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Abréviations

ABREVIATIONS
2D : bidimensionnel (le)
2D-DIGE :  2D-difference gel electrophoresis
ACE : Angiotensin Converting Enzyme (Mammiféres)
ACER: Angiotensin Converting Enzyme Related
ACN : Acétonitrile
ADN : Acide désoxyribonucléique
ANCE : Angiotensin Converting Enzyme (drosophiles)
ARN : Acide ribonucléique
ASAPRatio : Automated Statistical Analysis of iatabundance Ratio
ASB-14 : Amidosulfobétaine-14
BGRP : BGlucan Recognition Proteins
CBB: Coomassie Brilliant Blue
CG: Celera Gene
CHAPS : 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-tepane-sulfonate
CLHP: Chromatographie Liquide Haute Performance
CyP: Cyclophiline
DAP : Diaminopimélique (Acide)
DCV: DrosophilaC Virus
DD : Death Domain
DIF : Dorsal-related Immune Factor
DIM : Drosophila Immune-induced Molecule
DREDD : Death-Related ced-3/Nedd2-like protein
DTT : Dithiothréitol
EDTA: Ethylénediaminetétraacétique
EM : Expectation-Maximization
ESI: Electrospray ionization
FADD : Fas Associated Death Domain protein
FKBP : FK-506 Binding Proteins
GIcNACc : N-acétylglucosamine
GNBP : Gram-Negative Binding Proteins
GRAVY : Grand average of hydropathy
ICAT : Isotope Coded Affinity Tag
IDGF : Imaginal Disc Growth Factor
IEF : Focalisation isoélectrique
IMD : Immune deficiency
IPG: Immobilized pH gradient
IRC: Immune-Regulated Catalase
IRDS : Immune Response Deficient 5
ISB : Institute for Systems Biology
I-xB : Inhibitor of NFxB
JNK : Jun Kinase
LC-MS/MS : Chromatographie liquide couplée a lacdppmétrie de masse en tandem
LPS : Lipopolysaccharide

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption lonigm-Time Of Flight
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Abréviations

MPAC :
MS/MS :
MurNAc :
NEC :
NEP :
NF-«B :
OBP:
OTAP :
PBS:
PCR:
PDA:
PEBP :
PGN :
PGRP :
PHK :
PHM :
pl :

PO :
PPO :
PPAE :
PPlase .
PSH :
RC/DC :
RCL :
RFABP :
RIP :
RKIP :
RP49 :
RT-PCR:
SCP .
SCPr:
SDS:
SDS-PAGE :
SPZ:
TAB2 :
TAK-1 :
TBP :
TCEP :
TEMED :
TEP :
TIR :
TNF :
TSF:

Maturated Prodomain of Attacin C
Spectrométrie de masse en tandem
Acide N-acétylmuramique

Necrotic

Néprilysine
Nuclear FactoxB

Odorant Binding Protein

Ovotransferrin Antimicrobial Peptide
Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Pipérazine diacrylamide
Phosphatidyléthanolamine Binding Protein
Peptidoglycane

Peptidoglycan Recognition Protein
Phérokine

Peptidylglyciner-Hydroxylating Monooxygenase
Point Isoélectrique

Phénoloxydase

Prophénoloxydase

Prophenoloxydase Activating Enzyme

Peptidyl-Prolglis/translsomérase
Perséphone

Reducing agent Compatible / Detergent Cairbfe
Reactive Center Loop

Retinoid and Fatty Acid Binding Protein
TNF-Receptor-Interacting Protein

Raf-1 Kinase Inhibitor Protein

Ribosomal Protein 49

Reverse Transcriptase-Polymerase Chantive
Sarcoplasmic Calcium-binding Protein
SCP-related protein

Dodécylsulfate de sodium
SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Spaetzle
TAK1-associated kinase
Transforming growth factos-Activated Kinase 1
Tributylphosphine

Tris (2-carboxyethyle) phosphine
N,N,N',N'-tétraméthyléthylenediamine
Thiolester Containing Proteins
Toll/Interleukine-1 Receptor

Tumor Necrosis Factor

Transferrine
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Introduction

INTRODUCTION

Les organismes pluricellulaires ont développé desémes de défense trés
efficaces contre les infections microbiennes aultgsiéls sont confrontés. La réponse
immunitaire innée, commune a tous les animaux,ésrte la premiere ligne de
défense contre ces agressions. Elle repose su@clenthement rapide de mécanismes
efficaces tels que la phagocytose ou la synthéseodiecules a activité antimicrobienne.
Chez les Vertébrés, elle stimule et oriente la mépcadaptative. Cette deuxiéme ligne
de défense implique I'amplification de lignées yropytaires exprimant des récepteurs
réarrangés et résulte en la production d'un laépertoire de protéines, comme les
anticorps, reconnaissant spécifiquement des amgyamicrobiens. Contrairement a la
réponse innée, les mécanismes adaptatifs mettesiepts jours a se mettre en place
méme si les réarrangements génétiques, conservés dies cellules mémoires,
permettent de répondre plus rapidement a une régxpo a un agent pathogene.
Depuis plusieurs décennies, la plupart des étudesl'imimunité est tournée vers
l'immunité adaptative. Ce n'est qu'avec le débuX¥LF™ siécle que la contribution de
I'immunité innée dans le systeme de défense géaéraliment été appréciée. Ceci a été
initié par les avancées récentes faites sur lacté&isation moléculaire de la réponse
immunitaire innée de nombreux organismes pluritaies, des insectes jusqu'aux
Mammiferes, révélant des similitudes frappantesuggpt leur évolution commune.
Une étape cruciale a été le séquencage du génolaaldesophile (Adams et al., 2000),
Drosophila melanogasterdépourvue de réponse adaptative et dont la suegese
uniquement sur l'efficacité de sa réponse immumit@inée. La drosophile s'est révélée
étre un excellent modéle d'étude des mécanismismdeunité innée. La découverte du
récepteur transmembranaire Toll chez cet insemtnit un réle crucial dans la réponse
antifongigue notamment, a motivé la recherche ddiogues chez I'homme. La
découverte des "Toll-like receptors” a ainsi ouwdt nouvelles perspectives dans le

domaine de la recherche sur I'immunité des Mamesf@Hoffmann et al., 1999).

Au cours de cette introduction, les différents atpele la réponse immunitaire
des insectes seront discutés en détaillant plugsg@réent les données sur la drosophile.
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A. La réponse immunitaire des insectes

Suite a une infection, les insectes mettent enepthfférents types de défense
qui reposent sur des mécanismes cellulaires et faumgouvant étre détaillés en trois
composantes majeures : (i) des réactions cellglam&diées par les hémocytes (cellules
sanguines) conduisant a la phagocytose ou l'enieapsnt des particules étrangéres ;
(i) l'activation d'une série de cascades protéqpgs conduisant a la coagulation, la
mélanisation et la libération localisée de radicdilpxes et (iii) I'activation de la
synthese par le corps gras (équivalent fonctiorthelfoie des Mammiféres) d'une
batterie de peptides antimicrobiens sécrétés dadmblymphe (équivalent du sang des
Mammiferes) (Hoffmann, 2003). A ce jour, seul aasieme mécanisme a été démontré

comme étant indispensable a la résistance auximfsopar des microorganismes.

A.1l. Les mécanismes cellulaires

La drosophile posséde un systeme circulatoire oupercontient I'hémolymphe
pompée par le vaisseau dorsal. La production demtyes est assurée par les glandes
de la lymphe, organe hématopoiétique qui se dépelap stade larvaire et disparait au
stade pupal. Les cellules sanguines de drosopduilelses dérivent donc des hémocytes
larvaires. Ces derniers se répartissent en troégodes :

- les plasmatocytes qui sont des cellules phagivegta

- les lamellocytes qui sont impliqués dans I'enabgreent des particules étrangeres trop
volumineuses pour étre phagocytées,

- les cellules a cristaux qui contiennent les ereymécessaires a la mélanisation.

Seuls les plasmatocytes sont retrouvés au stadée gdlanot et al., 2001; Meister,
2004).

A.1.1. La phagocytose
Les plasmatocytes présentent des similarités fomaélles avec les monocytes

et les macrophages des Mammiferes et ont la ca&pdet phagocyter les cellules

apoptotiques et les bactéries. Il a été montrénguepteur de type "scavenger”, dSR-

15



Introduction

Cl (Drosophila Scavenger Receptor Class 1), est impliqué damghéagocytose des
bactéries a Gram-positif et Gram-négatif (Rametakt 2001). Cependant, les
mécanismes précis de la phagocytose restent ermpateconnus. lls pourraient
impliquer des protéines a site thioester (TEPs pihuolEster Containing Proteins),
molécules présentant des similarités avec la sapdié des ay-
macroglobulines/facteur C3 du complément (Laguduxl.e 2000). En effet, six genes
codant des TEPs ont été caractérisés chez la dhitesofts pourraient participer a la
réponse immunitaire soit en tant qu'inhibiteur det¢ase, a la maniere des-
macroglobulines, soit en tant qu'opsonine en faaoitti la phagocytose, a la maniére du
facteur C3 du complément. Cette derniére hypotlessesoutenue par l'identification
d'un homologue de cette famille chez le moustigue®pheles gambiaet par son
implication dans I'opsonisation et la phagocytosebdctéries a Gram-négatif par les

macrophages (Blandin et al., 2004; Levashina g2@01).

A.1.2. L'encapsulement

L'encapsulement est observé lorsque le pathogangedsille trop importante
pour étre phagocyté par les plasmatocytes. C'esagelorsque la guépeeptopilina
boulardi pond ses ceufs dans la larve de drosophile (CartdnNappi, 2001). Les
lamellocytes, qui ne sont pas observés dans leedaaines, se différencient dans ce
cas et viennent entourer les parasites, constiaiast la capsule. Cette capsule est alors
mélanisée. Le parasite meurt ensuite, probablepanasphyxie, mais également sous
l'effet cytotoxique de certains produits de la tiec de mélanisation, comme des
résidus oxygénés (Nappi et al., 1995; Nappi e2ab).

A.2. Les mécanismes humoraux

Au niveau du site d'infection, la premiere réactium défense humorale est
I'activation de cascades protéolytiqgues qui corahiia la coagulation et la mélanisation
limitant ainsi la perte d'hémolymphe et la propamgatle I'infection. Parallélement a ces
phénomeénes, un second processus inductible senmpédee aboutissant a la synthese et

a la sécrétion dans I'hémolymphe de peptides @técsintimicrobienne.
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A.2.1. La coagulation

La coagulation a été plus largement étudiée chezAtthropodes aquatiques,
notamment chez plusieurs espéces de limule, ou eHe activée par les
lipopolysaccharides (LPS) ou Igsl1,3-glucanes des agents microbiens (lwanaga and
Kawabata, 1998). Une cascade protéolytique se lnet an place dans I'hémolymphe
convertissant une protéine soluble (coagulogénejmalement contenue dans les
hémocytes mais rapidement libérée dans I'hnémolyraphes 'infection, en une protéine
insoluble (coaguline) (Figure 1). La cascade esébaur quatre zymogénes de protéase
a sérine impliquées dans deux voies d'activatior (ar le LPS, l'autre par fel,3-
glucane) qui convergent vers une protéase a sélaneroenzyme de coagulation.
L'activation de la cascade permet la coupure deprlzenzyme en enzyme de
coagulation, permettant ainsi la conversion du atmagne en coaguline.

Chez la drosophile, aucune cascade de protéasédigligg dans la coagulation
n'‘a été mise en évidence. La transglutaminaseploghe du facteur de coagulation
Xllla de Vertébrés, est le seul facteur de coagmnatétecté dans le génome de cet
insecte. Une récente étude protéomique sur I'hénmiite de larves de drosophile avant
et apres coagulation a permis de mettre en éviddeEeandidats pouvant jouer un réle
de substrat de la transglutaminase ou encore erdefacteur de coagulation. On peut
citer, entre autres, une protéase, deux phénolsegiaine lipophorine et une gelsoline
(Karlsson et al., 2004).

A.2.2. La mélanisation

En plus de la coagulation, la rupture de la cutiqudr une blessure déclenche la
mélanisation qui se caractérise par une tache lomatisée a I'endroit de la blessure. Ce
phénomene résulte également d'une cascade pragéelyfui aboutit a la coupure de la
prophénoloxydase (PPO), circulante dans I'hémolyrgidus forme de zymogéne, en
phénoloxydase (PO). L'enzyme responsable de cagéiwest une sérine protéase
appelée PPAE pour "prophenoloxydase activating rae2y(Ashida and Brey, 1995;
Chosa et al.,, 1997; Jiang et al., 1998). La POi @osvée va catalyser la réaction
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d'oxydation des phénols en quinones qui, en sengigant, vont former la mélanine
(Soderhall and Cerenius, 1998) (Figure 2). La PRIsEdrosophile n'est pas encore
caractérisée.

Chez les arthropodes, selon des études biochimitupsésence de nombreuses
molécules inhibitrices de sérines protéases (sespiregule la cascade protéolytique et
évite une hyperactivation du systeme (Jiang andok&@ar2000; Park et al., 2000).
Récemment, le réle d'une de ces molécules, laree@rA (Spn27A), a été mis en
évidence dans la régulation de la cascade de reatam chez la drosophile, par le
laboratoire de Bruno Lemaitre (De Gregorio et 2002a) et le notre (Ligoxygakis et
al., 2002b). L'inactivation génétique de cette iseronduit a I'activation constitutive
de la PO et entraine une mélanisation spontanéair®'part, la Spn27A agit sur la
cascade de mélanisation, probablement en inhibesdtement la PPAE de drosophile
(De Gregorio et al., 2002a). La dégradation depa23A est elle-méme régulée par la
voie Toll, une voie de signalisation qui dirige siud'expression de peptides

antimicrobiens et dont nous parlerons par la suite.

A.2.3. La synthése des peptides antimicrobiens

Nous savons, depuis les travaux de Metalnikow dalkot au début du XXeme
siecle, qu'une piqdre septique induit chez les cilese supérieurs (holométaboles)
I'apparition transitoire d'une forte activité antinobienne dans I'hémolymphe. Les
travaux des derniéres années ont montré que cditétéatraduit la sécrétion par le
corps gras (équivalent fonctionnel du foie) d'urtdrie de peptides antimicrobiens,
souvent trés puissants et pouvant agir sur une lgaghme de microorganismes (Bulet
et al., 1999). Leur concentration varie et peutiatire 100 UM dans I'hémolymphe.
Leur cinétique d'induction et leur spectre d'acsont variables. Ces peptides sont pour
la plupart amphipathiques et cationiques, ce qun feermettrait de s'accumuler sur la
paroi bactérienne, chargée négativement, et dalliser la membrane plasmique en
s'y insérant, entrainant la lyse bactérienne (Sh889). Des études réalisées au
laboratoire ont mis en évidence chez la drosophiiduction de génes codant sept
familles de peptides a activité antibactérienneuetintifongique (Figure 3) :
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- Deux types de peptides, la Défensine et la Drgsome, ont une structure complexe
comportant une hélice amphipathique reliée papdess disulfure a un feuillgk formé
respectivement de deux ou trois brins.

- Les cinq autres types de peptides ne comportaatde cystéines ; ils sont soit
organisés en deux hélices comme les Cécropines, soit non structurés eesi@dn
résidus proline, comme la Metchnikowine et la Dodse ou riches en résidus glycine,

comme la Diptéricine et I'Attacine.

L'analyse du génome de la drosophile a révélé guxiste sept génes de
Drosomycine, quatre de Cécropine, quatre d'Attacdeux de Diptéricine, un de
Défensine, un de Metchnikowine et un de Drosodirebsence de détection de tous les
variants peptidiques, au cours des différentesyaaalbiochimiques réalisées, suggere
gue tous ces genes ne sont pas induits au colasé&eonse immunitaire de l'insecte ou

gue les quantités produites dans I'hnémolymphetsomtfaibles pour étre détectées.

Les peptides antimicrobiens sont produits par ps@ras lors d'une infection
systémique, mais peuvent aussi étre exprimés paepehélia dans le cadre d'une
réponse immunitaire locale. Chez la drosophile, été montré en utilisant des lignées
transgéniques portant la "Green Fluorescent Pfoszins le contrdle des promoteurs
des différents peptides antimicrobiens, que ceugetivent étre activés suite a une
infection dans certains tissus : le tractus retqing, la région orale et le tractus digestif,
les tubules de Malpighi et les tractus reproduati@le et femelle (Ferrandon et al.,
1998; Tzou et al., 2000). Ces tissus sont le li@apbrtants processus physiologiques
impliquant une interaction avec le milieu extéri@irdans lesquels les cellules sont
susceptibles d'étre en contact avec des microages. Cette premiere ligne de
défense pourrait permettre de combattre localer@ninfections et ainsi d'éviter de

déclencher une réponse systémique colteuse erigénerg
Comme nous le verrons plus loin, différentes dosnégpérimentales nous

aménent a penser que les peptides antimicrobiessmiecependant qu'une des facettes

de la résistance aux infections.
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Figure 3: Les sept familles de peptides antimicrobiens de trosophile. Les activités et
concentrations dans I'hémolymphe apres infectiaiérgenne sont indiquées.
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B. La régulation de I'expression des peptides antitrobiens de la

drosophile

L'étude de linduction des geénes codant les peptidatimicrobiens et
notamment l'analyse des régions promotrices dessgewdant la Cécropine (Engstrom
et al.,, 1993) et la Diptéricine (Kappler et al. 939 Meister et al., 1994) a permis de
montrer que leur régulation est due, entre auteesa présence de séquences
homologues aux sites de fixation du facteur destaption Nuclear FactorB (NF-«B)
des Mammiferes. Les facteurs de transcription déamaille NF«B jouent, chez les
Mammiferes, un rdle central dans la réponse inflatoire et dans la réponse a divers
types de stress. Ce facteur de transcription edtrmére de protéines a domaine Rel. En
I'absence de signal, le facteur NB-est retenu dans le cytoplasme par I'associatiom a
inhibiteur [«B (Inhibitor of NF«B). Chez les Mammiferes, la fixation d'un ligandra
récepteur transmembranaire conduit a l'activatiamed cascade de transduction du
signal par des interactions protéine-protéine g&gsupar les "Death Domains" (DD) de
protéines adaptatrices. Celles-ci activent ensuite cascade de phosphorylation
aboutissant a la phosphorylation par le complex¢ (KkB kinase) de l'inhibiteur &B
(Inhibitor of NF«B) qui est alors dégradé par le protéasome. Erécesice, le facteur
NF-xB est libéré de son ancre cytoplasmique et migre da noyau (Silverman and
Maniatis, 2001). Des études génétiques effectuées dotre laboratoire ont mis en
évidence qu'au moins deux voies de régulation,pedéantes et adaptées a la nature
des microorganismes infectieux, existent chez ¢saphile (Lemaitre et al., 1995) : les

voies Toll et IMD. Ces voies sont toutes deux geetiNF«B.

B.1. La voie IMD

Les peptides antimicrobiens de drosophiles corgrpé cette voie (Diptéricine,
Drosocine, Cécropine et Attacine) ont un spectaetan principalement dirigé contre
les bactéries a Gram-négatif. Des mutants perfertgion de la voie IMD présentent
un défaut de résistance aux infections par cesbasttandis qu'elles se comportent

normalement vis-a-vis des infections par des chgnguis ou des bactéries a Gram-
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positif. De plus, la synthese des peptides antmbiens contrdlés par cette voie est
fortement diminuée chez ces mutants.

Le facteur de transcription cible de la voie IMDt &elish, une protéine qui
contient un domaine Rel N-terminal et des domaiesyrines, caractéristiques des
inhibiteurs IkB, dans la partie C-terminale (Dushay et al., 19R®&ctivation de la voie
de signalisation entraine la coupure endoprotéplgtide Relish, séparant les domaines
Rel et ankyrines. Ceci permet la translocation émick du domaine Rel qui peut ainsi
activer l'expression de ses génes cibles (Stoveal.et2000). On peut noter que
contrairement aux Mammiferes, la dégradation det¢pon "I«B-like" de Relish est
indépendante du protéasome.

Trés peu d'éléments sont connus a I'heure actuplEnt aux molécules
impliguées dans le déclenchement de la cascadeigialisation. Une protéine
transmembranaire de la famille des PGRPs, (PGRPBdUE Peptidoglycan Recognition
Protein-LC), agit comme récepteur de la voie IMDoif@r et al., 2002; Ramet et al.,
2002) (Figure 4). Les molécules intervenant en dedPGRP-LC jusqu'a I'activation de
Relish ne sont pas toutes connues mais des étadétiques ont permis d'identifier une
série de protéines impliquées dans la voie de ksgian intracellulaire et qui ont
toutes un homologue chez les Mammiferes. On treonwted'abord trois protéines a DD
: (1) IMD, dont la mutation a permis d'identifiegtte voie, possede de fortes similitudes
avec la protéine RIP (TNF-Receptor-Interacting &gt des Mammiferes, (2)
I'hnomologue de FADD (Fas Associated Death Domaiotefit) DmFADD et (3) la
caspase DREDD (death-related ced-3/Nedd2-like ppteomologue de la caspase-8
de Mammiferes. Ces protéines semblent former unptexa adaptateur en aval de
PGRP-LC. En effet, DMFADD peut interagir a la f@sec IMD et DREDD par
I'intermédiaire de leur DD. On retrouve ensuiteaeal d'IMD, un homologue de TAK1
(Transforming growth facto- Activated Kinase 1) des Mammiféres, probablement
impliqgué dans l'activation du signalosome IKK gai phosphoryler Relish et permettre
son clivage. Ce complexe IKK regroupe les homolsgie la kinase IKK3 et IKK-y
(I-xB kinasep ety) des Mammiferes : IRD5 (Immune Response Defictgrét Kenny,
respectivement (Lu et al., 2001; Rutschmann et28lQ0b; Silverman et al., 2000).
L'activation complete de Relish dépend eégalemerts daspase DREDD.
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Une étude au laboratoire a permis de mettre enege@ au cours d'une
mutagenése du chromosome Il, un géne dont la rantatété nommégalere Comme
les mutantsmd, les mouchegalére étaient sensibles aux infections par les bactéries
Gram-négatif mais pas aux autres types d'infectibegyenegalere code une protéine
présentant des similitudes de séquence avec l|&ipeofTAB2 (TAK1l-associated
kinase) de Mammiferes et pourrait former un complaxec TAK1 (Gobert et al.,
soumis).

L'interaction directe de PGRP-LC avec IMD a étéemdment démontrée, de
méme que l'importance du domaine cytoplasmique@RHRLC dans la transduction du
signal (Choe et al., 2005).

Le phénotype des mutants perte de fonction PGRR&ICmoins séveére que
celui des mutantkenny suggérant que PGRP-LC n'est pas le seul élénctiaaat la
voie IMD (Gottar et al., 2002; Ramet et al., 2002).surexpression d’un autre membre
de la famille des PGRPs, PGRP-LE, conduit dantalegs a I'expression constitutive
de la Diptéricine, le marqueur de l'activation devbie IMD (Takehana et al., 2002).
L'étude du phénotype d'individus perte de fonctioar cette PGRP circulante, a permis
de montrer qu'elle agit en parallele et en syneagec PGRP-LC lors de la résistance
aux infections pakE. coli. De plus, la surexpression de PGRP-LE active $gade de

mélanisation (Takehana et al., 2004).

La voie IMD, en plus de contrbler la synthése dptides antimicrobiens au
travers de Relish, pourrait étre impliquée dansittBa processus. Plusieurs études
transcriptomiques globales par puces a ADN ont |éé\ue cette voie contrble
I'expression d'environ 250 genes (De Gregorio .e2801; De Gregorio et al., 2002b;
Irving et al., 2001). D'autre part, l'activation die voie IMD peut induire des
mécanismes d'apoptose, peut-étre par l'activatola doie Jun Kinase (JNK) en aval
de TAK-1 (Boutros et al., 2002; Park et al., 2004).
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B.2. La voie Toll

Cette deuxieme voie de signalisation est impliqdéas la résistance aux
infections par les champignons et les bactéries ramcpositif. Les peptides
antimicrobiens contrélés par cette voie sont ppaldment la Drosomycine
(antifongique) et la Défensine (anti Gram-positifa synthese de ces peptides est
considérablement réduite chez des mutants pertéomtdion pour cette voie. Ces
mutants sont incapables de résister a des infacfianles champignons et les bactéries
a Gram-positif tandis qu'ils ne présentent pasudeeptibilité vis-a-vis des infections
par les bactéries & Gram-négatif.

Le géneToll a été mis en évidence au début des années 1988qoudle dans
la formation de la polarité dorso-ventrale au calgd'embryogenése de la drosophile
(Anderson and Nusslein-Volhard, 1984; Belvin anddémson, 1996). Lors de ce
processus développemental, la coupure de la peotSpaetzle (SPZ) résulte d'une
cascade protéolytique impliquant Nudel, Gastrutatidefective, Snake et Easter
(Dissing et al., 2001; LeMosy et al., 2001). Fimadmt Easter coupe SPZ (DelLotto and
Delotto, 1998). La protéine SPZ clivée devient siller ligand du récepteur Toll qui,
une fois activé, induit une cascade de signalisatdracellulaire qui implique les
protéines Tube, Pelle et le complexe Cactus-Dorsal.

En 1996, Bruno Lemaitre au laboratoire a observé lgucassette de genes
spaetzle Toll, tube pelle et cactus sont également impliqués dans la réponse
immunitaire de la drosophile adulte (Lemaitre et &P96). Par la suite, une autre
molécule impliquée dans les deux processus a étdifiée, I'nomologue de MyD88,
DmMyD88 (Horng and Medzhitov, 2001; Tauszig-Delaoraset al., 2002).

B.2.1. Signalisation intracellulaire

Toll est un récepteur transmembranaire dont le dwemextracellulaire contient
des répétitions riches en leucine alors que le dwmatracytoplasmique présente des
similitudes avec celui du récepteur de linterleekil (domaine TIR pour
Toll/Interleukine-1 Receptor). Une fois activé gan ligand SPZ, Toll interagit avec un

complexe adaptateur composé de DmMyD88, Tube &, Pablécules possédant toutes
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trois un DD (Sun et al., 2002) (Figure 5). En ptiesson DD, DmMyD88 posséde un
domaine TIR qui interagit avec celui de Toll. Lisation de ce complexe aboutit
indirectement a la phosphorylation de l'inhibit€actus, homologue dexB, et a sa
dégradation par le protéasome. Bien que Pelle gessée activité kinase, elle ne
phosphoryle pas directement Cactus (Grosshans, d198M1) ; la kinase impliquée dans
ce phénoméne n'a pas encore été identifiée. Laadagon de Cactus libere un facteur
de transcription de la famille des protéines Reknettant sa translocation dans le
noyau et l'activation de ses génes cibles. Deutéjmres Rel sont activées par la voie
Toll : Dorsal et DIF (Dorsal-related Immune Factddprsal est impliqué dans la mise
en place de l'axe dorso-ventral chez I'embryon.zQlaelulte, seul DIF est impliqué
dans la réponse immunitaire en contrélant I'exjpoasdes peptides antimicrobiens (Ip
et al., 1993; Manfruelli et al., 1999; Rutschmanale 2000a).

B.2.2. Signalisation extracellulaire

Chez la drosophile adulte, il est établi qu'unecads protéolytique déclenchée
par linfection, conduit a la coupure de SPZ quvielet alors un ligand capable
d'interagir avec le récepteur Toll. Au début deth&se, aucun zymogéne de la cascade
n'‘était connu ; seul l'inhibiteur de sérine progédserpine) Necrotic (NEC) était
identifié (Levashina et al., 1999) (Figure 5). Isahce de NEC dans I'hémolymphe est
corrélée avec la coupure constitutive de SPZ, seutsant par l'expression de
Drosomycine en l'absence de stimulus immun. Le giy@e des mutantsecse traduit
également par l'observation de taches de nécrode sarps et a la base des pattes, un
gonflement de I'abdomen par de I'hémolymphe et létaité quelques jours aprés
émergence.

Depuis, une étude effectuée au laboratoire pardepg de Jean-Marc Reichhart
a permis de caractériser une protéase a séringimpl dans l'activation de la voie Toll
: la protéase Perséphone (PSH, (Ligoxygakis ep@02a)). Cette protéase agit en aval
de NEC et pourrait étre la protéase cible de c&tpine. De maniére surprenante, les
drosophiles mutantes pour PSH présentent toutesatestéristiques d'un mutant de la
voie Toll suite a une infection fongique, mais sEmportent comme des mouches

sauvages vis-a-vis des infections par des bactéri€@am-positif. Ces résultats ont
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permis de montrer qu'au moins deux cascades peawatrbler I'activation de Toll au
cours de la réponse immunitaire : l'une est actpaeles champignons et implique la
protéase PSH et la serpine NEC, l'autre est actigéées bactéries a Gram-positif.

B.2.2.1. Activation de la voie Toll par les bactsra Gram-positif

Les travaux réalisés au laboratoire pour rechertdgmolécules impliquées
dans la reconnaissance des pathogenes ont merméuges de Julien Royet et de
Dominique Ferrandon a étudier les protéines deamaille des PGRPs (Peptidoglycan
Recognition Proteins) et des GNBBRPs (Gram-Negative Binding ProtefsGiucan
Recognition Proteins). Ainsi, une mutation ideg#fisur PGRP-SA, une protéine de la
famille des PGRPs courtes, augmente la suscefdililits drosophiles vis-a-vis des
bactéries a Gram-positif, mais n'affecte pas laomép immunitaire vis-a-vis des
champignons (Michel et al., 2001).

Parallélement, une étude sur GNBP1 a révélé quaulgants pour cette protéine
présentaient le méme phénotype que ceux pour P@GRMH-8 été montré depuis que
ces deux molécules pourraient agir en formant umpbexe afin de déclencher la
réponse immunitaire spécifique des bactéries a asitif (Gobert et al., 2003; Pili-
Floury et al., 2004).

Par ailleurs, il a été observé que des infectiarscertaines bactéries a Gram-
positif peuvent activer la voie Toll indépendammeduatcomplexe PGRP-SA/GNBP1,
suggérant un ou des récepteur(s) alternatif(s)siAian autre membre des PGRPs
courtes, PGRP-SD, a été étudié au laboratoire parext Bischoff et collaborateurs. Il
a été montré que PGRP-SD peut agir comme récépoeurcertaines bactéries a Gram-
positif, telles que Staphylococcus aureusStaphylococcus saprophyticu®u
Streptococcus pyogenest qu'il existe une coopération entre PGRP-SI2 ebmplexe
PGRP-SA/GNBP1 (Bischoff et al., 2004). Ainsi, trgisotéines circulantes peuvent
reconnaitre les bactéries a Gram-positif et détlencne réponse immune efficace :
PGRP-SA, PGRP-SD et GNBP1 (cf. Figure 5). Certaibastéries a Gram-positif
peuvent étre reconnues par un seul type de récepisdis que d'autres nécessitent une

combinaison de plusieurs protéines.
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B.2.2.2. Activation de la voie Toll par les chammpgs

Une autre molécule de la famille des GNBP, GNBP3éta étudiée au
laboratoire. Son implication dans la reconnaissatese champignons a été démontrée
(Gottar et al., 2002). Lors de I'études des mutpots GNBP3, il a été constaté que
GNBP3 n'intervient pas en amont de PSH pour actvesoie Toll mais définit une
autre voie de signalisation extracellulaire (Gogéaral.,, soumis). L'infection par des
champignons tués a la chaleur a permis de monteeGINBP3 reconnait des motifs de
la membrane des champignons, tels qu@{&s8-glucanes, tandis que PSH semble étre
activée par des protéases secrétées par les chrampig

Les études récentes menées au laboratoire ont @#ngiis de montrer qu'il
existe au moins quatre systemes de reconnaissaxgathogenes, deux pour les
champignons et deux pour les bactéries a GramHpoalioutissant a la coupure

protéolytique de SPZ dans I'hémolymphe (cf. Figi)re

Comme dans le cas de la voie IMD, la fonction dedi@ Toll ne se limite pas a
I'induction des peptides antimicrobiens. D'apres dealyses transcriptomiques par
puces a ADN, pres de 400 genes semblent régulesauine infection bactérienne ou
fongique (De Gregorio et al., 2001; De Gregorialet2002b; Irving et al., 2001). Ces

genes pourraient participer aux mécanismes de sk&fda la drosophile.

C. Etudes post-génomiques de la réponse immunitaide la drosophile

Grace au séquencage du génome de la drosophileen2®00 (Adams et al.,
2000), les analyses post-génomiques sur cet insatteonnu un essor exceptionnel.
L'étude de l'expression des génes et de leurs isodeut étre abordée selon deux
approches : l'analyse transcriptomique, qui comsisinesurer le niveau quantitatif des
ARN messagers, et l'analyse peptidomique/protéamiqui s'attache directement a
I'étude des peptides/protéines présents a un tndtamé. Ces deux approches sont

complémentaires, cependant seule la seconde pefétetlier les modifications post-

26



Introduction

traductionnelles, jouant un role essentiel darferiationnalité des protéines, ou encore
les interactions au sein de complexes multiprogsdonctionnels.

L'étude des mécanismes de défense de la drosophile des analyses
transcriptomiques, a l'aide de puces a ADN (miceyes), et peptidomiques, basées sur
la spectrométrie de masse, a été mise en plaabaratoire. Je résume dans cette partie

de l'introduction les résultats obtenus grace aleex approches.

C.1. Approche différentielle transcriptomique

Afin d'étudier le profil transcriptionnel global dérosophiles adultes apres
infection expérimentale, le groupe de Charles Hatemtrepris en 2000 une analyse par
puces a ADN. Cette technique repose sur la syntiessitu d'oligonucléotides
correspondant a chacun des 13600 génes préditslelag@snome de la drosophile.
L'ARN de drosophiles adultes saines ou infectéé&migxest alors hybridé sur les puces.
Cette approche permet de comparer les valeursspamelant au niveau d'expression de
chaque géne de la drosophile avant et aprés usgtiof expérimentale.

La fiabilité de cette méthodologie a été validéevérifiant la corrélation entre
I'induction des peptides antimicrobiens sur leseguet les nombreuses informations
obtenues lors des travaux antérieurs. Ces expésemut permis de mettre en évidence
I'induction, par un facteur d'au moins deux, d'emvi400 génes autres que ceux codant
les peptides antimicrobiens. Seule la moitié degéeges sont connus ou présentent des
similitudes avec des génes dont les fonctions é&iaties.

En faisant une analyse comparée des profils trgmieemels induits par une
infection fongique Beauveria bassiana ou bactérienne Micrococcus luteus
Escherichia col, les points suivants ont pu étre observés (Figlregi) 13% des génes
induits le sont par toutes ces infections; (ii) 5886 genes sont induits par les infections
bactériennes, mais non par les champignons ;ufiiigrand nombre de génes ne sont
induit que par les infections par les bactériesrangpositif (26%) ou que par les
bactéries a Gram-négatif (10%) ; (iv) 23% des gemessont induits que par les
infections fongiques ; (v) enfin, 11% des géned swiuits de fagon concomitante par
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les champignons et les bactéries a Gram-posit2%t par les champignons et les
bactéries a Gram-négatif.

Cette étude a également permis de mettre en amaceéntain nombre de genes
qui n'avaient pas été détectés précédemment contamé i@duits par la réponse
immunitaire chez la drosophile mais dont I'homotogavec des systémes de
Mammiferes en font des candidats tres intéressddits.peut noter par exemple
I'induction de génes codant des protéines de tgfikiéine, corine ou hepsine dont le
réle dans la réponse inflammatoire, la circulatisanguine ou la coagulation,

respectivement, est connu chez les Mammiferes.

C.2. Approche différentielle peptidomique

Dans le but de rechercher de nouvelles moléculda d&ponse immunitaire de
la drosophile, le groupe de Philippe Bulet a emtsepes 1997 au laboratoire une
approche différentielle peptidomique afin de réalig cartographie de I'ensemble des
peptides induits par une infection expérimentaletteC approche se basait sur la
détection la plus exhaustive possible des petiteslécnles présentes dans

I'hémolymphe.

C.2.1. Mise en évidence deBrosophilalmmune-induced Molecules"

Une premiére étude différentielle a été réalisée gmectrométrie de masse
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonigat - Time Of Flight) entre
I'némolymphe d'une drosophile controle et d'unesajpbile infectée expérimentalement
(Uttenweiler-Joseph et al., 1998). Vingt quatr®rdsophila Immune-induced
Molecules" (DIMs), de masse moléculaire compristgeeh,5 et 15 kDa, ont ainsi été
détectées dans le sang des drosophiles en répdimgedion expérimentale (Figure 7).
Quatre de ces molécules correspondaient a cerdaimpeptides antimicrobiens déja
identifiés (DIMs 9 et 11, Drosocines mono et dmeadiques ; DIM 17,
Metchnikowine et DIM 19, Drosomycine), toutes legras représentaient de nouvelles
substances, dont la structure et le réle exact améponse immunitaire restaient a

définir. Une étude cinétigue a permis de montrez gas DIMs sont présentes dans
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Figure 7 : Spectre de masse MALDI-TOF de I'hémolympe d'une drosophile
contr6le ou infectée expérimentalement par un mélaye bactérien L'hémolymphe
d'une mouche adulte (contrdle ou 24 h apres imflegiiar un mélange descherichia
coli et Micrococcus luteus est prélevée et analysée par spectrométrie desemas
MALDI-TOF. 24 DIMs (Drosophila Immune-induced Molecules) sont trouvées dans
I'hnémolymphe des drosophiles infectées. Quatretrd'eelles correspondent a des
peptides antimicrobiens déja identifiés : la Drasecmonosaccharidique (1S) ou
disaccharidique (2S), la Metchnikowine et la Drogome.
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I'némolymphe de drosophile dés trois heures apir@edtion. De plus, deux phases
d'induction ont été observées : I'une ou les peptaht une concentration maximale six
heures apres l'infection (DIMs 1 a 8, 14, 15, 223} l'autre avec une concentration
maximale a 24 h (DIMs 9 a 13, 16 a 19 et 24). s planalyse de mutants pour les
voies Toll ou IMD a permis de montrer que la plup#e ces molécules sont régulées
par la voie Toll. Seuls les DIMs 9, 11, 15 et 16bkent régulées par la voie IMD. DIM
17, qui correspond a la Metchnikowine, peut étgulk&e par I'une ou l'autre des deux
voies.

Dans le but de caractériser les DIMs, une secomdee édifférentielle a été
réalisée, combinant l'analyse par chromatograpbigede haute performance (CLHP)
de I'némolymphe de drosophiles contrbles ou inés;tésuivie d'une analyse par
spectrométrie de masse MALDI-TOF de toutes lestifytas obtenues. Cette seconde
étude a permis de détecter plus de 75 DIMs, deermas$eculaire comprise entre 1,5 et
15 kDa, induites dans I'hémolymphe par une infectigpérimentale.

Les DIMs ont été purifiées en combinant des tealesgde CLHP (phase
inverse, échange d'ions, exclusion stérique). tLecttre primaire a été étudiée grace au
séquencage N- et C-terminal, a des traitement®ggaiques, a la spectrométrie de
masse en tandem, au clonage cDNA et a la rechel@he les banques de données.
Trente-trois DIMs ont pu étre caractérisées aifisibleau 1). En plus des peptides
antimicrobiens déja retrouvés par spectrométriendsse (DIMs 9, 11, 17 et 19), les
DIMs 25 et 26 correspondent aussi a deux peptidisiarobiens connus, la Cécropine
et la Défensine, respectivement. Concernant leeRIMs, certaines présentent des
similitudes avec des molécules connues et d'awoes totalement originales. Les

principales caractéristiques des DIMs sont récl@gici-dessous.

C.2.1.1. DIMs présentant des similitudes avec delgenles déja connues

DIM 15 correspond a une forme trisaccharidiguead®iosocine. Le troisieme
sucre est porté au niveau d'un second site de »gation (sérine en position 7)
(Rabel et al., 2004).

DIM 16 a été récemment caractérisée comme étgmblomaine maturé d'une
isoforme d'Attacine, I'Attacine C (MPAC pour Matted Prodomain of Attacin C).
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Identité | Masses y . .
DIMs dugeéne | (Da) Identité / homologie Séquences
DIMs présentant des similitudes avec des molécul@snues
17 CG8175 | 3046 Metchnikowine HRRQGPI FDTRPSPFNPNQPRPGPI Y
19 | cG10810| 4889 Drosomycine DS S oh CAVVIDNE T CRRVCIKEEGRSSGHC
. . GALKKI GKKI ERVGQHTRDATI QA.GE AQQAAN
25 CG1365 | 4156 Cécropine VAATAR amidé
26 | CG1385 | 4354 Défensine A b VVIRHT ACAGHC! AKGEKGGYERDK
9 CG10816| 2401 Drosocine monosaccharidique GKPRPYSPRPTSHPRPI RV
11 CG10816| 2564 Drosocine disaccharidique | GKPRPYSPRPTSHPRPI RV
15 CG10816| 2767 Drosocine trisaccharidigue | GKPRPYSPRPTSHPRPI RV
16 CG4740 | 2971 Prodomaine maturé de I'Attacing ZRPYTQPLI YYPPPPTPPRI YRA
21 CG10810| 5934 Drosomycine N-glycosylée %ESWWHWWWEEQSSG{
DDMTMKPTPPPQYPLNL QGEGEEEQSGDGEFGFAV
27 CG12763| 9196 Diptéricine O-glycosylée QGHQKVWI SDNGRHEI GL GGGQHL GGPYGNSEP
SVWKVGSTYTYRFPNF
29 CG9046 2603 fragment de VM26Ab ETI QLQPTQAE LI PAPLAENI RVS
30 CG11129| 3117 fragment de Yp3 EVNAKSPFGORSPAHKQAAYHGVHHACOQN
Inhibiteur de protéase de type | LKDPI CALPAG DGNGLI KCAAFI PSFSYHPET
33 | CG16712] 6794 Kunitz NSCEKF! YGGCGGNENRFGTQEL CEQKCKE
DIMs sans similitude avec des molécules connues
1 CG18108| 1666 G\VI | NGDCRVCNVHG amidé
2 CG18106| 1688 GN\VVI NGDCKYCNVHG amidé
3 CG16844| 1700 G\VI | NGDCRVCNVRA
G\VI | GGVCQDCSPPVAENVWGGESYRTGRPG
23 CG15066| 9482 QGTVYI NSPGAYPGAL DGPI RRT GAGGEEEEGT
RYPDGYSGRL PGGT YL HL KDCVGCSI SGEED
10 CG18279| 2520 ZLHVARPDRTVTI GNGGVYI QRS
12 CG18279| 2572 ZFHVERPGRTVDVGNGGEFY! QRG
13 CG18279| 2650 ZFHVERPDRTVDFGNGGEFSAQRF
ZHTYDGRNGPHVFGSPGNQVYI RGONEGTYSVP
24 CG18279| 10031 GVGEFONAPQRGEHVYTDEAGNT FVNRKNAGG
PASHTI SGPNFSAKNL GPNGAKSVGE PORA
4 CG15231| 1722 GTVLI QTDNTQYI RT amidé
14 2694 GTQVI HAGGHTLI QTDRSQY! RKN
5 CG18279| 1914 ZFHVERPDRTVDFGNGG
6 CG18279| 1955 ZFHVERPGRTVDVGNGGF
8 CG18279| 2348 ZFHVERPDRTVDFGNGGFSAQ
SRHTGPONGSGSGAGSGNPFRSPSSQORPLYYD
18 CG10332| 4625 APl GKPSKTMYA
YSDEDREADSLRI AEI I KNAQDDDSKI NSTQEL
LDl YRRLYPSLTPEERES|I DKFVNEHTDAI | | D
31 | CG31509| 11935 TotA GVPI QGGRKAR VCKI VSPGVKGLATGFFEEL G
SKLAQLFT

Tableau | : Récapitulation des caractéristiques straturales obtenues sur les DIMsLes

DIMs ont été numérotées de 1 a 24 dans l'ordrewedpparition sur les spectres de masse
et de 25 a 33 dans l'ordre chronologique de leactérisation. Les DIMs 7, 20, 22, 28 et 32
n'apparaissent pas dans ce tableau par manquerniaifon de séquence, excepté pour DIM
20 numéroté par erreur alors qu'il correspondam ldichargé du DIM 24. Les résidus

soulignés indiquent les positions des modificatipost-traductionnelles identifiées.
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Alors que sa séquence possede de fortes similitadssla Drosocine, MPAC posséde
in vitro une activité antimicrobienne restreinte contrelgues souches de bactéries a
Gram-négatif, méme a des concentrations élevéesewanche, l'addition de faibles
doses de Cécropine (en dessous du seuil d'adwitéet autre peptide antimicrobien de
drosophile) confere au mélange une activité antimbienne supérieure contre certains
germes a Gram-négatif (Rabel et al., 2004).

DIMs 21 et 27 sont également des isoformes de gesptantimicrobiens. DIM
21 présente la méme séquence N-terminale que kobBryxine, avec un écart de masse
compatible avec une modification de I'asparagih@si dans un site consensus de N-
glycosylation. DIM 27 semble étre une forme O-glydée de Diptéricine.

DIMs 29 et 30 sont des produits de clivage de pmeg connues. DIM 29
correspond a un fragment N-terminal d'une protédee la membrane vitelline
(VM26Ab) tandis que DIM 30 est un fragment du pribddu gene codant la
vitellogenine Il (Yp3). Des exemples de protéirsg@ant des similitudes structurales
avec des vitellogénines ont déja été décrites congétamt impliquées dans des
mécanismes de la réponse immunitaire (Hall etLbY; Lee et al., 2000). De plus, un
fragment du produit du gen€G11064 présentant des similitudes avec les
vitellogénines, est surexprimé dans I'hnémolymphelatges de drosophiles apres
stimulation par du LPS (Vierstraete et al., 200dapparition de DIM 29 et 30
uniquement chez des drosophiles ayant subi unetiofeexpérimentale, peut résulter
d'activités protéolytiques d'enzymes activées 'pdettion.

DIM 33 est un inhibiteur de protéase a sérine dme tiKunitz. Des études
globales d'expression des ARN messagers ont mgueéplusieurs génes codant ce
type d'inhibiteurs sont surexprimés suite a unedindn microbienne (De Gregorio et
al., 2001; Irving et al., 2001; Vierstraete et 2004).

C.2.1.2. DIMs sans similitudes avec des molécubemues
Les DIMs 1, 2, 3 et 23 appartiennent a une mémelléarhes DIMs 1, 2 et 3
sont de petits peptides présentant de fortes siihls de séquence (Uttenweiler-Joseph

et al., 1998). Les transcrits de ces DIMs ont &éviés fortement surexprimés lors
d'analyses par puces a ADN (Boutros et al., 20@2(egorio et al., 2001). DIMs 1 et
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2 sont amidés a leur extrémité C-terminale. DIMe&8 une molécule de taille plus
importante, présentant des similitudes avec les DM 2 et 3 dans sa partie N-
terminale. Cette famille de DIMs ne partage aucaimailarité avec des molécules
connues.

Les DIMs 10, 12, 13 et 24 appartiennent aussi am@eme famille. Ces DIMs
sont caractérisées par la présence d'un acide Iptaodgque a leur extrémité N-
terminale. L'analyse du génome de la drosophilevalé que ces molécules résultaient
de la maturation d'un méme géne multiprécurseunisTiautres DIMs isolées
appartiennent a cette famille. DIMs 5 et 8 sont gexduits de la dégradation C-
terminale de DIM 13 et DIM 6 correspond a la paftigerminale de DIM 12. Des
travaux de surexpression et d'invalidation du gaagant ces peptides ont été réalisés au
laboratoire. Ni I'expression constitutive ni la r@&gsion de cette famille de DIMs n'a eu
d'effet sur la survie des drosophiles apres digenstections (D. Rabel, données non
publiées). En revanche, une étude transcriptonsgueles mouches ou I'expression de
ce groupe de DIM est bloquée montre qu'un génentadea protéine de la famille des
spondines (la fat-spondine) est fortement exprisué® a une infection par la bactérie a
Gram-positifM. luteus A l'inverse, chez des mouches normales pourrbissgon de ce
muliprécurseur, l'infection diminue I'expression dane codant la fat-spondine (D.
Rabel et C. Hétru, communication personnelle). 8msgis invalidées pour un géne de
la famille des spondines présentent une suscefildtcrue a certaines infections
microbiennes (He et al., 2004). L'implication de fi-spondine dans la réponse
immunitaire de la drosophile reste a déterminer.

DIMs 4 et 14 sont deux peptides présentant dedisiddés de séquence entre
elles mais pas avec d'autres molécules déja decbi® 4 posseéde une amidation C-
terminale.

DIMs 7, 18 et 31 ne présentent ni particularit@cttirale ni similitude avec des
molécules connues. Le getwA, qui code pour DIM 31, est exprimé en réponseea un
infection microbienne et également suite a d'austesss (UV, chaleur, oxydants)
(Ekengren and Hultmark, 2001).

Il est intéressant de noter que DIMs 2 et 4 somaledgent exprimées dans le

systéme nerveux central de larves errantes de uhidss (Baggerman et al., 2005;
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Baggerman et al., 2002). Ces molécules pourraieatpgoduites et stockées dans des

cellules du systeme nerveux central et secrétéeslti@molymphe apres infection.

C.2.2. Mise en évidence des molécules induitesiparinfection virale

Outre les modéles d'infection bactérienne ou famgicqun modele d'infection
virale a été mis en place au laboratoire. LaureBabatier, en collaboration avec
I'équipe de Jean-Luc Imler, a réalisé une étudepeoative en spectrométrie de masse
MALDI-TOF de I'hémolymphe de drosophiles ayant sobinon une injection de virus
C de la drosophile (DCV pouprosophilaC Virus). Il a été montré que, contrairement
aux infections bactériennes et fongiques, l'intectivirale déclenche une réponse
humorale tres discréte. En effet, seule la PheesRifPHK-2), peptide de 12,8 kDa, a
été détectée dans I'hémolymphe apres l'infectileviElle est sécrétée spécifiquement
dans I'hnémolymphe des drosophiles 48 h aprésnaulstiion (Sabatier et al., 2003). Les
peptides antimicrobiens sécrétés en réponse agatioms bactériennes ou fongiques ne
sont pas détectés dans I'némolymphe des mouchestée$ par le DCV. Des
drosophiles mutantes pour les voies Toll ou IMDspréent la méme sensibilité a
I'infection par le virus que des mouches de typevage, suggérant que la défense
antivirale éventuelle de la drosophile est indépetel de ces voies de signalisation.

PHK-2, encodée par le gepeblll, est exprimée dans le bulbe éjaculateur des
drosophiles males (Dyanov and Dzitoeva, 1995). Aleeproduit des geneSG6642
(PHK-1) etCG9358(PHK-3), elle fait partie d'une famille pour ladle un réle dans
I'olfaction ou la chémoperception a été proposé.

Une analyse du profil transcriptionnel global deréd@onse immunitaire de la
drosophile face a une infection virale a été récentmméalisée grace a des puces a
ADN. Une centaine de genes dont I'expression augganmoins d'un facteur deux ont
été identifiés suite a l'infection par le DCV. Lésux tiers de ces genes ne sont pas
régulés apres des infections bactériennes ou foagjgsuggérant une réponse virale
spécifigue (Dostert et al., soumis). D'ailleurss Igénes codant les peptides
antimicrobiens régulés par les voies Toll ou IMDsmat pas induits suite a l'infection
virale, confirmant les résultats obtenus précédeminpar spectrométrie de masse.

Parmi les genes fortements induits par le DCV rpaspar piqire septiquér-1 (pour
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Virus induced RNA -1) a été plus amplement étutiénalyse globale de deux autres
modeles d'infection virale (le "Flock House Viret'le virus de Sindbis) montre que les
transcrits devir-1 sont également fortement induits aprés infectibas études

génetiques réalisées au laboratoire indiquent guégonse antivirale coopére avec la
voie JAK/STAT, impliguée dans le développement, anque cette voie n'est pas

suffisante pour controler I'expressionvdel.

D. Objectif de ce travall

L'importance prise par l'analyse génomique engengre somme croissante
d'informations sur les séquences, a laquelle s&joules données gquantitatives portant
sur l'expression des ARN messagers étudiées notanyréee a la technique des puces
a ADN. Cette technique permet de quantifier, deiérarglobale, I'expression des génes
dans différentes conditions expérimentales. Cepegnd@us savons qu'il n'existe pas
obligatoirement de corrélation entre la quantit®RN messagers et I'abondance des
protéines correspondantes. De plus, il a été monué des mécanismes de
modifications post-traductionnelles peuvent coetrdé taux de synthése, la demi-vie
des protéines ainsi que leur fonctionnalité. Il BlETpar conséquent indispensable de
compléter |'étude de I'expression des ARN messagars I'analyse directe des
peptides/protéines et ceci n'est accessible quéapatyse peptidomique/protéomique.
En effet, par rapport a la technique des microatrdg seconde approche permet
d'étudier des changements dynamiques au niveapegsgles/protéines en réponse a
des perturbations externes ou internes (Corthalk,e2000). Le terme de protéomique a
ete défini pour la premiéere fois par Wilkins en 39@Vilkins et al, 1995). Cette
discipline, également connue sous le nom de "pp@Eome", consiste a caractériser
toutes les PROTEines exprimées par le génOME dlgenasme. A l'origine, il n'y avait
pas eu de distinction faite entre l'analyse degegseprotéines (peptides) et des plus
grandes. Face a I'ampleur des données regroupéés ratéomique, la peptidomique
s'est alors imposée comme une discipline a pagrertdt le terme a été adopté en 2001
(Schulz-Knappe et al., 2001).

Une analyse peptidomique par spectrométrie deandsd DI-TOF avait initié

cette stratégie au laboratoire en étudiant les cut@é de faible masse moléculaire
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(inférieure a 15 kDa) présentes dans I'hémolymplite & une infection microbienne.
Le but de mon travail de these était de mettre laoepune stratégie complémentaire
permettant d'étudier les molécules de masse maliéewdupérieure a 15 kDa impliquées
dans la réponse immunitaire de la drosophile. Dmtsobjectif, il était nécessaire de
trouver une meéthode séparative adaptée a cette gatenmolécules, et qui permette
I'analyse d'un mélange protéique complexe (hémahenge drosophile).

La premiére approche que j'ai mise en place awsateima thése est basée sur la
combinaison d'électrophorése bidimensionnelle @yidentification des protéines par
digestion, analyse des fragments par spectromd#ienasse et recherche dans les
banques de données. L'électrophorése 2D combiséplaration de molécules suivant
leur point isoélectrique et leur masse moléculéilechstrasser et al., 1988). Cette
méthode est tres performante et trés sensiblequoeiisi I'on utilise une coloration
appropriée (comme celle au nitrate d'argent), tl msssible de détecter plusieurs
centaines de protéines a des abondances de I'dwdmneanogramme. Ceci est tres
important compte tenu de la faible quantité d'hégmphe présente dans une drosophile
(0,1 pL) et des faibles concentrations auxquellegames protéines régulatrices
peuvent étre présentes. De plus, elle permet deresépur le gel une méme protéine
selon qu'elle porte ou non des modifications pattictionnelles. Au début de ma
thése, je me suis attachée a la mise au point ehétlhodologie de I'électrophorese 2D,
notamment a l'obtention de cartes protéiques rejtdides. J'ai ensuite validé le
protocole d'identification des protéines issues a#s cartes. J'ai enfin axé mes
recherches sur I'étude des molécules induites @uinrées lors de la réponse
immunitaire de la drosophile. Ces travaux seropbsegs dans le premier chapitre de la
partie résultats.

Par la suite, j'ai eu l'opportunité d'étudier leslégnules de I'némolymphe de
drosophiles par une seconde stratégie protéomigissgnte, complémentaire a celle
par électrophorese 2D, utilisant le marquage d&épres a I'aide de réactifs isotopiques
(ICAT pour Isotope Coded Affinity Tag). Cette métleoest basée sur l'introduction
d'un isotope lourd sur les protéines d'un premiodaagtillon, tandis que le second est
marqué par lisotope léger. Les deux échantilloost salors mélangés et traités
simultanément jusqu'a une analyse chromatograptiquelée a la spectrométrie de

masse en tandem (LC-MS/MS). Le rapport d'interdt® ions porteurs des marqueurs
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lourds/légers permet de calculer les concentratielaives d'une protéine donnée dans
les deux échantillons. J'ai eu la chance de powapptiquer cette stratégie performante
dans le cadre d'une collaboration avec les Drs AMderem et Adrian Ozinsky a
I'Institut for Systems Biology (Seattle). Le deure chapitre de ce manuscrit
rassemblera les données obtenues par cette semgmabehe protéomique.

L'ensemble des résultats obtenus a partir de aestdehniques sera discuté a la

fin de ce manuscrit.
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MATERIEL ET METHODES

A. Matériel biologique

A.l. Souches de drosophiles

L'élevage des drosophiles est réalisé au laboeatigins des flacons maintenus a
25°C, sur un milieu gélosé semi-solide composémdiixde malt, de farine de soja et de
mais, de mélasse, d'agar et de levure de biere.s&'ehn travaille, dans la plupart des
cas, avec la souche cinnabar brown (cnbw/cnbwgsjiusauvage pour les chromosomes
[, Il et IV et qui porte, sur le chromosome Il lesrqueurs cinnabar (cn) et brown (bw)
a l'origine, chez les individus homozygotes, d'ahsence de pigmentation de I'ceil (ceil

blanc).

A.2. Infections expérimentales

A.2.1. Infections par piqlre septique

Au cours de mon travail, j'ai utilisé les souchastériennes suivantes :
Bactéries a Gram-négatiEscherichia colil106 etAgrobacterium tumefaciens
Bactéries a Gram-positif Micrococcus luteus Staphylococcus saprophyticust
Enterococcus faecalis
La préparation du concentré bactérien (milieu ditibn), se fait a partir de
I'ensemencement d'une colonie du microorganismsidé® dans 50 mL de milieu
Luria-Bertani. Aprés agitation une nuit a 37°C, calfures sont centrifugées (3500 g,
10 min) et le surnageant est éliminé. Les culotddregens obtenus servent a l'infection
des drosophiles par inoculation. Les drosophilegtesl males agées de 3 a 4 jours sont
anesthésiées au Gt infectées par piqlre septique au niveau duakhosous
l'insertion alaire, a l'aide d'une minutie (fineg@lle) en tungstene préalablement
trempée dans le concentré bactérien. Des drossppitpiées a l'aide d'une aiguille
propre (piglre non septique) sont analysées emgtancontroles. Les drosophiles sont

conservées a 25°C apres piqlre jusqu'a la coliectdémolymphe.
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A.2.2. Infections naturelles

Les infections naturelles sont réalisées avec manglignon entomopathogéne
Beauveria bassianal'infection se fait en introduisant et en agitéed drosophiles,
préalablement anesthésiées au,C@ans une boite de Pétri contenant une culture
sporulante du champignon filamenteux. Les drosephslont alors transférées dans un
tube de milieu frais et conservées a 29°C, tempegaiptimale a laquelle les spores
déposées sur la cuticule de l'insecte peuvent germes drosophiles non infectées,
conservées a la méme température, servent de keolaird des infections naturelles.

A.2.3. Infections virales

Les stocks de suspension de virus C de la drosofb{CV) sont préparés dans
une solution de Tris/HCI 10 mM (pH 7,5). Les infeas sont réalisées par injection a
l'aide d'un nanoinjecteur (Nanoject, Drummond SdienBroomall, PA) de 4,6 nL de
suspension virale (2.0 LD50/mL) dans le thorax des drosophiles adultess D
mouches injectées avec le méme volume de Tris/HCMM (pH 7,5) servent de

contrle. Les drosophiles sont incubées a 25°C.
A.3. Collecte de I'hémolymphe
L'némolymphe des drosophiles adultes est prélevigd@ d'un nanoinjecteur
utilisé comme porte capillaire. Un fin capillaire gerre, introduit au niveau du thorax
sous l'insertion alaire, permet de collecter I'hgmphe, environ 0,1 pL par individu.

L'hémolymphe peut étre prélevée a différents teagpss l'infection (de 30 secondes a
72 heures).

B. Approche par gels d'électrophorese bidimensioniie

Les protocoles nécessaires a la mise en place @ppeoche protéomique

différent selon le type d'échantillon étudié etessitent de nombreuses mises au point.

38



Matériel et méthodes

Bien que de nombreux protocoles soient disponibliess la littérature, ils doivent
toujours étre adaptés selon le type d'échantiltar pne optimisation des résultats. Les
différentes conditions opératoires testées au adeinsia these seront récapitulées dans
la premiére partie des résultats. Seuls sont décrites protocoles finaux.

Les produits chimiques et appareils décrits datte partie proviennent pour la plupart

de BioRad (Hercules, CA), sinon le fournisseurimdiqué entre parenthéses.
B.1. Préparation des échantillons
B.1.1. Solubilisation des protéines

L'hémolymphe collectée est immédiatement dilué€é@ dans une solution de
solubilisation des protéines adaptée a I'électrid® 2D, composée de 8 M urée (Q-
Biogene, Carlsbad, CA; USA), 4% (m/v) 3-[(3-choldopropyl)dimethylammonio]-1-
propane-sulfonate (CHAPS, Sigma, St-Louis, MO; USBb% (v/v) Triton X-100
(Sigma, déionisé sur résine A&D1-X8) et 0,5% ampholytes porteurs (BiolytesH 3-

10 ou 5,5-6,7). Du dithiothréitol (DTT) est ensudieuté a la solution de solubilisation
juste avant utilisation de maniére a obtenir urreceatration finale de 20 mM.

L'urée est un agent chaotrope qui permet de chessBaisons hydrogéne intra- et inter-
moléculaires. Le CHAPS, détergent zwitterionigueleeTriton X-100, détergent non
ionique, participent a la solubilisation et a laéymntion de la précipitation des
protéines. Les ampholytes augmentent la solub#itéassurent une conductibilité
uniforme au cours de la focalisation. Enfin, le Dgdrmet de couper les ponts disulfure
intra- et inter-moléculaires permettant le dépliatrietal de la protéine.

Chaque lot d'hémolymphe est conservé a —20°C.

B.1.2. Dosage des protéines

La quantité de protéines nécessaire pour chaquérierpe dépend de la taille
du gel d'électrophorése, de la gamme de pH étedide la coloration utilisée.

La concentration protéique des échantillons estelgsace au kit RC/D¥. Ce

dosage colorimétrique est adapté du protocole deryen incluant des modifications
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le rendant compatible avec les réactifs utilisésrpes gels 2D (RC : Reducing agent
Compatible / DC : Detergent Compatible). Le dosazg réalisé suivant les

recommandations du fournisseur en ajoutant uneé&eagsonication de 4 min lors de la
suspension du culot. Le dosage de chaque échangiibobtenu par comparaison avec
une gamme-étalon effectuée a partir d'albuminegséribovine. Cette gamme est

composée de cing concentrations réparties regoi@meentre 0,125 et 1 g/L.

B.2. Gels d'électrophorese 2D

L'électrophorése 2D permet de séparer les protédeed'hémolymphe de
drosophiles selon deux dimensions. Les protéinesssparéees, tout d'abord, selon leur
point isoélectrique (premiére dimension ou focalisaisoélectrique), puis selon leur
masse moléculaire (deuxieme dimension ou électrgskaur gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes). Les protéines sont ensisitialisées par coloration au nitrate
d'argent ou au bleu de Coomassie colloidal. Cettehnique est appliqguée a
I'némolymphe de drosophiles saines ou soumiseseainfaction expérimentale par
différents agents microbiens.

B.2.1. Focalisation isoélectrique

Nous avons choisi de travailler sur des bandeleltegel précoulé a gradient de
pH immobilisé (IPG pour Immobilized pH Gradientgwtloppées par Bjellgvist et
collaborateurs (Bjellgvist et al., 1982), tres whictibles et permettant d'éviter les
phénomenes de dérive cathodique que I'on pouvaibrdrer avec les capillaires.

La focalisation isoélectrique (IEF) permet de sépdes protéines selon leur
point isoélectrique (pl), pH auquel la charge élgque globale de la protéine est nulle.
L'application d'un champ électrique permet aux gnets de migrer jusqu'a atteindre
leur pl et de s'y arréter. Cette méthode permet denséparer de nombreuses protéines
difféerentes mais également de discriminer entre rdekcules qui auraient subi une
mutation ou une modification post-traductionnelldéamgeant ainsi leur charge

électrique.
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La premiére dimension est effectuée sur l'app&meitean IEF Cell. Nous avons
utilisé des bandelettes IPG de 7 ou de 17 cm dgukur, couvrant une gamme de pH
allant de 3 a 10, de 5 a 8 ou de 5,5 a 6,7. Plboanaelette est longue et la gamme de

pH étroite, plus la quantité d'échantillon dépgséet étre grande.

B.2.1.1. Réhydratation

De 15 pg de protéines, pour les bandelettes IP®Gn,7ac 300 pg, pour les
bandelettes 17 cm, sont déposés au centre d'urle dg plateau de focalisation et une
bandelette IPG est délicatement déposée dessussebble est protégé de la
déshydratation et de l'oxydation par environ 2 nftiuide minérale. La réhydratation

s'effectue en appliquant un courant de 50 V, penagaminimum de 10 h a 20°C.

B.2.1.2. Migration

Une meéche de papier imbibée d'eau MilliQ est plaeéee la bandelette
réhydratée et chacune des électrodes du platedacdksation. Ces méches ont pour
but de faciliter le passage du courant entre kélde et le gel et piéger les sels issus de
I'échantillon. Le programme de focalisation nédedsois étapes a 20°C dont le voltage
differe selon l'utilisation d'une bandelette 7 Gucin :

- une phase de conditionnement (15 min a 250 \fjnetant d'éliminer I'exces de sels,

- une montée linéaire en voltage (de 250 a 4000 ¥ b pour une bandelette 7 cm, de
250 a 10000 V en 5 h pour une bandelette 17 cm)

- une phase de focalisation (5 h a 4000 V pourharalelette 7 cm ou 8 h a 10000 V
pour une bandelette 17 cm).

Enfin une étape a 500 V est appliquée jusqu'@ét'att programme afin d'éviter la

diffusion des protéines au sein du gel.

Les bandelettes peuvent alors étre directemenisags pour la deuxiéme

dimension ou stockées a -80°C.
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B.2.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamideaditions dénaturantes

Les bandelettes IPG sont mises en présence deydsuléte de sodium (SDS)
qui se lie aux protéines en leur conférant une gegharégative importante, noyant
completement les charges propres de la protéinie @eopriété permet, sous l'action
d'un courant, la migration des protéines de I'étham vers l'anode. Le gel
d'acrylamide permet un tamisage moléculaire (lessgpgs molécules migrent plus
lentement que les petites) et les protéines setreégent le long du trajet de migration

en fonction de leur masse moléculaire.

B.2.2.1. Réduction/alkylation des molécules

Les bandelettes sont équilibrées 15 min dans 2 'onh. thmpon contenant 6 M
urée, 2% (m/v) SDS, 375 mM Tris-HCI (Sigma) pH &8% (v/v) glycérol et 2% (m/v)
DTT.

Cette étape permet de saturer le gel en SDS eédiere les protéines. Les
bandelettes sont ensuite placées 20 min dans leerténpon en substituant le DTT par
2,5% (m/v) d'iodoacétamide (Sigma), permettankylation des protéines et du DTT
résiduel. 75 pL de bleu de bromophénol 0,05% spmités a la solution d'alkylation

afin de colorer la bandelette et suivre la migraties protéines.

B.2.2.2. Migration

La bandelette équilibrée est placée sur un gel osgngle 11% acrylamide et
0,29% pipérazine diacrylamide (PDA), sans gel deeatration.

Le PDA est plus résistant que le bisacrylamide aridait & une meilleure
résolution pour la coloration a l'argent. La polyisé@tion de I'acrylamide et du PDA est
catalysée par l'addition de persulfate dammoniunt de N,N,N',N'-
tétraméthylethylenediamine (TEMED). La bandelettst éxée en haut du gel
d'acrylamide avec une solution contenant 1% d'agaadbas point de fusion diluée dans
du tampon de migration. Les bandelettes 7 cm sépbskes sur un gel de petite

dimension (8 x 8 cm) et les bandelettes 17 cm swyal de grande dimension (20 x 20
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cm). 10 pL de marqueurs de masse moléculaire biefgamme (21,5 a 97,4 kDa) sont
déposés sur un cété du gel.

La migration des protéines est réalisée dans updaroomposé de 25 mM Tris-
base, 192 mM glycine et 0,1% SDS.

Pour les petits gels, une tension de 20 V est qp@d pendant 30 min puis 150V
jusqu'a la fin de la migration.

Pour les grands gels, un ampérage de 32 mA esgappbendant 1 h puis 48

mA jusqu'a la fin de la migration.

B.2.3. Coloration des protéines

B.2.3.1. Coloration au nitrate d'argent

La coloration utilisée est celle décrite par Stheviko (Shevchenko et al.,
1996). C'est une coloration dite "de surface", geiimet une meilleure compatibilité
avec l'analyse des spots issus des gels 2D parapétrie de masse.

A la fin de la seconde dimension, les gels sontés a I'eau 2 x 3 min puis
fixés dans une solution de méthanol (50%) et deaaaktique (5%) pendant 20 min. Les
gels sont rincés avec une solution de méthanol J508adant 10 min puis a l'eau
pendant une nuit. Les gels sont ensuite placésikdans une solution de sensibilisation
composée de thiosulfate de sodium (0,02% m/v, Siglaés a I'eau 1 min et incubés
20 min dans une solution de nitrate d'argent (0,81% Sigma) a 4°C et sous agitation.
Aprés un lavage a l'eau 2 x 1 min, les gels soatd dans la solution de révélation
(0,04% v/v formaldéhyde (Sigma) dans 2% m/v carbome sodium (Sigma)), sous
agitation, jusqu'a apparition des spots. La réaat arrétée en plongeant les gels dans

de l'acide acétique 5%. Les gels sont conservéswan solution d'acide acétique 1%.
B.2.3.2. Coloration au bleu de Coomassie colloidal
La coloration utilisée est adaptée de celle de Nt collaborateurs (Neuhoff

et al., 1988) avec des modifications reportéedMasui et al. (Matsui et al., 1999). Les

gels sont plongés 20 min dans une solution deidmatomposée de 45% méthanol et
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1% acide acétique, puis dans une solution de daorgméthanol 34%, sulfate
d'ammonium 17% (m/v), acide acétique 0,5%, et wleuCoomassie (CBB) G-250
(Serva, Heidelberg, Allemagne) 0,1% (m/v)) pendd®ta 24 h. Les gels sont alors
décolorés a I'eau chaude (55°C), en changeanttbedes les 20 min, jusqu'a ce que le
rapport entre l'intensité des spots et le bruifae soit satisfaisant et que I'équilibre
avec l'eau de décoloration soit obtenu. Cette attmr est trés compatible avec

I'analyse par spectrométrie de masse.

B.3. Analyse qualitative et quantitative informatise des gels

Les cartes bidimensionnelles des protéines de dhénphe de drosophiles
saines ou infectées expérimentalement sont comparéee elles et quantifiées afin de
rechercher d'éventuelles variations dans le conpeatéique en fonction du contexte
d'infection. Cette étape est réalisée a l'aideladiciel PDQuest v7.1. Ce logiciel
convertit un signal provenant de données biologigee données numériques et
décompose chaque objet détecté selon le nombréxels pui le représente. PDQuest
attribue a chaque pixel des coordonnées x, ylatzcoordonnées x et y représentent la
position du pixel sur un axe horizontal et vertieala valeur z représente l'intensité du
signal. Cette derniere valeur permet de quantifrelobjet (nos spots) en groupant les
pixels qui le composent. L'intensité de signal nmmgeest calculée en additionnant les
valeurs d'intensité de chaque pixel et en divisartotal par le nhombre de pixels qui
compose l'objet. Pour qu'un objet soit visible wamtifiable, il faut que l'intensité totale
de cet objet soit supérieure a l'intensité deslpigai représentent le bruit de fond de

I'image.
Pour effectuer la comparaison qualitative et quatite des gels scannés,

I'analyse par le logiciel PDQuest peut étre démikn plusieurs étapes dont certaines

sont automatiques et d'autres doivent étre valideesmplétées par l'utilisateur.
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B.3.1. Détection automatique des spots et nettoglagémages

Aprés avoir scanné les gels (GS-800 Calibrated imgaBensitometer), il faut
définir les paramétres qui vont permettre au progna de fixer un seuil de détection
(spot de plus faible intensité, de plus petite eefptls grande taille ainsi qu'une zone
représentative du bruit de fond). Apres la détactiatomatique des spots de nos gels,
une étape de "nettoyage" manuelle est alors némmsém effet, des trainées, des
particules d'argent, des bulles et des poussiénatségalement détectées comme des
spots et il est nécessaire de les écarter deysmales spots résultants de cette étape

sont appelés "spots valides".

B.3.2. Appariement des spots (ou "matching”)

Cette étape consiste a associer, sur les différgals analysés, les spots
identiques entre eux. Ceci est effectué automatigme mais nécessite que I'utilisateur
définisse des points d'ancrage (ou "landmarks")pguimettent au programme de fixer
des points de repere et de compenser d'éventuddfesmations des gels. Pour un
appariement correct, il faut indiguer manuellemant moins 10% de spots valides
comme "landmarks", répartis sur I'ensemble du @#pendant, dans les zones
contenant beaucoup de spots, il est parfois ndoessan assigner une plus grande
quantité ou de corriger manuellement certainesuesrd'appariement du programme.
Une fois que le logiciel a apparié la totalité deets, I'analyse quantitative peut étre
réalisée. Pour cela, un des gels est désigné cayahue référence afin de créer un gel
"master" synthétique regroupant les données deédsuspots des gels de l'analyse.

B.3.3. Normalisation des gels et analyse des deannée

Une certaine variabilité dans la taille des spatdenr intensité peut étre due a
des facteurs expérimentaux (perte d'échantilloncaurs des préparations, mauvais
transfert des protéines de la premiere vers laidmexdimension, variation de temps de
coloration des gels, température ambiante, etéin. deffectuer une comparaison fiable

des taux d'abondance des protéines, il faut pouegoimpenser ces variations
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indépendantes du contexte biologique. Pour cela, normalisation est réalisée pour
chaque expérience. Il existe plusieurs maniéresodmaliser les gels : par rapport & un
groupe de spots dont on sait que l'intensité nie yas, par rapport a la densité totale du
gel ou par rapport a I'ensemble des spots valitlies.connaissant pas les spots
invariants, nous avons choisi de normaliser pgooetpaux spots valides.

La totalité des informations de chaque spot détesiéace, densité, quantité)
est regroupée sur le gel "master". Le logiciel pgots mettre en évidence les spots
dont lintensité augmente ou diminue d'un gel atiaselon un facteur déterminé.
L'ensemble de ces données peut étre exporté soue fde fichiers Excel pour étre
analysé en détail.

B.4. Identification des protéines par spectrométriale masse

Les spots d'intérét sont excisés des gels enautilign embout de pipette coupé
comme emporte piece. Un morceau de gel de taifidasie, mais ne contenant aucune
protéine, est également excisé. Il sera traité dassmémes conditions que les
échantillons et servira de blanc lors des analpsespectrométrie de masse. Les spots
excisés sont conserves a -20°C dans des microtubes.

L'identification d'un spot protéique issu d'une lgs@a protéomique sur la
drosophile est facilitée par le fait que le génalaee modéle est entierement séquence.
Ainsi, I'empreinte trypsique de la protéine compagél'empreinte virtuelle contenue

dans les banques de donnée peut suffire a I'idediin.

B.4.1. Digestion des protéines et extraction desiges générés

La préparation de I'échantillon est trées impodapbur lidentification des
protéines par spectrométrie de masse. Il a étértnguie la coloration a l'argent n'est
pas la plus compatible pour l'analyse des fragmegfssiques par spectrométrie de
masse. Le fait de décolorer les spots avant ddidgser élimine les probléemes dus aux
restes de colorant et améliore la détection desasig peptidiques (Gharahdaghi et al.,
1999). J'ai donc utilisé cette méthode lors de ®Ues identifications de protéines

issues de spots colorés au nitrate d'argent. Lets slont l'intensité est modulée sont
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excisés du gel puis décolorés dans 50 pL d'une¢i@eloomposée du mélange 1 : 1 de
ferricyanure de potassium (Sigma) 30 mM et de thlifate de sodium 100 mM. Les
morceaux de gel sont agités jusqu'a la disparittale de la coloration (1 a 2 min) puis
rincés un minimum de cing fois a lI'eau MilliQ.

Les morceaux de gels décolorés ou ceux coloré&B&isont immergés dans 50
puL d'acétonitrile (ACN, Merck, Darmstadt, Allemayng80% et mis 15 min sous
agitation. Cette opération est répétée une sedoiglet les surnageants sont éliminés.

Les morceaux de gels sont alors déshydratés daps 8'ACN pur (5 min, sous
agitation). Aprés élimination du surnageant, ldsaétillons sont réhydratés 5 min dans
50 pL de tampon NHHCO; (Fluka, Buchs, Suisse) 25mM, pH 7,8 puis 50 uLGNA
pur sont ajoutés. Apres 5 autres min sous agital@nsurnageants sont éliminés et les
morceaux de gel séchés sous vide quelques mirgpegd-vac, Savant).

Les échantillons sont alors réduits puis alkyléa. réduction se fait par
incubation 45 min a 56°C en présence de 50 pL dgpda NHHCO; 25 mM
additionné de DTT 10 mM. Les surnageants sont Bémiipuis les protéines sont
alkylées : les morceaux de gel recouverts immédiate avec 50 pL de tampon
NHsHCO; 25 mM additionné d'iodoacétamide 55 mM. Les écdhan$ sont agités
pendant 30 min a I'obscurité et les surnageantsréds.

Les gels sont lavés deux fois par 50 pL d'une immiidomprenant 50% d'ACN et 50%
de tampon NEHCO; 25 mM (sous agitation, 5 min). Un troisieme lavage réalisé
avec de I'ACN pur. Aprés élimination des surnageargs échantillons déshydratés sont
sécheés sous vide.

La digestion "in gel" consiste a réhydrater legaraux de gel pL par pL (6 pL
au total) avec une solution de trypsine (Promegadisbn, WI) a 15 ng/pL dans du
tampon NHHCO; 25mM. Apres absorption compléete de cette solufgnl- de tampon
NH4HCO; 25 mM sont ajoutés. Les échantillons sont incumésnuit a 37°C.

Le lendemain, les peptides sont extraits par 4 |uhedsolution composée de 70%
d'ACN et 3% d'acide formique et les échantillonetsspniqués 10 min. Les peptides
sont dessalés et concentrés sur microcone ZipIdMillipore) puis €lués dans 4 uL
d'ACN 50%.
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B.4.2. Analyse des échantillons par spectromégimedsse MALDI-TOF

L'analyse des fragments trypsiques se fait pactspeétrie de masse MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisatiofiime Of Flight), sur un Biflexlll
(Bruker, Bremen, Allemagne). Cette technique, palitrement sensible, permet de
mesurer la masse de peptides présents dans un gmékanune concentration
subpicomolaire. De plus, grace a une calibratiderire et dans certaines conditions
d'analyse (mode réflectron), une précision de masseélevée (< 50 ppm) peut étre
obtenue. Un tel niveau de précision est indispdasaliutilisation de la spectrométrie
de masse comme technique précise d'identificatoprdtéines (Corthals et al., 2000).

Cette technique est basée sur l'analyse de I'gbbarco-cristallisé avec une
matrice (acidex-cyano hydroxycinnamique) selon la préparation dsach” décrite par
Kussman et collaborateurs (Kussmann et al.,, 199éhsemble est bombardé par un
rayon laser. La matrice, en exces par rapportchdidillon, le protege des radiations
laser et isole les molécules a analyser les ungsadges, prévenant la formation de
conglomérats. L'énergie du laser est absorbéespaiol-cristaux et provoque le passage
en phase gazeuse de la matrice et de l'analytegY2998). Il y a un mécanisme de
transfert de protons de la matrice vers les peptittginant des ions préférentiellement
monochargés ([M+H). Les ions produits au niveau de la source sostitnaccélérés
par un champ électrique uniforme (19 kV) avec uxieaetion retardée (200 ns) puis
traversent un tube de vol, libre de champ, ou demt jusqu'a l'analyseur selon une
vitesse inversement proportionnelle au rapport masg charge (les ions les plus
chargés et les plus légers atteignent le détetdsupremiers). Une calibration interne
est effectuée en utilisant les fragments d'autaligsta trypsine ([M+H]a m/z 842,510,
1045,546 et 2211,104). L'analyse par spectrométrimasse MALDI-TOF permet ainsi
d'obtenir une liste de masses des différents fratgnde la protéine obtenus apres la

digestion trypsique.

B.4.3. Identification des protéines par recherciiesdes banques de données

Dans la mesure ou le génome de la drosophileosstuc I'analyse des masses

des fragments trypsiques dans des banques de dopr@eéiques et génomiques est
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facilitée. Ainsi, les valeurs de masse mesurées smmparées, en utilisant les outils
informatiques disponibles sur internet (essent#iet Protein Prospector :
prospector.ucsf.edu et Matrix Science : www.matimsce.com), avec les valeurs
calculées contenues dans les banques de donnéralispés. Cette comparaison est
associée a une valeur (ou "score") fondée sur hebn® de fragments protéolytiques
obtenus dont les masses peuvent correspondreea dels fragments protéolytiques des
banques de données, et par la précision avec ladasimasses sont déterminées. Les
meilleurs scores correspondent aux comparaisonsplies fiables. On peut ainsi
caractériser une protéine connue (soit identifg&st répertoriée comme produit de
géene) uniguement grace a une mesure de massedufdeg logiciels de recherche
utilisés permettent l'identification de modificai® chimiques (carbamidomeéthylation
par exemple) ou post-traductionnelles (phosphdofiapar exemple) sur les peptides

analysés.

Les étapes de la stratégie d'identification desépres issues des gels 2D sont

récapitulées sur la Figure 8.

C. Approche par marquage isotopique des protéines

Cette méthode est basée sur le marquage des poti@mos échantillons par un
réactif isotopique ICAT. Un marqueur portant I'yo¢ léger est accroché sur les
protéines d'un premier échantillon (hémolymphe ma), tandis que le second
(hémolymphe apres infection) est marqué par I'molourd. Les deux échantillons sont
alors mélangés et traités simultanément jusqu'aanal/se chromatographique couplée
a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/M8&)tapport d'intensité des ions
porteurs du marqueur léger/lourd permet de calderconcentrations relatives d'une
protéine donnée dans les deux échantillons.

Cette approche a été réalisée en collaboration Evéaboratoire du Dr Alan
Aderem a I'Institute for Systems Biology (ISB, Skeat Les expériences décrites ici ont

éte réalisées par Samuel Donohoe a I'lSB sur desélbons prélevées a Strasbourg.
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Figure 8 : Stratégie d’identification des protéinescontenues dans les spots des gels
2D. Le spot d'intérét est excisé du gel puis digéré lpatrypsine. Les fragments
peptidiques sont extraits, leurs masses sont mesypar spectrométrie de masse et
utilisées pour les recherches dans les banquesrgés.
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Le réactif ICAT utilisé est un réactif de deuxiég@nération composé de quatre
parties (Figure 9) :
- un groupe réactif (iodoacétamide) qui permetielede facon covalente le marqueur a
la protéine en alkylant les cystéines,
- une chaine {Hi/N3O3; qui permet le marquage isotopique en substituanuif n
carbones*C par du**C,
- une étiquette biotine qui va permettre de sé@aatr les peptides marqués par affinité
de la biotine pour l'avidine,
- un site de clivage acide qui permet d'élimines partie du marqueur (celle contenant
I'étiquette biotine) avant I'analyse par LC-MS/MS.

Cette derniere étape résulte en I'amélioratioratalyse quantitative par rapport
aux réactifs de premiere génération, notammentegéacine co-élution des peptides
marqués par l'isotope lourd ou léger lors de laomiatographie alors que I'étiquette

biotine créait un léger décalage d'élution.

C.1. Marquage et digestion des protéines

L'hémolymphe des drosophiles controles ou infectées/iron 50 pg) est
prélevée dans 250 pL de solution tampon phosphalia €PBS pour Phosphate
Buffered Saline) pH 7,2. Une ultrafiltration surdvibcon 3000 (Millipore) est réalisée
jusqu'a réduction du volume a 10 pL. Les échansllsont dilués et stockés dans 100
puL d'une solution composée de 50 mM Tris pH 8,8,&8% SDS. Avant marquage, la
solution est ajustée a 6 M d'urée, 5 mM d'acidglétiediaminetétraacétique (EDTA),
200 mM Tris pH 8,3, 0,05% SDS et de I'eau milliQp 460 pL (tampon de marquage
ICAT). Une étape de réduction des ponts disulfusé effectuée en ajoutant de
I'hydrochlorure de Tris (2-CarboxyEthyle) Phosph{(i€EP, Pierce, Rockford, IL) a
une concentration finale de 5 mM et en incubantél@santillons 30 min & 37°C. Le
marquage des échantillons par le réactif ICAT dfgtcaué selon les instructions du
fournisseur (kit de réactifs ICAT-clivable pour maage protéique, Applied
Biosystems, Foster City, CA). 1,225 nmol de margsidCAT légers ou lourds sont
ajoutés a la solution d'échantillons controles rdeatés, respectivement (volume final

200 pL). La réaction de marquage est réaliséegmgntd h a 37°C puis stoppée par
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I'ajout de DTT en exces a une concentration fidald0 mM. Les échantillons marqués
sont dilués au 1/5 avec de I'eau milliQ (volumeafih mL) puis mélangés dans un
méme tube. 1% de trypsine (m/v) sont ajoutés eligastion est effectuée une nuit a
37°C.

C.2. Prépurification des peptides sur cartouche éemgeuse d'ions

L'échantillon est injecté sur une colonne Polystlgl Aspartamide
(PolysulfoethylA™, 2,1 mm x 200 mm, PolyLC, Columbia, MD). La caxba est tout
d'abord conditionnée par 2 mL de solution A compodé KHPO, 5 mM et d'ACN
25%, pH 2,7. Le méme volume de solution A est &aux echantillons puis ils sont
injectés doucement dans la cartouche (1 gouttedidegola cartouche est lavée par 1
mL de solution A puis les peptides sont élués panllde solution B (solution A
additionnée de KCI 600 mM). La solution récupérgéeemtierement séchée au Speed-

vac.
C.3. Chromatographie d'affinité et coupure de I'étquette biotine

Les peptides biotinylés sont purifiés grace a umernatographie d'affinité pour
l'avidine.

La cartouche d'avidine (4 mm x 15 mm, Applied Beisyns) est activée par
injection de 2 mL de PBS (2X), pH 7,2. L'échantillgéché est dissout et neutralisé par
2 mL de PBS (2X). L'échantillon est injecté doucemgl goutte/seconde) dans la
cartouche d'avidine et la solution récupérée @sjeeiée une seconde fois. La cartouche
est alors lavée successivement avec 1 mL de PBYF (1KL de NHHCO; 50 mM
dans 20% méthanol puis 1 mL d'eau. Les peptiddmbpiés sont élués de la cartouche
par 1 mL d'ACN 30% et TFA 0,4%. La solution pepiigk récupérée est séchée
complétement au Speed-vac.

La coupure de l'étiquette biotine du marqueur ICASE réalisée suivant les
instructions du fournisseur (Applied Biosystemsh & 37°C en diluant I'échantillon
dans 5 pL de solution de clivage du kit. L'échéomilest de nouveau asséche

entierement au Speed-vac.
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C.4. Fractionnement des échantillons par chromatogphie échangeuse d'ions

La cartouche (PolysulfoethyfX, 2,1 mm x 200 mm, PolyLC) est équilibrée par
injection de 1 mL d'acide acétique 0,5% et ACN h%chantillon est dissout dans 100
puL d'’ACN 5% et injecté sur la colonne. La solutrécupérée est injectée une seconde
fois. L'échantillon est lavé par 1 mL d'ACN 5%. dhéntillon est fractionné en injectant
successivement 100 pL d'une solution d'ACN 5% addit de 20 a 500 mM d'acétate
d'ammonium par paliers puis d'’ACN 30% additionné 5@0 mM d'acétate

d'ammonium.

Les différentes fractions collectées sont évapoageSpeed-vac, dissoutes dans
6 uL d'acide acétiqgue 0,2% et transférées dansutbes de chargement automatique

pour l'analyse par LC-MS/MS.
C.5. Chromatographie liquide couplée a la spectrontge de masse en tandem

L'analyse par LC-MS/MS est réalisée sur un spectmnde masse a trappe
ionique LCQ DECA (Thermo Finnigan, San Jose, CA9.dolvant est délivré grace a
une pompe HP1100 (Agilent, Palo Alto, CA) et leshatillons sont délivrés
automatiquement par un systeme autosampler Fan@®®déckings, San Francisco, CA)
dans une précolonne capillaire (2 cm x 100 um, kdichBioresources, Auburn, CA),
constituée de silice fondue et de résine MagAQ™. Les échantillons sont lavés sur
la précolonne avec un premier solvant composéd#dormique 0,1% et ACN 5% puis
élués avec un gradient de 10-35% d'ACN dans I'doiaeique 0,1% en 128,5 min sur
une colonne capillaire (14 cm x 75 um), constitdéesilice fondue et de résine Magic
C1sAQ™, connectée a la source d'ionisation (LESI, miecESpray lonization)
comme décrit par Yi et collaborateurs (Yi et al003). Les échantillons sont alors
délivrés dans le spectrometre de masse avec ud'@pproximativement 300 nL/min et
analysés par MS/MS comme décrit par Gygi et alg{@yal., 1999).
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C.6. Analyse des résultats

Les spectres obtenus sont comparés de maniéreatigamavec les banques de
données grace a SEQUEST (Thermo Finnigan) et latdjcation relative entre les
peptides marqués par ICAT légers ou lourds esttite par le programme ASAPRatio
développé par Li et collaborateurs (Li et al., 2003 programme PeptideProphet est
utilisé pour valider les identifications (Keller &t, 2002), les résultats sont visualisés et
filtrés grace au programme INTERACT (Han et al.0P0et les fichiers de données
obtenus sont groupés et analysés statistiqueméne gru programme ProteinProphet
(Nesvizhskii et al., 2003). Les données peuverdg éxportées sous forme de fichiers

Excel pour étre analyseées.

D. La RT-PCR quantitative en temps réel

La RT-PCR (Reverse Transcrition-Polymerase Chaiaclan) quantitative,
basée sur la PCR classique, permet de suivre gostedel I'évolution de la quantité
d'ADN synthétisé au cours des cycles, grace a andesspécifiqgue du géne d'intérét
couplée a un fluorophore. La synthése d'ADN évadadon une courbe de type
exponentiel avec un doublement de la quantité d'Adduite dans chaque échantillon
a chaque cycle. En mesurant la quantité d'ADN ptediés le seuil de sensibilité, il est
possible de calculer la quantité initiale d'’ADN gquémentaires des génes d'intérét.
Cette mesure est possible grace aux molécules @8RG6¥een, qui émettent une forte
fluorescence en se fixant sur les doubles brindDN'A Cette technique possede
l'avantage de nécessiter peu de drosophiles enaraimpn de la quantité requise pour
les Northern blots.

Les PCR quantitatives sont réalisées au laborgpaird/arie-Céline Lafarge.
D.1. Extraction des ARN totaux
L'extraction est réalisée en plaque de 96 puitad&i, Hilden, Allemagne)

contenant chacun cing drosophiles et une billaidgdtene. Les plaques sont stockées a

-80°C jusqgu'a leur utilisation. Les échantillonsitsbroyés a l'aide d'un Mixer Mill
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300MM (Retch, Haan, Allemagne) 2 x 1 min a 25 Haeléxtraction d'ARN est alors
effectuée grace au kit NucleoSpin 96 RNA (Machex¥agel, Duren, Allemagne) selon
les instruction du fournisseur. Le broyat est rpsugu dans 350 pL d'une solution de
lyse (tampon RA du kit / 198-mercaptoethanol). Cette solution est riche endsel
guanidine qui inhibe les ARNase et en phénol qtieme les protéines. Puis, une
solution favorisant I'adhésion de I'ARN a la memierde silice est ajoutée au mélange.
L'ADN contaminant, ayant adhéré en méme temps ddmbrane, est dégradé par
I'ajout d'une ADNase. Plusieurs étapes de lavagr@eist ensuite a éliminer les sels, les
métabolites, et les débris cellulaires restan&RN est élué dans 100 pL d'eau MilliQ
et stocké a -80°C.

D.2. Transcription inverse

La transcription inverse est réalisée sur 2 ug tlAR suivant les instructions
du Kit SuperScript Il RNase H reverse Transcriptédegitrogen, Carlsbad, CA). Le
mélange est composé du tampon de transcriptiorrsavél X), de dNTPs (0,5mM),
d'héxameres (0,25 pg), de DTT (10mM), de la RNase@Ecombinant Ribonuclease
Inhibitor (2 U), de transcriptase reverse Supe@ql0 U). La réaction se déroule
pendant 10 min a 25°C, 60 min a 42°C et 15 min°&€70

D.3. PCR quantitative en temps réeel

La PCR est réalisée sur les ADN complémentairesnuist en utilisant le kit
gPCR SybrGreen I-No ROX (Eurogentec). Des amorpésiiques pour les genes
d'intéréts, ainsi que pour le gene codant la pretéimosomale 49 (RP49) qui sert de
référence, ont été dessinées grace a un outl midpo en ligne (Primer3,
http://frodo.wi.mit.edu) et fabriquées par la st&€iSigma. Les séquences des amorces

utilisées dans cette étude sont reportées en Arinexe
La réaction est réalisée grace a un i-Cycler (Bi)Rar des plaques de 96 puits

dans lesquels 2 uL d’ADN complémentaires de chaghantillon sont déposés dans un

mélange composé des amorces (0,3 puM), de tampatiodzel (1 X), de MgCl
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(5mM), de dNTPs (0,2mM), de fluorescéine (1 nM) S¥BRGreen (solution diluée au
1/75000), d'enzyme Hot Gold Star (0,625U), et dgsu 25 pL. Les échantillons sont
déposés au moins en duplicats. Les fragments aéwplidrs de la PCR sont détectés
grace au SYBRGreen (excitation : 494 nm ; émissi®B0 nm) ajouté dans le milieu
réactionnel. La lecture de la fluorescence émisel@o&YBRGreen se fait a la fin de
chaque cycle d'élongation. La PCR est effectuémndel programme suivant : 9 min a
95°C, 15 s a 95°C suivi d'une min a 60°C (40 cyclea spécificité de la réaction est
vérifiece en mesurant la température de fusion dwdyt en augmentant
progressivement par paliers de 0,5°C de 65°C a .9baCquantification se fait par
rapport a une courbe étalon obtenue avec desattituti'ADN de concentration connue.
Le logiciel détermine par interpolation le cycleuseCt a partir duquel le signal
d'amplification est significatif par rapport au lride fond. Ce cycle seuil est
directement proportionnel a la quantité initialARIN et a l'efficacité de la PCR (selon
la formule : Q = Q (1+ef*, ot Q est la quantité d’ADN au cycle Ct donnant un digna
significatif, Q la quantité initiale d'ADN, et e I'efficacité de PCR). Les efficacités de
PCR sont proches de 100% (déterminées sur les epuwstandards) et toujours

supérieures a 85% pour que la PCR soit validée.

E. Inactivation de gene par injection d'’ARN doublebrin

Cette technique est basée sur un processus postiiggionnel, déclenché par
l'introduction d'/ARN double brin, qui méne a l'itigation d'un géne d'une maniére
séquence-spécifique. Cette technique a été migeoitl sur la drosophile par Akira
Goto au laboratoire dans I'équipe de Jean-MarchRait (Goto et al., 2003).

Des amorces spécifiqgues des genes d'intéréts arteiont dessinées grace a un
outil disponible en ligne (Primer3, http://frodo.mit.edu) auxquels est ajoutée, a
I'extrémité 5', la séquence promotrice de la pohase T7 (cf. Annexe 1 pour les
séquences). Les amorces sont réalisées par laé@igma. Les fragments d'ADN
correspondant a chaque gene sont amplifiés parR@R standard sur de I'ADN
complémentaire de drosophile. La réaction se dérpehdant 5 min a 95°C, 30 s a
58°C, 45 s a 72°C et 30 s a 95°C. L'élongationidinaprés 35 cycles, se fait a 72°C
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pendant 5 min. Apres avoir vérifié |'efficacité BePCR sur gel d'agarose, les ARNs
simple brin sont synthétisés grace au kit de trgoisen MEGAscript T7 (Ambion,
Austin, TX). Pour cela, 5 puL des produits de PCRt stilisés pour la transcriptioin
vitro selon les instructions du fournisseur. Cette étageé effectuée en quatre
exemplaires (4 x 5 pL de produits de PCR). Aprésibation une nuit a 37°C, 'ADN
ayant servi de matrice est éliminé grace a 1 plDNAse (sans ARNase). Les quatre
tubes sont regroupés et une précipitation a I'cyugomol est réalisée. Le culot est lavé
par 400 pL d'éthanol absolu et suspendu dans 10fejdolution TE du kit. Les ARNs
simple brin complémentaires sont alors hybridégpkagant les tubes dans un grand
volume d'eau a 95°C et en laissant refroidir leeten Une extraction au
phénol/chloroforme est réalisée suivie dune pigtipn a ['éthanol/acétate
d'ammonium. Les ARNs double brin sont suspenduss din tampon d'injection
comprenant 0,1 mM de phosphate de sodium, pH &8y de KCI. La concentration
en ARN est contrblée par mesure de l'absorbancé0angh et la concentration est
ajustée a 3 mg/mL.

32,2 nL de solution d'ARN double brin sont injectisns le thorax de chaque
drosophile, &gée d'au moins 5 jours, a l'aide damoinjecteur (Drummond). Apres 24

heures de récupération, les mouches peuvent &térs expérimentalement.
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Chapitre 1 : Recherche de nouvelles molécules impées dans la
réponse immunitaire de la drosophile : approche pgels

d'électrophorése bidimensionnelle

A. Mise en place de la méthodologie

A.1l. Electrophorése bidimensionnelle

La mise en place d'une approche par électrophdmégmensionnelle (2D) est
différente pour chaque type d'échantillon étudidrshjue je suis arrivée au laboratoire,
peu d'études par électrophorése 2D avaient été@éslsur la drosophile (Holzl et al.,
2000; Santaren, 1996; Santaren et al., 1998) etmalyses avaient été faites sur des
larves. De nombreuses mises au point ont été redmessafin de déterminer les
meilleures conditions expérimentales pour I'étude I'démolymphe de drosophiles

adultes.

A.1.1. Optimisation de la solution de solubilisatides protéines et de la gamme
de pH

La préparation de I'échantillon est une étape aleigour la qualité des cartes
2D. Il est donc essentiel d'optimiser les condgialte solubilisation nécessaires a
I'analyse de protéines contenues dans I'hémolyrdphdrosophiles par électrophorése
2D. De nombreuses conditions ont été testées sugels 2D de petits formats (8 x 8
cm) a partir d'un mélange en quantité équivaletiténdolymphe de drosophiles méles
et femelles non infectées (15 pg de protéines, Bo@molymphe d'environ 30
individus).

Les premieres expeériences, basées sur les recoratimarsd des fournisseurs
(plus particulierement BioRad et Amersham Biosagsiicont été réalisées sur des
capillaires par Laurence Sabatier avant mon arraté&aboratoire. L'efficacité de deux

détergents a été étudiée en les introduisant @dassllition de solubilisation I'un apres

58



Résultats

I'autre, puis en combinaison, a différentes comaéions (0,5 a 2% de Triton X-100 ou
2 & 4% de CHAPS). Un mélange composé de 0,5% TXitta0 et de 4% CHAPS, s'est
révélé étre le plus performant pour solubiliser fstéines de I'hémolymphe de
drosophile. Il a également été montré qu'il estépable de prélever I'hémolymphe
directement dans la solution de solubilisation &bl

A mon arrivée au laboratoire, nous avons décidéodénuer les expériences sur
des bandelettes a gradient de pH immobilisé (IRG@pparition sur le marché de ces
bandelettes a permis de s'affranchir des probléieesléplacement de pH que l'on
pouvait rencontrer au cours de la migration lorsl'dglisation des capillaires. Ces
bandelettes, qui existent en plusieurs gammes de goitl largement contribué a
augmenter la reproductibilité des analyses (Gomg.eR000). Les premieres cartes ont
été obtenues grace a des bandelettes couvranargeegdamme de pH (3-10). J'ai ainsi
montré que nous obtenions des cartes assez bieluggset mis en évidence que la
quasi totalité des spots avait des pl supérieuss(Bigure 10, A). Une gamme plus
restreinte (pH 5-8) a alors été utilisée afin dionér la résolution dans cette zone
(Figure 10, B).

Par ailleurs, j'ai testé l'efficacité d'un mélangée 7 M / thiourée 2 M a la place
des 8 M d'urée. Il est considéré que ces deux sgemotropes, en association,
posseédent un meilleur pouvoir de solubilisation Gurée seule, particulierement sur les
molécules hydrophobes telles que les protéines mamalies (Rabilloud et Chevallet,
2000). La plupart des études décrites dans laditiée montre une amélioration de la
solubilisation des protéines des échantillons esgmce de thiourée, cependant dans
mon cas, la thiourée est a l'origine d'une dégiadamportante du profil des cartes
(non illustré). Une étude réalisée par Galvant@laborateurs (Galvani et al., 2001)
explique que l'usage de thiourée dans la solut@saubilisation peut résulter en une
mauvaise alkylation des protéines. lls ont en aftetstaté une réactivité importante de
I'ilodoacétamide, agent utilisé le plus courammenir falkylation des protéines, avec la
thiourée, aboutissant a la formation d'un réantérnmédiaire empéchant une alkylation
efficace des molécules de I'échantillon. Une masevailkylation peut se traduire par la
formation de trainées sur les gels 2D. Nous nersapas si ce phénomeéne est en cause

dans nos échantillons, mais I'utilisation de ladinée n'a pas été poursuivie.
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Figure 10 : Comparaison des gels 2D de gammes de BHLO et 5-8.L'hémolymphe
de 30 drosophiles (15 males et 15 femelles) a aé/sée par électrophorése 2D. La
premiére dimension a été réalisée sur des barel#?G 3-10 (A) ou 5-8 (B), la
seconde dimension sur un gel SDS-PAGE 12%. Les @#l$té colorés au nitrate
d'argent. On constate que la majorité des prot&nean pl supérieur a 5.
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J'ai également tenté de substituer le DTT (20 mit) ge la tributylphosphine
(TBP 5 mM) dans la solution de solubilisation. LBPT est décrit dans la littérature
comme alternative au DTT qui posséde l'inconvérdens'ioniser a pH basique et donc
d'étre rapidement perdu lors de la focalisatiogletirique. De plus, le TBP participe a
I'amélioration de la solubilisation des protéineerpert et al., 1998). Une fois encore,
la résolution des cartes a été altérée par ce ehag (non illustré).

Jai enfin étudié l'efficacité d'un kit de solukdtion des protéines (ReadyPrep
Protein Extraction Kit (Soluble/Insoluble), Biorad}e kit est basé sur une stratégie de
fractionnement différentiel des molécules de I'é@tilan selon leur solubilité. Il permet
d'étudier séparément les protéines hydrophileslftes) et les protéines hydrophobes
(insolubles). La concentration de chacune desifnastpeut, par la méme occasion, étre
augmentée, améliorant ainsi l'analyse des protgnesentes en faible abondance. De
plus, la solution de solubilisation des protéineski contient de I'amidosulfobétaine-14
(ASB-14) qui est un détergent zwitterionique pumsaCependant, outre la perte
d'échantillon occasionnée par les étapes de prétqu des protéines dans la séparation
des fractions soluble et insoluble, la résoluti@s dartes a de nouveau été diminuée.
Ceci semble di a un manque de compatibilité erdeeéthantillons et la solution de
solubilisation du kit. En effet, en utilisant notiempon de solubilisation a la place de
celui du kit, nous obtenons une meilleure résafutipigure 11). Il est intéressant de
noter que la fraction insoluble ne contenait aucpr@éine visible sur gel 2D (non
illustré) indiquant que nos échantillons ne posségeobablement que tres peu de

protéines hydrophobes.

L'ensemble de mes résultats illustre bien l'impur¢ade la composition de la
solution de solubilisation pour la qualité des ear2D et la spécificité de cette solution
selon I'échantillon étudié.

A.1.2. Choix du sexe des individus

Le profil d'une carte d'hémolymphe de drosophitédes a été comparé avec

celui de femelles. Une cartographie sur 30 indigsidie chaque sexe a été réalisée

(Figure 12). La difféerence de profil est frappaetale nombreux spots supplémentaires
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Figure 11 : Cartes 2D de la fraction soluble des ptéines de I'hémolymphe de
drosophile. Les protéines solubles de I'hnémolymphe de doseplniales ont été isolées
grace au kit de solubilisation (Soluble/Insolubidg BioRad. 20 pg de protéines,
solubilisées soit dans la solution de solubiligatde notre composition (A), soit dans
celle du kit (B), ont été analysés par électropb®regD. La premiére dimension a été
réalisée sur des bandelettes IPG 5-8, la secomaendion sur un gel SDS-PAGE 11%.
Les gels ont été colorés au nitrate d'argent.

Figure 12 : Cartes 2D de I'hémolymphe de drosophile &les et femelles.
L'hémolymphe provenant de 30 drosophiles femelg@®( males (B), soit environ 15 ug
de protéines, a été analysée par électrophorese@premiére dimension a été réalisée
sur des bandelettes IPG 5-8, la seconde dimensioansgel SDS-PAGE 11%. Les gels
ont été colorés au nitrate d'argent.
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(une trentaine environ) sont présents uniquemantascarte des femelles. A partir de
cette étude, j'ai décidé de ne travailler qu'aves drosophiles méales afin de
m'affranchir des ces protéines additionnelles, igugles pour la plupart dans

l'ovogenese, pouvant masquer d'autres spots éintér

L'ensemble des mises au point sur gels de petitergion a permis d'obtenir, a
partir de I'hémolymphe de 30 drosophiles malesréted (15 pug de protéines), des
cartes reproductibles sur lesquelles environ 13fisspeuvent étre visualisés apres

coloration au nitrate d'argent (Figure 13).

A.1.3. Cartes de grande dimension

Les gels de petite dimension (8 x 8 cm) nécedsjten d'échantillon (15 ug de
protéines) et sont assez rapides a obtenir, cermgtait un outil de choix pour effectuer
des expériences de mise au point. Cependant ltiésoobtenue sur ces gels n'est pas
suffisante pour effectuer une analyse qualitatiézige. Afin d'augmenter la résolution
des cartes et analyser les protéines présentdsi®fafble quantité, nous avons étendu
I'analyse aux gels de plus grande dimension (20 &n2) sur lesquels de 100 a 300 pg
de protéines, selon le mode de coloration, peuggatanalysés. Apres avoir ajusté les
conditions de focalisation (8 h & 10000 V au lieusdh a 4000 V), nous avons obtenu
des cartes a partir de I'hnémolymphe d'environ 208aphiles (100 pg de protéines), sur
lesquelles environ 350 spots peuvent étre visimabgges coloration a l'argent (Figure
14).

A.2. Mise en place de l'analyse différentielle

L'analyse différentielle consiste a comparer lestnes contenues dans
I'némolymphe de drosophiles avant et apres unetiofemicrobienne. Trois inducteurs
ont été utilisés lors de ces expériences, une tactésram-négatifEscherichia col,
une bactérie a Gram-positifM{crococcus luteus et un champignon Beauveria

bassiand
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Figure 13 : Carte 2D de petite dimension de I'hémgimphe de drosophiles
contréles. L'hémolymphe d'environ 30 drosophiles males (15dpgprotéines) a été
analysée par électrophorése 2D. La premiére dimensi été réalisée sur des
bandelettes IPG 7 cm pH 5-8, la seconde dimensionrsgel SDS-PAGE 12%. Aprés
coloration au nitrate d'argent, on peut visualeseriron 130 spots sur cette carte.
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Figure 14 : Carte 2D de grande dimension de I'hémotgphe de drosophiles
contréles. 100 pug de protéines provenant de I'hémolymphevid@en 200 drosophiles
males ont été analysés par électrophorése 2D.dmi@re dimension a été réalisée sur
des bandelettes IPG 17 cm pH 5-8, la seconde dioressr un gel SDS-PAGE 10%.
Apres coloration au nitrate d'argent, on peut isaaenviron 350 spots sur cette carte.
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A.2.1. Etude cinétique : choix du temps d'infection

A.2.1.1. Infections bactériennes

Les premieres expériences ont été réalisées enlamtdes mouches avec un
mélange bactérien, composé d'une bactérie a GraitiffM. luteug et d'une bactérie a
Gram-négatif E. coli), connu pour déclencher de maniére globale ataeffi la réponse
immunitaire de la drosophile (Uttenweiler-Joseplalet1998). La plupart des analyses
réalisées au laboratoire, notamment lors de I'étledepeptides antimicrobiens et des
DIMs ont été réalisées 6 h aprés les infectiongépi@nnes. Cependant, certaines
protéines impliquées dans la réponse immunitaireladelrosophile font partie de
cascades protéolytiques et interviennent donctbespres l'infection. Elles peuvent
aussi étre dégradées rapidement. C'est pourgébaitl important d'étudier des temps
tres courts. L'étude différentielle a donc été meesélon une cinétique d'induction
comprise entre 30 s et 6 h. Chaque expérience egtéduite de deux a cing fois sur
des gels de petite dimension.

Les cartes obtenues sur les temps courts (30 srairf)5n‘ont montré aucune
variation significative dans l'intensité des sp@s.augmentant les temps d'induction a
1 h puis 6 h, nous avons noté que certains sppiraigsent. Les variations maximales
ont été obtenues 6 h aprés infection. Les résubfatisnus sur gels 2D sont en accord
avec l'apparition de la majorité des DIMs et peggidntimicrobiens, dont le maximum
d'induction est obtenu six heures apres linfectign Sabatier, communication
personnelle). Nous avons décidé de garder 6 h cotemes d'induction pour les

pigdres septiques.

A.2.1.2. Infections fongiques

Pour les champignons, le temps d'infection avamtcbllecte de
I'némolymphe doit étre supérieur a celui défini ipms bactéries car, apres l'infection
naturelle, il faut du temps pour que les sporeshd@npignon germent et pénétrent dans
I'hnémocoele de la drosophile. Une étude cinétiquegsls 2D a montré qu'en dessous

de 72 heures apres linfection, tres peu de vanstiétaient observées. Ceci est en
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accord avec le faible niveau d'expression des geptintimicrobiens observé pour des
temps d'infection fongique inférieurs a 72 heurés $abatier, communication
personnelle). Nous avons décidé de garder 72 h eotemps d'induction pour les

infections fongiques.

A.3. Etude de la reproductibilité des cartes 2D
Afin de déterminer le facteur de confiance a wilisors de ['analyse
différentielle quantitative, la reproductibilité gleartes contrbles a été étudiée a partir de
trois expériences indépendantes. J'ai ainsi obseprés analyse des cartes grace au
logiciel PDQuest, qu'en fixant le facteur de vaoiata deux, l'intensité de 80% des
spots était invariable sur les trois cartes coa:dEn augmentant ce facteur a cing, 98%
des spots observés étaient invariables. Ainsi,é&gctgonnant un facteur de variation
important, les risques de fausses interprétationsrinimisés, les variations observées
ont une tres forte probabilité d'étre dues auxenaénts expérimentaux et non a une
variabilité au sein des gels. Nous avons décidér pos analyses quantitatives, que

seules les variations d'au moins un facteur ciagBt a considérer.

B. Analyses différentielles des protéines de [I'hémanphe de

drosophiles

B.1. Coloration au nitrate d'argent

Les premieres analyses différentielles ont étéis&ad sur des gels de grande
dimension, a partir de I'hémolymphe de drosophdestréles ou infectées par un
mélange bactérien. Cette étude a révélé que Kitéenl'une cinquantaine de spots
variait. Cette premiere approche différentielle gtamds gels colorés au nitrate d'argent,
nous a conforté dans la faisabilité d'une tellelymea en terme de résolution et de
sensibilité.

Afin d'étudier la spécificité des variations d'ablance des protéines, les
infections ont ensuite été réalisées avec un iedud la fois. Les drosophiles ont été

infectées par une bactérie a Gram-poshif (uteu3, une bactérie a Gram-négat. (
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Figure 15 : Cartes 2D colorées au nitrate d'argentles protéines de I'némolymphe
de drosophiles contréles ou infectées paB. bassiana 100 pg de protéines
(hémolymphe d'environ 200 drosophiles méales) pramede drosophiles contrbles (A)
ou infectées paBeauveria bassiangdB) ont été analysés sur gels 2D. La premiere
dimension a été réalisée sur bandelette IPG pHI&-8euxiéme dimension sur un gel
SDS-PAGE 11%. Les cartes ont été colorées au enit&rgent et analysées par
PDQuest. Le résultat des analyses quantitativesepstté dans le tableau Il. Les spots
annotés sont des exemples de variation d'inteisii@ductions ; + : surexpression ; s :
suppression ; - : répression). La zone encadréesmond a une zone riche en spots
réegulés et a été étudiée en détail (cf. B.2).

B. bassiana M. luteus E. coli
Induits 23 22 14
Surexprimés 15 7 8
Total des spots régulés positivement 38 29 2
Supprimés 31 6 10
Réprimés 10 18 10
Total des spots régulés négativement 41 24 20

Tableau Il : Récapitulatif du nombre de spots régulé d'au moins un facteur cing
apres infection. Résultat de I'analyse quantitative réalisée paodeciel PDQuest sur
les gels 2D colorés au nitrate d'argent obtenuarir gle I'némolymphe de drosophiles
72 h apres infection naturelle par le champigBorbassianaou 6 h aprés inoculation
expérimentale par une bactérie a Gram-pos#tifliteus ou Gram-négatifi. coli).
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coli) et un champignon filamenteuB.(bassiana La Figure 15 montre en exemple,
apres coloration a l'argent, les cartes 2D de®pret de I'hémolymphe de drosophiles
avant et apres infection fongique. Nous observamscstte carte que l'intensité de
nombreux spots varie ce qui a été confirmé apradyse par le logiciel PDQuest. Le
tableau Il récapitule le nombre de spots dontelisité varie d'au moins un facteur cing
avant et apres chaque type d'infection. Nous cturgajue l'infection fongique semble

induire beaucoup plus de changements que les imrfisdbactériennes.

B.2. Gammes étroites de pH

Sur la figure précédente, nous pouvons remarqueungu zone est
particulierement dense en variations (Figure 15ezentourée). Pour étudier plus
précisément cette région, j'ai effectué une anglgseyel 2D avec une gamme restreinte
de pH, ciblant plus particulierement cette zonatéet (pH 5,5-6,7). L'utilisation de
gammes étroites permet d'augmenter la quantitéhahdéiion analysée, d'affiner la
résolution et de détecter des spots dont l'intemrsdit trop faible pour étre visualisés sur
les cartes 5-8. Une analyse sur gamme étroite arédtiésée a partir de 200 pg
d'’hémolymphe de drosophiles avant et apres infeqiar B. bassianala Figure 16
montre cette carte sur laquelle on peut dénombre dinquantaine de spots
supplémentaires dans les échantillons contrélesapgoort a cette méme zone sur des
gels 5-8. L'analyse par le logiciel PDQuest indique plus de 60 spots varient d'au
moins un facteur cing. Ces spots ont été exciségetiat analysés par spectrométrie de
masse. Parmi le grand nombre de spots induits oexpumeés apres linfection
fongique, certains seront mentionnés plus tarasheét® annotés sur la figure.

B.3. Coloration au bleu de Coomassie colloidal

Les spots régulés provenant de nos différents galsrés a I'argent ont été
excisés du gel et analysés selon l'approche clasgiqr cartographie massique des
produits de digestion trypsique et recherche daes banques de données.
Malheureusement, seule une faible partie des spatlysés a été identifiée (15%). En

effet, autant la coloration au nitrate d'argent ssisible et permet la détection d'un
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Figure 16 : Cartes 2D de gamme étroite de pH.'"hémolymphe d'environ 400 drosophiles males (@0@le protéines) avant (A) et apres
(B) infection par le champignoBeauveria bassiana été analysée par électrophorése 2D. La prerdigrension a été réalisée sur des
bandelettes IPG 5,5-6,7, la seconde dimension sgelBDS-PAGE 11%. Les gels ont été colorés aateitl'argent. L'étude qualitative
et quantitative par le logiciel PDQuest a montré fueensité d'environ 60 spots varie suite a latifen. L'analyse par spectrométrie de
masse des protéines correspondantes a permistifiedemntre autres, la transferrine (spots masqgdéne fleche), neuf fragments de
transferrine (spots entourés) ainsi que les pragéowrespondant aux spots A a F (cf. tableau IUrpes caractéristiques de ces

molécules).



Résultats

grand nombre de spots, autant l'identification gleséines contenues dans ces spots est
difficile par manque de signal lors des analyses gmectrométrie de masse. C'est
pourguoi nous avons décidé d'augmenter la quatiéhantillon a analyser et d'utiliser
une coloration plus compatible avec l'analyse gedsspar spectrométrie de masse.
Ainsi, apres avoir triplé la quantité d'échantillaranalyser (300 pg), les gels ont été
colorés au bleu de Coomassie (CBB) colloidal, pour sa grande compatibilité avec
I'analyse par spectrométrie de masse, mais nettammns sensible que la coloration a
I'argent. En effet, environ 160 spots ont été détesur le gel contrdle coloré au CBB

colloidal, contre 350 sur le gel coloré a l'argémgure 17, A).

L'analyse qualitative et quantitative par PDQuesé\&lé que l'intensité de 70
spots est modifiee d'au moins un facteur cinq apms infection bactérienne ou
fongique (Figure 18). D'apres la répartition destsselon le type d'infection, nous
observons que (i) la plupart des variations est éid'infection par le champignon, (ii)
seuls deux spots sont régulés par tous les typdsations, (iii) I'intensité de trés peu
de spots varie suite aux infections Barbassianaen commun avec une des infections
bactériennes et (iv) un nombre équivalent de spsitségulé soit de maniere spécifique
apres stimulation pa¥. luteus(9) ouE. coli(7) soit par les deux a la fois (6).

L'analyse par spectrométrie de masse des spoisésxa permis d'identifier
beaucoup de ces spots (cf. Tableau lll). Plusielasses de protéines, définies selon les
données de Flybase, sont représentées dans cautaBlertaines sont des protéines de
structure ou des molécules du métabolisme génghatalyse, transport d'oxygene).
D'autres, font partie de la famille des protéases, inhibiteurs de protéases ou des
molécules de reconnaissance du pathogene dontlitatipn dans la réponse
immunitaire est connue ou tres fortement suppodémis trouvons également la
transferrine ainsi que des fragments de clivagecette protéine. Enfin, d'autres
molécules, telles que des protéines sensorieles fatteurs de croissance de disque
imaginaux, une peptidylglycine-hydroxylating monooxygenase et une molécule de
liaison au phosphatidyléthanolamine, apparaisseminte de nouveaux candidats pour
I'étude des mécanismes de la réponse immunitaite di®sophile. C'est sur I'ensemble

de ces molécules que la discussion sera centrée.
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Figure 17 : Cartes 2D colorées au bleu de Coomassielloidal des protéines de
I'hnémolymphe de drosophiles contréles ou infectéed.'némolymphe d'environ 600
drosophiles méales (300 ug de protéines) contr@gs7R h aprés infection pdeauveria
bassiana(B) ou 6 h apres inoculation paicrococcus luteugC) a été analysée par
électrophorése 2D. La premiére dimension a étéséeabur des bandelettes IPG 5-8, la
seconde dimension sur un gel SDS-PAGE 11%. Aprksatmn au bleu de Coomassie
colloidal, on peut compter 160 spots sur la cartatréle. Les spots numérotés
correspondent aux spots dont l'intensité varie uflains un facteur cing aprées l'infection et
ont été excisés puis analysés par spectrométrimadse MALDI-TOF. Les informations
correspondantes sont récapitulées dans le talleau |



Résultats

Taux de variation d

. a o R o b N° des
Fonctions Identité du géne Noms / similitudes c B. .
spots . M. luteus E. coli
bassiana
Eda?lc?jrl#es de liaison au CG15848(Scpl) Sarcoplasmic calcium-binding protein 1 1 i ND ND
CG17876(Amy-d) Alpha-amylase distal 2 ++ (5) ++ (5) +
Protéines chaperonnes CG14207 HSP20-like chaperone 3 + ++ (7) ++ (9)
Immunité / Défense
Serpines CG1857(nec) Necrotic 4 ++ (6) = =
CG6687 Necrotic-like D i ND ND
Necrotic-like E i ND ND
Protéases a sérine CG16705 Prophenoloxydase activating enzyme 5 ++ (6) = —
CG1102 Prophenoloxydase activating enzyme C/6 i ND ND
CG9372 Sérine Protéase a domaine CLIP F ++ (6) ND ND
Molécules de liaison CG13422 Gram Négative Binding Protein-like 7 i = =
CG10363(TeplV) Thiolester containing protein IV A i ND ND
ADN CG7780(Dnasell) Deoxyribonuclease Il 8 ++(12) = =
Deoxyribonuclease I 9 i = —
Enzymes
Amidation CG3832(Phm) Peptidylglycinea-hydroxylating B i ND ND
monooxygenase
Métabolisme
énergétique
Déshydrogenases CG9042(Gpdh) Sn-glycerol 3 phosphate dehydrogenase 10 s ND ND
Sn-glycerol 3 phosphate dehydrogenase 11 s ND ND
CG9244(Acon) Aconitase (mitochondrial) 12 ND i ND
CG3752 Aldehyde dehydrogenase 13 --(5) + +
Glyceraldehyde 3 phosphate
Glycolyse CG12055Gapdhl) dehydrogenase 14 + - - (11) —
CG17654(Eno) Enolase 15 s ND ND
Enolase 16 - ++ (6) +
CG6058(Ald) Fructose 1,6 bisphosphate aldolase 17 + = (6}+
Kinases CG4929(Argk) Arginine Kinase 18 i ND ND
Protéases CG11459 Cathepsin L 19 i — —
Facteurs de croissance CG4475(1dgf2) Imaginal Disc Growth Factor 2 20 S ND ND
Imaginal Disc Growth Factor 2 21 S ND ND
CG4559(1dgf3) Imaginal Disc Growth Factor 3 22 = - -(10) —
Transport d'hydrogéne CG11154ATPsyn-b)  ATP synthase b chain 23 = i i
CG6030(ATPsyn-d) ATP synthase subunit d 24 5 ND ND
CG6186(Tsf1) Transferrin 1 entire form 25 ++ (10) — —
Métabolisme du fer Transferrin 1 entire form 26 ++ (15) = =
Transferrin 1 cleaved form 27 i ND ND
Transferrin 1 cleaved form 28 i ND ND
Transferrin 1 cleaved form 29 i ND ND
Transferrin 1 cleaved form 30 i ND ND
Transferrin 1 cleaved form 31 i ND ND
Transferrin 1 cleaved form 32 i ND ND
Transferrin 1 cleaved form 33 i ND ND
CG2216(FerlHCH) Ferritin 1 heavy chain homologue 34 --(22) ++ (6) ++ (11)
Ferritin 1 heavy chain homologue 3% --17) = =
CG1469(Fer2L.CH) Ferritin 2 light chain homologue 36 S + —
Ferritin 2 light chain homologue 37 S + +
Ferritin 2 light chain homologue 38 --(13) = =
Ferritin 2 light chain homologue 39 + - -(5) —
Molécules sensorielles CG7584(Obp 99c) Odorant-binding protein 99¢ 40 +(7) --(5) —
Autres molécules CG17919 Err:)(::ir;]hatldylethanolamme binding 41 ND i —

Tableau Il

Identité des protéines dont I'abondarce

I'analyse des gels 2D.
3Catégories de fonction indiquées par Flybase (Htyase.bio.indiana.edu)’;Le nom de la protéine est indiqué lorsque le
produit des génes correspondants a été ideniifién $a similitude de fonction est mentionnéeAnnotation des spots : les
lettres correspondent aux spots annotés sur lad-ifiiet les numéros & ceux annotés sur la Figuré lle taux de variation
des spots a été déterminé grace a une analyse lpgidiel PDQuest.
i : protéines induites aprés infection ; s : pnedsSi supprimées apres infection ; ++ (x) : protéohast l'intensité sur le gel
augmente d'au moins un facteur cing apres infe¢totaux de variation est indiqué entre parenthese - (x) : protéines
dont l'intensité sur le gel diminue d'au moins actéur cinq apres infection (le taux de variatiat imdiqué entre
parenthéses) ; + : protéines dont l'intensité sgel augmente d'un facteur inférieur a cing ajmféstion ; — : protéines dont
l'intensité sur le gel diminue d'un facteur inféri@ cinq apres infection ; = : protéines dontdisité sur le gel ne varie pas
apres infection ; ND: protéine non détectée sgele

varie aprés infection d'apres

66



B. bassiana

E. coli M. luteus

Figure 18 : Diagramme de Venn représentant la répaition du nombre de spots
régulés en fonction du type d'infectionLes gels 2D des protéines de I'hémolymphe de
drosophiles, 6 h apres inoculatioistherichia coliou deMicrococcus luteysou 72 h
aprés infection paBeauveria bassianaont été analysés par PDQuest. Cette analyse a
permis de définir la répartition des spots dontdisité varie d'au moins un facteur cing
suite a une, deux ou trois infections. Les protimentifiees par spectrométrie de
masse sont regroupées dans le tableau Il



Résultats

L'ensemble des gels 2D réalisés au cours de ma thesrmis l'identification de
beaucoup de protéines de I'hémolymphe de drosophiletotal, 128 spots ont été
identifiés correspondant a 66 protéines différentés gel 2D synthétique regroupant
toutes les protéines de I'hémolymphe de drosopéijlast été détectées au cours de ma
thése figure en Annexe 2. Ces protéines ont desamasoléculaires comprises entre 17
et 114 kDa, des points isoélectriques entre 4,B,8tet des valeurs d'hydropathie
(GRAVY pour Grand Average of hydropathy (Kyte &mblittle, 1982)) comprises
entre -0,739 et 0,177.

C. Etude complémentaire : Analyse de la transferrie

Nous avons mis en évidence que de nombreux spotsl'othtensité varie d'au
moins un facteur cing apres infection correspondetiés protéines du métabolisme du
fer, notamment la transferrine (TSF). Cette pr&gimpliguée dans le transport du fer,
est visualisée sur gel 2D sous forme d'une sérispt¢s espaceés les uns des autres
d'environ 0,2 unités de pH (Figure 19, A). L'abamarelative de ces isoformes est
inchangée suite aux infections bactériennes teffeesli etM. luteug mais toutes sont
surexprimées apres l'infection fongique. De manigtéressante, neuf autres spots ont
été identifiés comme étant des produits de clivdgela TSF. Ces fragments, tres
conservés sur les différents gels réalisés, sahiits uniquement apres infection par le
champignon. L'analyse par spectrométrie de massecte que la coupure s'effectue du
cOté C-terminal aussi bien que du c6té N-termikaure 19, B). L'ensemble de ces

données nous a amené a nous intéresser de plus Eede protéine.

C.1. Régulation de la transferrine chez des drosojdes mutantes

Afin d'étudier la régulation de la TSF et vérifercelle-ci dépend des voies de
signalisation Toll ou IMD, l'expression de la TS&nd différents mutants pour ces voies
a été étudiée. Une analyse par PCR quantitativé préférée en premiere approche car
elle est plus rapide a réaliser et nécessite beguemwins de drosophiles que l'analyse

par gels 2D (cing par expérience).
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kDa

66,2 -

45,0 - / ' .'/8

TSF1 29 611
1- 36 555
2- 211 602
3. 97 637
4- 36 456
5- 36 538
6 - 128 610
7. 36 488
8- 36 456
9- 60 355

Figure 19 : La transferrine et ses fragments de alage.Neuf fragments de transferrine ont été détectétesugels 2D (A).
Le recouvrement obtenu par spectrométrie de ma@sen@ntre que la transferrine peut étre clivée iabg&n du coété N-
terminal que du c6té C-terminal. La transferrine émetiest composées de 641 acides aminés dont udepsgnal de 28
acides aminés (en vert). Les spots 6 et 7 ont étiangués grace aux gels 2D de gamme étroite.



Résultats

Le niveau d'expression des ARN messagers de TSt anésuré dans des
mouches mutantes pour la voie Toll (mutespaetzledif, perséphoneu GNBP3 ou
IMD (mutantskennyet PGRP-LQ. Des infections p&E. coli, M. luteusou B. bassiana
ont été réalisées et les expériences répétéeseda six fois. Les niveaux d'expression
des peptides antimicrobiens Drosomycine et Dipt&iont été mesurés en parallele
pour contrdler la validité des résultats.

Ces analyses confirment que les infections bactéeie ne modifient pas le
niveau d'expression des ARN messagers de TSF tquelikinfection fongique entraine
une augmentation de ce niveau. Les mutants de i D testés se comportent
comme des contrbles tandis que les mutalift;e surexpriment plus la TSF apres
infection par le champigndB. bassianaComme nous le soupg¢onnions d'apres nos gels
2D, la régulation de la TSF semble étre liee aoi@ Woll. Dans le but d'affiner I'étude
de la régulation de la TSF par la voie Toll, plusgee mutants affectés a différents
niveaux de cette voie ont été test&NBP3 perséphoneou spaetzlg Les résultats
indiquent clairement et de maniére reproductible s mutantspaetzlesynthétisent
nettement moins de TSF aprés infection fongique adpsge mouches contréles (Figure
20, A). Lorsqu'on considére des mutants affectag jpes protéines situées plus en
amont quespaetzledans la voie Toll gerséphoneou GNBP3, on constate que
I'expression de la TSF est normale voire supériaurecontréles. Cependant, une étude
sur un double mutargerséphoné GNBP3montre une diminution notable du niveau
d'expression des transcrits de la TSF.

Afin de vérifier la relation entre le niveau d'egpsion des ARN messagers de la TSF et
le taux d'abondance de la protéine dans I'hémolgmoie étude par petits gels 2D a été
réalisée a partir de 'hémolymphe des drosophiletamtes. Cette étude a permis de
confirmer les résultats obtenus par PCR quantégtiour les mutantspaetzle GNBP3

et perséphoneEn effet, on peut voir que les mutasfsaetzlene surexpriment plus la
TSF apreés infection fongique tandis que les mut@N8P3et perséphonde peuvent
encore (Figure 20, B). On notera cependant que dbszmutantsperséphonge
I'induction de la TSF semble étre moins importaqie ce que laissait supposer le
niveau d'expression de ses transcrits. Pour leantadif, les résultats sont plus
nuancés. Chez ces mutants le niveau d'expressitan T8F augmente aprés infection

mais légerement moins que chez les mouches sauvages

68



>

g 200
e
£ 150 -
Q
2
g 100
©
: ‘ ﬁ L
c
S
§ 0 ‘ =
3 N P P P QP QP P
= ¢ N N v B &> <>
& & A SR
c® & © ‘{\\O
)
N

Figure 20 : Régulation de la transferrine chez dedrosophiles mutantes Le niveau
d'expression des transcrits de la transferrine tagaraprées infection paBeauveria
bassiana(Bb) a été mesuré par PCR quantitative chez deantsude la voie Toll (A).
Des gels 2D ont été réalisé avec I'hémolymphe ot@m30 drosophiles males contrbles
ou mutantes avant et apres infection par Bb (B)leSka portion des gels regroupant les
spots correspondants a la transferrine est regi&séai. NI : non infecté spz: mutant
spaetzle psh: mutantperséphone



Résultats

C.2. Inactivation du gene de la transferrine

Afin d'étudier l'influence de la TSF sur la capadile défense des drosophiles
vis-a-vis de certains pathogénes, nous avons eigtrd@mactiver le gene codant la TSF
grace a une approche par injection d'ARN double. lirinhibition a été contrdlée par
PCR quantitative en suivant le taux d'/ARN messadersransferrine jour aprés jour.
Les résultats montrent que le taux de TSF dimirieeviton 80% 48 h apres l'injection
d'ARN double brin et que cette inhibition dure aaims six jours (Figure 21, A). Les
mouches ont donc été infectées 48 h apres l'injeciARN double brin et le taux de
survie apres différentes infections a été étudigufeé 21, B). L'efficacité des infections
a été verifiée sur des mutants de la voie TollMD len fonction du pathogene utilisé.
On peut constater que l'inactivation du géne deSla n'affecte pas le taux de survie des

drosophiles suite aux infections testées.

C.3. Spécificité des fragments de transferrine

Les champignons sécretent de nombreuses protéases pgnétrer dans
I'hnémocoele des drosophiles. Afin de vérifier gae TISF est coupée de maniere
spécifique et non pas par une protéase sécrétde phampignon, nous avons effectué
un gel 2D sur des drosophiles surexprimant uneépsat endogéne, Perséphone. Nous
retrouvons la plupart des fragments de TSF suetalgrs méme que les mouches n'ont
pas été en contact avec le champignon. Ce réswitest conforte dans I'hypothése d'une
coupure spécifique de la TSF par un processus eénéade la drosophile.
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Figure 21 : Inactivation de la transferrine par injection d’ARN double brin. Le
taux d'expression de la transferrine aprés l'igaate 'ARN double brin a été mesuré
par PCR quantitative (A). Ce taux diminue d'envig®¥ dés deux jours (2)) et jusqu'a
au moins six jours (6j) aprés l'injection des deubtins d'ARN (NI : drosophiles non
injectées). Le taux de survie des drosophiles iégca été étudié aprés infection par
différents germes (B). Noir : mouches sauvagesciéés ; jaune : mouches mutantes
infectées (contréle positif) ; orange : mouchedtges par du tampon seul et non
infectées ; rouge : mouches injectées par de I'AlRbble brin et non infectées ; bleu
foncé : mouches injectées par du tampon seul ectéds ; bleu clair : mouches
injectées par de I'ARN double brin et infectées.



Résultats

Chapitre 2 : Recherche de nouvelles molécules impées dans la
réponse immunitaire de la drosophile : approche paarquage

isotopique differentiel ICAT

L'analyse par électrophorese 2D est une techni@septiissante pour étudier les
échantillons biologigues complexes, néanmoins @gifroche n'est pas optimale pour
I'étude des molécules de faible masse moléculdganasse moléculaire supérieure a
150 kDa, des molécules hydrophobes ou a pl extrédes plus, la quantité
d'échantillon analysée ne permet souvent que deahgsr les molécules les plus
abondantes. Par ailleurs, les méthodes baséesugets d'électrophorese se heurtent
souvent a un probléme de reproductibilité intesgBhfin, I'identification des protéines
contenues dans les spots est une étape qui estétie parfaite. En effet, au cours de la
digestion "in gel", bien que performante, de norakrpeptides trypsiques peuvent étre
perdus lors de l'extraction.

Pour résoudre ces problémes, des approches propgesrsans gel ont été mises
en place parmi lesquelles on trouve I'ICAT (Isotqmled Affinity Tag). Cette
méthodologie utilise le marquage isotopique diffiéied des échantillons suivi d'une
analyse par chromatographie liquide couplée a é&ctepmétrie de masse en tandem
(LC-MS/MS). En plus de s'affranchir des problemiés la I'électrophorese 2D, elle

posséde I'avantage de mettre en évidence desiaasiatabondance plus faibles.

Nous avons eu la chance d'appliquer cette méthgigoboI'étude des protéines
de I'némolymphe de drosophiles grace a une cobdioor avec les Dr Alan Aderem et
Adrian Ozinsky a I'lSB (Institute for Systems Biglg Seattle). J'ai eu I'opportunité de
me former, au cours d'un stage de 15 jours a I'#83B,compréhension et la maitrise des

outils informatiques permettant I'analyse des deangsues de la stratégie ICAT.
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Résultats

A. Description de I'approche ICAT

A.1. Principe méthodologique

Cette technique repose sur la fixation d'un margaentenant un isotope léger
ou lourd, respectivement sur les protéines de nbardillons contréles ou infectés. Le
marqueur ICAT est composé d'une étiquette biotihg) groupement iodoacétamide et
d'une chaine marquée par un isotope 164&) ou lourd ¥C) (figure 22). Cette chaine
permet de distinguer les deux marqueurs uniquepena différence de masse de 9 Da
résultant de la substitution de netffc en neuf'*C. Les cystéines d'un premier
échantillon sont marquées avec la sonde légémlesd'un second sont marquées avec
la sonde lourde. Les échantillons sont alors mésref digérés par la trypsine. Les
peptides non marqués (sans cystéine) sont élingiréee a une colonne d'affinité et les
échantillons sont fractionnés par chromatographiehaggeuse d'ions. Les
peptides/protéines sont identifies par LC-MS/MS.rd.ale la premiére étape de
spectrométrie de masse, les peptides apparaissepaipes dont la masse varie de 9 Da
(Iégers et lourds). La seconde étape fragmenteuehpaire de peptides pour en donner
la séquence, permettant l'identification de ladirg. Finalement, le rapport d'intensité
des ions porteurs de l'isotope léger / lourd pedreatalculer les concentrations relatives
des peptides, donc des protéines dans I'échantidondépart. La stratégie ICAT est
récapitulée sur la Figure 22.

A.2. Principe des logiciels d'analyse des données

Avec les avancées des approches protéomiques baséts spectrométrie de
masse, la capacité de générer des données egeffmn notre capacité de les analyser.
En effet, la majorité des données provenant delysasmpar MS/MS sont polluées par
des bruits de fond ou des contaminants qui n'ontraa valeur significative et qui
compliquent I'analyse des données. Ainsi le déyaoent d'algorithmes pour faciliter
I'interprétation des spectres a été d'une grardie@ur les analyses protéomiques. De
nos jours, la plupart de ces logiciels sont basgésles scores associés a un seuil en

dessous duquel la probabilité d'identification @stsidérée comme non significative.
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Figure 22 : Représentation schématique de la stragée ICAT. La structure du réactif
ICAT est rappelée dans I'encart bleu. (Voir texbeiples détails).




Résultats

Ces filtres nécessitent généralement une vérifingtar un utilisateur, plus ou moins
averti, ce qui amene une part supplémentaire decuhté a la validation des résultats.
Ceci laisse la porte ouverte a de nombreux faukifgsinsi qu'a la mise a I'écart de
données qui auraient pu étre interprétées. Aingrede fait que I'analyse des données
nécessite beaucoup de temps, la notion d'acceamatddpend du logiciel utilisé, du
laboratoire d'étude, ainsi que de la vérificatiomnoelle. Ces paramétres font qu'il est
tres difficile de comparer des expériences enties edt encore plus entre différents
laboratoires.

Aujourd'hui, des logiciels sont développés pourcafgs une solution a ce
probléme en incluant des algorithmes statistiquéfssamment stringents pour assigner
une valeur de confiance a chaque identificationpdptide et protéine. Ceci permet
d'estimer le taux d'erreur (faux positifs) d'unalgse a grande échelle et il reste donc a
l'utilisateur de choisir le seuil d'acceptabilit ¢k taux. Ceci est de loin plus réaliste et
plus précis que toutes les méthodes commercialetéadisées auparavant. Tandis que
la plupart des logiciels assignent une probabidlit& données générées, ils ne peuvent
pas encore prendre en compte la qualité de cesdenhe programme PeptideProphet
(Keller et al., 2002) développé a I'ISB est baséwsu algorithme EM (Expectation-
Maximization) qui permet de discriminer de maniémes précise entre les peptides
corrects et incorrects en tenant compte, entreegutle la qualité de la digestion
(nombre de résidus terminaux correspondant a uapuce trypsique) et des spectres
(différence entre masse mesurée et masse théarkRpad@inProphet (Nesvizhskii et al.,
2003) compléte PeptideProphet en effectuant unoupgment non aléatoire des
peptides selon leur appartenance a une méme mrodéinincluant des parameétres de
pénalisation selon le nombre de peptides générédaparotéine, la longueur des
peptides et des protéines, si un peptide correspgidsieurs matchs dans les banques

de données, etc.
Jai eu la chance de pouvoir utiliser ces logicisssants et d'appliquer la

technique ICAT a I'étude des molécules de I'hnémplyende drosophiles avant et aprés

différentes infections expérimentales.
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Résultats

B. Etude différentielle des protéines de I'hémolymipe aprés infection

expérimentale

B.1. Mise en place de la méthodologie

Afin d'étudier la faisabilité de cette approchee yinemiére analyse a été menée
sur 'némolymphe de drosophiles contrbles ou 6 tesinfection par un mélange
bactérien [E. coli/ M. luteus. Les hémolymphes de 100 drosophiles contrélegr(@n
50 pg) et 100 drosophiles infectées ont été sogndiame analyse ICAT comme décrit

plus haut.

B.1.1. Choix du seuil de sensibilité

Comme nous lavons évoquée précédemment, ['utilisatoit choisir la
probabilité minimale a considérer afin de trousemleilleur compromis entre le nombre
de faux positifs et celui des identifications cotes. La Figure 23 représente les taux
d'erreur (fraction correspondant aux faux positifs) de sensibilité (fraction
correspondant aux identifications correctes) détekmpar ProteinProphet pour cette
expérience, en fonction de la probabilité mininadasidérée.

On peut voir sur ce graphique que si I'on choiait @xemple une probabilité
minimale de 0,99, seules 115 protéines entrent dammlyse mais toutes sont
correctement identifiées (0,2% de faux positifsnentenant compte que de 80,8% des
identifications totales). En diminuant la probaBilminimale, on risque d'avoir plus de
faux positifs mais ceci est compensé par le faibrgunet de c6té moins de protéines
correctement identifiées. Ainsi pour une probabilibinimale de 0,8, 137 molécules
entrent dans l'analyse (soit 22 de plus qu'avecpuolkabilité de 0,99) dont 136 sont
correctement identifiées et une seule est un fasitip (1% de faux positif en tenant
compte de 95,4% des identifications totales). &n Iréduit encore la probabilité
minimale, le risque d'avoir plus de faux positést' plus contrebalancé par le bénéfice
de plus de protéines identifiées correctement. [Batte expérience, j'ai donc choisi une

probabilité minimale de 0,8.
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Figure 23 : Choix de la probabilité minimale d'idenification des protéines par
ProteinProphet. (A) Taux d'erreur et de sensibilité calculés paténProphet a partir
de I'ensemble des données provenant de l'analysendicules de I'hémolymphe de
drosophiles avant et apres infection par un méldrageériere. coli/ M. luteus Vert :
Taux d'erreur, fraction correspondant aux protéimesrrectes ; Rouge : Taux de
sensibilité, fraction correspondant aux protéinesectes. Le tableau (B) présente les
valeurs de sensibilité et d'erreur ainsi que le br@emcorrespondant de protéines
correctes et incorrectes.
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Pour chaque expérience, l'utilisateur choisit diecmaniére le compromis le

plus raisonnable entre le nombre de faux posititekii des identifications correctes.

B.1.2. Calcul du taux d'abondance relatif des jmmete

Afin de calculer automatiqguement l'abondance natatdes protéines dans
chaque échantillon, un algorithme statistique, ARARO (pour Automated Statistical
Analysis of Protein abundance Ratio), a été déy&apl'ISB (Li et al., 2003).

Avant la création de ce programme, le calcul dbobaance relative des
protéines dans les échantillons était effectuél@pgrogramme XPRESS (Han et al.,
2001). Pour chaque peptide identifié par MS/MS, EBR reconstruit le profil d'élution
pour chaque ion et isole les chromatogrammes sitdjpe lourd et Iéger ; il détermine
une aire pour chaque pic de peptides et calclderi@ance relative par comparaison de
ces aires. De nombreux facteurs peuvent cependamglicuer I'analyse quantitative :
(1) plusieurs peptides peuvent appartenir a uneargatéine, (2) lors de la séparation
chromatographique par échange d'ions, un peptidé §tee présent dans différentes
fractions, (3) un méme peptide peut étre idengfigsieurs fois dans différents états de
charge, (4) un peptide peut porter une modificapost-traductionnelle, (5) la qualité
des données peptidiques (rapport entre signal/bdeuiiond) peut varier. Ainsi, il était
indispensable de créer des outils automatiques gmiuprendre ces parametres en
considération pour évaluer de maniére fiable I'dboge relative des protéines.

Le programme ASAP, basé sur de nombreux algorithmaesériques et
statistiques, reprend le principe de calcul du mogne XPRESS mais permet de
normaliser les ratios des peptides identifiés plus fois et affecte une valeur unique
pour chaque peptide. L'abondance relative d'undéipe est ensuite calculée en
regroupant tous les ratios des peptides qui proeiende cette protéine et en affectant
une probabilité pour que ce ratio soit significafibutes ces contraintes font de I''CAT
une méthodologie quantitative fiable et précise sn@ermettant d'observer des
variations plus faibles que par l'approche par geB. En accord avec les
recommandations des personnes compétentes a t'léRjealité de nos résultats, nous

avons fixé le seuil minimal de variation a deux.
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B.1.3. Analyse des protéines de I'hémolymphe dsagiriailes

Les molécules de I'hémolymphe d'environ 100 drbdep (50 pg) avant et apres
blessure septique ont été marquées différentietiepar le réactif ICAT et analysées
par chromatographie liquide couplée a la spectroenéte masse en tandem (LC-
MS/MS). L'abondance relative des protéines dangumh&chantillon a été calculée en
utilisant le programme ASAP comme décrit précédentme

Pour cette expérience, 137 protéines ont été iftas avec une probabilité
minimale de 0,8, parmi lesquelles 40 sont régutBas moins un facteur deux. Les
protéines détectées ont des masses moléculairgsrisesentre 4,3 et 426 kDa, des
points isoélectriques entre 4,0 et 9,95 et deuvslé'hydropathie (GRAVY) comprises
entre -1,089 et 0,867. La liste des protéines Baguest reportée en Annexe 3. Plusieurs
familles de molécules sont représentées : desga®s$é des inhibiteurs de protéase, des
molécules de liaison ou de transport, des moléduhgdiquées dans le métabolisme,

etc.

Cette étude préliminaire a montré que la stratégieadaptée a l'analyse des
molécules de I'hémolymphe de drosophiles et qupd@e protéines étaient suffisants

pour obtenir des résultats exploitables.

B.2. Infections spécifiques

B.2.1. Choix des agents microbiens et des tempfedtion

Afin d'étudier la spécificité des régulations, itaié nécessaire d'effectuer
I'analyse ICAT sur des drosophiles contrbles etdtifes par un seul agent microbien a
la fois. Le choix des pathogenes et des tempsedtioh a été défini selon les
connaissances que nous avions de la réponse inamendes drosophiles incluant
celles qui ont été acquises au cours des prena@reses de ma thése et celles obtenues
grace aux gels 2D. Nous avons constaté que 6 8 ageetion par les bactéri&s coli
et M. luteus les drosophiles semblent déclencher une répomsinitaire relativement

discrete par rapport a l'infection fongique. Ainsgus avons décidé d'effectuer des
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infections avec des bactéries plus pathogenestrB'part, I'équipe de Julien Royet au
laboratoire venait de montrer que certaines bagéxiGram-positif déclenchent la voie
Toll dépendamment ou indépendamment de PGRP-SAH&iset al.,, 2004). C'est
pourquoi deux bactéries a Gram-positif ont étécsi@enées : une qui active la voie
Toll de maniere PGRP-SA-dépendanenterococcus faecaliset l'autre de maniére
PGRP-SA-indépendanteStaphylococcus saprophytiusA ces bactéries a Gram-
positif, nous avons ajouté une infection par latéde a Gram-négatifgrobacterium
tumefaciens Nous avons gardé linfection par le champignororeopathogéene
Beauveria bassianakEnfin, a la suite des données génétiques et ciigtamiques
obtenues au laboratoire par I'équipe de Jean-Lier lsnr la réponse immunitaire de la
drosophile aprés infection par le virus C de lasdahile (DCV), nous avons décidé
d'inclure a notre étude une infection par ce virus.

L'hémolymphe de 100 a 160 mouches (50 a 80 pgatéipes) a été collectée 6
h et 24 h apres infections bactériennes, 48 h api@sion virale et 72 h apres infection
fongique. Concernant les infections bactérienneslssles échantillons d'hémolymphe
24 h aprés stimulation ont été analysés a I'hewtiebe. Les échantillons
d'hémolymphe de drosophiles 6 h aprés stimulatian lps trois bactéries ont été

marqués par le réactif ICAT mais n'ont pas encté#Fe@palysés par LC-MS/MS.

B.2.2. Identification des protéines

Pour chaque expérience une probabilité minimal®,dea été choisie car elle
représente, pour ces analyses, le meilleur comgra@nire le nombre de protéines
correctement identifiées et le nombre de faux gegien moyenne trois faux positifs
pour 150 protéines).

En regroupant les résultats des expériences isdegscing infections, 262
protéines ont été analysées parmi lesquelles 162régulées d'au moins un facteur
deux. La liste des protéines identifiées est dorarédnnexe 4. Ces protéines ont des
masses moléculaires comprises entre 4,1 et 515dd3apoints isoélectriques entre 4,4
et 10,9 et des valeurs GRAVY comprises entre -1¢t@8874.

Parmi ces 262 protéines, certaines sont connuesleouimplication dans la

réponse immunitaire de la drosophile et nous aven$ié que leur abondance relative
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vis-a-vis des infections est en accord avec lesnéles de la littérature ou celles
obtenues par d'autres méthodes. Ainsi, nous constgiar exemple que la protéine
Spaetzle (produit du geneéG6139, ligand du récepteur Toll, est surexprimée aprés
infection parE. faecalis(Gram-positif) mais non pak. tumefaciengGram-négatif) ni
par le DCV ; la Drosomycine (issue @G10810) est surexprimée suite a l'infection
fongique et paE. faecalis; PHK-2 (produit du genpeblll, CG11390 est surexprimée
suite a plusieurs infections mais bien plus forteimpar le DCV. Ces données
confortent la validité des résultats de l'analyselGAT.

Parmi les 262 protéines, la Drosomycine est le geptide antimicrobien connu.
De méme, uniguement six DIMs sur les 33 caractsisént détectées (DIMs 3, 10, 12,
13, 23 et 33). Ceci s'explique par le fait quellgart des peptides antimicrobiens et des
DIMs ne possedent pas de cystéines et ne peuventignac étre analysés avec le
marqueur utilisé. 1l faut noter cependant que oestgpeptides ne possédant pas de
cystéines peuvent tout de méme étre copurifiésadmlonne d'affinité et entrer dans
I'analyse. Ces peptides participent a l'identifarade la protéine correspondante mais
ne fournissent aucune information quantitative.shifes DIMs 10, 12 et 13, référencés
comme produit d€€G18279 ne posseédent pas de cystéines mais ils ontétéfids de
maniere non ambigué a partir de trois peptidescdrecentration relative de ces DIMs
dans l'échantillon concerné n'a cependant pas g c@iculée (notée NA dans le
Tableau de I'Annexe 4).

Il faut garder a I'esprit que la quantité de cysgiest différente d'une protéine a
une autre. La caractérisation des protéines regose sur l'identification d'un nombre
variable de peptides. Pour certaines, ce nombie &ewé, tandis que pour d'autres,
I'identification sera effectuée a partir d'un speptide. Il est intéressant de noter qu'en
moyenne pres de 30% des protéines issues de banahy été identifiées a partir d'un

seul peptide (Figure 24).

Afin de tirer profit de la multiplicité des agentdectieux utilisés, nous avons
voulu, dans un premier temps, effectuer une analgseparative de I'abondance des
protéines détectées dans I'némolymphe de drosspajiees chaque type d'infection.
Cependant, comme nous l'avons vu plus haut, pré808& des protéines ont éte

identifiees a partir d'un seul peptide. Aprés Pétachromatographique, si plusieurs

77



30

25

10+

% des protéines identifiées

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Nombre de peptides

Figure 24 : Nombre de peptides ayant servi a l'ideification des protéines En
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80-

70+

60+

50+ 5 :
01 infection

404 O 2 infections

@ 3 infections
@ 4 infections
B 5 infections

30+

Nombre de protéines

flmﬂééJ

Nombre de peptides
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quatre ou cinq infection(s) en fonction du nombre rayen de peptides utilisés pour
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infections a été identifiee a partir de plus deqaoeptides, tandis que la plupart des
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peptides sont coélués, le spectroméetre de masggaggammeé pour sélectionner ceux
dont l'intensité de signal est la plus forte. Ajrisést possible de ne pas sélectionner un
peptide minoritaire, donc de ne pas obtenir d'mition de séquence, et par conséquent
aucune identification de la protéine correspondam&illeurs, lorsqu'on regarde
I'histogramme représentant le nombre de proténestifiees dans chaque infection en
fonction du nombre de peptides ayant servi a ldentification (Figure 25), nous
constatons que plus le nombre de peptides est étepitis la probabilité de retrouver
une méme protéine dans plusieurs infections estdgreC'est pourquoi le fait de ne pas
retrouver une protéine dans un des échantillonproave pas que cette protéine est
absente de cet échantillon. L'analyse comparatesgpeut donc étre menée que sur
I'ensemble des protéines détectées et quantifiéas fputes les infections (54/162

protéines régulées).

La Figure 26 représente la distribution de ces bdtémes identifiées et
quantifiées pour toutes les infections. On consgaie la majorité des variations suite
aux infections expérimentales sont des surexpnesside maniére intéressante, on peut
noter que (i) I'abondance relative de certainesépres varie spécifiguement, c'est-a-
dire aprés une seule des cing infections : troistémmes semblent régulées
spécifiguement apres l'infection pAr tumefaciensune park. faecalis trois parS.
saprophyticusdeux par le DCV et dix pa8. bassiang (ii) I'abondance relative d'un
grand nombre de ces protéines (38/54) varie sui@ stimulation pamB. bassiana
spécifiguement ou en commun avec d'autres infextidiii) seules deux molécules sont
régulées par les cing infections a la fois. Lesiltamde protéines identifiées ainsi que
les taux d'abondance relative sont regroupéesldarableau IV (page suivante).

Cette approche comparative permet, au travers sl&4egrotéines, d'avoir un
point de vue unique sur le comportement de plusiéamilles de molécules suite a
I'infection par cing germes différents. On remargpar exemple, que toutes les
protéases et tous les inhibiteurs de protéasessmakprimés aprés infection fongique
en commun ou nhon avec d'autres stimulations. Oeradigalement que trois "Odorant
Binding Proteins" sur quatre sont surexpriméesesaitinfection par le DCV. On peut
voir, de plus, que certaines protéines sont sume§@s quel que soit l'inducteur (la

protéase a sérine issue du gen@&2045 et lI'amylase proximale, produit du gene
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Figure 26 : Diagramme d'Euler-Venn représentant la distribution des molécules
identifiées par la stratégie ICAT en fonction desnfections. Les 54 protéines identifiées et
guantifiées dans chaque infection sont regroupés deur régulation par les différents
inducteurs. Les résultats sont représentés suiagmanme d'Euler-Venn a cing entrées. La
lecture de ce diagramme se fait, pour chaque iofecen suivant I'ensemble de la couleur
correspondanteB. b, Beauveria bassianaA. t, Agrobacterium tumefaciensDCV, Drosophila C
virus ; S. s, Staphylococcus saprophyicuk. f, Enterococcus faecalisras : protéines surexprimées
; entre parenthéses : protéines réprimées ; iligyrotéines surexprimées ou réprimées selon
I'inducteur. *, molécules liées a la réponse imrtaire ; e, protéases ¢, inhibiteurs de protéase9,
Molécules du métabolisme ; 8§, Molécules de liaisande transport m, autres molécules ; &,
molécules de fonction inconnue.



Identité du

Famille e Nom (abreviation) At B.b DCV E.f S.s
Molécules liées|CG11390 Ejaculatory bulb protein Il (PHK-2/Peblll) 0.35 0.40f 0.12 0.41 0.60
a l'immunité CG15066 Drosophila Immune induced molecule 23 (DIM23) 0.3% 060. 1.39 0.11 0.37
(*) CG5008 Gram-negative bacteria binding protein 3 (GNBP3) 0 0.69 0.69 1.02 1.41
Protéases CG9372 1.88 0.30 1.25 1.31
(o) CG2045 (SER7) 0.36 0.13 0.34 0.24 0.51
CG1102 0.34 0.24 0.93 0.22 0.84
CG16705 0.64 0.15 0.83 0.23 0.56
CG10593 Angiotensin-converting enzyme-related (ACER) 1.2y 60.20 0.87 1.17 1.35
CG5390 0.74 0.39 0.57 0.41 1.54
CG8586 1.05 0.45 0.99 0.92 1.83
CG31326 1.27 0.44 0.66 0.54 0.75
CG6806 Larval serum protein 2 (LSP2) 0.75 1.72 0.59
. CG16704 1.21 0.50 0.93 0.91 1.08
Inhibiteurs de
protéases CG16712 0.75 0.51 0.78 0.58 1.10
CG16713 0.50 0.20 0.41 0.35 0.84
(o) CG33103 Papilin (PPN) 0.65 0.38 0.57 0.85 1.66
CG8050 Cystatin-like (CYS) 0.72 0.36 0.66 0.81 0.00
Molécules de CG11797 Odorant-binding protein 56a (OBP 56a) 1.14 0.2B 0.5 500. 1.01
liaison ou de CG11218 QOdorant-binding protein 56d (OBP56d) 0.69 0.49 0.2p 00.4 0.90
transport CG13873 Odorant-binding protein 56g (OBP 56g) 0.35 0.8 0.43  630. 1.68
CG7584 __|Odorant-binding protein 99¢ (OBP99c) 1.56 15 oo 11.dIEEE
(8) CG4475 Imaginal disc growth factor 2 (IDGF2) 0.29 0.43 1.34 6@. 1.80
CG4559 Imaginal disc growth factor 3 (IDGF3) 0.50 0.27] 1.14 68). 1.05
CG1780 Imaginal disc growth factor 4 (IDGF4) 1.01 0.32) 0.54 88. 1.44
CG6186 Transferrin 1 (TSF1) 1.27 0.11 0.84 0.44 1.30
CG2216 Ferritin 1 heavy chain homologue (FerlHCH) 1.5 0.95 1.93
CG11001 FK506-binding protein 2 (FKBP2) 0.47 0.43 0.64 0.74 0.5p
CG15848 Sarcoplasmic calcium-binding protein 1 (SCP1) 0.6  580. 1.03 0.63 0.48
CG17210 SCP-containing protein B (SCPR-B) 0.88 1.44 0.3p 047 171.
CG6426 0.45 0.41 0.79 0.36 0.64
CG18730 Amylase proximal (AMY-p) 0.20 0.09 0.49 0.19 0.28
CG11064  |Retinoid- and fatty-acid binding protein (RFABP) 1.2| 0.75 1.11 0.92
CG31150 1.16 0.26 1.08 0.68 0.92
CG9244 Aconitase (ACON) 0.60 1.31 0.57 0.42 1.03

Molécules liées

au métabolisme CG32954 Alcohol dehydrogenase (ADH) 0.87 0.29 0.81 0.52 0.6p
CG9042 Glycerol 3 phosphate dehydrogenase (GPDH) 0.61 049 570 0.50 0.80
(+) CG8893 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 2 (GPDH2) 42 1 1.02 0.83 0.51 2.06
CG7070 Pyruvate kinase (PYK) 0.53 1.01 0.65 0.68 1.64
CG7998 0.80 1.06 0.34 0.65 1.01
Autres CG8913 0.47 0.29 0.35 0.32 0.64
molécules CG1634 Neuroglian (NRG) 1.23 0.90 1.15
(m) CG5210 Chitinase-like (CHIT) 1.25 0.36 1.01
CG11720 Salivary gland secretion 3 (SGS-3) 0.24 0.3¢ 0.7
CG14629 1.40 0.18 0.43
Molécules de |CG15616 (Acp53C14b) 1.59 0.20 0.79
fonction CG32667 1.28 0.35 1.14 0.88 1.86
inconnue CG17278 0.62 0.43 0.84 0.67 0.22
(2) CG18064 (Met75Cb) 1.27 0.10 0.15 0.08 0.17
CG30197 0.87 0.48 0.31 0.69 1.42
CG11315 155 0.94 1.15
CG31883 0.91 0.21 1.33 1.42 1.79
CG32952 0.31 0.78 1.53 1.23 1.04
CG14933 1.38 0.77 0.52 0.49 1.45

CG14430 9999.00 [ERE 118 1.38

Tableau IV : Identification des protéines quantifiées pourtoutes les infections issues de l'analyse ICAT.
Les ratios sont calculés en effectuant le rapport d'intérdgs ions porteur de l'isotope léger/lourd. Les cases
grisées correspondent aux protéines dont I'abondand&esdaugmente d'au moins un facteur deux (< ou = 0,5)
apreés infection. Les cases noircies correspondent augipestdont I'abondance relative diminue d'au moins un
facteur deux (> ou = 2) aprés infection. Les valeurs extré@esu 9999) correspondent a des protéines
totalement induites ou supprimées aprés une infection.siewooles (*,e, o, §, ¢, m, &) correspondent aux
catégories de protéines telles qu'elles apparaissenadigure 26. Les analyses ont été réalisées 24 h aprés
infection par les bactéries (A.tAgrobacterium tumefaciensk.f : Enterobacter faecalis S.s :Staphylococcus
saprophyticug, 48 h aprés infection par le virus C de la drosophile (DCV)72th aprés infection par le
champignorBeauveria bassian#B.b).
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CG18730 tandis que d'autres ont un profil de régulatiars gomplexe. En effet, nous
observons que la protéase issue @B9372 est fortement surexprimée aprés une
infection parB. bassianaalors qu'elle est réprimée apres stimulation eddCV. De la
méme maniere, le produit du gef€515616 de fonction inconnue, est surexprime
apres l'infection fongique et réprimé aprés l'itifat parE. faecalis alors méme que
ces deux inducteurs déclenchent la méme voie dalsgtion (Toll) dans le cadre de la
réponse immunitaire. Ces résultats illustrent qeetaims aspects de la réponse

immunitaire des insectes échappent encore a notneréhension.

Au cours de ma thése, les deux approches protéemi(electrophorése 2D et
ICAT) réalisées pour étudier les molécules reguédesours de la réponse immunitaire
de la drosophile ont révélé que plusieurs famillegrotéines sont tres représentées. |l
s'agit de protéases, d'inhibiteurs de protéasenalécules sensorielles, de facteurs de
croissance des disques imaginaux, de moléculesxgdtintes, de protéines de liaison
au fer, aux lipides et au calcium. La discussiom seentrée sur ces familles de

molécules.

Les résultats obtenus au cours de ma these paprbape 2D ont fait I'objet d'une
publication dansMolecular and Cellular Proteomic8, (156-166, 2004)Une seconde
publication regroupant les données de I'analyseigdemique et protéomique est parue
dans Biochimie @6, 607-616, 2004)Ces publications se trouvent en Annexe 5. Le

travail concernant I'approche ICAT est en courgéldaction.
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DISCUSSION

L'analyse protéomique consiste en I'étude qualé@adt quantitative de toutes les
protéines exprimées dans un organisme, un tisgiceltule, une organelle, ou encore
un fluide biologique, a un certain moment et dagigaines conditions physiologiques.
Ce type dapproche, complémentaire aux études ggquem et transcriptomiques,
permet de donner un point de vue nouveau sur é&luh processus biologique.

Lors de ma thése, deux approches ont été utiliafesd'étudier le profil des
protéines de I'hémolymphe de drosophile suite @rdifites infections expérimentales.
La premiére est basée sur l'utilisation combinééétiectrophorése bidimensionnelle et
de la spectrométrie de masse, tandis que la secdaudeloppée plus réecemment, est
basée sur le marquage isotopique des protéineslécoap une analyse par

chromatographie liquide et spectrométrie de masgarelem.

NB : Comme nous l'avons vu précédemment, certgmetéines ont été
identifiées par l'approche ICAT mais pas quantsi§@otamment par manque de
cystéine). Ainsi, il est trés important de garddieaprit tout au long de cette discussion

qu'une protéine détectééa pas forcément été quantifiee

A. Comparaison des deux approches

A.l. Caractéristiques des protéines détectées

L'approche par gels 2D a permis d'identifier 66tgres différentes dont les
masses moléculaires sont comprises entre 17 ekDddles points isoélectriques entre
4,7 et 8,8 et les valeurs GRAVY entre -0,739 et70,1L'approche ICAT a permis
d'identifier 262 protéines différentes dont les sessmoléculaires sont comprises entre
4,1 et 515 kDa, les points isoélectriques entree ¥0,9 et les valeurs GRAVY entre -
1,108 et 0,874.

En comparant les caractéristiques des protéinegifiées par chaque approche,
on constate que la stratégie ICAT, comme nousifidibns, couvre une plus large

gamme de molécules. En effet, de par leurs massiEzutaires et leurs pl, plus de 50%
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des protéines détectées par ICAT n'auraient paitrpudétectées sur nos gels 2D. De
plus, les protéines trés hydrophobes telles queptettines membranaires ont des
valeurs GRAVY aux alentours de 0,6. Aucune protélaece type n'a été détectée sur
nos gels 2D tandis que plusieurs l'ont été pand&@iCAT (par exemple, les produits

des géne€G32952 CG15068etCG15075.

Parmi les molécules identifiées par lI'approche 2®D,n'ont pourtant pas été
détectées par la deuxieme stratégie. Ces moléqdeasJa plupart, ne possedent pas ou
peu de cystéines et ont été écartées de l'analydd lapres la chromatographie
d'affinité. De plus, certaines de ces protéinestrété détectées que sur les gels 2D de
gammes étroites de pH, indiquant qu'elles peuvérg présentes en tres faible
abondance dans I'hnémolymphe des drosophiles. Lgsdpe générés par la digestion
trypsique de ces protéines peuvent ne pas avoisééetionnés lors de l'analyse par
spectrométrie de masse en tandem de par leur fadial.

Parmi les protéines quantifiées dont l'expressisinrégulée en réponse aux
infections, 18 sont détectées en commun par les skeatégies : trois ont été détectées
mais pas quantifiées par la stratégie ICAT, huiierd dans le méme sens, cing sont
invariables selon une stratégie et régulées sédmtré, et seules deux molécules ne
varient pas dans le méme sens (produit des Je68942et CG4475. Les différences
du niveau d'expression entre les deux stratégiegepe provenir du fait que certaines
protéines sont présentes dans I'némolymphe sosgepia isoformes. L'approche par
gels 2D discrimine entre les protéines ayant sabirdodifications post-traductionnelles
tandis que l'approche ICAT ne le peut qu'excepetiament et seul le ratio moyen des
isoformes est calculé.

Enfin, il est important de mentionner ici la di#éice dans les seuils de variation
pris en considération selon la stratégie. D'un,a@ité analyse sur la reproductibilité des
cartes 2D a montré qu'il était préférable de nesiciemer que les variations d'au moins
un facteur cing. De l'autre, I'analyse ICAT, gracga précision quantitative, a permis de
prendre en compte les variations a partir d'unefacteux. Ceci explique pourquoi la
seconde stratégie a mis en évidence un nombreatéines régulées trées supérieur a

celui issu de l'analyse par gels 2D.
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A.2. Nature des variations

Les deux approches ont révélé que les variatiatsodtance de la plupart des
protéines sont liees a linfection par le champigri bassiana Ceci s'explique
notamment par le mode d'infection et le développgnau pathogene dans les
drosophiles. D'un co6té, l'infection pBr bassianachampignon entomopathogéne, est
effectuée de maniére naturelle en couvrant lesoghokes de spores qui germent sur la
cuticule en occasionnant des lésions sévéres abanti & une réponse immunitaire
massive (Lemaitre et al., 1996). De l'autre c@¢,dactéries sont inoculées localement
par pigire dans le thorax. De plusMicrococcus luteusi Escherichia colibactéries
utilisées dans l'approche par gels 2D, ne sontogaties pour la drosophile. Ces
microorganismes ont été sélectionnés originellernentme modeéle d'infection par des
bactéries a Gram-positif et Gram-négatif, respeatient. D'ailleurs l'infection pét.
coli etM. luteus est maitrisée en moins de 12 h par la drosoflbémaitre et al., 1996;
Lu et al., 2001).

Nous avons regroupé les molécules détectées pdelrsapproches en familles.
Certaines ont un rdle connu ou fortement supposs ¢k défense de la drosophile
(GNBPs, PGRPs, TEPs, etc.), dautres sont de noxveandidats (molécules
sensorielles, antioxydantes, de liaison au calcmmdu métabolisme du fer). Les

protéines de fonction inconnues ou du métabolisém&ial ne seront pas discutées ici.

Il est intéressant de noter que depuis 2000, datéduencage du génome de la
drosophile, plusieurs équipes se sont intéresséed'étade transcriptomique
peptidomique ou protéomique de cet insecte. Celyses® complémentaires les unes
des autres, ont été publiées dans un laps de teegsapproché. Nous discuterons
également du recouvrement de ces différentes apgsoen axant sur les protéines

détectées lors de ma thése.
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B. Molécules dont le réle dans la réponse immunitee est connu ou

fortement supposé

B.1. Peptides antimicrobiens et DIMs

Parmi les protéines mises en évidence lors de ra@peoche protéomique, la
Drosomycine est le seul peptide antimicrobien détdde méme, uniquement six DIMs
sont observées (DIMs 3, 10, 12, 13, 23 et 33)i Gewt s'expliquer par le fait que la
plupart des peptides antimicrobiens et des DIM$ derpetites molécules ne possédant
pas de cystéines. Elles ne sont donc pas facileamahysées par les stratégies ICAT ou
2D utilisées ici.

La Drosomycine, produit du gen@G10810(également appelée Drosomycine
A), est détectée dans les échantillons de moudfestées paB. bassianatE. faecalis
ou elle est fortement surexprimée. L'approche gdeptique a révélé que cette
Drosomycine existe également sous une forme gly€esfrableau I, DIM 21). Le
peptide ayant servi a lidentification de la pro&icontient le site potentiel de
glycosylation mais la masse du peptide sélectiggoné la fragmentation indique qu'il
s'agit de la forme non glycosylée de la Drosomycine

Les approches biochimiques effectuées jusqu'a mirésavaient révélé que la
Drosomycine A dans I'hémolymphe des mouches aloeslg génome comporte sept
séquences codant ce peptide antimicrobien. Delgtuanalyses par puces a ADN ont
montré que le niveau des transcrits de deux Drosboray est surexprimé suite aux
infections microbiennes. Il s'agit de la Drosomygci et de la Drosomycine 5 (produit
du géne CG10812 surexprimées apres infections bactériennes egidars (De
Gregorio et al., 2001). Il est intéressant de notee I'analyse par ICAT permet de
détecter en plus de la Drosomycine A, non pas s@nycine 5, mais la Drosomycine
6 (produit du gen€G32268, surexprimée dans I'échantillon de mouches igéecpar
le champignon. Ceci illustre bien les différencesil gpeut y avoir entre le niveau
d'expression des ARN messagers et celui des pestéin

Les deux Drosomycines ont été identifites de mani@on ambigué par
spectrométrie de masse, mais a partir de l'analytse seul peptide. C'est pourquoi,

comme nous l'avons vu précédemment, il est posgible ces molécules soient
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présentes dans les échantillons issus des autfestioams mais que le peptide
correspondant n‘ait pas été sélectionné lors dalyse par spectrométrie de masse.

B.2. Protéases

Le taux d'abondance de nombreuses protéases aflifiémapres infection
expérimentale. La plupart d'entre elles sont de¢épses a sérine ou des homologues.
Ces molécules représentent la seconde famille desgk plus représentée dans le
génome de la drosophile. Elle compte en effet 26bres dont 147 protéases a sérine
et 57 homologues. Ces protéases sont caractépaéese séquence signature centrée
sur trois acides aminés (Histidine - Acide aspadig Sérine), formant la triade
catalytique, inclus dans des séquences tres caeeMAAIC, DIAL et GDSGGP,
respectivement). Le terme "homologues” de protéasestrine est utilisé car ces
molécules possédent de grandes similarités de ségwec les protéases a sérine des
cascades protéolytiques d'Arthropodes, mais lia&tanzymatique n'est pas conservée
car un ou plusieurs résidus de la triade manquéRd3s et al., 2003). Cependant, il a
été montré chez certains Invertébrés, que ces loguwes peuvent avoir une activité
antimicrobienne, par exemple chez le moustigugambiag(Dimopoulos et al., 1997)
ou chez la limule (Kawabata et al., 1996). lIs pruegalement intervenir au niveau de
la reconnaissance du pathogene chez I'oursin (Hetaalg 2000).

Parmi les molécules détectées lors de notre étidégmique, 20 sont des sérine
protéases (13) ou homologues (7) dont 17 sont @éégule maniére significative aprées
infection. Parmi elles, 12 sont des protéases aadwmnclip telle que Perséphone
(produit du géneCG63673 qui a déja été décrite pour son rble dans laachsc

d'activation extracellulaire de la voie Toll (Ligggakis et al., 2002a).

B.2.1. Protéases a sérine a domaine clip

Le domaine clip a été nommé d'apres la forme emldome qu'il peut adopter.
Sa fonction exacte n'est pas connue mais pountaitvienir dans l'interaction protéine-

protéine. Ce domaine est activé par coupure prgigok entre le domaine clip et le

domaine catalytique, les deux domaines restantplagsun pont disulfure (Jiang and
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Kanost, 2000). Les protéases a domaine clip régubte cours de cette analyse
protéomique sont, pour la plupart, fortement suriex@es apres l'infection fongique en
commun ou non avec d'autres infections. Cette fandié protéases fait l'objet d'une
thése en cours au laboratoire, au travers d'un@elpp de type "génes candidats”, ou 28
protéases de drosophiles ont été clonées et surgdgwin vivo dans des lignées de
mouches transgéniques. La surexpression de dented'elles induit une activation
constitutive de la voie Toll (produits des gen&s2045et CG589§ et une troisieme
présente un phénotype de mélanisation spontanéegujpdu genecG9373 (D. Rabel,
communication personnelle). Ces trois protéined siétectées lors de l'analyse par
ICAT. Elles sont surexprimées aprés infection fongi en commun avec d'autres
infections ou non. La protéine issue du g&®2045est I'une des deux protéines
surexprimées apres toutes les infections mais beauglus fortement apres l'infection
par B. bassianatandis que le taux d'abondance du produit du ¢ge6®&372 est
augmenté apres infection fongique et diminué ajnfestion par le DCV. Ce dernier est
d'ailleurs trouvé surexprimé sur le gel 2D de gamétreite aprées infection par le
champignon. Le produit du géen€G5896 détecté par ICAT uniqguement apres
stimulation parB. bassianaest aussi surexprimé de maniére significativétude de

ces trois protéases est toujours en cours au laera

B.2.2. Molécules potentiellement impliquées dansctivation de la

prophénoloxydase

Parmi les protéases détectées lors de l'analygéogmnique, certaines sont des
enzymes putatives d'activation de la prophénolosgd®PAE). Les PPAEs activent le
précurseur prophénoloxydase (PPO) en phénoloxy(d®@ lors de la réaction de
mélanisation (Soderhall and Cerenius, 1998). Clegtains Arthropodes, des protéases
a sérine a domaine clip, possédant deux cystéingaénentaires et conservées dans
leur domaine catalytique permettant la formatiaimddont disulfure, sont impliquées
dans la coupure de la PPO (Jiang and Kanost, 206Q)énome de la drosophile code
11 protéases a sérine ou "homologues" possédartys&sines et qui sont donc des
PPAEs putatives (Ross et al.,, 2003). Une analyseppees a ADN a revélé que

I'expression des transcrits de cinq d'entre el&#saagmentée suite a une stimulation
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immune (De Gregorio et al., 2001). Parmi ces mdésuquatre sont également
détectées lors des analyses protéomiques. Troissswexprimées suite a l'infection

fongique (produits des gen€$s16705 CG1102et CG306§ en commun ou non avec

d'autres infections. La quatrieme (issue @335095, détectée uniquement dans les
infections parA. tumefacien®t E. faecalis n'est surexprimée de maniere significative
que suite a linfection par la bactérie a Gram-tiegBes lignées mutantes pour

certaines de ces protéases ont été testées awtt@bmrpar I'équipe de Jean-Marc
Reichhart. Ainsi, parmi les mutants testés, seuf@dtéine codée par le geG&3066a

été identifiée comme impliquée dans l'activationadBO (Leclerc et al., soumis).

B.2.3. Métallopeptidases a zinc

Il est intéressant de noter que malgré le grandonerde protéases régulées au
niveau transcriptomique (De Gregorio et al., 20&ding et al., 2001), aucun membre
de cette famille n'a été observé dans les autrpsoelpes. Pourtant, dix protéases
détectées au cours de notre analyse protéomiquedssnmétallopeptidases a zinc.
Deux groupes de métallopeptidases a zinc se digittigchez les Mammiferes : les
molécules de la famille de la néprilysine (NEPteltes de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine (ACE). La drosophile possede desdhmguies dans les deux catégories
de peptidases (Isaac et al., 2000).

Chez les Mammiferes, NEP est une glycoprotéine manalire responsable de
I'inactivation métaboliqgue de peptides en circolatiou dans le cerveau. Tous les
membres de la famille de NEP ont en commun d'éhibés par le phosphoramidon et
le tiorphan. Cette caractéristique, trés conseatéeours de I'évolution, a été tres utile
lors de la caractérisation des molécules possédaatactivité néprilysine chez les
Invertébrés. Les spécificités de substrat des NfePgertébrés et Invertébrés sont tres
conservées, coupant la liaison peptidique adjacnoie groupe de résidus hydrophobes
se trouvant du c6té N-terminal. Le génome de |aajrbile code 24 molécules de la
famille des NEPs. Le role principal de ces molésdst I'inactivation de neuropeptides
et d'hormones (Turner et al., 2001).

L'ACE est une dipeptidyl carboxypeptidase respoesale la conversion de

I'angiotensine | en angiotensine Il, vasoconstnicfiissant, ainsi que de l'inhibition de
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la bradykinine, peptide vasodilatateur, par coupdes dipeptides C-terminaux. De
maniére générale, 'ACE possede une forte affpuotdr les acides aminés basiques (His,
Arg et Lys). L'ACE est une protéine membranaireteiment glycosylée. Elle est
caractérisée par deux domaines posseédant chacsiteuactif, differant I'un de l'autre
notamment par la spécificité du substrat. Chezdaaphile, les homologues de I'ACE
sont ANCE (angiotensin converting enzyme) et ACBRglotensin converting enzyme
related). Leurs séquences présentent environ 608srditude avec les domaines N- et
C-terminaux de I'ACE mais se distinguent de cetmiére par le fait qu'elles sont
sécrétées, peu glycosylées et ne possedent quisitseactif.

Chez les Vertébrés et certains Invertébrés, deéaul@s possédant une activité
dipeptidyl peptidase ont été impliquées dans lautaithn de la réponse immunitaire.
Ainsi, chez les Mammiferes, CD26, une dipeptidyptmase IV, est impliquée dans la
coupure de cytokines et autres peptides fonctienrabrogeant ainsi leur activité
(Nemoto et al., 1999). De plus, l'angiotensine égule la réponse immunitaire
inflammatoire des Mammiféres notamment en actilaptolifération et le recrutement
de cellules immunocompétentes ou en stimulant dymtion de médiateurs de
l'inflammation (Suzuki et al., 2003). Des moléculhs systeme rénine-angiotensine
(angiotensine Il, récepteur 1 de l'angiotensineA€E) participent également a la
modulation de la réponse immunitaire de la sang$wromyzon tessulatuet de la
mouleMytilus edulis(Salzet et al., 2001).

Au cours de notre analyse protéomique, dix molécalgpartenant a la famille
des métallopeptidases, peptidyl dipeptidases, @sguant une activité proche (alanyl
aminopeptidase et carboxypeptidases), ont été tdésecParmi ces molécules, le taux
d'abondance de six est modifi€¢ de maniére sigtificaaprés une ou plusieurs
infection(s). Deux sont réprimées (produits deseg&G6806et CG8359 et quatre
surexprimées (issues des ger@810593 CG1195]1 CG11034 et CG4933 apres
infection. On retrouve notamment ACER surexprimdieesa l'infection paB. bassiana
tandis que la concentration de ANCE ne semble pasngodifiée suite aux stimuli
étudiés.

La variation d'abondance d'un grand nombre de ¢ieeges de la famille de NEP

ou de I'ACE, en plus de leur implication dans desc@ssus immunitaires chez les
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Vertébrés, permet de spéculer l'importance des culdé de cette famille dans les

mécanismes de défense des insectes.

B.3. Inhibiteurs de protéases

Le taux d'abondance de 14 inhibiteurs de protéasenmdifié suite aux
infections expérimentales : quatre sont des irduig de protéases a sérine (serpines),
six sont des inhibiteurs de type Kunitz, deux deetiazal et deux sont des inhibiteurs
de protéases a cystéine (de la famille des cysttin

Les serpines sont des protéines d'environ 350 aablies aminés partageant
une structure commune, composée de trois feupletie huit a neuf hélices et d'une
boucle RCL (Reactive Center Loop), située du cétér@inal, qui contient le site de
coupure reconnu par la protéase cible. Contrairermanmécanisme d'inhibition des
autres inhibiteurs de protéase de type Kunitz owzaKaformant des complexes
réversibles avec leur protéase cible, les sergiadfcipent a un complexe covalent ; ce
sont des "inhibiteurs suicides" (pour revue, Sitvan et al., 2001). Parmi les serpines
régulées, on retrouve Necrotic (NEC), un des compissessentiels de la cascade
protéolytique conduisant a I'activation du récepiiall. Cette protéine est surexprimée
72 h apres infection fongique mais pas 6 h aprasiktion par les bactériéd. luteus
et E. coli. De maniére intéressante, une analyse par Wesl@rmtilisant un anticorps
anti-NEC a permis de détecter sur gel 2D apregtiofe fongiqgue un deuxieme spot
immunopositif. Ce spot, situé a 45 kDa alors qumddécule native posseéde une masse
moléculaire de 54 kDa, a été identifié comme éterdt forme tronquée de NEC. Une
comparaison des profils de masse de la moléculérentu clivée indique que la
coupure se fait dans la partie N-terminale. Cepetdia site exact de coupure n'est pas
encore localisé. Ces résultats sont en accord @gegadonnées récemment obtenues au
laboratoire et en cours de publication (Pelte esalimis).

Deux autres serpines sont surexprimées apres iofeftingique, le produit du
geéneCG18525(SPN5) et celui du genéG6687 Ce dernier, présent uniquement sur le
gel 2D apres infection p&. bassianasemble étre également tronqué dans la partie N-

terminale. En effet, la masse moléculaire obseeatenférieure a celle de la molécule
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entiere d'environ 10 kDa et les 100 premiers acadesés n'ont pas été détectés par
I'analyse par MS.

Enfin, la protéine issue du ge@G9453(SPN4), qui n'est détectée que dans
I'échantillon d'hémolymphe de drosophiles infeciggsle DCV, est réprimée.

Il est intéressant de noter que la plupart desitehirs de protéases identifiées
lors des analyses transcriptomiques sont trés pumegs suite aux infections
bactériennes (De Gregorio et al., 2001; Irving kt 2001). Dans notre cas, ces
molécules sont plutdt détectées dans I'hémolymphelrdsophiles aprés l'infection
fongique. Cependant seul le niveau d'expressida 8 N5 a été trouvé régulé dans les
deux types d'approches et peut étre comparé ;nieeau de variation semble assez
corrélé.

Il est important de souligner ici que seule I'agpe par électrophorese 2D
permet la détection de molécules clivées et pligelaent de molécules possédant des
modifications post-traductionnelles. En effet, ifiédence observée entre la masse et/ou
le pl théorique d'une protéine et ceux observésleswgel 2D donne une premiére
indication de la modification. De plus, le taux decouvrement obtenu lors de
l'identification par spectrométrie de masse MALDDH, souvent trés bon, permet
d'étudier les peptides portant la modification ¢estimer si la coupure a lieu dans la
partie N- ou C-terminale. L'approche ICAT se limael'analyse des modifications

portées par les peptides possédant des cystéines.

L'importance du systéme protéases/inhibiteurs d#épse dans la réponse
immunitaire de la drosophile n'est plus a démonti2e nombreux composants
impliqués dans la cascade d'activation extracéltulde la voie Toll sont encore a
découvrir. Les molécules surexprimées suite auectidns par les bactéries a Gram-
positif et/ou les champignons sont des candidaésaasants pour lesquels une analyse

approfondie devra étre menée.
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B.4. Molécules de reconnaissance du pathogene

B.4.1. Gram-negative binding proteins

La molécule la plus fortement induite (facteur T@s de I'étude par gels 2D
correspond a une "GNBP-like" (Gram-Negative Bindimgtein-like), produit du gene
CG13422 Cette protéine ne possede pas de cystéine n'alidonc pas été détectée par
I'approche ICAT. Cette protéine appartient a laillendes GNBPs mais differe des
autres membres par manque du dom@hggucanase. La premiere GNBP a été isolée
chezBombyx moribu son implication dans la liaison aux bactéri€ram-négatif lui a
valu son nom (Lee et al., 1996). Depuis, de nonga@e@tudes ont montré que d'autres
protéines de cette famille n'étaient pas impliqueetusivement dans la reconnaissance
des bactéries a Gram-négatif (Kim et al., 2000)revplus du tout. En effet, dans
I'introduction de ce manuscrit, l'implication deudeGNBPs dans la voie Toll a été
mentionnée. Une mutation dans le gewmris, codant GNBP1 (produit du géne
CG6895, bloque l'activation de la voie Toll en réponse dactéries a Gram-positif
mais pas aux bactéries a Gram-négatif ni aux chgmops (Gobert et al., 2003). Une
mutation dans le généades (CG5008, codant GNBP3, a permis de montrer
I'implication de GNBP3 dans la reconnaissance dampignons (Gottar et al., 2002).

Des analyses transcriptomiques ont révélé quévean d'expression de I'ARN
messager du geneéG13422est augmenté 6 h aprés les infections Epacoli ou M.
luteusaussi bien que 72 h apres stimulation BabassiangdDe Gregorio et al., 2001,
Irving et al., 2001). Encore une fois, nous remarguqu'au niveau des protéines les
résultats divergent. En effet, le taux de variatitencette "GNBP-like" est augmenté
suite a l'infection fongique mais est invariableespstimulation paE. coliou M. luteus

Le produit du geneCG13422 phylogénétiquement plus proche de GNBP3
(Figure 27), pourrait étre un autre membre de hailfa des GNBPs impliqué dans la

voie de signalisation activée par les champignons.
La surexpression tres importante de cette molgradenicroarrays (facteur cinqg)

et surtout par gels 2D (facteur 70) apres infectiongiqgue a amené I'équipe de

Dominique Ferrandon a initier une étude fonctiolnale cette "GNBP-like". Un
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Figure 27 : Structure schématique et distribution fhylogénétique des GNBPsReprésentation schématique de la structure
des GNBPs (A), caractérisée par un domaine de fia@mop-1,3 glucane et un domaine catalytigfeylucanase. La
distribution phylogénétique du domaine de fixatarp-1,3 glucane de certain@&SRP et GNBPs est représentée en (B). La
GNBP-like est encadrée en jaune ; les autres GNBRiraophile sont encadrées en vert. L’alignemeétéaréalisé par
Marie Gottar au laboratoire a I'aide du programme Meam en utilisant la méthode ClustalW (matrice deSies de
Gonnet). Il montre que le produit du gene CG134&2phylogenétiquement plus proche de GNBP3 que des aetres
GNBPs.
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anticorps dirigé contre la protéine a été obtena permis de confirmer par Western
blot sa forte surexpression 72 h apres infectionBpdassiananais pas 6 h apres les
infections parM. luteusou E. coli. Des lignées de mouches transgéniques invalidées
pour le geneCG13422ont été établies et la survie de ces mutants -vis-ales
différentes infections est en cours d'étude. Dessaphiles surexprimant le gene

CG13422seront également étudiées.

B.4.2. Peptidoglycan Recognition Proteins

Les PGRPs sont des molécules de reconnaissanceptdqglycane (PGN). Le
PGN est le composant principal de la paroi desébi@st a Gram-positif. On le retrouve
également dans la paroi des bactéries a Gram-hégais minoritaire (20%) et situé
sous une large couche de LPS. Les PGRPs présemesimilitude de séquence avec
le lysozyme du bactériophage T7, qui hydrolyse @NP Certaines PGRPs sont
dépourvues d'activité enzymatique en raison d'ubstiution d'acides aminés dans leur
domaine catalytique et servent donc uniquement décules de reconnaissance
(Dziarski, 2004).

La famille des PGRPs chez la drosophile compte é®iones dont sept sont des
PGRPs courtes (PGRP-S (Small)) et six des PGRRmidsn(PGRP-L). Les PGRP-S
sont caractérisées par la présence d'un domaind® PG peptide signal, suggérant
gu’il s’agit de molécules extracellulaires, et nesgedent pas de domaines
transmembranaires. La sous-famille des PGRP-L ast pétérogéne, puisqu’elle
regroupe des molécules hydrophobes potentiellememansmembranaires,
intracytoplasmiques ou sécrétées (Royet, 2004).

Lors d'un crible génétique réalisé au laboratolféquipe de Julien Royet a
identifié une lignée mutant&emmelweitsem), dans un géne codant une PGRP courte,
PGRP-SA (Michel et al., 2001). Les muta&RP-SA™ présentent une sensiblité
accrue aux infections par des bactéries a GrantHpetsi'expression de la Drosomycine
est abolie suite a des infections par ce type de#ébas. Ces individus réagissent
cependant comme des mouches sauvages aux infefci@igues ou par des bactéries a

Gram-négatif. PGRP-SA est une protéine circulaniargtie une voie de signalisation
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spécifique aux infections par des bactéries a Quasitif aboutissant & I'activation de
Toll (Gobert et al., 2003; Michel et al., 2001).

Lors de I'analyse de I'hnémolymphe des drosophéed'gpproche ICAT, PGRP-
SA a été détectée uniqguement dans I'échantillaciéfpar le DCV. Sa concentration
est invariable suite a cette infection. Comme plas30% des protéines détectées par
ICAT, PGRP-SA a été identifiée par spectrométrigrdesse grace a l'analyse d'un seul
peptide, ce qui peut expliquer le fait de ne patélacter dans les autres échantillons.

Un autre membre de la famille des PGRP-S, PGRP-&RInis en évidence par
I'approche ICAT. L'abondance relative de cette ok est augmentée de maniére
significative suite a la stimulation par les deaxtéries a Gram-positif et tres fortement
suite a linoculation &. tumefaciens(Gram-négatif). Le niveau d'expression des
transcrits est en accord avec celui de la prot@eeGregorio et al., 2001; Irving et al.,
2001). Il a été montré que PGRP-SB1 posséde umessipn inductible et est exprimée
principalement par les cellules du corps gras, megau est également synthétisée la
plupart des peptides antimicrobiens (Steiner, 20840 implication dans la réponse

immunitaire devra étre étudiée plus particuliéretnen

B.4.3. Facteurs de croissance des disques imaginaux

Cette famille de molécules putatives de la recasaaice du pathogene est bien
représentée dans cette analyse protéomique. Tacisufs de croissance des disques
imaginaux (IDGFs, Imaginal Disc Growth Factors) erdi leur taux d'abondance
augmenter suite a l'infection pBr bassiana&n commun avea. tumefacien§iDGF2 et
3) ou paB. bassianaeule (IDGF4).

Le génome de la drosophile code au moins cing I0GH trois sont organisés
en cluster (IDGF1, 2 et 3). Ces molécules dériveed chitinases pour lesquelles
I'activité catalytique aurait été perdue mais lassovation partielle du site permet
encore la liaison aux oligosaccharides (Varelal.et2802). Il est intéressant de noter
gu'une molécule de la famille des chitinases (ptatlugeneCG521( est détectée dans
I'analyse par ICAT. Elle est surexprimée spécifigaat suite a l'infection fongique. La
surexpression de ces molécules apres linfection EBa bassianasuggere leur

implication dans les mécanismes de défense cadrehlampignons. De plus, le fait que
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les IDGFs, en comparaison avec les chitinasest pemlu l'activité catalytique mais
conservé la liaison aux oligosaccharides en font ms candidats pour la

reconnaissance des champignons.

B.5. Molécules similaires aux protéines du compléme

Deux protéines appartenant a la superfamille dds2a@acroglobuline, TEP2
et TEP4 (Thiolester Containing Protein 2 et 4),tsiétectées lors de cette approche
protéomique.

Chez la drosophile, six génes codent des TEHFER1a dTEP§ dont quatre
possedent un site thioester parfaitement cons&igarge 28). Trois d'entre eud TEP],

2 et 4) voient leur transcription augmentée apres inbectactérienne (Boutros et al.,
2002; De Gregorio et al., 2001; Irving et al., 200agueux et al., 2000). Toutes les
TEPs de drosophile possédent un peptide signalratsecrétées dans I'hémolymphe
(Meister and Lagueux, 2003). Chez le moustiqugambiae plusieurs membres de la
famille des TEPs ont été identifiés (15 genes)géreaTEP1code une glycoprotéine
spécifique des hémocytes qui agit comme une opsaetifiavorise la phagocytose de
certaines bactéries a Gram-négatif (Levashina.g2@D1). De plus la liaison de aTEP1
avec la bactérie se fait au niveau du site thiogatmutissant a la coupure de aTEPL.
De maniere intéressante, le spot correspondanf4d Blr gel 2D, induit aprés infection
par le champignoB. bassianareprésente une forme tronquée de la moléculeffen e
la masse moléculaire observée sur le gel est d@n@7 kDa alors que la protéine
entiere possede une masse moléculaire de 168 kbeaedouvrement de la molécule
observé lors de l'analyse par spectrométrie deemasglobe les résidus 1 jusqu'a 639,
indiquant ainsi que ce fragment correspond a laephrterminale de la protéine. Nous
n‘avons pas trouvé le site exact de coupure mais savons qu'il se fait apres le résidu
639. La protéine TEP4 détectée par I'approche@An) surexprimée suite a l'infection
parE. faecalis correspond plus probablement a la forme entieriaanolécule puisque
les peptides ayant servi a son identification méjesgu'au résidu 995.

Une autre étude différentielle protéomique, réaliggar 2D-DIGE (two-
dimensional difference gel electrophoresis), monjue TEP2 est surexprimée dans

I'hémolymphe des larves de drosophiles suite astimailation par du LPS (Vierstraete
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Figure 28 : Structure schématique de la région thicgter des TEPs.La protéine
TEP4 (168 kDa) est schématisée. La partie N-terfimiobservée par spectrométrie
de masse est représentée en bleu. Selon la masseutaok observée sur le gel 2D
(97 kDa), le site de clivage de la protéine seesitpres le résidu 639.
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et al., 2004). La masse apparente du spot corrdaporest également inférieure a la
masse de la protéine entiere indiquant que TEPAaitségalement coupée dans
I'némolymphe des larves. Dans I'approche par ICPHP2 est également détectée et
son abondance augmente apres infection par leskdmigries a Gram-positif testées.
L’étude des protéines a domaine thioester suggerelles jouent un réle
important dans les défenses antimicrobiennes. Ilgégule Marie Lagueux au
laboratoire a étudié cette famille de molécules.ddticorps anti-TEP4 a été construit
dans le but de rechercher le fragment complémentigna protéine contenant le site de
liaison. Une analyse différentielle par gels morobiglimensionnels, couplée a un
Western blot, sur des extraits de drosophiles otegrou mutantes poWldTEP4 et
infectées paB. bassianaa été initiée. Malheureusement, la faible quamé@énatériel

issue des extraits n'a pas permis d'obtenir desegeloitables.

C. Nouveaux candidats de la réponse immunitaire

C.1. Molécules sensorielles

L'étude protéomique a permis de mettre en avanbdereuses molécules de la
famille des OBPs (Odorant Binding Proteins). De lpar localisation spécifique dans
les tissus sensoriels, ces molécules sont conrueslgur réle dans la prise en charge
de molécules odorantes ou de phéromones. Récempertdajns membres de cette
famille ont été détectés dans des tissus non delsasu ils agissent comme
transporteurs de peptides hydrophobes (Graham anig$£) 2002).

Chez la drosophile, on compte 51 genes codant déscuales de cette famille
(Hekmat-Scafe et al., 2002). Une étude réalisélatzaratoire par Laurence Sabatier et
I'équipe de Jean-Luc Imler a permis de mettre @eéce deux phérokines de la famille
des OBPs impliquées dans la réponse antibactériehramtivirale de la drosophile
(PHK-2 et PHK-3), suggérant un role dans la recmsaace et/ou la neutralisation de
microorganismes (Sabatier et al., 2003). L'une ek ghérokines (PHK-2, produit du
gene CG11390 a éte trouvée par l'approche ICAT comme étangxguimeée dans
presque toutes les infections mais bien plus faeténapres l'infection virale. D'autres

membres de cette famille ont été détectés dane antlyse (cf. Tableaux Ill et IV). De
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maniére intéressante, trois des quatre OBPs détestit surexprimées apres l'infection
virale. En ce qui concerne I'OBP 99c, son tauxafidance est plutdt réprimé apres
infection fongique et pa®. saprophyticusDe telles observations indiquent que cette
famille de protéines mérite d'étre plus ampleméandiée dans le contexte de la réponse

immunitaire.

C.2. Peptidylglycinea-Hydroxylating Monooxygenase

Cette molécule a été détectée comme induite djmésction fongique dans
I'approche par gels 2D. Cette enzyme est impliqieses I'amidation C-terminale de
peptides, modification spécifique et nécessairaatabreux neuropeptides et hormones
peptidiques (Jiang et al., 2000).

Plusieurs peptides antimicrobiens de différentesnilfes structurales sont
amidés a leur extrémité C-terminale (Boulanger let 2002; Bulet et al., 1999;
Lorenzini et al., 2003; Silva et al., 2000). Chazfosophile la Cécropine posséde cette
modification post-traductionnelle et il est suppapé la Diptéricine est également
amidée comme chd2hormia(Bulet et al., 1995). Plusieurs exemples dangté&xdture
montrent une augmentation de l'activité antimioeobe grace a l'amidation ou au
contraire, une diminution si le groupement amide sgpprimé (Mor et al., 1994;
Subbalakshmi et al.,, 2001). Un des rbles les plaportants attribué a cette
modification C-terminale est une stabilité supémedes peptides amidés vis-a-vis des
protéases notamment les carboxypeptidases. Parsi D8Vs sécrétés dans
I'némolymphe de drosophile aprés piqlre septiquieisiqurs possedent cette
modification (DIMs 1, 2 et 4 , Tableau | (UttenvesilJoseph et al., 1998)). Notons
qu'aucune des études transcriptomiques ne mentienmariation de cette molécule
suite a une infection microbienne.

Ainsi, l'apparition de PHM sur les cartes 2D apf¥@sgection fongique nous
permet de proposer un rble essentiel de cette enzigns la maturation de molécules

effectrices.
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C.3. Molécules de liaison a la phosphatidyléthanataine

Le produit du gén€G17919 détecté uniqguement au cours de l'analyse
par gels 2D, est induit 6 h apres l'infection parluteus Cette molécule contient un
domaine "phosphatidylethanolamine binding” (PEBhelautre protéine contenant un
domaine PEB, issue du gea$518594 détectée par une analyse protéomique sur les
larves de drosophiles, est surexprimée suite stimellation par du LPS (Vierstraete et
al., 2004).

Les protéines PEB (PEBP) appartiennent a une fanmnés conservée possédant
des homologues chez de nombreux organismes (Siretséd, 2002). Malgré cela, peu
de choses sont connues sur le role des membrestigefamille et de nombreuses
fonctions sont suggérées comme la liaison deségi@®choentgen and Jolles, 1995),
I'inhibition de sérine protéases (Hengst et al.0130 ou la liaison de molécules
sensorielles (Pikielny et al., 1994). De plus, ilé&€ montré qu'une PEBP de
Mammiferes (RKIP pour Raf-1 Kinase Inhibitor Praofeinhibe I'activation de NkB,
le facteur de transcription nécessaire pour laxguession d'un grand nombre de génes
impliqués dans la réponse inflammatoire, aux ind@est bactériennes ou virales et a
d'autres stimuli liés au stress (Yeung et al., 200&s données laissent supposer un role
important des molécules de la famille des PEBRjquéierement dans la régulation de
nombreuses voies de signalisation dépendantes deBNEhez les Vertébrés et les
Invertébrés.

Encore une fois, cette famille de molécule n'émEt représentée lors des
analyses transcriptomiques. Seules des approcb&opriques ont permis de mettre en
évidence la régulation de ce type de protéines.

C.4. Molécules de la famille des immunophilines

Chez les Mammiféres, les FKBPs (FK-506 Bindingt@irs) forment, avec les
cyclophilines (CyPs), la grande famille des immumbpes. Ces deux sous-familles,
bien que possédant une structure trés différemaftagent deux propriétés communes :
(1) une activité rotamase de type peptidyl-prolgltransisomérase (PPlase), catalysant

le repliement et le réarrangement de protéines,(2¢tla capacité a fixer des
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immunosuppresseurs : les FKBPs peuvent fixer le 0BK§également nommeé
tacrolimus) et la rapamycine tandis que les Cy$ capables de fixer la cyclosporine
A (CsA).

Les deux complexes FKBP/FK506 et CyP/CsA régulestwbies signalétiques
qui sont calcium-dépendantes. En effet, la cible urpole complexe
immunophiline/immunosuppresseur est la calcineyrinene sérine/thréonine
phosphatase qui est calcium- et calmoduline-dépeadad.a calcineurine régule la
translocation de facteurs nucléaires de cellulesclivées, étape essentielle pour
I'expression des génes de cytokines dans les ellulactivées (Matsuda et al., 2000).
De plus, des études récentes ont montré que laeCEAFK506 permettent de bloquer
I'activation des voies JNK et p38 (Matsuda and ksoy2003).

Lors de [lanalyse protéomique, une FK506-Bindingoténs, FKBP-2
(également nommée FKBP-12), voit son abondancdivelaugmentée suite a une
infection parA. tumefacienst parB. bassianalLa cyclophiline 1 est également détectée
mais son abondance est invariable a la suite fiedions testées.

Une autre molécule de la famille des PPlase estée surexprimée, 24 h aprés
infection par un meélange de bactériés coli et M. luteus, dans une étude
transcriptomique sur la sangsiiberomyzon tessulatufiefebvre et al., 2004). De
méme, lors d'une étude protéomique récente suatess de drosophile, la parvulin-
like PPlase est surexprimée aprés infection nagubsictérienne (de Morais Guedes et
al., 2005). Ces molécules, impliquées dans diftér@nocessus cellulaires importants
chez de nombreux organismes, pourraient donc fmatiaux mécanismes de défense

des Invertébres.
C.5. Molécules de liaison au calcium
Lors de notre étude, il est intéressant de natergjusieurs protéines régulées
possédent un domaine de liaison au calcium. Leiuwnlest I'un des messagers

intracellulaires les plus anciens et les plusaé#li Peu colteux énergétiquement, il est

impliqué dans de tres nombreux processus biologique
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C.5.1. Sarcoplasmic Calcium-binding Protein et $€Bted protein

La SCP1 est surexprimée spécifiquement apresdtinfe parS. saprophyticus
Les molécules de la famille des SCPs, impliquées da morphogenése musculaire,
ont en commun de lier le calcium grace a un dom&Rehand (Hermann and Cox,
1995). Une autre molécule issue de l'analyse p&TIQoroduit du géneCG6426,
surexprimée apres infection par tumefaciensB. bassianaet E. faecali§ possede ce
domaine patrticulier.

Les domaines EF-hand sont caractérisés par la mo&sé'un motif hélice-
boucle-hélice dans leur séquence d'acides amirg@s$iaison du calcium au domaine
entraine un changement de conformation conduiskntégulation d'un large spectre de
protéines cibles. Le plus souvent, le déplacemamedhélice par rapport a l'autre
permet de créer une zone hydrophobe a la surfada geotéine ; mais la grande
diversité de conformations permet de proposer dabneuses interfaces favorisant
l'interaction avec différentes enzymes (kinase®sphatases), des récepteurs ou des
lipides (Bhattacharya et al., 2004; Yap et al.,99€es caractéristiques suggérent que
les protéines possédant ce type de domaine pejovgmtun role clé notamment dans la

régulation des cascades de signalisation.

C.5.2. Alpha-amylase

L'a-amylase de drosophile posséde également un domili@son au calcium.
Cette enzyme, trés répandue dans l'ensemble duemament, est impliquée dans
I'hydrolyse des glucides complexes en sucres piysless.

Chez la drosophile, deux genes codent waanylase : 1eCG18730code k-
amylase proximale (AMY-p) et |I€G17876code lh-amylase distale (AMY-d). Les
deux protéines sont détectées lors de notre anglys&omique. AMY-d est
surexprimée cing fois sur les gels 2D suite augdtibns paB. bassianaet M. luteus
AMY-p est l'une des deux protéines surexprimées fa¥tement aprés toutes les
infections testées lors de lI'approche ICAT.
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Une étude récente met en avant l'importance de#fsnu¢ sucres dans la
reconnaissance des pathogenes chez la drosophikugposait que chez la drosophile,
le LPS des bactéries a Gram-négatif était respbmsial'activation de la voie IMD. Or,

il a eté montré recemment que le LPS n’induit pasébonse quand il est injecté dans
la drosophile et qu'en fait, le systéme immunitaieela drosophile est capable de faire
la différence entre le PGN des bactéries a GrariiHpes celui des bactéries a Gram-
négatif (Kaneko et al., 2004; Leulier et al., 2003 PGN est formé par la répétition
d'un motif de deux sucres aminés, la N-acétylglaouse (GICNAc) et l'acide N-
acétylmuramique (MurNAc) (Figure 29). Le résidu Mc porte un tétrapeptide dont
le troisieme acide aminé differe chez les bactéigSram-positif et les bactéries a
Gram-négatif. Dans le PGN des bactéries a GranHpast acide aminé est une L-
Lysine, tandis que dans celui des bactéries a Gugatif, on trouve un résidu
diaminopimélique (DAP). On parle de Lys-PGN et dAFDPGN. La présence ou
'absence du résidu DAP dans le PGN apparait commeilément majeur de la
discrimination entre bactéries a Gram-négatif etdrées a Gram-positif (Leulier et al.,
2003). Il a été montré récemment qu'en plus deésilu, des éléments de la chaine
sucrée pourraient participer a cette discriminatitmeffet, une équipe du laboratoire de
Bruno Lemaitre a mis en évidence que la forme &nhBydro” du MurNAc, présente
naturellement a I'extrémité de la chaine peptidggmble jouer un réle important dans
la reconnaissance du PGN des bactéries a Gramindégateffet, si les polymeéres de
PGN sont dégradés par des enzymes telles que kesmaases, qui coupent la liaison
B-1,4 entre les résidus MurNAc et GIcNAc, l'actieatide la voie IMD est diminuée
(révélée par une diminution du niveau d'expresdmia Diptéricine). En revanche, si le
PGN est clivé par une transglycosidaseEdeoli, SItY, qui génére des muropeptides
similaires a ceux obtenus apres coupure par leamidases, mais avec la particularité
de former la liaison "1,6 anhydro” a chaque fos, vioie IMD est alors activée
efficacement (Stenbak et al., 2004).

Il reste encore a éclaircir comment la voie IMD tpeconnaitre un constituant
bactérien "enfoui" sous une couche de LPS. On ipsaginer que du PGN est relargué
lors des divisions bactériennes, ou que la parotéb@nne est altérée par d'autres
mécanismes provoquant la libération de PGN (Leeliexl., 2003).
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Figure 29 : Structure schématique du peptidoglycaneLe peptidoglycane est un
polymeére complexe composé d'une longue chaine forpaé la répétition de deux
sucres aminés : la N-acétylglucosamine et l'acidacBtylmuramique. Le troisieme
acide aminé L-Lys de la chaine latérale est retalans le PGN des bactéries a Gram-
positif tandis que le L-DAP est retrouvé surtouhside PGN des bactéries a Gram-

négatif et des bacilleB'aprés Royet 2004.
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Ces résultats permettent d'imaginer l'importance mlecessus de dégradation
des sucres dans la formation de motifs de recoseraie des pathogenes ou l'activité
glucanohydrolase dextamylase pourrait trouver sa place. Le fait quéegetotéine soit

surexprimée suite a un large spectre d'infectishse@ accord avec cette hypothese.

D'autres études protéomiques sur la drosophile emteten évidence des
molécules de liaison du calcium : par exemple, pnetéine de la famille des
régucalcines est libérée dans I'hnémolymphe dedagmeréponse a une injection par du
LPS (Vierstraete et al., 2004).okglucosidase, contenant un domaine EF-hand, et la
calmoduline sont également modulées dans la fracticléaire de cellules mbn-2, 30
min apres traitement par du LPS (Loseva and Engst?2004).

Peu de choses sont connues quant a la dépendanda déponse
immunitaire de la drosophile vis-a-vis du calciunaisnle fait de trouver plusieurs

protéines de ce groupe suggére un intérét padiculi

C.6. Molécules antioxydantes et métabolisme desilijes

De maniere naturelle, le métabolisme a tendancercélupe des dérivés
radicalaires lors de divers processus physiologigq@ehagocytose, mélanisation,
encapsulation mélanotique, réactions énergéticetes). Ces radicaux libres, a dose
raisonnable, sont utiles pour I'organisme et peuwvearvenir dans des mécanismes de
défense ou comme médiateurs tissulaires. Cepentaaimulation ou la production
excessive de ces dérivés résulte en une toxicitéecdaquelle I'organisme va devoir
lutter. En effet, les radicaux libres peuvent caules dommages cellulaires notamment
sur les lipides insaturés, les protéines ou ledesanucléiques. Ainsi, chaque organisme
posseéde une balance antioxydants/prooxydants ugtde régulée (Le Bourg, 2001).

L'un des processus produisant le plus de radidbuesl est le métabolisme des
acides gras. Lors de notre analyse protéomique &Rcmes impliquées dans ce
métabolisme ou dans la liaison des lipides son¢atées. Le taux d'abondance de
certaines est diminué tandis que d'autres voiemtdencentration augmentée suite aux
infections testées. D'une part, la répression decutes du métabolisme des lipides

pourrait suggérer que l'organisme agressé tenténdier la production de dérivés

101



Discussion

radicalaires libérés lors de ce processus. D'aqudrg la surexpression de molécules
impliqguées dans le transport des lipides pourraitef partie d'un mécanisme de
détoxification par élimination des lipides attaques les radicaux libres, renforcant
ainsi lI'action de molécules endogénes antioxydaR@sni les molécules de liaison aux
lipides, le taux d'abondance d'une protéine dedraiau rétinoide et aux acides gras
(RFABP pour Retinoid and Fatty Acid Binding Protegmoduit du gen€G11064 est

pourtant diminué suite a l'infection p&: saprophyticusll a été suggéré que cette
protéine, qui appartient a la famille des proapgimwrines, est impliquée dans le
transfert d'électrons, participant ainsi a la patiun de dérivés radicalaires (Duncan et
al., 1999). Cette information conforte notre prami@ypothése concernant la limitation
de la production de molécules impliquées dans desepsus libérant des radicaux

libres.

Chez la drosophile, de nombreuses protéines somtlignées dans la
détoxification des radicaux libres (catalase, #iimxines), possedent une activité
antioxydante (superoxide dismutases, peroxidasespaticipent a la réparation de
dommages éventuellement causés par ces dérivégrieszle réparation de I'ADN).
Lors de notre étude par ICAT, au moins dix molésudgant une activité antioxydante
ont été détectées dont six sont surexprimées dereagignificative suite a différentes
infections. Certaines de ces protéines ont égalemi@ntrouvées surexprimées dans
d'autres analyses protéomiques chez la drosoptdeMorais Guedes et al., 2005;
Loseva and Engstrom, 2004; Vierstraete et al., OD4 maniére intéressante, Ha et
collaborateurs ont récemment étudié l'importanaesda réponse immune épithéliale
d'une molécule antioxydante, qu'ils ont nommés (R@nune-Regulated Catalase). En
effet, des mouches présentant une expression eédaiir cette protéine, produit du
gene CG8913 sont plus sensibles a des infections par ingeste nourriture
contaminée (Ha et al., 2005). IRC, que nous retsossurexprimée suite a toutes les
infections exceptée pab. saprophyticyssemble donc jouer un rdle majeur dans
I'interaction héte-pathogéne et dans la protead®mtinfection au niveau de l'intestin de
drosophiles.
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C.7. Molécules impliquées dans le métabolisme durfe

Le taux d'abondance de deux molécules impliquées lamétabolisme du fer,
la transferrine (TSF) et la ferritine, varie suiteine infection expérimentale. Plusieurs
formes modifiées de la transferrine sont visuaisser gel 2D et apparaissent sous
forme d'une série de spots espacés les uns des alenviron 0,2 unités de pH (72
kDa, pl 6,8 a 7,5). Le taux d'abondance de cesrisws est inchangé six heures aprés
les infections bactériennes testé&s ¢oli et M. luteud mais toutes sont fortement
surexprimées apres l'infection fongique. En revandé taux d'abondance des deux
sous-unités de la ferritine diminue apres infecfamgique.

Dans le génome de la drosophile trois génes codesttransferrines (TSF1,
TSF2 et TSF3 encodées par les gene€$186 CG10620et CG3666 respectivement).
Les pl et masses moléculaires des trois TSF sanpatibles avec les gammes utilisées
pour les gels 2D et toutes les trois possedentyiEgines, cependant seule la TSF1 a
été détectée lors de nos différentes expériencasalyse par puces a ADN montre
pourtant que les transcrits de deux TSF (TSF1 &2JSont surexprimés suite a des
stimuli immuns : TSF1 est surexprimée apres stittaafongique et TSF2 est
surexprimée uniquement apres piqlre septique ([2gdsio et al., 2001). Le fait de ne
pas retrouver les autres TSF dans I'hnémolymphelsephiles peut étre da au fait que
la concentration des TSF2 et TSF3 est trop faibler @gtre détectée par nos approches
ou que les temps d'infection étudiés ne sont pHisamment longs pour obtenir une
surexpression amenant les TSF a un niveau déteatabk I'hémolymphe.

La TSF, composant majeur du sang des Vertébrésjmgdiquée dans le
transport du fer tandis que la ferritine est impéiq dans son stockage. Chez les
Invertebrés, le réle de ces deux molécules n'estinga bien connu mais la TSF et la
ferritine sembleraient toutes deux étre impliquéeta fois dans le stockage et le
transport du fer. Concernant les pathogenes, léécmes de liaison au fer participent
au processus d'interaction avec I'h6te. Par exerieété montré que des molécules
impliquées dans le transport du fer cl@arratia marcescensont essentiels pour sa
virulence lors de l'infection du nématoG@aenorhabditis elegan&urz et al., 2003).

Par ailleurs, il a été observé chez la drosopHilke enoustiqueAedes que la

concentration de TSF est modifiée dans certaineditons de stress ou d'infection. En
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effet, chez ces insectes, la TSF est surexprim@ée suune infection bactérienne
(Yoshiga et al., 1999; Yoshiga et al., 1997) etiégant lors de I'encapsulation de vers
filaires (Beerntsen et al., 1994). Ceci est en amte@vec le rdle bactériostatique de la
TSF qui, en séquestrant le fer circulant, le remdisponible pour la croissance des
bactéries infectieuses. De plus, il a été monte lguactoferrine, molécule cationique
de la méme famille que la TSF, possede des forectmtimicrobiennes et prévient la
formation de biofilms pa®treptococcus mutars Pseudomonas aerugino@erlutti et
al., 2004; Singh et al., 2002). Les résultats deenanalyse constituent le premier
exemple de régulation de la TSF d'insecte suiteedinfection fongique, suggérant que
cette molécule de liaison au fer pourrait égalenpanticiper a la réponse immunitaire
contre les champignons.

Une analyse par PCR quantitative sur des drosapmiatantes affectées a
différents niveaux des voies de signalisation dalllMD a permis de confirmer que la
régulation de la TSF est liée a la voie Toll pusqles mutantspz ou dif ne
surexpriment plus la TSF aprés infection Babassianatandis que les mutants pour la
voie IMD se comportent normalement. De maniere remgnte, les drosophiles
mutantes pour des protéines en amont de $BAEt GNBPJ se comportent comme
des mouches sauvages pour l'expression de la T&§ben@ant, I'étude des doubles
mutantspshGNBP3 semble montrer une diminution forte de I'expressie la TSF
apres infection par le champignon. Ce résultatinppnéaire intéressant, qui pourrait
mettre en évidence une complémentarité de fonetdre les voies de signalisation des
champignons passant par PSH et GNBP3 lors de datémn de la transferrine, mérite
d'étre approfondi.

L'inhibition de la traduction de la TSF a été igg&in vivo par injection d'’ARN
double brin et la survie des drosophiles a été&desipres infection par différentes
bactéries. Les drosophiles injectées ne semblantpatrer de susceptibilité accrue aux
infections par les pathogenes testés. Cependdatjtinoter que l'inhibition de la TSF
par injection d'’ARN double brin n'est pas total®%® et que les transcrits résiduels

peuvent suffire a maintenir I'activité de la TSF.

En plus de la surexpression des différentes forohesla TSF, linfection

fongique pourrait également induire la coupure etecmolécule. En effet, plusieurs
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spots induits apres infection pBr bassianasont identifiés comme des fragments de
TSF. Nous avons étudié la spécificité du clivagéadESF et montré qu'il n'est pas di a
I'action d'une protéase fongique mais probablendenin processus endogeéene de la
drosophile.

Jusqu'alors, aucune étude mentionnant le réle algmients de TSF dans la
réponse immunitaire des Invertébrés n'avait étéitdecChez les Vertébrés, le lien
potentiel entre les mécanismes de défense et agménts de TSF a été évoqué lors de
plusieurs publications. Deux études montrent quefdgments de 'ovotransferrine de
poulet posseédent des activités antimicrobiennesfraliment cationique présentant un
motif structural proche des Défensines d'insecteTAR®92 (OvoTransferrin
Antimicrobial Peptide-92), posséde une activitétmuales bactéries a Gram-négatif en
causant des dommages membranaires (lbrahim &08I0). Deux autres fragments de
I'ovotransferrine possedent une activité antivif@&ansanti et al., 2005). Une troisiéme
étude, réalisée chez le poisson rouge, indique apge formes tronquées de TSF
induisent la production d'oxyde d'azote par desrapmages apres stimulation par du
LPS, contrairement a la TSF entiére (Stafford et2001). Les auteurs présentent un
modele d'activation de la réponse antimicrobieregrdacrophages de poissons par une
molécules non cytokine (i.e. la TSF) (Stafford &@edosevic, 2003) et indiquent que ce
mode de réponse existe également chez les Mammiif@wafford et al., 2004).
Récemment, une étude chez le moustiuaegyptimontre que la TSF de cet insecte
est également coupée de maniére reproductible lelselarves de quatrieme stade et
dans les ovaires des adultes aprés la prise dyas e sang (Harizanova et al., 2005).
De plus, la TSF de moustique possede en 5' plesgias putatifs de liaison au facteur
de transcription NRkeB, médiateur de la réponse immunitaire des insediesis ne
savons toujours pas si les fragments de TSF pasisade activité biologique, mais ces
données, en combinaison avec nos résultats, sugdere=ment un réle de ces produits

de clivage dans la réponse immunitaire des dipteres
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le but de mon travail de these était de réaliserc@mplément des approches
transcriptomiques et peptidomiques déja effectuéas laboratoire, une analyse
protéomique des molécules de I'hémolymphe de dhigspavant et aprés infection.
Les analyses transcriptomiques ont permis d'obtenirgrand nombre de genes
candidats dont le niveau d'expression varie suite iafections. Cependant, il était
essentiel d'effectuer une analyse directe du taakoddance des protéines dans
I'némolymphe au vu des divergences souvent obtezntes le niveau d'expression des
transcrits et celui des molécules correspondabeglus, I'analyse protéomique permet
de cibler les protéines dans leur état fonctiorleln moment donné, impliquant
souvent des modifications post-traductionnellesertsslles pour l'activité de ces
protéines. L'approche que j'ai mise en place aorddbire est basée sur deux stratégies
complémentaires : I'une repose sur I'électrophobidienensionnelle et l'autre sur le
marquage isotopique différentiel des protéines. sNawons mis en évidence de
nombreuses molécules dont la concentration relatasge de maniére significative

apres différents types d'infection expérimentale.

Un probléme qui se pose lorsque I'on étudie unga®cs aussi vaste que la
réponse immunitaire est lié a I'exhaustivité dedhgse. En effet, sans méme parler de
I'énorme diversité des protéines d'un organismacunie des approches utilisées au
cours de ma thése posséde ses limites propres nisd@mment au seuil de détection ou
a la nature des protéines étudiées. Ainsi, comnus flavons évoqué, I'électrophorése
2D n'est pas adaptée a l'analyse des protéineshdesf masses moléculaires (<15 kDa)
ou de masses moléculaires élevées (>150 kDa), d@sires présentes en faible
abondance ainsi que des protéines hydrophobesinCasvenients sont partiellement
résolus grace a l'approche ICAT, mais celle quesreons utilisée ne cible que les
protéines possédant des cystéines. Cependantnblsedvident que la détection de
certaines molécules échappent a ces deux stratégas exemple les protéines
hydrophobes et ne possédant pas de cystéines)pl@ies peuvent étre impliquées
dans des mécanismes importants de la réponse ir@nenila détection d'un
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maximum de protéines est donc essentielle pouor@céhension d'une problématique
telle que I'étude des molécules impliquées danspanse immunitaire de la drosophile.

Un grand nombre des problemes liés aux deux mékbgies utilisées peuvent
étre, sinon résolus, largement améliorés. Toutodthbun effort peut étre porté sur
I'étude des protéines présentes en plus faibleecration et généralement considérées
comme étant parmi les plus importantes (protéireségulation, de transduction du
signal, etc.). L'utilisation de bandelettes & ganteepH étroites (jusqu'a une unité de
pH) permet de charger une plus grande quantit@at#itions sur les gels 2D et donc de
détecter des protéines de faible concentration.sNawons d'ailleurs montré que
l'utilisation des bandelettes de pH 5,5-6,7 augmémtnombre de spots détectés dans
cette méme zone par rapport a I'analyse sur batelele gamme 5-8. Des gammes
complémentaires pourront étre étudiées.

Des étapes de préfractionnement peuvent égaleniemtir&clues avant les
analyses augmentant les chances d'observer |esna®tfaiblement représentées mais
également permettant d'étudier des sous-ensemblegraléome. Par exemple, on
parlera de I'étude du phosphoprotéome si on analgdectivement les molécules
phosphorylées. Ceci peut se faire par exemple gm@acene précipitation par
immunoaffinité a l'aide d'anticorps reconnaissapécgiquement certains résidus
phosphorylés, ou encore par modifications chimigdes sites de phosphorylation
permettant, grace a la fixation d'une étiquettepuaification par colonne d'affinité.
D'autres modifications post-traductionnelles petirédre ciblées par ce type d'approche.

D'autres méthodologies sans gel, complémentaiepprbche ICAT, permettent
également d'analyser un échantillon complexe escgéhnant des résidus spécifiques.
L'utilisation de marqueurs ciblant d'autres acidesnés que les cystéines (méthionine
et tryptophane par exemple) peuvent étre utilisesagporter des informations
supplémentaires. On peut citer également la chagraphie diagonale ciblée sur
I'analyse unique des peptides N-terminaux (COFRAP&Qr COmbined FRActional
Dlagonal Chromatography). Par le fait de ne séeactr que le peptide contenant le
résidu N-terminal d'une protéine, cette méthode@ogbermet de simplifier
considérablement I'échantillon avant l'analyse l[parMS/MS et donc d'observer un
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plus grand nombre de protéines. Cependant cett@ieder méthode possede

I'inconvénient de ne pas apporter d'informationgjtegtive.

Il est essentiel de retenir que nous ne sommeprpagd'avoir a notre disposition
une méthodologie unique permettant d'étudier lalitétdes protéines d'un organisme.
Seule l'utilisation combinée de différentes stri&geut nous approcher de ce but. Il
est donc important de savoir quelles informationasnsouhaitons obtenir par I'étude
protéomique. Si le but est d'obtenir la liste lasptompléte possible des protéines d'un
échantillon d'intérét, la stratégie basée sur |dNMES de par son grand rendement et la
possibilité d'automatiser les analyses, est la mffcace. En revanche, si nous
souhaitons étudier des modifications occasionn@esup changement biologique, la
méthodologie par gels d'électrophorese, par le dalelle permette d'observer des
changements "inattendus" sur nos gels (modificataba pl et/ou de masse moléculaire
traduisant des modifications post-traductionnelldss coupures protéolytiques, des

complexes protéine-protéine), reste a I'heureetietgans rivale.

Bien que non exhaustive, la stratégie protéomigise en place au cours de ma
thése, associant I'analyse par gels 2D et I'ICAlqua de méme permis de mettre en
évidence un trés grand nombre de candidats domalyse pourra améliorer nos
connaissance des mécanismes de défense de lalitesgp effet, le taux d'abondance
de plus de 170 protéines varie de maniere sigtificeadans I'némolymphe de
drosophiles a la suite d'au moins une infectionéexmentale. Certaines ont un role
connu ou fortement supposé dans la défense deosamhile (GNBPs, PGRPs, TEPs,
etc.), d'autres sont de nouveaux candidats (mp&gtaases a zinc, molécules de la
famille des immunophilines, protéines sensoriebggioxydantes, de liaison au calcium
ou du métabolisme du fer).

Plusieurs de ces protéines sont en cours d'étudabawmatoire. C'est le cas
notamment des protéases a sérine a domaine ckpmdéécules de la famille des
PPAEs et de la "GNBP-like". Cependant d'autres idamsl présentent un intérét
particulier car leur implication dans les mécanisnde la réponse immunitaire des
insectes était insoupconnée jusqu'alors. L'analgsees nouveaux candidats pourra étre

menée en mettant a profit la puissance de la dhilgoppomme outil génétique. En effet,
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des approches classiques de biologie moléculaide gf¢nétique permettront d'étudier
I'implication de ces candidats dans la réponse initaite, notamment en observant les
éventuels phénotypes des drosophiles présentargarteeou un gain de fonction pour

ces molécules.

Enfin, I'approche protéomique, au-dela de la miseéeidence de nouveaux
candidats, devrait permettre d'aller plus loin déargalyse des mécanismes de défense
de la drosophile, notamment grace a l'étude dewaictions protéine-protéine. La
recherche de partenaires, au sein de complexesidonels, des différents candidats
identifies au cours de ma these devrait ouvrir deiveaux horizons dans la

compréhension de la réponse immunitaire.
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ANNEXE 1 :

Liste des amorces utilisées

1. PCR guantitative

RP 49

Nom : Fly ribosomal protein 49ens23-mer
Séquence: GACGCTTCAAGGGACAGTATCTG
Nom : Fly ribosomal protein 4@nti-Sens19-mer

Séquence: AAACGCGGTTCTGCATGAG
Drosomycine

Nom : Drosomyciné&ens25-mer

Séquence : CGTGAGAACCTTTTCCAATATGATG
Nom : Drosomyciné\nti-Sens18-mer
Séquence: TCCCAGGACCACCAGCAT
Diptéricine

Nom : DiptericineSens20-mer

Séquence : GCTGCGCAATCGCTTCTACT

Nom : DiptericineAnti-Sens19-mer

Séquence : TGGTGGAGTGGGCTTCATG
Transferrine (TSF)

Nom : TSFSens20-mer
Séquence : CGATCCCAAGGTCTATTTGG
Nom : TSFANti-Sens20-mer

Séquence : CGCTCGATCACATCCTTGTA

2. Injection d'ARN double brin

Transferrine (TSF)

Nom : TSFSens22-mer+
Séquence : ACCCATTTATCGCCTGTGTGTG
Nom : TSFANti-Sens22-mer+

Séquence : ACGCCATCCTCGCACAGATATT
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Annexe 2 : Gel synthétique de I'ensemble des spadgntifiés par
approche 2D
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ANNEXE 2 : Gel synthétigue de I'ensemble des spoidentifiés par approche 2D
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Représentation synthétiqgue d'un gel 2D rassembdaités les protéines de I'hémolymphe de
drosophiles ayant été détectées au cours de ma.tlidss protéines ont des masses
moléculaires comprises entre 17 et 114 kDa, destpaoélectriques entre 4,7 et 8,8 et des
valeurs d'hydropathie comprises entre -0,739 et0,L'identité des protéines est regroupée
dans le tableau suivant. Les lignes grisées carrelgmt aux spots absents des cartes

contréles, c'est-a-dire aux spots détectés uniguieapees une infection.



Masse

Identité du géne Abréviation Nom moléculaire pl hydroephob|
(Da)

1 CG 11661 Nc73EF Neural conserved at 73EF 113625 6.52 -0.328
2 CG 11661 Nc73EF Neural conserved at 73EF 113625 6.52 -0.328
3 CG 10363 TeplV Thiolester containing protein IV 168543 5|51 8.4
4 CG 9244 Acon Aconitase 85399 8.49 -0.318
5 CG 5397 70934 6.44 -0.12
6 CG 6186 + CG 5779Tsf1+Bc Transferrin 1 + Black cells 71812 669 -0.4169
7 CG 6186 + CG 5779Tsfl+Bc Transferrin 1 + Black cells 718012 6{69 -0.4469
8 CG 18135 86749 7.1 -0.344
9 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 71812 6.69 -0.46P
10 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 71814 6.69 -0.469
11 CG 6186 + CG 8193|Tsfl Transferrin 1 + CG8193 718012 6|69 -0.469
12 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 71814 6.69 -0.469
13 CG 12140 65989 6.17 -0.275
14 CG 5165 Pgm Phosphogluconate mutase 60766 6.25 -0.138
15 CG 15825 58037 6.45 -0.329
16 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6]69 -0.469
17 CG 4347 UGP UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 8850 7.23 -0.28%
18 CG 17337 53164 5.43 -0.326
19 CG 8586 49633 5.66 -0.28B
20 CG 6917 Est-6 Esterase 6 61125 5.57 -0.378
21 CG 3752 57014 6.37 -0.214
22 CG 7430 53084 6.41 0.03¢4
23 CG 7430 53084 6.41 0.03¢%
24 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6169 -0.469
26 CG 11154 ATPsyn$ ATP synthasé 54109 5.14 0.034
27 CG 11154 ATPsyng ATP synthasé 54109 5.14 0.034
28 CG 5390 44820 5.32 -0.36
29 CG 17876 Amy-d Amylase distal 5378( 5.47 -0.313
30 CG 17876 Amy-d Amylase distal 5378( 5.47 -0.313
31 CG 14935 67014 5.1p -04
32 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6169 -0.469




33 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6/69 -0.469
34 CG 17654 Eno Enolase 54310 8.68 -0.23p
35 CG 17654 Eno Enolase 54314 8.68 -0.23p
36 CG 5162 44427 6.22 0.00B
37 CG 4475 Idgf2 Imaginal disc growth factor 2 491p9 6(08 -0.809
38 CG 4475 Idgf2 Imaginal disc growth factor 2 491p9 6(08 -0.809
39 CG 4475 Idgf2 Imaginal disc growth factor 2 491p9 6(08 -0.809
40 CG 17654 Eno Enolase 54310 8.68 -0.23p
41 CG 17654 Eno Enolase 54310 8.6$ -0.23p
42 CG 17654 Eno Enolase 54314 8.68 -0.23p
43 CG 1102 43704 6.27 -0.53¢
44 CG 1102 43704 6.27 -0.53¢
45 CG 1857 nec necrotic <tronquée> 53727 6.82 -0.337
46 CG 7176 Idh Isocitrate dehydrogenase 52%89 1.16 -01301
47 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6/69 -0.469
48 CG 5154 Idgf5 Imaginal disc growth factor 5 50108 6.32 -0.355

49 CG 1106 Gel Gelsolin cleaved? 98274 5.11 -0.442

50 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6/69 -0.469
51 CG 6050 EfTuM Elongation factor Tu mitochondrial 53992 8.24 -0.275

52 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6169 -0.469
53 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6}69 -0.169
54 CG 6687 48775 6.29 -0.198
55 CG 6687 48774 6.29 -0.198
56 CG 1857 nec necrotic 53727 6.8p -0.337
57 CG 1857 nec necrotic 53727 6.82 -0.337
58 CG 1106 Gel Gelsolin 98274 5.11 -0.442

59 CG 3127 Pgk Phosphoglycerate kinase 43862 7.01 0.049
60 CG 4559 Idgf3 Imaginal disc growth factor 3 49265 7|12 -0.897
61 CG 5178 Act88F Actin 88F 41704 5.29 -0.17p
62 CG 5178 Act88F Actin 88F 41700 5.29 -0.17p
63 CG 9456 Spnl Serine protease inhibitor 1 41079 5.51 -0.098

64 CG 18525 SpnS Serine protease inhibitor 5 48476 .37 -0{314
65 CG 3731 51874 5.67 -0.178

66 CG 2915 51057 5.76 -0.425




67 CG 2915 51057 5.76 -0.425

68 CG 4847 40767 5.75 -0.139

69 CG 11963 54804 8.82 -0.262

70 CG 16705 43947 5.92 -0.136

71 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6]69 -0.469
73 CG 3832 Phm Peptidylglyciner-hydroxylating monooxygenas 40564 5.7 -04416
74 CG 9372 46121 5.68 -0.34f7

75 CG 4929 Argk Arginine kinase 61264 7.12 -0.491

76 CG 15293 36699 7.77 -0.538
77 CG 15293 36699 7.7y -0.538
78 CG 4929 Argk Arginine kinase 61264 7.12 -0.491

79 CG 4929 Argk Arginine kinase 61264 7.12 -0.491

80 CG 4929 Argk Arginine kinase 61264 7.12 -0.491

81 CG 7780 DNasell Deoxyribonuclease |l 41340 6/06 -0.513
82 CG 7780 DNasell Deoxyribonuclease I 41340 6/06 -0.513
83 CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6}69 -0.469
84 CG 10467 39621 6.11 -0.393

85 CG 9453 Spn4 Serine protease inhibitor 4 47666 %.66 -0f111
86 CG 6058 Ald Aldolase 43243 6.63 -0.236

87 CG 6058 Ald Aldolase 43243 6.63 -0.236

88 CG 6058 Ald Aldolase 43243 6.63 -0.236

90 CG 11459 378771 6.55 -0.403
91 CG 9042 Gpdh Glycerol 3 phosphate dehydrogenase 3p684 6.17 4/0.04
92 CG 9042 Gpdh Glycerol 3 phosphate dehydrogenase 3p684 6.17 4/0.04
93 CG 9042 Gpdh Glycerol 3 phosphate dehydrogenase 3p684 6.17 4/0.04
94 CG 9042 Gpdh Glycerol 3 phosphate dehydrogenase 3p684 6.17 4/0.04
95 CG 9042 Gpdh Glycerol 3 phosphate dehydrogenase 3p684 6.17 4(0.04
96 CG 9042 Gpdh Glycerol 3 phosphate dehydrogenase 3p684 6.17 4/0.04
97 CG 6084 40119 8.01 -0.35B

98 CG 11876 39351 7.66 0.0411

99 CG 6058 Ald Aldolase 43243 6.63 -0.23b
100 |CG 18067 2623( 5.07 -0.452

101 [CG 6058 Ald Aldolase 43243 6.63 -0.23b
102 |CG 2216 FerlHCH Ferritin 1 heavy chain homologue 231146 5.59 24{0.




103 |CG 2216 FerlHCH Ferritin 1 heavy chain homologue 231146 5.59 24{0.
104 |CG 14207 20847 5.67 -0.621

105 |CG 1633 Jafracl thioredoxin peroxidase 1 21738 5.52 -0j207
106 |CG 17919 22641 5.76 -0.401

107 |CG 1469 Fer2LCH Ferritin 2 light chain homologue 25342 5.89 295

108 |CG 1469 Fer2LCH Ferritin 2 light chain homologue 25342 5.89 AL

109 |CG 1469 Fer2LCH Ferritin 2 light chain homologue 25342 5.89 295

110 |CG 1469 Fer2LCH Ferritin 2 light chain homologue 25342 5.89 295

111 |CG 12055 Gapdhl Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase|1 50353 8.25 0.08
112 |CG 6030 ATPsyn-d ATP synthase, subunit d 20p01 6.1 -0.739

113 |CG 6030 ATPsyn-d ATP synthase, subunit d 20p01 6.1 -0.739

114 |CG 1469 Fer2LCH Ferritin 2 light chain homologue 25342 5.89 295

115 |CG 1721 Pglym78 Phosphoglyceromutase 28H73 5.41 -0.505
116 |CG 1721 Pglym78 Phosphoglyceromutase 28573 5.41 -0.505
117 |CG 1721 Pglym78 Phosphoglyceromutase 28b73 5.41 -0.505
118 |CG 6186 Tsfl Transferrin 1 <tronquée> 71812 6}69 -0.469
119 |CG 4929 Argk Arginine kinase 61264 7.12 -0.491
120 |CG 3481 Adh Alcohol dehydrogenase 27161 7.73 0.177

121 |CG 15848 Scpl Sarcoplasmic calcium-binding protein 1 21647 .71 -0.494
122 |CG 7592 Obp99b Odorant-binding protein 99b 17188 6.1 -0{364
123 |CG 7584 Obp99c Odorant-binding protein 99c¢ 17188 6.1 -0J|364
124 |CG 11315 17552 7.5% -0.01B
125 |CG 13422 17131 6.9y -0.546
126 |CG 7584 Obp99c Odorant-binding protein 99c¢ 16999 1.58 -0[381
127 |CG 7584 Obp99c Odorant-binding protein 99c¢ 16999 1.58 -0[381
128 |CG 7584 Obp99c Odorant-binding protein 99c¢ 16999 1.58 -0[381
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Annexe 3 : Liste des protéines détectées par ICAT ggulées aprés
infection par un mélange bactérien

L'hémolymphe de drosophiles 6 h aprés infectionymamélange bactérien (E. coli +

M. luteus) a été analysée par la stratégie ICAE. fagix de varations sont calculés par
le programme ASAPRatio en effectuant le rappomtefisité des ions porteurs de
l'isotope |éger / lourd. Les cases grisées corragut aux protéines dont I'abondance
relative augmente d'au moins un facteur deux (< dy5) aprés infection. Les cases
noircies correspondent aux protéines dont I'aborelaelative diminue d'au moins un

facteur deux (> ou = 2) apres infection. Les vaeaxtrémes (0 ou 9999) correspondent
a des protéines totalement induites ou absentés ape infection.

Les protéines ont été classées par famille.
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Masse Point Valeur
Identité Nom Fonction moléculaire Moléculaire isoélectrioue d'hydrophobie proba ratio stdev
4'€ l(GrRAVY)
[Protéases
CG6692 Cysteine proteinase-1 nucleic acid binding, cathepsin L activity 41601 4.7 -0.483 1 0.3 0.05
CG3088 sermg-type enQopeptldase activity; structural 26884 75h 0141 099 05 0.22
constituent of riboson
CG10593 rAeTSt'gze”S'”'com’ert'”g eNZYN eptidyl-dipeptidase A activity, zinc ion binding 0= 5.92 04% 1 0.5 0.05
CG8827  |Angiotensin converting enzyriaC 1o Pinding; — peptidyl-dipeptidase activit 70914 5.0P 047 1 0.5 0.24
peptidyl-dipeptidase A activit
CG3775 zinc ion binding; metalloendopeptidase actiyity 3737 6.49 -0.219 0.98 0.4 0.78
[Inhibiteurs de protease
CG10031 serine-type endopeptidase inhibitor activity, 14373 9.45 0440 0.85 0.5 0.11
protease inhibitor activi
CG33103 |Papilin metallopeptidase activity, serine-type 312664 4.4p 0713 1 0.5 0.38
endopeptidase inhibitor activ
CG15369 cysteine protease inhibitor activity 13160 5.59 0{106 1 1.22
CG1262  |Accessory gland peptide 62 Protease inhibitor activity, serine-type 1257( 7.34 008 1 05 0.13
endopeptidase inhibitor activ
[Molécules de liaison ou de transport
OBP CG13873 Odorant-binding protein 56g |odorant binding 14137 6.21 -0.07 5.97
CG7584 Odorant-binding protein 99c¢ |odorant binding 16994 7.58 -0.391 0.34
Molécules d¢ Lo : |
liaison au |CG5730  |Annexin IX Sicrf'dr:nb'”d'”g' calcium-dependent phospholipid 550 477 -0.258 0.55
calcium g
CG12070 Saposin-related 105963 4.84 02 0.04
CG6426 calcium ion binding 17312 4.58 0.012 0.27
CG9297 calmodulin binding; calcium ion binding; 106090 4.09 -0.968 0.00
CG18730 Amylase proximal calcium ion binding, alpha-amylase activity 53821 7.4 -0.318§ 0.10
A,utres CG1349 RN.A.blndmg, nucleic acid binding, catalytic 21431 77b 0173 0.26
molécules de activity
liaisons ou Jeao6a | Heat shock protein cognate 471 Pinding, ATPase activity, unfolded protejn 71131 5.3 -0.416 1.36
transport bindinc
nucleic acid binding; ATP binding; helicage
CG6920 mutagen-sensitive 309 activity; DNA helicase activity; ATP- 166079 8.7p -0.684 0.9 0.5 0.11
dependent DNA helicase activity;




[CG4463  |Heat shock protein 23 |actin binding | 20629 5.55 0536 1 1.40
[Molécules du métabolisme général
CG9244 Aconitase aconitate hydratase activity 85398 g4.49 -0J318 1 0.p 0.12
CG9042 Glycerol 3 phosphate glyge_rol-3-phosphate dehydrogenase (NAD+ 39684 617 0.044 1 04 012
dehydrogenas activity
CG3127  |Phosphoglycerate kinase  |ProsPhoglycerate kinase activity, carbohydraje 43863 7.0L 0049 0.99 [ERZIM 2102
kinase activit
CG8893 Glyceraldehyde 3 phosphate gcheraldehyd_e-3-pho_s!ohate dehydrogenase 35364 8.56 0018 1 04 013
dehydrogenase (phosphorylating) activit
CG3001 Hexokinase A ATP binding; hexokinase activity 59228 5,65 -0.128 .960 3.30
CG11876 pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring 39351 7.66 0041 0.99 0.76
activity
[Autres molécules
CG1634 Neuroglian 143614 5.31L -0.548 1 0.1 0.00
CG1803 3536( 6.0p -0.197  0.89 [CIllcKe) 0.00
CG9027 superoxide dismutase activity, metal ion binding, 4o, 6.0p 01647 097 0.3 0.28
copper, zinc superoxide dismutase activity
CG5397 sterql O—acyltransferase activity, hydrolase 20934 6.4h 0.26
activity, acting on ester bor
CG5178 Actin 88F structural constituent of cytoskeleton 4100 b.29 4.04
CG4178 Larval serum protein B Zzzni;t reservoir activity, oxygen transporter 95914 541 0.23
ATP binding; cytoskeletal protein bindin
: . structural constituent of muscle; structural
! q -
CG17927 Myosin heavy chain constituent of cytoskeleton: ATPase activity, 224609 5.9 0.864 1 0.24
coupled; microfilament motor activit
unknown
20.36
0.59
3.81
0.08
0.45
0.00




Annexes

Annexe 4 : Liste des protéines détectées par ICAT eggulées aprés
infection par différents pathogenes

L'hémolymphe de drosophiles 24 h aprées infectiandpaumefaciensE. faecaliset S.
saprophyticus72 h apres infection p&. bassianau 48 h aprés infection par le DCV,
a été analysée par la stratégie ICAT. Les taux aetions sont calculés par le
programme ASAPRatio en effectuant le rapport disité des ions porteurs de l'isotope
léger / lourd. Les cases grisées correspondenpeateines dont I'abondance relative
augmente d'au moins un facteur deux (< ou = 0,Bsamfection. Les cases noircies
correspondent aux protéines dont I'abondance velaiiminue d'au moins un facteur
deux (> ou = 2) apres infection. Les valeurs ex&g€if® ou 9999) correspondent a des
protéines totalement induites ou absentes apremfewtion.

Les protéines ont été classées par famille.
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Identité du . . . Masse Point V‘aleur .
ene Nom Fonction moléculaire Moléculaire isoélectrique d'hydrophobie
9 au® 1 GRAVY)
Drosomycin A ion channel inhibitor activity 77572 6.59 0.0p
drosomycin-6 8151 8.1Y 0.033
Drosophila Immune induced molecule 3 410 8.94 0.874
Drosophila Immune induced molecule 10, 12, 13 29124 10.9p -0.706
Drosophila Immune induced molecule 23 11552 7.6 0.091
i)rosophlla Immune induced molecule 33 (Turandot 14220 476 0.1k
Turandot C 14296 5.06 -0.173
spaetzle Toll binding, morphogen activity, cytokine activity 37447 6.1 -0.703
peptidoglycan receptor activity; N-acetylmuratbyalanine
Peptidoglycan recognition protein SA amidase activity; pattern recognition receptdiviy; 2226( 6.58 -0.028
peptidoglycan binding;
Peptidoglycan recognition protein SB1 receptor activity, N-acetylmuramoyl-L-alanine ansdactivity, 20994 9.4 -0.438
peptidoglycan binding
persephone peptidase a_ct|V|ty_, _trypsm activity, serine-typelepeptidase activity, 42228 5 0b 0.0do
chymotrypsin activity
Ejaculatory bulb protein llI carrier activity 1454( 8.26 -0.547
Gram-negative bacteria binding protein 3 Gram-negdtacterial binding, pattern recognition recepittivity 55211 6 -0.51f7
Thiolester containing protein Il fser_lnfe-type N r_1d.opept|dase inhibitor activity; devspectrum protea 158348 6.1B -0.342
inhibitor activity;
Thiolester containing protein IV sugar p°”ef f.iCt_'v'ty; protease inhibitor adgii endopeptidase 168541 5.5 -0.43
inhibitor activity;
Protéases a séring . . . . . . -
domaine CLIP trypsin activity, serine-type peptidase activitiglymotrypsin activity 43649 7.06 -0.2p6
trypslln activity;  serine-type endopeptidasewsti chymotrypsin 41511 6.37 -0.249
activity;
trypsin activity, serine-type peptidase activithymotrypsin activity 46121 5.8 -0.347
PPAE trypsin activity, monophenol monooxygenase activattivity 43947 5.9p -0.135
DNA binding, trypsin activity, monophenol monooxygee activatoy
activity, serine-type endopeptidase activity, taaipgion factor 43704 6.2y -0.534
activity
trypsin actnvn_ty, monophenol monooxygenase activatdivity, sering 43124 6.18 0.3d3
carboxypeptidase activity, chymotrypsin activity
serine-type endopeptidase activity, chymotrypstiviag 39592 5.99 -0.20p
chymotrypsin activity 4482( 5.3p -0.398




Identité du
géne

A. tumefaciens B. bassiana DCV E. faecalis S. saprophyticus
Nom
proba| ratio stdev | proba| ratio stdev | proba| ratio stdev | proba| ratio stdev | proba| ratio stdev
Drosomycin A 1 0.1 0.06 1 0.2 0.06
drosomycin-6 0.97 0.2 0.04
Drosophila Immune induced molecule 3 1 1.0 0.19 1 0.7 0.34 0 NA NA
Drosophila Immune induced molecule 10, 12, 13 1 NA NA D NA NA
Drosophila Immune induced molecule 23 ] 0.1 0.08 0]1 050, 1 1.4 0.36 1 0.1 0.05 1 0.4 0.1
i)rosophlla Immune induced molecule 33 (Turandot 0.98 NA NA
Turandot C 0.96 NA NA
spaetzle 0.99 1.2 0.35 NA NA NA 0.98 1.8 0.34 0.94 0.3 0.0p
Peptidoglycan recognition protein SA 0.79 1.8 2.01
Peptidoglycan recognition protein SB1 0.98 0. 0.06 1 7 0] 0.12 0.88 0.5 0.1 0.94 0.3 0.1
persephone 1 0.3 0.04 0.76 0.4 0.22 1 1.3 0.22 1 1.3 0.3
Ejaculatory bulb protein Il1 1 0.4 0.06 1 0.4 0.19 il 0.1 Do 1 0.4 0.13 1 0.6 0.07
Gram-negative bacteria binding protein 3 0.31 1 0.7 0.24 1 0.7 0.19 1 1.0 0.1 1 1.4 1.G
Thiolester containing protein Il 1 1.0 0.19 1 0.4 0.04 0.94 0.3 0.1%
Thiolester containing protein IV 0.31 NA NA 0.99 NA NA 1 0.3 0.22 0.44 NA NA
SER7 1 0.4 0.19 1 0.1 0.09 0.99 0.3 0.07 1 0.2 0.04 0.p 0
0.92 0.4 0.2

1 1.9 0.37 1 0.3 0.04 0.9 0.41 1 1.3 0.18 1 1.3 0.34

1 0.6 0.16 1 0.2 0.09 1 0.8 0.04 1 0.2 0.09 ] 0.6 0

1 0.3 0.18 1 0.2 0.08 1 0.9 0.34 1 0.2 0.11 ] 0.8 0

1 0.9 059 | 0.97 0.4 0.11 1 0.9 0.2% 0 NA NA

0.98 0.4 0.07 0.94 0.6 0.88
1 0.7 0.31 1 0.4 0.07 1 0.6 0.29 1 0.4 0.7 ] 1.5 0




,:grtirnees proteases &CG8586 chymotrypsin activity 49633 5.66 -0.298
CG6639 serine-type endopeptidase activity, chymotrypstiviay 53182 6.97 -0.466
CG6361 tryps.ln activity; chymotrypsin activity; ses-type endopeptidase 4054 526 -0.084
activity;
cG11841 ;r():/tr:;ltr; activity, serine-type endopeptidase agtj\dhymotrypsin 35501 5 3h -0.2do
CG31326 serine-type endopeptidase activity, chymotrypstiviay 57228 6.48 -0.37p
serine-type peptidase activity; peptidase agtivi enzyme regulat
CG40160 activity; enzyme activator activity; chymapsin activity; 45646 5.46 -0.243
trypsin activity;
CG32833 serine-type endopeptidase activity, trypsin adtivit 297664 8.4b -0.192
CG9649 elastase activity, chymotrypsin activity, trypsictigity 56574 6.6% -0.404
serine-type endopeptidase activity; low-denigityprotein recepto
CG31217 activity; scavenger receptor activity; chymgpsin activity; 69437 5.44 -0.440
trypsin activity;
CG18563 serine-type endopeptidase activity; trypsinwtgti 3819 6.5/ -0.143
chitin binding; ATP binding; serine-type epéptidase activity;
trypsin activity; pancreatic elastase activityghymotrypsin
CG4821 Tequila activity; scavenger receptor activity; hydeagransporting ATP 308364 ® -0.693
synthase activity, rotational mechanism; hydmgansporting
ATPase activity, rotational mechanism;
z/ils(t:allopeptldases CG10593 Angiotensin-converting enzyme-related peptidyl-difdgse A activity, zinc ion binding 730p7 5{92 -0.4196
CG8827 Angiotensin converting enzyme 2|_nc |o.n binding; . pePtldyI-dlpeptldase activitypeptidyl- 70914 5.0p -0.427
dipeptidase A activity;
CG14526 thcii\(/)ii;elln-convertlng enzyme activity, zinc iondimg, neprilysin 79174 560 0547
CG4408 metallocarboxypeptidase activity, carboxypeptidasetivity 5438f 5.91L -0.343
CG11951 zinc ion binding, membrane alanyl aminopeptidasiiac 93562 4.91 -0.299
CG2915 carboxypeptidase A activity 51057 5.76 -0.475
CG8358 zinc ion binding; neprilysin activity 80824 5.9y -0.403
CG11034 dipeptidyl-peptidase IV activity 8450( 4.94 -0.397
CG4933 O-sialoglycoprotein endopeptidase activity; czion binding; 3843p 6.2 -0.1418
CG6806 Larval serum protein 2 nutrient reservolr activity, oxygen transportenag, 83344 5.87 -0.502
carboxypeptidase A activity
Autres protéases |€CG10938 Proteasome subunit endopeptidase activity 26887 4.9 -0.124
CG8392 1(2)05070 endopeptidase activity 24264 5.1p -0.138
CG6692 Cysteine proteinase-1 nucleic acid binding, catimepsctivity 41601 6.74 -0.443
CG4847 cathepsin K activity 44054 6.01 -0.130
[Inhibiteurs de protéase
Serpine CG9453 Serine protease inhibitor 4 serine-type endopeptidasbitor activity 4766p 5.46 -0.111
CG18525 Serine protease inhibitor 5 serine-type endopepid@sbitor activity 4847p 5.37 -0.314




Tequila

Angiotensin-converting enzyme-related

Angiotensin converting enzyme

Larval serum protein 2

Proteasome subunit

1(2)05070

Cysteine proteinase-1

Serine protease inhibitor 4

Serine protease inhibitor 5

0.99

0.98
0.96

0.74

11

0.5

0.7

1.3

0.9

1.6

1.2

11

1.1

0.7

2.8

0.6

0.16
0.08

0.11
0.36

0.34

0.31
1.26

0.71

0.76
0.08

2.82

0.1B

1 0.5 0.13
1 0.1 0.08
0.96 0.1 0.02
0.73 0.6 0.07
1 0.4 0.22
1 0.9 0.1
0.98 0.7 0.22
0.97 0.3 0.22
1 1.4 0.51
0.84 0.1 0.03
i 03 180
1 0.7 0.2
0 NA NA
1 0.7 0.12
0.89 0.5 0.25

1 1.0
1 0.4
1 0.7
1 0.9
o ofEEH
1 1.1
0 NA
1 0.6
1 0.9
1 0.8
1 0.7
1 0.9
0.8 0.4
0.81 1.0
1 0.8
0.98 1.8
0.98 0.5

0.13

0.14

0.26

0.25

0.39

0.1

NA

0.16

0.29

0.43

0.13
0.33

0.09

0.55

0.54

0.43
0.08

1 0.9
0.9 0.1
0.4 NA
1 0.5
0.3 NA|
0. 0.8
0.98 13
1 12
1 0.5
0.99 1.7
1 0.8
0.98
0.85 0.4
0.9 17
1 8

. 031

0.1
0.0

N

N/
0.22

NA

0.41

0.2

0.15

0.3
0.24

0.58
0.83

0.38

] 1.8
il 0.4
] 0.8
0.8 1.4
1 1.4
1 1.4
1 0.0
0.98 0.6
0 NA

0.21

0.28

0.02
0.52

NA
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Kunitz CG3513 serine-type endopeptidase inhibitor activity 991l 3p.5 0.024
CG16713 serine-type endopeptidase inhibitor activity 9078 2.5 0.137
CG10031 serlln.e-type endopeptidase inhibitor activity, peste inhibitor 14377 9.4k -0.4do
activity
CG33103 Papilin metallopeptidase activity, serine-type endopepédaBibitor activity 31266p 4.46 -0.7y3
CG16704 transporter activity, serine-type endopeptidaséitdr activity 9007 8.18 -0.097
CG31704 serine-type endopeptidase inhibitor activity 7475 5B.1 0.314
CG16712 serine-type endopeptidase inhibitor activity 8751 46.7 0.264
CG3604 serine-type endopeptidase inhibitor activity 141332 5| 4. -0.19
CG15369 cysteine protease inhibitor activity 13160 5.59 0.1d6
CG6953 fat-spondin Ztcrtl:\(;ttl;ral molecule activity; serine-type endmjmase inhibitor 8494¢ 6.38 -0.4ds
Kazal CG31758 serine-type endopeptidase inhibitor activity 8864 6B.1 0.104
Autres |,n hibiteurs CG8050 Cystatin-like cysteine protease inhibitor activity 13437 4.4p -0.098
de protéase
CG1262 Accessory gland peptide 62F protease inhibitor @gtigerine-type endopeptidase inhibitor actiyity 519 7.34 0.0B
[Molécules de liaison ou de transport
IDGF CG4472 Imaginal disc growth factor 1 imaginal disc growth factor activity, chitinasefaty, hydrolase 49376 6.79 -0.2d2
activity, hydrolyzing N-glycosyl compounds
CG4475 Imaginal disc growth factor 2 imaginal disc growth factor activity, chitinaseiaty, hydrolase 4915¢ 6.08 -0.3qo
activity, hydrolyzing N-glycosyl compounds
CG4559 Imaginal disc growth factor 3 imaginal disc growdttctor activity 49254 7.1p -0.397
CG1780 Imaginal disc growth factor 4 imaginal disc growdltctor activity 48604 7.65 -0.307
imaginal disc growth factor activity; chitinaaetivity; hydrolase
CG5154 Imaginal disc growth factor 5 activity, hydrolyzing N-glycosyl compounds; gritwfactor activity; 50108 6.32 -0.3p5
OBP CG2297 Odorant-binding protein 44a odorant binding 1586( 8.2 -0.290
CG30473 Odorant-binding protein 51a odorant binding 13354 8.2 0.085
CG11797 Odorant-binding protein 56a 15404 5.2 -0.4p
CG11218 Odorant-binding protein 56d odorant binding 14114 5.31 0.038
CG8462 Odorant-binding protein 56e odorant binding 141773 8.5 -0.086
CG13873 Odorant-binding protein 56g odorant binding 14137 6.2] -0.07
CG18111 Odorant-binding protein 99a odorant binding 15994 6.18 -0.145
CG7592 Odorant-binding protein 99b odorant binding 17189 6.1 -0.364
CG7584 Odorant-binding protein 99¢ odorant binding 16999 7.58 -0.391
CG1668 Pheromone-binding protein-related protein 2 pherarunding; phenylalkylamine binding; 16782 3.8 -0.424
FKBP CG11001 FK506-binding protein 2 FK506 binding, peptidyl-pybtis-trans isomerase activity 116466 7.85 -0§444
CG9916 Cyclophilin 1 pept@yl-prolyl cis-trans |som§r§se activity, cby-dependent 24666 9.3h 014>
protein kinase regulator activity;
Mqlecules de . CG15848 Sarcoplasmic calcium-binding protein 1 calcium iamding 216471 4.71 -0.494
liaison au calcium
CG17210 SCP-containing protein B 2928 6.11 -0.249




CG3513 1 1.1 0.38 1 1.1 0.57 1 0.9 0.19 1 1.1 0.1

CG16713 1 0.5 0.08 1 0.2 0.08 1 0.4 0.09 1 0.4 0.12 ] 0.8 0.B2
CG10031 1 1.0 0.18 1 0.8 0.1 1 0.6 0.14 1 0.7, 0.0B ] 1.4 0.14
CG33103 Papilin 1 0.7 0.8 1 0.4 0.13 1 0.6 0.41 1 0.9 0.34 ] 17 0.27
CG16704 1 1.2 0.28 1 0.5 0.13 1 0.9 0.04 1 0.9 0.1 ] 1.1 0.b2
CG31704 1 0.4 0.2 1 0.1 0.02 1 0.8 0.34 1 0.4 0.0y

CG16712 1 0.8 0.14 1 0.5 0.18 1 0.8 0.15 1 0.6 0.1¢4 ] 1.1 0.19
CG3604 0.98 0.5 0.08 0.47 NA NA 0.64 NA NA

CG15369 097 08 | 013| 1 008 | 066] NA | NA | 094 09| 02 1 15| 0.1
CG6953 fat-spondin 1 0.3 0.03

CG31758 1 05 1 11 | 038| 1 05| o029 1 06| 014

CG8050 Cystatin-like 1 0.7 0.13 1 0.4 0.14 1 0.7 0.14 0.99 0.8 0.f | 0.p ()
CG1262 Accessory gland peptide 62F 0.98 1.3 0.p L 0.8 0J03 1 15 234 1 1.6 0.22 1 1.6 0.11
Molécules de liaison ou de transport

CG4472 Imaginal disc growth factor 1 1 1.2 0.14 0.96 0.2 0.04 80f8 1.8 0.31 1 0.7 0.1 0 NA NA
CG4475 Imaginal disc growth factor 2 1 0.3 0.22 1 04 0.12 | 14 250. 1 0.7 0.25 1 1.8 0.32
CG4559 Imaginal disc growth factor 3 1 0.5 0.1 1 0.3 0.2 1 1.p 400 1 0.7 0.13 1 1.1 0.14
CG1780 Imaginal disc growth factor 4 1 1.0 0.23 1 0.3 0.8 | 0p 420 1 0.9 0.4 1 1.4 0.09
CG5154 Imaginal disc growth factor 5 1 0.8 0.11 1 1.0 0.18 0pP9 7 0] 0.09 1 0.6 0.29
CG2297 Odorant-binding protein 44a 1 0.6 0.29 1 1.4 0.43 D NA NA
CG30473 Odorant-binding protein 51a 0.94 0.46

CG11797 Odorant-binding protein 56a 1 1.1 0.48 1 0.2 0.11 L 02 0j051 0.5 0.07 .87 1.0 0.21
CG11218 Odorant-binding protein 56d 1 0.7 0.18 1 0.9 0.L | 0.p 0.p7 1 0.6 0.09 1 0.9 0.18
CG8462 Odorant-binding protein 56e 1 0.9 0.1p il 0.7 0.15 L 09 0.1 116 0.26 1 0.8 0.19
CG13873 Odorant-binding protein 56g 1 0.4 0.09 1 0.9 0.43 L (07} of14 1 0.6 0.25 .76 1.7 0.25
CG18111 Odorant-binding protein 99a 1 0.9 0.09 0.95 0.9 0.55 1 1|1 .140 1 1.2 0.13 1 1.9 0.3
CG7592 Odorant-binding protein 99b 1 0.7 0.34 1 1.3 0.19 | 06 0406 1 0.9 0.24 1 1.4 0.23
CG7584 Odorant-binding protein 99¢ 1 16| 046 1 1§ o041 | op  op61 10 | o21| 1 0.14
CG1668 Pheromone-binding protein-related protein 2 0 NA NA 0.98 1.3 0.5

CG11001 FK506-binding protein 2 1 0.5 0.1§ 1 0.4 0.0¢ 1 0.6 on L 0j8 .130 1 0.6 0.13
CG9916 Cyclophilin 1 1 0.7 0.08 [ 0.83 1.2 0.18 1 0.6 0.1 0 NA NA
CG15848 Sarcoplasmic calcium-binding protein 1 1 0.6 0.11 " 06 .220 1 1.0 0.43 1 0.6 0.13 1 0.5 0.58
CG17210 SCP-containing protein B 1 0.9 0.2 0.98 1.4 0.18 N (0} 73 0408 109 0.2 1 1.2 0.41




Molécules
antioxydantes

Liaison /
Métabolisme des
lipides

CG18730 Amylase proximal calcium ion binding, alpha-amylastivity 53821 5.4f -0.318

CG6426 calcium ion binding 17317 4.58 0.012

CG1803 regucalcin 3536( 6.0P -0.197

CG9138 _Notch bl.ndlng, structural molecule activity, reaapactivity, calcium 36939 51p 0344
ion binding

CG5803 Fasciclin 3 55884 5.18 -0.398

CG8913 peroxidase activity 7828( 6.98 -0.363

CG11793 Superoxide dismutase anuoxujant gctl.wty; copper, zinc superoxidsrdutase activity; 15694 567 0.11s
metal ion binding;

CG9027 superox!de d!smutase act!v!ty, metal ion bindingpper, zinc 19221 6.0b -0.1d7
superoxide dismutase activity

CG12013 PHGPx glutathione peroxidase activity; peroxidasevtyti 26239 8.99 -0.305
antioxidant activity; NOT glutathione-disulfideductase activity;

CG2151 Thioredoxin reductase-1 thIOI’edOXIn-d.IS.U|fIde redugtase .aCt.IVIty; g!thﬂane-dmulﬂ@ 64323 8.11 -0.143
reductase activity; metal ion binding; oxidductase activity,
acting on NADH or NADPH, disulfide as acceptor;

CG6871 Catalase gitr:/iet;mdlng; antioxidant activity; catalas#ivity; peroxidasq 5715( 5.3b -0.5do

CG10045 Glutathione S transferase D1 glutathione transfeaatieity 23864 6.7 -0.231

CG8905 Superoxide dismutase 2 (Mn) antioxidant activity; superoxide dismutase dttiv manganese 24654 7.78 -0.4d4
superoxide dismutase activity; metal ion binging

CG5844 oxidoreductase activity; hydro-lyase activity 4196 5.5] -0.41p

CG1633 thioredoxin peroxidase 1 peroxidase activity; i@tlant activity 21739 5.5p -0.2Q07

CG11064 Retinoid- and fatty-acid binding protein fb"’i‘:]tgi:;'d binding, retinoid binding, microtubuléding, heme 372671 8.1B 0.311

CG31150 lipid transporter activity 167841 6.0p -0.29

CG5162 lipase activity, structural molecule activity 44427 2R 0.003

CG12070 Saposin-related 105961 4.8¢% -0R

CG15828 lipid transporter activity, lipid binding 498714 5.9 -0.392

CG11124 |secretory Phospholipase A2 phospholipase A2 activity, calcium ion binding,aam-dependent 21081 6.29 -0.395
phospholipase A2 activity

CG4600 yippee interacting protein 2 acetyl-CoA C-acyltramabe activity 4161( 8.78 0.095

CG5878 WAGT2 trahgferase activity, transferring glygqsyl groupsransferase 15867 1010 -0.44o
activity; galactosyltransferase activity;

CG9914 structural molecule activity; oxidoreductase\aigt 34784 7.62 -0.088

CG14034 phospholipase activity 25111 5.8¢ -0.024
fatty-acid synthase activity; hydrolase activigting on ester

CG3523 bonds; zincion binding; alcohol dehydrogenastivity, zinc- 266444 5.9p -0.136
dependent; cofactor binding;

CG33126 Neural Lazarillo binding; carrier activity; ipld binding 24334 4.88 0.077

Ferritin 1 heavy chain homologue ferric iron bindirfgrrous iron binding 23144 5.59 -0.24

Métabolisme du feIICG2216
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0.9
0.75

0.2

0.5

1.4
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1.2

0.5

0.7

0.8

1.3

1.2

0.8

0.6

0.4

NA

13

1.6

0.09
0.21
0.2

1.16
0.64
0.14

0.1

0.22

0.8

0.11
0.21
0.12
0.07

13.39
NA]
0.2

0.1

1 0.1

1 0.4

1 0.2

1 0.6

1 1.9

1 0.3
0.92 0.9

0 NA
6 ] 8 0.
1 0.3

1 1.1
0.54 NA
1 0.5

0.92 1.1

0.91 0.5

0.07
0.13
0.33

0.31
0.42
0.1

0.35

NA

0.63

0.15
0.2
NA
0.09

0.22
0.27

1 0.5
1 0.8
1 0.9
1 0.7
1 1.3
1 0.4
il 0.9
0.98 0.8
1 0.6
1 0.6
1 0.4
0.98 0.6
0.7 0.2
0.62 NA
1 11
1 1.1
1 0.7
1 0.3
1 1.4
0.25 NA
1 0.8
1 1.0

0.14
0.14
0.14

0.13
0.14
0.14

0.06

0.12

0.11

0.61

0.07
0.26
0.03
NA
0.67
0.13
0.14

0.18
0.22

NA

0.12

0.1

1 0.2

1 0.4

0.98 NA

1 0.7

1 0.9

1 0.3

i 0

0.p5 N
0.25 NA
0.98 0.3
0.92 0.4
1 0.9

1 0.7]

1 1.0

1 0.7

1 1.7
0.92 0.0
0.89 1.0
0.97 [EEEEN)
1 1.9

0.1
0.1
NA

0.2
0.1
0.1

NA

0.08
0.08

0.38
0.1
0.1

0.14
0.1

0.38

1.84
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] 0.8 0
] 0.6 0.
1 0.9 0.2
0.%5 NA NA
0.p9 1.8 0
0.99 0.p 0
1 Q0.6 [t
06 17 90
1 2.1 1.01
] 0.9 0
0.99 NA NA
0.31 NA NA
0TI 058
0 NA NA
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CG1469 Ferritin 2 light chain homologue ferric iron bindingerrous iron binding 252472 5.89 -0.295
CG6186 Transferrin 1 ferric iron binding, iron ion transporter activity 1814 6.69 -0.4609
Autres molécules
de liaison ou CG31839 receptor binding, structural molecule activity 45[759 8.13 -0.44
transport
CG7002 Hemolectin chitin binding, sugar binding structural, molecafgivity 42624% 5.6p -0.343
CG1656 lectin-46Ca galactose binding 34787 5.08 -0.508
CG10344 metal ion binding 32167 9.0l 0.339
CG4178 Larval serum protein f nutrient reservoir activity, oxygen transporteratt 95914 5.41 -0.3p
CG33208 MICAL actin binding; centromeric DNA binding; ziiom binding; 301484 5.83 -0.6p7
CG33149 Muscle LIM protein at 60A protein binding; zinan binding; 9954 8.59 -0.558
CG3153 receptor binding 17284 8.8p -0.034
CG6342 Iron regulatory protein 1B mMRNA binding; iron itbnding; aconitate hydratase activity; 98578 5.66 -0.128
CG30084 tungus gicr:ic:}nbgi;ding; structural constituent of cytdgen; zinc ion 274431 6.1B 0741
CG3536 intracellular (.:y_cli_c nucIeotiQe activated cati_o_rac.lhel activity; 134011 9.0B -0.543
receptor activity; potassium channel activity;
CG10236 Laminin A RNA binding; rgceptor b_in_difwg; structural rolile activity; 41113 50k -0.445
serine-type peptidase activity;
CG31622 Gustatory receptor 39a taste receptor activity; 44517 9.7y 0.408
chitin binding; ATP binding; ATPase activigoupled to
CG33173 transmembrane movement of substances; transpotteity; 206454 7.9p 0.192
nucleotide binding;
[Molécules du métabolisme général
CG9042 Glycerol 3 phosphate dehydrogenase glycerol-3-ptaieptehydrogenase (NAD+) activity 39684 4.17 0]044
CG7997 alpha-galactosidase activity 47404 5.18 -0.371
CG12055 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 1 glyetnade-3-phosphate dehydrogenase (phosphorylatitigityl 3535( 8.2% 0.0B
. carboxy-lyase activity, malate dehydrogenase (@cdtate-
CG10120 Malic enzyme decarboxylating) (NADP+) activity 84624 6.18 -0.345
CG32954 Alcohol dehydrogenase RNA binding, GTP bindingzolbl dehydrogenase activity 30274 4.86 -0/026
CG32031 Arginine kinase arginine kinase activity 61264 7.1p -0.491
CG2171 Triose phosphate isomerase triose-phosphate isoenactsity, intramolecular transferase actiyity 39P3 7.55 -0.16y
CG7070 Pyruvate kinase pyruvate kinase activity, carbohydrate kinasevéyti 5744( 7.13 -0.042
CG7430 dihydrolipoyl dehydrogenase activity, metal ionding 53084 6.411 0.034
CG7998 L-malate dehydrogenase activity 35314 9.2 0.099
CG11314 17451 7.5 0.0409
CG6084 aldehyde reductase activity 4011( 8.0l -0.398
CG9244 Aconitase aconitate hydratase activity 85399 8.49 -0.3118
CG4347 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase agtivit 58504 7.28 -0.285
CG6058 Aldolase fructose-bisphosphate aldolase activity 43243 6.68 -0.235
CG3861 1(1)G0030 citrate (Si)-synthase activity, lyase activity 58p17 9.1 -0.334




CG1469 Ferritin 2 light chain homologue 1 11 0.2 149 | 1 07 | o029 1 204 | 1 NA | NA
CG6186 Transferrin 1 1 1.3 0.35 1 0.1 0.07 1 0.8 0.13 1 0.4 0.09 ] 1. 0.p6
CG31839 1 0.8 0.29 1 1.0 0.29 1 0.9 0.12 1 0.7 0.26
CG7002 Hemolectin 1 1.3 0.34 1 0.4 0.15 0.9 NA NA

CG1656 lectin-46Ca 1 1.1 0.15 1 1.5 0.27 1 1.6 0.64
CG10344 0.95 1.1 0.27

CG4178 Larval serum protein f 1 1.4 0.29 0.33 NA NA 0 NA NA
CG33208 MICAL 0.72 0.8 0.09 0 NA NA
CG33149 Muscle LIM protein at 60A 1 9999.0 0 0 NA NA

CG3153 0.98 0.3 0.1

CG6342 Iron regulatory protein 1B 0.98 0.0 0

CG30084 tungus 0.96 1.6 0.19

CG3536 0.89 0.8 0.1

CG10236 Laminin A 0.8 0.9 0.29

CG31622 Gustatory receptor 39a 0 NA | NA | O NA | NA | 077 4.66

CG33173 0.89 1.0 0.6
Molécules du métabolisme général

CG9042 Glycerol 3 phosphate dehydrogenase L 0 0f17 Q. (.04 10.6 0.32 1 0.5 0.3 1 0.8 0.12
CG7997 1 1.9 0.3 1 0.8 0.12 1 0.9 0.12 1 1.3 0.3B ] 1. 0.83
CG12055 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 1 1 1.7 D.27 11.3 0.3 1 1.0 0.34 1 0.9 0.11

CG10120 Malic enzyme 1 1.0 0.19 1 1.0 0.21 1 0.7 0.2 1 1.2 0.3p ] 1.6 0.22
CG32954 Alcohol dehydrogenase 1 0.9 0.4 1 0.3 0.92 L 0. 005 g5 9do0 1 0.6 0.09
CG32031 Arginine kinase 1 0.6 0.16 1 0.7 0.37 1 0.9 0.3 1 1.2 0.2B ] 1.% 0.81
CG2171 Triose phosphate isomerase ] 15 0.85 0 0]26 1 D.3 0 1 01 0.99 1.8 0.3
CG7070 Pyruvate kinase 1 0.5 0.1 1 1.0 0.21 1 0.7 0.09 1 0.7 0.1p ] 1.6 0.Y5
CG7430 1 NA NA 0 NA NA

CG7998 1 0.8 0.1 0.97 1.1 0.59 1 0.3 0.0§ 1 0.7 0d7 0.6 1 0J26
CG11314 1 023 [ 1 0.6 0.1 1 06| 004 1 12| o012 1 14 039
CG6084 1 1.3 0.56 1 0.4 0.04 1 0.6 0.14 0.95 1.1 0.43
CG9244 Aconitase 1 0.6 0.07 0.98 1.3 0.29 1 0.6 0.4 1 0.4 0.13 | 1. 0.B4
CG4347 1 1.0 0.13 1 1.0 0.19 0.94 1.2 0.26 0 NA NA
CG6058 Aldolase 1 NA NA 0.95 NA NA 1 0.4 0.05 0 NA NA
CG3861 1(1)G0030 1 0.4 0.04 0.56 NA NA 1 0.4 0.09 1 0.9 0.0 0.49 NA NA




CG1721 Phosphoglyceromutase phosphoglycerate mutase gctivit 28577 6.4]1 -0.505
CG3127 Phosphoglycerate kinase phosphoglycerate kinasatgctarbohydrate kinase activity 43462 7.01 04049
CG5320 Glutamate dehydrogenase glutamate dehydrogenase([NADactivity 62536 8.44 -0.3%1
CG5165 Phosphogluconate mutase phosphoglucomutase activity 60766 6.2p -0.138
CG11321 ubiquitin-protein ligase activity, zinc ion binding 28853f 5.1B -0.791
CG5178 Actin 88F structural constituent of cytoskeleton 4170( 5.29 -0.172
CG8893 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 2 glyetnade-3-phosphate dehydrogenase (phosphorylatitigtyl 35369 8.56 0.018
CG17797 Accessory gland-specific peptide 29AB galactoseibignd hormone activity; 27176 7.66 -0.432
CG11089 IMP cyclohydrolase activity, . N 63321 7.97 -0.035
phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltfarese activity
CG4716 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase activity 2318 4.71 -0.8f
CG17146 Adenylate kinase-1 ATP binding; adenylate kinasvity; uridine kinase activity; 47185 642 -05p5
CG5362 L-malate dehydrogenase activity 36054 6.91 0.094
CG11661 Neural conserved at 73EF oxoglutarate dehydroggsaseinyl-transferring) activity 1136p5 6152 -0.328
CG11853 takeout 27344 7.61 -0.008
CG7176 Isocitrate dehydrogenase isocitrate dehydrogena&BEN) activity 52589 7.16 -0.301
CG17011 lectin-30A galactose binding 26296 8.5 -0.401
CG9364 Trehalase alpha,alpha-trehalase activity; hydrolase agtiviydrolyzing N- 6768 487 -0.440
glycosyl compounds;
CG4094 1(1)G0255 fumarate hydratase activity 53576 8.61 -0.1J6
CG5889 malate dehydrogenase ;“C"’t‘l'at; dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxyldivApP+) 68594 6.26 -0.192
CG2827 transaldolase transaldolase activity 36734 7.5 -0.034
phosphogluconate dehydrogenase (decarboxylatinig)tac
CG8251 phosphogluconate dehydrogenase . o 62334 6.68 -0.237
glucose-6-phosphate isomerase activity;
CG5214 acetyltransferase act|V|Fy_; dihydrolipoyllysinesidue 49924 951 -0.0ds
succinyltransferase activity;
CG6206 hydrolase activity, hydrolyzing N-glycosyl compals 12268p 5.54 -0.446
CG3011 glycine hydroxymethyltransferase activity 58801 9.14 -0.297
CG4706 aconitate hydratase activity 8505 6.69 -0.3113
[Autres molécules
CG1179 Lysozyme B lysozyme activity 15611 5.4y -0.14
CG7780 Deoxyribonuclease Il nucleic acid binding, deoxynholease Il activity 41340 6.P6 -0.913
CG11051 Neuropeptide-like precursor 2 neuropeptide hormanieity 9414 5.3 0.062
CG1634 Neuroglian 143618 5.31L -0.548
CG14235 cytochrome-c oxidase activity 11424 8.98 -1.099
CG5397 thr:glso-acyltransferase activity, hydrolase atytj\acting on ester 70938 6.4h 01k
CG3665 Fasciclin 2 96924 5.76 -0.374
CG9538 Antigen 5-related 280614 6.9 -0.191




CG1721 Phosphoglyceromutase 1 NA| NA 0.76 NA NA 1 NA] NA 0.99 NAI N 1 NA NA
CG3127 Phosphoglycerate kinase 0.99 0.4 0.14 L 1)0 0J18 (.98 ¢.8 17 0. 0.99 NA NA
CG5320 Glutamate dehydrogenase 0.94 0.8 0.12 [ 0|6 0]26 1 0.7 .16 ONA NA
CG5165 Phosphogluconate mutase 0.94 1.6 1.04 1 0}9 0115

CG11321 0.89 0.4 0.08 0 NA NA

CG5178 Actin 88F 0.87 1.3 0.31 1 0.6 0.1 1 0.2 0.01 0.92 0.4 0.12 o097 NJA N
CG8893 Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 2 D.81 1.424 pD. 1 1.0 0.16 1 0.8 0.26 1 0.5 0.09 1 0.31
CG17797 Accessory gland-specific peptide 29AB 0. 1.46 0.98 1.9 0.29

CG11089 1 0.4 0.16 1 23 1.89 0.9 0.7 0.18

CG4716 1 0.9 0.16 1 0.3 0.11 0.64 NA NA
CG17146 Adenylate kinase-1 0.98 0.5 0.09 0.95] 0.6 0.18

CG5362 1 0.4 0.16

CG11661 Neural conserved at 73EF 1 0.6 0.19

CG11853 takeout 1 0.5 0.19

CG7176 Isocitrate dehydrogenase 1 0.5 0.06

CG17011 lectin-30A 0.97 1.3 0.29

CG9364 Trehalase 0.95 0.9 0.49 0 NA NA 1 1.1 0.51
CG4094 1(1)G0255 0.95 085 | 1 06 | o0.11

CG5889 malate dehydrogenase 0 NA NA 0.94 0.7 0.4

CG2827 transaldolase 0.94 0.5 0.06

CG8251 phosphogluconate dehydrogenase 0.89 1.2 0.22

CG5214 0.99 0.8 0.11

CG6206 088 12 | 06 1 0.91
CG3011 0.85 0.2 0.12
CG4706 0.7 0.0 0
Autres molécules

CG1179 Lysozyme B 1 1.1 0.19 0.98 0.0 0 1 1.0 0.11 1 1.2 0.19 of4 NA N
CG7780 Deoxyribonuclease Il 1 0.7 0.14 1 0.2 0.0p 0.97 1.0 0.7 1 0.2 0.03

CG11051 Neuropeptide-like precursor 2 1 NA NA] 1 NA NA 0.9p NA NA| 1 NA AN

CG1634 Neuroglian 1 12 | 016| 1 09| o013 1 12| o4 1Bl o069 | 1 1.09
CG14235 1 0.7 0.25 1 15 0.34| 0.94 0.5 0.08 1 0.5 0.1
CG5397 1 0.8 0.24 1 1.3 0.36 1 1.3 0.21

CG3665 Fasciclin 2 1 1.5 0.19 0.96 [ 0.47 0.95 1.4 0.38
CG9538 Antigen 5-related 1 0.3 0.04 1 0.36




CG5210 Chitinase-like chitinase activity, hydrolase as:tmty, hydrolyzihgglycosyl 5035/ 7 ob 031k
compounds, growth factor activity

CG6435 14141 5.5 -0.2711

CG4757 carboxylesterase activity 6295( 7.2 -0.2b

CG18087 Salivary gland secretion 7 structural molecule dgtiv 792( 8.1 0.38p

CG1349 dj-1B RNA binding, nucleic acid binding, catalytic activi 21437 7.7p 0.173

CG2238 Elongation factor 2b GTP binding; translationrgjation factor activity; 94459 6.L7 -0.470

CG4264 Heat shock protein cognate 4 ATP binding, ATPaskiagtunfolded protein binding 71131 5.B6 -0.416

CG8063 yellow-f2 dopachrome.ls.orT]er.ase activity; reqeptor blndlng.j;r.uc.tural 5102 706 03¢
molecule activity; intramolecular oxidoreductassivity;

CG13780 PDGF- and VEGF-related factor 2 ‘;izs:i;ar endothelial growth factor receptor bindigpwth factor 46944 8.8B -0.846

CG11720 Salivary gland secretion 3 structural molecule dgtiv 32196 9.9b -0.871

CG9696 domino DNA binding, nucleic acid binding... 35023 9.0p -0.5345
motor activity, structural constituent of cytoskele, ATPase activity

CG3723 Dynein heavy chain at 93AB coupled, microtubule motor activity, cysteine-tygrelopeptidase 515014 5.3B -0.219
activity

. . GTP binding, microtubule binding, ATP binding, nems$ide- X

€G2210 abnormal wing discs diphosphate kinase activity, nucleotide kinasevigti 19208 8.6p 0.06

CG7966 selenium binding 5462( 5.3 -0.443

CG8622 Accessory gland-specific peptide 53Ea hormone agtivi 13607 9.8 0.148

CG6917 Esterase 6 carboxylesterase activity, receptor binding 61125 715.5 -0.374
ATP binding; ATPase activity, coupled to transmbeane

CG10181 Multiple drug resistance 65 movement of substances; ATPase activity; eutiale binding; 143784 6.0p 0.057
nucleoside-triphosphatase activity; multidreansporter activity;

CG2926 DNA binding; ubiquitin-protein ligase activity; zinc ion binding; 253234 966 1.1ds

CG18734 Furin 2 ATP .blndllng; furm .actlwty; .transme.n?braneeptor protein 183684 6.1b -0.517
tyrosine kinase activity; subtilase activity;

CG8280 Elongation factor 448D GTP binding;  translation elongation factor atfiy - translation 50307 9.14 -0.24s
release factor activity; GTPase activity;

S phosphoprotein phosphatase activity; acid phaisisie activity; i

CG4123 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 inositol or phosphatidylinositol phosphatase aytv 53571 6.28 0.321
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase activity;

CG3989 adeb5 phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamidesse activity 47281 8.8 -0.093

CG1915 sallimus Zt(:rtL:\(;lE[l;ral constituent of cytoskeleton; myosgi-chain kinase 2058217 495 -0.805

CG9976 Galactose-specific C-type lectin galactose bindingugar binding; receptor activity; 21%05 95.96 472

CG7431 amine receptor activity; tyramine receptor atjv 68194 9.21 0.047

CG6028 isomerase activity; lyase activity; carboygde activity; 32293 6.13 -0.216

CG4463 Heat shock protein 23 actin binding 20624 5.5b -0.526




CG5210 Chitinase-like 1 13 0.09 1 0.4 0.09 1 1.0 0.1 1 0.8 0.07 ] 18 0
CG6435 0.99 0.7 0.1 1 0.1 0.01 1 0.4 0.11 1 0.5 0.8

CG4757 0.99 0.3 0.08 1 0.1 0.03 1 0.2 0.16 0.92 0.7 0
CG18087 Salivary gland secretion 7 0.9p 0.2 0.06 ] 0.y 0.p9

CG1349 dj-1p 0.99 1.5 0.34 1 0.4 0.1

CG2238 Elongation factor 2b 0.99 0.7 0.145 0.4 NA NA 0 NA NA

CG4264 Heat shock protein cognate 4 0.98 1. 0.19 il 07 0|16 1 1.10.12 1 1.5 0.26
CG8063 yellow-f2 0.96 1.9 2.14 1 13 0.54 1 1.3 04% 0498 14 0.18

CG13780 PDGF- and VEGF-related factor 2 (0R* 9999.0 0

CG11720 Salivary gland secretion 3 0.9 0.3 0.11 ] 0.8 0.6 1 08 130f 1 1.1 0.17 | 0.99wrREN 34.91
CG9696 domino 0.88 NA NA 0 NA NA

CG3723 Dynein heavy chain at 93AB g 3.0 0.52 0 NA NA

CG2210 abnormal wing discs 0.71 0.6 0.13 0.49 0.1 0.06 0[91 016 0.10.77 0.5 0.07| 0.34 NA NA
CG7966 0.75 0.3 047 _NA | NA

CG8622 Accessory gland-specific peptide 53Ea 1 0.06 0.96 1.8 0.33 1.4 0.2
CG6917 Esterase 6 1 0.16 i 9999.0 0

CG10181 Multiple drug resistance 65 0.95 0.42 0 NA NA

CG2926 0.92 NA

CG18734 Furin 2 0.84 0.4 0.09

CG8280 Elongation factor 448D 0.4 NA NA 1 0.7 0.04

CG4123 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 0.98 0.7 0.09 0.98 0.9 0.18

CG3989 ade5 0.98 0.5 0.11

CG1915 sallimus 0 NA NA 0.98 0.5 0.1 NA NA
CG9976 Galactose-specific C-type lectin 0.98 0.8 0.28

CG7431 (ORSISl 9999.0 0

CG6028 0.98 6.3 1.11

CG4463 Heat shock protein 23 097 08 | o011

N




hydrogen:potassium-exchanging ATPase activityydrdgen-
CG8029 transporting ATP synthase activity, rotational meukm; hydroge 41124 4.98 0.087
transporting ATPase activity, rotational mechanism;
CG8094 Hexokinase C ATP binding; hexokinase activity; 50739 6.14 -0.148
CG9108 Regulator of G-protein signaling 7 smaII.GT.Pase. regulgtgry/interacting protein agtivitregulator of Gy 69824 8.76 -0.506
protein signaling activity;
CG2841 proximal to raf 132904 8.8 -0.736
CG17843 flavin-linked sulfhydryl o_xipla-se activity; gluslase activity; 62776 6.0 0315
electron transporter activity;
CG9149 acetyl-CoA C-acetyltransferase activity 41162 6.5p 0.0q7
CG5212 Pellino kinase regulator activity 4677( 6.64 -0.390
CG17575 32474 5.08 -0.3214
CG1885 uroporphyrinogen-Ill synthase activity; hydraasctivity 30895 5.48 -0.268
CG31623 defective transmitter release 16659 4.58 -0.47

1 4

.8p 7

37 6

.21 9

Acp53Cl4a 13494 7.6p 6
Acp53C1l4b 14767 5.8p 18
95571 8.08 4

8789 6.12 .0p

Met75Cb 5681 5.98 2
1989¢ 8.88 0.031

11634 8.8¢ -0.136

33997 5.3p -0.149

46504 5.9 -0.093

10164 8.5 -0.1119

17552 7.5p -0.01I8

32588 8.6 -0.925

5287 7.68 0.681

8517 8.8% -0.286

33817 5.1 -0.149

16833 5.81 -0.173

15823 9.46 -0.595

158871 7.9p 0.341

1386( 5.% -0.015

22821 5.9p -0.397

4701 7.82 0.897

70778 5.88 -0.470

29644 4.51 -0.2113

10204 7.64 -0.048
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proximal to raf

CG17843

CG9149

CG5212

Pellino

CG17575

CG1885

CG31623

defective transmitter release

Acp53Cl4a

Acp53C14b

PR RPRRPRRPRPRPRPRPRRPRRREPRERRERRREREER

I

NA

NA

0.96

0.96
0.85
0.7

0.52
0.56

1.0

1.5

9999.0

0.6

NA

NA

NA

0.14

0.28

0.12

NA
NA
NA

0.98 1.4
0.84 0.9
0.71 1.0
071
0.71 NA

o
&

[ el O e e e e el B

[EEY

Ll

o
= ©
&

0.2

0.16

0.21
0.96

NA

0.77 RN
] 1.p

0 NA|
] 0.8
] 1.2

1 0.9

1 1.4

] 1.9
0.86 0.p
] 0.2
] 1.0
] 1.4

0 NA
] 0.y

1
1 1B
1.0

1 1.5

0§ 2.0

1 0.6
D NA

1 1.1

1.49

0.1

0.1

b5
P3
L6
18
P6

B9

1A




419( 7.81 0.742
18734 4.6¥ -0.746
129148 5.69 -0.268

4259 8.68 0.622

yellow-c 49246 5.18 -0.34
46804 7.26 -0.341

16454 5.11 -0.226

190204 8.2f -0.546

10633 5.91 -0.206

27697 7.0 -0.096

809( 6.68 0.5083
12554 8.08 0.103
13034 4.6¥ -0.242
24721 6.8y -0.16
15744 6.1p 0.337
20461 4.46 0.122
12123 7.5¥ 0.098

259621 8.4p -0.340
7526( 7.58 -0.838
109051 5.9 -0.4797
13204 5.18 -0.286
29204 7.7 -0.904




yellow-c

0.78

1.7

0.85

B e

0.97
0.96
0.85
0.84

1.0

0.7

0.5

0.2

0.6

0.4

0.3

NA

1.4

0.14
0.13
0.03
0.03
0.11
0.08
0.05
NA
0.32

1 0.7
1 1.1
1 1.0
0.98 0.3
1 04
0 NA
1 NA
1 0.4
0.99 0.9
0.91 0.9
0.91 0.4
0.88 0.0
0.86 0.4
07
0.7 1.5

0.22

0.72
0.26

0.06]

0.13
NA

NA

0.03
0.17
0.59
0.06

0.07
0.3
0.41

1 0.9
0 NA
1 0.1
0.68 NA
0 NA
0.95 0.3
0.98 0.2
0.79 NA
0.96 0.4

0.99
NA 1

0.02
NA 1

NA 0
0.07

0.07

NA

0.16
0.89
0.74

NA

0.4

NA

NA

1.1

YA 9999.0 0

NA

0.0p

NA

NA
0.22
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