du milieu biphasique a
base de sérum de lapin coagulé afin d'obtenir une
culture riche en parasites. Ces derniers ont été
ensuite transférés en milieu liquide Schneider’s
insect medium (Sigma-Aldrich, USA) additionné de
10% de sérum de veau foetal décomplémenté par
chauffage a 56°C pendant 30 min, de L-glutamine

(2mM), de pénicilline (100U/ml) et de streptomycine
(100g/ml).

EXTRACTION D’ARN ET TRAITEMENT

A LA DNAsel

LARN total a été extrait a partir de 2.108 parasites
issus de cultures récoltées en fin de phase logarith-
mique de croissance. Le culot parasitaire a été resus-
pendu dans 1ml de réactif TRIZOL (GIBCO BRL,
USA), et ensuite homogénéisé puis incubé a tempéra-
ture ambiante pendant Smin. 200ul de chloroforme
ont été ajoutés par millilitre de TRIZOL. Lextrait est
ensuite mélangé puis incubé pendant 3 min a tempé-
rature ambiante. Apres une centrifugation a 12000g
pendant 15min a 4°C, la phase aqueuse est récupé-
rée. TARN est précipité par I'ajout de 500 ul d'iso-
propanol; apres une incubation de 10min a tempéra-
ture ambiante, les échantillons d’ARN sont centrifu-
gés a 12000g pendant 15min a 4°C, les culots sont
lavés avec de l'éthanol 75%, séchés et resuspendus
dans leau traitée au DEPC, puis incubés a 65°C
pendant 10min pour faciliter leur solubilisation.

Un traitement a la déoxyribonucléase I (DNase
I- RNAse free, Boehringer Mannheim, Allemagne) a
suivi I'étape d'extraction garantissant ainsi I'absence
de toute contamination par 'TADN génomique dans
ces échantillons. La concentration de I'ARN a été
mesurée par spectrophotométrie a 260nm, la pré-
sence et la qualité de 'ARN total ont été examinées
sur un gel d'agarose a 1.2%. La présence des bandes
’ARN ribosomales 18S, 24Sa et 24Sp souligne une
bonne qualit¢ de I'ARN.

PURIFICATION DES ARNm ET SYNTHESE

DE LADNc

Les ARNm sont purifiés a partir ARN totaux traités
a la DNAse, par passages sur colonnes oligo(dT)-
cellulose a Tlaide du kit mRNA purification
(Amersham-Pharmacia). A deux microgrammes de
'ARNm sont ajoutés 2uM d’amorce oligo(dT);s.s
(Promega), 1ul de dNTPs (05uM chacun) et 94ul
d'eau RNase-free. Ce mélange est incubé a une tem-
pérature de 60°C pendant 15min suivi d’un refroidis-
sement rapide a 0°C. Au mélange sont additionnés
4ul de tampon 5X RT (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375
mM KCl, 15mM MgCl2) et 1ul Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (200U/ul)
(MMLV/RT, Invitrogen). Les fragments d’ADNc sont
ainsi synthétisés apres incubation a 42°C pendant
50min. La réaction est portée a une température de
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70°C pendant 15min pour inactiver la reverse
transcriptase; la qualit¢ de 'ADNc synthétisé est
controlée par une amplification par PCR d'un frag-
ment 2 la taille attendue de 808pb correspondant a
un fragment du gene de la a-tubuline qui est
exprimé de manicre constitutive chez les formes
promastigotes 213,

REACTIONS DE DIFFERENTIAL DISPLAY RT-PCR
Les ADNc synthétisés ont été amplifiés par PCR en
présence d'amorces P et ME (Tableau I) en utilisant
les composants du kit Delta™ Differential Display
(Clontech laboratories, USA). Les amorces corres-
pondent a2 9 amorces P aléatoires provenant du kit
Clontech et une sélection de 8 amorces ME (pour
mini-exon) composées des 23 nucléotides de lextré-
mité 3’ du mini-exon auquels nous avons ajouté une
ancre dinucléotidique (Tableau I). Deux dilutions
d’ADNc (a et b étant respectivement les dilutions
1/10 et 1/40 dADNC) ont été utilisées afin de vérifier
que la différence dans l'intensité de la bande choisie,

est sensible a l'effet de dilution de 'ADNc. Des réac-
tions de DDRT-PCR ont été effectuées dans un
mélange réactionnel de 20ul contenant 1yl d'ADNc
dilué a ou b, 20uM de I'amorce P, 20uM de 'amorce
ME, 1X de tampon PCR, 50uM de chaque dNTPs et
de 1ulde a-[»S] dATP (1000 Ci/mmole) (Amersham-
Pharmacia), 1X de I' ADN polymérase Advantage
KlenTaq (Advantage cDNA PCR Kit, Clontech labora-
tories). Lamplification est réalisée dans un thermo-
cycleur (Perkin-Elmer 2400) selon le programme
suivant : 1 cycle (5 min a 94°C, 5 min a 40°C et 5
min a 68°C) et 2 cycles (30 sec a 94°C, 30 sec 2 40°C
et 5 min a 68°C) 23 cycles (20 sec a 94°C, 30 sec a
X°C (cette température est fonction de 'amorce ME
(Tableau 1)), 2min a 68°C) et 1 élongation finale de
7 min a 68°C. Les ADNc amplifiés sont séparés par
électrophorese sur un gel de polyacrylamide déna-
turant a 6%. Apres l'électrophorese, le gel est séché
sur du papier Whatmann 3 MM puis ensuite exposé
a -70°C a des films autoradiographiques Biomax
MR (Eastman Kodak, Rochester, NY).

Tableau I: Les amorces oligonucléotidiques utilisées au cours des réactions de DDRT-PCR.

Nom de 'amorce Séquence: (5’ - 3’) T (°C)y*
ME1 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGCA 48
ME2 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGCT 46
ME3 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGCC 49
ME4 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGGA 47
MES GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGGC 49
ME6 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGAT 44
MES8 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGAC 44
ME10 GTATCAGTTTCTGTACTTTATTGTC 44

P1 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGA

P2 ATTAACCCTCACTAAATCGGTCATAG
P3 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTGG
P4 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG
P5 ATTAACCCTCACTAAAGATCTGACTG
P6 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG
P7 ATTAACCCTCACTAAATGCTGTATG
P8 ATTAACCCTCACTAAATGGAGCTGG
P9 ATTAACCCTCACTAAATGTGGCAGG
P10 ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC

* indique la température appliquée au cours de la réaction de DDRT-PCR qui est fonction de I'amorce ME employée. Les
amorces mini-exon (ME) congues lors de ce travail sont composées de la partie 3'du mini-exon représenté en gras par 23
nucléotides auxquels est ajoutée une ancre constituée par deux nucléotides, indiqués en italique. Les amorces P provien-
nent du kit Delta™ Differential Display (Clontech laboratories, USA). Elles different entre elles par les 8 a 10 nucléotides

3’ terminaux indiqués en italique.
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Les ADNc différentiellement exprimés sont visualisés
par autoradiographie. Le film est soigneusement
orienté sur le gel séché puis les bandes sélectionnées
comme différentiellement affichées sont poingon-
nées par des aiguilles a chacune de leur extrémité,
découpées du gel avec une lame de scalpel et incubées
a 100°C dans un microtube contenant 40ul d'eau
distillée pendant 5min puis refroidis. 7ul de chaque
ADN élué est réamplifié par PCR dans une réaction de
50ul avec les mémes paires d'amorces utilisées au
cours des réactions du DDRT-PCR, le programme
d’amplification est le suivant: 20 cycles (94°C pour
Imin, 60°C pendant Imin et 68°C pendant 2min).

CLONAGE ET SEQUENCAGE DES PRODUITS
PCR

Les fragments d’ADNc isolés et réamplifiés ont été
purifiés sur un gel d’agarose en utilisant le kit
QlAgen Extraction (Qiagen-France) puis ont été
insérés dans le plasmide pMOS en utilisant le kit
pMOSBIue blunt Ended Cloning suivant les recom-
mandations du fournisseur (Amersham HVD-
Grece). Les cellules compétentes MOSBlue transfor-
mées sont cultivées sur du milieu Luria Bertani (LB)
agar contenant 50ug/ml d'ampicilline, 50ug/ml d’X-
Gal et 100mM d'IPTG. Les colonies contenant le
plasmide recombinant ont été criblées par la techni-
que colony-PCR. Les plasmides recombinants ont
été purifiés en utilisant le kit miniprep (Qiagen,
Hilden, Allemagne). Les inserts ont été séquencés en
utilisant les amorces présentes sur le vecteur pMOS:
T7 (5'-CTAATACGACTCACTATAGGG-3") et U9
(5-TTTTCCCAGTCACGACGT-3") a I'aide du kit ABI
Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Perkin-Elmer) sur un séquenceur automa-
tique DNA sequencer ABI 377 (Perkin-Elmer).

ANALYSE IN SILICO DES TRANSCRITS
SELECTIONNES

Les séquences ont ét¢ nettoyées a Iaide du logiciel
Vecscreen (http://www.ncbi.nlm.gov/VecScreen/
VecSreen.html), puis ont ét¢ analysées par le pro-
gramme BLAST sur le site NCBI (http:/www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast/BLAST.cgi) et omniBLAST sur le
site. GeneDB  (http:/www.genedb.org) visant 2
rechercher une homologie a ces séquences dans les
bases de données. Lannotation et la localisation
génomique des séquences ont été visualisées au
moyen du logiciel Artemis (http:/www.sanger.ac.
uk/SoftwareArtemis) .

REACTIONS DE RT-PCR ET QUANTIFICATION

DES SIGNAUX

Dans le but de confirmer I'expression différentielle du
gene NTF2 identifié par DDRT-PCR et de quantifier
son niveau dexpression, une technique de reverse
transcription polymerase chain reaction semi-quanti-
tative (RT-PCR) a ét¢ réalisée sur les ADNc issus
disolats ciblant le gene codant NTF2 et le gene
controle de I'o-tubuline avec les amorces respectives
NTF2F:5’-GTCCATAACAACGGAATCGAA-3;
NTF2R:5-ATACCAGGAACCTGCGACTG-3" et
TUBF:5"-ATGCGTGAGGCTATCTGCATC-3;
TUBR: 5-GTCAGCACGAAGTGGATGCGC-3..
Les Sul des réactions de PCR contiennent 1ul d’ADNc
de parasites ou 50 ng dADN génomique (comme
controle positif), 200uM de chaque dNTP, 10X de
tampon (Amersham HDV-Grece), 30pmol d'amorces
sens et antisens et 1,5 unités de Taq polymérase
(Amersham HDV-Grece).

Apres une dénaturation initiale de 3min a 94°C les
cycles sont: 25X (1 min a 94°C, 30 sec a 55°C, 2min a
72°C) pour les amorces NTF2 suivie d’'une élongation
finale de 2min a 72°C; 25X (Imin a 94°C, 1min a
53°C, 2min a 72°C) pour les amorces TUB suivie
également d’une élongation finale de 2min a 72°C.
Les produits PCR ont été analysés sur gel d’agarose
1% contenant 05ug/ml de bromure d'éthidium.
Lanalyse a été faite en triplicate a partir de trois sets
d’ADNc différents provenant soit du méme culot
parasitaire ou d'un culot parasitaire différent. La PCR
o-tubuline a été faite plusieurs fois pour sassurer du
maintien de la qualit¢ des ADNc.

Les photographies polaroids des gels d'agarose de
toutes les expériences ont été scannées et l'intensité
de la bande a été analysée en utilisant le programme
image]J de NIH (version 14) (http:/www.rsh.info.nih.
gov/iji/). Lanalyse statistique a été faite en utilisant
un logiciel d’analyse statistique S plus (version 6.2) en
appliquant le test paired t-test pour comparer le
logarithme de l'intensité de la bande entre les isolats.
Ce test compare la différence des moyennes avec
zéro. 1l est calculé selon I'équation suivante :

d
t=_s

Vi

ou d est la moyenne de différence, s est la variance
des échantillons, n et t représentent respectivement
la taille de 'échantillonnage et le student test.
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RESULTATS

PLUSIEURS TYPES DE PROFILS D’AMPLIFICA-
TION SONT OBSERVES

Une nouvelle variante de la technique de DDRT-
PCR a été envisagée pour 'amplification ’ADNc de
Leishmania, et plus particulicrement de L.
infantum. Nous avons utilisé au total 34
combinaisons d’amorces (MEnPm) pour amplifier
des ADNcs synthétisés a partir ’ARNm provenant
de promastigotes en fin de phase logarithmique de
croissance issus de cultures de 2 isolats DREP14,
d'origine cutanée et LV50 d’origine viscérale. Les

ME3P3
|

MESPFS

produits amplifiés ont été séparés sur un gel de
polyacrylamide a 6% en condition dénaturante
puis analysés par autoradiographie comme illustrée
sur la figure 1, les profils observés avec chaque
combinaison d’amorce sont tres différents de tous
les autres méme ceux engageant une méme
amorce. Ces profils sont tres similaires entre les 2
isolats avec cependant des différences objectivées
par la présence de bandes différentiellement
affichées (ou tags) qui sont de type «présente/
absente», ou ayant une intensité variable sensible a
l'effet de dilution.

MESET

| 1 f

DREEPI4 LVS) DEEPIE VS DREP1S LVSD
b a b a b a

b a b a b

Bande MESPS/3- 1]

Bande MESPS/3-2

Bande MESPI -

Bande MESPT/3-5

Figure 1. Autoradiographie d’un gel de polyacrylamide 6% de réactions de Differential Display appliquées sur deux
isolats cutané LV50 et viscéral DREP14 de L. infantum au stade promastigote. La figure illustre a titre d’exemples des
comparaisons de profils d'amplification de transcrits obtenus avec des combinaisons d’amorces P et les amorces mini-
exon ME. Les combinaisons représentées ici sont MESP5, MESPS et MESP7. Les bandes d'intérét différentiellement
affichées sont encadrées sur la figure : parmi ces bandes, 4 ont été sélectionnées (MESP5/3-1, MESP5/3-2, MESP7/3-4 et
MES5P7/3-5) qui sont visibles uniquement chez l'isolat cutané DREP14 et 8 bandes a intensité variable sont indiquées par
une astérix (*).(a) et (b) correspondent aux deux dilutions de '’ADNc (1/10 et 1/40). Les fleches indiquent la position des
bandes différentiellement affichées sur le gel. Le code de la bande correspond a la combinaison d’amorces ayant servi
a son obtention suivie du numéro qui lui a été attribué. Seules quelques bandes ont été indiquées pour permettre la
lisibilité de la figure.
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Quatre types de profil damplification se dégagent
avec les 34 combinaisons testées (Figure 2): 26 d'en-
tre elles révelent une différence de profil d'amplifica-
tion entre lisolat V50 et DREP14, dont 4 (ME3P2,
MESP3, ME1P4, ME8P7) présentent des différences
de type « présence/absence», 12 (MEGP6, MEGP4,
ME10P4, ME4P4, ME3P9, ME6P5, MESP9, MESPS,
MESP10, ME10P5, ME1P5, MESPG) génerent un profil
avec des bandes a intensité variable et 10 (ME4P5,
ME2P4, ME2P9, MESP4, MESPS, MESPS, ME4PY,
ME8P6, MESP9, MESP7) présentent les deux types de
différences. Les huit autres combinaisons (MESP4,
MESP2, ME2P5, ME3P1, MESP1, ME3P4, MEI10PG,
ME1P9) ont présenté un profil identique entre I'isolat
LV50 et DREP14.

DES DIFFERENCES D’AFFICHAGE NOTABLES

SONT OBSERVEES ENTRE LES DEUX ISOLATS
Le nombre de bandes totales ainsi que le nombre de
bandes différentiellement affichées, ont été comptés
et portés sur un diagramme en fonction des isolats
(Figure 2). Les 34 combinaisons ont amplifié 1703
bandes au moins (Figure 2), qui se répartissent
comme suit : 1587 bandes ont présenté des intensités

1404

[zZ3 Nombre de bandes a intensité variable (IV50)
= Nombre de bandes a intensité variable (DREP14)
1204  £ZZ3a Nombre de bandes "absence/présence” (IV50)
mmmm Nombre de bandes "absence/présence” (DREP14)
—e— Nombre total de bandes
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comparables entre les deux isolats, soit 93.1% et
116 bandes ont affiché des intensités différentes
soit 6.8%.

Les différences d'affichage (display) observées pour
ces 116 bandes distinguent 2 classes (Figure 2): la
premiere concerne 35 bandes ayant un phénotype de
type «présence/absence» (soit 30.2%), et la deuxieme
représente les 81 autres bandes ayant des intensités
variables (soit 69.8%).

Des différences qualitatives entre les profils d’affi-
chage des 2 isolats cultivés ont aussi été observées
selon les combinaisons d’amorces utilisées. Certaines
ont amplifié des bandes différentiellement affichées
uniquement chez l'isolat LC (ME5P5, ME4P9, MESP9,
MES5P7) ou chez lisolat IV (ME4P5). D'autres ont
généré un seul type de bandes : a intensité variable
uniquement avec les ADNc de la culture DREP14
(MEGP9, ME4P4, ME3P9, MEGPS, MESP9, MESPS) ou
avec ceux de la culture IV50 (MEGP4, ME10P4, ME1PS,
MES5P6). ME3P2 a généré un profil pauvre en bandes
et la seule bande différentiellement affichée a été
observée avec LV50. D'autres combinaisons ont
amplifié chez les 2 isolats soit des bandes présentes/
absentes (MESP3, ME1P4, MESP7) soit des bandes a
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T
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Figure 2. Représentation des résultats des réactions de DDRT-PCR obtenus par combinaisons d’amorces et par isolat.
Les 34 combinaisons utilisées ont mené a ['obtention d’un total de 1703 bandes dont 116 bandes d’intérét. Le nombre de
bandes totales et d'intérét comprenant les bandes a intensité variable et les bandes «absente/présente» a varié
respectivement de 1 a 118, de 1 a 13, de 1 a 11, de 1 a 6 en fonction de la combinaison utilisée.
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intensité variable (MESP10, ME10P5). Enfin les 5
combinaisons (ME8P6, MESP9, MESP4, ME2PY,
ME2P4) ont généré chez les 2 isolats les différents
types de bandes différentiellement affichées.

Seule MESP6 a donné lieu aux 4 types de bandes
différentiellement affichées; avec les 4 autres seuls 3
types de bandes sur 4 ont été observés (Figure 2).
Nous avons aussi constaté la présence d’un nombre

de bandes différentiellement affichées supérieur au
sein de l'isolat LC par rapport a l'isolat IV. En effet,
le nombre total de bandes différentiellement affi-
chées s'éleve a 49 pour lisolat IV contre 67 pour
I'isolat LC. Les proportions des deux types de bandes
pour chaque isolat ont néanmoins ét¢ comparables
avec 70% pour les différences d’intensité contre 30%
pour la «présence/absence» (Tableau 1II).

Tableau II: Répartition des bandes différentiellement affichées selon Uisolat de L.infantum.

Nombre de bandes

Nombre de bandes

Isolat a intensité variable «présente/absente» Total

V50 34(693 %) 15 (30.6 %) 49 (423 %)
DREP14 47.(70.1%) 20 (29.8 %) 67 (51.7.%)
Total 81 (69.8%) 35 (30.2 %) 116 (100%)

Les 34 combinaisons d'amorces ont été utilisées au cours des réactions du DDRT-PCR en présence des ADNc issus des isolats viscéral
LV50 et cutané DREP14 de L. infantum au stade promastigote en fin de phase logarithmique de croissance. Au total, 1703 bandes ont été
obtenues dont 116 différentiellement affichées sur les criteres de degré d'intensité (81) ou d'absence/présence (35). Les pourcentages sont
rapportés soit au nombre total de bandes observées pour chaque isolat (en italique) soit au nombre total de bandes différentiellement

affichées observées (soulignés).

LE CHOIX DES AMORCES ET LEUR ASSOCIA-
TION CONDITIONNE LA QUALITE DES PRO-
FILS ET COBSERVATION DES DIFFERENCES
D’AFFICHAGE ENTRE LES ISOLATS

Afin de comprendre la part relative de chacune des
amorces dans les profils observés, les résultats ont
été analysés en portant le nombre des différentes
bandes observées sur un tableau croisant les amorces
P aux amorces ME (Tableau III). Cette analyse
représentée dans le tableau Il illustre la part relative
de chacune des amorces dans les profils observés.
Lors de ce travail, une amorce ME donnée a été
engagée au moins 3 fois dans une réaction de DDRT-
PCR alors qu'une amorce P a été utilisée au moins 1
fois. On constate ensuite que toutes les amorces sauf
une (P1) ont généré des profils damplification
comportant de bandes différentiellement affichées.
La fréquence de ces profils a vari¢ selon les amorces
entre 05 et 1 avec une moyenne de 0.77 pour les
amorces ME et 0.86 pour les amorces P. Les amorces
ME4, ME6, MES et P7, engagées dans plus d’une
réaction n'ont généré que ce type de profils.

Le nombre moyen de bandes différentiellement
affichées ainsi que le nombre moyen de bandes
amplifiées au sein d’un profil ont été aussi variables
selon les amorces. Le nombre moyen le plus bas de
bandes d'intérét a été observé avec les amorces P2 et
ME3 alors que les amorces MEG et P2 ont donné lieu

au nombre moyen le plus bas de bandes amplifiées.
Ces mémes amorces ont cependant généré des
bandes d'intérét avec une proportion de 10% environ.
Le nombre total de bandes amplifiées le plus ¢élevé a
été observé avec les amorces MES, MES et P9 chacune
générant 23% a 33% des bandes obtenues au total
lors de cette étude. Cela peut étre associé au fait que
ces amorces ont été engagées respectivement dans
11 ou 7 des combinaisons testées. Néanmoins des
amorces testées dans 2 combinaisons seulement
telles que ME4 ou P6 ont généré chacune pres de 12
% des bandes obtenues au total. Les 4 amorces ME4,
MES, MES et ME1 ayant les ancres GA, GC, AC et CA
ont généré plus de 79 % de bandes amplifiées au total
avec plus de 55 bandes obtenues en moyenne par
amorce P testée. 73 % des bandes d'intérét ont aussi
été obtenues avec ces amorces. Les 6 amorces P9, P8,
P7, P6, P5 et P4 ont généré quant a elles pres de 84%
du total des bandes amplifiées et environ 93% des
bandes dintérét. Cependant, pour chacune des
amorces ME ou P la proportion de bandes amplifiées
ou différentiellement affichées a été variable selon la
combinaison ou elles sont engagées méme celles
concernant les 10 amorces les plus prolifiques.

Il semble donc que certaines ancres et certaines
amorces soient plus représentées que d'autres au
niveau des transcrits. Il apparait aussi évident que
chaque amorce contribue aux profils obtenus.
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La complexité des profils et la présence de bandes
différentiellement affichées dépendent donc du
choix des amorces et de leur association. En plus de
I'abondance relative des transcrits comme principe
de base a la réaction de DDRT-PCR, les profils obtenus
avec des combinaisons d’amorces dépendent aussi
de la proximité relative des séquences d’ancrage de
ces amorces.

LE SEQUENCAGE DES TAGS PRESENTS OU
ABSENTS REVELE DES SITES D’AMORCAGE
POTENTIELLEMENT POLYMORPHES

Notre étude s'est focalisée ensuite sur les bandes
(ou tags) ayant un phénotype «présent/absent» afin
de comprendre le mécanisme ayant permis de les
générer. Neuf des 35 bandes observées ont été
découpées des gels, réamplifiées par PCR en
présence de la combinaison d'amorces leur
correspondant, clonées dans le vecteur pMOS et
séquencées. Cing bandes proviennent de I'isolat
cutané DREP14 et 4 de I'isolat viscéral LV50.

Les séquences de ces tags ont été purifiées de celles
du vecteur et ont été soumises a des recherches
d’homologies sur le génome de lisolat séquencé
(MCAN/ES/98/LLM-877) de Leishmania infantum.
Elles ont toutes généré des hits significatifs. Nous
nous sommes intéressés aux sites d’ancrage
potentiel des amorces sur les sites génomiques
homologues aux tags clonés afin de vérifier si des
différences au niveau des sites d’amorcage
permettent d’expliquer les phénotypes présents ou
absents observés. Les résultats de cette analyse sont
portés sur le tableau IV.

Tous les tags clonés ont généré un hit significatif
sur le génome de Leishmania infantum. Sur les 15
extrémités séquencées et comparées, 9 correspon-
dent aux sites d’ancrage ME et 6 aux sites P. Cing
ancres ME et 5 ancres P ont présenté des misappa-
riements avec les séquences homologues du géno-
me de lisolat séquencé, qui constituent donc des
sites potentiellement polymorphes parmi les
différents isolats de Leishmania infantum. Ces
polymorphismes semblent indépendants de
l'origine clinique de I'isolat. La distance séparant
I'ancre mini-exon de 'ATG codant s'étend de 27 a
165 nucléotides. Concernant, la taille de la séquence
nucléotidique d’ancrage de l'amorce aléatoire P,
celle-ci varie de 5 a 9 nucléotides pour une amorce
alabase composée de 25 a 26 nucléotides qui inclut
une ancre variable de 9 a 10 nucléotides.

PARMI LES TAGS PRESENTS/ABSENTS SELEC-
TIONNES, ON IDENTIFIE DES ERREURS PRO-
BABLES D’AMORCAGE ET DES SEQUENCES
DIFFERENTIELLEMENT EXPRIMEES

Les 9 séquences obtenues ont été analysées par les
programmes BLAST et Artemis utilisant la base de
données GeneDB du projet génome de L. infantum
(MCAN/ES/98/LLM-877) (http:/www.genedb.org)
afin de les identifier et de déduire leur annotation
(Tableau V). Les pourcentages d’homologie de
ensemble des tags ont varié de 95 a 100 %. La
taille des fragments appariés in silico a varié de
111 2 672 pb (Tableau V).

Huit séquences correspondant chacune a un site
génomique sont présentes sur 7 chromosomes. La
9eme - constituée par le tag 9-2 a reconnu 8 sites
génomiques, éparpillés sur 7 chromosomes. Au
total, 16 sites génomiques répertoriés sur 14
chromosomes correspondent aux 9 séquences. Les
tags 9-12 et 9-1 sont cartographiés sur un meéme
chromosome. La présence de mini-exon est
confirmée au niveau de tous les tags, néanmoins 5
séquences seulement sur les 9 correspondent a des
séquences annotées comme €étant codantes.

Les résultats ont montré pour les 5 tags isolés a
partir del'isolat cutané DREP14 que 4 correspondent
a des séquences codantes alors que le 5¢me (tag 9-1)
a chevauché une région non annotée comme
codante. Concernant les tags isolés a partir de
LV50: le tag 9-10 chevauche un gene alors que les
3 autres ont chevauché des régions non annotées
(Tableau V).

Le tag 9-2 qui a généré 8 hits correspond 4 un gene
répété, dispersé, et comporte la séquence codante
complete du gene histone H4 ainsi qu’une portion de
séquence située entre le mini-exon et le codon d'ini-
tiation, retrouvée uniquement sur le hit du chromo-
some 36 mais absente chez les 6 autres chromoso-
mes. La valeur de E-value la plus faible est aussi
obtenue pour la séquence du chromosome 36 qui
correspond ainsi tres probablement a 'ADNc sélec-
tionné (Tableau V). Il est un fait admis que les histo-
nes H4 subissent une régulation de leur expression
génique au cours des stades de développement du
parasite Leishmania. 11 est possible de considérer
que nous avons sélectionné par DDRT-PCR un gene
qui est différentiellement exprimé entre stades
du parasite, ce qui est compatible avec le choix
d'utiliser des cultures en fin de phase exponentielle
de croissance.
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Nous avons par ailleurs confirmé I'observation faite
relative au gene identifié via le tag 9-12 qui code pour
une protéine apparentée au facteur de transport
nucléaire 2 (NTF2-like) par une RT-PCR semi-quanti-
tative comme on peut le voir sur la figure 3 illustrant
l'amplification des ADNc ayant permis d'effectuer les
criblages DDRT-PCR. Le signal damplification est

plus intense chez lisolat DREP14 que chez Tisolat
LV50 alors qu’il est équivalent pour le gene codant
pour la tubuline alpha. Ces signaux quantifiés sur
trois mesures effectuées chacune en triplicate sur un
total de deux préparations indépendantes ’ARN ont
conclu 2 une surexpression statistiquement significa-
tive chez DREP14 (p-value = 0.0115).

LV50 DREP14 LV50
ADNe ADNg

DEEP14
M ADNg ADHg  ADNe ADNg

M ADNe ADNg

H08 pb
A5iph

Figure 3. RT-PCR sur des transcrits codant pour une NTF2-like et 'a-tubuline a partir d’ADNc issus de formes
promastigoles des isolats LV50 (viscéral) et DREP 14(cutané) de L. infantum. Des réactions de RT-PCR ont élé effectuées
en utilisant des quantités comparables d’ ADNc synthétisés a partir de promastigotes pris en fin de phase logarithmique
de croissance des isolats IV50 et DREP14. Les pistes (ADNc), (ADNg) et (-) correspondent a 'ADN complémentaire et a
I’ADN génomique des isolats étudiés. ’ADN génomique des isolats constitue le controle positif de l'amplification. Les
deux panneaux correspondent respectivement aux produits damplification des transcrits des genes LinJ10_V3.0900
(NTF2-like) et LinJ13_V3.0330 (o-tubuline) utilisé comme controle d'amplification pour I'expression constitutive dans
les promastigotes, respectivement amplifiés par les paires d'amorce NTF2F et NTF2R, TubF et TubR. M correspond au

marqueur de taille de 100 pb. La taille des bandes amplifiées est indiquée sur la partie gauche de la figure.

DISCUSSION

Dans le cadre de ce travail, nous avons développé
une variante de la technique Differential Display
RT-PCR. A cet effet, nous avons utilisé des ARNm
purifiés qui ont été rétrotranscrits grace a des amor-
ces oligodT. Les ADNc ainsi obtenus ont ét¢ amplifiés
grace a 2 types d'amorces: ME, qui correspondent a
des séquences du mini-exon ancré, et P fournies par
le kit commercialisé par Clontech.

Lamplification est réalisée en modifiant les condi-
tions préconisées par le fournisseur en présence
d'un nucléotide radiomarqué au S pour visualiser
les produits par autoradiographie.

La particularit¢ de cette nouvelle variante de la
DDRT-PCR réside dans le choix des amorces ME afin
que la plupart des produits amplifiés contiennent
lextrémité 5' des ARN messagers. Lintérét étant de
cibler d'une part des genes spécifiques de Leishmania
(en particulier, lorsque d’autre messagers sont pré-
sents), et d'autre part les genes qui sont réellement
exprimés et représentatifs d’'une sous-population de
messagers 2 un moment donné sélectionnée via les
ancres des amorces ME. Lobjectif ici est d'améliorer

le criblage des ADNc différentiellement exprimés en
ciblant plus spécifiquement la partie 5’ des genes. En
effet, la diversité dans le choix des ancres augmente
la sensibilité du criblage, en permettant d’augmenter
la représentativit¢ des diverses sous-populations
d’ARNm. Chacune des amorces utilisées a généré
des profils d'amplifications différents. Par ailleurs,
la plupart des amorces ME testées lors de ce travail
ont généré des bandes différentiellement amplifiées.
Beaucoup de variations du protocole original DDRT-
PCR ont été publiées visant a réduire le nombre
de faux positifs dont la cause serait l'utilisation
d’'amorces aléatoires courtes . D’autres études se
sont aussi attachées a améliorer la technique en
modifiant également la séquence nucléotidique de
leurs amorces en fonction de leur matériel biologi-
que, en y intégrant par exemple des motifs propres a
lespece étudiée o, Nous avons utilisé ici des amorces
P fournies avec un kit optimisant I'obtention de vrais
signaux positifs chez les cellules eucaryotes et préco-
nisant l'utilisation de deux dilutions dADNc par
échantillon afin de sassurer que le signal obtenu
réponde 2 la différence de concentration, ce qui
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limiterait la sélection de faux positifs. Les amorces
mini-exons sont spécifiques des Leishmanies.

Lors de notre étude, plusieurs types de profils d'am-
plification ont été obtenus: dans le premier, nous
constatons l'absence de bandes différentiellement
affichées; dans les autres cas, I'analyse met en valeur
la présence de bandes présentes/absentes ainsi que
des bandes d'intensité variable chez les deux isolats.
Ainsi, plusieurs des transcrits observés avaient des
intensités relatives plus élevées dans lisolat viscéral
que dans lisolat cutané ou réciproquement. Cette
analyse a aussi dégagé des profils plus ou moins
riches en bandes différentiellement affichées.
Certaines combinaisons d’amorces ont été plus «pro-
lifiques» que d'autres telles que PIME4, P7TMES et
P3MES.

Les profils observés dépendent des couples d’amor-
ces utilisés chaque amorce contribuant de maniere
aussi importante que lautre. Ils refletent 'abondance
relative des séquences composant les amorces P au
niveau des ARN messagers et leur proximité aux sites
accepteurs de trans-épissage qui vont constituer I'an-
cre du mini-exon. Ils dépendent probablement aussi
des isolats utilisés. On a ainsi observé plus de bandes
différentiellement affichées chez l'isolat DREP14 que
chez lisolat IV50, 58% versus 42%. Néanmoins, les
proportions des 2 types de bandes sont conservées
entre les deux isolats avec 30% de bandes présentes
ou absentes chez I'un ou l'autre des isolats.

Parmi les mécanismes relatifs a l'obtention de bandes
«absentes versus présentes», la présence de différen-
ces au niveau du site damorcage semble majeure.
Ainsi, 75 % des extrémités séquencées ont comporté
des misappariements avec le génome séquencé d'un
isolat canin de L. infantum. La proportion compara-
ble des types de bandes observées pour chaque
isolat est un autre argument qui étaye cette hypo-
these. Néanmoins, on ne peut pas exclure des évene-
ments d’hybridation non spécifiques des amorces
aux ADNc donnant lieu a des signaux faussement
positifs. La sélection de séquences non annotées
comme codantes parmi cette catégorie de bandes est
en faveur de cela. Il semble probable que les 2 hypo-
theses contribuent a leur observation. La présence de
bandes différentiellement exprimées est par ailleurs
confirmée.

Afin de valider le variant de la technique, nous avons
utilisé des transcrits exprimés en fin de phase
logarithmique de culture ot les chances d’identifier
des différences sont augmentées par le passage

imminent en phase stationnaire, pendant laquelle a
lieu la différentiation en promastigotes infectieux. Il
est admis en effet que ce processus cellulaire est
accompagné chez L. donovani par des variations
ordonnées transitoires ou permanentes de l'expres-
sion d’un certain nombre de genes V.

Ce matériel biologique a permis d'obtenir des
bandes différentiellement affichées en proportions
variables pour chaque paire damorces mais
correspondant a un total de 6.8%. Lutilisation de
mini-exon a effectivement permis de sélectionner la
partie 5’ de genes parmi lesquels on confirme le
caractere différentiellement exprimé soit par les
données de la littérature soit par I'expérimentation.
On ne peut cependant pas affirmer sl s'agit de
différences entre isolats ou entre stades de cultures.
Ainsi, parmi les genes sélectionnés par DDRT-PCR,
nous avons identifié un gene codant pour Ihistone
H4. Les histones incluant la H4 sont classées par
Chang comme des déterminants pathoantigéniques
impliqués dans la virulence des leishmanies .
La protéine histone H4 est extrémement conservée
entre les especes de Leishmania reflétant leur fonc-
tion universelle. Chez Leishmania infantum, Soto
et al.® se sont focalisés sur Iétude de l'expression
des genes histone H4, montrant que la régulation
des ARNm des histones est fonction de la phase de
croissance parasitaire. En effet, au cours de la diffé-
rentiation des parasites, le niveau dune classe
d’ARNm codant pour la protéine histone H4 dimi-
nue en passant de la phase logarithmique vers
la phase stationnaire . Par ailleurs, les études
d’expression globale effectuées chez L. major ou
L. mexicana confirment que les genes de ce groupe
sont surexprimés au stade promastigote par rapport
au stade amastigote, et semble-t-il au stade procycli-
que par rapport au stade métacyclique 2! 22 2,

Le second gene caractérisé code pour une protéine
apparentée au facteur nucléaire de transport 2 (ou
NTF2-like). Le facteur NTF2 est impliqué dans le
transport nucléo-cytoplasmique qui est comme
récemment décrit aussi impliqué dans le mécanisme
d’'apoptose 2. Ces travaux ne permettent cependant
pas de conclure au role de la protéine NTF2-like ni
a son implication dans I'apoptose du parasite. La
différence d'expression de ce gene chez les 2 isolats
de notre étude a été confirmée sur 2 préparations
différentes d’ARN correspondant a des cultures
indépendantes des parasites.

On peut conclure qu'il y a bien des profils d’affichage
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différents entre les deux isolats Tunisiens de
L. infantum qui demandent a étre abordés de manie-
re plus approfondie. Grice a cette approche, nous
avons identifié des genes exprimés différentiellement
entre stades PNA- de 4 isolats de L. infantum, suggé-
rant une association probable de l'expression de ces
genes avec les niveaux de virulence affichés par les
isolats (Turki-Mannoubi et al., en préparation).
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