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1 INTRODUCTION

‘ [\

1.1 Objet et domaine d’application

Cette procédure décrit la mesure de lactivité enzymatique Phénol Oxydase en
microplaque. La mesure est réalisée sur une fraction post-mitochondriale (cytosol)
d’homogénat de tissus (organe ou organisme entier).

La mesure de lactivité phénol oxydase peut étre utilisée en tant que marqueur
biochimique du systeme immunitaire chez les invertébrés (insectes, mollusques). Elle est
révélatrice d’'une activité de défense cellulaire, en particulier chez les hémocytes, qui conduit
par une cascade de réaction protéigue a la synthese de mélanine dont le role est
d’encapsuler les agents pathogénes afin de faciliter leur élimination.

A noter que le présent document ne propose qu’une application sur extraits de gammare
ou de larves d’odonates en attendant une plus amples expérience de notre laboratoire sur
d’autres organismes.

1.2 Références

Le protocole, adapté pour la microplaque, est inspiré de la méthode de Janssens, L.
and R. Stoks (2014) *

1.3 Conditions d’application

La PO est en général mesurée au sein d'une batterie de biomarqueurs. L'extraction
commune est alors réalisée dans du tampon phosphate pH 7,8 + triton 0 ,1% (voir protocole
AChE). Le dosage de la PO est réalisé de préférence juste aprés extraction et centrifugation
des échantillons, I'effet d’'une congélation/décongélation des S9 n’ayant pas encore été testé

! Janssens, L. and R. Stoks (2014). "Non-pathogenic aquatic bacteria activate the immune system and
increase predation risk in damselfly larvae.” Freshwater Biology 59(2): 417-426.




1.4 Deéfinitions et abréviations

Pour les besoins du présent mode opératoire, les définitions et abréviations suivantes
sont nécessaires :

e Fraction S9 : surnageant obtenu apres centrifugation de 15 minutes a 90009 des
homogénats de tissus

e PO : Phénol Oxydase
e L-DOPA: 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanine

e FCR: Force Centrifuge Relative

2 VOLET SECURITE

L-DOPA Chymotrypsine

3 PROTOCOLE

3.1 Principe

En réaction avec le 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanine (L-DOPA) la phénol oxydase du
cytosol conduit a la formation de dopachrome de couleur rouge dont 'absorbance est lue a
490 nm et a 30°C toutes les 30 secondes, durant 6 minutes (gammare) ou 45 minutes
(odonate). L’activité est calculée sur la partie linéaire de la cinétique et exprimée en nmol de
produit formé par minute et par mg d’équivalent matiére fraiche (ou mg de protéines).

En plus de la phénol oxydase « active » on pourra doser la phénol oxydase « Totale »
en préincubant préalablement I'échantillon avec de la chymotrypsine pour transformer la part
de pro-enzyme de I'échantillon en enzyme active.
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3.2 Matériel et réactifs

3.2.1 Produits utilisés

Tableau | : produits utilisés pour le dosage de la Phénol Oxydase

PRODUIT N° CAS RANGEMENT

Disodium Hydrogénophosphate dihydraté on : :
(Na,HPO,.2H,0) 10028-24-7 | Armoire Produit (D34)
Potassium chlorure (KCI) 7447-40-7 Armoire Produit (E6)
Potassium dihydrogénophosphate, o : :

(KH,PO,) 7778-77-0 Armoire Produit (C7)
Sodium chlorure (NaCl) 7647-14-5 Armoire Produit (E8)

L DOPA (3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanine) a0 : I
Sigma D9628 59-92-7 Armoire 2 (rayon Biochimie)
Chymotrypsine (A-CHYMOTRYPSIN 9004-07-3

FROM BOVINE PANCREAS) Sigma Congélateur -20°C
C4129

3.2.2 Solutions préparées
A 'avance

e Tampon phosphate (PBS) a 10 mM, pH 7,4 :

1,65 g de Na;HPO4.2H,0 (8,09 mM)

0,2 g de KClI (2,65 mM)

0,2 g de KH,PO,4 (1,47 mM)

8 g de NaCl (137 mM)

Qsp 800 mL H,0 pure. Ajuster le pH a 7,4. Qsp 1 litre d’'H,O pure.

Le jour du dosage

e PBS 1/2: pour une plaque ajouter 5 ml de PBS a5 ml d’eau pure

e L-DOPA 1,97 mg.ml-' de PBS
Nécessaire pour une plaque : 10 ml
Comme la dissolution est lente, préparer la solution au moins 30 minute a 'avance
Agiter a 'abri de la lumiére (papier alu)

e Chymotrypsine 5mg.ml* deau pure
Nécessaire pour une plaque : 500 pl
Se conserve 3 jours a4 °C mais utiliser de préférence une solution fraichement
préparée.




3.2.3

3.3

331

Matériel

Microtubes Eppendorf de 1,5 mL et microtubes 2 ml a bouchon vissant
Bonbonne d’azote liquide

Congélateur -80°C

Broyeur a bille + billes de verre 2mm et acier 4mm

Spectrofluorimétre a microplaques: (Tecan Safire) appareil permettant de lire des
microplaques de 96 puits, il est piloté par ordinateur avec le logiciel XFLUOR (macro
Excel)

Centrifugeuse réfrigérée.

Verrerie et pipettes automatiques

Microplaque 96 puits (Greiner)

Pipette automatique multi coup + réservoirs 1 ml (10ul/coup)

Microplaques 96 puits sans couvercle (Greiner)

Mode opératoire

Préparation de la fraction S9

Allumer et régler la centrifugeuse (4°C, FCR= 9000, 15 min)

Sortir les échantillons du congélateur par petit nombre (4 a 6) en les maintenant en
bain de glace et au fur et a mesure transférer dans chaque tube une bille d’acier + 3
billes de verre ainsi gu’un volume de tampon (0,1% triton) a la proportion de 1/10

(mNV)

Placer ensuite les tubes dans le broyeur a bille et lancer le premier broyage (vitesse 6
— 20 secondes)

Sortir les tubes du broyeur et les placer 5 minutes dans la glace avant de lancer le
deuxiéme broyage (méme réglage)

Placer ensuite les tubes en centrifugeuse réfrigérée a 4°C
Centrifuger 15 minutes a 9000 g

Transférer environs 400 pl de surnageant (S9) en microtube et conserver en bain de
glace jusqu’au dosage a effectuer dans I'heure.



3.3.2 Préparation du spectrophotometre

e Allumer le spectrofluorimétre (bouton derriere en bas a gauche) et l'ordinateur.

e Ouvrir le programme Xfluor4 : Démarrer/Programme/Tecan/Xfluor4 (menu Windows)

e Activer la connection avec le Safire : Xfluor/Connect/Safire (menu Excel)
e Ouvrir le menu d'onglets dans Xfluor/Edit measurement (menu Excel)

e Régler les paramétres de la mesure comme dans I'exemple ci-dessous.

Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 490 nm
Number of flashes: 1
Plate definition file: GRE96ft.pdf
Number of kinetic cycles: 30
Kineticinterval: 30s
Target Temperature: 30 °C

3.3.3 Réalisation de la plaque

Répartir dans une microplaque 96 puits les volumes suivants en triplicat :

Gammare (1/10 m/v) | Larve d’odonate Blanc
Tampon PBS 1/2 80 ul 45 ul 95 ul
Cytosol 15 50 ul -
Chymotrypsine 5ul 5ul 5ul
Incuber 5 minute a T° ambiante , Iégére agitation
L-Dopa | 100 pl | 100 pl | 100 pl

Suivre 'absorbance a 490 nm toutes les 30 s et pendant au moins 20 min

3.3.4 Calculs

Corriger préalablement chaque A DO (accroissement de DO/min):
A DO = ADO essai — ADO témoin

Puis d’aprés Beer Lambert
ADO =¢ xLXxAc
¢ = coefficient d’absorption molaire du su Dopa-Chrome = 3.6 mMcm™

L = parcours optique pour 200 pl par puit = 0,571 cm (estimation : 1 cm = 350 pl)

Ac = accroissement de concentration en nmol/ml/min

PO (nmol/min) = Ac x V = accroissement de quantité dans le puit par minute en nmol/min

(V= le volume réactionnel)



PO (nmol/min) = (ADO*0,2) / (0,0036*0,571)
PO (nmol/min/mgfrais) = ((ADO*0,2) /(0,0036*0,571)) / 1,5

1,5 = équivalent mg frais par puit pour du gammare extrait au 1/10 m/V et une prise d’essai
S9 de 15 pl.

4 SYNTHESE DU DOCUMENT

Broyage des
organismes
Centrifugation,
Recueil du

Cinétique
surnageant

d’absorbance a
490 nm durant
20 minutes a
30°C

Remplissage Incubation 5 min
de la plaque T° amb.

Chymothrypsine




