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Résumé

Nous avons tenté, au cours de notre étude, de caractériser
chez Nereis diversicolor (Annélide, Polychete) des neuropeptides
apparentés, d'une part, au "Sodium Influx Stimulating
Peptide"(SISP) mis en évidence chez la limnée, et d'autre part, a la
dynorphinel-17 et & l'a-néo-endorphine, molécules membres de la
famille des opioides, décrits chez les Mammiféres. Les ARNm
extraits du cerveaux des animaux ont été traduits in vitro (lysat de
réticulocytes de lapin) ou in vivo (ovocytes de Xenopus laevis). Pour
chaque type de molécule (SISP et opioides), nous avons observé une
adéquation satisfaisante concernant la reconnaissance, par les
anticorps spécifiques utilisés, entre les polypeptides traduits dans
les systémes acellulaire et cellulaire et les protéines extraites du
cerveau des animaux. L'ensemble des données obtenues est en
faveur de l'existence chez N. diversicolor, de grands précurseurs (60
a 80 kDa) a partir desquels des produits actifs pourraient dériver.

Afin de compléter nos résultats, nous avons entrepris une
approche moléculaire en élaborant une banque d'expression &
partir des ARNm poly-A+ de cerveaux de néréis dans le vecteur
AZAPII. La recherche de clones spécifiant une molécule apparentée
au SISP a été effectuée a l'aide d'un criblage immunologique et a
l'aide d'un criblage avec un ADNc codant le SISP chez la limnée. Les
molécules sélectionnées par ces criblages ont €té sous-clonées dans
le plasmide pUC18, puis séquencées en phage M13mpl8. Bien que
toutes les données immunologiques nous indiquaient que des
molécules de néréis pouvaient étre apparentées au SISP de limnée,
les séquences des inserts sélectionnés par les réactifs utilisés ne
nous ont pas permis de confirmer ces données.

Des expériences de "RT-PCR" sur ARNm de cerveaux de néréis
ont €été réalisées pour tenter d'amplifier des fragments d'ADN
montrant des homologies. Des sondes oligonucléotidiques ont été
synthétisées a partir des séquences les moins dégénérées et les plus
conservées du SISP de la limnée d'une part, et de la prodynorphine
de trois Mammiféres (Homme, porc, rat) d'autre part. Pour les deux
types de molécules envisagées, des fragments d'ADN ont été
amplifiés, sous-clonés dans le plasmide pCRII, puis séquencés. Les
séquences obtenues sont discutées apres les avoir confrontées aux
données des banques.
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INTRODUCTION

Lors des deux dernieéres décennies, de nombreux peptides ont été
identifiés dans le systeme nerveux central (SNC) des Vertébrés. Malgré
I'intérét récent que suscitent les neuropeptides d'Invertébrés, les
travaux les concernant sont restés minoritaires.

Le plus souvent, les peptides ont d’abord été caractérisés et isolés
chez des Vertébrés, puis leurs homologues ont été mis en évidence chez
des Invertébrés ; c’est, par exemple, le cas des peptides de type opioide :
Met- et Leu-enképhaline isolées du cerveau de porc (Hughes et al.,
1975) et identifiées chez Mytilus edulis (Leung et Stephano, 1983;
1984). Parfois, I'homologie est imparfaite. C’est le cas des peptides de
structure voisine a 1’insuline caractérisés chez
L. stagnalis -le MIP : "molluscan insulin-related peptide"- (Ebberink et
Joosse, 1985 ; Ebberink et al., 1987 ; Smit et al., 1988) ou chez Bombyx
mori -la bombyxine- (Nagasawa et al., 1984, 1986). Un autre exemple
est illustré par les leukosulfakinines de blatte, dont la structure est
apparentée a celles de la gastrine et de la cholécystokinine (Nachmann
et al., 1986 a, b).

Inversement, quelques peptides préalablement isolés chez un
Invertébré ont été caractérisés ultérieurement chez un Vertébré. Dans
cette catégorie se trouvent le facteur activateur -"head activator”- de
I’hydre (Bodenmiiller et Schaller, 1981) et les peptides apparentés au
FMRF (Phe-Met-Arg-Phe) de mollusques (Boer et al., 1980 ; Dockray et
al., 1981 ; Chen et al., 1989).

Enfin, des peptides propres aux Invertébrés ont été décrits tels
I’ELH -"egg-laying hormone"-, hormone de ponte d’Aplysia californica
(Chiu er al., 1979), la CDCH -"caudo-dorsal cells hormone"-, hormone de
ponte chez Lymnaea stagnalis (Ebberink et al., 1985) ont été mis en
évidence chez les mollusques ou encore I’AKH -hormone adipokinétique-
mise en évidence chez Locusta migratoria (Stone et al., 1976).

L’étude d’un neuropeptide peut €tre envisagée de trois fagons. La
premiére stratégie utilise les propriétés biologiques de la molécule. Ainsi
ont été isolés les neuropeptides contrélant la ponte chez [’aplysie
(Scheller et al., 1982) et chez la limnée (Ebberink et al., 1985), et un
neuropeptide ayant un rdle dans 1’homéostasie de la limnée : le SISP
-"sodium influx stimulating peptide”- (De With et al., 1991)



La seconde approche utilise des dosages immunologiques a l'aide
d'anticorps hétérologues pour détecter les molécules au cours de leur
purification. C’est ainsi que l'on a décrit des peptides apparentés aux
opioides chez la moule (Leung et Stephano, 1984), a la cholécystokinine
chez le crustacé Palaemon serratus (Favrel et al.,, 1987), et a 1’arginine
vasopressine chez le criquet (Proux et al., 1987).

La troisicme approche est une stratégie alternative, qui met en
cuvre des techniques de biologie moléculaire et qui peut permettre
d’éviter les étapes souvent lourdes, parfois hasardeuses si la molécule
est instable, de la purification d’un peptide. Cette derniere stratégie
conduit, a la connaissance du ou des genes spécifiant les neurosécrétions
apres clonage des séquences concernées. Ainsi, en vertu du code
génétique, la séquence nucléotidique du ou des genes de neuropeptides
permet d'établir la séquence primaire en acides aminés de ce peptide,
sans avoir recours a l’isolement biochimique et & la purification de ces
molécules.

Nous nous sommes intéressé, dans ce travail, a deux types de
neuropeptides : a l'homologue du SISP de limnée et aux molécules
apparentées a des opioides de la famille des dynorphines. L'étude de
l'homologue du SISP se justifie par le réle connu de cette molécule dans
I'osmorégulation chez la limnée. Notre intérét concernant les molécules
apparentées aux opioides chez Nereis diversicolor est justifié par : a) les
résultats immunohistochimiques antérieurs (Dhainaut-Courtois et al.
1985a,b; 1986; Dhainaut-Courtois et Golding, 1988), b) l'existence de
précurseurs de grande taille et leur indication phylogénétique sur
l'origine ancestrale de ces molécules. Nous avons tenté d'appréhender
les problémes en choisissant des stratégies, devenues classiques, de
biologie moléculaire. Cette attitude reste cependant originale pour le
modele -un ver marin néréidien, N. diversicolor- et pour la ou les
molécules d'intérét, neuropeptides et/ou précurseurs de ces derniers.



GENERALITES

Les néréidiens (Annélides Polycheétes) constituent un modele
biologique relativement simple dans 1’étude de la neuroendocrinologie.
En particulier, des neurosécrétions cérébrales contrdolent la
gamétogenese maile et la gamétogeneése femelle (Durchon 1948, 1949,
1952, 1965). Ultérieurement, 1’influence du SNC a été démontrée dans
les mécanismes de croissance somatique et de régénération (Boilly et
Boilly-Marer, 1972; Boilly, 1974).

Des différences significatives de 1’activité neurosécrétrice du
cerveau s'observent au cours de la vie des vers (Durchon, 1952, 1962 ;
Hauenschild, 1956, 1963 ; Durchon et al., 1965 ; Golding, 1965 ; Clark,
1966 ; Porchet, 1970 ; Durchon et Porchet, 1971) ; D’activité endocrine
cérébrale, importante durant la phase juvénile, diminue
progressivement lors de la sexualisation, pour devenir pratiquement
nulle pendant la période de reproduction des animaux. Cette diminution
de D’activité endocrine cérébrale est sous contrfle de facteurs externes
photopériode et température. Par ailleurs, D’inhibition cérébrale est
levée apres l’injection d’ovocytes immatures dans la cavité ccelomique
de jeunes Perinereis cultrifera (Durchon 1952) et a l'inverse les ovocytes
matures par la sécrétion d'une substance a effet feed-back bloquent la
production hormonale du cerveau, Porchet et Cardon (1972, 1976) et
Cardon et Porchet (1973). Au cours de la vie de 1’animal, il s’établit un
équilibre susceptible d'évoluer entre 1’activité cérébrale et 1activité
génitale. L’activité génitale prend peu & peu 1’avantage sur D’activité
cérébrale jusqu'a la maturité sexuelle totale de 1’animal (Porchet, 1974).
Une méme rétroaction peut é&tre obtenue par de la 20-hydroxyecdysone
(Porchet et al., 1984). Ces expériences sont a rapprocher des travaux de
Gaillet (1985) qui a identifié une substance voisine de ce stéroide dans
le liquide cecelomique des animaux.

Bien que les études expérimentales employées par les auteurs
précédents ne leur aient pas révélé le ou les sites précis de syntheése des
neuropeptides, des études morphofonctionnelles, utilisant la microscopie
photonique et la microscopie électronique couplées a 1’emploi d’anticorps
dirigés contre des peptides de Vertébrés, ont permis d’élaborer une
anatomie fine du SNC (Dhainaut-Courtois et al., 1985a,b, 1986; Dhainaut-
Courtois et Golding, 1988). De nombreux peptides, immunologiquement



Tableau 1 - Distribution chez les Néréidiens de substances
immunologiquement apparentées a des peptides de Vertébrés
et d'Invertébrés (tableau emprunté a A. Delaire, thése 1989)

Famille Distribution
de

Peptides Autres
Cerveau GSO CNV tissus

Opiacés
Leu-enképhaline
Met-enképhaline
o-endorphine
B-endorphine
a-néoendorphine
Dynorphine 1-17

+ + ovocytes

SNP

+ + + + + +

spermatocytes

Hormones
h lami

Somatostatine
GRF

CRF
Vasopressine

ovocytes

+ + + +
+ 4+ + +
+ + + +

Homone
antéhypophysaire
B-MSH + + +

Hormones
gastrointestinales
K

Substance P

VIP

Insuline

+ + intestin

+ + + +
+
+

SNP

Divers
Angiotensine
FMRF amide
CDCH
Neuroparsine

+ + intestin

+ + + +

1 - Dhainaut-Courtois e¢ al., 1985a.

2 - Dhainaut-Courtois er al., 1986.

3 - Dhainaut-Courtois and Golding, 1988

4 - Engelhardt et al., 1982

5 - Dhainaut-Courtois er al., 1985b ; Baratte et al., 1990.

6 - Porchet et Dhainaut-Courtois, 1988 ; Baratte et a/.,1990, 1991
7 - Dhainaut-Courtois et coll.,, communication personnelle

8 - Dhainaut-Courtois et coll., communication personnelle

GSO, Ganglion sous-oesophagien ; CNV, Chaine nerveuse ventrale ; SNP, Systéme
nerveux périphérique ; GRF, Growth hormone releasing factor ; CRF, Corticotropin
releasing factor ; MSH, Melanocyte stimulating hormone ; CCK, Cholécystokinine ;
VIP, Vasoactive intestinal peptide ; CDCH, Caudo- dorsal cell hormone.
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4

apparentés a des peptides de Vertébrés ou d’Invertébrés, ont é&té
détectés dans le cerveau des néréidiens (tableau 1).

A ce jour, le rdle exact de ces molécules apparentées a leurs
homologues de Vertébrés n’a pas été défini. Vraisemblablement, la
plupart de ces substances agissent comme neurotransmetteur et/ou
neuromodulateur (Dhainaut-Courtois, 1970). Cette hypotheése est
renforcée par les résultats de Golding et May (1982) qui décrivent une
exocytose de granules de sécrétion dans le neuropile des Polychétes.
Toutefois, certaines de ces substances pourraient agir comme de
véritables neurohormones. Jusqu’a présent, 1’unique démonstration
expérimentale d’une activité biologique d’une substance cérébrale est
celle d’une neurosécrétion inhibitrice de la spermatogenese (SIF
"spermatogenesis inhibiting factor"). Dé&és 1963, Durchon et ses
collaborateurs entreprennent de purifier cette molécule. Il s'agit d'un
neuropeptide de faible masse moléculaire ne renfermant pas d’acide
aminé -aromatique (Cardon 1970, Cardon et al., 1981). Cette molécule
probablement riche en glycine et en proline posséde un point
isoélectrique compris entre 6,3 et 6,4 (Porchet er al., 1985 ; Bulet et
Porchet, 1986). Malgré les travaux complémentaires de Delaire-Hesdin
(1989) la structure de ce neuropeptide inhibiteur de la spermatogenese
reste encore a élucider. o

Les approches biochimiques mises en oeuvre pour purifier et
analyser les neuropeptides d’Invertébrés restent souvent délicates. La
petite taille des cellules nerveuses des Invertébrés inférieurs, tels les
Annélides Polychétes, constitue un handicap certain. C’est pourquoi nous
avons décidé d’utiliser des techniques de biologie moléculaire dans le
double but d’acquérir des informations sur les propriétés et
éventuellement les rdles des neuropeptides de N. diversicolor et d’éviter
I’écueil représenté par la faible quantité de matériel présent dans le
cerveau, ainsi que les lourdes étapes d’isolement et de purification des
peptides. Notre approche est a notre connaissance originale chez les
Néréidiens. L'étude de l'expression de genes spécifiant des précurseurs
de neuropeptides chez Nereis ayant été précédemment initiée dans
notre laboratoire (Guissi-Kadri, 1989 ; Guissi-Kadri et al.,, 1990 ;
Dugimont et al.,, 1992a, b). Ces premiers travaux suggerent l'existence
dans le cerveau des néréidiens de grands précurseurs a partir desquels
différents neuropeptides actifs pourraient €tre maturés. Cette hypothése
n'est pas sans rappeler les résultats observés lors de 1'étude des 3
familles d'opioides de Mammiferes : les endorphines, les enképhalines et



Schéma de la biosynthése de la pré-prodynorphine humaine (d'aprés Patey

et Rossier, 1986)
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les dynorphines (Kachaturian et al.,, 1985 ; Patey et Rossier, 1986). Les
peptides de chaque famille sont obtenus aprés maturation de leur
précurseur spécifique. La préproopiomélanocortine (POMC) donne
naissance aux endorphines, mais aussi a l'hormone adrénocorticotrope
(ACTH) et aux hormones mélanotropes (Mains et al., 1977). La
préproenképhaline libére la Leu-enképhaline, la Met-enképhaline et des
peptides dérivés (Davis et al., 1985). Les membres de la famille des
dynorphines, comprenant les dynorphines A et B, I' a-néo-endorphine et
la B-néo-endorphine, sont issus du clivage de la préprodynorphine
(Christensson-Nylander et al.,, 1985 et schéma ci-contre). La composition
en acides aminés de chacun de ces précurseurs a été déterminée par le
clonage et le séquengcage d' ADNc (Nakanishi et al.,, 1979 ; Kakidani et al.,
1982 ; Noda et al.,, 1982). La séquence du geéne de la préprodynorphine
est connue chez le porc (Golstein et al.,, 1981; Kakidani et al.,, 1982), chez
le rat (Weber et Barchas, 1983 ; Civelli et al., 1985) et chez 'homme
(Horikawa et al.,, 1983). Des études d'homologies de séquences
nucléotidiques ont indiqué que le geéne humain spécifiant la
préprodynorphine montrent 85% d'homologie avec celui du porc et 75%
avec celui du rat ; les séquences des produits actifs étant trées conservées
(Lewis et Erikson, 1986). La préprodynorphine, molécule possédant une
masse moléculaire de 30 kDa, subit un premier clivage enzymatique
pour donner naissance a l'a—néo-endorphine, la P-néo-endorphine, les
dynorphine A (1-17) et B (1-29) encore appelée leumorphine. La
dynorphine A(1-17) conduit aprés clivage enzymatique a la formation
de dynorphine A (1-8), alors que la dynorphine B (1-29) permet la
libération de dynorphine B (1-13) ou rimorphine. Ces deux derniers
peptides (dynorphine A (1-8) et dynorphine B (1-13)) peuvent libérer
une molécule de Leu-enképhaline. Les produits actifs maturés a partir
du précurseur possédent une grande affinité pour les récepteurs aux
opioides de type K chez les Mammiferes (HOllt er al,, 1983) et semblent
par conséquent impliqués dans les mécanismes de nociception (Kuroda
et al.,1986). D'autres roles, aussi variés que la contraction de l'iléon, la
stimulation de la sécrétion de prolactine ou encore un rdle dans la
nutrition, ont été avancés (Neal et Newman, 1989). Ces neuropeptides
impliquent également wune augmentation .de la concentration
intracellulaire d'ions calcium, ce qui les ferait intervenir dans des
processus d'inhibition de libération des neurotransmetteurs (White et
al., 1985). Chez les Mammiferes, les opioides pourraient réguler Ies
réponses a la douleur et au stress (Akil er al., 1984). Des substances



immunologiquement apparentées aux opioides ont été également mises
en évidence chez des Mollusques : Limax maximus (Kavaliers et al.,
1985), Mytilus edulis (Kream et al., 1980)) et chez des Insectes
Calliphora vomitoria (Duve et Thorpe, 1983) et Periplaneta americana
(Kavaliers et al.,, 1987). Des opioides ont été détectés chez des Annélides
(Alumets et al., 1979 ; Rémy et Dubois, 1979 ; Zipser, 1980 ; Osborne et
al., 1982; Rzasa et al.,, 1984 ; Verger-Bocquet et al,, 1987). Selon Golding
et May (1982), la plupart de ces peptides joueraient un rdle de
neuromodulateur. En 1987, Leung et Stephano émettent 1'hypothése de
l'existence d'un précurseur commun a l'‘a-néo-endorphine et a la
dynorphine chez les Invertébrés. La vérification de cette hypothése chez
un Néréidien devenait particulierement intéressante, non seulement
dans le cadre de la conservation phylogénétique des molécules, mais
aussi dans celut du maintien d'un méme processus de maturation.
L'ensemble de ces connaissances est a rapprocher de celles obtenues
chez des Mollusques Gastéropodes qui ont fait l'objet d'une é&tude
moléculaire approfondie. Les Gastéropodes possédent un systéme
nerveux relativement simple, constitué d'environ 20000 neurones
polyploides facilement identifiables. Ces neurones ont fait [’objet
d’études  ultrastructurales, physiologiques, immunologiques,
endocrinologiques et moléculaires chez une espéce d’eau douce, la
limnée (L. stagnalis) et chez une espece marine, 1’aplysie (A. californica)
(Geraerts et Joosse, 1984 ; Roubos, 1984 ; Mayeri et Rothman, 1985). Ces
deux especes se caractérisent par un comportement stéréotypé -au
moment de la ponte. Lors de celle-ci, alors que l'animal s'immobilise, il y
a interruption de la prise de nourriture et accélération des contractions
musculaires cardiaques et du tractus génital (Cobbs et Pinsker, 1982 ;
Rothman et al., 1985 ; Geraerts et al., 1988a, b).

Une stimulation électrique de cellules nerveuses particulieres
appelées “bag cells” (BC) chez I’aplysie et “caudo-dorsal cells” (CDC) chez
la limnée provoque la sécrétion de 1’hormone de ponte, respectivement
I'ELH et la CDCH (Kits, 1980 ; Ter Maat er al., 1983). Les hormones
agissent sur 1’ovaire et provoquent la ponte (Geraerts et al., 1983, 1984).
Les structures primaires de I'ELH et de la CDCH ont été respectivement
déterminées par Chiu et al., (1979) et par Ebberink et al., (1985). Ces
hormones de ponte ont une action directe sur 1’ovaire en initiant et en
régulant la ponte, mais ne contrlent pas le comportement stéréotypé de
I’animal (Joosse et Geraerts, 1983 ; Mayeri et Rothman, 1985).



Scheller et al., (1983) et Jackson et al., (1986) montrent que I'ELH
et les autres produits de sécrétion («BCP, BBCP, yBCP,...) sont issus d’une
méme préprohormone. Chez la limnée, Geraerts et al., (1985) et
Vreugdenhil et al., (1985) aboutissent a la méme conclusion : la CDCH est
co-sécrétée avec d’autres produits («CDCP, BCDCP, B1CDCP, calfluxine,...)
issus de la maturation d’un grand précurseur synthétisé par les CDC.

Des clones codant pour ces 2 préprohormones ont été recherchés et
isolés a partir d'une banque d'ADNc. La séquence primaire en acides -
aminés de ces 2 préprohormones a été déduite de la séquence des ADNc
(Scheller et al., 1982, 1983 ; Nambu et Scheller, 1986 ; Vreugdenhil et
al., 1988a). Ces molécules précurseurs représentent la forme initiale
inactive, a partir de laquelle différents peptides interviennent dans les
divers processus physiologiques de ponte. Chacun de ces produits, issu
de la maturation de la molécule précurseur, contréle une é&tape
particuliecre des mécanismes impliqués dans la ponte (Kaldany et al.,
1985 ; Vreugdenhil er al.,, 1988a). Certains de ces peptides sont des
neurotransmetteurs agissant sur des neurones voisins (Rothman et al.,
1985 ; Ter Maat et al.,, 1988).

Il est intéressant de souligner I'homologie structurale de ces deux
précurseurs chez les deux Mollusques. Bien que I'homologie globale des
deux préprohormones soit faible (environ 28%), elles possédent toutes
deux un peptide signal de 20 acides aminés et des sites de clivage
hautement conservés (Vreugdenhil ez al., 1988b). De plus, la
comparaison des séquences en acides aminés des peptides matures
révele des homologies non négligeables : 51% entre CDCH et ELH (Chiu et
al., 1979), 69% entre aCDCP et ooBCP (Ebberink et al.,, 1985).
L'organisation structurale des précurseurs et les homologies de séquence
des peptides actifs suggerent l'existence de mécanismes physiologiques
similaires impliqués dans la ponte, mécanismes controlés par des
neuropeptides apparentés (Vreugdenhil et al., 1988b).

Chez l'aplysie, le précurseur de I'ELH est spécifié par cinq génes
regroupés en une famille qui s'expriment dans les BC et la glande atriale.
Ces geénes montrent une forte homologie entre eux (90%) et sont
différemment exprimés en fonction du type cellulaire (Scheller et al.,
1982, 1983 ; Mahon et al., 1985).

Chez la limnée, le précurseur de la CDCH est spécifié par une
famille de génes comprenant les génes CDCH I et CDCH II. L'homologie
entre les 2 genes est élevée (90%). Une délétion de 17 pb dans la région
carboxy-terminale de CDCH II conduit 2 la production d'une "CDCH-like".



En 1983, Scheller et al., émettent I'hypothese que chez les Gastéropodes
les deux geénes codant ces précurseurs ont été engendrés par duplication
d'un geéne ancestral. La méme hypotheése a été proposée par Nambu et
Scheller en 1986 pour les geénes de I'ELH de plusieurs espéces d'aplysie.

Chez les Mollusques, un autre précurseur peptidique a été bien
étudié au niveau moléculaire ; il s'agit du précurseur du FMRF-amide. Ce
dernier a été mis en évidence a différents degrés d'évolution du régne
animal et posséde de nombreux rdles biologiques (Baratte, 1990). Le
gene spécifiant le FMRF-amide chez l'aplysie a été caractérisé par
Taussig et al., (1985). Il présente une organisation originale puisqu'il
code un grand précurseur renfermant 28 copies du pentapeptide Phe-
Met-Arg-Phe-Gly. Chaque pentapeptide est flanqué de résidus basiques
qui constituent des sites de clivages protéolytiques (Loh et Gainer,
1983). L'acide aminé glycine, situé a l'extrémité carboxy-terminale, est
le substrat de l'amidation qui conduit au FMRF-amide (Taussig et al.,
1988). Ce précurseur comprend aussi une copie du pentapeptide Phe-
Leu-Arg-Phe-Gly et libére, aprés maturation post-traductionnelle, un
FLRF-amide. L'existence au sein du précurseur de 28 copies de FMRF et
une de FLRF n'est pas sans rappeler la structure également complexe du
précurseur des enképhalines chez I'homme. En effet, ce précurseur
possede une copie de Leu-enképhaline et 7 copies de Met-enképhaline
(Comb et al., 1982).

Chez la limnée, une autre molécule impliquée dans la régulation
des flux d’ions Nat a fait l'objet d'une étude de biologie moléculaire. Ce
peptide, nommé SISP, stimule !’entrée d’ions Na* du milieu extérieur
vers 1I’hémolymphe de I’animal, via le tégument, comme 1’ont démontré
les études in vivo et in vitro (de With et van der Schors, 1986 ; de With
et al., 1988). La limnée est capable de régler précisément la
concentration en Nat de son milieu intérieur (Kulhman et Feiden, 1976 ;
de With, 1977, 1980). Cette homéostasie est en grande partie due a une
pompe a Na* présente dans le tégument et dont 1’activité est
inversement proportionnelle a la concentration en Na%t dans
I’hémolymphe (Chaisemartin, 1969 ; Greenaway, 1970 ; de With et van
der Schors, 1982, 1983). L’entrée de Na't via le tégument contrebalance
la perte de Nat rénale (de With et van der Schors, 1984) ; cette derniére
est également limitée par une réabsorption sodique a partir de 1’urine
(de With, 1980 ; de With et van der Schors, 1984). Ces auteurs précisent
que D’entrée d’un ion Nat implique la sortie d’un ion H¥. Un échange
d'anions survient simultanément : un ion Cl- entrant pour un ion HCO3-



sortant, ce dernier provenant de la réaction enzymatique de 1’anhydrase
carbonique (de With et al., 1987). De With et al., (1988) démontrent que
le SISP agit au niveau de la pompe Nat/K* ATPase permettant le
transfert actif des ions. Ces systémes d’échanges Na*/H*+ , Cl-/ HCO3-
dépendant de I1’anhydrase carbonique, entretenus par une pompe
Na*/K* ATPase dans la paroi du corps de la limnée, ressemblent a ceux
présents dans les branchies de poissons d’eau douce (Evans, 1975).

Le systéme neuroendocrine de la limnée est impliqué dans
1’homéostasie hydrominérale (Wendelaar-Bonga, 1970, 1972 ; Roubos,
1973 ; Soffe et al., 1978, 1979 ; de With et van der Schors, 1983, 1986 ;
de With et al.,, 1991). Parmi les produits de sécrétion, le SISP représente
le premier facteur natrémique caractérisé chez un Invertébré (de With
et al., sous presse).

Le SISP est présent au niveau des ganglions cérébraux et dans une
zone neurohémale appelée “median lip nerve” (MLN) (de With et van
der Schors, 1986). Il est synthétisé par des cellules, les “yellow cells”
(YC) localisées dans les ganglions pariétaux et viscéraux (Boer et al.,
1992). Ces cellules pourraient aussi avoir un rdle, par l’intermédiaire de
leurs neurosécrétions, dans la régulation de la fonction rénale
(Wendelaar-Bonga, 1970).

La biologie moléculaire a apporté des informations sur la séquence
nucléotidique du geéne spécifiant le SISP, ainsi que sur la séquence en
acides aminés de son précurseur. Une banque d’ADNc de limnée a été
criblée a 1’aide de fragments d’ADN amplifié par PCR (“polymerase chain
reaction”) (Vreudenhil et al., 1988a ; Smit et al., 1988). La
préprohormone du SISP montre une architecture relativement simple,
puisqu’elle contient une séquence signal et une copie unique de
I’hormone (de With et al.,, 1991).

Il est depuis longtemps établi que N. diversicolor, habitant en eau
saumatre, est capable d’une régulation osmotique (Schlieper, 1929 ;
Beadle, 1937 ; Smith, 1955, 1959 ; Hohendorf, 1963 ; Oglesby, 1970). En
1955, Fretter démontre, dans des conditions de faible salinité, une
entrée active d’ions Na't contre le gradient de concentration chez ce ver.
Dans les mémes conditions, Jorgensen et Dales (1957) décrivent une
entrée active d’ions Cl-. Les transports actifs de ces ions, du milieu
extérieur vers le liquide ccelomique de 1’animal via le tégument, sont un
des principaux mécanismes permettant a 1’animal de rester
hyperosmotique vis-a-vis d’un milieu extérieur de faible salinité. Par
ailleurs, il y a également réduction de la perméabilité de la surface du
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corps aux sels (Oglesby, 1965a, b, 1968, 1969 ; Smith, 1970a) et/ou a
I’eau (Jorgensen et Dales, 1957) et filtration au niveau des néphridies
d’une urine hypoosmotique vis-a-vis du liquide ccelomique (Potts et
Parry, 1964 ; Smith, 1970b). L’ensemble de ces travaux physiologiques
permet de conclure & une entrée active d’ions Nat (et Cl°) du milieu
ambiant vers le milieu intérieur de 1’animal, en particulier chez une
espece euryhaline comme N. diversicolor.

La mise en évidence d’une neurohormone facilitant 1’entrée de Nat
du milieu extérieur vers [’hémolymphe de la limnée nous a incité a
tenter de démontrer 1’existence d’une molécule apparentée au SISP chez
la néréis.

Pour ce faire, dans un premier temps, nous avons éprouvé les
capacités informatives des ARNm isolés de cerveaux de N. diversicolor
dans divers systemes de traduction, systeéme cellulaire (ovocytes de
Xenopus levis) ou acellulaire (lysat de réticulocytes de lapin). Des
informations ont été obtenues en caractérisant certains produits de
traduction par des anticorps dirigés contre des séquences déterminées
du SISP de limnée d'une part et par des anticorps dirigés contre la
dynorphine 1-17 et des anticorps dirigés contre l'a—néo-endorphine
d'autre part. Dans un second temps, nous avons tent€ de définir chez N.
diversicolor les séquences nucléotidiques codant la ou les molécules
homologues au SISP de limnée, ainsi que la ou les molécules homologues
a des opioides de Vertébrés. Les résultats obtenus par les réactions
immunochimiques lors des premicres étapes de notre travail, nous ont
incité a élaborer une banque d’expression a partir d’ADNc synthétisés
sur les ARNm poly-A+ extraits de cerveaux de N. diversicolor. La banque
d'ADNc a été criblée a l'aide des anticorps dirigés contre des séquences
connues du SISP chez la limnée, ainsi qu' & l'aide d'une sonde d'ADNc de
ce Mollusque. La technique de PCR a également ét€¢ employée apres
rétro-transcription des ARN extraits de cerveaux de néréis. Les amorces
oligonucléotidiques utilisées lors des cycles d'amplification ont é&té
élaborées a partir des séquences les mieux conservées et les moins
dégénérées du SISP. Cette seconde stratégie a également été utilisée
pour la détection de genes spécifiant les précurseurs d'opioides.
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel biologique

Le modele biologique utilis€é pour ce travail est le ver
marin Nereis diversicolor (Annélide, Polychéte). Les animaux sont
récoltés dans la vase de l'estuaire de 1'Aa, a Petit- ou Grand-Fort-
Philippe, (Nord, France) (fig. 1). Les vers sont conservés a 4°C dans l'eau
de mer naturelle, sans nourriture, jusqu'a leur utilisation.

I1. Dissection et isolement des cerveaux

La dissection doit étre menée rapidement pour préserver
l'intégrité des molécules du matériel disséqué. Pour ce faire, les animaux
sont décapités par série de dix. L'ablation du cerveau s'effectue sous
loupe binoculaire. Une incision réalisée a l'aide de ciseaux de Pascheff
permet de dégager le segment antérieur de l'animal ou prostomium
(fig. 2). La séparation de ce dernier du corps entraine inévitablement
les ganglions cérébroides, couramment appelés cerveau, ainsi que des
palpes facilement éliminés par deux autres incisions. La forme des
ganglions cérébroides est celle des ailes étalées d'un papillon (fig. 3).
Apres présentation de la face ventrale du prostomium vers
I'expérimentateur, les ganglions cérébroides sont facilement isolés par
simple grattage et immédiatement congelés dans l'azote liquide, ou ils
sont conservés.

II1.Etude des ARN du cerveau de N. diversicolor
II11.1. Extraction des ARN

I nous est apparu que les ARN isolés du cerveau de
N. diversicolor sont des molécules particulierement fragiles, tres
sensibles aux hydrolyses enzymatiques. En conséquence, des précautions
opératoires strictes sont-appliquées au cours des manipulations: vaisselle
stérilisée a 200°C durant 2 h, plastiques traités au diéthylpyrocarbonate
(DEPC) a 0,1% dans 1'éthanol et stérilisés a 100°C. Les solutions ne
pouvant €tre autoclavées sont traitées au DEPC i 0,1% et leur utilisation
est différée de 24 h.

Les ARN totaux de cerveaux de Nereis sont extraits et
traités selon une méthode modifiée décrite par Guissi-Kadri (1990). Les
cerveaux sont broyés dans un tampon GT. Les molécules d'ADN sont
brisées mécaniquement par passage au travers de l'aiguille d'une
seringue. Les acides nucléiques sont séparés par centrifugation
isopycnique en chlorure de césium (CsCl). Le culot contenant les ARN est
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repris dans du tampon TE contenant 1% de sodium dodécyl sulfate (SDS)
et ceux-ci sont extraits par le mélange chloroforme/butanol (4V/1V).
L'addition d'1/10€¢ de volume d'acétate de sodium (NaCH3COO) 3 M et de
2,2 volumes d'éthanol absolu froid permet, aprés une nuit a -20°C, la
précipitation des ARN.

I11.2. Préparation des ARN poly-A+t

II1.2.1. Traitement des ARN par le chlorure de
lithium (LiCl)

Le traitement des ARN par le LiCl est
celui décrit par Guissi-Kadri (1990). Aprés une centrifugation de 10 mn
a 14600 x g, les culots sont rincés a I'éthanol 70%, séchés et traités deux
fois par une solution de LiCl 2 M pour éliminer les molécules
bicaténaires. Deux lavages a l'éthanol 70% permettent d'éliminer toute
trace de LiCl avant que les culots soient repris dans de l'eau traitée au

DEPC. Les ARN sont précipités a -20°C apres addition d'1/10¢ de volume
de NaCH3COO et 2,2 volumes d'éthanol absolu.

I11.2.2. Sélection des ARNm poly-A+

Les ARNm polyA* sont sélectionnés a
I'aide d'un gel d'oligo-dT-cellulose fourni dans le "kit" de purification
d'ARNm commercialisé par Stratagene (Poly-(A) quick mRNA
purification Kkit).

111.2.2.1. Préparation de la colonne oligo-dT

Avant utilisation, les colonnes sont
disposées verticalement pour permettre au gel de sédimenter. Une
seringue placée a DUextrémité supérieure de la colonne permet d'éliminer
le tampon de stockage et de tasser le gel au fond de celle-ci. Le gel est
traité 2 fois par une solution saline a forte concentration (Tris-HCI!
10 mM, pH 7,5, EDTA2 1 mM, NaCl3 0,5 M).

1 Acide chlorydrique
2 Ethyléne diamine tétracétate
3 Chlorure de sodium
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I11.2.2.2.  Préparation des échantillons d’ARN

Les ARN précipités dans 1'éthanol
absolu sont centrifugés a 12000 x g pendant 1 h. Les culots sont rincés
deux fois a l'éthanol 70% et séchés sous air comprimé avant d'€tre repris
dans le tampon de dilution des échantillons 10X (Tris-HCl, 10 mM,
pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 5 M) dilué au 1/10° dans de l'eau traitée au
DEPC.

[11.2.2.3.  Sélection des ARNm poly-A~*

Les échantillons d'ARN sont dénaturés
pendant 10 mn a 65°C et refroidis dans la glace avant d'étre déposés
délicatement a la surface du gel, a raison d' une goutte par seconde.
Cette opération est répétée une seconde fois aprés avoir récolté le
premier effluent. La colonne est rincée 2 fois par 200 ul d'une solution
saline fortement concentrée, incluse dans le "kit", avant d'étre lavée 3
fois par une solution saline faiblement concentrée (Tris-HClI 10 mM,
pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 0,1 M). Les ARNm poly-A* sont récupérés en
employant 200 pul de tampon d'élution (Tris-HC1 10 mM, pH 7,5, EDTA
I mM), préchauffé a 65°C. Cette opération est répétée 4 fois, de facon a
obtenir une solution de 800 ul d'ARNm poly-A*. La concentration des
ARNm poly-A* est estimée a l'aide d'un spectrophotométre dont la
longueur d'onde est réglée a 260 nm. Les échantillons sont précipités par
1/10€¢ de volume de NaCH3COO 3 M et par 2 a 3 volumes d'alcool absolu
pendant une nuit a -20°C.

IV.Traduction des ARNm en lysat de réticulocytes de
lapin

Le "kit" de traduction des ARNm en
syst¢eme acellulaire choisi est celui commercialisé par la société
Amersham (réf.M90Y, Amersham, France). Les conditions opératoires
sont celles préconisées par la société Amersham. Ce systeme acellulaire
eucaryotique permet la traduction d'un grand nombre d'ARNm exogenes
de masse moléculaire élevée (Clemens, 1984).

IV.1. Traduction des ARNm en présence de méthionine-
35§

IV.1.1. Protocole opératoire

Un mélange réactionnel appelé
“premix” est préparé avant d’ajouter les ARNm.
Ce “premix” est constitué de :
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- Lysat de réticulocytes de lapin 140 pl

- Méthionine 35S (SJ 1515, Amersham, France) 17,5 ul

activité spécifique supérieure a 1000 Ci/mmol

- Eau distillée ' 8,75 ul
Le volume réactionnel doit étre de 50 pl réparti de la fagon suivante :

Témoin (négatif) Echantillon

Eau Sul -

Eau contenant

les ARN Poly-At

a tester (lpug/ul) - 5 ul

Premix 45 ul 45 ul

L'incubation s'effectue a 30°C pendant 1 h.

IV.1.2. Evaluation du pouvoir informatif des ARNm en
fonction de la radioactivité incorporée dans les
protéines néosynthétisées

IV.1.2.1.  Evaluation quantitative

A 1 ml de tampon Tris-HCl 20 mM,
pH 7,4, NaCl 150 mM additionné de méthionine non radioactive
(4 mg/ml) on ajoute 1 ul du mélange de traduction. La précipitation des
protéines est obtenue en déposant 2 gouttes d'acide trichloroacétique
glacé (TCA) a 100%. La réaction se poursuit pendant 2 h a 4°C.
L'ensemble est filtré sur une pastille en fibre de verre et rincé par 4
lavages successifs au TCA 10%, au TCA 5% , a l'eau distillée et au
mélange éthanol/éther (V/V). Aprés séchage des filtres, la radioactivité
est déterminée a l'aide d'un compteur a scintillation liquide (LKB Wallac
1215 rack beta). Les filtres sont placés dans des fioles a scintillation
contenant du lipofluor (J.T. Baker) utilis¢ comme liquide scintillant. Trois
mesures concernant le méme échantillon sont réalisées afin d'obtenir
une valeur moyenne de la radioactivité contenue dans des prises de
faible volume (1 ul).

IV.1.2.2.  Evaluation qualitative

, Le reste de chaque échantillon (47 pul)
est analysé par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS 5-25% pour
évaluer la qualit¢é des ARNm traduits en protéines. Apreés électrophorése,
le gel est coloré au bleu de Coomassie, puis décoloré par l'acide acétique
a 10%. Apres séchage du gel, celui-ci est placé en autoradiographie a
-70°C.
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IV.2. Traduction des ARNm en présence de méthionine
froide

Le protocole opératoire permet la syntheése de novo de
polypeptides et précéde les expériences d'immunodétection. Le protocole
opératoire est le suivant :

Lysat de réticulocytes 40 pl

Méthionine 1mM Sul

Eau contenant les

ARNm poly-At

a tester (lug/ul) Sul

Les conditions d'incubation utilisées sont les mémes que celles décrites
pour la traduction en présence de méthionine radioactive. Un témoin
négatif (eau distillée ne contenant pas d'ARNm) est réalisé dans les
mémes conditions.
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V. Traduction des ARNm dans les ovocytes de Xenopus

laevis

Les ovocytes sont séparés des cellules folliculaires par la
collagénase dispase (Boehringer, Mannheim) a 1 mg/ml pendant 2 h
sous agitation. Les ovocytes sont incubés pendant 24 h dans un milieu
de Barth, additionné de plusieurs antibiotiques : théophylline 0,5 mM,
pénicilline a 10 mg/ml, streptomycine a 10 mg/ml, ainsi que du
pyruvate de sodium 2,5 mM. 50 nl d'une solution d'ARNm poly-At a
S pg/ul sont injectés dans chaque ovocyte. Ces derniers sont placés dans
un milieu de Barth contenant de la gentamycine a 50 pug/ml.
L'incubation se poursuit pendant 5 & 6 jours en renouvelant le milieu
tous les jours, jusqu'a l'extraction des protéines. Des ovocytes témoin
subissent une injection d'eau distillée sans ARNm et sont traités selon le
méme protocole. Les injections d'’ARNm dans les ovocytes ont été
aimablement effectuées par F. Fournier (Laboratoire de physiologie
cellulaire, dirigé par le Professeur Guilbault, Université de Lille I).

VI.Extraction des protéines ovocytaires

Les ovocytes sont homogénéisés par groupe de cinq dans
200 pl de tampon (Tris-HCl 75 mM, pH 6,8, SDS 1%, B-
mercaptoéthanol 1%, phényl-méthyl-sulfonyl fluoride (PMSF) 1 mM).
L'homogénat est centrifugé & 10000 x g pendant 5 mn. Le surnageant
contenant les protéines est récupéré et dilué au 1/3 pour &tre analysé
en électrophorése. Cette technique est aussi utilisée pour extraire les
protéines des cerveaux de N. diversicolor.



Les protéines libérées par les ovocytes dans leur milieu
d'incubation sont précipitées par 0,2 volume de TCA (50% m/v) en
présence de 2pug de sérum albumine bovine (SAB) qui joue le rdle
d'entraineur. Ces précipités sont récupérés par une centrifugation a
10000 x g pendant 5 mn. Le culot est lavé par de l'acétone froide puis
remis en suspension dans le tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl
150 mM pour l'analyse électrophorétique.

VII. Analyse des produits de traduction
VII.1. Electrophorese
Les produits traduits in vitro ou in ovo sont
séparés par électrophorése dans un gel de polyacrylamide-SDS 5-25%
selon la méthode de Laemmli (1970).
VII.1.1. Gel de séparation
Le gradient de polyacrylamide-SDS 5-25% est

réalis€é au moyen d'un formeur de gradient. Les solutions utilisées pour
ce gel sont les suivantes :

5% 25%
Tampon Tris-HC1 0,75 M, pH 8,8 25 ml 25 ml
Acrylamide 25 g 125 g
Bis-acrylamide 0,066 g 0,33 g
Saccharose _ O¢g
Eau gsp 50 ml gsp 50 ml

L'électrophorese s'effectue en milieu dénaturant en ajoutant aux
solutions précédentes du SDS a 0,1% final. Deux catalyseurs sont ajoutés
extemporanément pour former le réseau du gel : persulfate
d'ammonium a 10% (9 ul) et N, N, N, N' tétraméthylenediamine

(TEMED)(4 ul) pour 9 ml de gel.
VII.1.2. Gel de concentration

Il s'agit d'un gel homogéne a la concentration de
5% d'acrylamide. Le mélange suivant est réalisé :

Tampon Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 12,5 ml
Acrylamide 25¢g
Bis-acrylamide 0,066 g
Eau gsp 50 ml

Les conditions dénaturantes nécessitent l'additon de SDS a 0,1% final. Les
mémes catalyseurs, persulfate d'ammonium a 10% et TEMED, sont
ajoutés a raison de 50 ul et 5 pul respectivement pour 4 ml de gel.

16



VII.1.3. Migration électrophorétique

Les échantillons sont dilués au 1/3 en ajoutant a
30 ul de mélange de traduction, 30 pl du tampon de dilution des
€chantillons (Tris-HC1I 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM) et 30 pul du
tampon de reprise des échantillons (Tris-HC1 65 mM, pH 6,8, SDS 2%,
saccharose 10%, P-mercaptoéthanol 5%, bleu de bromophénol 0,1%).
L'ensemble est chauffé 3 mn dans un bain-marie bouillant avant d'€tre
déposé dans le gel. Un mélange de protéines, témoin de masse
moléculaire 94 kDa (phosphorylase B), 67 kDa (albumine), 43 kDa
(ovalbumine), 30 kDa (anhydrase carbonique), 20,1 kDa (inhibiteur de
la trypsine) et 14,4 kDa (a-lactalbumine), permet d'estimer les masses
moléculaires des produits traduits. La migration électrophorétique se
déroule a 15 mA pendant 20 h, dans le tampon Tris 25 mM pH 8,3,
glycine 190 mM, SDS 0,1%. Une partie du gel est colorée au bleu de
Coomassie 2 0,1% dans un mélange isopropanol 25%, acide acétique 10%,
eau 65%, 2h sous agitation. Ce fragment de gel est partiellement
décoloré par l'acide acétique 10% et constitue un témoin de migration.

VII.2. Transfert des produits de traduction (technique
"Western blot")

La technique de transfert des protéines sur
membrane de nitrocellulose est celle décrite par Towbin et al., (1979).
Apres séparation électrophorétique des produits traduits, les gels sont
équilibrés dans le tampon de transfert pendant 30 mn. La nitrocellulose
(porosité 0,45 pm) est équilibrée dans ce méme tampon pendant 20 mn.
L'électrotransfert des protéines du gel sur la nitrocellulose est réalisé a
45 V pendant 5h ou a 12 V sur la nuit & température ambiante. Une
partie de la nitrocellulose est colorée par le mélange noir amido 0,1%,
méthanol 45%, acide acétique 10% pendant 30 mn et constitue un témoin
de transfert des protéines.

VII.3. Immunodétection des produits traduits
VII.3.1. Anticorps dirigés contre le SISP de limnée

Les anticorps employés pour cette technique
sont :
- anticorps polyclonaux dirigés contre une séquence
N-terminale (10-19) du Sodium Influx Stimulating Peptide (SISP) de
limnée, nommés : anti-SISP 10-19
- anticorps polyclonaux dirigés contre la partie
C-terminale (67-76) du SISP, appelés anti-SISP 67-76
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- anticorps monoclonaux dirigés contre une fraction
purifié¢e en chromatographie liquide haute performance (CLHP) du SISP,
appelés : anti-SISP 1-77.

Tous ces anticorps ont été aimablement fournis par le Dr J. Van
Minnen (Vrije Universitit, Amsterdam, Netherlands) et leur préparation
a été décrite par De With er al., (1991).

VIL.3.2. Anticorps dirigés contre des opioides de
Mammiféres.

Les anticorps utilisés sont les suivants:
- Anticorps polyclonaux dirigés contre la dynorphine 1-17.
- Anticorps polyclonaux dirigés contre l'a-néo-endorphine.
Ces anticorps ont été gracieusement fournis par le Pr. G. Tramu
(Bordeaux, Laboratoire de Neurocytochimie fonctionnelle). La spécificité
de ces anticorps a été contrélée par R.ILA (radio immuno-assay). Les
résultats ne montrent pas de réactions croisées (Dugimont et al.,, 1992b).

Afin d'augmenter la crédibilit¢ de nos résultats, nous avons perfectionné
la spécificité des immunoréactions mettant en oeuvre les anticorps
polyclonaux anti-dynorphine et anti-o-néo-endorphine en utilisant les
immunsera préablement saturés avec leur antigéne spécifique ou non
spécifique. Les différents anticorps sont placés 24 h sous agitation a 4°C

en présence de leur antigéne spécifique ou non spécifique : anti-
dynorphine 1-17 / dynorphine 1-17 ; anti-dynorphine 1-17/a-néo-
endorphine ; anti-a-néo-endorphine/a-néo-endorphine ; anti-a-néo-

endorphine/dynorphine 1-17. Les proportions sont 5 mg d'antigéne
pour 1 ml de sérum pur. Certains lots d'anticorps ainsi saturés sont
utilisés immédiatement, tandis que d'autres sont employés apres un
traitement au charbon-dextran qui permet d'enlever l'exces d'antigénes
libres dans la solution. Ces divers anticorps préalablement saturés avec
leur antigéne spécifique ou non spécifique ont été utilisés dans les
"techniques de "Western-blot" et d'ELISA" ("enzyme linked
immunosorbent assay")

VII.3.3. Caractérisation des produits traduits

L'immunoréaction commence par la saturation des
sites libres de la nitrocellulose en incubant la membrane dans le tampon
de saturation TBSL pendant 2 h. La feuille de nitrocellulose est ensuite
incubée toute la nuit avec les anticorps primaires dilués au 1/100¢ dans
le tampon TBSL. Une série de 4 lavages avec le tampon TBST précede les
2 h d'incubation de la nitrocellulose avec les anticorps secondaires,

marqués a la peroxydase, dilués au 1/1500¢ dans le tampon TBST. Une



méme série de 4 lavages avec le tampon TBST précéde l'étape de
révélation des complexes immuns.

Cette révélation utilise le mélange suivant :
Tampon Tris-HC1 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM 100 ml
4-chloro-1-naphtol 2 0,3% dans le méthanol 6 ml
Eau oxygénée (H,07) 20 pl

Lors de la révélation, la membrane de nitrocellulose est mise en contact
avec le substrat de la peroxydase (H207) et avec un chromogéne
(4-chloro-1-naphtol, Biorad) qui, incolore sous forme réduite, se colore
en violet sous forme oxydée. La coloration de la nitrocellulose, qui est la
manifestation de la réaction enzymatique de la peroxydase vis-a-vis de

son substrat, se déroule a température ambiante et i l'obscurité de 15 a
30 mn. La réaction est arrétée par de l'eau distillée.

VIL.3.4. Test ELISA

Les plaques a 96 puits sont tapissées avec 50 pl
d'un homogénat d'ovocytes injectés d'une solution d'ARNm de cerveau
de N. diversicolor, et incubent une nuit a 4°C. Les puits des plaques sont
saturés avec le tampon TBS additionné de sérum albumine bovine (SAB)
a la concentration de 0,1% finale. L'incubation avec les anticorps
primaires (préalablement saturés ou non) dilués au 1/100€ dans le
tampon TBSB se réalise 2 37°C pendant 2 h. Trois lavages avec le tampon
TBS additionné de SAB précédent l'incubation a température ambiante
pendant 1 h 30 mn avec les anticorps secondaires couplés a la
peroxydase dilués au 1/10000€. Aprés une nouvelle série de lavages,
l'immunoréaction est révélée en additionnant 9 mg
d'orthophényldiamine (OPD) et 16 ul dH207, substrat de la peroxydase,
a4 25 ml de tampon de révélation a 0,1 M additionné d'acide citrique 0,1
M (Sigma USA). La détermination de la densité optique de chaque puits
se réalise a l'aide d'un lecteur de plaque (MR 500 Dynatech) réglé a 490
nm. Outre l'épuisement des anticorps, d'autres témoins de réaction sont
réalisés en omettant soit l'anticorps primaire soit l'anticorps secondaire.

VIII. Immunohistochimie sur coupes de cerveaux et
métameres de Nereis

VIII.1.Préparation des tissus

Les tissus sont fixés par immersion pendant 24 h
dans du Bouin Hollande, sans acide acétique mais contenant 10% d'une
solution saturée de chlorure mercurique. Les tissus sont déshydratés par
passages successifs dans des alcools d'ordre croissant, 70% (30 mn), 96%
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(30 mn) et 100% (1h), puis lavés une nuit dans un bain d'alcool
butylique. Les é&chantillons sont inclus dans de la cytoparaffine afin de
permettre la confection des coupes. Ces dernieres, d'une épaisseur de
7 um, sont réalisées dans le plan transversal ou sagittal, en se référant a
la situation de l'organe en place dans l'animal.

VIII.2.Réaction immunohistochimique

La technique utilisée est celle décrite par Engelhardt et al.,
(1982). Les coupes déparaffinées dans deux bains de toluéne sont
réhydratées progressivement par passages successifs dans des bains
d'alcool d'ordre décroissant, 100%, 96% et 70%. Les préparations sont
immergées dans du tampon de Coons avant d'é€tre incubées une nuit a
température ambiante en chambre humide avec l'anticorps primaire
spécifique, (anti-SISP 10-19, anti-SISP 67-76 ou anti-SISP 1-77) dilué

au 1/500¢ dans ce tampon. Aprés 2 lavages de 5 mn dans ce méme
tampon, les coupes incubent avec l'anticorps secondaire, sérum de
mouton anti-IgG de souris ou sérum de chevre anti-IgG de lapin marqué

a la peroxydase de Raifort, (Diagnostic Pasteur) dilué au 1/40¢ dans le
tampon de Coons. Cette incubation est réalisée en chambre humide 2a
température ambiante pendant 1h 30. Aprés 2 lavages dans le tampon
de Coons, l'activité de la peroxydase se révele par l'oxydation d'une
solution de 4-chloro-1-naphtol (Sigma) a 0,4 g/l dans du tampon Tris
0,1 M, pH7,6, en présence d'H20, 0,15%. La réaction est interrompue
par immersion dans l'eau distillée. Les lames sont montées dans un
mélange eau/glycérol (V/V) pour &tre observées au microscope
photonique. Les coupes présentant une immunoréactivité pour les
anticorps testés sont décolorées dans un bain d'acétone qui élimine la
coloration bleue foncée produite par le 4-chloro-1-naphtol oxydé. Les
préparations sont rincées a l'eau distillée et sont colorées selon la
méthode modifiée de Clark (1955), (le chromotrope 2R a été remplacé
par l'hématoxyline de Groat). Cette coloration séquentielle permet de
distinguer les différents types neuronaux immunoréactifs. Des "coupes
témoins" sont réalisées en les incubant dans des milieux réactionnels
dépourvus d'anticorps primaires ou secondaires.
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IX. Extraction et purification de I'ADN de N. diversicolor

IX.1. Extraction de I'ADN des cellules celomiques

Les cellules sont collectées dans la cavité ccecelomique des
animaux par ponction a l'aide d'une pipette Pasteur effilée, et
immédiatement placées dans du tampon PBSj. Les cellules sont
centrifugées pendant 10 mn (1100 x g, 4°C), puis lavées dans le méme
tampon pour éliminer les hématies. La suspension cellulaire est
centrifugée dans les mémes conditions et les culots obtenus sont
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congelés dans l'azote liquide et peuvent étre stockés a -70°C. L'extraction
d'ADN est réalisée selon le protocole de Maniatis et al., (1989), que nous
avons modifié. Les culots sont rassemblés et broyés dans un mortier
rempli d'azote liquide. 5 ml de tampon TNE et 0,5ml de SDS 10% sont
ajoutés aux cellules congelées. L'ensemble est broyé en évitant toute
décongélation, jusqu'a Il'obtention d'une fine poudre blanche. La
préparation est mise a incuber a 37°C sous agitation douce pendant
15 mn. Les protéines sont éliminées par une double extraction
phénol/chloroforme et chloroforme. La phase supérieure aqueuse est
précipitée en ajoutant 1/10¢ de volume de NaCH3COO 3 M et 2 a 3
volumes d'éthanol absolu froid, puis placée a -20°C. L'ADN précipité est
récupéré par enroulement de fibres autour d'une pipette Pasteur
recourbée. L'ADN est séché, repris dans du tampon TE, avant de subir
une double digestion enzymatique: a) RNAse A a 100 pg/ml (dépourvue
de DNAse grice a un chauffage a 100°C pendant 10 mn) a 37°C pendant
1 h 30, b) protéinase K a 500 mg/ml pendant 1 h a 37°C en présence
de 1% SDS. Une double extraction au phénol/chloroforme et chloroforme
permet d'éliminer les enzymes additionnées (RNAse et protéinase K) et
d'éventuelles protéines contaminantes. L'ADN présent dans la derniere
phase aqueuse est a nouveau précipité et récupéré, puis repris comme
précéedemment. La préparation d'ADN est dialysée pendant plusieurs
heures contre du TE 0,1X, en changeant réguli¢rement le tampon.

IX.2. Purification de I'ADN en gradient de chlorure de
césium

La purification de 1I'ADN est rendue nécessaire par la
présence de mucopolysaccharides contaminants. Les
mucopolysaccharides peuvent étre éliminés par une ultracentrifugation
en gradient de CsCl. Le CsCl est pesé a raison de 1,2 g/ml de solution
d'ADN. Le mélange est agité avec précaution jusqu'a dissolution totale du
CsCl, puis soumis a une ultracentrifugation pendant 48 h a 81500 x g.
La bande d'ADN est récupérée par aspiration. Le matériel est dialysé
contre du TE 0,1X, pH 7,4 sous agitation a 4°C pendant 24 h pour

éliminer toutes traces de CsCl.

IX.3. Digestion de 1I'ADN génomique par des enzymes de

restriction

. Les digestions sont réalisées sur 10pug d'ADN
préalablement chauffé 10 mn a 60°C. La solution d'ADN est diluée au
1/2 avec de l'eau stérile. Le tampon de l'enzyme (10X) est ajouté a
raison d'1/10€ du volume final de la réaction. L'enzyme additionnée en
large exces (50U) assure une digestion totale de I'ADN génomique. La
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digestion s'effectue a 37°C pendant 4 h et est interrompue en ajoutant
1/6€ du volume final de bleu de charge.

IX.4. Séparation électrophorétique de 1'ADN génomique

Les produits de digestion de I'ADN génomique sont déposés
dans un gel d'agarose a 1% dans un tampon TAE 1X contenant du BET a
0,25 pg/ml. Un aliquot d'ADN génomique non digéré et d'ADN du
phage A digéré par une ou deux enzymes connues sont également
déposés dans le gel. L'ADN génomique non digéré permet de vérifier son
intégrité, alors que 1'ADN du phage A constitue un témoin de taille des
fragments de restriction. La migration est réalisée durant la nuit a 25V
dans un tampon TAE 1X. Le gel est observé aux ultra-violets 2 312 nm
et photographié.

IX.5. Transfert des fragments de restriction sur
membrane de nitrocellulose

Le transfert de I'ADN est réalisé selon la méthode décrite
par Southern (1975). Apres électrophorese, le gel est traité par une
solution HCl 0,25 M pendant 15 mn, sous agitation, dans le but
d'hydrolyser les bases puriques des fragments d'ADN et ainsi faciliter le
transfert de ces derniers. Aprés un ringage de Smn a l'eau distillée, le
gel est traité par une solution dénaturante (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M)
pendant 1 h puis par une solution de neutralisation (Tris 0,5 M, pH 7.5,
NaCl 1,5 M) pendant 45 mn. En parallele, la membrane de nitrocellulose
est humidifiée 5 mn dans l'eau distillée, puis placée 20 mn dans du
tampon SSC 10X. Le transfert des fragments de restriction s'effectue

dans du tampon SSC 10X pendant la nuit. Une cuisson de 2h a 80°C
permet de fixer les fragments d'ADN sur la nitrocellulose.

X. Elaboration d'une banque d'expression a partir
d'ARN messagers de cerveaux de N. diversicolor

Toute la vaisselle utilis€ée pour I'élaboration de la banque
est stérilisée a 200°C et les solutions et tampons sont autoclavés ou
filtrés. Le protocole expérimental choisi pour I'élaboration de la banque
d'expression est celui préconisé par Stratagéne, soci€té qui nous a fourni
les kits, et est optimisé pour S pug d'ARNm poly-A+.



X.1. Synthése du premier brin d'ADN complémentaire
(ADNc¢)

Le premier brin d'ADNc est synthétisé a l'aide de la
transcriptase inverse du virus de la leucémie murine (Molonay).
L'amorce est un oligonucléotide de 50 mers dont la séquence est la
suivante :

5" GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAG(T)18 3

Séquence "GAGA" Xho I

Cette amorce contient une séquence "GAGA", qui protege le site de
restriction de l'enzyme Xho I, et présente une séquence poly-dT de 18
nucléotides.

Le milieu de réaction suivant est réalisé :

Tampon 10X de synthése du premier brin 5 ul
Mélange de nucléotides (dATP, dGTP, dTTP, Sméthyl dCTP) 3ul
Amorce oligo-dT 2 ul
Eau 17 ul
Inhibiteur de ribonucléases 1 ul
ARN poly-A* (5 ug) 20 ul

L'ensemble est placé 10 mn A température ambiante pour permettre
aux amorces de s'associer aux ARNm poly-A*t.
Transcriptase inverse (18 U/ul) 2,5ul

La présence d'un groupement méthyl sur chaque cytosine du premier
brin permettra d'éviter la digestion des ADNc par les enzymes de
restriction utilisées dans les étapes ultérieures.

Un contréle est réalisé en prélevant 5 ul de ce mélange que l'on ajoute a
0,5 pul de o 32P dCTP (800 Ci/mmol). Cet aliquot permet 1'analyse
qualitative et quantitative de la synthése du premier brin d'ADNec.
L'échantillon et son témoin sont placés 1 h a 37°C. Apres l'incubation, le
témoin radioactif est congelé & -20°C pour une analyse ultérieure, tandis
que l'échantillon "froid" subira la synthése du second brin d'ADNc.

X.2. Syntheéese du second brin d'ADNc

Aux 45 pl du mélange contenant l'hybride ADNc/ARNm
sont ajoutés :

Tampon de synthése du second brin 40 ul
Mélange de nucléotides (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 6ul -
Eau 300 pul
o 32P dCTP (800 Ci/mmol) 2 ul
Ribonucléase H (4 U/ul) 1 pul

ADN polymérase 1 (10 U/ul) 6,5 ul
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Apres agitation douce, 1'échantillon est placé a 16°C pendant 2 h 30.
X.3. Extraction de 1I'ADNc¢ double brin

L'ADNc double brin est extrait par 400 ul d'un mélange
phénol/chloroforme (V/V). Aprés une agitation vigoureuse et une bréve
centrifugation, la phase supérieure contenant les acides nucléiques est a
nouveau traitée par 400 ul de chloroforme. Le méme protocole aboutit a
la récupération d'une nouvelle phase supérieure a laquelle sont ajoutés
1/10€ de NaCH3COO 3 M et 2 &4 3 volumes d'éthanol absolu afin de
précipiter les ADNc pendant une nuit a -20°C. Le lendemain, les ADNc
sont centrifugés a2 17000 x g pendant 1h a 4°C. Les culots sont rincés a
I'éthanol 70% et séchés sous air comprimé avant d'étre repris dans
43,5 ul d'eau stérile. Un contrdle est effectué en prélevant 5 pul du
mélange précédent ; cet aliquot est conservé a -20°C pour une analyse
ultérieure.

X.4. Réalisation de "bouts francs'" sur 1I'ADNc double
brin

Des extrémités franches sont réalisées sur les ADNc dans le
but de leur greffer ultérieurement des adaptateurs contenant un site de
restriction pour l'enzyme EcoRI, ceci en vue d’une intégration dans un
vecteur.

Aux 38,5 pl restant de l'étape X.3 sont additionnés :

Tampon 10X de 'ADN polymérase du phage T4 Sul
Meélange des désoxyribonucléotides a 2,5 mM 2,5 ul
ADN polymérase de T4 (2,9U/ul) 3,5 ul

L'ensemble est placé a 37°C pendant 30 mn. Le volume final est amené
a 100 ul en additionnant de l'eau stérile. Les ADNc a "bouts francs" sont
extraits par le mélange phénol/chloroforme, puis chloroforme, avant

d'étre précipités pendant une nuit a -20°C.
X.5. Ligation des adaptateurs possédant le site EcoRI

La ligation des adaptateurs permettra d'obtenir une
extrémité cohésive nécessaire a l'insertion dans les "bras" du vecteur.
Apres centrifugation a 17000 x g pendant 30 mn, les culots sont rincés
a l'éthanol 70%, séchés et finalement repris dans 7 pl d'une solution
contenant les adaptateurs possédant le site EcoRI.

Les adaptateurs sont constitués par deux oligonucléotides de longueur

respective de 9 et 13 mers dont les séquences sont les suivantes

24



5" AATTCGGCACGAG 3'

3 GCCGTGCTC S
L'oligonucléotide de 9 mers est phosphorylé pour qu'il puisse é&tre ligué
aux extrémités "aveugles” des ADNc préalablement synthétisés.
Inversement, 1'oligonucléotide de 13 mers est déphosphorylé pour éviter
toute ligation sur les autres extrémités cohésives.
Le mélange suivant est alors ajouté :

Tampon de ligation 10X 1 ul
ATP 10 mM 1 ul
ADN ligase de T4 (4 WU/ul) 1 ul

La ligation se poursuit pendant 20 h a 8°C. Celle-ci est interrompue en
plagant I'échantillon & 70°C pendant 30 mn.

X.6. Phosphorylation des extrémités EcoRI

La phosphorylation de l'oligonucléotide de 13
mers permettra la ligation des ADNc dans le vecteur phagique livré sous
une forme déphosphorylée. Les échantillons sont centrifugés briévement
et refroidis a température ambiante avant d'€tre phosphorylés. Aux 10
pul précédents sont ajoutés :

Tampon de ligation 10X 1 ul
ATP 10 mM 2 ul
Eau stérile 6 ul
Polynucléotide kinase de T4 (10U/ul) [ ul

L'incubation s'effectue a 37°C pendant 30 mn. L'enzyme est inactivée en
chauffant a 70°C pendant 30 mn.

X.7. Digestion par l'enzyme Xhol

Le site de restriction pour I’enzyme Xhol se situe
en 3’ de l’amorce utilisée par la transcriptase lors de la construction du
premier brin d’ADNc. Apreés digestion par Xhol, 1’extrémité cohésive
obtenue est utilisée comme deuxieme site d’insertion dans les bras du
vecteur. Il s’agit donc d’un clonage orienté EcoRI/Xhol.

La digestion se réalise a 37°C pendant 1h 30 en ajoutant dans le
tube :
Tampon d'enzyme Xhol 28 ul
Xhol (45U/ul) 2 ul
En fin de réaction sont ajoutés 5 ul de tampon STE 10X.

X.8. Sélection des ADNc¢ en fonction de leur taille

Selon le principe de la chromatographie en gel
filtration, les grands segments d'ADNc sortiront les premiers de la
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colonne, suivis par les plus petits et finalement par les nucléotides
libres.

X.8.1. Préparation de la colonne de gel filtration

Un coton stérile est placé au fond d'une seringue
de 1 ml. La seringue est remplie avec le gel Sephacryl 400 jusqu'a son
extrémité supérieure. L'ensemble est placé dans un tube et centrifugé
2mn a 600xg, ce qui tasse le gel au fond de la seringue, Cette
derniére est a nouveau remplie avec le gel de Sephacryl 400 et
centrifugée une seconde fois. La colonne ainsi préparée est rincée par 2
injections de 300 pl de tampon STE.

X.8.2. Passage des ADNc au travers de la colonne

Les ADNc sont déposés au sommet de la colonne
aprés avoir placé la base de celle-ci dans un tube de type "Eppendorf"
stérile. L'ensemble est disposé dans un tube de type “Falcon” de 15 ml
pour subir une centrifugation de 2mn a 600 x g. Les plus grands ADNc
se trouvent dans le premier éluat. La méme opération peut étre répétée
plusieurs fois en déposant 50 pl de tampon STE au sommet de la
colonne. Chaque nouvelle centrifugation conduit a l'obtention d'ADNc de
plus en plus petits jusqu'a élution des nucléotides libres. Chaque fraction
récupérée peut étre testée en minigel d'agarose. Aprés analyse des ADNc
contenus dans chaque fraction, ceux-ci subissent une double extraction
phénol/chloroforme et chloroforme, avant d'étre précipités sur la nuit en
ajoutant 2 a 3 volumes d'éthanol absolu froid. L'addition d'acétate de
sodium n'est pas nécessaire car le tampon STE contient suffisamment de
sels pour la précipitation.

X.9. Ligation des ADNc dans le vecteur A ZAPII

Site d'insertion de I'ADNc

A ZAPII T o~ - I I
S8 2§ § 5
0 s § R £ S

3 40820 pb

22070 20 30 20 830

A ZAPII recombiné

22070 20 20 830 6530 11320



Apres une centrifugation d'l h a 17000 x g a 4°C,
le culot est rincé, séché et repris dans 10 pl d'eau stérile. Le mélange
suivant est réalisé :

Solution contenant les ADNc 5 ul
Tampon de ligation 10X 0,5 ul
ATP 10mM (pH 7,5) 0,5 ul
Vecteur UNI ZAP XR (digéré EcoRI/Xhol) (1 ug/ ul) 1 ul
ADN ligase de T4 (4 WU/ ul) 0,5 ul
Un témoin de ligation est effectué en mélangeant
UNI ZAP vecteur digéré EcoRI/Xhol (1pg/ ul) 1 pul
Insert test (0,4 pg/ul) pBR322 digéré Sall/EcoRI 1,6 ul
Tampon de ligation 10X 0,5 ul
ATP 10mM (pH 7,5) 0,5 ul
ADN ligase de T4 (4U/ul) 0,5 ul
Eau stérile 0,9 ul

La ligation est réalisée a 12°C pendant 20 h, puis 2 h a température
ambiante.

X.10. Empaquetage in vitro de 1I'ADN phagique
recombiné

Le systéme d'encapsidation in vitro utilisé est
celui préconisé par la société Stratagene : systéme "gigapack II Gold
packaging extract". L'empaquetage se réalise a 22°C durant 2 h et
concerne 5 pul de mélange de ligation. Aprés l'incubation, on ajoute
500 pl de tampon SM et 20 ul de chloroforme. Un mélange délicat et
une centrifugation de quelques secondes permettent la récupération des
phages recombinés in vitro contenus dans le surnageant. Ils seront
stockés a 4°C en attendant d'€tre titrés.

X.11. Titrage de la banque d'ADNc.

X.11.1. Obtention des bactéries perméables

A partir d'une colonie bactérienne de PLK F'
sélectionnée sur boites LB/Agar & 1,2% additionnée de tétracycline a
12,5 ug/ml, on réalise une culture liquide qui incube une nuit. Les
cellules sont centrifugées et suspendues dans du sulfate de magnésium
(MgSOy4) 10 mM. Les bactéries ainsi traitées peuvent €tre utilisées pour
toutes manipulations ultérieures dans un délai de 24 a 48 h. Avant



utilisation, les cellules sont diluées avec du MgSO4 10 mM de fagon a
atteindre une densité optique de 0,5 a la longueur d'onde de 600 nm.

X.11.2. Etalement de la banque

Pour déterminer le titre de la banque, 2 ul des
500 pl du mélange d'encapsidation sont prélevés et dilués au 1/10€
dans le tampon SM. De ces 20 pl, 1 ul est prélevé. Simultanément, 1 pl
de la banque est également prélevé et placé dans un autre tube. 200 pl
de bactéries (souche PLK F') perméables sont ajoutés dans chaque tube.
Le contact phages/bactéries se déroule a 37°C pendant 15 mn. A la suite
de ce contact, 3,5 ml de "Top Agar" (Milieu LB additionné d'agarose a
0,8%), MgSO4 10 mM a 45°C, sont ajoutés au mélange phages/bactéries.
Aprés une légére agitation, le "Top Agar" est répandu sur un fond d'agar
concentré (1,5%) préalablement coulé dans des boites de Pétri. Ces
dernieres incubent a 37°C une nuit.

X.11.3. Amplification de la banque

I est nécessaire d'amplifier une banque d'ADN
phagique recombiné. Cependant de multiples cycles d'amplification ne
sont pas conseillés, car les phages recombinés ont une croissance plus
lente que les phages sauvages et seraient alors moins représentés. En
fonction du titre initial, des dilutions de la banque sont réalisées de
facon a obtenir la confluence des plages de lyse. Par le biais de ces
dilutions, la banque dans sa totalité est "étalée"” en présence de bactéries
PLK F'. Cette souche bactérienne n'étant pas restrictive (mcr A-, mcr B-
) aucun ADN hémiméthylé ne sera pas digéré. Les boites de Pétri sont
placées a 37°C pendant 5 a 8 h pour obtenir des plages de lyse. 4 ml de
tampon SM sont répandus a la surface de la gélose de chaque boite que
l'on place a 4°C toute la nuit, sous agitation. Les surnageants enrichis en
phages sont rassemblés et additionnés de chloroforme a 5% final. Apres
un mélange, la banque est incubée 15 mn a température ambiante. Une
centrifugation de 5 mn a 3000x g permet d'éliminer les débris
bactériens. Le surnageant est a nouveau récupéré et additionné de
chloroforme a 0,3% final. Ce dernier permet de conserver les phages a
4°C pendant plusieurs semaines. Il est & noter qu'aprés passage en PLK
F', les ADN phagiques recombinés ne sont plus hémiméthylés et peuvent
étre mis en contact avec des souches restrictives (mcr A*, mcr Bt). La
détermination du pourcentage de phages recombinés peut Etre estimée
en employant une souche bactérienne dont le génotype comprend le
géne de la B-galactosidase (lac Z) permettant la sélection par la couleur

(cf. matériel et méthodes, chapitre X.11.4.). La souche E.coli XL1 Blue est

candidate a cette fonction.
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X.11.4. Détermination du pourcentage de clones
recombinés

Cette étape est impérative car le pourcentage de

clones recombinés traduit la représentativité de la cDNAtheque. Des
aliquots de la banque amplifiée sont étalés selon le protocole
d'amplification. Les bactéries infectées sont des E. coli XL1 Blue ; elles
permettent de connaitre rapidement le rapport entre phages recombinés
et non recombinés. Le site d'insertion des ADNc se trouve dans le géne
lac Z codant pour la P-galactosidase. L'insertion d'un ADNc change la
phase de lecture du géne lac Z et le rend inactif. En présence d'IPTG
(isopropyl-thiogalactopyranoside) (inducteur) et d'X-gal (5 bromo-4-
chloro-3 indolyl galactoside) (substrat de la P-galactosidase), le gene
lac Z d'un phage non recombiné s'exprimera au sein des bactéries. La
B-galactosidase, obtenue aprés transcription du géne lac Z et traduction,
est active et transformera son substrat (X-gal) en présence d'IPTG, pour
développer une coloration bleue. A l'inverse, les phages recombinés
ayant un geéne Jlac Z modifié exprimeront une protéine de fusion,
molécule hybride, résultant de l'association d'une partie de la
B-galactosidase (inactive) et de la protéine codée par I'ADNc intégré.

- Obtention des bactéries XL1 Blue perméables: le protocole est le
méme que celui utilisé pour les PLK F.

- Préparation du"Top Agar" : pour 50 ml de "Top", on ajoute :
400 pul d'TPTG (100 mM) repris dans de l'eau stérile
500 pul d'X gal (49 mM) repris dans du diméthylformamide

- La détermination du taux de phages recombinés est réalisée par
des dilutions de la banque par entrainement . A 100 pl de chaque
dilution sont additionnés 100 pl de bactéries perméables. 3,5 ml de
“Top Agar” sont ajoutés aprés 15 mn de contact phages/bactéries.
L'ensemble est répandu sur un fond d'agar concentré (1,5%)
préalablement coulé dans des boites de Pétri.

XI. Criblage de la banque d’ADNc
XI.1. Criblage immunologique

Les divers antisera employés doivent subir un
épuisement contre les bactéries utilisées dans les étapes de criblage car
I'animal immunisé pourrait avoir synthétisé des anticorps contre les
antigénes domestiques d'E. coli, ce qui rendrait les immunoréactions
aspécifiques.
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XI.1.1. Epuisement des anticorps

Une colonie d'E. coli XL1 Blue, reprise apres
isolement sur boite de Pétri, est ensemencée dans 100 ml de milieu de
culture LB. La culture se poursuit une nuit & 37°C sous agitation, puis est
centrifugée a 3000 x g pendant 20 mn. Le culot de bactéries est repris
dans 10 ml de tampon phosphate salin (PBS). La suspension bactérienne
est congelée a -70°C, décongelée puis soumise aux ultra-sons. Cette
opération est répétée 3 fois pour lyser les cellules. A ces 10 ml de lysat
est ajouté 1 ml de sérum pur. Le mélange est agité 1 h a 4°C, puis
centrifugé a 12000 x g pendant 15 mn. Le surnageant ne contient plus,
théoriquement, d'anticorps dirigés contre des antigénes bactériens, il

peut donc étre utilisé en immunoréaction.
XI.1.2.  Sélection des clones immunopositifs

Les anticorps employés pour cribler la banque
d'ADNc sont les anticorps polyclonaux anti-SISP 10-19, synthétisés par
un lapin. Des dilutions de la banque de phages sont réalisées de facon a
obtenir environ 104 plages de lyse par boite. Pour chaque étalement,
100 pl d'une suspension de phages (contenant environ 104 clones) sont
mis en contact pendant 15 mn avec 100 ul de bactéries XL1 Blue avant
d'é€tre mélangés a 3,5ml de “Top Agar” selon le protocole décrit
précédemment. Les boites sont incubées 4 a Sh a 42°C, en fonction de
la vitesse d'apparition des plages de lyse. Lorsque ces derniéres sont
bien visibles, les filtres de nitrocellulose, préalablement imprégnés d'une
solution d'IPTG a 10 mM, sont placés a la surface de la gélose. Les boftes
sont placées dans une étuve & 37°C pendant 5 h. Durant cette
incubation, les protéines de fusion sont induites et transférées sur la
membrane de nitrocellulose par simple contact avec la gélose.
L'empreinte exacte de la boite ainsi obtenue est soumise a une série de
lavages : les membranes sont plongées 3 fois 10 mn dans un tampon de
lavage TBST. La saturation des sites non spécifiques est réalisée en
plagant les filtres dans du tampon TBSL pendant 30 mn. Les
membranes de nitrocellulose subissent alors 3 lavages de 10 mn dans
du tampon TBST. Chaque disque de nitrocellulose est incubé une nuit
sous agitation avec 6 ml d'une solution d'anticorps anti-SISP 10-19

diluée au 1/100¢ dans un tampon TBSL. Les filtres sont ensuite lavés 3
fois avec le tampon TBST. Ces derniers incubent 1 h30 a température

ambiante dans une solution diluée au 1/2000¢ d'anticorps secondaires
anti-lapin marqués a la -peroxydase (Diagnostic Pasteur). Trois nouveaux
lavages avec le tampon TBST précedent l'ultime étape de la révélation
des complexes immuns formés. Pour ce faire, 60 mg de 4-chloro-1-
naphtol sont dissous dans 20 ml de méthanol froid. L'ensemble est
ajouté a 100 ml de tampon PBS. Le mélange précédent est alors
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additionné de 60 pl dHO0, a 30%. La révélation des filtres de
nitrocellulose se déroule a température ambiante et a l'obscurité de 15 a
30 mn selon le principe décrit dans le paragraphe VII.3.3. La réaction
est interrompue en plongeant les filtres dans l'eau distillée. Ceux-ci sont
séchés a l'obscurité et peuvent étre confrontés a leur boite de Pétri
correspondante. La présence d'une coloration bleue violacée sur la
membrane de nitrocellulose traduit la reconnaissance, par l'anticorps
anti-SISP, des protéines de fusion des clones recombinés. Les clones
positifs sont repiqués en pointant les plages de lyse concernées a l'aide
d'un cure-dents. Les phages sont suspendus dans 1 ml de milieu SM
auquel est ajoutée 1 goutte de chloroforme pour assurer une bonne
conservation des particules a 4°C. Ces étapes de criblage doivent é&tre
renouvelées plusieurs fois dans le but d'obtenir 100% de plages de lyse
positives sur une méme boite. A ce stade, les phages recombinés sont
considérés comme purifiés et spécifiques pour la séquence d'intérét.

XI.2. Criblage a l'aide d'une sonde d'ADNc spécifiant le
SISP chez la limnée

Des dilutions de la banque de phages sont réalisées de
facon a obtenir environ 2.105 pfu par boite. Lors des étalements de la
banque, 100 pl d'une suspension phagique sont mis en présence de 100
ul de bactéries DP50 avant d'étre mélangés a 3,5 ml de "Top Agar".
L'incubation se déroule a 37°C pendant la nuit. Les molécules d'ADN
phagique recombinées sont dénaturées pendant 2 mn avec un tampon
de dénaturation et neutralisées pendant 5 mn avec un tampon de
neutralisation. Les fragments d'ADN phagique sont fixés sur une
membrane de nitrocellulose par une cuisson de 2 h a 80°C. Les filtres de
nitrocellulose sont incubés au moins 30 mn a 42°C dans un tampon de
préhybridation 7,5XSSC, avant d'é€tre confrontés durant une nuit au
tampon d'hybridation 7,5XSSC contenant la sonde préalablement
marquée par la radioactivité (paragaphe XV.I.). La nitrocellulose subit 2
lavages de 15 mn en 2XSSC a 42°C (lors du premier criblage) ou 2
lavages de 15 mn en 0,1XSSC additionné de 0,1% SDS (lors des deux
derniers criblages), avant d'étre séchée et placée en autoradiographie.
Pour chaque rondelle de nitrocellulose déposée, un réplicat est réalisé et
celui-ci est traité selon le méme protocole. La comparaison d'un filtre et
de son réplicat permettra d'éliminer des signaux autoradiographiques
aspécifiques ("points de sonde").
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XII. Production en grande quantité des phages
sélectionnés

Avant de passer a la production massive des
phages sélectionnés, il est prudent de vérifier la qualité de leur ADN.
Pour se faire, des "ministocks" de phages sont réalisés en vue d'une
extraction de leur matériel génétique.

XII.1. Vérification de la présence d'insert au sein des
phages

XII.1.1. Réalisation des "ministocks"

Les phages d'une plage de lyse sont mis en
contact avec 200 pul d'une suspension de bactéries XL1 Blue perméables
pendant 15 mn & 37°C ; ce mélange est dilué par 10 ml de milieu LB.
L'ensemble est incubé a 37°C sous agitation de 4 a 8 h, jusqu'a
I'obtention de la lyse avancée des bactéries. A ce stade, 100 pul de
chloroforme sont ajoutés pour éliminer les éventuelles bactéries
persistantes. Aprés agitation, le mélange est placé a température
ambiante pendant 15 mn. Ce"ministock" de phages peut étre conservé 2
4°C avant utilisation.

XII.1.2. Préparation d'ADN phagique

La préparation d'ADN phagique s'effectue a partir
de 3 ml de "ministock" de suspension de phages auxquels sont ajoutés
150 pul de DNAse I a 1 mg/ml et 50 ul de RNAse a2 mg/ml, dans le
but d'éliminer les acides nucléiques bactériens. Les échantillons sont
incubés a 37°C pendant 30 mn. L'étape suivante consiste a éliminer les
enzymes ajoutées (notamment la DNAse I) dans le mélange, car celles-ci
pourraient ultérieurement dégrader I'ADN phagique. L'élimination des
enzymes s'effectue a 37°C pendant 5 mn, en ajoutant dans le tube: Tris-
HCl 20 mM, pHS8, EDTA 20mM, pH8 et 3,4 mg de protéinase K. La
capside des phages est détruite par l'addition de 85 pl de sarcosyl 20%.
Le tout est incubé 1 h a 37°C. L'ADN subit successivement 3 extractions
par le phénol (V/V), par le mélange phénol/chloroforme (V/V) et par le
chloroforme. Chaque extraction est suivie d'une bréve centrifugation de
3 mn. La phase supérieure contenant I'ADN est précipitée pendant la
nuit a3 -20°C en ajoutant 1/10¢ de NaCH3COO 3 M et 2 a 3 volumes
d'éthanol absolu. La suspension de molécules est centrifugée 30 mn a
17000 x g. Le culot d'acides nucléiques est rincé, séché, repris dans
100 pl de tampon TE, puis dilué par microdialyse contre ce méme
tampon pendant 1 h (Millipore VS 0,025 pm).

32



XII1.1.3. Digestion des ADN phagiques

Les enzymes EcoRI et Xhol doivent é&tre utilisées
pour digérer les ADN phagiques recombinés, puisque les ADNc ont été
clonés dans ces sites de restriction. L'expérience nous a montré que cette
double digestion restait inefficace. En conséquence, notre choix s'est
porté sur l'enzyme BamHI dont 2 motifs de restriction encadrent le site
de clonage multiple. La digestion est réalis€ée sur 20 pl de solution
d'ADN dialysé auxquels sont ajoutés 2 ul de tampon d'enzyme 10X et
1 ul d'enzyme BamHI a 10U/ul, pendant 1h a 37°C. 4 ul de bleu de
charge (6X) sont ajoutés au mélange de digestion avant que celui-ci soit
analysé par électrophorése.

XII.1.4. Analyse électrophorétique des ADN digérés

Les échantillons sont déposés dans un gel
d'agarose a2 1% dans un tampon TAE. La migration s'effectue a 50 V.

XII.2. Préparation de gros stocks d'inserts

Les bactéries perméables sont préparées selon le
protocole déja décrit. Cependant, la concentration des cultures differe.
Pour cette production de phages en masse, la culture de bactéries doit
étre en fin de phase exponentielle de croissance et, par conséquent, la
suspension doit atteindre une densité optique de 1,4 a4 600 nm. Apres
centrifugation, le culot de bactéries est repris par une quantité
suffisante de MgSO4 10 mM afin d'obtenir la méme D.O.

50 ml de milieu LB/MgSO4 10 mM sont additionnés a 2 ml de
"ministock” (108 A 10° phages/ml), l'ensemble est placé a 37°C pendant
15 mn. 50 ml de bactéries perméables (D.O. 1,4) sont ajoutés au
mélange précédent, ainsi que 400 ml de milieu LB/MgSO4 10 mM, pour
obtenir 500 ml de culture. Un témoin est réalisé en placant 50 ml de
bactéries dans 450 ml de milieu LB/MgSQO4, sans addition de phages, de
fagon a suivre l'évolution de la lyse des échantillons. L'ensemble est
incubé a 37°C sous forte agitation jusqu'a l'obtention de la lyse avancée
des bactéries. Celle-ci intervient aprés 4 a 5 h d'incubation. Pour
parfaire 1'élimination des bactéries, 5 ml de chloroforme sont
additionnés a la culture. Aprés 15 mn & température ambiante, la
culture est centrifugée a 7500 x g pendant 10 mn, afin d'éliminer les
débris bactériens. Une fraction du surnageant (15 ml) est conservée a
4°C en ajoutant quelques gouttes de chloroforme ; celle-ci constitue un
nouveau stock de phages fortement concentré. Le reste de la préparation
subit un traitement au PEG (polyéthyleneglycol 6000) dans le but de
précipiter les phages. La culture est versée délicatement dans un erlen
placé dans la glace, contenant 50 g de PEG et 12,5 g de NaCl. L'ensemble
est agité délicatement jusqu'a dissolution compléte du mélange PEG/NaCl
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et laissé une nuit a 4°C. Les phages précipités sont récupérés par
centrifugation de la culture a 9800 x g pendant 20 mn. Apres
élimination des surnageants, les culots sont séchés et toutes traces de
PEG soigneusement éliminées. Les culots (correspondant a 500 ml de
culture) sont repris par 8§ ml de tampon TMN 0,5 M. Une extraction par
un égal volume de chloroforme, suivie d'une centrifugation a 2000 x g
pendant 15 mn, permet d'éliminer une grande partie des protéines
présentes dans I'échantillon. Celles-ci forment une "galette” a l'interface
des phases aqueuse et chloroformique. La phase aqueuse (supérieure)
est prélevée et pesée ; si son poids n'atteint pas 9,5 g, elle est amenée a
ce poids avec du tampon TMN 0,5 M. Cette solution est alors ajoutée a
6,5g de CsCl, ce qui conduit au volume final de 10ml et la
concentration finale en CsCl a 0,65 g/ml. Ces 10 ml sont répartis dans 2
tubes a centrifuger en évitant la formation de bulles d'air. Les tubes a
sceller (Quick seal, ref. 344389, Beckman) sont minutieusement
équilibrés, soudés et centrifugés a 328000 x g pendant 4 h a 14°C.

Les particules phagiques migrent dans le tube en fonction de leur
densité et se rassemblent en une bande opalescente. Celle-ci est
récupérée a l'aide d'une aiguille montée sur une seringue de 1 ml. Pour
éliminer le CsCl, les échantillons sont dialysés contre un tampon STE 3
fois 30 mn, puis une nuit a 4°C sous agitation. Au total, environ 3 ml de
solution phagique sont obtenus. Les phages sont alors traités par la
protéinase K a 20 mg/ml 5 mn a température ambiante, puis par du
sarcosynate 0,5% final, 2h a 37°C. Les ADN phagiques sont extraits au
phénol, phénol/chloroforme, chloroforme avant d'étre précipités par 2 a
3 volumes d'éthanol absolu. Les fibres d'ADN sont enroulées autour
d'une pipette Pasteur a bout recourbé, rincées a l'éthanol 70%, séchées et
reprises dans 500 ul de tampon TE 1X.

La solution d'ADN subit alors une digestion par l'enzyme BamHI a
40U/ul pendant 4 h a 37°C. Les produits de digestion sont précipités
pour é€tre repris dans un volume de 50 pl, avant d'étre séparés par

électrophorése en gel d'agarose a 1% dans un tampon TAE.
XII.3. Préparation des inserts

Lorsque les fragments de restriction sont nettement
séparés, l'insert est libéré du gel d'agarose en découpant une fenétre
aussi précise que possible, de facon i ne pas prélever un exces de gel. Ce
découpage s'effectue sur une table & ultra-violets, le plus rapidement
possible afin de ne pas endommager I'ADN. Ce fragment de gel est lui-
méme découpé en petits éléments 2 l'aide d'un scalpel stérile. Ces
fragments sont placés dans wune unité de filtration (ultrafree LC
0,45 pm), qui est mise a flotter sur de l'azote liquide pendant 5 mn, ce
qui permet une congélation rapide du matériel. L'ensemble est
décongelé lentement A température ambiante avant de subir une
centrifugation de 15 mn a 17000 x g. Le filtrat récupéré est placé dans
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une seconde unité de filtration (ultrafree LC 10K NMWL) pour y subir
une autre centrifugation de 5Smn a 17000 x g. Ces opérations sont
renouvelées tant qu'un filtrat est obtenu apreés chaque centrifugation.
Les inserts ainsi obtenus sont dialysés contre de l'eau distillée avant
d'évaluer leur concentration en gel d'agarose.

XIII. Sous-clonage des inserts dans le plasmide pUC18
XIII.1. Digestion du vecteur

Le plasmide est digéré par l'enzyme de restriction ayant
permis de sortir l'insert dans 1'étape précédente ; il s'agit donc ici de
BamH]I.

XIII.2. Ligation de l'insert dans le vecteur

Le rapport insert/vecteur doit €tre de l'ordre de 5, en
tenant compte de la taille des molécules, ce qui rend les calculs de
concentration spécifiques pour chaque fragment d'ADN cloné.

Exemple: le nombre de molécules de pUC 18 dans 10 ng nous est
donné par le rapport : masse/taille, c'est-a-dire 10 ng/2,7 kpb, soit
environ 4 molécules de vecteur. Il faut par conséquent 20 (4 fois 5)
molécules d'insert. Pour déterminer la quantité d'insert a liguer,
correspondant 4 20 molécules, il suffit d'effectuer l'opération inverse
20 fois 3,8 kpb (taille du fragment inséré), soit environ 76 ng.
Composition du mélange de ligation :

Insert 3,5 ul (76 ng)
pUC 18 1 ul (10 ng)
Tampon ligase (pUC)5X 2 ul
Ligase (pUC)(1U/ul) 1 ul
Eau qsp 10 pl

La ligation se poursuit une nuit a 14°C.
XIII.3. Préparation des bactéries compétentes

Une culture d'E. coli IM109 est réalisée dans le milieu
2XTY, jusqu'a ce qu'elle atteigne la phase exponentielle. La culture est
alors stockée une nuit a 4°C, puis est diluée au demi et placée a 37°C
sous agitation pour qu'une nouvelle phase exponentielle soit atteinte. La
croissance cellulaire est alors arrétée en plagant la culture dans la glace.
L'ensemble des manipulations suivantes s'effectue dans la glace.
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Les bactéries sont centrifugées pendant 10mn a 1100x g; le
surnageant est éliminé et les culots sont repris par 3 ml d'eau
physiologique. La suspension bactérienne est a nouveau centrifugée.
Apres élimination des surnageants, les culots sont homogénéisés dans
3 ml du tampon de perméabilisation FTB. L'ensemble est placé dans la
glace pendant 20 mn, puis centrifugé pendant 10mn a 800x g. Le
surnageant est éliminé et les culots repris dans 0,6 ml de tampon FTB.
Le mélange est placé a nouveau 5 mn dans la glace aprés l'addition
d'une goutte de diméthyl-sulfoxide DMSO. Une goutte de B-
mercaptoéthanol a 2,25 M (dans de l'acétate de potassium 40 mM,
pH 7,4) est ajoutée au mélange précédent. La suspension bactérienne
est encore refroidie 10 mn dans la glace avant d'y ajouter une goutte de
DMSO. A ce stade, les bactéries perméabilisées peuvent Etre conservées
au froid et restent utilisables pendant 24 h.

XIII.4. Transfection des plasmides recombinés

Le mélange de ligation est additionné a 100 pul de
bactéries compétentes. Apres agitation douce, les échantillons sont
placés 20 mn dans la glace, ce qui permet aux plasmides d'adhérer a la
paroi des bactéries. Ces dernieres subissent alors un choc thermique
dans un bain-marie a 37°C pendant 90 s, ce qui induit la pénétration des
plasmides dans les bactéries. Celles-ci sont & nouveau refroidies 2 mn
dans la glace. La suspension est diluée par 400 pl de milieu 2XTY. Le

mélange de transfection incube 45 mn a 37°C. 10pul de vecteur non
recombiné A& 1 ng/ul mis en présence de 100 pul de bactéries

compétentes constituent le témoin de transfection.
XIII.5. Etalement des mélanges de transfection

3ml de "Top Agar" a 0,8% contenant 30 pl d'IPTG a
24 mg/ml et 30 pul d'XGal a 30 mg/ml sont répandus sur un fond de

b

milieu LB gélosé a 1,5%. Le mélange de transfection est divisé en deux
parties (1/10€, 9/10€) dans le but d'obtenir des colonies bactériennes
bien isolées. Ces deux étalements sont incubés a 37°C une nuit. Le
témoin subit le méme protocole. Les bactéries des colonies blanches
peuvent étre réétalées sur des boites LB a 1,2% d'agar contenant de
I'ampicilline a 50 pg/ml. Des extractions d'ADN plasmidique seront
effectuées sur ces colonies afin de vérifier la recombinaison des
plasmides. '
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XIII.6. Vérification de la présence des inserts apres
extraction de 1'ADN plasmidique

Les é&talements bactériens sont raclés et additionnés a
300 ul de tampon STET. Aprés une agitation vigoureuse, 50 ul d'une
solution de lysosyme a 10 mg/ml dans un tampon GlucTE sont ajoutés a
l'ensemble. Les échantillons sont vivement agités et mis a bouillir
pendant 40 secondes. Ils subissent une centrifugation de 5 mn a
17000 x g. L'ADN bactérien est €éliminé a l'aide d'un cure-dents. Le
volume réactionnel de chaque échantillon est ajusté a 400 ul avec de
l'eau stérile avant d'y ajouter 40 ul de NaCH3COO 3 M et 440 pul
d'isopropanol froid pour précipiter 'ADN plasmidique. Les échantillons
sont centrifugés 30 mn a 17000 x g et les surnageants éliminés; les
culots sont lavés a l'éthanol 70%, séchés et repris dans 30 ul d'eau. Une
digestion de I'ADN plasmidique par l'enzyme BamHI, suivie d'une
analyse électrophorétique, permet de sélectionner les clones recombinés.

XIII.7. Préparation massive de plasmides recombinés

Aprés la sélection exposée au paragraphe précédent, le
clone bactérien d'intérét est mis en culture dans 250 ml de LB a 37°C.
L'incubation se poursuit jusqu'a obtenir une densité optique comprise
entre 1 et 1,5 (fin de phase exponentielle). Lorsque la DO souhaitée est
atteinte, une solution de chloramphénicol dans ['éthanol est ajoutée afin
d'obtenir la concentration finale de 170 pg/ml . L'ensemble est placé a

37°C pendant 18 a 21 h. Aprés centrifugation de la culture 10mn a
3000 x g, le culot est repris dans le mélange suivant :

- 5 ml de Gluc TE
- 10 ml de tampon de lyse (SDS 1%, NaOH 0,2 M)

La suspension bactérienne est agitée et placée 5 mn dans la glace. 5 ml
de tampon KAC sont ajoutés au mélange précédent. Aprés une agitation
douce, l'ensemble est conservé 7 mn dans la glace. Le lysat est
centrifugé pendant 10 mn a 3000 x g et le surnageant filtré au travers
d'un coussin de laine de verre autoclavée. Le filtrat est précipité a
I'isopropanol (V/V) et placé a -20°C sur la nuit. Le précipité est récupéré
par une centrifugation de 30 mn a 17000 x g. Le culot est séché, repris
dans 3 ml de TE avant d'ajouter 1,25 g/ml de CsCl. 100 ul d'une
solution de BET a 2 mg/ml sont additionnés au mélange précédent. La
solution est centrifugée a 230000 x g durant la nuit. Le BET permet de
visualiser les bandes d'ADN bactérien et plasmidique. La bande
inférieure, correspondant a 1I'ADN plasmidique, est prélevée a l'aide
d'une aiguille montée sur une seringue de 1 ml. Le BET est éliminé par
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3 extractions a l'isopropanol (V/V). La préparation est dialysée contre de
l'eau pendant plusieurs heures en renouvelant régulierement les bains
pour éliminer toute trace de CsCl. Aprés un ultime test de digestion
enzymatique par BamHI et une vérification par électrophorese, les
échantillons sont aliquotés et conservés a -20°C.

XIII.8. Elimination d'un segment du vecteur flanquant
I'ADNc d'interét

La stratégie employée a ce sujet est détaillée dans le
chapitre "Résultats”, paragraphe VIIL.4. Elle consiste, aprés le sous
clonage en plasmide pUC 18 & éliminer un fragment d'ADN d'origine
phagique entrainé lors de la digestion par l'enzyme BamHI dans l'étape
de sortie des inserts. Le plasmide recombiné amputé de ce fragment est
circularis€ par une ligase et transfecté dans des bactéries JM109
rendues compétentes.

Le mélange de ligation est le suivant :

Solution de plasmide recombiné (5,6 kbp) 8 ul (25 ng)
Tampon de ligation 10X 2 ul
Ligase (1U/ul) 2 ul
Eau qsp 20 ul

La transfection et son témoin sont réalisés selon le protocole déja
é¢voqués.

XIV. Cartographie de l'insert de 2,9 kpb

Plusieurs enzymes appartenant au site de clonage multiple
("polylinker") du plasmide pUC 18 ont été testées sur le plasmide
recombiné avec l'insert de 2,9 kpb. Ces digestions ont pour but de
connaitre le nombre et la nature des sites de restriction présents dans
l'insert, de découper ce dernier en plusieurs fragments qui seront
confrontés ultérieurement a une sonde oligonucléotidique, spécifique du
SISP de la limnée, et enfin d'améliorer les conditions de séquengage de
l'insert, en racourcissant ce dernier. En effet, seul(s), le (ou Iles)
fragment(s) hybridé(s) avec la sonde oligonucléotidique seront
séquencés. Les 9 enzymes suivantes ont €té utilisées : Accl, EcoRI,
Hindlll, Pstl, Sacl, Sall, Smal, Sphl et Xbal. Les digestions s'effectuent a
37°C pendant 30 mn (a l'exception de Smal a 25°C) sur lpg de
plasmide. Dans chaque cas, le mélange suivant est :

pUC recombiné (500 ng/ul) 2 ul
Eau 18 ul
Tampon d'enzyme 10X 2 pul

Enzyme (5 a 10U/ul) 1 pl
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Le principe de ces digestions repose sur l'existence d'un site de
restriction dans le plasmide ; en absence d'un méme site dans l'insert, le
plasmide recombiné sera coupé une fois et donc linéarisé. A l'inverse, si
un ou plusieurs sites de restriction existent dans l'insert, le plasmide
recombiné sera coupé en deux ou plusieurs fragments. L'analyse
électrophorétique des produits de digestion permet d'obtenir une
réponse rapide.

XV. Sous-clonage des inserts en phage MI13mpl8

Le fragment d'intérét (1,9 kpb) est digéré par une enzyme
de restriction de fagon a obtenir des fragments d'ADN de taille
inférieure. Ces produits de digestion sont clonés dans le phage M13mpl8
(technique du "shot gun"). Les phages recombinés sont étalés et leur
contenu en ADN confronté a la sonde oligonucléotidique SISP7 ayant
permis d'isoler ce fragment.

XV.1. Digestion du fragment d'intérét

Ce fragment est digéré par l'enzyme Sau3A dont le site de
restriction n'existe pas dans le site de clonage multiple du phage M13,
mais est compatible avec celui de l'enzyme BamHI présent dans le
"polylinker”. Les digestions sont réalisées sur environ 500 ng d'ADN
dans un volume réactionnel de 20 pl.

XV.2. Digestion du phage M13

Il faut signaler ici que le fragment de 1,9 kpb a été obtenu
par une double digestion Kpnl/Accl. Ce fragment posséde donc des
extrémités cohésives spécifiques pour ces deux enzymes. Si la séquence
reconnue par la sonde oligonucléotidique SISP7 se situe a l'une ou l'autre
des extrémités de la molécule de 1,9 kpb, un clonage dans le site BamH/
ne permettra pas d'isoler le clone d'intérét. C'est pourquoi trois
digestions distinctes ont été réalisées sur le phage MI13 :

- une digestion par l'enzyme BamHI

- une double digestion par les enzymes BamHI et Kpnl

- une double digestion par les enzymes BamHI et Accl
Les digestions se réalisent sur environ 50 ng de vecteur dans un volume
de 20 pl pendant 1 h a 37°C. ‘
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XV.3. Ligation des fragments de digestion dans le phage

M13

La ligation est réalisée dans un volume de 20 pul a 14°C
pendant la nuit, en utilisant un rapport de 1/l entre le vecteur et les
produits a cloner.

XV.4. Préparation des bactéries compétentes

Les bactéries utilisées sont des E. coli TGl méles. La
compétence des bactéries est obtenue selon le protocole décrit au
paragraphe XIII. 3.

XV.5. Transfection des phages recombinés

La totalit¢ du mélange de ligation est ajouté a 100 ul de
bactéries TG1 compétentes et placé 20 mn dans la glace. Les bactéries
subissent un choc thermique a 37°C pendant 90 s et sont replacées
immédiatement dans la glace avant I'étalement. ‘

XV.6. Etalement des mélanges de transfection

Deux tubes contenant 200 ul de bactéries TGl indicatrices
additionnées de 50 pl d'X-Gal (30 mg/ml) et 50 ul d'IPTG (24 mg/ml)
sont préparés. Dans un tube est déposé 1/10°¢ du mélange de

transfection et dans l'autre les 9/10€ restant. Les deux échantillons sont
repris par 3 ml de "Top Agar" et étalés sur un fond de milieu LB gélosé.
Les boites sont incubées & 37°C pendant la nuit.

XV.7. Préparation des matrices

Les matrices simple brin sont produites a partir des clones
sélectionnés dans le but de séquencer les fragments d'ADN insérés. Si les
plages de lyse blanches obtenues aprés étalement des mélanges de
transfection sont bien isolées, elles peuvent étre piquées directement
avec un cure-dents. Ce dernier est placé dans 12,5 ml de milieu 2XTY en
présence de bactéries TG1 mailes pendant 4 a 5 h sous agitation a 37°C.
Apres une centrifugation de 5 mn a 3000 x g, le surnageant est récupéré
et ajusté & 10 ml auxquels sont ajoutés 1 ml de PEG (a 40%) et 1 ml de
NaCl (5M). La précipitation se poursuit 3 4°C pendant la nuit. Aprés une
centrifugation de 5 mn a 3000 x g, les culots sont soigneusement séchés
et repris dans 400 ul de tampon TE filtré. Les échantillons subissent une
extraction par 400 pl de phénol puis par 400 ul de chloroforme et enfin
par 400 ul d'éther. La phase supérieure est éliminée par aspiration et la

phase inférieure est additionnée d'l1/10¢ de volume de NaCH3COO et 2 a



3 volumes d'éthanol absolu pendant 2 h a -20°C. Aprés une
centrifugation de 30 mn & 17000 x g, les culots sont rincés & l'éthanol
70%, séchés et repris dans 30 pul d'eau. Les matrices sont testées en
déposant 2 pl dans un minigel d'agarose a 1% dans le tampon TBE

additionné de BET.

XVI. Marquage des sondes utilisées

XVI.1. Marquage - de I'ADNc¢ selon la technique dite
"ramdom prime"

XVI.1.1. Protocole opératoire

Les conditions opératoires utilisées sont
celles préconisées par la société Boehringer Mannheim. Un marquage
concerne environ 100 ng de sonde dénaturée. Le volume final de la
réaction est de 20 ul répartis de la fagon suivante :

Sonde (ADNc dénaturé) 9 ul
d ATP 0,5 mmol/l dans Tris 1 ul
d GTp " 1 ul
d TTP " 1 ul
M¢élange hexanucléotidique

dans tampon de réaction 10X 2 ul
a 32P dCTP, 3000 Ci/mM 5 ul
Enzyme de Klenow 2U/ul 1 ul

b

L'ADNc est dénaturé avant le marquage en le plagant 10 mn a 95°C.
L'incubation s'effectue sur la nuit a 37°C. La réaction est interrompue en
ajoutant 2 ul d'EDTA a 0,2 M, pHS8 ou par chauffage a 65°C pendant
10 mn.

XVI1.1.2. Purification de la sonde

Les nucléotides non incorporés lors du
marquage sont éliminés par passage sur colonne de gel filtration ("quick
spin column", Boehringer, Mannheim). Le tube est rincé par 20 ul d'eau
distillée pour éviter la perte de matériel. L’ensemble du mélange
réactionnel est déposé sur l’extrémité supérieure de la colonne qui subit
alors une centrifugation de 4 mn a 1100x g. Les ADNc marqués sont
récupérés dans le premier éluat.
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XVI.2. Marquage de 1I'ADNc selon la technique dite de
"nick translation".

Un marquage concerne environ 300 ng de sonde
dénaturée. Le volume final réactionnel est de 50 ul répartis de la fagon
suivante:

Sonde ADNc (300ng) 10 ul
Tampon d'enzyme 10 ul
contenant les dXTP(5X)

a 32P dCTP 3000 Ci/mM 5ul
Enzyme 7 ul
eau gsp 50 ul

L'incubation se réalise a 15°C pendant 1 h. La réaction est arrétée par la
protéinase K pendant 10 mn a 37°C. La sonde ainsi marquée est purifiée
sur colonne G50 ("quick spin column” cf. paragraphe XVIL.I.2.), puis
dénaturée avec de la soude & la concentration finale de 100 mM. Une
goutte de rouge de phénol est ajoutée pour visualiser la basicité de la
solution.

XVI.3. Marquage des sondes oligonucléotidiques
XVI.3.1. Protocole opératoire

Les sondes oligonucléotidiques simple brin sont
récupérées selon le protocole de Rosenberg et al., (1980) et Collins et
Hunsaker (1985). Les sondes sont reprises dans de l'eau stérile de fagon
a obtenir une concentration de 30 ng/ul.

Le mélange réactionnel est le suivant:
- eau stérile contenant la sonde (30 ng/ul) Sul
- tampon 10X de transférase terminale

(cacodylate de sodium 1 M, MgCl, 1 mM, MnCl; 1 mM, DTT 1 mM) 2 ul
- eau distillée 1 ul,
- o 32P dCTP (3000 Ci/mM) 5 ul

L'ensemble est placé a 65°C pendant 10 mn pour assurer la
dénaturation de la sonde oligonucléotidique, puis est refroidi dans la
glace. 2 ul de déoxynucléotidyl transférase terminale (Amersham) sont
ajoutés au mélange précédent. Le marquage s'effectue a 37°C pendant
2 h, avant d'étre interrompu par l'addition d'l ul d'EDTA 0,5 M,
pH 7,4. 10 ul d'ADN dénaturé de sperme de saumon (10 mg/ml) sont
ajoutés avant précipitation des échantillons.
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XVI1.3.2. Purification de la sonde

La sonde marquée est purifiée par une
précipitation d’une nuit a -20°C en présence de 2 ul de NaCH3COO 3 M
et 60 ul d'éthanol absolu a -20°C. Une centrifugation pendant 1h
(17000 x g, & 4°C) permet d'obtenir un culot contenant la sonde ; I'ADN
de sperme de saumon joue son rdle d'entraineur. Le culot est lavé par
600 pl d'éthanol 70%, séché et repris dans 500 ul d'eau.

XVI1.3.3. Evaluation du marquage

L'efficacité du marquage est évaluée par la
détermination de l'incorporation des nucléotides radioactifs dans 5 pl de
milieu réactionnel au moyen d'un compteur § (LKB), dont la longueur
d'onde est réglée entre 110 et 212 nm. Il est souhaitable que la

radioactivité soit supérieure a 5.100 cpm pour que la sonde ait une
bonne efficacité.

XVII. Hybridations moléculaires

XVII.1. Hybridation des inserts (ou des fragments

amplifiés par PCR) sur I'ADN génomique de néréis

XVIIL.1.1. Préhybridation

La préhybridation se déroule pendant 2 h a 42°C
dans une solution de préhybridation :

Formamide 50%
SSC 5X
Solution de Denhardt's 5X
SDS 0,1%

ADN de sperme de saumon a 25 pg/ml final
XVIIL.1.2. Hybridation

La solution d'hybridation est de composition
identique a celle de préhybridation. II suffit d'y ajouter la sonde
marquée aprés une dénaturation de 10mn a 95°C. L'incubation se
poursuit pendant 15 a 20h a 42°C. Apres utilisation, la solution
d'hybridation peut é&tre conservée a -20°C et réemployée
ultérieurement. La nitrocellulose est alors soumise a une série de
lavages.
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XVIIL.1.3. Lavages de la membrane de nitrocellulose

Les lavages sont de stringence croissante dans le

but d'éliminer progressivement les hybridations non spécifiques. Les 4
lavages suivants ont €été réalisés :

- 2 lavages en SSC 2X, SDS 0,1%, 15 mn a 25°C

- 1 lavage en SSC 0,1X, SDS 0,1%, 15 mn a 55°C

- 1 lavage en SSC 0,1X, SDS 0,1%, 15 mn a 60°C
Aprés le dernier lavage, la nitrocellulose est séchée sur papier
Whatman 3, puis placée en autoradiographie dans un sac plastique
scellé.

XVII.2. Hybridation de sondes oligonucléotidiques
synthétisées a partir du SISP de limnée

XVIL.2.1. Calcul des conditions d'hybridation

Les séquences nucléotidiques des sondes sont les
suivantes:

SISP_7: GCG TCG TAT GAG CTC ATG GGG ACT GAG GGC A
(31 mers)

SISP 8: ACC GAG CTG CCC ATT CGA AGT GGA CTC TGG
(30 mers) S

Ces sondes oligonucléotidiques ont déja permis d'obtenir des
résultats chez la limnée (Boer et al., 1992). Le critére déterminant de
l'hybridation moléculaire est le degré nommé Tm ("melting
temperature”), c'est-a-dire la température a laquelle 50% des molécules
d'ADN sont théoriquement sous forme monocaténaire. Le Tm est affecté
par la force ionique du milieu, par le pourcentage en bases G+C, par la
longueur de la sonde oligonucléotidique et par la concentration en agent
déstabilisant la double hélice d'ADN telle la formamide. Nous avons
déterminé le Tm en appliquant la formule issue de 1'analyse de ces
différents facteurs par Meinkoth et Wahl (1984).

Tm = 81,5 + 16,6 Log(Na*) + 0,41 (% GC)- 300 - 0,61 (% formamide)
L

Une force ionique de 5X SSC correspond a un milieu standard utilisé
dans les expériences d’hybridation. Les caractéristiques des 2 sondes,
ainsi que l'ensemble des parametres utilisés pour le calcul de leur Tm
respectif sont résumées dans le tableau suivant :
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SISP 7 SISP 8
Localisation des séquences N-terminale C-terminale
Caractéristiques des sondes:
% G+C 61 60
Longueur 31 mers 30 mers

Conditions utilisées: (Nat)=1M ; formamide 50%

Dans ces conditions, les Tm déterminées d’aprés la formule de Meinkoth
et Wahl sont de 60°C pour la sonde SISP7 et 59°C pour la sonde SISP8. Il
est usuel, selon Lathe (1985), de pratiquer les hybridations a wune
température inférieure de 5 a 25°C a la Tm. Nous avons par conséquent
réalisé les préhybridations et hybridations a 42°C.

XVIL2.2. Préhybridation

La membrane de nitrocellulose est incubée 2 h a
42°C dans une solution de préhybridation :

Formamide 50%
SSC 5X
Solution de Denhardt's 5X
SDS 0,1%

ADN de sperme de saumon dénaturé a 25 pg /ml final
XVIL.2.3. Hybridation

L'ADN de la sonde marquée (300 ng) est
dénaturé et l'ensemble est incorporé dans une solution d'hybridation:

Formamide 50%
SSC 5X
Solution de Denhardt's 5X
SDS 0,1%

ADN de sperme de saumon dénaturé a 25 ug/ml final
L’hybridation se poursuit de 18 a 24 h a 42°C.
XVIL.2.4. Lavages

Nous avons réalisé des lavages de stringence
considérée comme moyenne. En effet, la divergence entre la séquence
nucléotidique des sondes (SISP de la limnée) et celle des ADN de Nereis
augmente l'instabilit¢ des hybridations. L'augmentation de la stringence
des lavages a été é&tabli par une diminution progressive de la force
ionique, en maintenant une température constante.

Une série de 6 lavages a été réalisée :
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Séquence partielle des geénes de la prodynorphine chez 1I'Homme (1), le

porc (2) et le rat (3)

TCAAACGCTATGGGGGCTTTITGCGCAAATACCCCAAGAGGAGCTCAGAGGTGGCTGGGG

OD1

TCAAACGTTATGGGGGCTTTCTGCGCAAATACCCCAAAAGGAGCTCAGAAGTGGCTGGGG

CCAAACGCTATGGCGGCTTTTTGCGCAAATACCCCAAGAGGAGCTCCGAGATGACTGGGG

AGGGGGACGGGGEXXXXXXATAGCAXXXXXXTGGGCCATGAGGACCTGTACAAACGCTATG
AGGGGGATGGGGXXXXXXACAGGGATAAGGTGGGTCATGAAGACCTGTACAAGCGCTACG

ACGAGGACAGGGGCCAGGATGGGGATCAGGTAGGGCATGAGGACCTGTACAAACGCTATG

GGGGCTTCTTGCGGCGCATTCGTCCCAAGCTCAAGTGGGACAACCAGAAGCGCTATGGCG
oD2
GGGGCTTCTTACGGCGCATTCGTCCCAAGCTCAAGTGGGACAACCAGAAGCGCTATGGTG

GGGGCTTCCTGCGGCGCATTCGCCCCAAGCTTAAGTGGGACAACCAGAAACGCTATGGTG
GTTTTCTCCGGCGCCAGTTCAAGGTGGTGACTCGGTCTCAGGAAGATCCGAATGCTTACT
GTTTTCTCCGGCGCCAGTTCAAGGTGGTTACTCGGTCTCAGGAAGACCCCAATGCCTATT
GTTTTCTGCGGCGTCAGTTCAAGGTGGTGACTCGGTCCCAGGAGAACCCCAATACCTATT
CTGGAGAXXXXGCTTTTTGATGCA

ATGAAGAXXXXGCTTTTTGATGTG 3' non codant
CCGAAGATTTAGATGTTTGATGG

;Encadre la séquence spécifiant I'a-néoendorphine.

'Encadre la séquence spécifiant la dynorphine 1-17.



- 2 lavages en SSC 5X, SDS 0,1%, 40°C, 15 mn
- 2 lavages en SSC 2X, SDS 0,1%, 40°C, 15 mn
- 2 lavages en SSC 1X, SDS 0,1%, 40°C, 15 mn
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XVIII. Amplification de séquences sur ARN extraits

de cerveaux de Nereis. (Technique de RT-

PCR:"Retro-transcription-Polymerase Chain

Reaction")
XVIIIL.1. Rétro-transcription

Chaque rétro-transcription s'effectue avec 15 ug
d'ARN contenus dans 25 ul d'eau chauffés a 90°C pendant 2 mn.
Au mélange précédent sont ajoutés :

Oligo "random" (100 mg/ml) 1 ul
dATP 1 ul
dGTP 1 ul
dTTP 1 ul
dCTP 1 ul
RNAsin (Promega) 2 ul
SAB 2 ul
Tampon - de rétro-transcription(5X) 10 pl
Transcriptase inverse (50U/ul) 2,5 ul
gsp H20 50 ul

La réaction se réalise a 37°C pendant 1 h et est arrétée par chauffage a
100°C pendant 5 mn.

XVIIIL.2. Elaboration des amorces

Toutes les amorces oligonucléotidiques utilisées
ont été synthétisées a partir de séquences les plus conservées et les
moins dégénérées en se référant aux alignements et a la comparaison
des séquences nucléotidiques recensées chez diverses espéces.

XVIIL.2.1.Amorces élaborées "a partir des séquences
spécifiant la préprodynorphine chez diverses
especes : homme, porc et rat

Par souci de clarté, seule une partie de la
séquence codante pour la préprodynorphine est représentée ci-contre.
Les séquences choisies pour la synthese des amorces oligonucléotidiques
sont soulignées. Une amorce est élaborée a partir de la lecture directe de



Séquence de I'ADNc spécifiant le SISP chez la limnée

5 ' TGCTATTTCGCCGAAAGAAACATTGTGTGTGGCGCTTTTCACCTGACTTCAGTGACGTAACGAATTCT
TCTAATCAAAATGCTGTCCTCCGTAGCCCTCAGATATCTCCTGGTCCTGTCCCTGGCGTTCTTGGCAGTT

GTCACGTCC*TCAAGAACCCAATCCAGGTTCGCGTCGTATGAGC TCATGGGGACTGAGGGCACAGA

SISP 7
ATGCGTCACCACTAAAACGATTTCA! ATGCTATCAGTGTGCTACAAGACACGAAGACAGTTTTGTA
0OS1
CAAGTTTACCAGGAATGTTGCAAGAAGGAAATCGGTCTGAGAGAGTACTGTGAAGAGATCTATACCGAG
0Ss2
CTGCCCATTCGAAGTGGACTCTQQQAQQQQAAQAAATAA*AGGACATCAACATGGGCTTTAATACAT
SISP 8 0S3

CTAAAAAACAACACATCATTAAGAAATTTTCTCCTGTTGAATTGTAAGCTGATGTTGAAAGACTAAATAA

ACATAAATACC-POLY (A) -3

Les astérisques encadrent la séquence spécifiant la neurohormone.

Les séquences des sondes SISP7 et SISP8 sont représentées en gras.

Les séquences soulignées correspondent aux séquences des amorces utilisées
dans les expériences de PCR(OS1, 0S2,0S3).



la séquence, l'autre est synthétisée selon la lecture en inverse
complémentaire soit :

* oligo prodynorphine 1 (OD1) (lecture directe)
5' T(C)TN C(A)GN AAA(G) TAC(T) CCN AAG(A) AG 3

* oligo prodynorphine 2 (OD2) (lecture inverse complémentaire).
5 TTC(T) TGA(G) TTA(G) TCC CAC((T) TT 3

XVIIL.2.2. Amorces élaborées a partir de la séquence
spécifiant le SISP chez la limnée.

Les séquences choisies pour la synthése des
amorces oligonucléotidiques sont soulignées dans la séquence de 1I'ADNc
du SISP de limnée ci-contre.

* oligo SISP 1 (OS1) (lecture directe)
5" CAA(G) ATA(TC) TGC(T) TAT CAG(A) TG 3'

* oligo SISP 2 (0OS2) (lecture directe)
5" GAA(G) TGT(C) TGC(T) AAG(A) AAG(A) GAA(G) ATG3'

* oligo SISP 3 (OS3) (lecture inverse complémentaire)
5' TAC(T) TTA(G) TTN GGC(T) TGC CA 3’

XVIII.3. Purification des amorces

Les oligonucléotides de synthese (Eurogentec,
Belgique) sont repris dans 200 gl d'eau. 20 ul sont prélevés pour €tre
purifiés; le reste est stocké a -20°C. A ces 20 ul sont ajoutés 20 ul de
ficoll 2 10% dans le tampon TBE 2X. Un témoin composé de ficoll & 5%
dans du TBE 1X additionné de bleu cyanol et de bleu de bromophénol est
réalisé pour suivre la migration. La séparation électrophorétique des
amorces se réalise dans un gel dénaturant (urée 20 g/40 ml)
d'acrylamide a 20% (acrylamide 20%, bis-acrylamide 1%) dans le tampon
TBE 1X. Le mélange est agité a 37°C avant d'ajouter les catalyseurs
(persulfate d'ammonium 0,06% et TEMED 0,01% final). L'électrophorése
‘est réalisée a 20 mA jusqu'a ce que le bleu de cyanol atteigne l'extrémité
du gel. Les oligonucléotides apparaissent sous la forme d'une tiche
sombre lorsque le gel est placé sous une lampe "UV blanche". Les
oligonucléotides sont récupérés en découpant une fenétre dans le gel. Le
morceau de gel est broyé et repris dans 200 ul d'eau a 4°C sur la nuit.
Le mélange est filtré sur des unités de filtration, soumises a une
centrifugation de 3 mn & 500 x g. La concentration des oligonucléotides
dans I'éluat est déterminée par une mesure de la D.O a 260 nm.
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XVIII.4. Amplification de fragments d'ADN selon la
technique de PCR

Le volume réactionnel final est de 100 ul répartis
de la fagon suivante :

Tampon de réaction PCR (10X) 10 ul
Mélange des dNTP I ul
SAB 2 ul
1€re amorce (200 pmoles) x ul
2e¢me amorce (200 pmoles) y ul
TAQ polymérase 0,5 ul
Mélange de rétrotranscription 2 ul
Eau gsp 100 ul

Une goutte d'huile est ajoutée au mélange réactionnel pour éviter
I'évaporation durant les cycles d'amplification. Les cycles utilisés lors
des amplifications sont les suivants :

- dénaturation de la matrice a 94°C pendant 1 mn

- hybridation des amorces sur la matrice 2 37°C pendant 1 mn

- montée a 72°C en 5 mn et élongation des chaines par extension
d'amorces a 72°C pendant 1 mn
Le cycle est répété 3 fois avant d'en entamer un autre :

- dénaturation a 94°C pendant 1 mn

- hybridation des amorces a 50°C pendant 1 mn

- élongation des chaines par extension d'amorces a 72°C pendant
1 mn
Ce second cycle est répété 35 fois.
Les produits obtenus sont soumis a une seconde étape d'amplification en
utilisant des amorces dont les séquences se trouvent au sein des
séquences amplifiées. Cette technique, dite du “"nesting", permet
d'éliminer d'éventuelles bandes d'ADN artéfactuelles. Les produits
obtenus aprés chaque réaction de PCR sont analysés par une
électrophorese en gel d'agarose a 3% dans le tampon TBE (1X) contenant
du BET. Les fragments d'ADN retenus peuvent €tre a nouveau amplifiés
en piquant directement dans la bande du gel. Il suffit alors de placer le
matériel ainsi prélevé dans un milieu réactionnel de PCR pour obtenir
une nouvelle amplification.

XVIIL.5. Clonage des produits amplifiés par PCR

Le clonage des produits amplifiés par PCR s'effectue dans
un vecteur particulier : le plasmide pCRII (Invitrogen). Ce vecteur
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permet un clonage dit de "TA cloning”. Ce systeme profite de la propriété
de la TAQ polymérase utilisée dans les expériences de PCR d'ajouter un
déoxyadénosine a l'extrémité 3' des produits amplifi€és. La présence
d'une adénine en 3' peut €tre utilis€e pour insérer les produits amplifiés
dans un vecteur exhibant une thymine en 3 au niveau du site
d'insertion.

XVIIL5.1.Ligation des produits amplifi€és dans le pCRII

Le volume réactionnel est de 10 ul répartis de la
fagon suivante :

Tampon de ligation (10X) 1 ul
pCRII (50 ng) 2 ul
Produits amplifiés par PCR x ul
T4 ADN ligase 1 ul
Eau gsp 10 ul

Le rapport vecteur/insert doit €tre de l'ordre de 5 en tenant compte de
la taille des molécules respectives. Les volumes sont ajustés en fonction
de la concentration de la solution contenant le produit amplifié.
L'ensemble est incubé une nuit a 14°C.

XVIIL.5.2. Transformation des plasmides recombinés

Les bactéries utilisées sont des E. coli DH5a qui
permettent d'obtenir des transformations trés efficaces. Ces bactéries
sont rendues perméables selon le protocole cité au paragraphe XIII.3.
Les transformations et l'étalement des bactéries sont réalisés selon les
protocoles décrits aux paragraphes XIII.4. et XIIL.5. Il est cependant
inutile d'ajouter de I'IPTG dans le "Top Agar" car le geéne lac Z de ces
bactéries n'est pas inductible. Les bactéries sont incubées 24 h a 37°C.
Les colonies blanches sont repiquées sur des boites de Pétri contenant
de l'ampicilline & 50 pg/ml. Le site de clonage du pCRII étant encadré
par deux sites de restriction pour l'enzyme EcoRI, il est facile de vérifier
la présence d'un insert aprés une digestion par cette enzyme
(paragraphe XIII.6.).
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XIX. Séquencage des fragments d'ADN sélectionnés

XIX.1. Séquencage des fragments d'ADN clonés
dans le phage MI13mpl8

Le séquencage s'effectue selon la technique de
Sanger (Sanger et al., 1977). Cette technique repose sur la synthése de
brins d'ADN 2a partir d'une matrice monobrin (phage M13) contenant le
fragment a séquencer. La synthése se réalise a l'aide d'une ADN
polymérase (TAQ polymérase) et est initiée au site de fixation d'une
amorce venant s'hybrider sur la matrice en amont du fragment a
séquencer. L'amorce utilisée est la suivante :

5' TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3' ( amorce dite "forward" )

Le milieu réactionnel contient également les quatre déoxynucléotides
triphosphates (dXTP) et leurs équivalents sous forme de
didéoxynucléotides (ddXTP) qui, une fois incorporés, empéchent
I'élongation de se poursuivre par l'absence du résidu hydroxyle. La
technique de Sanger permet donc d'obtenir, au terme de la réaction de
séquencage, un mélange de fragments de différentes tailles mais se
terminant tous par un des ddXTP. Les fragments sont séparés en
fonction de leur taille par électrophorése dans un gel de polyacrylamide
dénaturant (urée 50 g/100 ml) & 6% dans le tampon TBE 1X filtré.
Les réactions de séquence ont été effectuées en utilisant le "kit"
commercialisé par Applied Biosystems, dont la caractéristique est
l'utilisation d'amorces marquées par un fluorochrome. Quatre mélanges
réactionnels sont préparés ; ils ne difféerent que par la couleur du
fluorochrome et du ddXTP utilisé. La réaction de séquence s'effectue a
70°C pendant 10 mn par l'intermédiaire de la TAQ polymérase. La
réaction est arrétée en placant les échantillons dans la glace. Les
contenus des quatre tubes (correspondant a une matrice) sont
rassemblés et précipités en présence de NaCH3COO 0,2M et d'éthanol
absolu. Aprés une centrifugation de 30mn a 17000 x g, les culots
contenant I'ADN sont rincés a I'éthanol 70%, séchés et repris dans 6 ul
d'un mélange formamide désionisé (Sul)/EDTA 5 mM (1 pl). Les
molécules d'ADN sont chauffées a 100°C pendant 2 mn. Au cours de
I'électrophorése, un systeme de détection laser du séquenceur (Applied
Biosystems 370A) permet de repérer et de différencier chaque
fluorochrome en fonction de sa longueur d'onde d'émission.

XIX.2. Séquencage des fragments d'ADN clonés
dans les plasmides pCRII et pUC18

Dans ce cas, la technique repose sur la synthese in vitro de
brins d'ADN 4a partir d'une matrice double brin (plasmide pCRII ou

50



pUC18) contenant le fragment & séquencer. La synthése se réalise a
l'aide de la TAQ polymérase et est initiée au site de fixation d'une
amorce venant s'hybrider sur le plasmide d'un c¢6té ou de lautre du
fragment a séquencer. Ce systéme permet de séquencer les deux
extrémités d'un fragment de taille élevée ou de confirmer la séquence
dans les deux sens d'un fragment de petite taille. Les amorces utilisées
sont les suivantes :

5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3' (amorce dite "forward")

5" CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3' (amorce dite "reverse")

Le mélange réactionnel d'un volume final de 20 pul contient :

Matrice d'ADN double brins 1,5 ug
Amorce ("reverse” ou "forward")(100 ng/ul) 1 ul
Meélange réactionnel 9,5 ul

Le "mix" contient la TAQ polymérase, les quatre dXTP et leurs
équivalents sous forme de ddXTP fluorescents. Selon le principe décrit
au paragraphe précédent, lorsqu'un ddXTP est incorporé, il empéche la
poursuite de l'élongation. Les réactions de séquence sont réalisées par
I'intermédiaire d'un appareil de PCR dont le programme est le suivant :

- dénaturation des matrices a 96°C pendant 30 s

- hybridation des amorces sur la matrice a 50°C pendant 15s

- élongation des chaines par extension d'amorces a 60°C pendant
4 mn
Le cycle est répété 25 fois. Les échantillons sont purifiés sur colonne
(Biospin G30 Biorad), puis séchés sous vide. Ils peuvent €tre stockés a
-20°C pendant un mois a l'abri de la lumiere. Avant d'étre déposés sur
gel dénaturant de polyacrylamide a 6%, les échantillons sont repris dans
le mélange formamide désionisé/EDTA et analysés dans le séquenceur
Applied Biosystems 370A, selon le principe déja décrit.
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RESULTATS

I. Immunocytochimie
I.1. Sur coupes de cerveau

Des cellules immunoréactives aux anticorps anti-SISP 10-19
et anti-SISP 1-77 de limnée ont ét€ observées dans différents noyaux
ganglionnaires. Le détail des résultats est rapporté dans [’article paru
dans "General and Comparative Endocrinology” (Dugimont et al., 1992a),
mais les données principales peuvent &tre résumées ainsi : a) une forte
immunoréaction est obtenue dans les noyaux 10, 14, 17 et 20, alors
qu’une réaction plus modérée est constatée au niveau des périkaryons
des noyaux 7 et 26, b) certaines extrémités axonales dans la zone
infracérébrale (zone neurohémale) sont immunopositives vis-a-vis des 2
antisera préalablement cités (fig. 4), c) aucune réaction positive n’a été
obtenue en utilisant 1’antisérum anti-SISP 67-79.

I.2. Sur coupes de métameres

Au niveau de la chaine nerveuse ventrale, 2 périkaryons
ventraux ainsi que les fibres géantes dorsales et latérales sont
immunoréactifs aux anticorps anti-SISP 10-19 et anti-SISP 1-77 (fig. 4
et Dugimont et al., 1992a). L’anticorps anti-SISP 67-76 ne marque
aucune cellule. Pour chaque préparation, 2 témoins ont été réalis€és pour
assurer la spécificité des réactions ; 1) un témoin “blanc” pour lequel
I’immunoréaction est réalisée en omettant ’incubation avec les anticorps
primaires anti-SISP 10-19 ou anti-SISP 1-77 ; 2)un témoin dans lequel
I’immunoréaction est réalisée en utilisant les antisera préalablement
saturés par l’antigéne. Aucune immunoréaction positive n’a été observée
dans ces expériences de contrble.

II. Extraction et caractérisation des protéines du
cerveau de Nereis apparentées aux - neuropeptides
envisagés dans ce travail : SISP et opioides.

La mise en évidence de molécules apparentées au SISP et aux
opioides peut €tre é€galement approchée par 1’extraction des protéines
cérébrales et la confrontation de celles-ci avec des anticorps spécifiques
de chacun de ces neuropeptides.

Les antisera anti-SISP 10-19 et anti-SISP 1-77 révelent une série de
polypeptides de masse moléculaire de 15, 37, 39, 42, 54, 62, 72 et
80 kDa (fig. 8). Les expériences de controle déja citées ne révelent
aucune immunoréactivité. (Dugimont et al., 1992a). Les anticorps anti-
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dynorphine 1-17 et anti-a-néo-endorphine reconnaissent des
polypeptides de masse moléculaire identique a celles des produits
immunorévélés apres traduction in vivo des ARNm (60, 62, 65 et
70 kDa ; fig.9). Il faut noter qu'un polypeptide de 56 kDa est reconnu
par les deux lots d'anticorps dans cette expérience (Dugimont et al.,
1992b).

III. Traduction des ARNm de cerveau de N. diversicolor

L’intégrité des ARNm ¢étant une condition
prérequise de notre travail, 1’analyse préalable de ces ARN constitue une
é¢tape obligatoire de notre étude.

ITI.1. Caractéristiques et capacité informative des ARNm
du cerveau de N. diversicolor

La capacité informative des ARNm peut é&tre
estimée aprés traduction de ces derniers en lysat de réticulocytes de
lapin en présence de méthionine-35S. Une évaluation quantitative totale
du pouvoir informatif des ARNm est apportée par la détermination de la
radioactivité contenue dans les polypeptides néosynthétisés et
précipités au TCA. Une évaluation qualitative du pouvoir informatif des
ARNm est obtenue aprés analyse électrophorétique des produits traduits
en gel de polyacrylamide-SDS 5-25% et par autoradiographie.

IT11.1.1. Evaluation quantitative du pouvoir informatif des
ARNm '

A la fin de la période de synthese in vitro des
protéines en lysat de réticulocytes, un aliquot d’l1 pl du milieu
réactionnel est prélevé et les protéines sont précipitées au TCA. La
comparaison de la radioactivité présente dans les échantillons et celle
dans les contrdles témoigne du pouvoir informatif des ARNm.

Pour 1 ul de mélange de traduction prélevé, les valeurs moyennes
de radioactivité sont les suivantes:

-Témoin eau (témoin négatif) 8000 cpm
- Lot ’ARN 1 203000 cpm
- Lot ’ARN II 193000 cpm

Ces résultats montrent une réelle traduction des ARNm puisque la
radioactivité obtenue dans les 2 lots (ARNm provenant de 2 extractions
différentes de vers dans le méme état de maturation) est trés nettement
supérieure a -celle du témoin.
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I11.1.2. Evaluation qualitative du pouvoir informatif des
ARNm

Les polypeptides traduits en lysat de réticulocytes
de lapin sont analysés en gel de polyacrylamide SDS 5-25%. Les
protéines nouvellement synthétisées sont détectées  par
autoradiographie (fig.5) ou par [’enregistrement densitométrique des
autoradiogrammes (fig. 6). Dans les 2 lots d’ARNm, des différences
notables apparaissent en fonction de leur intégrité. Les ARNm les mieux
conservés permettent d’obtenir, aprés traduction, des polypeptides dont
les masses moléculaires s’échelonnent entre 15 et 120 kDa. La
traduction du second lot d’ARNm meéne a la synthése de polypeptides
dont les masses moléculaires sont comprises entre 15 et 70 kDa. La
différence entre les 2 enregistrements densitométriques est due a la
dégradation des plus grands ARNm. Il est évident que nous nous
sommes efforcé d’utiliser des lots d’ARNm de capacité informative
élevée de fagon a optimiser l’ensemble de nos résultats.

ITI.2. Caractérisation de polypeptides apparentés au
SISP de L. stagnalis

La présence de polypeptides apparentés au SISP de
la limnée a été abordée par des traductions d’ARNm de cerveau de
néréis en lysat de réticulocytes ou en ovocytes de X. laevis. Les produits
traduits apparentés au SISP ont été analysés au moyen de techniques
électrophorétiques et de transfert de protéines sur membrane de
nitrocellulose et mis en évidence a l’aide de réactions immunologiques
(Dugimont et al.,, 1992a).

I11.2.1. Traduction des ARNm en lysat de réticulocyte de
lapin

Trois polypeptides de masse moléculaire respective
64, 72 et 80 kDa ont été reconnus par [’anticorps anti-SISP 10-19
(fig. 7). Aucune réactivité n’est observée dans les 2 témoins suivants:
1) un témoin dans lequel la suspension d'’ARNm est remplacée par de
I’eau distillée, 2) un témoin dans lequel la réaction immunologique est
réalisée en utilisant 1’antisérum préalablement épuisé par 1’antigéne
(SISP). Par ailleurs, l’anticorps anti-SISP 67-76 ne réagit avec aucun
polypeptide’

[11.2.2. Traduction des ARNm dans les ovocytes de X. laevis

Dans le systtme de traduction in vivo qu'est
l'ovocyte de X. laevis, trois polypeptides sont également reconnus par
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I'antisérum anti-SISP 10-19, ainsi que par l’anticorps anti SISP 1-77 Ces
polypeptides posseédent des masses moléculaires de 43, 72 et 80 kDa
(fig. 8). Aucun polypeptide ne s’est révélé positif dans les réactions de
contrfle évoquées ci-dessus. Comme précédemment, |’anticorps anti-
SISP 67-79 ne reconnait aucun polypeptide traduit dans ce systéme
acellulaire.

II1.3. Caractérisation de polypeptides apparentés a la
dynorphine 1-17 et a l'a-néo-endorphine de
Mammiferes traduits dans les ovocytes de X.laevis

La présence de polypeptides apparentés a la
dynorphine 1-17 et a lI'a—néo-endorphine de Mammiferes a été révélée
par des traductions d'ARNm de cerveaux de néréis dans des ovocytes de
X. laevis. La quantité des produits traduits apparentés a ces opioides a
été évaluée par des tests ELISA, la qualité des molécules a été analysée
par électrophorése et immunotransfert (Dugimont et al., 1992b).

ITI.3.1. Séparation é€lectrophorétique et immunotransfert

Les produits traduits dans les ovocytes sont
analysés en électrophorése dans un gel de polyacrylamide 5-25%-SDS.
Les polypeptides ainsi séparés sont transférés sur une membrane de
nitrocellulose et confrontés aux anticorps anti-dynorphine 1-17 ou aux
anticorps anti-a-néo-endorphine, saturés ou non par leur antigene.
Quatre polypeptides de masse moléculaire 60, 62, 65 et 70 kDa sont
reconnus par les deux types d'anticorps (fig.9). Les immunoréactions
disparaissent lorsque les protéines sont confrontées aux antisera
préalablement saturés par leur antigéne. Aucune immunoréaction n'est
obtenue dans un témoin correspondant aux protéines extraites
d'ovocytes injectés par de l'eau distillée dépourvue d'ARNm de néréis.

II1.3.2. Test ELISA

Cette technique rapide a été utilisée dans le but de
démontrer la spécificité des immunoréactions obtenues avec les
anticorps anti-dynorphine 1-17 et avec les anticorps anti-a-néo-
endorphine. Nous avions remarqué que les anticorps saturés par un
antigene non spécifique (anti-dynorphine 1-17/a-néo-endorphine ou
anti-o -néo-endorphine/dynorphine 1-17) montraient une
immunopositivité plus faible par rapport a celle obtenue avec les
anticorps non saturés. Ces résultats ne concordaient pas avec ceux acquis
lors du contrdle de la spécificité des immunsera en RIA (Dugimont et al.,
1992b). La technique de 1I'ELISA a permis de tester plusieurs lots
d'anticorps
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anticorps non saturés
anticorps saturés avec l'antigéne spécifique
anticorps saturés avec l'antigéne non spécifique

- anticorps saturés avec l'antigéne non spécifique et traités au

charbon/dextran.
L'hypothése était que la diminution de l'intensité de la réaction obtenue
avec les anticorps saturés par un antigene non spécifique n'était pas due
a une réaction croisée mais a un encombrement stérique causé par
I'excés d'antigéne libre dans le milieu réactionnel. L'ensemble des
résultats est résumé par la figure 10. Ces résultats montrent :

- une réelle traduction des ARNm d'intérét

- qu'un antigéene non spécifique peut réduire l'intensité d'une
immunoréaction, sans pour autant provoquer une réaction croisée.

- qu'un traitement au charbon/dextran permet d'éliminer l'exces
d'antigéne (non spécifique) libre et de restituer une intensité de réaction
proche de celle obtenue avec l'anticorps non traité. Cette hypothése a été
confirmée lors de techniques d'immunotransfert utilisant les divers lots
d'anticorps précédemment cités (Fig.9).

IV. Elaboration d’une banque d’expression a partir des
ARNm du cerveau de Nereis

De nombreux contrdles sont réalisés dans les étapes
clés de la construction de la banque, afin d’assurer un suivi dans
I'élaboration de la cDNAtheque.

IV.1. Synthese du 1¢r brin d’ADNc

La synthése du 1¢f brin d’ADNc est contr6lée en
prélevant 5 ul du mélange réactionnel auxquels sont ajoutés 0,5 ul de
o 32P dCTP (800 Ci/mmol). Des évaluations quantitatives et
qualitatives de 1’incorporation de o 32P dCTP dans le 18f brin d’ADNc
synthétisé peuvent &tre pratiquées.

IV.1.1. Evaluation quantitative de la synthése du 1°T brin

Cette évaluation consiste a comparer la radioactivité
incorporée dans le 1¢T brin par rapport a la radioactivité totale de
1’échantillon.

Pour 1 pl de mélange réactionnel, les valeurs obtenues sont les
suivantes :

- témoin blanc 18 cpm

- radioactivité incorporée 3000 cpm

- radioactivité non incorporée 100000 cpm
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IV.1.2. Evaluation qualitative de la synthése du 1¢f brin

Cette évaluation permet de connaitre les tailles
globales des premiers brins d’ADNc synthétisés. Apreés avoir déposé les
3 nl restant du mélange réactionnel dans un gel d’agarose, celui-ci est
séché et placé en autoradiographie. Le résultat se traduit par une
“trainée” d’acides nucléiques hybrides (ARNm/ADNc) comprise entre
quelques dizaines de nucléotides et 5000 nucléotides (fig.11). En
fonction de l’intensité inégale de la “trainée”, il semble que les 1€TS brins
d’ADNc, ayant une taille comprise entre 1000 et 3000 nucléotides, soient
les plus représentés (fig. 11).

IV.2. Synthése du 2¢me prin d’ADNc

Des valeurs quantitatives et qualitatives peuvent
étre a nouveau déterminées en fonction de la radioactivité incorporée
dans le 2éme brin d’ADNCc.

IV.2.1. Evaluation quantitative de la synthése du 28me brin

Le contrle de la synthése du 2¢me brin s’effectue
apres une extraction de I’ADNc double brin en prélevant 5 pl du
mélange contenant 1’ensemble des ADNc. Comme pour 1’évaluation de la
syntheése du 1€I brin, les valeurs de radioactivité incorporée et non
incorporée sont comparées.

Pour 1 pl de milieu réactionnel, les valeurs suivantes sont
obtenues :

- Témoin blanc _ 12 cpm

- Radioactivité incorporée 2000 cpm

- Radioactivité non incorporée 300000 cpm

IV.2.2. Evaluation qualitative de la synthése du 2¢me brin

La migration électrophorétique des ADNc formés
révéle apreés autoradiographie une “trainée” d’ADNc, qui s’échelonne de
quelques dizaines de nucléotides a environ 5000 nucléotides. Cette large
distribution des ADNc est intéressante, puisqu’elle augmente la
représentativité de la banque d’expression (fig. 12).
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IV.3. Réalisation de bouts francs sur les ADNc,
ligation d’adaptateurs contenant le site EcoRI
et phosphorylation des extrémités EcoRI

Pour éviter des pertes de matériel, ces étapes ne
sont pas contrdlées aussi précisément que les synthéses du 1€r et 2¢me
brin d’ADNc. On suit ces réactions en repérant la radioactivité a 1’aide
d’un compteur Geiger. Dans ces étapes, les ADNc double brin subissent
deux précipitations a 1’éthanol absolu qui éliminent la majeure partie de
la radioactivité non incorporée. La radioactivité résiduelle correspond,

en majorité, a la radioactivité incorporée dans I’ensemble des ADNc.
IV.4. Sélection des ADNc en fonction de leur taille
Les ADNc sont séparés par chromatographie en gel
filtration. Chaque fraction récoltée est analysée quantitativement et
qualitativement.

IV.4.1. Analyse quantitative

La radioactivité contenue dans 1 ul de chaque
fraction est évaluée a l'aide d'un compteur a scintillation.
Les valeurs suivantes ont été obtenues :

- Témoin blanc 13 cpm
- Fraction I 444 cpm
- Fraction II 213 cpm
- Fraction III 1576 cpm
- Fraction IV 5494 cpm
- Fraction V 16314 cpm
- Fraction VI 50340 cpm
- Fraction VII 66979 cpm

IV.4.2. Analyse qualitative

3 ul de chaque fraction sont analysés en
électrophorése dans un gel d’agarose a 1%. L’autoradiographie du gel
montre une “trainée” d’ADNc pour les fractions I et II et un signal diffus
dans les trés bas poids moléculaires pour les autres fractions. Les ADNc
de la fraction I (de 300 a 4000 nucléotides) et de la fraction II
(quelques dizaines de nucléotides jusqu’a 1500 nucléotides) sont °
rassemblés et seront insérés dans les bras du vecteur d’expression
(fig. 13).
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IV.5. Ligation des ADNc sélectionnés dans le vecteur
A ZAP 11

Pour éviter des pertes de matériel, le contréle de la ligation
n’est pas réalis€ sur les échantillons d’ADNc, mais sur un insert test
(pBR322 digéré par Sall et EcoRI) traité dans les mémes conditions. La
totalitt du mélange réactionnel témoin est déposée dans un gel

d’agarose a 1%. Une seule bande de 46 kDa, correspondant au vecteur
recombiné, est visible, ce qui rend compte d’une ligation efficace.

IV.6. Titrage de la banque

Apres empaquetage in vitro de la totalité des vecteurs (ADN
phagiques recombinés ou non), le titre de la banque originelle est
déterminé sur des aliquots de cette suspension. Le systéme
d’empaquetage in vitro utilisé a permis d’atteindre un titre de 5.103
phages dans 500 pl. Le pourcentage réel de phages recombinés n’est pas
déterminé dans cette étape, car les dilutions de phages sont mises en
contact avec des bactéries qui ne permettent pas une sélection par le
systtme Xgal/IPTG.

IV.7. Amplification de la banque

La banque est amplifiée en étalant la totalité de la
suspension de phages. En fonction du titre de la banque originelle, des
dilutions sont réalisées pour obtenir des boites de Pétri contenant
approximativement 20000 plages de lyse. Les phages étant mis en
contact avec les bactéries PLKF’, seul le titre de la banque amplifiée a pu
étre estimé 2 5.10° phages/ml. La détermination du pourcentage de
phages recombinés nécessite 1’utilisation d’une souche bactérienne
permettant la sélection par le systeme Xgal/IPTG. L’infection de
bactéries XL1 Blue par les phages a permis d’évaluer le taux de phages
recombinés a 90%.

V. Criblage de la banque d’ADNc
V.1. Criblage immunologique

Les anticorps anti-SISP 10-19 polyclonaux ayant fourni de
nombreux résultats positifs lors des immunodétections précédemment
citées ont été choisis pour le criblage de la cDNAtheque. Lors du premier
criblage, 6. 105 clones ont été analysés. 13 d’entre eux ont montré une
immunoréaction. Ces 13 clones sont repiqués, placés dans un milieu SM,
avant d'é€tre réétalés et a nouveau confrontés aux anticorps anti-SISP
10-19. Les dilutions de phages utilisées lors de ce deuxiéme criblage ont
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été réalisées de facon a obtenir des boites contenant une centaine de
plages de lyse. Parmi les 13 clones sélectionnés, 3 ont confirmé leur
immunopositivité.

Pour chacun de ces 3 clones, les valeurs respectives de 13, 38 et 17% de
clones positifs obtenus témoignent de 1’entrainement de clones non
spécifiques lors du premier repiquage. Trois autres criblages se sont
révélés nécessaires pour confirmer 1’immunopositivité des clones
sélectionnés et atteindre 100% de plages positives. Il fauot souligner
I’évolution logique de ce criblage de banque. Chaque étape doit
permettre d’éliminer les faux positifs, de confirmer les clones
spécifiques et d’atteindre graduellement les 100% de positivité, qui
traduisent 1’isolement et la pureté d’un ADN recombiné.

V.2. Criblage a 1'aide d'une sonde d'ADNc spécifiant le
SISP chez la limnée

Lors de ce criblage, 100 phages ont été étalés. Trois
d'entre eux ont montré un signal d'hybridation. Les trois clones sont
repiqués, pour €tre a nouveau confrontés a la sonde d'ADNc. Deux
criblages supplémentaires ont €té nécessaires pour isoler et purifier un
clone avant de le caractériser.

VI. Production massive des phages sélectionnés et
sortie d’insert

VI.I. Controle de la présence d'un insert
VI.1.1. Phages sélectionnés par le criblage immunologique

L'insertion de I'ADNc dans le vecteur phagique est
orientée et se réalise dans les sites de restriction EcoRI et Xhol. Pour
mettre en évidence les inserts en électrophorése, I'ADN des phages
recombinés doit €tre digéré par ces deux enzymes. L'expérience montre
que cette double digestion reste inefficace et rend la sortie des inserts
impossible. L'hypothése la plus probable pour expliquer cet échec est
que les sites de restriction EcoRI et Xhol ont été modifiés lors des
multiples cycles de réplication de I'ADN. En conséquence, nous avons
isolé les inserts par une digestion par BamHI. En effet, le vecteur
possede 2 sites de restriction pour cette enzyme ; ces deux sites
encadrent celui de clonage multiple du vecteur ou est inséré 'ADNc. La
digestion par BamHI libere inévitablement avec l'insert un fragment
d'ADN phagique de 870 nucléotides (voir schéma ci-apres).



Tableau 2 - Digestions enzymatiques de I'ADN phagique recombiné

Fragmcn.ls'
Enzymes g festriction Phage sauvage Phage recombiné
utilisées
22,07 22,07
Smal 8, 27 8, 27
5,93 7, 45 *
4, 55 5,93
18, 68 18, 68
17, 05 17, 05
Kpnl/ Sac I 3 47 3 47
1,51 3, 00 *
0,10 1, 51
22,03 22,03
8, 42 8, 42
Sac I/ Hind Il g, gg ‘31. gg
0,57 3, 40 *
0,45 0, 57
0, 07 0, 07

* Fragments contenant l'insert de 2,9 kpb
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A ZAPII recombiné TE:
S

EcoRl
Xhol
Kpni
BamHi
BamHi

43720 pb

mnser! kb 3
22070 20 2900 20 830 6530 11320
T Digestion BamHI T T
0 B B B

43720 pb

20 2900 20 830 11320
( 3,8 kpb)

La digestion par BamHI du phage AZAPII non
recombiné conduit i la libération de 4 fragments de taille respective de
22,07, 11,32, 6,53 et 0,87 kpb. Le profil électrophorétique du vecteur
phagique, sélectionné aprés la méme digestion, montre 4 fragments de
22,07, 11,32, 6,53 et 3,8 kpb (fig. 14, piste a). Ce dernier correspond 2a
un segment contenant l'insert. Par soustraction, la taille réelle de I'ADNc
est estimée a 2,9 kpb (3,8-0,87 kpb).

Plusieurs autres digestions (Smal, Kpnl/Sacl, Sacl/
HindlIl) ont été réalisées sur cet ADN phagique recombiné et conduisent
a la méme conclusion (fig. 14, exemple de digestion par Smal et
tableau 2).

VI.1.2. Phages sélectionnés a l'aide de la sonde d'ADNc

Le profil électrophorétique de digestion de 1I'ADN
phagique par l'enzyme BamHI montre quatre fragments de taille
respective de 22,07, 11,32, 6,53 et 2,3 kpb. Selon le principe décrit dans
le paragraphe précédent, la taille réelle de l'insert peut étre estimée a
1,4 kpb (2,3-0,87 kpb).

VI.2. Production massive de phages recombinés et
isolement de l'insert

Une culture phagique de 500 ml a permis d’obtenir,
apres toutes les étapes de purification des échantillons, une quantité
d’insert estimée a environ 2,5pg. Le systéme d'isolement d’insert,
satisfaisant pour la pureté des échantillons, n'a pas donné le rendement
attendu. Il ne subsiste en effet qu’une centaine de nanogrammes
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d’insert aprés cette étape. Cette quantité d'insert reste cependant
suffisante pour le sous clonage en plasmides (fig. 15).

VII. Sous-clonage du fragment d'ADN (3,8 kpb)
sélectionné par le criblage immunologique en
plasmide pUCI18

VII.1. Ligation du fragment dans les bras du vecteur

Le rapport insert/vecteur doit étre de l'ordre de 5 en
tenant compte des tailles respectives des molécules. Les valeurs utilisées
pour cette ligation ont été préalablement citées dans le chapitre
“Matériel et méthodes”, paragraphe XIII. 2.

VII.2. Transfection des plasmides recombinés

La transfection est contr6lée indirectement en plagant

10 ng de pUCI18 sauvage en présence de bactéries compétentes. Ce
mélange de transfection témoin, étalé sur un "Top Agar" contenant de
I’Xgal et de I'IPTG, génére I’apparition de colonies bactériennes bleues si
la transfection est efficace. Le résultat de la transfection des plasmides
recombinés montre une variabilité en fonction des critéres suivants :

- T'activité enzymatique de la ligase

- le traitement utilis€ pour rendre les bactéries compétentes

- les durées de choc thermique

Cette variabilité se traduit par 1’obtention de colonies bactériennes
blanches en nombre plus ou moins important. Le pourcentage de
colonies blanches n’a atteint que 10%.

VII.3. Vérification de la recombinaison des plasmides

Cette étape consiste a préparer de I’ADN plasmidique a
partir de colonies bactériennes blanches isolées et de digérer cet ADN
avec l’enzyme BamHI. L’analyse électrophorétique permet de
déterminer rapidement les .plasmides recombinés. 12 colonies
bactériennes ont €été repiquées. Le résultat de I’électrophorése révele
une seule recombinaison effective (fig. 16, piste b). Seul I'ADN
plasmidique d'un clone est digéré en 2 fragments de 2,7 kpb et
3,8 kpb. Ces fragments correspondent respectivement au plasmide
linéaire et au fragment sous-cloné. A ce stade, le plasmide recombiné
posséde une taille moléculaire de 6,5 kpb (2,7 + 3,8 kpb), comme cela
est illusté ci-apres.
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Insertion du fragment de 3,8 kpb dans le pUC 18

selon l'orientation @ ou

pUC 18 recombiné

@A puUC 18 ks E X kK B pUC 18

pUC 18 « B K X E B pUC 18

10 830 20 2900 20

p'hage insert PUC 18

VII.4. Elimination du fragment d'origine phagique
VII.4.1. Principe

L'existence de 2 sites de restriction pour l'enzyme
Kpnl, T'un sur le plasmide, l'autre sur le fragment d'origine phagique
cloné, permet d'éliminer la majeure partie de ce fragment, si toutefois le
sens d’insertion dans le site unique BamHI du plasmide est celui du
schéma suivant:

pUC 18 « B K X E zla pUC 18

(B

10 830 20 2900 20

A

T Digestion Kpnl

pUC 18

x

K X

20 2900 20
(0,84 kpb)

Tl(6.5Kpb)

1(6,5Kpb)

—1( 6.5 kpb)

—1( 5,6 kpb)
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ligation du fragment de 5,6 kpb

i Elimination du fragment de 0,84 kpb
(circularisation du plasmide)

pUC 18 «k «x E B Accl pUC 18

20 2900 20
phage insert pUC 18

Le profil électrophorétique du plasmide sélectionné aprés une
digestion par Kpnl révéle 2 fragments de 0,84 kpb et 5,6 kpb. Ce
fragment de 5,6 kbp est représenté (cf schéma) par le pUC18 (2,7 kpb)
contenant un insert de 2,9 kpb. Ce résultat précise le sens d'orientation
du fragment cloné. Le clone sélectionné lors de cette étape est mis en
culture en vue de l'extraction de I'ADN plasmidique. Aprés digestion par
Kpnl, le fragment de 5,6 kpb retenu sera ligué et transfecté dans des
bactéries JM109.

VII.4.2. Résultat de la transfection du fragment de 5,6 kpb

I1 faut souligner une différence considérable en ce
qui concerne le rendement de cette transfection. En effet, lorsque le
mélange de transfection est étalé sur les boites contenant le mélange
Xgal/IPTG, toutes les colonies sont blanches. Une double digestion par
les enzymes BamHI et Kpnl permet de sortir l'insert du vecteur.

12 colonies blanches ont été repiquées et 1’ADN plasmidique de
celles-ci testé. Le profil électrophorétique de I’ADN plasmidique digéré
par les enzymes Kpnl et BamHI révéle 2 fragments attendus de 2,7 kpb
(pUC) et un insert de 2,9 kpb (schéma ci-dessous et fig. 17).

puC 18 « «x E B Acx/ pUC 18

4 insert

20 2900 20

Double digestion Kpnl/BamHI
(sortie de l'insert)

pUC 18 « B8 Acc pUC 18

1(2,7 kpb)

=2 nsert |}

2900 20

L’insert peut alors étre caractérisé en effectuant une carte de
restriction ou étre séquencé.
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VII.5. Cartographie de 1'insert

Parmi les neuf enzymes testées, seule Accl/ coupe le
vecteur recombiné en 3 fragments de 4,6 kpb, 0,8 kpb et 0,24 kpb. Ce
résultat démontre l'existence de 2 sites de restriction pour l'enzyme
Accl dans linsert. Le méme plasmide digéré par Accl et Kpnl libere 4
fragments de 2,7 kpb (pUC), 1,9 kpb, 0,8 kpb et 0,2 kpb (fig. 18A).

VIII. Hybridation moléculaire de la sonde
oligonucléotidique SISP7 sur le plasmide

recombiné de 5,6 kpb, digéré par Accl et Kpnl

L'homologie de séquence entre la sonde oligonucléotidique
N-terminale concerne uniquement le fragment de 1,9 kpb, puisque seul
ce dernier montre un signal autoradiographique (fig. 18B). Une
digestion partielle du plasmide recombiné fait apparaitre un signal
d'hybridation beaucoup plus faible. Le fragment de 1,9 kpb est
récupéré et sous-cloné en pUCI18. Une double digestion Accl/Kpnl des
plasmides obtenus permet de sélectionner rapidement le clone d'intérét
(fig. 18C).

IX. Sous-clonage du fragment d'ADN sélectionné par
criblage utilisant la sonde d'ADNc dans le vecteur
M13mp18

IX.1. Isolement de l'insert de 1,4 Kkpb

Une double digestion par les enzymes de restriction Kpnl et
BamHI permet de libérer le fragment d'ADN d'intérét préalablement
estimé a 1,4 kpb. Les trois clones repiqués montrent le méme profil
électrophorétique. Le fragment de 1,4 kpb est extrait du gel et
directement cloné dans le phage M13mpl8.

IX.2. Sous-clonage dans le phage M13

Le fragment est ligué dans le vecteur ; la transfection du
mélange de ligation dans les bactéries TGl males permet d'obtenir des
plages de lyse blanches. Des matrices simple brin réalisées a partir d'une
pfu permettront de déterminer la séquence des clones sélectionnés.

le
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X. Séquencage des fragments d'ADN sélectionnés

X.1. Séquencgage partiel du fragment d'ADN sélectionné
par le criblage immunologique

Le segment de 1,9 kpb a été digéré par Sau3A. Les segments
de restriction ont été insérés dans le vecteur MI13mpl8 selon la
technique du "shot gun". La sonde oligonucléotidique SISP7 nous a
permis de sélectionner un insert de 132 nucléotides dont la séquence a
été établie comme suit :

5" GITTTCACCCACTTT GTG GTG CGT GAA GAC GCG CAA CTG CTG TAC
GGT TTT AAC AAT AAA CAA GAG CGCACATIG TTC AAA GAG TTG ATC
AAA ACCAAC GGC GTC GGC CCG AAG TTG GCG GC 3!

La séquence soulignée est celle reconnue par la sonde SISP7.

La recherche d'homologie en nucléotides dans les banques de
données (GENBANK) ne permet pas d'établir une relation avec une
séquence connue. Nous avons pourtant remarqué une homologie de 50%
au niveau de la séquence reconnue par la sonde SISP7 de 31 mers
(nucléotides symbolisés en gras). Ce pourcentage semble suffisant pour
obtenir un signal d'hybridation (fig. 18B). La traduction de cette
séquence de 132 nucléotides dans les six phases de lecture révéle une
phase de lecture ouverte. La séquence protéique obtenue (41 acides
aminés), comparée a celles présentes dans les banques de données,
montre une homologie de 100% avec une protéine de résistance aux
ultra-violets d'E. coli (ruvA) :

Nter VFTHFVVREDAQLLYGFNNKQERTLFKELIKTNG
VGPKLAL Cter

La séquence soulignée représente la zone reconnue par les anticorps
anti-SISP 10-19. Dans cette région, cinq acides aminés (symbolisés en
gras) sur dix sont en coincidence avec le géne de résistance aux ultra-
violets d'E. coli. (ruvA).

X.2. Séquencage partiel des fragments d'ADN sélectionné
a l'aide de la sonde d'ADNc

Parmi les clones sélectionnés, deux ont permis d'obtenir des

séquences de 171 et 213 nucléotides.
1 ,
5" AGG TTA ACG CTG TCA GCC CCA CCA CCA TGC CGA AGC ACA GTT
AAC GCA CAG TAC GAC CAC GGA AAA ATG CGG GCA AAG GAA GAT ACT
CAT CTG GAT AGC ATA ATT CAC CCA CCA TGC CCA AGA ACA CGG TCC
AAT CCC TGC GGG AAG CCGCCTTTT GCGATG GGATCGGTA  3°
: 171
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1
5" CAA CTG ACT GAA GAA AAA CCT GCA GTC AGT AGT TTA ACA ACT
GAG TCT GTC GTA CTG ACC ATA GGT TAT GTC ATT TAA CTT ACT TCA
GGA TAT ATT ACT GAA TAC AGC TTT ATC ATG AAC CTG TTA CAG TTT
ATC CAT AAC ATG ATC CAC AGC TTA TGT GAA CGA GGT CCC GGC CCA
TGA GTG ACA AGG ATT GTA GCG ATG TGG GGT TCT TTA 3°
213

La recherche d'homologie en nucléotides dans les banques de données
ne révele aucune homologie significative avec une molécule connue. De
plus, seule la séquence de 171 nucléotides montre une phase de lecture
ouverte (57 acides aminés).

NteIRLTLSAPPPCRSTVNAQYDHGKMRAKEDTHLDSIIHPPCPRTRSNPCGKPPF

AMGSV c(Cter
Cette protéine putative ne montre aucune homologie avec les séquences
recensées dans les banques de données.

XI. "Polymerase chain reaction"(PCR)

XI.1. Amplification d'un fragment a l'aide des amorces
élaborées a partir de la séquence du SISP de la
limnée

Le couple d'amorce OS1 et OS3 a été utilisé lors de la
premieére amplification. Aucun fragment n'était visible dans le test d'un
aliquot de 10 pl du milieu de réaction. Cependant, l'utilisation du couple
d'amorces OS2 et OS3 a permis d'amplifier trois fragments (fig. 19).
Nous avons choisi de caractériser le fragment dont la taille (180
nucléotides) se rapprochait le plus de celle attendue (les séquences
ayant servies a la syntheése des amorces sont distantes d'une centaine de
nucléotides au sein de la séquence du SISP de limnée). Le fragment
sélectionné a été cloné dans le plasmide pCRII et séquencé directement
dans ce vecteur par l'intermédiaire d'une réaction de "PCR-séquence”
utilisant les amorces universelles "reverse" et "forward" (cf Matériel et
méthodes, paragraphe XIX.2.). Une séquence de 184 nucléotides a été
déterminée

1
§' TAC TIG TTG GGT TGC CAT GCA TTA CCA TCA TIT CCT GAT
GCA ATG ATA TAC GAT GGC TTA ACC TTG GCC AAA TTT CTA
CGA CGT CTT ACA ATG TAC TAA CAA CTC TTA CCA CCG CGG CAC
CAC GTG GCA CCA CGT GGC ACC ATG CCT AAC CAC ATC AGG AGC
TAT GGT_GGC AGC CGA ACA AGT A 3%
184

Dans ce fragment amplifié, la méme amorce OS3 (italique et soulignée)
s'est hybridée deux fois. La séquence inverse complémentaire en 3’
(soulignée) est le résultat de l'amplification. La recherche dans les
banques de données n'a révélé aucune homologie significative, ni avec
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une séquence nucléotidique connue, ni avec une séquence en acides
aminés déja établie.

XI.2. Amplification d'un fragment a 1'aide des amorces
élaborées a partir des séquences de prodynorphine
de Mammiféres

Dans cette expérience, le couple d'amorce OD1 et OD2 a
permis d'amplifier un fragment unique d'environ 350 nucléotides (fig.
20). Ce fragment a été cloné et séquencé dans le vecteur pCRII. Une
séquence de 375 nucléotides a été déterminée :

1
§' TTC TGG TTG TCC CAC TTT ACC TAC AAA ATT GCC CAT CTA ATA
GAT ACA CCA GGG ATT CAG CTA CTA ATG AAT AGG TAA AAT CCT TAG
AGA CTTTTG CAA AGC ATC AGG TTT TAG AAT AAT GAA TGG TAG
ACT AGG AGA AAA ACA ACA AAC TTG TGA TTATAC ATG CTA CAA
AAG CAA TGG TGG AGC TAG TCT TAT AGA CTA TTT ACT ATG TAG GAC
CAA CAA GTA TAC GAA CTG TTA ACA ACC TAG TAG TAA TGC CAA AAG
AGC AGA ATC AGG CCG CCA TGC AAT AAA CAT AAC TCT GTC GTG CCC
AAC CTC CAA TGT CCC CCC AAA AGA TAT AAA TGG TAC CCA GGA CCA
AAG TTA CAA GTG GGA CAATCA GAAT

375

Un phénoméne semblable d'appariement de la méme amorce OD2
(italique) se retrouve dans les étapes d'amplification de ce fragment
d'ADN. La recherche dans les banques de données révele une homologie
de 63% (pour les 51 nucléotides de la séquence soulignée ci-dessus) avec
le géne de la POMC de X. laevis. La POMC est un des trois précurseurs
d'opioides chez les Vertébrés.



Nereis diversicolor

Figure 1 - Nereis diversicolor dans son milieu naturel.

Figure 2 - Téte de N. diversicolor ; les yeux sont portés par un
segment nommé prostomium dans lequel se trouvent les
ganglions cérébroides. (X 10)

Figure 3 - Ganglions cérébroides nommés habituellement "cerveau"
- isolés apres dissection. (X 50)






Figure 4 -

Réactions immunocytochimiques obtenues avec les
anticorps polyclonaux anti-SISP 10-19 sur coupes
parasagittales de cerveau (a, b, c, d et e) et sur coupe
transversale de métamere (f).

Les chiffres arabes indiquent les noyaux ganglionnaires.

B: cerveau ; BV: vaisseau sanguin ; DGF: fibre géante dorsale
; Ep: épiderme ; ICR: région infracérébrale ; LGF: fibre
géante latérale ; M: muscle ; Np: neuropile ; VNC: chaine
nerveuse ventrale.

a-d. Les noyaux ganglionnaires cérébraux présentent de
nombreux périkaryons fortement marqués. Une
immunoréactivité est observée é€galement dans le
neuropile.

(a, b X 200 ; c, d X 360).

e. La photographie représente la région infracérébrale qui
est un complexe neuroglandulovasculaire. Les fléches
indiquent des terminaisons axonales aboutissant a cette

zone.
(X 360).

f. Coupe transversale de la chaine nerveuse ventrale. Les
fibres géantes dorsale et latérales et deux périkaryons
symétriques ventraux (fléches) sont immunoréactifs.

(X 220).






Figure 5 -

Figure 6 -

Autoradiogrammes obtenus a partir d’un gel de
polyacrylamide 5-25% SDS aprés migration des
polypeptides traduits en lysat de réticulocytes de lapin.

a. Témoin : lysat de réticulocytes de lapin incubé auquel a
été ajouté de l’eau distillée ne contenant pas d’ARNm.

b, c. Traduction in vitro de 2 lots d’ARNm extraits de
cerveau.

Enregistrements densitométriques des autoradiogrammes
de la figure 5.

Les graphes a, b et c représentent respectivement les pistes
a, b et ¢ de la figure 5.
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Figure 7 -

Immunotransferts des produits traduits in vitro (lysat de

réticulocytes de lapin) a partir d’ARNm poly-At de cerveau
apres électrophorése dans un gel de polyacrylamide 5-25%
SDS.

Les échantillons et leurs témoins sont incubés avec les
anticorps polyclonaux anti-SISP 10-19.

a. Témoin de b : lysat de réticulocytes de lapin additionné
d’eau distillée ne contenant pas d’ARNm poly-A* -

b. Polypeptides traduits immunorévélés par les anticorps.

c. Témoin de b : méme échantillon que b incubé avec les
anticorps préalablement saturés par 1’antigéne.
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Figure 8 -

Immunotransfert des produits traduits in vivo (ovocytes de

Xenopus laevis) a partitr dARNm poly-At du cerveau et des
protéines extraites du cerveau de N. diversicolor apres
électrophoreése dans un gel de polyacrylamide 5-25% SDS.
Les immunoréactions des pistes a, b, ¢ et d ont été réalisées
avec les anticorps polyclonaux anti-SISP 10-19.

Les immunoréactions des pistes e, f et g ont été réalisées
avec les anticorps monoclonaux anti-SISP 1-77.

a. Protéines extraites du cerveau.

b. Témoin de c¢ : polypeptides isolés a partir d'ovocytes
injectés avec de l'eau distillée ne contenant pas d'ARNm

poly-A™t .

c. Polypeptides isolés a partir d'ovocytes injectés avec des
ARNm poly-A* de cerveau.

d. Témoin de c : méme échantillon que ¢ incubé avec les
anticorps préalablement saturés par l'antigene.

e. Témoin de f : méme échantillon que b.
f. Méme échantillon que c.

g. Témoin de f : méme échantillon que f incubé avec les
anticorps préalablement saturés par l'antigene.
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Figure 9 - Immunotransferts des produits traduits in vivo (ovocytes de
X. laevis) a partir d'ARNm poly-At de cerveau apres
électrophorése dans un gel de polyacrylamide 5-25% SDS
Les immunoréactions des pistes a, b, ¢ et d ont été€ réalisées
avec les anticorps anti-dynorphine 1-17.

Les immunoréactions des pistes e, f, g et h ont été réalisées
avec les anticorps anti-anéo-endorphine.

(Ces résultats ont été obtenus en collaboration avec Guissi-
Kadri S.).

piste a et e - protéines extraites du cerveau.

piste b et f - polypeptides immunorévélés isolés a partir
d'ovocytes injectés avec des ARN poly AT de cerveau

piste ¢ et g - témoins respectifs de b et f: polypeptides isolés
a partir d'ovocytes injectés avec de l'eau distillée ne
contenant pas d'ARNm

piste d et h - témoins respectifs de b et f: méme échantillon
que b et f incubé avec les anticorps préalablement saturés
par les antigénes spécifiques.
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Fig. 10 Immunodétections des produits traduits in vivo par les
anticorps anti-dynorphine 1-17 (a) et par les anticorps
anti-anéo-endorphine (b) par test ELISA

1,0 - a

0,8 -

0,6 1

e

0,4

0,2

e

0,0

1) Ovocytes témoins injectés par de l'eau distillée

2) Ovocytes témoins injectés par une solution d’ARNm

3) Ovocytes injectés par une solution d'’ARNm incubés avec les
anticorps préalablement saturés avec la dynorphine 1-17

4) Ovocytes injectés par une solution d'ARNm incubés avec les
anticorps pré-incubés avec l'anéo-endorphine

5) Ovocytes injectés par une solution d'ARNm incubés avec le méme
lot d'anticorps .que 4) mais traité au charbon dextran

1,8': b

1,6

1) Ovocytes témoins injectés par de l'eau distillée

2) Ovocytes témoins injectés par une solution d'ARNm

3) Ovocytes injectés par une solution d'ARNm incubés avec les
anticorps préalablement saturés avec l'anéo-endorphine

4) Ovocytes injectés par une solution d'ARNm incubés avec les
anticorps pré-incubés avec la dynorphine 1-17

5) Ovocytes injectés par une solution d'ARNm incubés avec le méme
lot d'anticorps que 4) mais traité au charbon dextran

’



Figure 11 -

Figure 12 -

Figure 13 -

Analyse qualitative de la synthése du 1€T brin d’ADNCc
apres séparation électrophorétique des échantillons dans un
gel d'agarose a 1%.

Analyse qualitative de la synthése du 28M€ brin d'ADNc
apres séparation électrophorétique des échantillons dans un
gel d'agarose a 1%.

Analyse électrophorétique dans un gel d'agarose a 1% des
ADNc fractionnés en fonction de leur taille apres passage en
chromatographie de gel filtration (Sephacryl S 400).

Le témoin de masses moléculaires est représenté par le
phage A digéré par les enzymes EcoRI et HindlIl (la taille
de quelques fragments de restriction est indiquée).

Les fléches visualisent le départ des migrations.
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Figure 14 - Digestions enzymatiques de 1'ADN du phage sélectionné et
analyse électrophorétique dans un gel d'agarose a 1% des
fragments de restriction.

a. Digestion de 'ADN phagique par l'enzyme BamH].
b. Digestion de I'ADN phagique par l'enzyme Smal.

L'astérisque indique le fragment d'ADN contenant l'insert
d'intérét de 2,9 kpb.

Figure 15 - Analyse électrophorétique dans un gel d'agarose a 1% du
fragment de 3,8 kpb.

a. Fragment de 3,8 kpb isolé.

b. Témoin de masses moléculaires (phage A et plasmide
pSPTBM20 digérés par Styl et Saul) (la taille de quelques
fragments de restriction est indiquée).
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Figure 16 - Analyse électrophorétique des ADN plasmidiques
sélectionnés aprés digestion par 1’enzyme BamHI.

a. Témoin de masses moléculaires (phage A et plasmide
pSPTBM20 digérés par Styl et Saul) (la taille de quelques
fragments de restriction est indiquée).

b. Plasmide recombiné contenant le fragment d’intérét de
3,8 kpb.

¢, d. Plasmides non recombinés.
Figure 17 - Analyse électrophorétique dans un gel d’agarose a 1% d’un

ADN plasmidique sélectionné aprés digestion par les
enzymes BamHI et Kpnl.
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Figure 18A - Analyse électrophorétique dans un gel d’agarose a 1%
d’un ADN plasmidique digéré par les enzymes Accl et Kpnl.

a. Témoin de masses moléculaires (phage A et plasmide
pSPTBM20 digérés par Styl et Saul) (la taille de quelques
fragments de restriction est indiquée).

b. Fragments de restriction obtenus aprés une digestion du
plasmide par les enzymes Accl et Kpnl.

Figure 18B - Hybridation moléculaire de la sonde oligonucléotidique
dirigée contre une séquence N-terminale du SISP de la
limnée sur les fragments de restriction obtenus aprés
digestion par Accl et Kpnl, transférés sur nitrocellulose
(technique du Southern blot).

a. Aucune hybridation aspécifique sur les témoins de masses
moléculaires.

b. Signal d’hybridation sur le fragment de 1,9 kpb ainsi que
sur une forme partiellement digérée du plasmide.

Figure 18C - Analyse électrophorétique dans un gel d’agarose a 1%
d’un ADN plasmidique digéré par les enzymes Accl et Kpnl.

a. Séparation du plasmide (2,7 kpb) du fragment d’intérét
(1,9 kpb).

b. Témoin de masses moléculaires (phage A et plasmide
pSPTBM20 digérés par Styl et Saul) (la taille de quelques
fragments de restriction est indiquée).
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Témoin de masses moléculaires
(pHA digéré par Hinf II, la taille de quelques fragments
de restriction est indiquée)

Analyse électrophorétique dans un gel d'agarose a 3%
des fragments amplifiés par les amorces OS2 et OS3
L'astérisque indique le fragment cloné et séquencé

Témoin de masses moléculaires
(pHA digéré par Hinf II, la taille de quelques fragments
de restriction est indiquée)

Analyse électrophorétique dans un gel d'agarose a 3%
des fragments amplifiés par les amorces OD1 et OD2
L'astérisque indique le fragment cloné et séquencé
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DISCUSSION ET CONCLUSION

La connaissance des données physiologiques anciennes concernant
N. diversicolor (Schlieper, 1929; Beadle, 1937; Smith, 1955,1959;
Hohendorf, 1963; Oglesby, 1970) et les contacts scientifiques privilégiés
de notre groupe avec nos collégues d'Amsterdam (Dr. de With, Dr. Smit,
Dr. van Minnen) nous ont conduit a tenter de caractériser un des
neuropeptides apparentés au SISP de L.stagnalis. La stratégie
moléculariste devait nous permettre d'éviter les étapes souvent lourdes,
de l'isolement et de la purification d'un neuropeptide, en particulier
chez un animal dépourvu de glandes endocrines. Nous étions en droit de
penser que les techniques d'ADN recombinés in vitro nous meneraient a
la connaissance des séquences nucléotidiques codant pour l'analogue du
SISP chez la néréis, et par déduction a la détermination de la séquence
en acides aminés de cette molécule.

Avant d'initier une étude approfondie en biologie moléculaire, il
était nécessaire, d'avoir des informations préliminaires concernant
I'éventuelle présence de cette(ces) molécule(s) dans l'espece é€tudiée.
Notre premier objectif a donc été d'extraire les ARNm de cerveaux de N.
diversicolor et d'éprouver leurs capacités informatives. Les protocoles
adaptés a notre matériel (Guissi-Kadri, 1989), ont permis d'obtenir des
ARNm dans un bon état de conservation. L'extraction des ARN est
menée en présence d'isothiocyanate de guanidium pour éviter une
dégradation de ces acides nucléiques par des RNAses endogénes. Les
ARN sont également traités au LiCl afin d'éliminer les acides nucléiques
bicaténaires. Enfin, le passage des ARN sur une colonne d'affinité oligo-
dT cellulose permet de sélectionner des ARNm poly-A* dont le degré de
pureté est satisfaisant pour mener a bien la suite de notre
expérimentation.

Des traductions d'ARNm poly-A* ayant des capacités informatives
€levées ont déja été réalisées dans notre laboratoire (Guissi-Kadri, 1989;
Benouareth et al.,, 1989; Guissi-Kadri et al., 1990). La capacité

informative des ARNm poly-At a été testée en réalisant les traductions
dans un systeme acellulaire : le lysat de réticulocytes de lapin. Les
polypeptides obtenus, analysés par électrophorése en milieu dénaturant,
ont une masse moléculaire comprise entre 15 et 120 kDa. Ces valeurs
coincident avec celles déja proposées par Guissi-Kadri en 1989.
L'obtention constante de polypeptides de 15 a 120 kDa, lors des
traductions d'ARNm poly-A* provenant de différentes préparations, -
démontre l'efficacité de notre protocole d'extraction.

La qualité des préparations d'ARNm nous a conduit a envisager la
caractérisation d'un ou de plusieurs polypeptides apparentés au SISP de
la limnée a partir des ARNm isolés de cerveaux de néréis. Les anticorps
utilisés dans ce but ont été essentiellement des anticorps polyclonaux
anti-SISP 10-19, dont les immunorévélations ont été confirmées par un
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anticorps monoclonal anti-SISP 1-77. 11 faut souligner que les épitopes
reconnus par ces deux lots d'anticorps sont différents (Van Minnen, com.
personnelle). Les anticorps dirigés contre la partie C-terminale du SISP
de la limnée ont également été utilisés, mais ils n'ont jamais montré
d'immunoréactivité, ni vis-a-vis de polypeptides traduits in vitro (lysat
de réticulocytes) ou in vivo (ovocytes de X. laevis), ni vis-a-vis de
protéines natives extraites de cerveaux de néréis.

Les anticorps anti-SISP 10-19 nous ont permis de caractériser
certains produits synthétisés in vitro ou in vivo a partir d'ARNm poly-

A+ de cerveaux de néréis. Trois polypeptides traduits en lysat de
réticulocytes de lapin, de masse moléculaire 64, 72 et 80 kDa, ont été
révélés par ces anticorps. Deux de ces trois polypeptides, 72 et 80 kDa,
sont également reconnus par les mémes anticorps aprés traduction en
ovocytes de X.laevis. Les plus petits produits obtenus dans les deux
systemes de traduction (in vitro et in vivo) et reconnus par ces
anticorps différent d'une fagon significative, respectivement 64 kDa et
43 kDa. Cette différence de masse moléculaire peut s'expliquer par la
présence de protéases dans les ovocytes, enzymes qui reconnaitraient
des signaux protéolytiques au niveau des polypeptides traduits et par
conséquent induiraient la formation de produits de maturation (Soreq et
Miskin, 1981). En conséquence, nous suggérons que le polypeptide de 43
kDa traduit in vivo et reconnu par les anticorps anti-SISP 10-19
pourrait €tre un produit de maturation du polypeptide traduit in vitro
de 64 kDa. Cette hypothése est confortée par la reconnaissance par les
mémes anticorps de 8 polypeptides de 15, 37, 39, 42, 54, 62, 72, et 80
kDa extraits du cerveau des animaux. Nous pouvons ainsi remarquer
une adéquation satisfaisante entre les polypeptides traduits dans les
systemes cellulaire et acellulaire et entre les produits synthétisés in
situ, natifs du cerveau. Par exemple, les polypeptides immunorévélés de
72 et 80 kDa sont présents apreés traduction des ARNm dans les
syst¢emes cellulaire et acellulaire, mais également dans les extraits
protéiques natifs de cerveaux. Les polypeptides traduits in vitro (64
kDa) et in vivo (43 kDa) reconnus par les anticorps pourraient
correspondre respectivement aux polypeptides de 62 et 42 kDa extraits
du cerveau.

Il a été démontré, chez les Invertébrés comme chez les Vertébrés,
que les neurohormones dérivent généralement d'une molécule
précurseur. Chez la néréis, des molécules de grande taille (60 a 70 kDa)
reconnues par des anticorps dirigés contre le précurseur de la
cholécystokinine de Mammiferes (Guissi-Kadri, 1989 ; Guissi-Kadri et al.,
1990) ou par des anticorps dirigés contre deux opioides, la dynorphine
1-17 et I'a—néo-endorphine (Dugimont et al.,, 1992b) ont été mis en
évidence et ont été interprétés comme des molécules précurseurs des
neuropeptides correspondants.

En ce qui concerne les molécules apparentées au SISP, nos
résultats peuvent étre interprétés de fagon identique. Des précurseurs
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de grande taille ont par ailleurs été décrits chez d'autres especes
d'Invertébrés. Ils appartiennent a deux catégories : soit il s'agit de
précurseurs renfermant de multiples copies d'un méme peptide (ex : le
précurseur du FMRF-amide de l'aplysie de 71 kDa renfermant 28 copies
du pentapeptide Phe-Met-Arg-Phe-Gly ; Taussig et al., 1985) ; soit de
précurseurs dont dérivent plusieurs peptides exprimant différentes
activités biologiques (ex : le précurseur de la CDCH de la limnée, de 30
kDa a partir duquel sont libérés 12 peptides différents ; Vreugdenhil et
al., 1988a).

Dans l'état actuel de nos connaissances, nous ne pouvons classer le
ou les précurseurs de la molécule reconnue par des anticorps anti-SISP
chez la néréis dans l'une ou l'autre de ces catégories. Il faut d'ailleurs
remarquer que la masse moléculaire du précurseur du SISP de limnée
et celles des précurseurs des molécules de néréis sont trés différentes
11 kDa chez la limnée (de With et al.,, sous presse) et 80 kDa chez la
néréis.

Ces résultats ont été confortés par des travaux
immunohistochimiques. Les immunoréactions positives obtenues avec
les anticorps anti-SISP 10-19, confirmées par les anticorps monoclonaux
anti-SISP 1-77, au niveau des cellules des noyaux ganglionnaires 7, 10,
14, 17 et 20 témoignent de la présence de molécules ayant des épitopes
communs avec le SISP dans le cerveau de néréis. De plus, les
immunoréactions constatées dans le SNC i proximité de la région
infracérébrale (aire neurohémale) du cerveau de néréis suggerent que
ces neuropeptides sont libérés dans le milieu intérieur, agissant en tant
que neurohormones.

L'existence de transports actifs d'ions Nat A travers le tégument
chez diverses especes d'eau douce ou d'eau saumditre (situation
d'adaptation des espéces aux eaux de faible salinité) et nos résultats
immunologiques nous ont incité a poursuivre notre étude par une
approche de biologie moléculaire. Celle-ci consistait a élaborer une

banque d'ADNc a partir des ARNm poly-A* isolés du cerveau de néréis,
afin de déterminer les séquences codantes pour la ou les molécules
reconnues par les anticorps anti-SISP. La cDNAtheque a été€ construite
dans un lambdoide : le phage AZAP II. La synthése de cette banque
d'expression a été strictement contrflée lors de la formation des 2 brins
d'ADNc et les ADNc de grande taille ont été sélectionnés par
l'intermédiaire d'une chromatographie en gel filtration avant d'étre
"empaquetés” dans le systéme in vitro Gigapack Gold. Les ADNc de
grande taille sont effectivement "empaquetés" avec une grande
efficacité dans ces conditions. La banque d'ADNc ainsi élaborée devait
étre représentative de la population totale des ARNm spécifiques du
cerveau, puisque des titres de 106 phages/ml avant amplification et de
5.109 phages/ml aprés amplification ont été obtenus. De plus, le
pourcentage ¢élevé de phages recombinés, supérieur a 90%, signe la
représentativité de la banque. La recherche de clones d'intérét dans
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cette cDNAthéque a été entreprise par criblage immunologique en
utilisant les anticorps anti-SISP 10-19, d'une part, et par criblage a
l'aide d'une sonde d'ADNc spécifique du SISP de limnée, d'autre part. Le
criblage immunologique et celui réalisé avec la sonde d'ADNc n'ont
permis d'isoler respectivement que 3 et 2 clones, parmi les 6.105 et 106
analysés. Les clones sélectionnés apres le criblage immunologique ont
été sous clonés en plusieurs étapes, dans le plasmide pUC18. Les inserts
ont été clonés dans les sites EcoRI/Xhol et par la-m€me leur intégration
orientée. Une double digestion par ces 2 enzymes aurait dii permettre
de séparer l'insert des "bras" du vecteur phagique. En pratique, cette
double digestion est restée absolument inefficace, quels que soient les
efforts et modifications envisagés pour améliorer les conditions
d'hydrolyse enzymatique; cette situation peut rendre compte d'une
modification ou détérioration des sites de restriction ayant servi au
clonage. L'existence d'un site de restriction pour l'enzyme BamHI[ de
part et d'autre du site de clonage nous a permis de surmonter le
handicap précédent et d'isoler les inserts du vecteur phagique. Apres
digestion par BamHI des ADN phagiques sélectionnés, les profils
électrophorétiques obtenus sont identiques et montrent un fragment de
3,8 kpb ne s'expliquant que par la présence d'un insert, résultat d'une
véritable recombinaison in vitro. Cette digestion entraine
inévitablement un fragment d'ADN phagique de 870 nucléotides. Le
fragment de 3,8 kpb a ét€ sous cloné en pUCI18. L'existence d'un site de
restriction pour l'enzyme Kpnl dans le pUC18 et d'un autre dans la
séquence d'ADN du vecteur phagique résultant de la digestion par
BamHI permet d'éliminer la majeure partie de cet ADN phagique, et
d'obtenir des plasmides recombinés contenant un insert de 2,9 kpb.
Nous avons tenté de raccourcir ce fragment afin de ne séquencer en
priorit¢ que les régions présentant des homologies vis-a-vis du SISP de
limnée. Pour se faire, nous avons réalis€ des digestions avec diverses
enzymes du site multiple de clonage du pUCI18. Seule une des enzymes
utilisées, Accl, a permis de découper le fragment de 2,9 kpb en 3 sous
fragments de 1,9, 0,8 et 0,2 kpb. Ces produits de digestion ont été
séparés par électrophorése, transférés sur une membrane de
nitrocellulose, et confrontés a la sonde oligonucléotidique SISP7. La
sonde SISP7 s'est hybridée uniquement sur le fragment de 1,9 kpb.
Nous avons alors décidé de digérer ce fragment par une enzyme de
restriction dont le site spécifique ne possede que 4 bases, Sau3a, dans le
but d'obtenir des produits de digestion de plus petite taille, qui ont été
clonés dans le vecteur phagique MI13mpl8 (technique du "shot gun").
L'objectif était de confronter I'ADN des phages MI13 recombinés a la
sonde SISP7 '‘marquée pour ne sélectionner que le ou les phages
d'intérét. Les inserts des clones manifestant un signal d'hybridation
avec la sonde SISP7 ont été intégrés dans un phage MI13mpl8 pré-
digéré par les enzymes Kpnl et BamHI (cette dernicre possede un site
compatible avec celui de l'enzyme Sau3a). Nous pouvions alors conclure
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que le signal autoradiographique obtenu était dd a I'hybridation de la
sonde SISP7 au niveau de l'extrémité qui présente le site de restriction
pour l'enzyme Kpnl. Le regroupement et l'analyse des séquences de
clones sélectionnés conduisent a la détermination d'une séquence de
132 nucléotides dont une seule phase de lecture est ouverte et code
pour 44 acides aminés. La recherche d'homologie en acides aminés dans
les banques de données nous a indiqué une homologie de 100% avec une
protéine codée par le géne ruvA d'E. coli, géne conférant la résistance
aux ultraviolets de cette bactérie. Ce résultat se congoit dans la mesure
ou l'anticorps anti-SISP 10-19 reconnait un ou plusieurs épitopes
formés par un enchainement de 10 acides aminés dont 5 sont en
parfaite coincidence au sein des séquences du SISP de limnée et de la
protéine ruvA d'E. coli. ; une homologie de 50% dans la séquence de
reconnaissance des anticorps pouvant suffir & provoquer des réactions
croisées entre l'anticorps utilisé et les deux antigénes d'origines trés
éloignées. Les résultats obtenus aprés hybridation de 1la sonde
nucléotidique SISP7 sur le fragment de 1,9 kpb s'expliquent de la
méme fagon. En effet, une homologie de 50% est a nouveau constatée
entre la sonde SISP7 élaborée a partir de la séquence du SISP de limnée
et la séquence que nous avons déterminée. Cette homologie de 50% dans
cette région sensible a manifestement induit une hybridation qui nous a
mené a une impasse.

Les bactéries transformées par un vecteur recombiné avec une
séquence d'intérét ont été sélectionnnées a l'aide d'une sonde d'ADNc
spécifique du SISP de limnée. Aprés vérification de la présence de
l'insert, ce dernier a été directement sous cloné en phage M13mpl8
pour en établir la séquence. Parmi les différentes séquences obtenues,
l'une d'entre elles possede une phase de lecture ouverte dont on peut
déduire la stucture primaire d'une protéine putative. Cependant, la
nature de cette protéine n'a pu é€tre précisée car aucune homologie
significative en acides aminés n'a été observée aprés une recherche
dans les banques de données. Il nous est donc impossible de classer
cette protéine putative dans une famille connue.

Nos approches, bien que classiques en biologie moléculaire, ne
nous ont pas permis de confirmer nos approches immnologiques
concernant la présence chez la néréis d'une molécule apparentée au
SISP de limnée.

Une stratégie alternative mettant en oeuvre la technique de "RT-
PCR" a donc été entreprise. Nous espérions pouvoir déterminer de cette
facon des séquences montrant des homologies entre les genes étudiés
chez les deux modeles envisagés. En conséquence, des amorces
oligonucléotidiques ont été élaborées de fagcon a minimiser les chances
d'amplifications de fragments sans intérét. En effet, les amorces ont été
choisies a partir de la séquence de I'ADNc du SISP de limnée, dans des
régions spécifiant des acides aminés déterminés par des triplets peu
dégénérés. Nous avons cependant rencontré un probléme répétitif dans
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ces expériences, puisque la méme amorce s'est hybridée deux fois,
amplifiant un fragment d'ADN & priori sans intérét. Ce phénomene
d'hybridation d'une méme amorce en sens inverses sur les deux brins
d'ADN constitue un obstacle dont la probabilité est non négligeable et
qui relativise la réussite de la technique de PCR. On peut palier a ces
échecs en mettant en oeuvre une trés lourde approche (temps,
problémes pécuniaires) consistant en une modification des amorces,
ainsi qu'en une variation des conditions de PCR.

En guise de conclusion, bien que. l'entrée active d'ions Nat du
milieu extérieur vers le milieu intérieur de l'animal soit l'un des
mécanismes fondamentaux de 1'adaptation d'une espece
hyperosmotique vis-a-vis du milieu ou elle vit (eau douce ou eau
saumditre), il ne nous a pas ¢été possible par notre approche
moléculariste de démontrer l'existence d'une neurohormone apparentée
au SISP. Au terme de cette étude, nous ignorons si les molécules
exhibant des épitopes reconnus par les anticorps anti-SISP 10-19
(polyclonaux) et anti-SISP 1-77 (monoclonaux) jouent un rlle dans
I'osmorégulation. En tout état de cause elles présentent des différences
avec le SISP de limnée : taille des précurseurs différente, absence de
reconnaissance par l'anticorps dirigé contre la partie C-terminale du
SISP.

Paralléelement a notre étude, la purification et l'isolement de
peptides cérébraux a été effectuée, dans notre laboratoire, apres double
extraction eau bouillante-acide acétique. Les fractions issues d'un
premier passage en CLHP des extraits neutres ou acides ont été testés
avec l'anticorps anti-SISP 10-19 (Andries, commun-pers.). Seules deux
fractions présentent une faible immunoréactivité. Toutes deux
proviennent de l'extrait acide (l'extraction acide a la suite d'une
extraction a l'eau bouillante permet ['obtention de peptides de poids
moléculaire élevé, Rehfeld et al., 1985). La plus immunoréactive est
éluée a une concentration d'acétonitrile relativement élevée, ce qui
traduit I'hydrophobicité de cette(ces) molécule(s). Toutefois, les mémes
réserves s'imposent quant a la conclusion de l'existence de molécules
homologues du SISP. Seul l'isolement biochimique et la connaissance de
la structure primaire de 1'homologue du SISP chez la néréis nous
permettraient d'élaborer des sondes oligonucléotidiques homologues qui
optimiseraient enfin nos chances de caractériser le ou les genes
spécifiant 1'homologue du SISP chez cette Annélide.

Le second objectif de notre travail était de caractériser chez la
néréis des molécules apparentées aux opioides de la famille des
dynorphines : dynorphine 1-17 et a-néo-endorphine de Mammiféres.
Les opioides actuellement recensés chez les Mammifeéres peuvent étre
classés en 3 familles : les endorphines, les enképhalines et les
dynorphines. Cette classification est fondée sur l'existence de molécules
précurseurs a partir desquelles dérivent ces neuropeptides. Les
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séquences géniques spécifiant ces précurseurs, ainsi que leur séquence
en acides aminés, sont parfaitement déterminées chez quelques espéces
(Nakanishi et al.,, 1979 ; Kakidani et al., 1982 ; Noda et al., 1982). En
1987, Leung et Stephano suggerent, d'aprés les travaux d'Horikawa et
al., (1983), une origine ancestrale commune pour ces 3 précurseurs. De
plus, les genes spécifiant ces précurseurs montrent des arrangements en
exons et introns tres similaires (Horikawa et al., 1983). Depuis quelques
années, les opioides font l'objet de nombreuses études chez les
Invertébrés. Ainsi, des molécules de type opioide ont été recensées chez
I'unicellulaire Tetrahymena (Le Roith et al., 1982) et chez de nombreux
Métazoaires Invertébrés, parmi lesquels les Insectes (Rémy et al., 1978,
1979 ; Gros et al., 1978 ; Rémy et Dubois, 1981 ; Hansen et al., 1982 ;
Duve et Thorpe, 1983 ; El-Salhy et al., 1983 ; Pagés et al., 1983 ; Romeuf
et Rémy, 1984 ; Verhaert et De Loof, 1985 ; Duve et al., 1986)., les
Mollusques (Martin et al.,, 1979, 1983 ; Ottaviani ez al., 1990), les
Annélides Oligochetes (Alumets et al., 1979 ; Aros et al., 1980 ; Gesser et
Larsson, 1986 ; Kaloustian et Rzasa, 1986), Achetes (Zipser, 1980 ;
Flanagan et Zipser, 1986 ; Leake et al.,, 1986) et Polychétes (Dhainaut-
Courtois et al., 1985a, 1986 ; Dhainaut-Courtois et Golding, 1988 ;
Porchet et Dhainaut-Courtois, 1988 ; Diaz-Miranda et al., 1991).

Si les isolements biochimiques d'opioides d'Invertébrés restent
peu nombreux (Leung et Stephano, 1984 ; Stephano et Leung, 1984 ;
Liischen et al.,, 1991), des recherches nombreuses sont orientées vers la
caractérisation de récepteurs d'opioides, preuves indirectes de
I'existence de ces neuropeptides, (Kream et al., 1980 ; Stephano et al.,
1980 ; Stephano et Scharrer, 1981 ; Santoro et al., 1985 ; Zipser et al.,
1988). Notre intérét concernant les opioides s'inscrivait dans le cadre
d'une étude phylogénétique de ces molécules ubiquitaires dans le regne
animal, et devait nous permettre de tester l'hypothése de Leung et
Stephano (1987), selon laquelle il existerait un précurseur commun a la
dynorphine 1-17 et a l'a—néo-endorphine chez les Invertébrés.

Les anticorps utilisés dans cette étude sont des anticorps anti-
dynorphine 1-17 ou anti-a-néo-endorphine. Ils nous ont permis de
caractériser certains produits traduits in vive ou in vitro a partir
d'ARNm  poly-A* extraits de cerveaux de néréis. Des résultats
préliminaires concernant cette approche immunologique ont déja été
obtenus dans notre groupe (Guissi-Kadri, 1989). Ces informations ont été
confirmées et complétées (Dugimont et al., 1992b). Des produits traduits
in vivo, de masse moléculaire comprise entre 60 et 70 kDa, ont été
reconnus par les deux anticorps. Ces derniers ont également reconnu des
protéines natives extraites de cerveaux de néréis, protéines de masse
moléculaire comprise entre 60 et 70 kDa. Toutes les immunoréactions
ont été strictement contrélées lors des immunotransferts, comme lors
des tests ELISA. Ces derniers sont précieux car la technique mise en
oeuvre associe sensibilité de détection et rapidité de manipulation. Ainsi
nous avons pu nous convaincre de la spécificité des immunoréactions et
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par voie de conséquence du bien fondé de l'utilisation des anticorps. Ces
tests sont d'autant plus interessants qu'ils nous donnent des
informations quantitatives; les valeurs de densité optique traduisant
l'intensité des immunoreconnaissances. Une différence significative de
densité optique est observée entre les échantillons nommés
"expériences” et leurs témoins, aussi bien pour les anticorps anti-
dynorphine 1-17 que pour les anticorps anti-a-néo-endorphine. Une
telle différence d'intensité de réaction révele une réelle traduction de
polypeptides dans les ovocytes de X. laevis injectés par une solution
d'ARNm. La présence d'opioides endogenes dans les ovocytes de
batracien expliquerait le "bruit de fond" observé dans le témoin. Nos
résultats immunologiques ont été vérifiés par deux contrdles
supplémentaires. Le premier controle est représenté par des ovocytes
injectés par une solution d'ARNm dont les produits de traduction sont
confrontés aux anticorps préalablement incubés avec leur antigéne
spécifique. Dans ces expériences, l'intensité des immunoréactions est
nettement diminuée, ce qui traduit une saturation efficace des anticorps.
Un deuxieme contrdle est réalis€ en confrontant les produits traduits in
vivo aux anticorps pré-incubés avec un antigéne non spécifique (ex
anti-dynorphine/o-néo-endorphine). Dans ce cas, une diminution de
I'intensité est encore observée. Ce résultat peut rendre compte, soit
d'une réaction croisée pouvant remettre en cause l'ensemble de notre
étude immunologique, soit d'un encombrement stérique dd a Il'exces
d'antigenes libres, méme non spécifiques dans le milien réactionnel.
Pour en décider, nous avons confronté les produits traduits in vivo a
des anticorps pré-incubés avec un antigéne non spécifique, puis traités
par un passage sur charbon/dextran. Ce procédé permet d'éliminer
I'exces d'antigénes libres présents non spécifiques dans le milieu
réactionnel. Dans cet ultime contréle, le recouvrement d'une
immunoréaction identique, ou pratiquement identique, a celle obtenue
lors d'expériences au cours desquelles ont été employés des anticorps
n'ayant subi aucune saturation, argue en faveur de l'existence d'un
encombrement stérique empéchant l'accés des anticorps aux antigeénes
spécifiques. Ces résultats obtenus par tests ELISA ont été confirmés par
les immunotransferts sur nitrocellulose de produits traduits in vivo. La
reconnaissance par les anticorps anti-dynorphine 1-17 et par les
anticorps anti-o-néo endorphine de protéines extraites de cerveaux de
néréis d'une part, et de produits traduits in vivo ou in vitro d'autre part,
nous a incité a poursuivre notre recherche en tentant de caractériser le
ou les genes spécifiant ces opioides chez la néréis.

Nous avons donc élaboré des amorces oligonucléotidiques a partir
des séquences les plus conservées et les moins dégénérées des génes
spécifiant la prodynorphine chez I'Homme, le porc et le rat. Deux
séquences ont été définies et utilisées dans les expériences de "RT-PCR".
Un seul fragment d'ADN de 375 nucléotides a été amplifié et
enticrement séquencé. Dans cette expérience, comme précédemment, la
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méme amorce s'est hybridée dans les 2 sens assurant l'amplification de
ce fragment de 375 nt. La recherche dans les banques de données
révele une homologie de 63% sur une cinquantaine de nucléotides entre
ce fragment et le gene de la POMC du xénope (Deen et al.,, 1991).
Toutefois, I'homologie se situe dans une région intronique du géne, sans
phase de lecture ouverte, ce qui tendrait a suggérer du fait que nous
ayons pratiqué une "RT-PCR", une contamination de la préparation
d'ARN par de I'ADN de néréis, lequel aurait été amplifi€é. Néammoins,
indirectement nos résultats suggerent l'existence d'opioides et de leurs
précurseurs chez cette Annélide. Pour confirmer la présence de telles
molécules, d'autres préparations d'ARN, ainsi que d'autres conditions de
PCR (essentiellement d'autres amorces) seraient a envisager.

Au terme de cette étude concernant quelques neuropeptides du
SNC de N. diversicolor, nous suggérons l'existence de précurseurs de
grandes tailles non seulement pour les peptides de la famille des
opioides, mais également pour une molécule ayant €été reconnue par les
anticorps anti-SISP. Les résultats concernant les opioides se rapprochent
des connaissances acquises chez les Mammiféres dont les précurseurs
sont de taille importante, bien qu'il existe une différence notable entre
les molécules comparées : 30 kDa versus 60 a 70 kDa. Les résultats
obtenus, apres une longue et lourde expérimentation ayant pour objet
une neurohormone ayant un rdle dans l'osmorégulation, et si toutefois
une telle molécule existe chez la néréis, révélent une situation différente
de celle décrite chez la limnée. En effet, les immunoréactions montrent
la présence chez la néréis de grandes molécules, a qui nous conférons le
role de précurseurs, a partir desquelles un ou des produits actifs
pourraient dériver. La taille de ces molécules précurseurs est différente
de celle déterminée pour le précurseur du SISP chez la limnée (11 kDa)
(de With et al., sous presse). De plus, l'impossibilit¢ de conclure a la
présence d'un facteur natrémique par les diverses techniques
employées nous incite a croire que les molécules, qui nous occupent chez
I'Annélide et chez le Mollusque, doivent comprendre des divergences
majeures.

Notre conviction actuelle, exprimée bien évidemment dans le strict
cadre de toutes les molécules envisagées dans ce travail, est que la
divergence au niveau moléculaire entre les espeéces envisagées est bien
plus grande que peuvent le laisser prévoir des résultats obtenus par des
techniques immunologiques, méme sérieusement controlées.
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