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Lexigue - abbréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire

Agent chaotropique :agent déstabilisant (détergents, urée, etc.)

APS : persulfate d’'ammonium

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : acide ribonucléique messager

BET : bromure d’éthidium

bp: paires de bases

BSA : albumine sérique bovine

Coating : recouvrement des surfaces d’une plaque ELISAlgpBEA par exemple, pour limiter I'adsorption
non spécifique des protéines d’'un milieu réactibsoe ces surfaces

DEAE : diéthylamino éthanol

DNase :enzyme désoxyribonucléase

dNTP : désoxynucléotide triphosphate

DTT : dithiothréitol

Eau RNase free eau ultrapure

EDTA : éthyléene-diamine-tétra-acétate

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Hepes :acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-piperazine-éthane-suitjoe

HPLC : chromatographie liquide haute performance

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique

LB (Lysogeny Broth : milieu nutritif mis au point par Salvador LURIA €iuseppe BERTANI
MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption lonisation

OD : unités de densité optique

pb : paires de bases

PCR (Polymerase Chain Reactign réaction de polymérisation en chaine
pNA : groupement para-nitroanilide

Random hexamers amorces hexamériques désoxyribonucléotidiquescaléat
RNase :enzyme ribonucléase

Rpm : rotation par minute

RT (Reverse Transcription: transcription inverse

Q : quadripble, analyseur de spectrométre de masse

SDS :sodium dodécyl sulfate

SDS-PAGE :Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electmphis
TA : température ambiante

TAE 1X : tampon Tris-acétate de sodium 40 mM, EDTA 1 mM

TBS 1X : Tris-buffered Salindris 50 mM, NaCl 50 mM, pH 7,4

TEMED : N, N, N’, N'-tétra-méthyl-éthyléne-diamine

TIAC : toxi-infection alimentaire collective

TOF (Time Of Flight) : temps de vol des particules ionisées dans le gpeétre de masse
UA : unités d’absorbance

U.l. : unités internationales



Tableau I.1: Composition moyenne de I'ceuf de poule

Nutriments (/100g d'ceuf sans coquille) Blanc Jaune CEuf Sgns
coquille
Proportions part comestible (/ceuf entier) 60 30,7 90,7
Eau (g) 88,6 49 74,4
Calories (kcal) 47 364 154
Protéines (g) 10,6 16,1 12,3
Glucides (@) 0,8 0,5 0,7
Cendres (Q) 0,5 1,6 0,9
Lipides (g) 0,1 34,5 11,9
Triglycérides (g) 22,9 7,7
Phospholipides (g) 10 3,4
Acides gras saturés (g) 13 4,4
Acides gras insaturés (g) 20,7 7
Cholestérol (g) 0 1,2 0,42
Lécithine (phosphatidylcholine) (g) 7,2 2,3
Céphaline (phosphatidyléthanolamine) (g) 1,4 0,46
Acides aminés indispensables (mqg)
Histidine
Isoleucine 240 410 290
Leucine 560 870 660
Lysine 880 1390 1040
Méthionine + cystéine 660 1170 820
Phénylalanine + thyrosine 670 660 640
Thréonine 1020 1420 1150
Tryptophane 470 850 590
Valine 170 240 190
Minéraux (mg/100g de produit frais) 500 1600 700
Vitamines (ug/100g de produit frais)*
D 0 45 15
Biotine B8 7 60 25
Vitamine B12 0,1 2,8 1
Acide pantothénique B5 250 4500 1700

(Source: Nys and Sauveur, 2004)

* . ne sont indiquées que les vitamines dont I'cewfvre plus de 30% des apports nutritionnels cdiésepour
un homme adulte de 70 kg



l. Introduction

|.1 Structure d’accuell

Mon stage s’est déroulé au centre de l'Instituticvetl de la Recherche Agronomique de
Tours-Nouzilly (37). Créé en 1966, ce centre odeses recherches selon deux poles
thématiques Santé animale et santé publique, Biologie aninaletlevage. Cing unités
expérimentales conduisent les protocoles avec euatités de recherche (Infectiologie
Animale et Santé Publiqgue, Physiologie de la Reprtdn et des Comportements,
Recherches Avicoles, Immunologie parasitaire).

L’Unité de Recherches Avicoles (URA) est rattachar départements PHASE (Physiologie
animale et systémes d’élevage) et GA (GénétiquenAld). Travaillant étroitement avec le
Syndicat des Sélectionneurs Avicoles et Aquacoleangais (SYSAAF) et [Institut
Technique de I'Aviculture (ITAVI), lI'unité rassenlune centaine de personnes réparties
dans les différentes équipes de recherche : Dynawiqutritionnelles, Génétique Avicole,
Croissance et Métabolisme, Fécondation et Sex;fatinction et régulation des protéines de
I'ceuf (FRPO).

J'ai été accueillie au sein de I'équipe FRPO, dtré# de deux chercheurs, d’'un ingénieur de
recherche, de deux techniciens de recherche, dast-dmctorant et d’'un doctorant. Elle
accueille en outre tous les ans un(e) apprentife)Ud et des stagiaires de courte durée.
Cette équipe est animée par Yves NYS qui est égalerie directeur de I'Unité de
Recherches Avicoles.

.2 Thématique de Recherche de I'équipe « Fonctiogt Régulation des
Protéines de I'Oeuf »

L’ceuf de poule, consomme tel quel ou sous forme&apooduits, est considéré aujourd’hui
comme une source protéique et lipidique a faiblgt ed de haute qualité nutritionnelle pour
’lhomme, de par sa composition adaptée en acidé@samssentiels (teneur élevée en lysine
et résidus soufrés), en minéraux et vitamines @abll.1). Ceci explique sa forte
consommation dans nos pays développés, la moyearspésnne étant de 210 oeufs
consommés annuellement par personne (Données souhtstitut Technique de
I'AVlculture).

Mais I'ceuf de poule, utilisé a I'état cru dans airés préparations culinaires, est également et
malheureusement la premiere cause de toxi-infeclonentaire par les agents pathogenes
Salmonella entericasérotype Enteritidis (gastro-entérite) et, dan® umoindre mesure,
Salmonella entericaérotype Typhimurium (thyphoide) (Fig. 1.1 efl.2

Les bactéries se développent tres rapidement dgaane d’ceuf, milieu nutritif extrémement
favorable, aprés contamination intra-ovarienna les tissus de la poule mére infectée
(contamination verticale) ou pénétration depuisxtéeeur d'une coquille fragilisée

(contamination horizontale). Les mesures sanitan&devage tendent a minimiser la
proportion de contaminations verticales mais lgugsde contamination de I'ceuf pondu reste

trés présent, notamment chez le particulier.



Nombre de foyers de TIAC déclarés et confimés
(France)
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Figure 1.1: Implication deSalmonella entericeéEnteritidis dans les foyers de toxi-infectionsmadntaires
collectives déclarés en France de 2001 & 2003.

(Source :données InVS (Delmas et &004)

Nombre de foyers de TIAC par Salmonella par type d'aliment
(France, moyenne 2003-2004)
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Figure 1.2 : Part des ceufs et ovoproduits dans le nombreykrd de toxi-infections alimentaires collectives
(TIAC) confirmés &Salmonellaen France, en 2003-2004

(Source :données InVS http://www.invs.sante.fr/surveillance/tiac/donn&és)
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Ce risque est d’autant plus préoccupant aujourdioei la directive 1999/74/CE relative a la

protection des poules pondeuses, interdira, arpdeti2012, 'usage de cages d’élevage
conventionnelles au profit de cages aménagéesres|i parcours libres et autres systemes
alternatifs, dans une optique de bien-étre anibaltels aménagements comporteront, entre
autres éléments (bacs a poussiéere, perchoirs, @e Jitiere ou s’accumuleront les déjections

animales. Les contacts entre les animaux, leursctiéns et les ceufs étant ainsi plus

nombreux, on peut craindre une augmentation dehkrge bactérienne des ceufs de
consommation, notamment p&almonella entericd&nteritidis, d’'ou une recrudescence des
toxi-infections alimentaires engendrées par cehtagathogene.

L'essentiel des activités de recherche de I'éqpipee sur la caractérisation des acteurs des
défenses de l'oeuf contre les pathogenes afinyraetedaméliorer la qualité hygiénique
intrinséque de l'oeuf Ces défenses s’articulent en deux volets : premmiént, la coquille
d’ceuf qui, lorsqu’elle est integre (dépourvue decroifélures), constitue une barriere
physique a la pénétration des pathogénes dans J'teufonnaissance de son processus de
formation, de ses facteurs de variation, I'idenéifion des protéines spécifiques et la
caractérisation de leur rbéle dans les propriétésamgues de la coquille, sont donc
essentielles pour envisager la sélection de pqdadeuses d’'ceufs a coquille solide limitant
ainsi le risque de contamination horizontale. Pideuas, des protéines antibactériennes
assurent une défense chimique de I'ceuf contre ddsogenes ; principalement concentrées
dans le blanc d’ceuf, elles sont de plus en pludié&ts (Tableau I.2) et leurs propriétés ont
déja pu étre exploitées dans I'industrie pharmageet(lysozyme, ...).

Tableau 1.2 : Protéines majeures du blanc d’'ceuf de poule (@hamd Bourgeois, 1994)

Part relative dans le Fonction
blanc d’ceuf (%)

Ovalbumine 54 méconnue
Ovotransferrine 12 fixe le fer, antimicrobienne
Ovomucoide 11 inhibiteur de protéases
Ovoglobulines 8 propriétés moussantes

Ovomucine 3,5 méconnue
Lysozyme 3,4 bactériolytique
Ovoinhibiteur 15 inhibiteur de protéases
Ovoglycoprotéine 1 inconnue
Flavoprotéine 0,8 fixe la riboflavine
Ovostatine 0,5 inhibiteur de protéases
Avidine 0,5 fixe la biotine, antibactérienne
Cystatine 0,05 inhibiteur de protéases

Bien que les protéines antimicrobiennes soient meud®s, seule l'ovotransferrine est
reconnue pour avoir une action antibactérienn@ws des Salmonelles, une bactérie a gram
négatif, de par sa capacité a fixer le fer, un hn#taentiel a la survie de ces pathogenes. Le
lysozyme, quant a lui, aurait une action vis-adeés bactéries a gram positif (Barehal,
1997). Cependant, lorsque l'on analyse le blancufi’atans son ensemble, lactivité
antimicrobienne de ce dernier vis-a-vis des salitem@e peut pas s’expliquer par la seule
présence de I'ovotransferrine. Ces résultats segtjeu’il existe dans le blanc d’ceuf d’autres
protéines connues ou inconnues qui ont une actitvsalmonellique (Baroet al, 1997).
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Deux approches complémentaires sont utilisées ldtuent dans le laboratoire pour
identifier de nouvelles protéines susceptibles aeigper a la défense antimicrobienne. La
premiere stratégie est 'approche protéomique,cqusiste a identifier des protéines a partir
d’extraits protéiques issus des différents compeatits de I'ceuf en utilisant la spectrométrie
de masse et le séquencage amino-terminal. La deaxeést I'approche transcriptomique.
Cette derniere s’appuie sur la spécificité d’expims de chaque segment de l'appareil
reproducteur de la poule. Celui-ci est mis en pti®les premiers stades de I'embryogénese
et comporte deux parties : les ovaires (ou grappasennes) et 'oviducte. Les ovaires sont
initialement au nombre de deux mais seul se dépeldjpvaire gauche ; il est le lieu de
formation du jaune d’ceuf et sécrete les hormon@®isiiennes et les protéines contrélant la
maturation des follicules, I'ovulation et la fornmat de I'ceuf ; cette derniére se déroule de
maniére séquentielle tout le long de l'oviducte mmule, chaque segment de l'oviducte
sécrétant des protéines spécifiques de chaque comgat de I'ceuf (Fig. 1.3). Sur les
milliers d’oocytes présents dans l'ovaire de la ené@r son éclosion, seuls 20 a 40 se
développent en follicules primordiaux, pour aboatmoins de dix follicules matures. Lors de
'ovulation, le jaune (portant le disque germingagkt expulsé du follicule granuleux le plus
gros de l'ovaire, et réceptionné par I'entonnoirl’ddundibulum. Fécondé ou non (par des
spermatozoides déposés par le méle et conservéslafaglandes spermatiques), le jaune
poursuit son transit dans le magnum ou durant 3&0protéines du blanc sont déposées
autour du jaune et de ses membranes vitellinesl'ostif subit une premiére phase
d’hydratation. L'ceuf passe alors dans un conduis @troit et progressivement vascularisé,
I'isthme blanc puis I'isthme rouge, ou sont dépesés membranes coquillieres. La coquille
se forme dans l'utérus par une biominéralisatiargpssive (phases initiale, de croissance,
terminale) de 21 h tandis que I'hydratation du blafacheve. L'ceuf est enfin expulsé par le
vagin et le cloaque au terme d'une formation d'emvi24 h. En utilisant I'approche
transcriptomique (puces a ADN), la comparaison thfilpexpressionnel d’un segment de
'oviducte avec un autre permet l'identification pitéines spécifiques de I'un ou l'autre des
compartiments de I'ceuf et sont autant de candidatinicrobiens possibles. L'étude de la
variabilité génétique et de la variabilité enviremrentale (en fonction de la durée et de la
température de stockage, etc.) permettra a termgrajmser des schémas de sélection de
poules dont les ceufs présenteront des systemedeatesd renforces.

I.3 Projet de recherche : Caractérisation des antiptéases du blanc d’oeuf

Nous avons choisi de nous intéresser aux antigesedu blanc car, bien qu’elles aient été
identifiées il y a de nombreuses années, leur pbissiologique est encore inconnu et leur
potentiel antimicrobien vis-a-vis des Salmonelléa, i notre connaissance, jamais été
démontre.

|.3.1. Les inhibiteurs de protéases (Moreau, 1999)

Encore appelées antiprotéases, ces molécules somatlire protéique, éventuellement
sujettes a des modifications post-traductionnekéssont capables, de par leur séquence en
acides aminés et leur conformation, d'inhiber hatéd d’enzymes protéolytigues (ou
protéases) en bloquant leur site actif. Il en tésld formation de complexes protéase-
antiprotéase, réversibles ou non, par reconnaissdncsite actif de la protéase et du site
inhibiteur de l'antiprotéase, et grace a d’autrégians spécifiques des deux protéines en
interaction. L’équilibre entre les protéases et les antiprot®ase essentiel a la régulation de
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la protéolyse, phénomene majeur de structuratemguvellement, synthése et régulation des
processus biologiques au sein des organismes givant

A I'exception des macroglobulines, inhibiteurs wersels des quatre classes de protéases, les
antiprotéases sont spécifiques d'une classe dodeé@rotéases et mettent en jeu des
mécanismes d'inhibition variés. On distingue pagragle :

- les inhibiteurs de protéases a seérine : les mesp(SERIine Proteinase INhibitors), les
inhibiteurs canoniques et I'hirudine font intervenne boucle inhibitrice qui est clivée lors de
son interaction avec la triade catalytique des gasds a sérine (généralement sérine,
histidine, aspartate).

- les inhibiteurs de protéases a cystéine : lesatiges, les thyropines et les inhibiteurs de
'apoptose (IAPs) ont en commun trois régions pigties conservées qui bloquent l'acces
des substrats au site actif de la protéase a ogstans pour autant étre clivées.

- les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéd3dslPs) forment des complexes réversibles,
empéchant eux aussi I'acces de substrats au sitees métalloprotéases.

1.3.2. Les antiprotéases du blanc d’oeuf

a) Techniques de purification

Apres une premiére étape de purification d’antigaees (principalement 'ovomucoide) par
des précipitations en présence de trichloroacétBdegtone ou d’éthanol, avant dialyses et
lyophilisations (Lineweaver and Murray, 1947; Fmecl® and Deutsch, 1949), des gel-
filtrations (passage sur colonne de Bio-Gel) ebaofatographies sur colonnes échangeuses
d’ions (matrice carboxyméthyl-cellulose, DEAE cédlse, ...) ont été expérimentées (Rhodes
et al, 1960; Melamed, 1967; Davet al, 1969); DAVIS envisage méme, en 1971, I'usage
alterné de colonnes cationique et anionique, pdaffranchir des contaminants de
'ovomucoide récupéré par fractionnement (prédipitapar sulfate d’ammonium ; Davet

al., 1971).

En 1971, en s’appuyant sur les travaux d’AXEN (Aeéral, 1967), FEINSTEIN purifie les
protéases trypsine et chymotrypsine sur matricecess la sépharose pré-activeée par CNBr
et des protéines insolubles inhibitrices de pra&gaavant d’inverser le principe pour isoler
l'ovoinhibiteur a partir d'une fraction d’ovomucad grossierement purifié, par
chromatographie d'affinité sur chymotrypsine-sépbar Cette stratégie de couplage d’'une
protéase avec des billes de sépharose (ou d'ayastseeprise par ANASTASI (Anastasi

al., 1983) pour purifier la cystatine de poulet & ipade blanc d’ceuf (élimination de
l'ovomucine de blanc dceuf par précipitation, chetagraphie d’affinité sur
carboxyméthylpapaine-sépharose, et chromatofotialisau chromatographie liquide selon
les perfectionnements de LINDAHL (Lindaét al, 1988)), ainsi que par KATO (Katt al,
1987) pour I'ovomucoide. Enfin TURK (Turt al, 1983) a proposé une autre méthode de
purification de la cystatine impliquant I'ajustenhelu pH de I'échantillon de blanc d’oeuf a
12 et un préchauffage a 62°C, avant une chromaibgraur une CM-sépharose (échangeuse
de cations), suivie d'une phényl-sépharose (intemas hydrophobes) et d'une
chromatographie MonoS (échangeuse de cations)laqurrification de la cystatine de caille
(Gerhartzet al, 1997).



b) Caractérisation biochimigue

On connait a ce jour quatre antiprotéases du biboeuf, outre I'ovalbumine qui, bien
gu’'appartenant a la famille des serpines, ne ptésarcune activité inhibitrice (Benarafa and
Remold-O'Donnell, 2005). Il s’agit de I'ovostatinBpvoinhibiteur, 'ovomucoide et la
cystatine de poulet. La premiére est un inhibigeiia classe des-macroglobulines ; son
haut poids moléculaire d’environ 660 kDa (Saxerd Bayyab, 1997) peut étre un obstacle a
sa caractérisation sur SDS-PAGE classique ; c’estrquoi nous avons choisi de nous
intéresser davantage aux trois autres antiprotéasbkanc d’ceuf.

L’ovoinhibiteur est un inhibiteur spécifigue de f#ases a sérine, telles que la
chymotrypsine, la trypsine, la subtilisine, I'ést porcine, les protéases K et F.
L’antiprotéase native a un poids moléculaire d’'emvi49 kDa; on l'a identifiée dans
I'oviducte, le foie, la bourse de Fabricius (orggaeticipant a la défense immunitaire) (Scott
et al, 1987; Mooreet al, 2004). Stimulées par I'insuline et la dexamétimnea synthese et
sa sécrétion dans I'oviducte seraient sous le éentf'oestrogenes (Zhet al, 2001) et de la
progestérone (Palmiter, 1972b)Cette protéine comporte sept domaines inhibiteurs
homologues de type Kazal impliqués dans le prosed$nhibition (Rhode®t al, 1960).
L’'ovomucoide est également un inhibiteur de pragaa seérine; la variabilit¢ de ses
modifications post-traductionnelles (cing sitesggtieosylation) ne permet pas de définir avec
précision le poids moléculaire de la protéine regtieelui-ci se situant entre 27 et 35 kDa
(Lineweaver and Murray, 1947; Daviest al, 1971). Cette antiprotéase peut inhiber la
trypsine, la subtilisine, I'élastase et d’autrestpases similaires, grace a ses trois domaines de
type Kazal plus ou moins spécifiques d’'une prot@asautre. Synthétisée dans I'oviducte,
cette glycoprotéine voit son expression régulée lmamones stéroides (Palmiter, 1972b,
1972a; Comperet al, 1981).

La cystatine est, quant a elle, un inhibiteur degases a cystéine (superfamille des cystatines
ou famille 2) isolé pour la premiere fois du bladweuf de poule par FOSSUM et
WHITAKER (Fossum and Whitaker, 1968); de poids roaléire d’environ 13-14 kDa, on la
trouve sous deux formes isoélectriques majeures, rason d'une phosphorylation
différentielle (Laberet al, 1989). Il a été démontré qu’elle inhibe la figila papaine
(Fossum and Whitaker, 1968), la dipeptidyl pep&dda chymopapaine, I'actinidine (Bjork
and Ylinenjarvi, 1990) et différentes cathepsinAsastasiet al, 1983). Présente dans le
sérum, les poumons, le cerveau, le coeur et I'otedde poule, elle serait aussi exprimée dans
les cellules musculaires et par 'embryon de poefetours de développement (Anastdsi
al., 1983; Colellaet al, 1989). Son taux de synthése dans la formatioblahc d’ceuf est lié

au niveau de stéroides ovariens circulants (Cabeléd, 1989).

c) Caractérisation du potentiel antimicrobien datipaotéases du blanc d’ceuf

Le rble physiologique de ces antiprotéases du hitasrf est encore méconnu. On suppose
gu’elles participent a la défense antibactérienee I'deuf par inhibition des protéases
bactériennes. Ces derniéres sont en effet séclétdede la pénétration des pathogenes, pour
dégrader les protéines de I'ceuf qui deviennensaloe source d’acides aminés ; en limitant
la protéolyse, les antiprotéases contrecarrenuléiptication des microorganismes invasifs.

Le potentiel antimicrobien de l'ovoinhibiteur a dégté observé vis-a-vis de protéases
fongiaires dAspergillus oryzadFeinstein and Gertler, 1973), de composés dedagse de
Streptomyces griseufHaynes and Feeney, 1967) et de la protéase Femaov de la
fibrinolysine bactérienne (Birlet al, 1983) mais aucune preuve n'a pu étre apportée sur
l'effet de cette antiprotéase sur la croissancetép@nne en particulier vis-a-vis des
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salmonelles. YOLKEN a pu montrer l'inhibition de éplication du rotavirus de la gastro-
entérite par [I'ovoinhibiteur mais selon un mécamsnimpliquant davantage ses
oligosaccharides a acide sialique que ses proprigtiprotéasiques (Yolkest al, 1987).

En ce qui concerne I'ovomucoide de poule, la capate ses domaines Kazal a inhiber des
protéases microbiennes n’'a pas été clairement dééegrcontrairement & 'ovomucoide de
dinde, dont le troisieme domaine inhiberait la ase B d&treptomyces grisel(Readet al,
1983; Huanget al, 1995), et 'ovomucoide de pigeon, capable deeselix toxines 1 de type
shiga de certains sérotypes entérotoxiquésdahierichia coli(Miyake et al, 2000). On sait
gue 'ovomucoide de poulet peut se lier au virusadmaladie aviaire de new castle (Tsege
al., 1996) ainsi qu'a des virus d'oiseaux aquatiquedfdsovichet al, 1999), mais aucune
inhibition de Il'antiprotéase ne semble avoir étadée a ce jour sur la croissance de
Salmonella enteric&nteritidis.

En tant qu'inhibiteur de protéases a cystéineyfdatine de poulet inhiberait potentiellement
les protéases impliquées dans les mécanismes @& gté@n, de réplication et de parasitisme
des bactéries, virus et protozoaires. Ceci a mud&montré sur la croissanceSteeptococcus
(Bjorck, 1990), vis-a-vis de cellules infectées [@apoliovirus (Korantet al, 1985; Koranket

al., 1988), de souris porteuses du rotavirus humasmgeand Tsukada, 1991), ou encore sur
le microorganisme pathogen@orphyromonas gingivalis(Blankenvoordeet al., 1996;
Blankenvoordeet al, 1998). Agissant également sur la réponse immimitar la voie des
cytokines, on envisage méme d'utiliser cette aotgase comme agent thérapeutique pour
améliorer la défense de I'h6te contre les agerfeciieux ou parasitaires (Colella and Bird,
1993).

1.3.3 Projet de Recherche

Le projet de ce stage de six mois s’est articuléaa points.

Dans un premier temps, nous avons cherché a igerdié nouvelles antiprotéases du blanc
d’ceuf. Une stratégie de purification par chromaapies d’affinité a été mise au point, selon
le principe mis en ceuvre par ANASTASI pour la cys& (voir 1.3.2 a) : des billes de
sépharose ont été couplées a une protéase poftiepddas antiprotéases inhibitrices de la
trypsine (dont 'ovomucoide) ou de la chymotrypsfdent I'ovoinhibiteur). Les constituants
des fractions protéiques ainsi purifiees ont égua analysés par spectrométrie de masse
pour tenter de les identifier.

Dans un second temps, nous avons effectué und@asation fonctionnelle des antiprotéases
isolées par chromatographie de type protéase-sEghdestimation du poids moléculaire,
tests cinétiques d’activité inhibitrice) et nousomas initié l'analyse des propriétés
antimicrobiennes d’antiprotéases du blanc d’ceusa@@&ce commerciale (caractérisation du
potentiel antisalmonellique).

Enfin, et parallelement aux deux études précédemimss avons étudié I'expression des
antiprotéases du blanc d’ceuf dans I'oviducte &ikede poule pondeuse.

Ce projet de recherche implique l'utilisation de ghupart des techniques classiques de
biochimie des protéines utilisées en laboratoingrifjsation par chromatographie, analyse
SDS-PAGE, tests cinétiques, spectrométrie de madsejjuelques techniques de biologie
moléculaire (extraction d’ARN, RT-PCR, PCR en pdingl) ainsi qu’une initiation a des
tests microbiologiques pour I'étude de moléculdghantériennes (tests de diffusion radiale).



1-Préparation des billes de sépharose :
Stabilisation des groupes réactifs

Remise en solution dans 30 mL HCI 1mM (préparé

extemporanément)

Lavages HCI 1mM (10 x volume, 15 min, TA)

2-Préparation des protéases dans leur tampon de qolage :

Chymotrypsine diluée a 7,5 mg /mL
Trypsine diluée a 7,14 mg/mL
Papaine activée a 2,95 mg/mL

3-Couplage des billes avec I'une des protéases
(2 h, TA, sous agitation non magnétique)

4-Lavages des billes
(tampon de couplage)

A\ 4

5-Saturation des sites réactifsésiduels
(10 mL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, 2 h, TA, soustatjon)

\ 4

6-Lavage des billeen alternant
Acétate 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 4,0 et
NaHCG; 0,1 M, NaCIl 0,5 M, pH 8,3

Conservation des billes coupléeg
(éthanol 20%, 4°C)

Figure 11.1 : Préparation des colonnes de chromatographiéritéf

TA, température ambiante
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lI- Matériel et méthodes

.1 Préparation des chromatographies d'affinité de type protéase-
sépharose

Cette opération est réalisée selon le protocolatdgsr Amersham Pharmacia et complété par
les données d’ANASTASI pour la purification de lgstatine de poulet (Anastast al,
1983). Les étapes de couplage des protéases tascdnht présentées dans la Figure Il1.1.

Principe :

On incube des billes de sépharose activées paratuuoe de cyanogéne (CNBr) avec la
protéase, pour former une matrice de colonne dentdiographie retenant préférentiellement
les protéines capables de se fixer sur I'enzymes [Reages permettent d’éliminer les
molécules de protéases non fixées et une incubatten du Tris-HCI de saturer les sites
activés n’ayant pas réagi.

Matériel et réactifs :

- Matrice de sépharose lyophilisée pré-activée qparoromure de cyanogenéniersham
Biosciencey

-Chymotrypsine bovineSigma Aldrich

-Trypsine bovine $igma Aldrich

-Papaingapaya lateXSigmag

Mode opératoire :

[1.1.1 Préparation du couplage

On prépare la matrice de la colonne a partir deesile sépharose dont les groupes
hydroxyles ont été activés par le bromure de cyaneg CNBr), pour former des groupes
réactifs (immidocarbonates) capables de réagir descgroupements aminés (RNHselon

la réaction globale schématisée ci-dessous.

NH
I
oA CNBr  RNH; SRL-NHR
HO— Sepharose »  Sepharose —OH

isourea

Figure 11.2 : Activation par le bromure et cyanogéene et coggla la matrice activée
(Source: Amersham Biosciences)
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Sur les groupements imidocarbonates formés lofadivation, peuvent se fixer des ligands
contenant des amines libres, comme par exemplerdé&nes par la chaine latérale de leurs
lysines.

Ces billes lyophilisées sont remises en solutidaweies comme indiqué Fig. 1.1, étape 1. La
solution d’acide chlorhydrique préserve les grougestifs a des hautes valeurs de pH.

Paralleélement, les solutions de protéases sonapEép a la concentration souhaitée.

- Chymotrypsine bovine préparée a 250 mg/mL dansachpon Hepes 50 mM, NaCl 100
mM, pH 7,4.

- Trypsine bovine préparée a 238 mg/mL dans du ¢ankfepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH
7,4.

- Papaine non activée. Cette protéase nécessitalaplement au couplage, une activation
dans un tampon contenant de la cystéine libre, iesuig’une stabilisation par
carboxyméthylation de la cystéine présente dasgdeactif de 'enzyme. L’enzyme est ainsi
diluée a 7 mg/mL dans un tampon Phosphate de so@juriv, L-Cystéine 2 mM, EDTA 1
mM, pH 6, pendant 10 minutes, a température ambiahtsous agitation. La solution est
ensuite incubée avec 50 pL d’acide iodoacétiguedeftlant 1 heure. Cet acide (I€HDO)
alkyle les groupements SH des cystéines en carbétkyiacystéines (Cys-CHS-CH,COQO)

et empéche ainsi la formation de ponts disulfucesgui permet de conserver l'intégrité du
site actif de I'enzyme qui peut alors interagir @des antiprotéases.

La papaine ainsi stabilisée est alors lavée extern&nt par des dialyses successives (3,5
kDa, 1 h, 4 h, sur la nuit, & 4°C, sous agitataer)s du tampoNaHCG; 0,1 M, pH 8,3, NaCl
0,5 M, EDTA 1mM. Les protéines précipitées sontméliees par centrifugation (14000 rpm,
10 min, 4°C) et le surnageant contenant le papa#@wboxyméthylée est utilisé pour le
couplage sépharose-protéase.

[1.1.2 Couplage sépharose-protéases

Pour cette étape présentée en Figure 1.1, on aaaee 10 mL de tampon de couplage
supplémentaires sont ajoutés aux billes et a l#isalde protéase activée.

Apres incubation des billes de sépharose activdesprotéases, I'ensemble est lavé en 3 fois
6 mL de tampon NaHC{£0,1 M, pH 8,3, NaCl 0,5 M afin d’éliminer les moides de
protéase qui ne seraient pas fixées sur la malaceépharose (Fig. 1.1, étape 4). Les sites
réactifs n'ayant pas fixé de protéase (ou sitegsdwydes libres de la sépharose) sont ensuite
saturés par du Tris-HCI (Fig. 1.1, étape 5). Lélted sont alors lavées extensivement en
alternant un tampon a pH acide et un tampon a gigbe (Fig. 1.1, étape 6) avant d'étre
conserveées a 4°C dans de I'éthanol a 20 % (quiditaicroissance bactérienne).

[I-2 Purification des inhibiteurs de protéase par ©iromatographie d’affinité
Principe :

Les antiprotéases du blanc d’ceuf se fixent spédfitent sur la colonne d’affinité tandis que

les autres protéines sont éliminées dans le «inémfet par des lavages successifs. Les
protéines fixées sur la colonne sont éluées en damgride ou basique. Des mesures
réguliéres de la concentration en protéines (DO r28) permettent de vérifier I'absence de

protéines dans la fraction de lavage précédaniticd et la présence de celles-ci dans les
fractions d’élution.
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1-Equilibration des billes de type sépharose-protésze 1b-Préparation de I'échantillon de blanc d'ceuf :

TBS 1X (pour la trypsine et la chymotrypsine) Blanc d’ceuf sans ovomucine (10 x volume de billes
ou Phosphate de sodium 50 mM, NaCl 0,5 M, pHe¢kir la papaine)] | Tampon d’équilibration (20 x volume de billes)

2-Incubation des billes et de I'échantillon de blao d’oeuf :

(sur la nuit, +4°C, sous agitation non magnétique)

Fraction du « Non-Fixé »

A 4
3-Lavages des billeslans le tampon d’équilibration

/:/ Chargementdes billes sur une colonne de chromatographje

Fractions de lavageg

A 4

4-Elution :
10 x 500 pL de tampon d’élution (pH 2 ou 13)

\ 4
Collecte des fractions d’élution dans 10 tubes

/ contenant du tampon de neutralisation

Fractions d’élution

Figure 11.3 : Purification des antiprotéases du blanc d’ceufcheomatographie d’affinité
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Mode opératoire :

Une fois les billes lavées des exces de Tris, leme souhaité de matrice couplée est
equilibré dans du TBS 1X pour la trypsine- et hgrootrypsine-sépharose, dans du tampon
Phosphate de sodium 50 mM, NaCl 50 mM, pH 6,5 pepapaine-sépharose(Fig. I1.3, étape
1).

Les billes sont incubées dans leur tampon d’éqatiibn, en présence de blanc d'oeuf de
poule de race ISA Brown, agée de 35 semaines l[RBgetape 2). Cet échantillon de blanc,

conservé a -20°C, avait été préalablement débardess amas d’ovomucine, protéine tres
visqueuse et génant les pipetages, par centritugéti4 000 rpm, 10 min).

Les billes couplées sont ensuite lavées des pestan blanc non fixées, jusqu’a ce que la
fraction de surnageant récupérée a l'issue du elelavage ne comprenne plus de protéines
résiduelles. Cette matrice couplée est alors ckasgéune colonne de polypropylene de 1 mL
(QIAGEN et I'on procéde a I'élution des antiprotéaseslafois 500 puL d'un tampon de pH
extréme : Glycine/HCI 100 mM, 0,5 M NaCl, pH 2,0updes inhibiteurs de la trypsine et de
la chymotrypsine ; Phosphate de sodium 0,1 M, Nla®1, pH 12 pour les inhibiteurs de la
papaine (Fig. 1.3, étape 4). Les 10 fractionsudiéh sont collectées dans des microtubes
contenant du tampon de neutralisation du pH : 10@¢ tampon Tris 1 M, pH 8,0 pour les
fractions trypsine- et chymotrypsine-sépharose [1b@e tampon HCI 3 M pour les fractions
papaine-sépharose.

Tout le long de la purification, la concentration protéines des fractions (« non-fixé »,
lavages, fractions d’élution) est évaluée par sppbbtométrie Nlanodrop, ND-1000
spectrophotometer, Labteghen mesurant I'absorbance a 280 nm, caractéarestiigs noyaux
aromatiques des acides aminés tels la Phénylalal@n&ryptophane et la Tyrosine. Les
fractions d’élution les plus significativement centrées sont regroupées en un seul
échantillon et dialysées dans du tampon TBS 0,2 X;C et sous agitation, dans des bains
successifs d’'une heure, quatre heures et sur falruboudin de dialyse présente une limite
d’exclusion de 3,5 kDa.

A l'issue de la dialyse, la fraction est débarrasdés protéines précipitées par centrifugation
(24000 rpm, 10 min, 4°C). La concentration en pn&® du surnageant est a nouveau évaluée
par spectrophotométrie. Apres une congélation damste liquide, la fraction est lyophilisée
sur la nuit puis conservée a -20°C.

La régéneération des billes se fait par lavagesasmponNaHCO; 0,1 M, pH 8,3, NaCl 0,5 M

en alternance avec du tampacétate 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4,0. Aprés un deriésage a
'eau déminéralisée, les billes sont extraitesaledlonne et conservées a 4°C dans un tube
contenant de I'’éthanol 20%, pour une réutilisatitiérieure.

1.3 SDS-PAGE

Principe :

Les constituants de la fraction purifiée sont sépagelon leur poids moléculaire par une
migration sous l'influence d’un champ électriquestt€ migration dite électrophorétique se

fait au travers d’'un gel d’acrylamide, en présedicem tampon contenant du Sodium Dodécyl
Sulfate (SDS).
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Le réseau de polyacrylamide est formé par polyratois de monomeres d’acrylamide et
d’'un agent pontant présent en faible quantitéjdadoylamide. La polymérisation est realisée
par I'addition de persulfate d’ammonium et de TEMEDmant des radicaux libres $0a
partir des ions persulfates, comme indiqué suchemma ci-dessous.

, _ TEMED _
S0Z+6 — SO +

R .

RM +M —  RMM~

Figure 11.4 : Schéma réactionnel de polymérisation d’'un gatd/lamide-bisacrylamide
R : radical libre SQ ™
M : monomere d’acrylamide

Le SDS est quant a lui un détergent anioniquetigl@ament dénaturant, il répartit une charge
négative sur I'ensemble des protéines, suivantrégpgetion d’l molécule pour 2 acides
aminés ; chaque protéine acquiert une densité agehidentique et I'on s’affranchit ainsi de
la charge propre a chaque protéine native qui pduperturber la migration des protéines
vers I'anode. Par ailleurs, le SDS linéarise leg@nes ; leur conformation n’entre donc plus
en compte dans la migration, sauf si les proténasalyser contiennent des ponts disulfures.
Le SDS lisse donc les différences de charge ebdémnmation et permet une séparation des
protéines essentiellement selon leur taille (lexidg moléculaire). Etant donné la résistance
du réseau dacrylamide aux protéines de haut pamsléculaire, la migration
électrophorétique des protéines sera inversemepbpionnelle au logarithme de leur masse
moléculaire.

Le gel est séparé en deux parties, le gel dit deatration et le gel de résolution. Le gel de
concentration (isotachophorése stacking gel, présente un réseau de polyacrylamide lache
(4 % d’acrylamide-bisacrylamide) et un pH 6,8 plaguel les complexes protéines-SDS sont
encadrés par les ions glycinates (tampon du résgeo arriere garde et les ions chlorures
(dans le gel), ions pilotes ; ceci contribue adacentration des protéines a l'interface entre
les deux gels, avant leur séparation dans le gedstdution aux mailles plus discriminantes et
au pH plus élevé (qui modifie la mobilité des ighgcinates et chlorures) . La concentration
en acrylamide-bisacrylamide de ce dernier gel betsee en fonction du poids moléculaire
des molécules a séparer et de la résolution s@ehaitn pourcentage en acrylamide-
bisacrylamide élevé permettant la séparation decntds de faible poids moléculaire. Au
contraire, un pourcentage en acrylamide-bisacrglamiéduit facilite la migration de
protéines de haut poids moléculaire.

La taille des bandes protéiques en fin de migragisinévaluée au moyen d’'un marqueur de
taille composé d’'un mélange de protéines aux poidlgculaires connus.
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Matériel et réactifs :

Le matériel, les réactifs utilisés, et le mode apgre suivi sont ceux fournis et préconisés par
Bio-Rad La solution commerciale de 30 % d’acrylamide-bigiamide présente un rapport
de 37,5:1, soit 37,5 g dacrylamide et 1 g deadrglamide pour 100 mL d’eau
déminéralisée. La solution commerciale de 10 % D& $orrespond a une concentration
massique de 10 g pour 100 mL. L'ovoinhibiteur, bowucoide, la cystatine et la papaine
proviennent tous de ch&igma Aldrichet le standard de poids moléculaire de dBezRad
(Precision Plus Protein Standards

Mode opératoire :

Pour I'analyse SDS-PAGE des fractions collectées ttes trois purifications, des gels de
résolution a 12,5 % d’acrylamide-bisacrylamide et abncentration a 4 % d’acrylamide-
bisacrylamide ont été préparés et coulés successivie Les proportions pour un petit gel de
15 puits et d’épaisseur 1 mm sont indiquées darkaldeau I1.1. On notera que les deux
constituants assurant la polymérisation, 'APSeeTEMED, sont ajoutés au dernier moment
de la préparation.

Tableau II.1 : Composition d’'un gel de 1 mm d’épaisseur a 22,8e polyacrylamide

Volumes en mL Gel de séparation 12,5% Gel de concentration 4%

Eau déminéralisée 1,57 1,793
Tampon Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 1,25 0,5M, pH 6,8 0,75
Acrylamide-bisacrylamide 30 % 2,08 0,4
SDS 10 % 0,05 0,03

Persulfate d'ammonium (APS) 10 % 0,05 0,025

TEMED 0,005 0,0025

Volume total 5,005 3,0005

Parallelement, les échantillons que I'on souhaépoder sur le gel ont été préparés dans le
tampon adéquat. Les échantillons du « non-fixé B)(Mes lavages (L) et de I'élution (E)
sont analysés en conditions réductrices ou nonetédes (250 pL de Tris-HCI 0,5 M, pH 7,8
mélangés a 200 uL de glycérol, 400 puL de SDS 1604L de bleu de bromophénol, avec
ou sang3-mercaptoéthanol). On remarquera que les fractiensvages ne sont intéressantes
gue par la comparaison du dernier lavage (DO 286 navec les fractions éluées (DO 280
nm > 0), qui reflete la spécificité de I'interacti@xistant entre les protéines éluées et les
billes.

Les échantillons analysés en conditions réductrftaaapon de solubilisation incluant ¢
mercaptoéthanol, qui rompt les ponts disulfurespriuété préalablement bouillis au bain-
marie pendant 5 minutes.

Chaque échantillon ainsi préparé est déposé dapsitsa I'aide d’'un cone effilé ; on dépose
également en bordure de gel 5 uL du marqueur tie paécoloré.

Le gel chargé est ensuite placé dans un tamponigtatian Tris-HCI 25 mM, Glycine 192
mM, SDS 0,1 %, pH 8,3. L’ensemble est mis sous ghélectrique a une tension de 80 V,
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pour une pénétration des protéines dans le gelodeeatration, puis de 120 V pour la
séparation dans le gel de résolution.

L’avancement de la migration est suivi grace aatfde Bleu de bromophénol compris dans
les tampons de solubilisation.

A lissue de la migration, le gel est placé dang wolution de bleu de Coomassie, pour
colorer les bandes protéiques de différents poidéécnlaires. On procéde ensuite a la
décoloration du maillage d’acrylamide par des baiunessifs dans une solution d’éthanol 40
%, acide acétique 10 %, pour faire apparaitre etraste les bandes de protéines ayant fixé le
colorant.

[I.4 Spectrométrie de masse
Principe :

Les constituants des fractions concentrées desptoifications, révélés par SDS-PAGE, sont
découpés dans le gel aprés identification de leidspmoléculaire apparent, et analysés par
spectrométrie de masse : une protéase, commundmentpsine, réalise I'hydrolyse des
protéines contenues dans le gel en coupant préflement en carboxy-terminal des résidus
basiques des protéines (arginine, lysine). Les igept générés sont analysés par
chromatographie liquide (dessalage sur micro-poéuw et séparation sur colonne capillaire
en phase reverse, équipemaanoHPLC CapLCde Water3 couplée a un spectrometre de
masse tandem (deux fragmentations successivegqedgentQ-TOF Ultimade Micromas$
equipé d’'une source d’ionisation en électrosprayrske principe de la Figure I11.5.

La comparaison des fragments de protéolyse aitenab, avec une base de données, permet
d’identifier, par leur rapport masse/charge, destgimes connues ou proches de séquences
déja analysées.

Source Analyseur MS1 Analyseur MS2
Passage en phase Tri des ions, Tri des ions
gazeuse et ionisation sélection de | ion fragments du Détecteur
de | 'échantillon précurseur précurseur Comptage des
=
Cellule de collision > Enregistreur
| =~ Traitement du
W s signal et
selection du précurseur AR ¥+ enalisation du
| spectre
I 1
11
L N
— = —

fragmentation (activation par collision)

J_MLU_

séparation des ions fragments

Figure 11.5 : Schéma de principe de la spectrométrie de nmaasem (ou MS/MS)
(Source: JoélleVINH - http://www.bio.espci.fr/spectrofltie/chl_ms.pdf)
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Mode opératoire :

On réalise une migration SDS-PAGE des trois fom&iselon le protocole détaillé en 11.3, en
apportant une attention particuliere aux manipoietiafin de ne pas contaminer le gel par des
protéines externes ou de la kératine. Apres déatidor, les bandes protéiques sont découpées
dans le gel au moyen d’un scalpel et placées dasmsnicrotubes bien identifiés. Les bandes
sont conservées séparément a -20°C et confiéésjdipe gérant le service de Spectrométrie
de Masse et de Protéomique, de I'INRA de Tours-MNiguz

[1.5 Tests des activités enzymatiques des fractiomqarifiées

On utilise des substrats chromogéniques spécifigeeshaque protéase cible. Les substrats
synthétiques utilisés comprennent un groupemendnebgénique para-nitroanilide (pNA)
situé en carboxy-terminal d’'une séquence peptididpaereconnaissance spécifique de ces
acides aminés, notamment celui en position P1r{dalmomenclature de Schechter et Berger
(Schechter and Berger, 1967), voir Annexe 1) pardaéase, entraine le clivage entre résidu
amino-acide et groupement chromogénique (Fig. jll&)para-nitroaniline libérée absorbe a
410 nm (coloration jaune). On peut suivre I'hydsaly du substrat en continu par
spectrophotométrie en mesurant 'augmentation destrbance a 410 nm en fonction du
temps (lecteur de microplaquasgus 300, Hewlett Packayd

Clivage protéolytique

Hzl\: J,

N == C— NH(CHy)s— CH— C —{NH @ NG
I |

'\llH O A 410 nm
R

Figure 11.6 : Structure générale d’un substrat chromogéniquiyge R-Arginine-pNA
R : séquence peptidique variant d’un substrat atfa

Matériel et réactifs :

- plaque de test Elisa, 96 puitdunc, Apogentet film plastique adapté

- solution d’albumine sérique bovine ou BS8igma-Aldrich a 0,2 % de BSA, 0,02 % de
NaN; filtrée (0,22 pum)

- protéasesSigma-Aldrich: chymotrypsine bovine, trypsine bovine, papaine

- antiprotéasesS{gma-Aldrich: ovoinhibiteur, ovomucoide, cystatine

- échantillons : éluat concentré de la chymotrypsi@pharose a 0,1 mg/mL, de la trypsine-
sépharose a 0,1 mg/mL et de la papaine-sephafg28 eng/mL

- substrats figma-Aldrich,pour les notations d’acides aminés, voir Annexe @ur la
chymotrypsine : N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitrilidde (Suc-AAPF-pNA) a 20 mM ;
pour la trypsine : N-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitrodidie acétate (Tosyl-GPR-pNA) a 10 mM ;
pour la papaine : pGlu-Phe-Leu-p-nitroanilide (pEMLA) & 10 mM
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- tampons d’activation des protéases : pour la dtgypsine et la trypsine, tampon Hepes 50
mM, NaCl 50 mM, pH 7,4 ; pour la papaine : tampaétate 100 mM, EDTA 1 mM, DTT 4
mM, pH 5,5

Mode opératoire :

Les plagues ELISA sont préalablement incubées deda BSA 0,2 %, sur une nuit a 4°C. A
l'issue de l'incubation, la BSA est éliminée eplaque est séchée a l'air libre, sous hotte. Ce
« coating » permet de limiter 'adsorption des énus a la surface des matériaux.

Les protéases et des inhibiteurs sont incubéslawampon d’activité spécifique des enzymes
testées, pendant 1 heure, a 37°C. Les volumesneeotrations sont ajustés sur 200 pL
totaux, de facon a respecter un ratio protéaséitelir d’environ 10. Les expériences sont
réalisées en triplicata (Tableaux 11.2, 11.3, 11.4)

La protéase et I'inhibiteur (ou la fraction inhiige) sont pré-incubés 30 minutes a 37°C
avant I'ajout du substrat pNA de chacune des temigymes. L’hydrolyse des substrats
('apparition du groupement pNA) est suivie en aamtpendant 20 minutes, a 37°C par le
lecteur de microplaques et grace au logiciel KCét @ppareil mesure l'absorbance des
meélanges réactionnels a 410 nm, a la fréquencerele\é@s par minute et par puits; le logiciel
KC4 calcule la pente moyenne par régression lisgain mUA/min ou UA correspond a des
unités d’'absorbance. Cette pente permet de caltadepourcentages d’activité restante (et
donc, par différence, les pourcentages d’inhibjtides fractions de purification par rapport au
témoin « protéase + substrat » dont la pente ppbreée a 100 % d’activite.

1.6 RT-PCR
Principe général :

L’expression d'un tissu au niveau transcriptionpelut étre étudiée a travers les acides
ribonucléiques messagers (ARNm) présents dans édslles tissulaires a un stade
physiologique donné. La démarche permettant de mana cette information a partir d’'un
échantillon de tissu repose sur les trois étapeasies :

1/ extraction des ARN totaux (ARN messagers, desteat, ribosomaux, etc.) des cellules du
tissu

2/ synthese des acides désoxyribonucléiques corepkaimes (ADNc) de ces ARN par

transcription inverseReverse transcriptigrRT)

3/ amplification de la séquence recherchée suAIZNc par réactions de polymérisation en
chaine Polymerase Chain ReactipRCR)

A chacun des deux stades 3h- et 18h-post-ovuladesmpoules pondeuses de race ISA Brown
ont été sacrifiées pour le prélevement de cingusissnagnum, isthme blanc, isthme rouge,
utérus et foie.

Par ailleurs, afin de limiter le biais apporté par individu, I'étude de I'expression a été
réalisée sur les tissus de deux poules différenggdce a ce doublage des échantillons, la
dégradation de 'ARN extrait d’un tissu donné astimde donné ne remettait pas en cause la
poursuite de la démarche (RT et PCR) pour I'échantanalogue de I'autre poule.
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gchantillon detissu de poule
+
1i fampon RAT(IMLA100m de tissu) Lyse
2t 1% de g-mercapioéthanol
tes
cellules
homogénéisation
parbroyeur 3 billes (30Hz, 2 rminy
2 filtration cu lys ar
surcolonne MucleoSpin@E Filter L
g/‘:’:‘“; centrifugation (4500g, 1 0min, TA)
liydrolyse des protéines
3 i
consemation Eu filtrat z2ul mcubation
eau RNase fres (4ml100my de tissyy |(20min, 55°C)
+
protéinase K (B5pLt 00me de tissu)
i\c_*'g' centriiugation {4500g, 10min, TA)
transfert du surnageant
dans un nouveau tuba collactaur
ajout d'ethanal 100% (0.5 volume)
melange parpipetages
Fixation des acides nucléiques sur silice
4

= partranstert de [a solution (masmum 3.8mL;
SUr colonne Mucleosping RMA L

@rmtrimgnﬂnn(aanng,qmin T

Ftapa 3 ranonvalar pour iraiter tout la malange

dessalage de la colonne

5/
zjout du tampon de
dessalage MOE)
g i D? certriiagation (45004, 3min, TAy
digestion des ADM cantaminants
6/ Incubation
ajout de DMase | {14armin, TA!
dans son tarnpon de réaction
(25pL dans 235p0LH 00mg de tissu)
— lavaiges el séchage
de la membrane de silice
il tampon RaZ (2,6mLi10omg de tssu)
Ceniragaion (45000, 3rmin, TA
X3 )
tarmpon BAZ (2 6mIM00my de tissu)
cenfrifugation (4500g, Jrmin, TA)
@ tampon RAZ {2 6mL 00 de tissu)
— centrifugstion (A500y, Stnin, TA)
€hnon
8 eau RMase fres ajoutée Incubation
directernent sur la colonne | (2min, TA)
H00PL00mY de tss0)

F5 centiifugaiion (45000 3min, TA
—_

— [CONCENTRATION des AR |

— [CONTROLE QUALITE des ARN |

Figure IL7 : Extraction d’ ARN par kit NucleoSpin RNA-L de MACHEREY-NAGEL

(Source : schéma inspiré des notices
TA, température ambiante

MDB, Membrane Desalting Buffer
EAlL RAZ, RA3, tampons de réaction du kit
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On précisera néanmoins que les poules impliquégaient pas toujours les mémes d’'un tissu
a l'autre, pour des raisons de qualité d’ARN déjats.

[1.6.1 Extraction d’ARN totaux sur tissus de poule

Principe :

On extrait, par broyage des cellules et précipitetidifférentielles des constituants cellulaires,
les ARN totaux d’un tissu ; mais seuls les ARN ragsss sont d’intérét pour nous, puisqu’ils
sont les « précurseurs » des protéines : leur peésen plus ou moins grande quantité, dans
un tissu, nous donne une idée de la nature eaderidance des protéines traduites.

Les étapes décrites ci-aprés ont été réaliséesilant a limiter I'introduction d’enzymes
dégradant les ARN (RNases) ainsi que la contansinates échantillons par de I'ARN et de
’ADN exogenes.

Les tissus traités par ces deux protocoles onteédés pendant le prélevement et conservés en
microtubes a -80°C. Le tableau ci-dessous indisgsedoids des tissus traités lors de la
manipulation (les autres échantillons d’ARN avaiété extraits auparavant) ainsi que la

méthode d’extraction d’ARN suivie.

Tableau 1.5 : Tissus dont les ARN ont été extraits lors dmé&mipulation

Echantillons POIdS(;)ISSUS Méthode extraction
WI 4.2 0,113 Macherey-Nagel RNA L fibrous
RI 4.1 0,145 Macherey-Nagel RNA L fibrous
RI 6.1 0,126 Macherey-Nagel RNA L fibrous
R1 10.3 0,13 Macherey-Nagel RNA L fibrous
RI 11.2 0,11 Macherey-Nagel RNA L fibrous
L4.2 0,229 RNA NOW
L6.2 0,198 RNA NOW
L 10.2 0,151 RNA NOW
L11.1 0,179 RNA NOW

Les deux premieres lettres correspondent au tissigithe (WI pour isthme blanc, RI pour isthme reud. pour
foie), le premier chiffre au numéro de poule porsgesur laguelle les prélévements ont été réaliséguxieme
chiffre indique de quel triplicata d’échantillonsilagit.

La méthodeRNA Nowde Biogentexa été choisie pour son efficacité a permettretigetion
des ARN des tissus particulierement riches telsite

Quelle que soit la méthode d’extraction suivietréatement s’applique a environ 100 mg de
tissu ; pour des échantillons de masse supérigarété répété autant de fois que nécessaire.
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1 achantilion de tissu de poule

+
FMA How™ (mLH 00 me de tissu)

homogensaisation
par broyeur & hilles (30Hz, 2 mim
et retournements detubes

extraction des ARN

Lyse
les

cellules

ajoul de chlorofarme
{0,2 valume fvolume dhomaogénaf

agiter

(A"':_‘) centrifugation {12000q, 10min, 4°C)

transfert de la phase agueuse surnageante
tans un nouvead microbe

précipitation des ARN
3l ajout disopropanol
{1 volumelvolume de surnageant)
agiter
FE:} centrifugation (120000, 1 0min, 4°C)
S
SEL kwages duculot d'ARN
4f

ajout d'éthanol TO% glacial
(1 mlL100g de tissu)

@ centrifugation (50000, Smin, 4°C)

Incubkation
{armin,
dans laglace)

Incubatien
(5min,
dans la glace)

x 2

5] séchage du culnt soos o d'air laminaire

i
e remise en suspension du culof d'ARK
6/ dans del'eau RNase free (50 & 100pL)
Decontamination de 'échaniilon en ADN
L —
ajout de fampon Drase | i
7i (0,1 volume de 10 Incubation
[30min, 37°C)
giout de DNaze |
(1 pLs S0l d@chantillon)
—EL,
8 ajout de l'agent dinactivation | Incubation
de la DMase (0,1 volume) (2min, TA)

ﬁf’"j centrifugation {10000, 2min, 4*C)

transfert du sumageant dans un nouvean microtube

— 3 [CONCENTRATION dog ARM |

— [CONTROLE QUALITE des ARM |

Figure IL.8 : Extraction d”ARN de foie par la meéthode RNA Now™ de Biogentex

rDNase I, enzyme désoxyribonucléase recombinante [

TA, température ambiante
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a) Extraction d’ARN des tissus reproducteurs

Matériel et réactifs :

Les réactifs, tubes collecteurs et colonnes usils@nt issus d’un kilucleoSpifi RNA-Lde
MACHEREY-NAGELadapté aux tissus fibreux en quantité abondgasga 200 mg de
tissu).

La protéinase K est fournie p@tAGENa 20 mg/mL.

Mode opératoire :

Le protocole suivi est adapté des instructiondVideCHEREY-NAGEL. il est resumé sur le
schéma ci-contre (Fig. 11.7).

Apres broyage et lyse cellulaire de I'échantillantssu, un traitement protéasique (Fig. 11.7,
étape 3) est ajouté au protocole prévu par le droercial, afin de faciliter I'extraction
d’ARN par digestion des grosses protéines cellegair

L’ajout d’éthanol a I'’échantillon lysé et filtré it la solubilité des ARN dans la solution et
favorise leur fixation sur la matrice de silice decolonne. La procédurducleoSpinfait
référence a de I'éthanol 70 % (ajouté a 1,8 mlfh@0de tissu); nous avons choisi, pour notre
part, de recourir, comme a chaque étape de prégitdes ARN, a de I'éthanol 100 % pour
une efficacité accrue de la fixation. Les lavagpant a eux, sont réalisés par de I'éthanol a
70 % pour un méme souci de performance de I'étape.

Le tampon de dessalage MDRIémbrane Desalting Buffgrpassé sur la colonne avant
traitement DNase, permet de solubiliser les setoreds a la membrane ou matrice de silice
et de les évacuer dans l'éluat. Ces sels proviendes tampons d’extraction utilisés
préecédemment ; ils ne favorisent pas l'activitd’dezyme DNase et 'empéchent d’assurer
une purification optimale de I'extrait en ADN.

b) Extraction d’ARN de foie

Matériel et réactifs :

Les solutions de chloroforme (99 % stabilisé paylames), isopropanol (propan-2-ol, 99 %)
et éthanol glacial 100 % utilisées sont des satsticommerciales classiques de laboratoire
(Sigma. L’éthanol & 70 % est préparé dans de I'eaupuira

L'agent de lyseRNA Now" est un produiBiogentexfourni parOzyme

La DNase | recombinante, son tampon concentré i$(etd’agent d’inactivation de la DNase

| sont issus d’un kibNA-fred™ d’Ambionpour traitement DNase et élimination des réactifs.

Mode opératoire :

Le protocole préconispar Biogentex est résumé ci-contre (Fig. 11.8). Il est basé sur
I'utilisation du produitRNA Now" et une méthode d’extraction en une étape, propoage
CHOMCZYNSKI et SACCHI (Chomczynski and Sacchi, 1987

La lyse cellulaire des foies de poule pondeuse. (ERB) étape 1) est réalisée, en méme temps
que le broyage tissulaire, par une solution comiaksée sous le nom d@NA NowW" : cet
agent réactif contribue notamment a la réducties jgrotéines a leur structure primaire ; il
associe des agents chaotropiques tels que :
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précipitation des ARN

zalution d'ARMN totaux
+

AL acétate de sodiurm 3M, pH 5,5
"y (0,01 valume) 3 séchage du culol sous Nux aminaie (T4
-
gthanal absoly glasisl Incubation elimination de lexcédent de liquide par piostages
[2,5 volume) (2h, -30°C sachage du culol sous flux laminaie (TA)

+

ou
glycopene (05pL 3 20maimby (5015 AU, -20°C)

vottenar remise en suspension du culot of'ARN
Al dans de I'eau RMase ree
(400l totaus pour un échartillan

tf:i centrifugation {(10000q, 30mir, 4°C)

lavages du culot R

ajout d'éthanal T0'% alacial

e — [CONTROLE QUALITE des ARM
2f m

x2
rmeélange par
retournaments de tube

@_":‘j centrfugation (10000g, 10min, 4°C)

Figure I1.9 : Concentration de solutions d”ARN par précipitation

TA, température ambiante
Ethanol absolu, sthanol 100 %
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- un composeé deérivé du guanidium, qui altére legcires secondaires et tertiaires des
protéines et polysaccharides ;

- un solvant réactif INA Now inactivant les RNases, améliorant la lyse delsilesl

et la solubilisation des tissus ;

- un détergent favorisant la dissociation des ropigtéines ;

- du phénol ultrapur stabilisé.

Apres la lyse des tissus et homogénéisation dedigdlon, les divers constituants cellulaires
extraits sont sépares par différentes opérationms@mpitations différentielles.

Aprés ajout de chloroforme, les ARN, présentant ghaffinité pour la phase organique ainsi
créée, se concentrent dans la phase aqueuse anesetfsont alors séparés des protéines,
débris cellulaires, et autres contaminants corastitune phase organique rouge et dense ; les
lipides abondants du foie se répartissent, quanixadans une phase intermédiaire.

L’ajout d’isopropanol au surnageant d’ARN provodiadfet inverse ; insolubles en présence
de cet alcool, les ARN précipitent et sont recupélans le culot apres centrifugation.

Le précipité d’ARN est lavé a deux reprises avetéathanol a 70 %, puis séché a l'air libre
sous hotte a flux d’air laminaire, a températurebiamte, pour éliminer les dernieres traces
d’éthanol.

Avant d'utiliser I'extrait d’ARN pour une transctipn inverse, il importe de le décontaminer
de toute trace d’ADN qui compromettrait le bon déement des opérations suivantes. On a
donc recours a la digestion des ADN par 'enzymeB&l ; deux unités de cette enzyme, soit
1 pL de solution, permettent I'élimination de 2 @\DN génomique a partir de 50 pL de
suspension d’ARN (soit 10 pg d’ARN au maximum).reactif d’inactivation de la DNase |
met fin a cette digestion et précipite 'enzymecing ainsi que des cofacteurs de catalyse
d’ARN (calcium, magnésium) qui sont éliminés pantaéugation.

On obtient donc, a lissue de ces extractions skus d’oviducte et de foie, des suspensions
d’ARN vierges d’ADN. Tant qu’ils sont sous formeldale, les ARN restent néanmoins trées
sensibles a la dégradation. lls sont donc stock86°& et sortis a température ambiante aussi
peu que possible.

¢) Concentration des ARN extraits

Aprés mesure des volumes et concentrations en sacideléiques des suspensions (par
spectrophotométrie a 260 nm Banodrop, il apparait nécessaire de concentrer les extrait
On procéde la encore par précipitation des ARMNvetdes successifs du culot, avant remise
en suspension dans un volume défini. La Figuredé&ille le protocole suivi et les réactifs
utilisés.

A l'issue de cette concentration, les échantillerBaits sont tous sous un volume de 40 pL.
Aprés mesure de leur concentration en acides muesgi@ priori ARN uniquement), et avant
de poursuivre la manipulation par la transcriptiomerse, on s’'assure qu’il n'y a pas eu
dégradation des ARN, par un contréle qualité.

d) Contrble gualité des ARN extraits

Principe :

En point final de I'extraction, on dépose les ARN an gel d’agarose contenant du bromure
d’éthidium (BET) et on procede a la séparation fdegments selon leur taille, par migration
électrophorétique horizontale et immergée. La ntigmaest suivie grace a des colorants
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inclus dans les tampons de solubilisation des ditloais. Un marqueur de taille pour ADN
permet également de suivre la migration de facatiedgndre une bonne résolution des bandes
d’ARN. En fin de migration, les bandes d’ARN sorévélées par l'application d'un
rayonnement ultraviolet sur le gel ; le BET actéréet alors une fluorescence au niveau des
bandes d’ARN. Les ARN les plus abondants dans dédisles eucaryotes étudiées sont les
ARN ribosomaux 18S et 28S ; une forte intensitdlalarescence et la netteté de ces bandes
pour chaque puits d’échantillon témoignent d’uner®qualité des ARN extraits.

Matériel et réactifs :

Echantillons d’ARN dilués a 100 ng/pL d’acides miglies

Poudre d’agarose pour biologie moléculairedtrogen

Bromure d’éthidium a 10 mg/mL dg&o-Rad

Tampon de gel et de migration Tris-acétate TAE 1X

Tampon de charge des échantillons (0,25 % de kebraimophénol, 0,25 % xyléne cyanol
FF, 30 % de glycérol)

Marqueur de taill®keady Load 100 bp DNA Ladd#invitrogen

Mode opératoire :

Un gel a 1 % d’agarose a été réalisé dans du tampénlX contenant du BET (0,1 mg/L
final) et coulé dans le moule adapté pour un getide 17 puits.

Apres prise en masse, il est immergé dans du tafmpdn1X et les puits sont chargés des
échantillons préparés ainsi que de marqueurs die,tglacés de part et dautre des
échantillons (500 ng dans du tampon de chargejnigaation est réalisée sous 100 V jusqu’a
séparation distincte des deux fronts de coloranutsrporés dans les échantillons.

A lissue de la migration, le gel est placé sougrmement ultraviolet (en enceinte confinée)
pour révéler les bandes d’ARN.

[1.6.2 Transcription inverse

Principe :

Afin de remonter a linformation génomique conterdens les ARN totaux extraits, on
synthétise un brin d’ADN complémentaire de la ségeenucléotidique d’ARN, grace a une
ADN-polymérase, ARN-dépendante et exonucléase.

Cette enzyme effectue sa synthése dans le se@afiidne portant le groupement phosphate)
— 3’ (Carbone portant un groupement OH), a partind’amorce de départ et en digérant les
amorces intermédiaires par leur nucléotide extérieles amorcesRandom hexamers
(hexameres désoxyribonucléotidiques aléatoires} altlisées ne sont pas spécifiques d’'une
séquence donnée.

Mode opératoire :

Les échantillons sont préparés suivant le protdenigrogend’utilisation de [aSuperScript 11
Reverse Transcriptase

10 pg d’ARN totaux de chaque échantillon ont ébéilrés a 65°C pendant 5 minutes avec des
amorces aléatoires hexameriquesfmega a 21 ng/uL et des désoxyribonucléotidgigig

a 0,8 mM dans de I'eau ultrapure, de facon a déeates doubles brins éventuels et garantir
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I'absence de repliement des ARN en épingle a chayeléchantillon témoin d’eau ultrapure
est préparé de la méme facgon.

Aprés un rapide refroidissement dans la glacezyere Superscript |l Reverse transcriptase
(Invitrogen) est ajoutée au milieu réactionnel a hauteur @eW@chantillon, dans son tampon
(First Strand Buffer 5XI’'Invitrogen) de concentrations finales Tris-HCI 50 mM, KCImB/,
MgCl, 3 mM, pH 8,3, en présence de DTT a 10 mM finaud'@h inhibiteur de ribonucléase
(RNase-OUT'Invitrogen a 80 U/échantillon.

L’ensemble des microtubes est placé dans un theweteao pour une incubation a 25°C
pendant 10 minutes, afin d’hybrider les amorcess@quences ARN, puis a 42°C pendant 50
minutes, pour la synthese d’ADNc. La synthése esitée par 15 minutes d’incubation a
70°C et les ADNCc (sous un volume d’environ 40 phhtsrefroidis a 4°C avant stockage a -
20°C.

[1.6.3 Amplification des fragments d’intérét par réactions de polymérisation en chaine

Principe :

Les ADNc synthétisés représentent 'ensemble daeggéxprimés dans un tissu donné. Des
réactions de polymérisation en chaine vont permettamplifier, dans ces brins d’ADN
monocaténaire, un fragment spécifigue du géne detiprotéase recherchée et son
complémentaire, pour peu qu’elle soit exprimée dansssu.

On choisit ici de simplifier le suivi de 'amplifation en ne la contrélant qu'a I'issue de la
PCR (PCR en point final oind Point PCRR Cette amplification d'un fragment spécifique
d’ADNCc est réalisée par une enzyme ADN polyméraEsistante a des températures élevées
(Tag-polymérase), a partir d'amorces ADN d'une tamge de paires de bases, congues
spécifiguement pour encadrer la région de genéeifdent a deux cent nucléotides).

Le choix des amorces étant fait minutieusement goiier toute reconnaissance d’'une autre
séquence génomique, on espere n‘amplifier que déomécible d’ADNc. Deux couples
d’amorces ont été choisis pour chaque antiprotéase.

De méme que les températures imposées au couryctkl e polymérisation, le milieu
réactionnel de PCR est d’importance pour une aétioptimale de I'enzyme ; il doit
notamment comporter des ions Wgcofacteurs de la Tag-polymérase, qui peuvent étre
apportés séparément du tampon d’activation pourcaneentration finale optimale.

Les « produits de PCR » sont ensuite séparés $eltaille des fragments, par migration
électrophorétique. On peut conclure sur I'expressio gene cible au vu de la présence ou de
'absence d’'une bande nucléotidique a la taillerattie. On notera toutefois que ce suivi de la
PCR en point final, plutét qu'en temps réel (sudes réactions par spectrométrie et
fluorescence), ne permet qu’'une interprétationitpiale de I'expression d’un tissu mais ne
permet pas de quantifier I'expression d’un tissurppport a un autre. .

Mode opératoire :

Les milieux réactionnels puis les échantillons étdét déposés dans les puits de plaques PCR
(AB-600 Thermi-Fast® 96, Non-skirtellABgeng thermofilmées ou recouvertes de capsules
individuelles regroupées par rangde puits Cap Stripsd’ABgeng. Les ADNc des 21
échantillons (1,5 puL de produit de transcriptioverse soit 375 ng d’ARN théoriquement) ont
été amplifiés par I'enzyme Tag-polymérasdpiiTherm DNA Polymerasel’Interchim
ajoutée a 2,5 U/echantillon.

La réaction est réalisée en présence d’oligonudést{dNTP Sigm3 a 0,2 mM finaux (pour
chacune des quatre bases), dans un milieu reconémpaaud le fournisseur de I'enzyme
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polymérase et composé, en concentrations finaedrid-HCI (pH 9,0) a 7,5 mM, Mggh
60 uM, KCl a 5 mM, (NH),SO; & 2 mM.

Les amorces sont fournies pBurogente¢ pour les antiprotéases, Isvitrogen pour la
séquence codant pour I'ARN 18S, diluées a 10 uMaatrporées au milieu réactionnel a 0,4
MM finaux. Leurs séquences et identifiants soppetes dans le Tableau I1.3.

Tableau 11.3 : Séquences nucléotidiques des amorces spécifeqiaile du produit de PCR attendu

Identification Taille du produit

Antiprotéase expérimentale Séquence nucléotidique de PCR (pb)

5-AGATGAGAACGACGAGGGCTTG-3

Cyst-F1/B1 5-GGCAAGTTGTGCGACCAATCTC-3 173

Cystatine 5-AGGTTGAGATTGGTCGCACAAC-3'
CystR2/B2 I T GGCACTTGCTTTCCAGCAG S 160
5-CAGTAGGTTTCCCAACGCTACAGAC-3’
OVOM P B e T GCTCTTTGCTGATATTGGTTCC 3 160
ovomucoide

5-GCCTACAGCATAGAATTTGGAACC-3

OvoM F2/B2 5-AGGTGACTCCATCAGTACCACAGAC-3 172

5-CGCCTACAACGCAGAACATCAC-3

Ovol Bl e CCTGCCATCCTTAGAGACTGTGG 3 19

5-CCAATGGTGTCAACCTATGCCAG-3

Ovol F2/B2 5-GGAGAGACTTTCTGGAACTCACGG-3 142

5-CGCGTGCATTTATCAGACCA-3’

18S 18SFUBl 15 ACCCGTGGTCACCATGGTA D 167

ovoinhibiteur

Les PCR ont été menées en thermocycleur selondeditons suivantes : dénaturation

initiale de 4 minutes a 94°C, suivie de 25 a 30ayade dénaturation (94°C, 30 secondes),
hybridation des amorces (température d’hybridasipécifigue de chaque couple d’amorce,
45 secondes, Tableau I1.4) et élongation (72°C,idute), avant de finir par une élongation

terminale (72°C pendant 10 minutes) et refroidissena 4°C.

Tableau 1.4 : Températures et nombre de cycles optimaux degles d’'amorces spécifiques employés

Ider)tification ' Ten-1pé.rature Nombre de cycles
expérimentale d’hybridation (°C)
Cyst-F1/B1 58 30
Cyst-F2/B2 55 30
OvoM F1/B1 55 25
OvoM F2/B2 55 30
Ovol F1/B1 55 25
Ovol F2/B2 55 25
18S F1/B1 58 30

Les températures d’hybridation sont calculées enction du pourcentage de bases
Guanidine-Cyanidine dans la séquence ADN des amoRmur certaines amorces amplifiant
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abondamment en conditions standard, le nombre descge PCR a été réduit pour limiter la
saturation des signaux lors de la révélation des ge

Parallelement, un contrdle qualité des produittraescription inverse utilisés pour les PCR a
ete réalisé par amplification du gene d’ARN 18%spnt chez tous les eucaryotes et exprimé
de maniére ubiquitaire. Les conditions de PCR détcélles exposées ci-dessus (Tableau
I1.4), avec une température d’hybridation de 58,30 cycles de polymérisation.

Les produits de PCR sont analysés sur un gel ddagaa 1,4 % comme décrit précédemment
(voir 11.6.1.d).

[1.7 Tests d’'inhibition de croissance bactérienne

Les tests d’évaluation du potentiel antibactériemds fractions d’antiprotéases ont été initiés
suivant le principe des tests de diffusion radiale.

Principe :

On teste I'effet inhibiteur d’une substance suptalifération de bactéries en milieu solide,
par diffusion radiale a partir de disques imbibéxdmposé a tester.

Un milieu nutritif d’agar est coulé dans une baféePétri puis ensemencé par inondation avec
la souche bactérienne étudiée. Des disques dergapiard imprégnés de quantités connues
des substances a tester sont ensuite déposésiidaleesdu milieu. Les substances diffusent
aussitét dans le milieu puis, durant l'incubatittncompétition éventuelle entre la croissance
bactérienne et la diffusion radiale de la substaocse un gradient de concentrations
décroissantes. Apres incubation, des zones cireslad’inhibition de la prolifération
bactérienne apparaissent autour des disques, stamtraavec le tapis bactérien couvrant le
reste de la surface. La taille de ces zones epppionnelle a la sensibilité de la bactérie : en
effet, la culture s’arréte lorsqu’elle rencontrenslde milieu une concentration égale a la
concentration minimale inhibitrice (CMI) (Bosgiraaeshd AEMIP, 2003). C’est pourquoi on
peut caractériser I'effet des substances sur lalptpn bactérienne en mesurant le diamétre
de ces zones d’inhibition.

Un antibiotique de zone d’inhibition approprié esbisi comme témoin positif ; le tampon de
dilution des substances protéiques fait officedtedin négatif.

Matériel et réactifs :

Souche deSalmonella enteric&nteritidis LA 5 en phase stationnaire (soit aprés nuit de
culture & 37°C)

Milieu agar LB, NaCl 170 mM

Milieu agar LB, NaCl 50 mM

Disques de papier buvard stériles non imprégnésm’ tle diamétreHluka, BioChemikp de

6 mm de diametreb{oMérieuy

Disques d’'antibiotiquesB{o-Rag de 6 mm de diamétre : rifampicine (30 pg/disque),
ampicilline (10 pg), streptomycine (500 ug), téyadme (30 U.1.), chloramphénicol 30 ug),
spectinomycine (100 ug)
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Figure IL10 : Tests de diffusion radiale pour I'étude des activités antibactériennes des antiprotéases
commerciales sur 5 Enteritidis

Plan d’expérience smivi sur deux milieux - LB agar NaCl 170 mM et LB agar NaCl 50 mM.

A, - test de I'ovoinhibiteur ; B. - test de I'ovomucoide ; C. : test de la cystatine.

1. TBS 1X, témoin negatif (20 a 40 pl) ; 2. antibiotique, témoin positif (rifampicine, 30 pg) : 3 et 4, lysozyme
(40 pL a 100 pM) et ovotransferrine (40 pL a 100 pM). contréles d'inhibition de prolifération ; 3, ovoinhibiteur
commercial (40 pL a 100 M) ; 6. ovonmicoide commercial (40 pL a 100 uM) ; 7. cystatine commerciale (40
pLl a 100 uM).
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Lysozyme Sigmg

Ovotransferrine (Conalbuminepigma
Ovoinhibiteur, ovomucoide, cystatinBigmg
TBS 1X stérilisé par autoclave

[1.7.1 Choix du témoin positif par antibiogramme

Des boites de milieu agar LB a 170 mM et 50 mM d€Nont été préparées puis inondées
par un bouillon de culture d8. Enteritidis LA 5 & une concentration estimée 34710
bactéries/mL.

La concentration de bactéries est estimée sur Henhrouillon initial dilué au dixieme, par
spectrophotométrie a 600 nm de longueur d’onde,umité de densité optique correspondant
a environ 2 x 1dbactéries/mL.

Apres séchage sous flux d’air stérile, des disqlgedifférents antibiotiques sont disposés sur
la boite par un distributeur stérile. Une incubatile 18 heures a 37°C permet la diffusion des
antibiotiques et la visualisation de zones d’intidioi autour des disques d’antibiotiques. On
procéde a la lecture de l'antibiogramme en mesuaset une régle graduée le diametre
maximum de la zone d’inhibition (en mm).

On choisit I'antibiotique pour lequel le diametre ld zone d’inhibition est le plus compatible
avec le nombre de substances que I'on souhaitr st une méme boite.

[1.7.2 Tests de diffusion radiale

20 mL de milieu ont été coulés a I'avance en aufenboites de Pétri que prévu dans le plan
d’expérience (Fig. 11.10).

Les disques de substances a tester sont prépajaégravant dépbt : placés dans une boite de
Pétri vide par type de substance, ils sont imbd®80 uL (disques de 6 mm de diamétre) a
40 puL (disques d’'1 cm de diametre) de solutionéquie préparée a 100 uM dans du TBS 1X
stérile. Une fois secs, on les rassemble pour ahaglistance dans un flacon conservé a 4°C.

Les milieux agar LB sont ensemencés par inondatwec un brouillon bactérien de
concentration connue (estimée par spectrométri@0andn) puis les disques de substances
sont disposés un a un sur le milieu (Fig. 1l.180)ecaun témoin positif (Antibiotique), un
témoin négatif (TBS 1X) et deux contréles a acantibactérienne connue. Comme en 11.7.1,
les résultats s’expriment en mm de diameétre deeligwelle zone d’inhibition autour du
disque de substance, aprées 18 heures d’'incuba8@hG
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[1l. Résultats / Discussion

[1l.1. Purification et caractérisation des antiprotéases du blanc d’ceuf

On cherche a identifier des antiprotéases du btioeuf de poule (dont I'ovoinhibiteur,
'ovomucoide et la cystatine de poulet), a les firriafin de caractériser leurs activités et
notammentleur potentiel antimicrobien vis-a-vis &almonella

[11.1.1 Isolation des antiprotéases du blanc d’ceupar chromatographie d’affinité de type
protéase-sépharose

a) Stratégie

La stratégie utilisée pour isoler les antiprotéada blanc d’ceuf est inspirée de l'article
d’ANASTASI (Anastasiet al, 1983) et s’appuie sur leurs activités inhibitsicepécifiques
d'une classe de protéases donnée et conduisant Hortaation de complexes
protéases/antiprotéases. En incubant du blanc cieeuf des billes de sépharose présentant a
leur surface une protéase cible de I'antiprotéasdharchée, c'est-a-dire en réalisant un
couplage « billes de sépharose — protéase », @reesgtenir les inhibiteurs de la protéase,
parmi lesquels on identifiera, vraisemblablemers dhhibiteurs déja connus ; on espere
également isoler des antiprotéases non décriteslgdittérature. Cette technique de
purification a été mise au point en s’appuyant kurspécificité inhibitrice de trois
antiprotéases connues du blanc d’ceuf (ovoinhibitewomucoide et cystatine) afin d’isoler
des antiprotéases du blanc d'ceuf présentant lesemémaractéristiques. Cette nouvelle
compétence pourra par la suite étre exploitée au die laboratoire et adaptée a d’autres
fluides biologiques tels que le jaune d’ceuf oueldsaits protéiques de la coquille.

L’ovoinhibiteur et lI'ovomucoide sont capables diidr des protéases a sérine.
L'ovoinhibiteur présentant une plus grande spébificde reconnaissance pour la
chymotrypsine que pour la trypsine, on choisit deemir cette antiprotéase par des billes
couplées a la chymotrypsine. De méme, des expé@&seantérieures (Rhodes al, 1960;
Feeneyet al, 1963) ont montré que I'ovomucoide interagissaéfgrentiellement avec la
trypsine, on effectuera donc un couplage trypsépharose pour la pré-purification de
'ovomucoide.

La cystatine de poulet, quant a elle, peut éteniet par chromatographie d’affinité avec la
papaine, une protéase a cystéine, comme I'a déenANIASTASI (Anastaset al, 1983).

b) Résultats

Les chromatographies d’affinité sont réaliséesquauplage covalent des billes de sépharose
activées par le bromure de cyanogéne avec la pmt@hle, la chymotrypsine, la trypsine ou
la papaine. Les billes alors obtenues sont incuaées le blanc d’ceuf puis lavées de maniére
a éliminer les protéines non spécifiques. Enfia,deotéines affines sont éluées a pH 2 ou 11
(voir 1.1, 11.2).

Il importe, ensuite, de vérifier la qualité de mowré-purification et la présence, dans la
fraction protéique récupérée, des antiprotéasdserelcees, parmi d’autres inhibiteurs de
protéases qu'il peut étre intéressant d'identifieur élargir le champ de nos connaissances.
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Figure IT1.1 : Gel SDS-PAGE (12,5 %) des purifications sur protéase-sépharose

A Fraction 1ssues de la chymotrypsine-sépharose. B. Fractions 1ssues de la trypsine-sépharose. C. Fractions
1ssues de la papaine-sépharose. NF. non fixé, 2 pL; L1, Lavage 1. 5 uL; L2-L8, lavages. 20 uL ; E1-E10,
fractions d’élutions, 20 pL ; Std, standard de poids moléculaire, 5 pl ; cystatine, cystatine commerciale. Les
echantillons ont &té solubilisés dans un tampon de Laemmli non réducteur, et n'ont pas €té bowllis afin de
préserver au maximum leur configuration native.
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C’est pourquoi, on analyse, dans un premier tef@spmposition protéique des fractions
issues des trois purifications (par trypsine-, chiympsine- et papaine-sépharose) sur gel de
polyacrylamide.

Les purifications semblent avoir bien marché (Rigl) : en effet le dernier lavage (L5, L8 ou
L4 de Fig. lll.1.A, B, C respectivement) montrestygeu de protéines résiduelles non fixées
sur les billes, tandis que I'élution (E1 et fraoBosuivantes) entraine le décrochement des
protéines affines. Les fractions présentant la futge concentration en protéines (estimée par
spectrophotométrie aNanodrop) ont été regroupées, dialysées et lyophilisées foomer la
fraction de purification CT-sépharose (chymotrypss@pharose), T-sépharose (trypsine-
sépharose) ou P-sépharose (papaine-sépharose).eCattemdu, parmi les bandes protéiques
éluées de la chymotrypsine-sépharose, on peut ihotprésence de protéines d’'un poids
moléculaire apparent d’environ 50 kDa pouvant gpoadre a celui de I'ovoinhibiteur (Fig.
l11.1.A). De méme, on observe pour la trypsine-g¥pke, des protéines de poids moléculaire
apparent similaire a celui de 'ovomucoide, de 235&Da (Fig. Ill.1.B). Enfin, trés peu de
protéines sont éluées de la papaine-sépharose pmamnstate néanmoins la présence d’'une
protéine d’environ 14 kDa, de poids similaire aucele la cystatine commerciale (Fig. I.1.C,
Pool E1-E4versuscystatine).

[11.1.2 Identification des protéases par spectrométe de masse

L’analyse des bandes protéiques de chaque fraptospectrométrie de masse nous permet,
dans un second temps, d’identifier avec précisisrcbnstituants des fractions de purification,
suite a leur digestion en fragments peptidiquesgaypsine (voir Matériel et méthodes 11.4).

Une premiere identification a été tentée sur dexlés de gel obtenues par SDS-PAGE en
conditions non réductrices (Fig. 111.2).

On s’attendait a une identification de la cystatia@s la bande de poids moléculaire apparent
14 kDa (bande P-14), de 'ovomucoide dans la bdr8e et de I'ovoinhibiteur dans la bande
CT-45/55.
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Figure 1.2 : Bandes de gel SDS-PAGE (12,5 % de polyacrylamidegraditions non réductrices) découpées
pour digestion et analyse par spectrométrie de massLa piste identifiée comme « Fraction P-sépharose »
correspond a la fraction obtenue par chromatogeagini papaine-sépharose (environ 8 pg déposésjéne la
fraction purifiée sur trypsine-sépharose a été sépalans le puits « Fraction T-sépharose » (en@infog) et la
fraction purifiée sur chymotrypsine-sépharose dEnguits « Fraction CT-sépharose » (environ 8 [Lgs
bandes sont identifiées par leur origine (P- poisteppapaine, T- pour piste trypsine, CT- pour epist
chymotrypsine) et leur poids moléculaire apparentkilodalton). Std, marqueur de taille.

En réalité, suite a la digestion trypsique des #éiiliens et I'analyse de leurs fragments
peptidiques par spectrophotométrie de masse, stoigsprotéines ont été identifiees (voir
Annexe 3) : on reléve en effet la présence de tigstadans la fraction obtenue par
chromatographie d’affinité sur papaine-sépharosgads moléculaire attendu (14 kDa), la
présence d’ovoinhibiteur dans la fraction obtenuets/psine-sépharose (a 45/55 kDa) et la
présence probable de lysozyme dans la fractioneisde la pré-purification sur
chymotrypsine-sépharose (a un poids moléculaireargmp de 13kDa). On notera que
l'identification de cette derniere protéine n’esaspcertaine ; en effet un seul fragment
peptidigue a été reconnu, sur les trois exigés aimum pour assurer la présence de la
protéine meére dans la bande analysée. De plugsdeyme n’est pas une antiprotéase et, par
le fait, ne devrait pas se fixer sur la colonne.

Les fragments protéiques des autres bandes n’oétreudentifiés ; néanmoins, leur présence
effective dans les échantillons traités a la tnypsa été confirmée par le relevé de pics
distincts sur spectrogramme MALDI-TOF (voir AnneXe

La premiéere protéine (bande P-14) correspond asoabaits : la papaine-sépharose a bien
retenu la cystatine parmi d’autres antiprotéasesldnc d’ceuf. Néanmoins la deuxieme
bande identifiée (T-45/55) ne nous satisfait pam: attendait en effet la présence
d’ovomucoide dans la fraction purifiée sur trypsségharose, au moins dans l'une des
bandes présentant un poids moléculaire entre 3b é&Da. La présence de I'ovoinhibiteur
dans cette fraction de purification n’est cependsad surprenante, dans la mesure ou cette
antiprotéase possede au moins quatre sites inipitde la trypsine (voir Fig. IV.1 en
conclusion).

En ce qui concerne la recherche de nouvelles atéigses du blanc d’oeuf, on peut s’étonner
du faible nombre de protéines identifiées, surdmbre total de bandes analysées.
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Tableau III.1 : Résultats d’1dentification par spectrometrie de masse des bandes de poids moléculaire apparent

découpées du gel en Figure TI1.3.

Bande MS/MS Q-TOF I:‘e -l; MS/MS ion irap ];: -IIJ?
P-=300
P-30 clusterin [Gallus gallus] ] CYT_CHICK (P01038) Cystatin 2z
precursor (Egg-white cystatin)
pP-22 NON RENSEIGNE CYT CHICK (P01038) Cystatin 2z
precursor (Egg-white cystatin)
P-14 cystatin C (amyloid angiopathy 5 CYT_CHICK (P01038) Cystatin &
and cerebral hemon'h{rge) precursor (Egg-wﬁife c_}-‘sr’ar'jr:')
[Gallus gallus]
T-27/37 NON RENSEIGNE
T-27/37b IOV _PTEPE (P67943) Ovomucoid 1
{Fragiment)
T-20/26 NON RENSEIGNE
T-20/26b NON RENSEIGNE
T-17 NON RENSEIGNE 10V7 CHICK (P10i84) 1
Ovoinhibitor precursor
T-17b CYT_CHICK (P01038) Cystatin 1
precursor (Egg-white cystatin) *
10V7 CHICK (P10i84) 2
Ovoinhibitor precursor *
T-14
T-14b
T-12 NON RENSEIGNE 10V7 CHICK (P10i84) 2z
Ovoinhibitor precursor *
T-12b NON RENSEIGNE
CT-=300 NON RENSEIGNE OVOS CHICK (P20740) Ovostatin Z
precursor (Ovomacroglobulin)
CT-30 NON RENSEIGNE 10V7 CHICK (P10i584) 3
Ovoinhibiior precursor
CT-37/45 similar to aveinhibitor precursor g 10V7 CHICK (P10i84) 4
[validated| - chicken [Gallus Ovoinhibitor precursor
gallus]
CT-30/35 similar to aveinhibitor precursor 7 IOV7_CHICK (P10184) 3
[validated] - chicken [Gallus Ovoinhibitor precursor
gallus]
CT-20
CT-18 similar to aveinhibitor precursor 2z IOV7_CHICK (P10184) 4
[validated] - chicken [Gallus Ovoinlibitor precursor
gallus]
CT-16 similar to eveinhibitor precursor 2 IOV7_CHICK (P10184) z
[validated] - chicken [Gallus Ovoinhibitor precursor
gallus]
CT-14 similar fo ovoinhibitor precursor 2 IOV7_CHICK (P10184) 4
[validated] chicken [Gallus Ovoinlibitor precursor
gallus]
CT-12 10V7_CHICK (P10184) 2
(voinhibiior precursor

Le nombre de peptides avant participé a 'identification des protéines (Nb Pep.) est mdiqué dans les colonnes
adjacentes & chaque dispositif La mention « NON-RENSEIGNE » indique quels échantillons n’ont pu étre
analysés par spectromeétre Q-TOF, suite a des incidents techniques. Les cases vides correspondent a 1"absence de
protéine identifiée, outre la trypsine bovine, dont 1'origine est discutée ci-dessous. Les protéines identifides sans
certitude, probablement 1ssues de contaminations entre échantillons, sont signalées par un astensque : *
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Malgré les informations apportées par spectromémiéMALDI-TOF et évoquées ci-dessus,
un élément de réponse peut étre avanceé : I'’hydrgbyéalable a la spectrométrie de masse
MS/MS (en tandem) est réalisée par la trypsine rimoyior les bandes analysées ont été
obtenues suite a une migration SDS-PAGE en comditioon réductrices : les protéines
séparées sont donc sous une conformation relativemad¢ive. Certaines de ces protéines ont
éte isolées du blanc d’ceuf pour leur potentiellitbur vis-a-vis de la trypsine (fraction T-
sépharose contenant, en principe, 'ovomucoiddes esont susceptibles d’avoir conservé,
durant I'électrophorése, cette reconnaissance fgpéeide la trypsine, d’inhiber ainsi son
action hydrolytique, et donc de perturber la géid@made fragments peptidiques identifiables
par spectrométrie de masse.

Afin de valider ou non cette explication, une idicdtion par spectrométrie de masse a été
réalisée sur des bandes issues d’une migration F¥BE= en conditions réductrices (Fig.
[11.3), permettant une inactivation des antiproe&saprésentes dans les fractions. On notera
gue les bandes obtenues en conditions non rédesulifférent, par leurs poids moléculaires,
des bandes analysées en conditions réductricgsotes disulfures étant en effet rompus sous
ces conditions. La rupture de ces ponts et la déamtain des protéines a 95°C provoque la
linéarisation des protéines ; celles-ci vont aloigrer uniquement en fonction de leur masse
(et non plus selon leur conformation), leur changéividuelle étant négative de par la
présence de SDS.

(=TS
P->300 -
-
CT-50
i CT-37/45
P-30
I:l _- ! CT-30/35
A T-20/26 .
T (I CT-20  —
P22 | I | [_Jcrs
T-17 [ CT-16
| |1|4 | CT-14
P14 [ | (W ot
T-12
Fraction Fractions Fraction Std
P-sépharose T-sépharose CT-sépharose

Figure Ill. 3 : Bandes de gel SDS-PAGE (12,5 % de polyacrylamidepritions réductrices) découpées
pour digestion et analyse par spectrométrie de mass La piste identifiée comme « Fraction CT-séphasose
correspond a la fraction obtenue par chromatogeaphi chymotrypsine-sépharose (environ 20 pug déjpodé
méme la fraction purifiée sur trypsine-sépharoétéaléposée dans le puits « Fraction T-séphareavison 20
Kg) et la fraction purifiée sur papaine -séphads®s le puits « Fraction CT-sépharose » (enviropgpQ Les
bandes sont identifiées par leur origine (P- poisteppapaine, T- pour piste trypsine, CT- pour epist
chymotrypsine) et leur poids moléculaire apparem Kilodalton). Les échantillons dilués dans leampon
réducteur ont été bouillis pendant 5 minutes aun-baarie avant leur dépdét dans les puits de gel. iB&dqueur
de taille.

Les bandes protéiqgues CT->300 et P->300 corresporadeles bandes visibles au-dela du
marqueur de taille 250 kDa ; leur poids molécul@pparent ne peut donc étre davantage
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précisé. Tout comme pour la bande P-30, le dépmii€iogue de ces bandes n’est pas visible
sur la photographie, car elles ont été extraites @dutre gel a l'issue d’'une purification sur
sépharose plus récente, la purification et la nignaayant été réalisées strictement dans les
mémes conditions.

Les bandes de gel confiées a la plateforme derspécitométrie ont été digérées par trypsine
bovine avant analyse spectrométrique par couplage ndnochromatographie liquide
(nanoHPLC) et spectrometre de masse tandem. Paleroer dispositif, les échantillons été
analysés sur deux équipements : spectrométre Q-&tGipectrometre avec trappe ionique.
Les deux approches ont fourni des résultats coaotsdlont la synthese est présentée dans le
tableau ci-contre (Tableau lll.1). Les tableawgimaux et détaillés des résultats figurent en
Annexes 5 a 6.

Les trois antiprotéases de référence ont, cetecipiété identifiées dans leurs fractions
respectives, ce qui tend a valider la stratégi@utdication par couplage de type « protéase
cible — sépharose ».

Il importe toutefois de se référer au nombre deigep reconnus par la base de données et
ayant ainsi permis lidentification d’'une protéin®n considere généralement que trois
peptides différents sont nécessaires pour attagtar certitude de la présence d’'une protéine
dans I'échantillon. Selon ce critere, seuls I'oVolniteur et la cystatine ont une présence
avérée dans les fractions. Néanmoins, des incidaulniques, intervenus lors de la
spectrométrie par Q-TOF, ont entrainé la perteddesées relatives a plusieurs bandes de la
fraction purifiée sur trypsine-sépharose ; on ppenser qu’elles auraient renforcé cette
information quant a la présence d’ovomucoide darisattion T-sépharose.

Pour la majorité des bandes (exception faite daddsma 50 et plus de 300 kDa de la fraction
purifiée sur chymotrypsine-sépharose), notammetiesceu aucune antiprotéase n'a été
identifiee (P->300, T-27/37, T-20/26 et T-20/26b,1& et T-14b, T-12b et CT-20), des
fragments de trypsine bovine ont été décelés paatspnétrie dans les échantillons digérés.
Cette trypsine correspond a la trypsine bovinase#l pour la digestion des protéines avant
analyse par spectrométrie de masse. Elle pod@galement correspondre a la trypsine bovine
ayant servi a la conception de la trypsine-séplasbqui se serait décrochée des billes au
cours de I'élution.

En ce qui concerne ces bandes P->300, T-27/37/2620 T-20/26b, T-14 et T-14b, T-12b et
CT-20, aucune protéine connue ou inconnue n’'atpuiéentifiée, en dehors de la trypsine
bovine. Pour des raisons de disponibilité technigas échantillons n’ont pu étre analysés par
MALDI-TOF ; on ne dispose donc pas de spectrogranp@enettant de trancher sur les
raisons de cet échec: s’agit-t-il de fragmentstgoes bien présents dans I'échantillon
digéré mais inconnus de la base de données dur@mpétte ? ou est-ce que la bande
protéique n’a pu étre digérée par la trypsine pgrcelle exercait toujours une inhibition vis-
a-vis de cette protéase, malgré les conditionsctédas et dénaturantes de la séparation sur
SDS-PAGE (auquel cas, aucun fragment peptidiquesanait de taille a étre analysé par
spectrométrie) ? La présence de pics sur le spgatrone MALDI-TOF aurait permis de
répondre favorablement a la premiere hypothes&attester ainsi la purification de nouvelles
antiprotéases du blanc d'ceuf.

Pour contourner cette incertitude, une nouvelldyaeaspectrométrique a été réalisée sur les
constituants des fractions purifiées sur chymoingset trypsine-sépharose, aprés digestion
par une enzyme de spécificité différente de lading: 'endoprotéase Glu-Gigma, clivant

les protéines en carboxy-terminal des résidus wjate.
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kpa - .. a  Figure Ill.4 : Bandes de gel SDS-PAGE (12,5
250 [ Jer-an = % de polyacrylamide, conditions réductrices)
100 [ w0 Odécoupées pour digestion et analyse par
7 spectrométrie de masse.La piste identifiée
0 comme « Fraction CT-sépharose » correspond a la
CT-36/50 - fraction obtenue par chromatographie sur
chymotrypsine-sépharose (environ 20 Mg
déposés); de méme la fraction purifiée sur
T 20/pd - 2 trypsin(_a—sépharose a été dépqsée dans le puits
pa— 20 « Fraction T-sépharose » (environ 20 pg). Les
bandes sont identifiées par leur origine (T- pour
piste trypsine, CT- pour piste chymotrypsine) et
15 leur poids moléculaire apparent (en kilodalton).
Les échantillons dilués dans leur tampon
T-11 I, réducteur ont été bouillis pendant 5 minutes au
bain-marie avant leur dép6t dans les puits de gel.
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Cette analyse spectrométrique, menée par équipepi@@iF, n’a pas apporté d’informations
supplémentaires par rapport aux analyses antésichioemis une identification plus nette de
'ovomucoide dans la fraction purifiée sur trypss@pharose. Les résultats détaillés ne sont
donc pas présentés dans ce rapport mais appatagsseéinnexe 7. On notera néanmoins
gu'aucune trace de trypsine bovine n'a été décelées les échantillons digérés par
'endoprotéase Glu-C ; les traces relevées lorsadab/ses précedentes provenaient donc bien
de la trypsine utilisée pour la digestion et nos @@ la chromatographie.

[11.1.3 Caractérisation de I'activité inhibitrice d es fractions purifiées

bY

Une premiere purification par chromatographie @t nous a conduit a isoler des

inhibiteurs reconnaissant la méme protéase (trgpgihymotrypsine ou papaine). Certaines
des protéines éluées des différentes chromatog@®phi pu étre identifiées par spectrométrie
de masse, d’autres sont encore en cours d’andybkissue de cette premiére étape et avant
de purifier davantage les fractions hétérogenesnolets, il convient de s’assurer de l'intégrité
de I'activité inhibitrice des fractions d’antipraiges, en réalisant des tests cinétiques.

Ces tests reposent sur I'hydrolyse de substratSdpes chromogéniques spécifiques des
protéases cibles de nos inhibiteurs. En présenckedeyme protéasique, un groupement
para-nitroanilide (pNA) est libéré d'une séquen@ptlique spécifique ; ce groupement
présentant un pic d’absorbance a 410 nm, on péuediaccumulation de ce produit dans le
milieu réactionnel au cours du temps, ce qui reflétydrolyse du substrat par la protéase.

Si I'on place dans le milieu de réaction un intgbitde la protéase, I'activité hydrolytique de
cette derniere sera réduite voire annulée, ladii@r de pNA sera moindre et 'augmentation
d’absorbance a 410 nm plus faible. Par comparades pentes d’hydrolyse (unités
d’absorbance en fonction du temps, voir 11.5) eéspnce et en absence d’antiprotéases, on
espere donc souligner I'activité inhibitrice de m@tions purifiées.
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Figure IIL5 : Inhibition de la chymotrypsine par I’ovoinhibiteur commercial et la fraction CT-sépharose.
Movenne de trois repétitions. E, chvmotrypsine ; Fraction, fraction d’élution de la chymotrypsine-sépharose ;
ovol, ovoinhibiteur commercial ; pNA, para-nitroanilide ; S, substrat Suc-AAPF-pNA ; Suc. Succinyl.

absorbance
moyenne (mOD) ¢E=+8
0.5 -
045 ofraction a 0,1pg/mL = 8
0.4
035 A0WM+E+ 3
an:.%_ wfractiona 0,1pg/mL = E+ S
0.2 L .
015 a fractiona 0,0Mug/imL+E + 5
0.1
0,05
0 T T T T 1 temps {(min)

0 5 10 15 20 25

Figure II1.6 : Inhibition de la trypsine par I’ovomucoide commercial et la fraction T-sépharose. Moyenne
de trois répétitions. E. trypsine ; Fraction, fraction d’élution de la trypsine-sépharose ; ovoM, ovomucoide
commercial ; pNA, para-nitroanilide : S, substrat N-tosyl-GPR-pNA.
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Figure I11.7 : Inhihition de la papaine par la cystatine commerciale et la fraction P-sépharase. Echantillon
représentatif. E. papaine ; Fraction. fraction d’élution de la papaine-sépharose ; cystatine, cystatine
commerciale ; pNA, para-nitroanilide ; S, substrat p-GFL-pINA.
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Le choix du substrat dépend de la protéase : lenolrypsine clive spécifiquement apres des

résidus hydrophobes tels que la leucine (L) etfomatiques tels que la phénylalanine (F) et

la tyrosine (Y); la trypsine reconnait spécifiquarndes résidus chargés positivement tels
gue la lysine (K) ou l'arginine (R) ; la papaine, egiant a elle, surtout sensible a la présence
d’'un tampon d’activation acide et d’'un agent réductle dithiothréitol (DTT).

Dans nos tests d’activité (voir Tableaux 1.2, lIlB4 dans Matériel et méthodes I1.5), le puits
de référence associe I'enzyme, le substrat etdetifm de purification. Des mesures de
coloration sont effectuées en parallele sur desitém

- un des témoins ne comprend que le substratdafinisualiser une éventuelle hydrolyse
spontanée,

- un témoin associe I'enzyme et le substrat seuls,

- un autre témoin associe I'enzyme, le substratiret antiprotéase commerciale afin de
vérifier que les conditions expérimentales pernme¢ttdfectivement I'inhibition de la protéase,
- enfin, deux témoins n’associent que I'inhibité¢fraction ou antiprotéase commerciale) au
substrat, afin de garantir que l'inhibiteur n'esispcontaminé par une protéase capable
d’hydrolyser elle-méme le substrat, ce qui faussaddre interprétation.

Les tests d'activité protéasique ont été réalisédeax concentrations de fraction de
purification différentes ; celles-ci ont été ajestéle facon a atteindre une inhibition presque
totale (environ 100 % d’inhibition) et une inhiloiti partielle (20 a 50 % d’inhibition), et ainsi
visualiser une éventuelle relation dose/ répongteela concentration de fraction et
I'inhibition de protéase effectivement observée.

Les premiers tests effectués mettaient en ceuvreassentrations d’'inhibiteur commercial
calculées pour respecter un certain ratio inhibiteenzyme, les molarités de chacun étant
connues. Un tel ajustement n’était pas possibler poas fractions hétérogénes, les
concentrations ont donc été ajustées par tatonrtspsshon I'inhibition observée.

Ces ajustements ont ainsi abouti a tester le petenhibiteur de la fraction purifiée sur
chymotrypsine-sépharose aux concentrations 2 pgénl0,2 pug/mL, en parallele d’un
contrble commercial a 10 nM. Pour la fraction pédf sur trypsine-sépharose, les
concentrations ont été ajustées a 0,1 et 0,01 pgémlparallele d’'un contréle commercial a
2,5 nM. Enfin, la fraction purifiée sur papaine{s@mse a été caractérisée aux concentrations
de 32 et 12 pg/mL, en parallele d'un contrdle comumaé a 275 nM. Les résultats sont
présentés Fig. 1.5, 1I1.6 et IIl.7. Tous lestesnt été réalisés en triplicata.

Quels que soient les substrats testés, nous n'apassobservé d’apparition d’hydrolyse
spontanée ni d’absorbance basale élevée, ce quigeende l'intégrité des substrats. Les
fractions issues des différentes purifications emtdent pas hydrolyser significativement les
substrats dans les conditions choisies pour ces tes

Les tests sur papaine ont montré, pour quelqueitiéps, des absorbances anormalement
élevées deés la premiere mesure, d’'ou une moyenmegmeesentative et des écarts-types
importants; néanmoins lorsque I'on s’intéresse pemtes d’hydrolyse, on retrouve le méme
comportement pour les trois répétitions. Le testeredonc satisfaisant. Pour simplifier la
lecture graphique, en s’affranchissant des barresredr standard, nous avons choisi
d’illustrer les résultats par les valeurs d’'un éthion représentatif des trois répétitions (Fig.
l11.7). L'absorbance élevée étant maintenue tout lang de la durée de lecture
spectrométrique, ces artefacts pour le test d’itibibde la papaine, visibles notamment sur la
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droite de contrble cystatine, sont sans douterdbagt a une opacité des puits de dépbt, peut-
étre suite au pré-coating par I'albumine sériguérm

Plus que les valeurs de densité optique, nous mbéiessons aux variations de pentes par
rapport au témoin associant la protéase et le mbddnt la pente est ramenée a 100 %
d’activité. Ces variations de pentes permettechleul d’'un pourcentage d’activité résiduelle
de la protéase et, par différence, d’un pourcentéighibition par I'antiprotéase commerciale
ou la fraction selon la formule suivante :

Pente moyenne du milieu testé — Pente moyennerdtdHi® « milieu sans la protéase » x 100
Pente moyenne du controle « pis#ér substrat »

La pente moyenne du contrble « milieu sans la ps#® n’est prise en compte que
lorsqu’elle est positive (les valeurs négatived sl@s artefacts, elles ont été arrondies a 0).
Pour I'activité résiduelle en présence de la foacth la concentration C1, le contrble sans la
protéase n’a été réalisé qu’a la concentration @2 en tient compte en multipliant sa pente
moyenne (lorsqu’elle est positive) par le rappags deux concentrations.

Un écart-type est indiqué, calculé comme suit :

Ecart-type par rapport a la pente magen x 100
Pente moyenne du contrdle « protéase + stil¥stra

Les résultats sont présentés dans le Tableawclid2ssous.

Tableaux I11.2: Activité résiduelle moyenne de la protéase engnés des fractions purifiées

Pourcentage d’activité résiduelle
, L, Fraction a C] Fraction a C2
Protéase inhibée I+E+S LE+S TE+S
Chymotrypsine 77,06 4,00 63,88+5p0 22,82+ 3,00
Trypsine 36,28 +2,00 79,35+5,00 15,99 + 2|00
Papaine 0,00+1,00 52,77+9,p0 2,66+ 100

I, inhibiteur commercial spécifique de chacune degymes ; E, enzyme testée ; S, substrat spécifigue
I'enzyme testée ; Fraction, fraction CT-sépharo8e2§C1) et 2 ug/mL (C2), fraction T-sépharose®d {C1) et
0,1 pg/mL (C2) ou fraction P-sépharose a 12 (CBRaig/mL (C2).

Dans les trois types de tests, les activités rédliehides protéases, apres incubation avec les
inhibiteurs commerciaux, sont de l'ordre de 77 &0ce qui correspond a une inhibition
partielle (23 %) a totale (100 %). Ceci valide mosditions expérimentales pour I'étude de
I'activité inhibitrice des fractions d’élution.

Nos trois fractions purifiées sur chymotrypsineypsine- et papaine-sépharose montrent
également une activité inhibitrice vis-a-vis de rlqurotéase cible. Les ajustements de
concentrations ont abouti a la détermination d’cmecentration C1, propre a chaque fraction,
pour laquelle on observe une inhibition partiekela protéase (53 a 80 % d’activité résiduelle
de la protéase, soit 20 a 47 % d’activité inhibédriselon les fractions considérées), en
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opposition a une concentration C2, montrant uniitibn presque totale de la protéase cible
(3 a 23 % d’activité résiduelle, soit 77 a 97 %mHibition).

Outre la démonstration d'une activité inhibitriceesd fractions pré-purifiées, ces tests
cinétiques mettent donc en exergue une relati@e-dépendante entre cette activité et la
concentration de fraction dans le milieu.

[l.2. Etude de [I'expression transcriptionnelle des genes de trois
antiprotéases du blanc d’ceuf dans I'oviducte de poel

Parallélement a la purification, a partir de blah@euf, de I'ovoinhibiteur, de I'ovomucoide,
de la cystatine et d’autres antiprotéases nouvelhitndentifiées, on cherche a mieux définir
les lieux d’expression privilégiée des génes deangiprotéases par une étude glohadeune
PCR en point final.
On s'intéresse aux tissus impliqués dans la foonatie I'ceuf, c’est a dire aux tissus de
'appareil reproducteur de la poule ponde@alus gallusou oviducte (magnum, isthme
blanc, isthme rouge et utérus), en comparant lgpression a deux stades du processus
séquentiel de formation de I'ceuf :
- le stade3h-post-ovulationcorrespondant au passage de I'ceuf dans le maghuaon
cours duquel le blanc est déposé,
- le stadel8h-post-ovulationlorsque I'ceuf évolue dans l'utérus et voit sa uilbe
déposée.
Nous avons également inclus le foie car il estda te synthése des protéines constituantes
du jaune d’ceuf et déposées avant ovulation.
Les manipulations ont donc été effectuées sur tigsys, identifiés par la suite : Ma pour
magnum, WI White isthmuspour isthme blanc, RRed isthmuspour isthme rouge, Ut pour
utérus et L I(iver) pour foie, et prélevés aux deux stades de foomate I'ceuf évoqués ci-
dessus (voir Figure 1.3).

[11.2.1 Préparation des échantillons d’ADN complémataires

A lissue de l'extraction des 20 échantillons d’ARMbtaux, ceux-ci sont concentrés par
précipitation dans I'éthanol et solubilisés dansvolume défini, afin de garantir une plus
grande pureté des ARN extraits. Des estimationsotheentration en acides nucléiques, par
mesures spectrophotométriquesNanodropa 260 nm, ont été effectuées avant et aprés cette
concentration par précipitation ; elles permettdatcalculer un rendement de l'opération,
rendant compte de la rigueur de la manipulation.

Tableau 111.3 : Rendement de I'étape de concentration des écloaustil’ ARN extraits.

. gté ARN gté ARN finale | Rendement
Echantillons .

départ en pg en ug en %

WI 4.2 55,93 44 78,7
RI 4.1 275,5 191,2 69,4
RI 6.1 181,45 127,2 70,1
RI10.3 230,85 161,6 70,0
RI11.2 120,05 90,8 75,6
L 4.2 39,102 35,6 91,0
L6.2 41,04 38,4 93,6
L 10.2 39,672 44,8 1129
L11.1 35,853 34 94,8
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Seuls figurent les échantillons extraits par ndsssiors de cette expérience. Les échantillonsédis et les trois
premiers échantillons d’ARN totaux d’isthme blanaignt été extraits et concentrés antérieurement.

Les rendements sont globalement satisfaisants. @aran toutefois le rendement de la
concentration de I'échantillon d’ARN de foie L 10.2normalement élevé (112 %). Cela
s’expligue sans doute par le biais d’estimationl@leconcentration par I'équipement de
spectrophotométrie ; il aurait été plus rigoureexreicommencer ces mesures sur une dilution
au ¥z de I'’échantillon d’ARN extraits. Cependante ualle valeur ne remet pas en cause la
pureté de I'échantillon puisque le spectrophotoenétrdiquait, par ailleurs, un rapport
A260/A280 (indicateur de pureté d’ARN vis-a-vis gestéines a acides aminés aromatiques)
tout a fait correct.

Suite a cette étape de concentration des ARN &xtai contrdle de leur qualité a été réalisé
sur gel d’'agarose afin de s’assurer de leur nomadi&égion, avant transcription inverse.

La synthese d’ADN complémentaires (ADNc) des ARMuta de tissus de poule a elle-aussi
donné lieu a une vérification : les ADNc ont étépiifiés en présence d’amorces spécifiques
de la séquence génique codant pour 'ARN 18S, um ARiquitaire chez les organismes

eucaryotes. Le gel dont la photographie figureessbus (Fig. I1.8) a été obtenu a l'issue
d’une réaction de polymérisation en chaine (PCR¥ des conditions optimales explicitées en
11.6.3 (Matériel et méthodes).

Figure 111.8 : Gel d’agarose (1,4 %) des produits de la PCR réabe en présence d’amorces spécifiques de
la séquence codant pour 'ARN 18S.

Ma 4.1, 6.1, magnum 3h-post-ovulation ; Ma 11.2]11thagnum 18h-post-ovulation ; WI 4.2, 6.3, isthutenc
3h-post-ovulation ; WI 10.1, 11.2, isthme blanc 4®ist-ovulation ; Rl 4.1, Rl 6.1, isthme rouge 3¥sp
ovulation ; R.1.10.3, 11.2, isthme rouge 18h-poasttation ; Ut 1.1, Ut 3.1, utérus 3h-post-ovulatiodt 10.1,
Ut 11.1, utérus 18h-post-ovulation ; L4.2, L6.4ef8h-post-ovulation,; L10.2, L11.1, foie 18h-paostilation.
L’échantillon identifié HO correspond a un témoin négatif des conditionsatescription inverse et de PCR : il
comportait tous les réactifs pour cette étapexa@éption d’ARN extraits, remplacés par de I'eawagtre, et a
subi strictement les mémes conditions de réaction.

Les puits de bordure étaient chargés d’'un marqdeutaille pour ADN dont les plus basses valeurs son
indiquées en paires de bases (pb).

Les bandes de forte intensité vers 200 pb corresgaraux produits de PCR attendus (167
pb). Les bandes de trés faible intensité en decgD8eb correspondent vraisemblablement a
des dimeéres ou associations des amorces utiliséegui explique leur présence dans le
contrble négatif (KO ultrapure)
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Figure ITI.9 : Analvse de I'expression de la cystatine de poulet par RT-PCR (gel d’agarose 1 %0). A.:
couple d'amorces F1/B1 ; B. : couple d’amorces F2/B2.

Ma 4.1, 6.1, magnum 3h-post-ovulation ; Ma 11.2, 10.1, magnum 18h-post-ovulation ; WI 4.2, 6.3, 1sthme blanc
Sh-post-ovulation ; WI 10.1, 11.2, isthme blanc 18h-post-ovulation ; RI 4.1, RI 6.1, isthme rouge 3h-post-
ovulation ; RI1.10.3, 11.2, 1sthme rouge 18h-post-ovulation ; Ut 1.1, Ut 3.1, utérus 3h-post-ovulation ; Ut 10.1,
Ut 11.1. utérus 18h-post-ovulation ; L4.2, L6.2. foie 3h-post-ovulation ; L10.2, L11.1, foie 18h-post-ovulation.
L’eéchantillon identifié¢ H;O correspond au temoin de conditions de transcription mverse et de PCR.

Les puits en bordure sont chargés d'un marqueur de taille pour ADN dont les plus basses valeurs sont indiquees
en paires de bases (pb).
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Tous les produits de PCR issus d’ARN extraits neniti’amplification, donc la présence,

d’'une méme séquence d’ADN complémentaire d’ARN 1&Sforte intensité de cette bande
pour les 20 échantillons témoigne d’'une bonne tuakks produits de transcription inverse,
soit un déroulement correct et homogene de cttfeeOn pourra donc interpréter librement
les autres PCR.

[11.2.2 Etude de I'expression de la cystatine

Que l'on considere I'un ou l'autre couple d’amordpeur leurs différences, voir 11.6.3), un
fragment d’environ 200 pb est amplifié dans tous éhantillons de produits de PCR,
d’intensité relativement homogéne (Fig. 111.9). &€eadorrespond a la taille de I'amplicon
attendu (173 pb pour le couple F1/B1, 160 pb pewouple F2/B2). Les bandes plus basses a
moins de 100 pb correspondent vraisemblablememisaadsemblages d’amorces, puisqu’on
les retrouve dans I'échantillon témoin,(Multrapure).

On peut donc affirmer que, dans nos conditions @R Ren point final, I'expression
transcriptionnelle de la cystatine est ubiquitadens les tissus de l'oviducte et le foie de
poule, avec des intensités d’expression sembléattwvement proches d’un tissu a l'autre.

On ne note pas de différence d’intensité signifigaéntre les deux stades auxquels les tissus
ont été prélevés. On ne peut donc conclure suddesées temporelles de synthése de cette
protéine au cours de la formation de I'ceuf.

La PCR n'ayant été menée que de facon semi-quiaveitdPCR en point final), on ne peut
aller plus avant dans cette comparaison des itésnsi

I11.2.3 Etude de I'expression de 'ovomucoide

Les produits de PCR des deux couples d’amorces remnici encore des résultats
concordants. Les échantillons correspondants amnummaget a I'isthme blanc présentent une
bande de forte intensité d’environ 200 pb, corregpot aux amplicons attendus,
respectivement 160 et 172 pb (Fig. 11.10). Lesaitilons rattachés a l'isthme rouge (a
I'exception de I'échantillon Rl 4.1) et a l'utérysésentent une expression plus faible de
'ovomucoide (signal non saturant). Enfin, les éthians de foie ne montrent pas de facon
nette la bande d’amplicon, ce qui va en faveur €’ahsence d’expression de I'ovomucoide
dans le foie de poule. Une telle affirmation impkgait une spécificité de présence de
'ovomucoide dans le blanc d'oeuf et non pas dangalne, puisque la majorité des
constituants de ce compartiment de I'ceuf sont gyisis par le foie.

Les bandes visibles & moins de 100 pb sur les dels< ci-contre (Figure III.10.A et B)
correspondent vraisemblablement aux polymeres d'eeso

Dans nos conditions de contréle de PCR en poiat,fihn'apparait pas d’effet significatif du
stade de prélevement des tissus sur la quantitBRN’ Aessagers présents dans les cellules.
L’échantillon RI 4.1 ne peut étre pris en consitiérasur ce point puisqu’on ne retrouve pas
cette forte intensité pour l'autre échantillon pré& au méme stade sur une autre poule (RI
6.1). Peut-étre cette variation est-elle d’ordtenimdividuel.

On releve donc trois niveaux d’expression transiommelle différents, qui restent a préciser
par PCR quantitative.
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Figure IT1.10 : Analyse de I'expression de I'ovomucoide de poulet par RT-PCR (gel d’agarose 1 %), A.:
couple d’amorces F1/B1 ; B. : couple d" amorces F2/B2

Ma 4.1, 6.1, magnum 3h-post-ovulation ; Ma 11.2, 10.1, magnum 18h-post-ovulation ; WI 4.2. 6.3, isthme blanc
3h-post-ovulation ;: WI 10.1, 11.2, isthme blanc 18h-post-ovulation; RI 4.1, RI 6.1, isthme rouge 3h-post-
ovulation ; R1.10.3, 11.2, isthme rouge 18h-post-ovulation ; Ut 1.1, Ut 3.1, utérus 3h-post-ovulation ; Ut 10.1,
Ut 11.1, uteérus 18h-post-ovulation ; L4.2, 1.6.2, foie 3h-post-ovulation,; L10.2, L11.1, foie 18h-post-ovulation.
En A, un puits a été laissé vide entre I'échantillon L 11.1 et le témoin H,O de conditions de RT et de PCR.

Des marqueurs de taille ont été deposés en bordure de gel, les valeurs des bandes de plus petites tailles sont
indiquées en paires de bases (pb).
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I11.2.4 Etude de I'expression de I'ovoinhibiteur

A I'exception des puits WI 11.2 et Rl 4.1 dont Ign&l de fluorescence apparait légerement
plus faible, tous les échantillons montrent, p@srdeux couples d’amorces testés, une bande
intense de taille correspondant a celle des ampdicattendus (soit 119 et 142 pb,
respectivement), outre la faible bande de polyméiaworces (Fig. I11.11).

Ces résultats vont dans le sens d'une expressiansdiptionnelle ubiquitaire de
I'ovoinhibiteur, sans modification qualitativememdtable de la synthese d’ARN messagers
du stade 3h-post-ovulation au stade 18h-post-awulatls restent toutefois a confirmer par
une étude en temps réel.

[11.3. Caractérisation du potentiel antisalmonelligue des antiprotéases du
blanc d’'ceuf

On cherche a étudier l'effet des antiprotéases kuncbd’oeuf sur une population de
Salmonella entericd&nteritidis. Les antiprotéases sont supposéesimagiiectement sur la
prolifération bactérienne par inhibition des pregsbactériennes qui participent au pouvoir
invasif des pathogenes par dégradation des pretéieé¢oeuf. Cependant le role de I'activité
antiprotéasique sur I'inhibition de la prolifératides pathogénes reste a démontrer. En outre,
les antiprotéases pourraient avoir un role antioliem indépendant de leurs propriétés
antiprotéasiques.

Afin de tester en premiére approche l'effet desipaotéases du blanc d'ceuf par des
expériences simples réalisables avant la fin daaggge, nous avons d’abord étudié I'action des
antiprotéases commerciales seules par des test$fuldon radiale, en vue de tester ensuite
les fractions purifiées par nous-mémes (voir Ill.1)

Les tests de diffusion radiale reposent sur I'aggpion, sur un milieu nutritif en boite de Pétri,
ensemencé préalablement par la souche bactérigsé® de disques imbibés de la solution a
tester. La diffusion du produit du disque de papiavard au milieu environnant permet
'expression d’'un éventuel effet de la substanaelaprolifération (voire la viabilité) de la
population bactérienne.

Des concentrations élevées du milieu de croissdraérienne en chlorure de sodium
peuvent diminuer la sensibilité des bactériessulstance testée pour son potentiel inhibiteur
de prolifération bactérienne (Turner al, 1998). C’est pourquoi nous avons comparé, dans
cette étude, les résultats obtenus sur deux typemwilitux d'agar LB : un milieu préparé a
170 mM de NaCl et un milieu préparé a 50 mM de NacCl

[11.3.1 Choix du témoin positif par antibiogramme

Six antibiotiques différents ont été comparés earmhilieux LB agar a 170 mM et 50 mM de
chlorure de sodium, afin d'utiliser le témoin pddi plus approprié a nos plans d’expérience,
en terme de diametre de la zone d’inhibition.

Le tableau ci-dessous justifie le choix de la rifggine par son petit diamétre d’inhibition sur
les deux milieux.

On notera que 'ampicilline est ici un contréle Ientibiogramme puisque la souche 8e
Enteritidis LA 5 utilisée était connue comme selesibcet antibiotique.
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Figure II1.11 : Analyse de I’expression de I’ovoinhibiteur de poulet par RT-PCR (gel d’agarase 1 %5). A.:
couple d’amorces F1/B1 ; B. : couple d’ amorces F2/B2

Ma 4.1, 6.1, magnum 3h-post-ovulation ; Ma 11.2, 10.1, magnum 18h-post-ovulation ; WI 4.2, 6.3, 1sthme blanc
3h-post-ovulation ; WI 10.1, 11.2, isthme blanc 18h-post-ovulation; RI 4.1, RI 6.1, isthme rouge 3h-post-
ovulation ; R1.10.3, 11.2, isthme rouge 18h-post-ovulation ; Ut 1.1, Ut 3.1, utérus 3h-post-ovalation ; Ut 10.1,
Ut 11.1, utérus 18h-post-ovulation ; L4 2, 1.6 2, foie 3h-post-ovulation ; L10.2. 111 1, fode 18h-post-ovularion.
En A.. les produits de PCR. des échantillons de fore (L 4.2 a L 11.1) ainst que le témoin H2O ont été deéposes sur
un auire gel pour des questions de praticite mais ont migreé dans les mémes conditions. Des marqueurs de taille
ont déposés en bordure de gel, les valeurs des bandes de plus petites tailles sont indiqueées en paires de bases

(pb)-
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Tableau IIl.4 : Résultats de I'antibiogramme

Diametre de la zone d'inhibition (mm)
Antibiotique Duantité par disque (ug) Milieu LB agar, Milieu LB agar,
NaCl 170 mM NaCl 50 mM

Ampicilline 10 20 22
Chloramphénicol 30 25 26
Rifampicine 30 7 8,5
Spectinomycine 100 26,5 28
Streptomycine 500 30 32
Tétracycline 30 U.I. 19 18

[11.3.2 Tests de diffusion radiale pour I'étude des activités antimicrobiennes des
antiprotéases commerciales

L’antibiotique de contréle ayant été choisi, le guatel inhibiteur de prolifération de
différentes protéines du blanc d’ceuf a été testéSsientericaEnteritidis suivant le mode
opératoire indiqué en I1.7. A I'exception des diggule rifampicine, aucune zone d’inhibition
de la souche n'apparait autour des protéines ted@i®@ en ce qui concerne les antiprotéases
gue les contrbles positifs. Cette absence d’etfetas prolifération bactérienne est relevée sur
les deux types de milieux : LB agar a 170 mM deweire de sodium et LB agar a 50 mM.
Par la présence sur toutes les boites de zondsildtion de 13 a 14 mm de diamétre, le
témoin antibiotique garantit des conditions d’esgien bactérienne de sensibilité. Il est alors
étonnant que l'ovotransferrine, dont le potentiefitzactérien a été démontré (Barenal,
1997), ne présente pas ici d’effet visible surdache.

On peut s’interroger sur la méthode employée disgues imprégnés durant la manipulation
étaient d’'un diameétre plus important que celui’detibiotique commercial ; la quantité de
protéines apportées (40 pL a 100 mM soit 4 nmad)t-étle alors trop faible pour une
diffusion du produit sur le milieu a une concentmatsupérieure a la concentration minimale
inhibitrice (CMI) ? L'étape de séchage des disqeas une journée a-t-elle compromis
l'activité des protéines déposées ? Afin de réperdces questions et dans l'attente d’autres
protocoles, on peut d’ores et déja tester I'efietia rifampicine apportée sous forme liquide
sur un disque vierge (et non pas sur un disquenmo&é commercial comme utilisé lors de
cette premiere manipulation). Ceci permettrait diecture sur le mode opératoire adopté et de
le modifier en conséquence. On pourrait égalemanisager de recourir a des solutions
protéigues plus concentrées, afin d’atteindre éxsl@ment les CMI respectives de chaque
protéine. Quoiqu’il en soit, il sera essentiel d&diorer les tests sur les témoins positifs et sur
les antiprotéases commerciales avant de testetdmtel inhibiteur de nos fractions purifiées
sur protéase-sépharose.
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Figure IV.1l : Schéma illustrant ’hypothése de complexe protéase(s)-antiprotéase multidomaine
dans le blanc d'ceuf, par I'exemple de 'ovoinhibiteur et d'une protéase endogéne de spécificiteé
enzymatique de type trypsine.

A Spécificité des sept domaines Kazal de 1"ovomhibiteur. B. Incubation du blanc d’ceuf avec des billes
chymotrypsine-sépharose. C. Complexe ovoinhibiteur-protéase endogéne retenu par la colonne de
chromatographie. D. Elution de I'ovoinhibiteur et de la protéase.
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Conclusion

Les purifications du blanc d'oceuf menées, au cowscd stage, par chromatographies
d’affinité sur chymotrypsine-, trypsine- et papag@pharose, ont permis d’isoler et de purifier
partiellement des antiprotéases, parmi d’'autregpres de I'albumen. Les tests d’inhibition
de protéases pratiqués ensuite sur les fractia¥latiin ont mis en évidence la conservation
du potentiel inhibiteur de ces antiprotéases. tésgnce d’antiprotéases dans les fractions
d’élution a été confirmée par spectrométrie de mass a ainsi identifié 'ovoinhibiteur, la
cystatine, I'ovomucoide et I'ovostatine, antiprags connues du blanc d’ceuf, parmi d’autres
protéines qu’il reste a analyser. Ces résultatsdderal donc la stratégie de purification
adoptée ; cette technique pourra étre exploitéseau du laboratoire pour la purification et
l'identification d’antiprotéases a partir d’autregtraits de I'ceuf tels que la coquille ou le
jaune d’oeuf.

Cependant, si des antiprotéases du blanc d’ceupwétre purifiées partiellement par cette

technique, il est apparu que nos fractions déhgiprésentaient également une activité
protéasique : des tests cinétiques, effectués aateentrations en fraction trypsine-sépharose
et chymotrypsine-sépharose supérieures a celle&siegntées ici (données non publiées), ont
en effet montré une hydrolyse basale du substrd¢uwmprésence et ce, en absence de tout
ajout de protéases exogenes. Ceci pousse a envisageésence de protéases dans nos
fractions pré-purifiées supposées ne contenir ggeadtiprotéases.

L’hypothése que nous avons émise dans un prennigrstest que ces protéases pourraient
provenir des chromatographies de type protéaseasggd ayant servi a la purification. En
effet, I'élution des protéines fixées ayant étdiséa dans des conditions drastiques (pH 2 ou
11) on peut imaginer que les protéases coupléasnaatrice de sépharose (la trypsine et la
chymotrypsine) aient pu se décrocher des billeseeaketrouver dans les fractions d’élutions.
Pour tenter de répondre a cette question, noussaaaalysé les fractions trypsine-sépharose
et chymotrypsine-sépharose en zymographie en geiétigine. Nous avons pu mettre en
évidence la présence de protéases capables d'figdrda gélatine. Cependant, le poids
moléculaire apparent de ces protéases s'avererdlifféle celui de la trypsine ou de la
chymotrypsine, ce qui infirme I'hypothése initiale.

Une autre explication pourrait étre donnée sumkselde la structure - méme des antiprotéases
etudiées. Quelques antiprotéases, telles que hbvmieur et 'ovomucoide du blanc d’ceuf,
sont capables d'inhiber différentes protéases gracelusieurs domaines inhibiteurs
spécifiqgues et indépendants; on parle ainsi d’iitdilps multidomaines. Ces domaines
présentent un mécanisme d’action commun aux domaiite de type Kazal ; il s'agit de
séquences consensus comportant six cystéines eéaseet impliquées dans des ponts
disulfures. Une liaison peptidique (site réactd),la surface du domaine inhibiteur, peut
interagir spécifiguement avec le site actif de latgase, et donner lieu, par son clivage, a la
formation du complexe protéase-antiprotéase entiere

On peut ainsi supposer la présence, dans le blasafdrut, d’'une ou de plusieurs protéases
initialement complexées a une antiprotéase multadoen (ovoinhibiteur ou ovomucoide),
affine pour les billes de protéase-sépharose (chypgine-sépharose ou trypsine-sépharose
respectivement) et capable de s’y fixer par ses ailues restés libres; le complexe
protéase(s)-inhibiteur aurait ainsi été retenulparolonne de chromatographie avant d’étre
détaché et collecté, sous forme complexée ou ramg bbs fractions d’élution (Figure 1V.1).
La migration électrophorétique en présence de Sib8wera de séparer la (les) protéase(s) de
I'antiprotéase multidomaine.

53



Le contraste entre les gels SDS-PAGE réalisés mditaans réductrices ou non pourrait étre
un argument en faveur de cette présence, dansrdesohs chymotrypsine- et trypsine-
sépharose, de protéases d’origine endogéne. En eff a pu constater la multiplication, en
passant a des conditions réductrices, du nombbaxdes séparées, sans qu'aucune d’elle ne
migre au poids moléculaire apparent relevé en ¢iomdi non réductrices (voir Fig. 1.2 et
[11.3). On sait que les conditions réductrices tcbnient a la linéarisation des protéines par
rupture des ponts disulfures qui les maintenai@antsdeur conformation native. Or, les trois
antiprotéases connues et visées dans cette étngmaent plusieurs de ces ponts : ils sont au
nombre de 21 pour I'ovoinhibiteur, 9 pour 'ovomime (et 2 pour la cystatine, mais son
profil n’est pas modifié en conditions réductricds} fait que la rupture de ces ponts donne
lieu, non pas a une seule bande de protéine lméaiais a plusieurs bandes de poids
moléculaires plus faibles, suggére que les anBpsas ont été clivées auparavant par des
protéases. Il pourrait s’agir de clivage par destgases présentes initialement dans le blanc
d’ceuf, comme proposé ci-dessus, ou de clivagegsaprotéases trypsine ou chymotrypsine
couplées aux billes de sépharose. On ne pourrahiganpour 'une ou l'autre de ces
explications que par une identification par speugtsie de masse des protéases visualisées
par zymographie, ou par un séquencage de chaqyedrd protéique séparé sur SDS-PAGE
en conditions réductrices : la comparaison de @@grfents avec la protéine entiére permettra
de localiser les sites de clivage et de les canaeté d’apres les résidus en positions P et
P’(voir nomenclature de Schechter et Berger, Anrigxeomme étant de type chymotrypsine,
trypsine (clivage effectué par 'assemblage de miatographie) ou autre (clivage effectué par
une protéase de spécificité différente de cellade/psine ou de la chymotrypsine).

On notera bien que I'hypothése de protéases pessanitialement dans le blanc d’oeuf n’'est
pas applicable au probleme soulevé lors de lifieation par spectrométrie de masse : des
bandes s’avéraient visibles en bleu de Coomassies leurs fragments protéiques n’ont été
rapportés, par les bases de données, qu’'a larig/psivine (voir 111.1.2). Quant a I'hypothese,
évoquée plus haut, d'un décrochement des moléadesrypsine bovine couplées a la
sépharose, elle n'est pas envisageable pour leseméisons données alors : on ne visualise
pas, dans les fractions d’élution analysées sugdésde zymographie, de protéines de poids
moléculaire apparent correspondant a celui deyiasiime (qui est capable de dégrader la
gélatine). La détection de la trypsine bovine dasséchantillons analysés par spectrométrie
de masse provient donc vraisemblablement de Iaitrgpbovine utilisée pour la digestion
avant analyse par spectrométrie. Cette conclussbrcanfirmée par la derniere analyse en
sepctrométrie de masse utilisant 'endoprotéasedslEn effet, aucun fragment de trypsine
bovine n'a été relevé parmi tous les fragments @gEnéalors que la Glu-C a bien été
identifiée.

Le changement de spécificité de I'enzyme de digestendoprotéase Glu-C ou V8 coupant
en carboxy-terminal des résidus glutamate) n’apoat® les fruits attendus en ce qui concerne
les bandes de protéines non encore identifiéesspactrométrie de masse. On pourrait
envisager de recourir encore a d'autres endopraéd€lastase bovine, la thermolysine a
haute température - (Ba al, 2001), ou la pepsine), bien que ces enzymesaigqgelles
aussi d’étre inhibées par certaines antiprotéasdsahc d’ceuf. Mais on peut encore songer a
utiliser un autre mode de digestion, tel que leagje chimique ; celui-ci peut étre effectué par
bromure de cyanogéne (clivage en carboxy-termimal ksidus méthionine, relativement
abondants dans nos antiprotéases), par acide foemicjivage en carboxy-terminal des
résidus aspartyl en présence de proline, acide éampins rare — (Liet al, 2001)), par
hydrazine a haute température (Abakeatrial, 1952, cité par Miyataket al, 1994) ou par
hydrolyse acide en phase vapeur en présence d’peittafluoropropionique (PFPA) (clivage
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en carboxy- et amino-terminal des résidus Asparggtene, Thréonine et GlycingGobom et
al.,, 1999)) ; on notera cependant que cette derngatenique effectue différents clivages et
aboutit donc a des spectres relativement complexes.

La technique de purification d’antiprotéases paowgtatographie d’affinité reste valide mais
doit étre poussée plus avant, afin d’isoler chageirses constituants. Ceci permettra a terme
de réaliser des tests d'activité inhibitrice prapr@ chaque protéine, et de caractériser
individuellement leur potentiel antibactérien. Osp&re ainsi mieux connaitre la fonction
physiologique de telles antiprotéases dans le ameaf de poule.

Dans cette perspective, une premiére stratégié endisagee : I'électroélution (extraction par
migration électrophorétique) d& bande de gel SDS-PAGE correspondant au poids
moléculaire attendu de chaque antiprotéase recberd@ette technique présente néanmoins
'inconvénient non négligeable de charger I'échiotifinal en SDS, présent dans le tampon
de migration. Or ce détergent anionique risqueteffarer fortement avec les tests d’activité
inhibitrice ou les tests antimicrobiens que I'oreidhe a réaliser par la suite. La concentration
de I'échantillon par lyophilisation n’a pas perrpas d’éliminer ces sels dénaturants, malgré
des dialyses extensives ; et le passage de I'étbargur colonne de dessalage (PD-10) nous
a fait perdre la protéine voulue. A I'avenir, nars/isageons donc davantage de poursuivre la
purification par chromatographie liquide haute perfance sur colonne de type DEAE,
anionique (échangeuse d’ions).

D’autre part, nous avons réalisé une étude de résgion transcriptionnelle des genes des
antiprotéases du blanc d’'ceuf ; cette étude demaialement s’appliqguer aux antiprotéases
nouvellement identifiées grace a la stratégie d#igation, et ainsi permettre une premiere
appréhension, tres globale, des différences d'sgmm entre tissus. Aucune antiprotéase
jusqu’ici inconnue n'ayant été trouvée, I'étude parté que sur les trois antiprotéases de
référence (ovoinhibiteur, ovomucoide et cystatideht I'expression est déja caractérisée.
Cependant, notre étude apporte des précisions @uantégions de l'oviducte impliquées
dans cette expression ; nous avons notamment @leréyue I'expression de I'ovomucoide
était majoritaire dans les tissus tels que le magau l'isthme blanc, trés faible dans I'isthme
rouge et l'utérus, et inexistante dans le foie.

Cette étude a, par ailleurs, confirmé les connatesa déja acquises sur les genes
d’ovoinhibiteur, d'ovomucoide et de cystatine.sdrait néanmoins plus intéressant d’affiner
'étude de I'expression transcriptionnelle des gedes trois antiprotéases (et antiprotéases
nouvellement identifiées) en réalisant une PCReemps réel. Cette approche permettra, en
effet, de comparer quantitativement les niveauxplession et de détecter plus finement les
éventuelles différences entre tissus de I'oviduateentre les deux stades.

Ce type d’étude pourra également étre élargi atafautissus, notamment ceux ou ces
antiprotéases ont été identifiées : bourse de &abripoumons, cceur, cerveau, tissus du
tractus digestijfafin de caractériser la spécificité d’expressiomteketrois génes.

Nous avons enfin pu initier, au cours de ce stdgdude du potentiel antimicrobien
d’antiprotéases du blanc d’ceuf de source commerciet-a-vis du pathogen®almonella
enterica Enteritidis, en utilisant une souche LA 5 en mili€B agar. Les premiéres
manipulations n’ayant pas permis de mettre en écielece potentiel, le protocole utilisé
(imbibition de disques vierges) est & modifier.

Il faudra ensuite vérifier la reproduction d’'un m&raffet sur 'agent pathogene avec les
fractions purifiées supposées antiprotéasiquesniéems I'interprétation d’'un éventuel effet
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des fractions sera plus complexe encore que pguaréprotéases commerciales. En effet,

nous avons évoqué plus haut la présence inoppaotipeotéases dans les fractions purifiées.
Le potentiel antibactérien des fractions, s'il agéré, pourra donc étre portée au crédit des
antiprotéases ou des protéases de la fraction,qgaihsoit alors possible de trancher sur le

responsable majeur. Il sera donc essentiel de enattrpoint un protocole permettant de

distinguer ces deux effets; on peut notamment gems I'usage, au cours des tests,

d’inhibiteurs spécifiques des protéases préserars & fraction, une fois que celles-ci auront

éte identifiées avec certitude par les moyens mé@pplus haut.
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Annexes

Substrate

Scissile Bond
-5 3 -1 +1 +3 +5
P5 P4 P3 P2 Pi1yP1 P2/ P3 P4 P

NH (32 (32 e 32 e {32 o2 e 32 o2 )32}l 5 Jmm COOH

FIG. 1. Schematic representation of a proteinase and substrate.
The nomenclature of Schechter and Berger (301) is used. A peptide
substrate is presented at the top of the figure and is composed of 10
amino acids (aa). The peptide bond to be cleaved is indicated.
Amino acids on the N-terminal side of the scissile bond are labeled
P1 through P5; amino acids on the C-terminal side of the scissile
bond are labeled P'1 through P’5. Individual domains (S and S') of
the proteinase which collectively make up the substrate-binding
pocket are presented. S1 through S5 bind the P1 through P5 amino
acids of the substrate, and S'1 through S'5 bind P'1 through P’S of
the substrate. Substrate specificity is determined by the complexity
of the substrate-binding pocket and may consist of only S1 or may
be quite complex as depicted in the figure, interacting with a number
of substrate amino acids.

Nom Code a 1 lettre [Code a 3 lettres
Alanine A Ala naturels
Arginine R Arg
Asparagine N Asn
Aspartate D Asp
Cystéine C Cys
Glutamate E Glu
Glutamine Q GIn
Glycine G Gly
Histidine H His
Isoleucine | lle
Leucine L Leu
Lysine K Lys
Méthionine M Met
Phénylalanine F Phe
Proline P Pro
Sérine S Ser
Thréonine T Thr
Tryptophane w Trp
Tyrosine Y Tyr
Valine \ Va

Annexe 1: Schéma illustrant
I'interaction entre un substrat
peptidique et une protéase, selon
la nomenclature de Schechter et
Berger (Dougherty and Semler,
1993).

Le substrat peptidique est
représenté en haut du schéma;
ses résidus situés en amino-
terminal du site de clivage
(scissile bond) sont notés P1 a
Pn et interagissent avec les
résidus ou sous-sites S1 a Sn du
site actif de la protéase; les
résidus du substrat situés en
carboxy-terminal de ce site sont
identifiés P'1 a Pn et
correspondent aux sous-sites
S’1 a S'n de la protéase.

Annexe 2: Nomenclature des acides aminés



Service de Spectrométrie de Masse pour la ProtaoemigUMR 6175 - INRA Nouzilly - Valérie LABAS — MBELGHAZI - 2006

Nom Nom Fichier NCaccession Nom protéine PM théo | score Nbre % Séquences
NCBI peptides | couverture
P14 2006_0509_REHAULT_P14_ | gi|45382805 cystatin C (amyloid angiopathy and 15277 127 3 20 R.ALQFAMAEYNR.A
Q1181 cerebral hemorrhage) [Gallus gallus] R.ALQFAMAEYNR.A+Oxidation (M)
R.LLGAPVPVDENDEGLQR.A
T30 2006_0509_REHAULT_T30_ rien
Q1177
CT50/55 Pas de pkl rien
P250 Pas de pkl rien
CT250 Pas de pkl rien
CT120 2006_0509_REHAULT_CT12 rien
0_Q1173
CT13 2006_0509_REHAULT_CT13 | gi|67408 lysozyme (EC 3.2.1.17) c precursor 16156 73 1 10 RNTDGSTDYGILQINSR.W
_QlI71
T45-55 2006_0509_REHAULT_CT45- | gi|71895337 similar  to  ovoinhibitor  precursor 51885 412 10 33 R.CREEVPELDCSKYK.T + 2 Carbamidomethyl (C)
55_Q1172 [validated] - chicken [Gallus gallus] R.QEIPEIDCDQYPTRK.T + Carbamidomethyl (C)
K.CRQEIPEIDCDQYPTR.K + 2 Carbamidomethyl (C)
K.LEIGSVDCSKYPSTVSKDGR.T + Carbamidomethyl
©
K.CRQEIPEIDCDQYPTRK.T + 2 Carbamidomethyl (C)
K.VSPICTMEYVPHCGSDGVTYSNR.C + 2
Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
R.NLKPVCGTDGSTYSNECGICLYNR.E + 3
Carbamidomethyl (C)
RILSPVCGTDGFTYDNECGICAHNAEQRT + 3
Carbamidomethyl (C)
R.ILLPVCGTDGFTYDNECGICAHNAQHGTEVK.K + 3
Carbamidomethyl (C)
R.ILLPVCGTDGFTYDNECGICAHNAQHGTEVKK.S + 3
Carbamidomethyl (C)
T35-45 2006_0509_REHAULT_T35- rien
45_Q1179
T32 2006_0509_REHAULT_T32_ rien
Q1178
T22 Pas de pkl rien
T15 2006_0509_REHAULT_T15_ rien

Q1183

Annexe 3: Tableau de résultats de la premiere analysepeatr®metre tandem Q-TOF




Service de Spectrométrie de Masse pour la ProtammigUMR 6175 - INRA Nouzilly - Valérie LABAS -&00
2006_0609_rehault_T30 18 (0.609) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (3:22) TOF LD+
«?2 780.32._781.39 2.08e4
100
1083.79
% 1084.78
1085.78
894.60
Mzﬁ'ei 96?,;74 1047.11 1154.09
LIS L B L B e L L L B B B L L BB B
2006_0609_rehault_T32 9 (0.308) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (5:17) TOF LD+
«?2 1083.79._1084.78 8.04e3
100+
1085.82
m % 892.64
169744 743.40 78(]F7381 i 924.69
746.43 “43805.62 834,66 925.69 1086.82
I Mo, © 855.28 Mim 93771 994.68 ;008'75 106781 1154.14
LS L B L B B B I L L B B B L L B B
2006_0609_rehault_T35-45 24 (0.842) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (5:26) TOF LD+
74343 5.90e3
1007
745.45
780.51
o 703.18
708.50 1083.83
857.45 89469  932.72
1047.20 lL(1035-82 2121'88
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2006_0609_rehault_T45-55 14 (0.484) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (1:20) TOF LD+
743.32 932.63 1083.70 1.76e3
1007 667.30
: 745.34 934.64
780.32 692,50 1084.69
698.31 |746.32 78131 oo e 936.66
0,
" | { 81762 46445 i 1047 02106061 18s.78
b I ' . 1151.67
y ot 962.86 904.60 1086.73¢135'75 117978 121185
O L L B e R B L B A B R B e e e Rl 111/
700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
2006_0609_rehault_P250 27 (0.948) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (3:37) TOF LD+
100+ 780.47 7.71e3
1083.83
781.47 1084.83
%] 782.50
: 1085.87
78350 81055 849.47 89473 D2 >932.76 1008.80
Wgs&sg 994.68 1086.86  1154.23
. o, M
LIS L B L B B B B I L B B B B I L B B
2006_0609_rehault_T15 1(0.031) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (1:26) TOF LD+
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Annexe 4: Spectrogrammes de l'analyse par MALDI-TOF mewréeconfirmation de la
premiére analyse Q-TOF
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2006_0609_rehault_CT120 8 (0.268) Sm (SG, 2x3.00); Sb (1,10.00 ); Cm (7:34) TOF LD+
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Annexe 4-bis: Suite des Spectrogrammes de l'analyse par MALOFT menée en
confirmation de la premiere analyse Q-TOF
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CT12 SR1 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,45E+01 30,20 1850 254084 P00760 3(30000)
4939 KLQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 398E+01 230 051 262,0 1 10/26
5111 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 2,89E+01 193 0,36 266,8 3 11/20
544! R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 645E+01 395 047 7183 1 21/38
2 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 3,84E+01 20,11 7,80 518852 P10184 2(20000)
3898 R.C*REEVPELDC*SKYK.T 181283 3 134E+01 211 0,20 1818 25 13/52
5151 K.VSPIC*TMEYVPHC*GSDGVTYSNR.C 262915 3 384E+01 137 0,36 533 1 11/88
CT14 SR2 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 7,29E+01 40,24 24,70 254084 P00760 4(40000)
4798 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 339E+01 227 0,28 3152 4 12120
5208 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 729E+01 474 044 979,2 1 22/38
5244 KVC*NYVSWIK.Q 116858 2 390E+01 185 0,32 5353 1 11/16 2
5572 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 227316 2 4,08E+01 258 035 4313 1 18/38
2 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 7,14E+01 40,19 950 518852 P10184 4(40000)
4396 R.TLNLVSM#AAC* 109552 2 195E+01 186 0,50 2049 1 10/18
4540 K.VSPIC*TM#EYVPHC*GSDGVTYSNR.C 264514 3 714E+01 186 047 1139 1 16/88
4806 R.C*FFC*NAYVQSNR.T 156566 2 346E+01 372 043 855,2 1 15/22
5040 K.VSPIC*TMEYVPHC*GSDGVTYSNR.C 262915 3 451E+01 137 032 89,9 1 14/88
CT16 SR3 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 1,07E+02 36,18 21,80 254084 P00760 4(30100)
4354 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 224E+01 200 033 2679 3 11/20
5640 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLK.S 251434 3 107E+02 363 042 584,3 1 29/84
5758 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 227316 3 228E+01 192 0,03 2498 41 18/76
6282 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 296E+01 211 0,37 126,9 4 10/38
2 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 564E+01 20,08 7,00 518852 P10184 2(20000)
4226 R.TLNLVSM#AAC* 109552 2 145E+01 131 034 1159 1 8/18
4858 K.VSPIC*TMEYVPHC*GSDGVTYSNR.C 262915 3 564E+01 170 0,39 176,6 1 19/88
CT18 SR4 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 8,52E+01 40,20 26,70 254084 P00760 4(40000)
4519 - 4521 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 287E+01 192 0,30 207,2 6 11/20
4551 KLQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 217E+01 130 0,27 797 1 5/26
4965 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 852E+01 4,09 044 842,0 1 22/38
5315 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 227316 2 455E+01 230 040 190,6 1 14/38
2 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 3,87E+01 40,15 950 518852 P10184 4(40000)
4917 R.TLNLVSM#AAC* 109552 2 174E+01 131 033 99,6 2 718
4259 K.VSPIC*TM#EYVPHC*GSDGVTYSNR.C 264514 3 383E+01 069 0,10 26,2 44 9/88
4553 R.C*FFC*NAYVQSNR.T 156566 2 3,87E+01 307 042 676,0 1 13/22
4759 K.VSPIC*TMEYVPHC*GSDGVTYSNR.C 262915 3 3,05E+01 158 045 67,2 1 11/88
CT20 SR5 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,73E+01 4021 24,70 254084 P00760 4(40000)
4148 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 353E+01 165 041 2054 3 11/20
4898 KVC*NYVSWIK.Q 116858 2 2,09E+01 171 0,20 4217 1 10/16 2
4948 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 6,73E+01 318 0,38 430,4 2 17/38
5060 K.SIVHPSYNSNTLNNDIM#LIK.L 228915 3 427E+00 261 0,13 656,5 1 28/76
CT30/35 SR6 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 572E+01 20,20 1650 254084 P00760 2(20000)
4070 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 572E+01 405 034 695,3 1 19/38
4560 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 227316 2 502E+01 240 046 216,7 1 15/38
2 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 422E+01 30,13 9,10 518852 P10184 3(30000)
3298 K.C*RQEIPEIDC*DQYPTR.K 207992 3 4,22E+01 254 038 408,5 1 19/60
3418 R.QEIPEIDC*DQYPTR.K 176379 2 380E+01 223 0,37 3791 1 13/126
4336 R.LSPVC*GTDGFTYDNECGICAHNAEQR.T 297028 3 8,68E+00 118 0,09 51,7 5 10/104
CT37/45 SR7 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 8,16E+01 50,16 27,60 254084 P00760 5(50000)
3728 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 108E+01 132 023 71,6 31 6/20
4332 - 4334 KLQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 816E+01 327 0,64 7737 1 17126
5210 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 216306 2 572E+01 328 051 4246 1 16/38
5358 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLK.S 251434 3 6,01E+01 166 042 1146 2 15/84
6170 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 227316 3 200E+01 235 0,12 207,1 24 17176
2 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 4,14E+01 3414 12,10 518852 P10184 4(30010)
3496 R.C*REEVPELDC*SKYK.T 181283 3 2,08E+01 285 035 3513 9 18/52
3986 K.C*RQEIPEIDC*DQYPTR.K 207992 3 141E+01 149 0,19 1014 8 10/60
4062 R.QEIPEIDC*DQYPTR K 176379 2 4,14E+01 223 0,36 363,7 1 12126
4610 R.ILSPVC*GTDGFTYDNEC*GIC*AHNAEQR.T 308432 3 4,08E+01 114 0,16 789 2 13/104

Annexe 5: Tableau de résultats de la deuxiéme phase ¢gsmé&pectrometre tandeaon trap)
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CT50 SR8 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 I0V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 4,63E+01 30,20 660 518852 P10184 3(30000)
3146 R.C*REEVPELDC*SKYK.T 1812,83 3 3,02E+01 3,71 0,29 7983 1 23/52
3436 K.C*RQEIPEIDC*DQYPTRK.T 2208,02 3 463E+01 391 0,39 1302,3 1 28/64
3774 R.QEIPEIDC*DQYPTR.K 1763,79 2 2,78E+01 2,00 041 2945 1 12/26
T12 SR9 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 1,08E+02 50,16 27,60 254084 P00760 6(40110)
2738 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 320E+01 2,03 0,42 2148 18 11/20
3304 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 598E+01 325 0,55 490,8 1 14/26
3836 - 3838 K.SIVHPSYNSNTLNNDIM#LIK.L 2289,15 3 3,13E+00 2,66 0,09 297,2 20 21/76
4236 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 2273,16 3 5,06E+00 1,96 0,15 4726 9 22/76
4316 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLK.S 2514,34 3 1,08E+02 3,17 0,40 304,1 1 22/84
5750 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 184E+01 176 0,22 82,9 14 7/38
2 I0V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 3,59E+01 20,11 5,10 518852 P10184 2(20000)
2546 K.DGTSWVAC*PR.N 1148,52 2 180E+01 2,15 033 7634 2 11/18
2998 R.QEIPEIDC*DQYPTR.K 1763,79 2 359E+01 2,19 038 294,7 1 11/26
T12b SR10 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 4,88E+01 30,20 16,50 254084 P00760 3(30000)
4968 - 4970 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 328E+01 185 041 2384 14 10/20
5440 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 488E+01 2,76 0,44 276,1 3 13/38
5444 K.VC*NYVSWIK.Q 1168,58 2 361E+01 1,96 0,29 528,8 1 11/16 2
T14 SR11 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,03E+01 30,15 18,50 254084 P00760 3(30000)
4332 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 353E+01 1,74 0,39 246,5 2 11/20
4537 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 6,03E+01 2,93 0,59 452,7 1 13/26
5007 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 557E+01 2,74 046 298,0 2 13/38
T14b SR12 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,47E+01 38,17 26,70 254084 P00760 4(31000)
5238 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 647E+01 3,22 0,55 622,3 1 15/26
5511 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 2,69E+01 1,57 035 1549 19 9/20
5671 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 4,44E+01 335 0,36 364,8 3 15/38
5991 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 2273,16 3 942E+00 2,31 0,11 5235 5 22/76
T17 SR13 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,24E+01 30,24 1850 25408,4 P00760 14(140000)
4278 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 115E+01 188 0,11 4655 1 13/20
4581 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 3,19E+01 2,26 0,35 372,1 1 13/20
4663 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 299E+01 2,23 033 3142 2 12/20
4748 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 323E+01 1,98 0,41 2915 2 12/20
4839 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 321E+01 1,69 041 248,6 4 11/20
4929 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 3,16E+01 186 040 2894 3 12/20
4947 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 434E+01 294 0,58 462,8 1 13/26
5019 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 339E+01 173 0,31 219,2 2 11/20
5260 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 357E+01 139 029 199,6 5 10/20
5324 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 3 6,24E+01 4,79 0,35 2616,8 1 37/76
5396 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 550E+01 2,93 0,48 333,2 2 14/38
5478 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 286E+01 1,71 0,33 1338 25 9/20
5482 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 161E+01 164 017 796 14 7I38
5600 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 3,78E+01 148 0,25 94,6 41 8/20
2 I0V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 3,05E+01 10,08 3,00 518852 P10184 1(10000)
4633 R.QEIPEIDC*DQYPTR.K 1763,79 2 3,05E+01 1,51 0,37 1351 1 8/26
T20/26 SR14 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 454E+01 54,14 27,60 254084 P00760 6(41100)
3753 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLK.S 2514,34 3 109E+01 1,75 025 131,2 21 14/84
4329 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 3,99E+01 2,77 0,54 3496 1 12/26
4387 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 2,73E+01 1,87 0,35 205,7 3 11/20
5301 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 2273,16 3 172E+01 220 0,03 3831 22 20176
5365 - 5367 K.SIVHPSYNSNTLNNDIM#LIK.L 2289,15 3 839E+00 145 0,01 935 22 13176
5929 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 454E+01 2,59 0,47 2442 2 13/38
T27/37 SR15 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,85E+01 46,23 26,70 25408,4 P00760 5(40100)
2885 K.SSGTSYPDVLK.C 1153,57 2 211E+01 196 012 4043 2 13/20
3367 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 6,85E+01 4,09 0,61 1689,9 1 22126
3901 K.SIVHPSYNSNTLNNDIM#LIK.L 2289,15 2 2,00E+01 3,14 021 498,3 1 21/38
4107 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 6,20E+01 4,63 0,58 882,6 1 22/38
4259 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 2273,16 2 490E+01 2,12 0,41 184,8 1 14/38

Annexe 5-bis: Suite du tableau résultats de la deuxieme pifasalyse (spectrometien trap)
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CT>300 SR16 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,47E+01 30,24 18,50 254084 P00760 3(30000)
2782 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 280E+01 210 0,34 254,5 3 12/20
2840 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 376E+01 252 0,55 313,0 1 11/26
3194 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 647E+01 483 048 786,7 1 20/38
2 OVOS_CHICK (P20740) Ovostatin precursor (Ovomacroglobulin) 3,92E+01 20,14 1,40 1662479 P20740 2(20000)
2652 K.TIGYLVSGYQK.Q 1228,66 2 392E+01 281 0,50 544,7 1 13/20
2790 R.ALLVEPEGIR.R 1096,64 2 170E+01 193 0,35 410,7 2 9/18
T20/26b SR17 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 9,60E+01 30,18 21,80 254084 P00760 3(30000)
3039 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 2,74E+01 224 0,27 242,0 24 11720
4229 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLK.S 2514,34 3 960E+01 350 041 5124 1 27184
5635 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 3,01E+01 217 0,34 141,1 4 10/38
P22 SR18 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 CYT_CHICK (P01038) Cystatin precursor (Egg-white cystatin) 9,53E+01 20,15 20,10 15276,8 P01038 2(20000)
4826 R.ALQFAM#AEYNR.A 1329,63 2 6,03E+01 243 053 6555 1 12/20
4870 R.LLGAPVPVDENDEGLQR.A 1821,93 2 953E+01 3,02 0,36 612,1 1 21/32
2 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 6,39E+01 30,17 21,00 254084 P00760 3(30000)
4614 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 243E+01 226 0,28 300,8 4 12/20
5296 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 3 416E+01 344 0,28 7814 1 24176
5494 - 5496 K.SIVHPSYNSNTLNNDIMLIK.L 2273,16 2 639E+01 1,70 0,24 158,5 1 14/38
T17b SR19 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 537E+01 40,19 26,70 254084 P00760 4(40000)
4398 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 159E+01 156 0,36 106,2 1 6/26
4610 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 281E+01 193 0,32 2598 5 11720
4796 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 537E+01 378 0,46 746,0 1 21/38
4906 K.SIVHPSYNSNTLNNDIM#LIK.L 2289,15 2 141E+01 174 0,05 734 8 10/38
Possible contamination de P22 2 CYT_CHICK (P01038) Cystatin precursor (Egg-white cystatin) 3,76E+01 10,05 12,20 15276,8 P01038 1(10000)
4380 R.LLGAPVPVDENDEGLQR.A 1821,93 2 376E+01 104 017 46,8 16 6/32
3 10V7_CHICK (P10184) Ovoinhibitor precursor 3,34E+01 20,11 9,30 518852 P10184 2(20000)
3645 K.C*RQEIPEIDC*DQYPTRK.T 2208,02 3 334E+01 225 0,26 127,8 7 12/64
4594 R.ILSPVC*GTDGFTYDNEC*GIC*AHNAEQR.T 3084,32 3 330E+01 104 0,16 60,2 11 117104
T27/37b SR20 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 10VO_PTEPE (P67943) Ovomucoid (Fragment) 448E+01 811 4070 58476 P67943 1(01000)
4965 - 4967 K.C*DFC*NAVVESNGTLTLSHFGKC* 2516,10 3 448E+01 224 0,32 524,4 1 23/84 1
2 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 3,89E+01 30,11 18,50 254084 P00760 3(30000)
4141 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 264E+01 218 0,29 304,1 4 12/20
4273 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 3,89E+01 198 0,55 182,1 1 8/26
5989 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 210E+01 208 0,32 1209 6 9/38
P14 SR21 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 CYT_CHICK (P01038) Cystatin precursor (Egg-white cystatin) 9,96E+01 60,19 34,50 15276,8 P01038 6(60000)
3133 K.SSGDLQSC*EFHDEPEM#AK.Y 2082,84 3 196E+01 203 021 2953 1 16/68
3471 K.SSGDLQSC*EFHDEPEMAK.Y 2066,84 3 144401 123 0,02 79,8 37 8/68
4433 R.SRLLGAPVPVDENDEGLQR.A 2065,07 3 506E+01 255 0,50 369,9 1 2272
4577 R.ALQFAMAEYNR.A 1313,63 2 459E+01 236 0,47 7175 1 12/20
4961 R.ALQFAM#AEYNR.A 1329,63 2 582E+01 308 054 12814 1 16/20
5121 R.LLGAPVPVDENDEGLQR.A 1821,93 2 996E+01 312 0,42 4925 1 19/32
2 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 536E+01 20,18 12,80 254084 P00760 2(20000)
3889 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 287E+01 185 0,35 2546 6 11720
4587 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 536E+01 361 045 556,9 1 19/38
P30 SR22 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 CYT_CHICK (P01038) Cystatin precursor (Egg-white cystatin) 522E+01 20,09 20,10 15276,8 P01038 2(20000)
4676 R.ALQFAM#AEYNR.A 1329,63 2 446E+01 128 0,23 1995 2 7120
5281 R.LLGAPVPVDENDEGLQR.A 1821,93 2 522E+01 177 0,41 161,5 1 12/32
2 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 515E+01 30,14 1850 254084 P00760 3(30000)
5114 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 331E+01 167 0,39 2238 3 11720
5206 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 515E+01 274 058 3658 1 12/26
5764 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 238E+01 192 0,29 1213 6 9/38
P>300 SR23 Reference P (pro) Score Coverage MW  Accession Peptide (Hits)
Scan(s) Peptide MH+ z P(pep) XC DeltaCn Sp RSp lons Count
1 TRY1_BOVIN (P00760) Cationic trypsin precursor (EC 3.4.21.4) (Beta-trypsin) (Fragment) 4,10E+01 30,14 1850 254084 P00760 3(30000)
2268 K.SSGTSYPDVLK.C 115357 2 226E+01 253 0,35 350,1 2 12/20
2858 K.LQGIVSWGSGC*AQK.N 1490,74 2 255E+01 159 0,43 133,0 1 7126
3193 R.LGEDNINVVEGNEQFISASK.S 2163,06 2 4,10E+01 272 047 267,0 3 13/38

Annexe 5-ter: fin du tableau de résultats de la deuxiéme pHaselyse (spectrometren trap)



Nom Nom Fichier N°accession NCBL Nom protéine PM théo score Nbre peptides % Séquences
couverture
SR1 Trypsine
SR2 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 95 2 4 R.TLNLVSMAAC.- + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
chicken [Gallus gallus] R.CFFCNAYVQSNR.T + 2 Carbamidomethyl (C)
SR3 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 37 2 6 R.TLNLVSMAAC.- + Carbamidomethyl (C)
chicken [Gallus gallus] K.VSPICTMEYVPHCGSDGVTYSNR.C + 2 Carbamidomethyl
©)
SR4 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 100 2 4 R.TLNLVSMAAC.- + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
chicken [Gallus gallus] R.CFFCNAYVQSNR.T + 2 Carbamidomethyl (C)
SR5 trypsine
SR6 qi|71895337 similar fo ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 316 7 9 K.DGTSWVACPR.N + Carbamidomethyl (C)
chicken [Gallus gallus] R.QEIPEIDCDQYPTR.K + Carbamidomethyl (C)
KLEIGSVDCSKYPSTVSK.D + Carbamidomethyl (C)
R.QEIPEIDCDQYPTRK.T + Carbamidomethyl (C)
K.CRQEIPEIDCDQYPTRK + 2 Carbamidomethyl (C)
K.LEIGSVDCSKYPSTVSKDGR.T + Carbamidomethyl (C)
K.CRQEIPEIDCDQYPTRK.T + 2 Carbamidomethyl (C)
SR7 et SR7b qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 109 9 R.QEIPEIDCDQYPTR.K + Carbamidomethyl (C)
Pkl divisé en 2 chicken [Gallus gallus] 196 R.CREEVPELDCSKYK.T + 2 Carbamidomethyl (C)
R.QEIPEIDCDQYPTRK.T + Carbamidomethyl (C)
K.CRQEIPEIDCDQYPTRK.T + 2 Carbamidomethyl (C)
KLEIGSVDCSKYPSTVSK.D + Carbamidomethyl (C)
KLEIGSVDCSKYPSTVSKDGR.T + Carbamidomethyl (C)
R.NLKPVCGTDGSTYSNECGICLYNR.E + 3 Carbamidomethyl
©
RILSPVCGTDGFTYDNECGICAHNAEQR.T + 3
Carbamidomethyl (C)
RILLPVCGTDGFTYDNECGICAHNAQHGTEVK.K + 3
Carbamidomethyl (C)
SR11 trypsine
SR 12 trypsine
SR 8 a0, 13 a Problémes techniques ayant entrdinés la perte
19 des données
SR 20 trypsine
SR 21 qi|45382805 cystatin C (amyloid angiopathy and cerebral 15277 218 5 34 R.ALQFAMAEYNR.A
hemorrhage) [Gallus gallus] R.ALQFAMAEYNR.A + Oxidation (M)
R.LLGAPVPVDENDEGLQR.A
R.SRLLGAPVPVDENDEGLQR.A
K.SSGDLQSCEFHDEPEMAK.Y + Carbamidomethyl (C):
Oxidation (M)
SR22 qi|45382467 clusterin [Gallus gallus] 51316 36 1 1 R.TPPFGGFR.E (A confirmer car spectre MSMS avec
faible intensité)
SR 23 trypsine

Annexe 6: Tableau de résultats de la deuxieme analysspgemtrometre tandem Q-TOF




Nom Nom Fichier N°accession NCBL Nom protéine PM théo score Nbre % couverture Séquences
peptides
CT12 Endoprotéinase Glu-C
CT14 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 52 2 2 E.FQKVSPICTME.Y + Carbamidomethyl (C)
chicken [Gallus gallus] E.FQKVSPICTME.Y + Carbamidomethyl (C): Oxidation
M)
Endoprotéinase Glu-C
CT 16 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 44 1 1 E.CTLCAHNLE.Q + 2 Carbamidomethyl (C)
chicken [Gallus gallus]
Endoprotéinase Glu-C
CT18 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 62 2 7 E.FQKVSPICTME.Y + Carbamidomethyl (C)
chicken [Gallus gallus] D.GRTLVACPRILSPVCGTDGFTYDNE.C + 2
Carbamidomethyl (C)
Endoprotéinase Glu-C
CT 20 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 109 2 6 E.FQKVSPICTME.Y + Carbamidomethyl (C): Oxidation
chicken [Gallus gallus] Q)]
E.VCGTDGVTYSNDCSLCAHNIE.L + 3
Carbamidomethyl (C)
Endoprotéinase Glu-C
CT 25 Endoprotéinase Glu-C
CT 36 gi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 71 1 4 E. VCGTDGVTYSNDCSLCAHNI E. L + 3
. Car bam donet hyl (C)
chicken [Gallus gallus]
Endoprotéinase Glu-C
CT80 Endoprotéinase Glu-C
CT 300 Endoprotéinase Glu-C
T11 Endoprotéinase Glu-C
T14 Endoprotéinase Glu-C
T15 qi|71895337 similar to ovoinhibitor precursor [validated] - 51885 136 2 8 E.RSTPLDCTQYLSNTQNGE.A + Carbamidomethyl (C)
chicken [Gallus gallus] E.VCGTDGVTYSNDCSLCAHNIE.L + 3
Carbamidomethyl (C)
T17 Endoprotéinase Glu-C
T20 Endoprotéinase Glu-C
T27 qi|124757 Ovomucoid precursor (Allergen Gal d 1) (Gal d 22576 3 22 E.CLLCAHKVE.Q + 2 Carbamidomethyl (C)

I

D.LRPICGTDGVTYTND.C + Carbamidomethyl (C)
E.DGKVMVLCNRAFNPVCGTDGVTYD.N + 2
Carbamidomethyl (C)

Endoprotéinase Glu-C

Annexe 7: Tableau de résultats de la troisieme analyssmeatromeétre tandem Q-TOF apreés digestion paddprotéase Glu-C




Dans un souci de bien-étre animal, les cages ctioneelles pour I'élevage de poules
pondeuses seront interdites en 2012 dans I'Uniongd&enne, au profit de cages aménagées,
d'un élevage au sol ou en voliére. La présences dans ces systemes alternatifs, d’'une
litiere, milieu favorable au développement des pocganismes, impliquera dés lors un risque
plus élevé de contamination des ceufs de consommpéio des agents pathogénes comme
Salmonella enteric&nteritidis. L'une des stratégies envisagées pmiter la recrudescence
probable de toxi-infections alimentaires associéeea nouvelles directives, consiste a
ameliorer les défenses naturelles des ceufs quelaauquille (défense physique) et les
protéines antibactériennes (défense chimique) cwréms principalement dans le blanc
d’oeuf. Les antiprotéases du blanc d’ceuf seraiestatteurs notables du volet chimique de
ces défenses, de par leur activité inhibitriceasids des protéases microbiennes essentielles a
la prolifération des pathogénes. Cependant il stexpas de données concernant leur effet
vis-a-vis des Salmonelles. Nous avons dans un preramps cherché a compléter la liste
d’antiprotéases identifiées a ce jour dans le bthoeuf, en mettant au point une technique de
chromatographie d’affinité de type protéase-sépwmrbes antiprotéases ainsi purifiées ont
été analysées par spectrométrie de masse et cam@esepour leur activité inhibitrice de
protéases. Si aucune nouvelle antiprotéase n’drpud&ntifiée, cette technique a néanmoins
permis une premiére purification de protéines @iiét, ce qui permettra par la suite d’étudier
leur potentiel inhibiteur propre vis-a-vis des Saielles. Parallélement, nous avons réalisé
une étude générale de I'expression transcriptibmgiels génes de trois antiprotéases du blanc
d’'ceuf, par RT-PCR, dont les résultats ont permeppldrter des précisions quant a leur
spécificité d’expression.

L'identification de nouvelles protéines d’intér@%tude de leur variabilité génétique et
environnementale permettront, a terme, de propdseischémas de sélection de poules dont
les ceufs présenteront des systemes de défensecéenfo

To satisfy consumer’s expectations concerning anwelfare, the European Union will
prohibit, by 2012, conventional cage system foringyhens in favour of other breeding
systems that all contain a litter which promotestéaal growth and dissemination. In such
alternative settings, the bacterial load on egdktigrefore increase and cause higher risk of
food borne diseases, such as salmonellosis. Td tims impact, one of the considered
strategies consists of improving natural defendeth® egg including the eggshell (physical
defence) and the antibacterial proteins (chemieétrite) which are mainly concentrated in
the egg white. Among those, some antiproteases ala@ady been identified and shown to
inhibit bacterial proteinases but there is no repaout the potential effects of these
molecules onSalmonella entericéEnteritidis. In order to complete the list of egdite
antiproteases, we have set up an affinity chrommafsyy technique that implies sepharose
beads bound to proteinases. The eluted proteins aealysed by mass spectrometry for
identification and assessed for their inhibitorgivaty using kinetic assays. Although no novel
antiprotease could be discovered, this protein fipation technique was validated and
allowed for the specific purification of antiprosss. A high performance liquid
chromatography will next be conducted in orderudHer purify antiproteases, so as to test
their inhibitory potential towardSalmonellaln parallel, we conducted a general study of the
transcript expression by RT-PCR of three egg waitgproteases, in hen oviduct and liver.
The results were in agreement with former publaregiand brought additional information
about the specificity of their expression.

The identification of new egg proteins, the study tbheir environmental and genetic
variability will help for proposing programs of gatic selection to enrich populations of hens
laying reinforced eggs.



