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Caractérisation des chitinases chez les nématodes

Muriel Nirina Maeder
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Abstract

The plants have defence mechanismes against external attacks (infectious agents, insects,
herbivores) by using constitutive means (wall and cuticle) and chemical molecules. The first studies on
the chitinases in plants classified them as “pathogenesis related proteins” (PR proteins). The
chitinases were on this observation divided into 5 classes according to their amino acids sequences.
Later studies revealed that chitinases are not only found in plants, but also in other organismes like
animals, fungi and bacteria. A new classification was therefore established in subdividing chitinases
into family 18 and family 19. Whereas the first one is ubiquitous, family 19 was for a long time
considered to be specific for plants before recently also described in other organisms like bacteria and

the roundworm Ascaris suum, but not in Human.

In the fight against parasites and the infection of hosts, chitinases were thought to be good vaccine
targets. WHO financed studies in order to develop vaccines to prevent lymphatic filariasis, which was
placed in third position in term of economical losses in the tropical and subtropical regions. The
crossreaction between the chitinases of the filaria and human chitotriosidases prematurely put an end
to this project. In fact it is now clear that these studies were based on the analysis of four chitinases of

family 18.

The biology of nematodes is relatively well preserved within the phylum and the study of C. elegans as
a biological model for parasite species is a logical approach. This study intended to describe and
analyse all chitinases present in the genome of C. elegans. In a second part the findings were used to
detect and describe chitinases of family 19 in entomopathogenic, intestinal and filarial nematodes.

Finally the production of recombinant chitinases was attempted.

Forty genes were identified in the C.elegans genome, whereby the large majority codes for chitinases
of family 18 and 6 chitinases were identified as belonging to family 19. Whereas the chitinases of
family 18 are localised on all chromosomes except chromosome |, the chitinases of family 19 are all
present on chromosome V. Chitinases of family 18 seem to be expressed in all developmental stages
except L2 larvae. Their expression pattern varies form one developmental stage to the other, not all
chitinases seem to be expressed and the chitinase cht-1 is so far the only one to be studied in more

details.

The identification of genes coding for chitinases of family 19 in C.elegans also indicated their
expression in all stages except in oocytes and 10 days adult hermaphrodites. The isolation and
sequencing of this gene family, allowed then the use of these specific primers in order to search

chitinases of the family 19 also in parasitic nematodes. The presence of these chitinases was for the
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first time detected in the entomopathogenic Heterorhabditis megidis, in the filaria B. pahangi and

Brugia malayi and in the intestinal Ascaris suum.

The analysis of genomic DNA of L3 indicated the presence of the gene chia-5 in Heterorhabditis
megidis, in cDNA libraries of B. pahangi three chitinases (chia-2, 3 and 5) were detected in L3 and
adults. In B. malayi these three chitinases were also detected, but one showed a different expression
pattern. In A. suum chia-2, 3 and 5 were also detected in the genome of adult worms and one

chitinase (As-p50) was recently described.

In spite of several efforts the expression of recombinant chitinases was not successful. These findings
are in agreement with earlier observations made also by other groups. The precise role and the
functions of the chitinases of both families should further be elucidated in order to better understand

their role as potential pathogenesis related proteins.
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Résumé

Les plantes possédent des mécanismes de défense contre les attaques externes (agents infectieux,
insectes, herbivores) utilisant des moyens constitutifs (paroi et cuticle) et des molécules chimiques.
Les premiéres études avec les chitinases de plantes les a classé comme des "protéines associées a
la pathogénese" (PR protéines). A la suite de ces observations, les chitinases ont été divisées en 5
classes selon leurs séquences en acides aminés. Des études postérieures ont indiqué que les
chitinases sont non seulement trouvées chez les plantes mais également dans d'autres organismes
comme les bactéries, les champignons et les animaux. Une nouvelle classification a donc été établie
en une subdivision des chitinases en famille 18 et famille 19. La premiére famille est omniprésente
alors que la famille 19 a pendant longtemps été considérée comme spécifique pour les plantes avant
d’avoir récemment été décrite dans d'autres organismes comme les bactéries ou le ver intestinal

Ascaris suum, mais pas chez I'Homme.

Dans la lutte contre les parasites et l'infection de nouveaux hétes, les chitinases ont été présenties
comme de bonnes cibles pour les vaccins. Des études ont été financées par I'OMS afin de développer
de nouveaux vaccins pour empécher la filariose lymphatique, maladie classée en troisieme position en
termes de pertes économiques dans les régions tropicales et subtropicales. La réaction croisée entre
les chitinases de filaires et les chitotriosidases humaines a prématurément mis un terme a ce projet.
En fait il est maintenant clair que ces études étaient basées sur l'analyse de quatre chitinases de la

famille 18.

La biologie des nématodes est relativement bien préservée dans le phylum et I'étude de C. elegans
comme modéle biologique pour les especes de parasite est une approche logique. Le but de cette
étude était donc de décrire et d’analyser toutes les chitinases du génome de C. elegans. Dans un
deuxieme temps, les résultats ont été employés pour détecter et décrire des chitinases de la famille 19
dans les nématodes entomopathogénes et intestinaux ainsi que dans les filaires. La production de

chitinases recombinantes a également été tentée.

Quarante génes ont été identifiés dans le génome de C.elegans, pour lesquels la majorité code pour
des chitinases de la famille 18 et 6 ont été identifiés comme appartenant a la famille 19. Les chitinases
de la famille 18 sont localisés sur tous les chromosomes excepté le chromosome | alors que les
chitinases de la famille 19 sont tous présents sur le chromosome V. Les chitinases de la famille 18
semblent également étre exprimées dans tous les stades de développement, excepté dans les larves
L2. Leur modéle d'expression change d'un stade de développement a un autre et toutes les chitinases
ne semblent pas étre exprimées. La chitinase cht-1 est jusqu’a présent la seule a avoir été étudiée en

détails.
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L'identification des génes codant pour des chitinases de la famille 19 chez C.elegans a également
indiqué leur expression dans tous les stades de développement, excepté dans les oocytes et les
adultes hermaphrodites de 10 jours. L'isolation et le séquencage de cette famille de genes, a permis
l'utilisation d’amorces spécifiques afin d’également rechercher des chitinases de la famille 19 dans les
nématodes parasites. La présence de ces chitinases a été détectée pour la premiére fois dans les
vers entomopathogénes Heterorhabditis megidis, dans les filaires Brugia pahangi et B. malayi ainsi

gue dans les vers intestinaux A. suum.

L'analyse de 'ADN génomique des larves L3 de H. megidis a indiqué la présence du gene chia-5, les
trois chitinases (chia-2, 3 et 5) ont été détectées dans les banques d'’ADN de B. pahangi, aux stades
L3 et adulte. Ces trois chitinases ont également été détectées chez B. malayi, mais avec un modeéle
d'expression différent. Les chitinases chia-2, 3 et 5 ont également été détectées chez A. suum dans le

génome des vers adultes et une chitinase (As-p50) a récemment été décrite.

En dépit de nombreux efforts, I'expression des chitinases recombinantes n'a pas été réussie. Les
résultats sont cependant en accord avec les observations faites par d'autres groupes. Le rdle précis et
les fonctions des chitinases des deux familles devraient ainsi étre élucidés afin de mieux comprendre

leur implication en tant que protéines potentiellement associées a la pathogénese.
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Introduction

Biologie générale des nématodes

Un grand nombre d’espéces, estimé entre 40'000 et 100 millions, compose le phylum Nematoda et
environ 26'000 espéces ont été décrites [1, 2]. Particulierement bien adaptés a leur environnement,
les nématodes ont développé 2 modes de vie paralléles, d'un cété les espéces libres qui sont
répandues dans tous les milieux terrestres et aquatiques et de l'autre les espéces parasites qui ont
pour hdtes aussi bien des plantes que des animaux. La taille des nématodes est extrémement
variable, de moins de 0.3 mm (Mansonella perstans) a plus de 8 métres (Placentonema gigantisma)
[3]. Economiquement parlant, de grandes pertes pour 'lHomme sont imputables aux vers parasites,
indirectement par les dommages causés aux cultures ou par les maladies causées aux animaux

domestiques voire méme directement par les maladies touchant 'Homme lui-méme.

Deux classes composent le phylum Nematoda, a savoir les Adenophorea, trouvés dans tous les
milieux marins, dulgaquicoles ou terrestres et les Secernentea qui au contraire, ne sont présents que
dans les habitats terrestres (Fig. 1). La premiére classe ne comprend pratiquement que des formes
libres et relativement peu de parasites alors que la seconde classe contient une pléthore de parasites
et de formes libres. Cette répartition en 2 types d’habitat distincts ainsi que la séparation des modes
de vie suggerent que les Adenophorea et les Secernentea sont paraphylétiques [1, 4, 5]. Bien que la
morphologie de base des nématodes soit commune aux 2 classes, certains caractéres comme les
organes sensoriels, entre autres, aident a les distinguer. Les nématodes possedent en effet une paire
d’'organes chémosensoriels et sécréteurs placés de chaque cété de la téte, les amphides, contenant
des cils modifiés appelés sensilles [6]. Une structure similaire appelée phasmide est parfois présente
a I'extrémité postérieure. La présence ou I'absence des phasmides permet la division des nématodes
en Adenophorea — nématodes aphasmidiques — et les Secernentea — nématodes phasmidiques [7-9].
Cette classification a été complétée par des analyses moléculaires (sur la base de 'ARN de la petite
sous unité ribosomale principalement) ce qui a permis de répartir les différentes familles en 6 clades
distincts (Fig. 1) qui respectent la division Adenophorea et Secernentea établie auparavant, apportant

toutefois des modifications a I'intérieur de chacune de ces divisions [1, 10].

De surprenantes similarités anatomiques et de développement ont été conservées au sein de tous les
membres du phylum Nematoda en dépit de la multitude de styles de vie et de la diversité des habitats

occupeés [11].

Université de Neuchatel 10
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Fig. 1: Phylogénie des nématodes. La répartition d  es différentes familles se fait selon leur apparten  ance a 'une des
2 classes : Adenophorea ou Secernentea . Les 3 familles soulignées seront détaillées et co  rrespondent aux
familles des vers étudiés par la suite. Les différe  ntes couleurs correspondent aux différents clades é tablis
par analyse moléculaire : clade V (Strongylida, Rha bditida, Diplogasterida), clade Ill (Spirurida, Asc  aridida,
Rhigonematida, Oxyurida), clade IV (Aphelenchida, T vylenchida), clade | (Mermithida, Trichocephalida,
Dorylamida, Mononchida), Clade Il (Triplonchida, En  oplida) et clade C (Chromadorida). Les Monhysterida ne
correspondent a aucun clade [1, 10].

Les nématodes sont des protostomiens avec un développement déterminé. Leur morphologie est
cylindrique ce qui a donné leur appellation commune de « vers ronds ». Le plan de leur corps est un
tube externe — cuticule, hypoderme, neurones et muscles — entourant un espace pseudoccelomique
contenant l'intestin et les gonades. Les nématodes sont des vers allongés non segmentés. La forme

du ver est assurée par la pression hydrostatique contrlée par un systeme d’osmorégulation [3, 8, 12].

Les nématodes ont parfois di s’adapter a des conditions extrémes du sol ou des plantes. Des
individus d’'une méme espéce s’'agglutinent dans certaines situations pour former un grand agrégat les
protégeant ainsi des conditions extérieures [13]. D’autres espéces peuvent subir momentanément un
stress environnemental (sécheresse, manque de nourriture, surpopulation ou pour les parasites,
détérioration de I'hdte) si grand qu’elles ont développé un stade larvaire de dormance — dauer larvae —

allant parfois jusqu'a entrer en anhydrobiose, un état extréme de quiescence. Lorsque cet état se
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prolonge, le métabolisme des vers chute jusqu'a atteindre un niveau non détectable, état de

dormance particulier appelé alors anabiose ou alternativement cryptobiose [13].

Le cycle de développement des nématodes est rythmé par 4 mues qui marquent le passage entre les
différents stades larvaires jusqu'au stade adulte (L1 - L2 - L3 - L4 - adulte). Leur couche de
surface est chaque fois remplacée par la formation d’'une nouvelle cuticule [5]. Une grande diversité
de structures des cuticules est rencontrée chez les vers mais de maniére générale, chez toutes les
especes, la surface extracellulaire des nématodes assure diverses fonctions physiologiques [5]: la
cuticule des nématodes posséde en effet des fonctions fondamentales importantes aussi bien pour la
structure que pour la nutrition, la défense de I'organisme avec un rdle protecteur contre la
déshydratation, I'abrasion, la prédation (pour les especes libres) ou I'attaque immunologique (chez les

formes parasites) [5].

La cuticule (Fig. 2) représente une structure histologique et chimique complexe composée de 4
couches : (i) I'épicuticule, (ii) la zone corticale, (iii) la zone médiane et (iv) la zone basale [8, 14]. Les
limites entre ces différentes régions ne sont pas strictement définies et la composition de la cuticule
peut étre trés variable d’'un genre ou d’'une espéce a I'autre et méme d’un stade a un autre a l'intérieur

d’'une méme espéce.

Zohe coricale

™ -} ETS
-y

Membrane hasale

a0pm

Fig. 2: Diagramme schématisé de la cuticule d° A. suum [14]. La succession des 4 couches, de I'extérieur vers
l'intérieur, commence par I'épicuticule, la zone co rticale, la zone médiane pour se terminer avec la z one

basale et la membrane basale.
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Trois grandes catégories de protéines cuticulaires ont été identifiées: (i) les collagenes, (ii) la
cuticuline et (iii) les protéines et glycoprotéines associées a la surface. Les collagénes sont
guantitativement le composant de la cuticule le plus important (plus de 80%). Leur nombre et leur
expression varient en fonction des stades et des espéces. Toutefois, ils ne sont jamais exposés a la
surface. Les collagénes de nématodes jouent un réle fonctionnel structurel similaire que ce soit chez
les formes libres ou les formes parasites. La cuticline, quant a elle, parait étre localisée dans la zone
corticale, couche sous-jacente de I'épicuticule. Les protéines associées a la surface semblent se
trouver dans I'épicuticule mais également partiellement distribuées uniformément parmi toutes les
couches de la cuticule. Elles sont trées variées et probablement impliquées dans les aspects
fonctionnels largement dictés par les contraintes environnementales. Les propriétés structurelles ou
dynamiques de la cuticule pendant leur développement sont cependant trés similaires entre les vers

libres et les vers parasites [11, 14].

Les nématodes ne possédent ni organe respiratoire ni systeme circulatoire et leur systeme nerveux
est particulierement simple. En effet, 2 régions principales riches en éléments nerveux se trouvent
dans la région cesophagienne et dans la région anale connectées entre elles par des axons

longitudinaux [15].

Le canal alimentaire est complet et divisé en 3 régions : (i) le stomadeum — ouverture orale, cavité
buccale et cesophage — (ii) le mésentére — intestin gréle et gros intestin — possédant 2 sphincters, a
son entrée appelé valve pharyngale intestinale et a son extrémité postérieure valve intestinale rectale
ou pylore et (iii) le proctodeum ou rectum. Les intestins sont composés d'une seule couche
d'épithélium endodermique. Toute la paroi interne des intestins est tapissée de microvillosités dont la
longueur varie et permet d’établir la limite de ces régions distinctes. Le proctodeum — ou rectum — est
la partie ectodermique postérieure du canal alimentaire et consiste en un simple tube menant des
intestins a l'anus [8]. Le pharynx et le rectum possédent une cuticule, en continuité avec celle
recouvrant la surface du corps [16]. Le systéme digestif n’est cependant pas toujours fonctionnel dans
les stades larvaires — particulierement chez des nématodes parasites — et la cuticule sert alors pour

I'absorption des éléments nutritifs.

L'organe le plus complexe chez les nématodes est sans doute I'cesophage composé de 4 types de
tissus différents ; a savoir I'épiderme, les nerfs, les muscles et toutes les glandes associées.
L'anatomie de I'cesophage (Fig. 3) peut étre divisée en 2 régions distinctes, le corps et le post-corps.
Chacune de ces régions est encore a son tour subdivisée en 2 parties. Le corps comprend le pro-

corps et le métacorps alors que I'isthme et le bulbe terminal composent le post-corps [17, 18].

Université de Neuchatel 13
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Fig. 3: A. Représentation schématique d’'un nématod e avec ses 3 parties distinctes : le stomadeum, le mésentéere et
le proctodeum. B. La région du stomadeum est ensuit e détaillée : la cavité buccale (A), le pro-corps ( B), le
métacorps (C), I'isthme (D), le bulbe terminal (E) et Iintestin (F). Le corps est composé des parties pro-corps
et métacorps alors que le post-corps comprend l'ist hme et le bulbe terminal. Présence d'un appareil br  oyeur
a l'intérieur du bulbe terminal  [19].

Un exemple modéle de nématodes libres:  Caenorhabditis elegans

Le modéle utilisé aujourd’hui pour étudier les multiples aspects biologiques est Caenorhabditis
elegans, un petit ver libre et cosmopolite trouvé communément dans le sol. Il fait partie de la classe
des Secernentea, de I'ordre des Rhabditida et de la famille des Rhabditidae [20].

C. elegans est un ver allongé et effilé aux 2 extrémités avec une symétrie bilatérale. Il possede

également 4 cordes épidermiques principales et une cavité pseudocaelomique emplie de liquide. Le
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systeme digestif est complet avec une cavité orale a I'extrémité antérieure et un anus a l'autre

extrémité.

Les populations de C. elegans sont composées de males () et d’hermaphrodites (3&%Q) auto-fertiles,
produisant aussi bien des ceufs que du sperme (Fig. 4). La proportion des males ne représente que
0.2% de la population. Les males sont morphologiquement différents des hermaphrodites et mesurent
environ 1 mm de long, les hermaphrodites étant de plus grande taille. La composition chromosomique
comprend toujours 5 paires de chromosomes autosomes et une paire de chromosomes sexuels. Les

males (5AA+X0) contiennent un chromosome sexuel de moins que les hermaphrodites (5AA+XX).

C. elegans représente un modéle expérimental idéal en raison de son cycle de vie court et de sa
capacité a engendrer une multitude de descendants dans un milieu de culture in vitro simple. Les
hermaphrodites adultes posseédent exactement 959 cellules somatiques et les méles 1031 dont le
lignage complet a pu étre établi. L'avantage le plus significatif est sans nul doute sa simplicité
anatomique, son organisation génomique et les méthodes élaborées qui permettent de mettre en
relation des fonctions potentielles avec des genes non encore caractérisés. Son génome est
relativement petit et compact (100 Mb) et a entierement été cartographié et séquencé [21, 22]. C'était
la premiére carte totale disponible pour un organisme pluricellulaire. L'intérét d’utiliser un ver de forme
libre est d’éviter tous les problemes liés au maintien des souches parasites in vitro avec un cycle

complexe [23].
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Fig. 4: Anatomie de C. elegans. Hermaphrodite (A) et male (B) [24].
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La conservation d'une multitude de processus biologiques entre C. elegans et les nématodes
parasites permet ainsi d’étendre encore son utilisation comme modéle non seulement biologique mais
également moléculaire et génétigue pour les parasites responsables d'importantes maladies
vétérinaires et humaines. En effet, plus de 40% des génes des vers parasites montrent un fort niveau
d’homologie avec les genes de C. elegans [25]. Certains genes des vers parasites ne montrent
cependant aucune homologie avec les séquences des génes disponibles dans les banques de
données (GenBank). lls semblent donc avoir un role spécifique dans l'interaction avec I'hoéte [25]. La
compréhension des fonctions spécifiques des enzymes, comme leur expression temporelle et
spatiale, tout au long du développement de C. elegans permet une approche beaucoup plus
rationnelle face a I'élaboration des nouveaux traitements (médicaments ou vaccins) destinés a la lutte

contre les parasites dans leurs hotes respectifs.

Biologie des nématodes parasites

Des vers parasites sont présents aussi bien chez les Adenophorea que chez les Secernentea [1, 10].

Les nématodes sont aussi d'importants parasites de plantes. Certaines espéces vivant dans les sols,
responsables de lourds dégats et pertes économiques, sont au centre de l'intérét dans les recherches
agricoles. Ces différentes pertes contribuent significativement a la malnutrition et a la maladie dans
certaines parties du monde (pays en voie de développement notamment). En Afrique, plus
précisément en Afrique du Sud et au Ghana, plus de 60% des pertes de production de bananes
plantains sont imputables aux nématodes (INIBAP — International Network for the Improvement of
Banana and Plantain — 1999). Les nématodes parasites des plantes ont subi une modification de la
cavité buccale associée avec leur mode alimentaire, qui représente sans doute le caractére
morphologique le plus important. En effet, ils ont élaboré un stylet qui leur permet de perforer les
cellules végétales pour se nourrir. Les parasites des plantes peuvent s’attaquer aussi bien aux parties
aériennes qu’aux racines. lls peuvent également étre ecto- ou endoparasites, obligatoires ou

facultatifs ou encore migrants ou sédentaires [26].

Les ectoparasites migrants se nourrissent principalement sur les cellules épidermiques des racines ou
des pousses, causant généralement peu de dommages a la plante. Les especes d'Aphelenchoides
vivent dans les replis des jeunes feuilles et migrent au fur et a mesure de la croissance de la plante
vers les feuilles les plus jeunes. Les ectoparasites sédentaires par contre prennent leur nourriture en
un seul site, racine ou tige, conduisant a la formation de galles. Les nématodes restent physiquement
toujours a I'extérieur des cellules (espace extracellulaire), profitant de I'hyperplasie et de I'hypertrophie
du cortex radiculaire. Les especes de Meloidogyne pénetrent dans les racines a l'aide de leur stylet,
se dirigent ensuite vers les vaisseaux conducteurs et induisent la formation de cellules géantes, la

galle. Les Pratylenchus pénétrent quant a eux a l'intérieur des cellules des radicelles puis migrent a
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l'intérieur des tissus formant de véritables cavernes. Les endoparasites migrants pénéetrent en effet
dans la plante et s’y nourrissent tout au long de leurs déplacements causant de gros dommages le
long de leur parcours de migration. A I'inverse, les endoparasites sédentaires, entrant dans la plante
et s'alimentant en un seul endroit ne provoquent que des dégats restreints et localisés [26]. Il existe

une forte spécialisation entre le parasite et I’h6te pour cette derniére catégorie.

Les nématodes peuvent également étre parasites d'animaux (principalement des annélides, des
mollusques et des arthropodes) des vertébrés ou méme de 'Homme. Les interactions entre les
nématodes et les insectes sont bien étudiées, et ce, principalement par le fait que les nématodes ont
été reconnus comme des agents potentiels de contrdle biologique des pestes végétales. Parmi eux
les especes entomopathogenes Steinernema et Heterorhabditis qui représentent 2 catégories
commercialement exploitées. Le cycle de ces vers entomopathogénes présente effectivement une

particularité (Fig. 5).

Libé&ration des nématodes
stade L3

P ulti pli e atio n
(2-3 générationz)

Lib&ration des bactéries

hart de 'hite
Développement des adultes

==

Fig.5: Cycle de vie des vers entomopathogénes. Le s stades infectieux L3 infectent un nouvel héte ava nt la
libération des bactéries symbiotiques. L’héte meurt puis les nématodes atteignent le stade adulte avan  tde se

multiplier et de libérer a nouveau les stades L3 qu i engendreront un nouveau cycle.
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Les larves L3 des nématodes pénétrent dans I'hbte par une ouverture naturelle avant de relacher des
bactéries symbiotiques (Xenorhabdus spp.) contenues dans leur intestin. La multiplication rapide de
ces bactéries entraine la mort de I'héte offrant ainsi des conditions nutritives idéales pour les
nématodes [27]. L'intérét de ces 2 genres Steinernema et Heterorhabditis est qu'ils sont relativement
versatiles et largement utilisés contre plusieurs espéces d'insectes parasites des cultures

[www.oardc.ohio-state.edu/nematodes].

La relation entre le parasite et les vertébrés est plus complexe que celle établie entre les parasites et
les insectes ou les plantes [28]. En effet, 2 modes de parasitisme cohabitent chez les nématodes des
vertébrés. Certains vers localisés a l'intérieur de I'hdte, mais sans pénétration active (contamination
par voie orale) sont appelés mésoparasites et sont généralement trouvés tout le long du systéeme
digestif. Dans le cas le plus simple, fréquent chez les nématodes parasites des plantes ainsi que chez

les mésoparasites, le cycle se fait directement entre le nématode et I'hote définitif.

Ascaris suum, parasite le plus répandu des porcs illustre parfaitement ce type de cycle (Fig. 6).

Fig. 6: Cycle de vie d A. suum . Les ceufs embryonnés sont ingérés par un nouvel hd te dans lequel toutes les mues
L2-L3, L3-L4 et L4-adulte auront lieu. Différents o  rganes seront touchés par les migrations successive s des
larves avant d’'atteindre le stade adulte. Les ceufs nouvellement pondus seront ensuite relachés par les feces
avant de contaminer un nouvel hote.
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L'animal s’infecte en ingérant des ceufs embryonnés contenant la larve L2. Les ceufs éclosent ensuite
dans lintestin libérant les larves qui migrent alors jusqu’au foie en 24 heures. Premiére mue pour
passer du stade L2 en L3, avant que les larves ne poursuivent leur migration jusqu’aux poumons et
atteignent les bronches 4 a 6 jours apres I'ingestion. Nouvelle migration ensuite jusqu’au pharynx ou
les larves seront avalées par déglutition. Les 2 derniéres mues de L3 a L4 puis de L4 au stade adulte
prennent place dans lintestin gréle 3 a 4 semaines apres l'infection. La maturation des adultes
s’ensuit pour atteindre entre 10 et 40 cm de long (6 a 8 semaines aprés l'infection). Les femelles
gravides peuvent alors pondre jusqu’a 1 million d'ceufs par jour. Les ceufs nouvellement pondus,
pourvus d’'une épaisse paroi qui leur confére une grande résistance jusqu’a 4 ans en-dehors de I'hote,
sont expulsés avec les feces. Le développement jusqu’au stade larvaire L2 se déroule a I'intérieur de

I'ceuf et un nouveau cycle s’amorce lorsqu’un nouvel héte ingere I'ceuf.

Le second mode de parasitisme, indirect — endoparasitisme — concerne les nématodes établis a
l'intérieur de I'héte et fait intervenir un héte intermédiaire (au minimum) et un hote définitif. L'hote
définitif représente I'hdte dans lequel le parasite atteint sa maturité sexuelle alors que I'hote
intermédiaire est un transmetteur passif obligatoire au développement du parasite. Les parasites sont
parfois transmis d'un héte a un autre par des vecteurs, qui sont des transmetteurs actifs. Certains
animaux peuvent s'infecter et représenter une source de laquelle d’autres animaux seront infectés, ce

sont alors des réservoirs [29].

Les filaires responsables de I'éléphantiasis (Brugia spp. et Wuchereria bancrofti) possédent le méme
cycle de vie (Fig. 7) avec un héte intermédiaire (arthropode) et 'Homme comme héte définitif [30].
Toutes les filaires sont ovipares et le développement intra-utérin se fait généralement a l'intérieur d'un
ceuf sphérique. Au fur et a mesure de sa croissance et de son allongement, I'embryon s’enroule sur
lui-méme. Toutefois, chez ces 2 especes, les embryons étirent leur coquille environnante en
grandissant et au moment de leur naissance, une gaine entoure les microfilaires. Cette enveloppe
disparait peu de temps aprés l'ingestion des microfilaires par un moustique. Chez les filaires
lymphatiques, la larve infectieuse (stade L3) est transmise a 'Homme (héte définitif) lors d’'un repas
sanguin du vecteur (hdte intermédiaire). La larve migre alors jusqu’aux vaisseaux et ganglions
lymphatiques ou elle subit 2 mues successives du stade larvaire L3 a L4 puis L4 a adulte. La
maturation sexuelle est atteinte aprés environ 9 mois et les nématodes peuvent vivre entre 5 et 10
ans. Les vers adultes possédent un dimorphisme sexuel. Les méles mesurent environ 4 mm de long
et les femelles 6.5 mm. Les femelles et les méles vivent ensemble et la femelle produit un grand
nombre de microfilaires (vivipares) qui migrent a leur tour du systéeme lymphatique au systéme
circulatoire (sang périphérique). Un nouveau moustique se contamine ainsi en prenant un repas
sanguin. Les microfilaires présentent une périodicité associée au comportement alimentaire du
moustique, généralement nocturne. Les microfilaires pénétrent dans le nouvel hote par la blessure
causeée lors du repas sanguin. Aprés environ 5 a 30 minutes, les microfilaires perdent leur gaine (paroi

modifiée de I'ceuf) et commencent leur migration de l'intestin vers les muscles thoraciques qui durera
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entre une et 24 heures. La premiére mue du stade larvaire L1 a L2 prend place environ 2 jours aprés
et il faut attendre une semaine avant que larve ne passe du stade larvaire L2 a L3, stade infectieux
pour 'Homme. Nouvelle migration pour la larve L3 par I’hémocoele pour atteindre le proboscis du

moustique. L’hdte définitif est ainsi infecté lors du prochain repas sanguin.

Brugia malayi
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Fig. 7: Cycle de vie des filaires lymphatiques. Le s stades des microfilaires jusgqu’au stade larvaire L3 se déroulent
dans I'héte intermédiaire (le moustique) avant d’ét  re transmis a I'hote définitif ('Homme) ou les fil aires vont

passer du stade L3 a adulte.

Une grande variété de parasites d’animaux sont connus mais seul ceux directement liés a 'Homme —
interaction directe nématode/Homme ou interaction indirecte nématode/animaux domestiques — ont

principalement été étudiés.

Dans les régions pauvres, il n’est pas rare de constater que 90% des enfants en age de scolarité sont

porteurs d’'une espéce au moins de parasites helminthiques (trématodes et cestodes compris) [31].
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Approximativement un tiers de la population humaine souffre d’'une infection chronique causée par

des nématodes (Tableau 1).

Tableau nl : Incidence des maladies causées par de s nématodes dans le monde [31, 32].

Infection/an Maladie/an Mort/an
Helminthes 4'500'000'000
Ascaridiose 1'400°000°000 1'000'000 20’000
Ancylostomiase 1'300°000°000 1'500'000 60’000
Trichocéphalose 1'000°000'000 100’000 <5’000
Filariose 657000000 2'000°000 <50'000
Onchocercose 30'000°000 250’000 25000

Les infections aux nématodes mésoparasites sont communes. En effet, souvent cosmopolites, les
nématodes intestinaux sont trés largement répandus dans le monde, et sont souvent associés a des
infections asymptomatiques ou des maladies bénignes. Les enfants sont les principaux concernés et
la transmission se fait par voie orale. Les parasites les plus importants qui concernent 'Homme sont
Enterobius vermicularis, agent de I'oxyurose, Ascaris lumbricoides, agent de I'ascaridiose et Trichuris
trichuria agent de la trichocéphalose. Les ruminants sont également concernés par des nématodes
mésoparasites appelés strongles gastro-intestinaux. Les manifestations souvent asymptomatiques
sont toutefois liées a une perte économique en raison d’une baisse de rendement au niveau de la
viande ou du lait. Les problémes liés aux nématodes mésoparasites touchant aussi bien les animaux

gue les humains sont particulierement importants pour les pays en voie de développement.

Les filaires semblent étre les nématodes parasites les plus spécialisés, faisant partie de la classe des
Secernentea, de I'ordre des Spirurida et de la famille des Filariidea. Elles se retrouvent chez des hétes
appartenant a toutes les classes de vertébrés [33] excepté les poissons [34, 35]. Les filaires sont
généralement des vers fins aux lévres réduites entourant une capsule buccale. Ces nématodes sont
adaptés aux tissus sous-cutanés et profonds des vertébrés, comprenant les systémes circulatoire et
lymphatique ainsi que les tissus conjonctifs, les séreuses et les muscles. Ce sont généralement des
parasites d’'animaux sauvages, mais quelques espéeces de filaires sont toutefois responsables des
maladies les plus importantes de 'Homme et des animaux domestiques allant de la cécité a de

grosses malformations du corps [35, 36].

Huit espéces sont responsables des filarioses et peuvent étre subdivisées en fonction de leur tropisme

tissulaire en filaires lymphatiques — Brugia spp. et Wuchereria bancrofti — générant des pathologies
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obstructives (éléphantiasis) et en filaires de tissus — Onchocerca volvulus, Loa loa et Mansonella spp.
— qui se retrouvent sous la peau formant souvent des nodules palpables ou dans les yeux. Les filaires
sont les seuls nématodes transmis activement par l'intermédiaire d’'un vecteur. Les insectes jouent le
réble de vecteur (h6te intermédiaire) pour ces nématodes parasites [37, 38]. Les microfilaires
nécessitent en effet pour compléter leur cycle de vie un arthropode hématophage du genre Aedes,

Anopheles, Chrysops, Culex, Mansonia ou Simulium.

Les filaires sont sans doute a l'origine de la maladie humaine la plus impressionnante appelée
éléphantiasis. L’hypertrophie de certaines parties du corps est rapportée depuis I'Antiquité. Les
anciens scripts grecs et romains font déja état de « personnes a la peau épaisse et fissurée comme
celle des éléphants » méme si a I'époque une certaine confusion existait entre la lepre et la filariose
lymphatique [39]. L'éléphantiasis est en effet la conséquence d'une infection aux filaires W. bancrofti,
B. malayi et B. timori, maladie la plus prévalente des pays tropicaux et subtropicaux. Selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 120 millions de personnes sont infectées chaque
année et environ un cinquieme de la population mondiale vit dans des régions ou la filariose
lymphatique est endémique [30]. Les différentes filaires possedent en effet des aires de distribution
relativement restreintes (Fig. 8) a I'exception de W. bancrofti qui est largement distribué dans les
tropiques. B. malayi se situe dans le sud est de I'Asie alors que B. timori n’est rencontré que dans
I'archipel malais. L'héte définitif est toujours I'Homme bien que les animaux sauvages et domestiques
soient des hotes alternatifs pour les espéces de Brugia. B. pahangi posséde la méme distribution que
B. malayi et B. timori mais ses hotes définitifs sont généralement les animaux domestiques,

principalement le chat.

La filariose lymphatique est responsable d’immenses souffrances psychologiques et cause chaque
année des pertes économiques estimées a plus de 5 millions de dollars US, la classant en troisieme
position en terme de perte, juste derriére la malaria et la tuberculose [30, 40]. La filariose lymphatique
concerne généralement la population défavorisée, aussi bien dans les régions urbaines que les
régions rurales. Elle fait partie des 6 maladies infectieuses considérées « a éradiquer » a l'aide des
moyens actuels. Parmi les 38 pays en voie de développement, 32 sont concernés par I'endémicité de

la filariose lymphatique [30].

L'utilisation intensive des techniques moléculaires pour étudier les filaires a permis de déterminer chez
B. malayi environ 11'000 génes du génome complet estimé entre 85 et 95 Mb réparti sur 5 paires de
chromosomes autosomes et une paire de chromosomes sexuels [www.tigr.org]. Contrairement a
d’autres projets d’étude du génome de parasite, le « projet du génome des filaires » (FGP pour Filarial
Genome Project) posséde un modéle particulierement bien caractérisé en I'organisme de C. elegans.
Ce projet, initié¢ a la demande de 'OMS en 1999, est parallele au programme qui a pour mission de
rassembler tous les partenaires de la santé privés et publics (GPELF pour Global Programme to

Eliminate the Lymphatic Filariasis) dans le méme but d’éliminer la filariose lymphatique d’ici 2020 [30].
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La principale méthode utilisée consiste en un traitement médicamenteux de masse (TMM) des
populations concernées par I'endémicité de la filariose lymphatique avec le citrate de
diéthylcarbamazine (DEC) seul, en association parfois avec I'ivermectine ou encore avec l'ivermectine
couplée a l'albendazole. Le dernier compte-rendu officiel [41] met en lumiére la lenteur de I'efficacité
d’'un tel traitement et des problémes de financement. La date butoir de 2020 représente ainsi un défi

utopique devant I'ampleur de la maladie [www.filariasis.org].

Fig. 8: Distribution de la filariose lymphatigue d ~ ans le monde en 2001 (Source : OMS)

Parmi d'autres cibles potentielles, un moyen de lutte contre la filariose a donc été proposé par
l'intermédiaire d’'un vaccin visant a empécher la transmission des parasites lors des piqdres par les
arthropodes hématophages. Les premieres recherches ont ainsi pu mettre en évidence la chitinase,

candidat le plus sérieux dans ce combat contre I'éléphantiasis [42-44].
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Chitine et chitinases

La chitine (Fig. 9) est un polymere fibreux, insoluble et naturel, le plus abondant aprés la cellulose. En
terme de biomasse, la chitine représente approximativement 10 gigatonnes (1x1013kg) de matiere
synthétisée et dégradée chaque année dans la biosphere [45]. C'est un composant structurel de
I'exosquelette des insectes, de la carapace des crustacés, de la paroi cellulaire des champignons et
des algues mais également de la paroi des ceufs de certains nématodes [46-50]. A noter que la paroi
de I'ceuf est la seule structure connue chez les nématodes contenant de la chitine [51]. Les plantes,

les vertébrés et les procaryotes ne contiennent pas de chitine [46].
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Fig. 9: Monomére de chitine composé de 2 N-acétylg lycosamine

La chitine est composée de résidus N-acétylglucosamine (GIcNAc) liés entre eux par des ponts
B(1,4)-glycosidiques. Les polymeres de chitine tendent a former des microfibrilles
d’approximativement 3 nm de diametre, stabilisées par des ponts hydrogéne formés entre les groupes
amine et carbonyle. Les fibres de chitine sont synthétisées par une enzyme — la chitine synthase —
une glycosyltransférase largement répandue chez les champignons, les nématodes et les
arthropodes. La chitine est dégradée en monomeres par des enzymes chitinolytiques [52, 53]. La
chitine synthase et les enzymes chitinolytiques travaillent généralement de concert pour le

remodelage des structures chitineuses [50].

Les chitinases [EC 3.2.1.14] sont classées comme des glycosylhydrolases et ont été isolées de
plusieurs organismes différents [47, 54]. Elles peuvent étre divisées en 2 catégories, a savoir les
endochitinases et les exochitinases (Fig. 10). Les endochitinases clivent de maniére aléatoire la
chaine de chitine en hydrolysant les ponts B(1,4)-glycosidiques formant ainsi des molécules de taille
variable. Les exochitinases par contre agissent progressivement sur I'extrémité non-réduite de la

chaine de chitine formant ainsi des monomeéres ou des dimeéres [54, 55].
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Fig. 10 : Monomeéres de chitine avec représentation des sites d’action des endo- et des exochitinases

Les chitinases trouvées dans les plantes supérieures et dans les algues possédent un poids
moléculaire d’environ 30 kDa. Les chitinases extraites des mollusques, des arthropodes et de certains
vertébrés comme les poissons, les amphibiens ou les mammiféres ont un poids moléculaire compris
entre 40 et 90 kDa et peuvent, pour certaines espéces, atteindre des valeurs plus élevées, jusqu'a
120 kDa. Des poids moléculaires compris entre 30 et 120 kDa ont également été observés chez les

bactéries et les champignons.

Le pH correspondant au point isoélectrique (pl) des chitinases est trés variable. Les chitinases
d’insectes sont généralement plus grandes que les chitinases de plantes qui sont plus petites et plus
compactes et ainsi thermiquement plus stables [56]. En effet, des valeurs de 3.0 a 10.0 ont été
trouvées chez les plantes supérieures et les algues, 4.7 a 9.3 chez les insectes, les crustacés, les
mollusques et les poissons. Les microorganismes présentent des valeurs de pl pour les chitinases
comprises entre 3.5 et 8.8. Des chitinases acides et basiques sont donc présentes dans ces différents

organismes.

Sur la base de leurs séquences en acides aminés, les chitinases ont été subdivisées en 2 familles —
famille 18 et famille 19 — qui different également dans leurs structures tridimensionnelle et dans leurs
mécanismes catalytiques [47, 57]. D'importantes différences dans les propriétés biochimiques ont

également été relevées [48] :

La Famille 18 est ubiquitaire et comporte des chitinases de bactéries, de champignons, de virus,
d’animaux et de plantes [48, 52, 53, 57]. Les membres de cette famille possedent tous une structure
tridimensionnelle commune composée d’'un tonneau a 8 unités a/f3 (Fig. 11), structure tertiaire stable
[57, 58]. Les régions les mieux conservés correspondent a 2 segments courts contenant les résidus
catalytiques [57]. Les chitinases de la famille 18 ne possedent qu’un seul site catalytique bien que la

plupart comprennent une structure modulaire contenant un ou plusieurs domaines non-catalytiques
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trouvés indifféremment au N- ou au C-terminal [59]. Ces structures modulaires supplémentaires

remplissent le r6le de domaine fixateur de la chitine (CBD = Chitin Binding Domain). Les chitinases de

la famille 18 hydrolysent les ponts glycosidiques en conservant la configuration anomérique par un

mécanisme catalytique assisté par le substrat [47, 48, 57, 60].

Fig. 11 : Modele tridimensionnel des chitinases de la famille 18, avec le site catalytique marqué (cer

centre du tonneau formé parles 8 unités o/ [57].

cle rouge) au

La famille 18 comprend plusieurs régions d'acides aminés conservés (Fig. 12). Ces séquences

signatures sont trouvées dans le site actif qui contient un résidu aspartate (D) et un résidu glutamate

(E), crucial pour le mécanisme catalytique.

Tobacco GQSNTRPLGDAV LDGIOR EGGTT
Cucunber GQSDSRPLGAAV LDGVDFDI ESGSG
Mai ze GSGSSRPLGAAV LDGIDF DI ENGQS
Coccidioides immtis LSIGGWTYSPMF FDGIDI DNEYPED
Tri choderma har zi anum LSIGGWTYSTNF FDGIDI DWEYPAD
Aphanocl adi um al bum LSIGGWTYSTNF FDGIDI DWEYPAD
Serratia nmarcescens PSIGGWTLSDPF FDGVDIDWEFPGG
Caenor habditis el egans IDSAITFVRTWG FDGIDI DWEYPSG
Brugi a mal ayi IKSAIAFLRKNN FDGFDL DWEYPVG
T

Fig. 12 : Régions conservées chez les chitinases de la famille 18 : résidus catalytiques conservés dan s toutes les

séquences ( *) avec un résidu aspartate et un résidu glutamate, qui joue un role clé dans le mécanisme

catalytique [57, 60].
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La Famille 19 contient surtout des chitinases de plantes mais certains résultats ont mis en évidence
ces chitinases chez Streptomyces griseus [48, 61, 62]. Plusieurs génes codant pour des chitinases de
la famille 19, ont cependant également été identifiés dans le génome de C.elegans [21, 22]. Les
chitinases de la famille 19 semblent ainsi étre distribuées beaucoup plus largement que ce qui avait
été supposé. Les chitinases de cette famille présentent un domaine catalytique différent de celui de la
famille 18 ; une structure tridimensionnelle principalement composé d’hélices a (Fig. 13) [57]. Les
chitinases de la famille 19 hydrolysent les liaisons glycosidiques en inversant la configuration

anomérique par un mécanisme catalytique acido-basique [47, 48, 57, 60].

Fig. 13 : Modéle tridimensionnel des chitinases de la famille 19, avec le site catalytique composé de 2 régions

distinctes (cercles rouges) [57].

Les chitinases de la famille 19 contiennent comme séquences signatures (Fig. 14) 2 sites glutamate

(E).

Barl ey | STETR KQEVAARFGQTHETTGG--WATAPDGPYSWGYC------ YRR-ELGS

Jbean || DTNTR KREVAARLAQTSHETTGG--AAGSPDGPYAWGY C------ FVT- ERDK

Csati |V TNDDS KREI AAFFAHVTHETG HMC YIN- EING

Chi C_Sgri s SDEVK KREAAARLANVEHETGG-------=-======-=---- LFYIK- EVNE

C. el egans ADENK KRDLAAFFAHAVQETGENNIALYDTLSDQDASNCFYRGGFYR®(GP
* *

Fig. 14 : Régions conservées chez les chitinases de la famille 19 : résidus conservés dans toutes les séquences ( bleu)

avec 2 résidus (rouge) glutamate, qui jouent un rél e clé dans le mécanisme catalytique  [60].
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La premiére classification des chitinases (Fig. 15), avait été effectuée sur la base de différentes
séquences de chitinases d’espéces de plantes variées réparties en 5 classes bien distinctes [63, 64].
La famille 18 est ainsi répartie entre les classes lll et V et la famille 19 dans les classes |, Il et IV [47,
48, 65].

Classe | : chitinases contenant un domaine N-terminal riche en résidus cystéine (impligué dans la
liaison avec la chitine) et une structure principale hautement conservée [63]. La plupart des chitinases
de la classe | possédent une extension en C-terminal qui leur sert de signal pour la vacuole [66]. Les
chitinases de la classe | sont présentes aussi bien chez les plantes monocotylédones que chez les
dicotylédones [64, 67].

Classe | [ . | m  Peptide signal
m  MN-terminal (domaine riche en Cys)
Classe ll [ ] o Domaine cataltique
o Domaine de fixation
Classe Il | | m Extension en C-terminal
Classe IV I T K | =
= Sequences sans homologie

Classe V[ |

Fig. 15 : Présentation schématique des différents d  omaines constituant les 5 classes de chitinases che  z les plantes
[68].

Classe Il : chitinases possédant une grande identité de séquence en acides aminés avec la classe |
des chitinases. Le domaine N-terminal riche en résidus cystéine est absent ainsi que I'extension en C-
terminal [63]. Les chitinases de la classe Il sont sécrétées dans I'espace extracellulaire et possédent
une activité spécifiqgue plus faible que les chitinases de la classe | [67]. Les chitinases de la classe |l

sont principalement trouvées chez les plantes dicotylédones [64].

Classe lll : chitinases d'une famille distincte de protéines (famille 18) sans similarité avec les
chitinases des classes |, Il ou IV (famille 19) [67]. Les chitinases de cette classe possédent la méme
structure secondaire en tonneau a 8 unités a/p [57]. Les chitinases de la classe IIl ont été identifiees

chez plusieurs plantes dicotylédones et monocotylédones [64].

Classe IV : chitinases contenant un domaine riche en résidus cystéine (comme la classe 1). Présence
d’une structure principale mettant en évidence une identité de séquence en acides aminés comprise
entre 41 et 47% avec les chitinases de la classe | [63]. Les chitinases de la classe IV présentent 2
délétions caractéristiques dans le domaine catalytique. Les chitinases de la classe IV sont

principalement connues chez les plantes dicotylédones [64].
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Classe V : les chitinases de la classe V ne ressemblent que peu aux autres chitinases de famille 18

de plantes et ont été isolées d’abord du tabac (plante dicotylédone) [63, 64].

La classification des chitinases a été faite en 2 étapes, s’attardant tout d’abord sur les chitinases
végétales. Les chitinases ont été réparties en cing classes en fonction de leurs séquences en acides
aminés. L'étude a ensuite été étendue a I'ensemble des chitinases mettant en évidence des
différences de structures tridimensionnelles et de mécanismes catalytiques permettant ainsi de former

2 catégories, les chitinases de la famille 18 et famille 19 (Tableau 2).

Tableau n?2: Classification des différentes chitin ases en fonction de leurs séquences en acides aminé s et de leur

provenance (modifié de [68]) :

Famille 19 Famille 18
Virus
Bactéries
Nématodes Champignons
Nématodes
Bactéries Invertébrés
(Streptomyces spp.) Vertébrés
Classe | Classe I Classe IV Classe Il Classe V
Plantes

Fonctions et roles des chitinases

Les chitinases et les enzymes liées jouent plusieurs roles dans une multitude de systémes biologiques
différents [69]. Les chitinases interviennent ainsi dans une grande variété de fonctions dans la nature
incluant la morphogenese, les défenses, la nutrition et la pathogénicité [55]. Chez les plantes comme
chez les animaux, les chitinases ont pour réle principal la défense de I'organisme contre les attaques

des pathogenes, rble qui peut étre tout aussi passif qu’actif [54].

La course aux armements entre les pathogénes et les plantes implique une interaction étroite et
coévolutive entre I'hdte et le pathogéne [70]. En effet, chez les plantes, les chitinases jouent un réle
dans la résistance contre les pathogenes. Des recherches ont en effet montré que les chitinases sont
également impliquées dans un grand nombre d'événements physiologiques, lors du développement
ou dans les processus de croissance. Les chitinases semblent controlées par une variété de
conditions de stress, aussi bien abiotique que biotique et par certaines phytohormones. Les chitinases
de plantes sont communément appelées « protéines liées a la pathogenese » (PR protéines). Les

chitinases paraissent de plus impliquée dans d’autres mécanismes importants a la survie de la plante.
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En effet, une chitinase semble intervenir dans la voie de transduction de I'éthyléne, hormone végétale,
et dans le processus d’élongation cellulaire. Les chitinases pourraient ainsi étre des médiateurs dans
les différentes voies de transduction. Une activité de molécule signal est également supposée dans

I'apoptose ainsi qu’un réle potentiel en tant qu’antigel [54, 57].

Les roles des chitinases, de la famille 18, ont bien été étudiés et se situent visiblement dans une large
palette de fonctions. Chez les champignons, les chitinases possédent un role autolytique, nutritionnel

et morphogénétique. La chitinase des virus quant a elle est impliquée dans la pathogenese [71].

Chez les insectes et les crustacés, les chitinases sont étroitement liées avec les mues et le besoin
d’'une dégradation partielle de I'ancienne cuticule. La présence des chitinases chez les vertébrés est
ainsi principalement associée au systéme digestif. Ces enzymes sont également associées a un réle
de défense contre les attaques pathogénes des champignons. De nombreux venins de vertébrés

possédent également pour composante de la chitinase [69, 71].

Les chitinases semblent également jouer un rdle dans la virulence de certains pathogénes qui
infectent les insectes via la membrane péritrophique, comme Plasmodium, responsable de la malaria,
les trypanosomes, Leishmania ou encore Autographa californica nucleopolyhedrovirus. En effet, le
tube digestif de la plupart des vecteurs (insectes) est recouvert de matériel chitineux — membrane
péritrophique — qui semble freiner voire méme bloquer l'invasion des parasites. Certains parasites
semblent donc avoir développé des mécanismes pour déjouer voire détruire les barriéres chitineuses
potentielles. Les chitinases leur permettent de franchir cet obstacle et semblent intervenir de maniere

cruciale dans la réussite de la propagation des parasites [42, 44, 72, 73].

Les fonctions de la chitinase chez les bactéries montrent également un réle dans la nutrition et
Streptomyces griseus HUT6037, qui possede une chitinase de la famille 19, présente une activité
antifongique [61, 62]. Les chitinases bactériennes jouent de plus un réle potentiel dans le parasitisme
[71]. Chez la bactérie Burkholderia gladioli souche CHB101, des chitinases de chaque famille — famille
18 et famille 19 — sont présentes mais les chitinases de la famille 19 semblent étre la famille principale

impliqguée dans la dégradation de la chitine [74].

Les chitinases chez les nématodes

Les premiéres études sur les chitinases des microfilaires a permis de mettre en évidence 2 protéines
p70 et p75 chez B. malayi, agent responsable de la filariose lymphatique humaine [75] ainsi que 3
protéines p69, p73 et p76 chez B. pahangi [76]. Ces 5 protéines sont détectées par le méme anticorps
monoclonal MF1. La séquence N-terminale des protéines p70 et p75 chez B. malayi présente en effet

une région de 684 acides aminés similaires aux chitinases de Serratia marcescens, Bacillus circulans
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et Streptomyces plicatus. Une activité chitinolytique a été démontrée et semble ainsi étre impliquée
dans la dégradation des structures contenant de la chitine chez les microfilaires ou chez le vecteur
pendant le développement du parasite ou lors de la transmission. L'antigéne MF1 a été défini comme

une chitinase de microfilaires de B. malayi [75].

Une étude similaire a été menée auprés des populations résidant dans les régions ou W. bancrofti, le
second agent responsable de la filariose lymphatique est présent de maniére endémique. Parmi ces
populations, certains individus (8%) semblent naturellement immunisés et ne développent aucun
symptdme clinique [77]. Un anticorps de 43 kDa, trouvé au sein des populations concernées par B.
malayi, a été isolé puis utilisé pour établir un criblage d'une banque de W. bancrofti. Un clone
recombinant WbN43, contenant un insert de 2.3 kb a été isolé et montre également des similarités
significatives avec MF1 bien qu’il n'y ait insertion que d’'un géne partiel. L'expression de WhN43 se
manifeste chez les microfilaires et au stade larvaire L3 mais pas chez les adultes. Aucune activité de

WbN43 ne peut étre détectée dans un systeme d’expression en raison du géne tronqué.

Une activité chitinolytique a été démontrée dans tous les stades de développement de C. elegans
[78]. Cependant, une seule chitinase active a pour I'heure été caractérisée chez ce nématode [68].
Cette chitinase — cht-1 — a été localisée dans le pharynx et pourrait jouer un réle dans la digestion des
parties chitineuses des aliments ingérés par le nématode. Cette chitinase active fait partie de la famille
18. Les chitinases des vers parasites ont également été étudiées notamment chez les filaires, dans
I'espoir de trouver un moyen de lutte contre les filarioses. En présence des filaires lymphatiques, le
sérum des patients amicrofilarémiques contient des anticorps dirigés contre des chitinases [42-44, 75].

Ces différentes études portaient principalement sur des chitinases de la famille 18.

L'étude phylogénique des chitinases de la famille 19 de plantes, bactéries et C. elegans établie 5
groupes distincts, le groupe V étant spécifique pour les chitinases de C. elegans [79]. Certaines
enzymes de chitinases de la famille 19 semblent cependant étre présentes chez Ascaris suum [80] en

plus de chez C. elegans.

Aspects immunologiques

Les chitinases ont été proposées comme candidat pour I'élaboration de vaccin contre la filariose
lymphatique il y a plus de 10 ans déja. Toutes les études qui ont été menées jusqu’a présent ont mis
en évidence le caractére antigénique des chitinases de la famille 18. L'immunisation des animaux
avec des chitinases purifiées de filaires réduit le taux d’infection par B. malayi et W. bancrofti [44].
L'immunisation des humains avec les chitinases des parasites ne provoque aucune complication post-
immune [44]. Les individus potentiellement immunisés, c'est-a-dire les individus possédant des

anticorps contre les chitinases des parasites, ne présentent aucun effet secondaire comparé aux
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individus infectés. Le vaccin contre les filarioses lymphatiques n’avait pas été élaboré dans le but de

protéger les individus infectés mais bien de bloquer la transmission a d’autres sujets sains.

Une étude de la réactivité des sera humains avec de la chitinase recombinante de microfilaires a
également été menée. Un déterminant antigénique sur la molécule de parasite identifiée a I'aide de
I'anticorps MF1 monoclonal a été utilisé [81]. Les individus amicrofilarémiques et ne présentant aucun
symptdme clinique sont reconnus par MF1. Les individus des régions endémiques amicrofilarémiques
avec éléphantiasis chronique ont un niveau d'anticorps IgG contre la chitinase faible ou indétectable.
Les anticorps de MF1 qui reconnaissent les antigenes spécifiques des microfilaires sont souvent
présents chez les donneurs amicrofilarémiques sans filariose lymphatique clinique. Ces observations
indiquent donc que la présence des anticorps de MF1 reflete un certain degré de résistance
immunitaire a la filarémie (dans un sous-groupe de patients avec filariose asymptomatique). MF1 in
vitro semble favoriser I'adhérence des cellules a la surface des microfilaires, lesquelles sont tuées
pendant le processus. In vivo, le transfert passif de MF1 réduit la microfilarémie des rongeurs infectés
avec B. malayi. MF1 semble ainsi étre la cible d’'une réponse immunitaire protectrice. La protéine de
fusion utilisée dans ces différentes études possede la méme activité enzymatique et antigénique que

la protéine native du parasite [81].

L'anticorps MF1 ne reconnait pas les microfilaires nouvellement pondues, mais une réaction se
développe graduellement avec leur maturation. Cette apparition décalée de I'antigéne explique ainsi la
présence d'un niveau ultra faible de microfilaires dans la circulation systémique de certains individus
possédant des anticorps a MF1. MF1 bloque donc la transmission des microfilaires, ce qui était le but
recherché pour ce vaccin. Des réactions croisées avec les chitotriosidases humaines ont cependant

été observées, ce qui a mis fin a ces études [82, 83].

« Ces différentes études permettent de relancer I'hypothése émise par Fuhrman et
Shahabuddin sur I'importance du rdle de la chitinase dans la transmission des parasites par
les vecteurs et ainsi représente une cible possible dans les recherches de lutte contre les
filarioses lymphatiques. Cette hypothése doit toutefois étre remise en cause puisque des
chitinases ont été décrites chez C. elegans, organisme libre qui n’a pas de transmission par

des vecteurs.

» Des réactions croisées entre les chitinases de la famille 18 et des chitotriosidases ont été
décrites. L'antigene MF1 n'étant pas spécifique a la famille 18, il n’est pas utilisable comme

vaccin.

» Des chitinases de la famille 19 sont présentes chez C. elegans [68]. L'intérét réside ainsi dans

le fait que les hotes définitifs ne semblent pas contenir de chitinases de cette famille et donc
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permettrait ainsi d'obtenir une cible distincte, dans I'espoir d'élaborer un vaccin spécifique

contre la filariose lymphatique.

» Le rble des chitinases chez les nématodes reste ainsi encore a élucider.

Objectifs

Le but de ce travail était de :

» caractériser les génes codant pour des chitinases de la famille 19 chez C. elegans,

» identifier ces mémes chitinases chez les vers parasites B. malayi et B. pahangi responsables

de la filariose lymphatique

» vérifier leur conservation au sein du phylum Nematoda en recherchant également leur

présence chez le ver mésoparasite A. suum

e ainsi que chez le ver entomopathogéne H. megidis

» essayer de produire des protéines recombinantes, si possible, avec une activité chitinolytique

e comparer a l'aide des outils moléculaires les différentes chitinases
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Matériel et méthodes

Matériel

Nématodes libres

Les Caenorhabditis elegans var Bristol N2 proviennent du Caenorhabditis Genetics Center
(Minneapolis, USA). Les nématodes sont élevés dans les mémes conditions pour toutes les
expériences, a 25T sur du milieu NGM agar avec Escherichia coli lignée OP 50SR (Stratagene)

comme nourriture [20].
Les plaques contenant les nématodes (culture mixte) sont lavées avec du tampon M9 (3g KH,PO,, 6g

Na,HPO,, 5g NaCl, 1000ml H,O and 1ml MgSO, 1M apres stérilisation) pour le maintien et le transfert

de la souche.

Nématodes parasites

Les adultes d'Ascaris suum ont été récoltés sur des porcs de I'abattoir et sont conservés a -20C a

I'Université de Neuchéatel (Suisse).

Les vers entomopathogénes Heterorhabditis megidis, tous au stade L3, proviennent d’Andermatt
Biocontrol AG (Grossdietwil, Suisse). Les vers sont conditionnés dans des sachets a diluer dans de
'eau. La culture est continuellement agitée afin que les vers ne se déposent pas au fond de la

bouteille de culture.

Plusieurs banques d’ADNc de Brugia pahangi ont été obtenues du Dr. Hunter (Université de Liverpool,
Royaume Uni). Elles avaient été préparées dans le phage AUniZap XR a partir de 'ARNm des stades

L3, L3 3 jours apres infection (jpi) et adultes.

Deux banques différentes d’ADNc de Brugia malayi ont été utilisées. La premiére avait été préparée
dans le phage AUniZap XR a partir de 'TARNm de vers L3 3jpi (Dr. Hunter, Liverpool, R. U.) et la
seconde dans le phage ASCREEN a partir de 'ARNm de vers femelles uniquement (Dr. Hirzmann,

Université de Munich, Allemagne).

Une banque d’ADNg de B. malayi, a été préparée dans le phage DASH Il a partir de filaires adultes,

sans distinction de sexe (Dr. Hirzmann, Université de Munich, Allemagne).
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Souches de bactéries

Quatre souches différentes d’Escherichia coli ont été utilisées pour les diverses expériences :

Souche DH5 a: F @80 lacZAM15A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(r, my")
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl

(Don de l'institut de biochimie, Université de Neuchétel)

Souche JM109 : endA1l recAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r, m,’) relAl supE44 A(lac-proAB)
[F’' traD36 proAB lacl"ZAM15]

(Don de Tl'institut de biologie végétale, Université de Fribourg)

Souche XL1-Blue MRF’ : A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F’ proAB laclZAM15 Tn10 (Tet)]

(Propriété du laboratoire de Parasitologie, Université de Neuchatel)

Souche BL21 : E. coli B F decm ompT hsdS(rg” mg*)gal

(Propriété du laboratoire de Parasitologie, Université de Neuchatel)

E. coli posséde un systeme régulateur appelé lac operon utilisé comme outil pour le clonage dans les

bactéries.

Méthodes

Les protocoles détaillés des différentes expériences citées dans ce chapitre se trouvent en annexe

(Annexes II).

Biologie moléculaire

Toutes les méthodes décrites ici proviennent du « Current protocols in molecular biology », références

continuellement mises a jour.

Extraction d’ADN

L'extraction d’ADN de C. elegans et de H. megidis a été faite avec le kit QlAamp DNA Mini kit

(Qiagen). Pour C. elegans, 3 boites de Pétri contenant des cultures mixtes ont été préalablement
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lavées au tampon M9 et les vers sont récupérés apres une centrifugation d’'une minute a 1000 rpm.
Pour H. megidis, 5 ml de culture ont été nécessaires. Une étape de lyse (a I'aide de protéinase K) a
précédé I'utilisation des colonnes a membrane de silice. En présence d’'une forte concentration de sel,
I'ADN se lie en effet par affinité a la membrane de silice. Les colonnes ont ensuite été lavées 3 fois

avec le tampon de lavage, compris dans le kit et 'ADN a été élué avec 50 pl d'H,O ou de tampon TE.

A. suum a également subi une lyse (protéinase K et B-mercaptoéthanol) avant une extraction d’ADN

au phénol-chloroforme [84].

L’ADN provenant des différentes banques a, quant a lui, été précipité a I'aide d’'une solution d’acétate
de sodium 3M et d’EtOH 100% (1 v/v ADNCc : 1/10 v/v NaAc 3M : 2.5 v/v EtOH 100%).

Choix d'amorces

L'amplification d’ADN des différents vers s’est toujours faite avec les amorces spécifiques pour C.
elegans (Tableaux 3). Celles-ci ont été dessinées sur la base des séquences de chitinases

disponibles sur http://www.wormbase.org.

Plusieurs sets d’amorces ont été dessinés (Fig. 1) et synthétisés par MWG-Biotech AG. Un premier lot
a été dessiné pour chacun des génes d’intérét afin d’amplifier la séquence entiére des génes codant
pour des chitinases de la famille 19. Des sites de restriction spécifiques — SnaBl et Notl — ont ensuite
été ajoutés a ces amorces pour I'expression dans les levures. Ces 2 sites de restriction permettent
théoriquement linsertion du fragment séquencé dans le plasmide pPIC9K, spécifique a Pichia
pastoris. Un autre set d’amorces a ensuite été dessiné sur une partie conservée du gene afin de
n‘amplifier qu'un fragment, en y ajoutant les sites de restriction BamHI, EcoRI ou Smal nécessaires
par la suite pour l'insertion du fragment dans le plasmide pGEX-3X spécifique pour I'induction de

protéines dans les bactéries E. coli BL21.

codant pour une chitinase de la famille 13

———= Setd'amorces pour amplifier le géne entier
crenes g St d'armorces pour amplifier le géne entier, avec des sites de restriction

Set d'amorces pour amplifier un fragment de géne, avec des sites de restriction

Fig. 16 : Schéma des différentes amorces utilisées
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Un dernier set d’amorces spécifique pour le géne cht-1 (chitinase de la famille 18) chez C. elegans a

ensuite encore été utilisé comme contréle positif [68].

Tableaux n3 : Liste des amorces utilisées pour les différentes amplifications

a) Amorces utilisées pour amplifier les genes entie  rs codant pour des chitinases de la famille 19 sans site de

restriction
Amorces sens Amorces antisens
TO5H4.7 ATG GCT GAG CAA AGA GCA 1 CTATC C CCT TAT TCC AGT 2
C08B6.4 ATG ACT CGC ATC AAA AGT 2  AAT GG A GTT AAT AAT TTA 4
R10D12.15 ATG TCG GCG CAATTC 3 TCAAT A ATT AAG GCA TAA TG 6
1) CEchia2.1 2) CEchia2.2
3) CEchia3.1 4) CEchia3.2
5) CEchia5.1 6) CEchia5.2

b) Amorces utilisées pour amplifier les génes entie rs codant pour des chitinases de la famille 19 avec sites de

restriction pour l'insertion du géne entier dans le plasmide pPIC9K
Amorces sens Amorces antisens
TO5H4.7 CTC TAC GTA ATG GCT GAG CAA AGA GCA 7 GCA GCG GCC GCC TAT CCCCTTATTCCAGT 8
C08B6.4 CTC TAC GTA ATG ACT CGC ATC AAA AGT 9 GCA GCG GCC GCA ATG GAG TTAATAATTTA 10
R10D12.15 CAC TAC GTA ATG TCG GCG CAATTC 11 GCT GCG GCC GCT CAA TAATTA AGG CAT AAT G 12
7 CEchia2.1res 8) CEchia2.2res
9) CEchia3.1res 10) CEchia3.2res
11) CEchiab.1res 12) CEchia5.2res

c) Amorces utilisées pour amplifier les fragments d e géne codant pour des chitinases de la famille 19 avec sites

de restriction

Amorces sens Amorces antisens
SMAI
TO5H4.7 EcoRl
CAC CCC GGG AAG AGA GAT GTAGC 13
GCT GAATTC (CT)CC (AG)TAGTT GTAG 14
C08B6.4
SMAI
R10D12.15 CAC CCC GGG AAA (AC)GA GA(CT) TTGGC 15 BarH
GCT GGATCC CCC GTAGTT GTAG 16
13) CEfrachia2res 14) CEfrachia2/3res
15) CEfrachia3/5res 16) CEfrachia5res
Remarque : 3 nucléotides supplémentaires ont été utilisés au d ébut des sites de restriction pour assurer

I'activité de I'enzyme.
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d) Amorces utilisées pour amplifier le géne

cht-1 comme contrdle positif (chitinase de la famille 18

)

Amorces sens

Amorces antisens

CHT-1 ATG CTATTAGGC TTCCTT CTC

17 TTATT TTGC ACATTT TGA TGG

18

17) cht-1

18) cht-2

D’autres amorces ont encore été utilisées pour les différentes vérifications (Tableau 4). Des sets

d’amorces spécifiques a chacun des plasmides utilisés sont encore utilisés. Les amorces universelles

M13 ont permis les différentes vérifications sur le plasmide pGEM-T (Promega), les amorces AOX, les

vérifications sur le plasmide pPIC9K (Invitrogen) et les amorces pGEX, les vérifications sur le

plasmide pGEX-3X (Amersham).

Tableau n 4 : Liste des amorces utilisées pour les

différentes vérifications

Plasmide pGEM-T
M13(-20)f GTA AAA CGA CGG CCA GT
M13rev GGA AAC AGC TAT GAC CAT G
Plasmide pPIC9K
5’A0X1 GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC
3'AOX1 GGC AAA TGG CAT TCT GAC AT
Plasmide pGEX-3X
pGEXS’ CCGGGA GCT GCATGT GTC AGA A
pGEX3’ GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG

Les amorces spécifiques a l'insert permettent de vérifier la taille de l'insert ; les amorces spécifiques

au vecteur permettent de vérifier I'intégration correcte de l'insert dans le vecteur (Fig. 17).

/

Fig. 17 : La PCR de vérification se fait avec les a

en entier.

—= Amorces spécifigues 4 'insert

— Amorces specifigues au vecteur

morces spécifiques au vecteur pour confirmer la pré

sence de l'insert
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Réaction de polymérisation en chaine (Touchdown PCR)

Un protocole de touchdown PCR a ici été appliqué pour I'amplification des génes codant pour des
chitinases de la famille 19 chez les différents nématodes en raison de leur faible représentation. Cette
méthode permet une amplification spécifique de la séquence d'intérét. La température d’hybridation
des premiers cycles est en effet trés haute puis abaissée progressivement pour assurer une meilleure

efficacité.

L'amplification d’ADN s’est faite dans un volume final de 50 pl contenant 0.2 uM de chacune des
amorces (sens et antisens) auquel 1 ul d’ADN extrait (> 1 ug) a été ajouté. Le contrdle positif contient
les amorces spécifiques pour le gene cht-1 (chitinase de la famille 18) alors que le contrdle négatif
contient les amorces pour les chitinases de la famille 19 mais sans ADN. Cette réaction s’est faite a
l'aide du kit commercial Tag PCR Polymerase (Qiagen) dans un thermocycleur (Primus 25-PCR
Thermal cyclers, MWG-Biotech).

Programme utilisé : 3 minutes a 94C
( 30 secondes a 94C
5x ] 30 secondes a XT
L 1 minute a 72<C ol X = (Tm + 5T) — 1T & chaque cycle X =56C
( 30 secondes a 94C
30x 1 30 secondes 4 YT
L 1 minute & 72 oY =Tm - 2C Y = 54T

10 minutes a 72C

Les conditions de I'amplification ont été optimisées a I'aide de 'ADN de C. elegans qui devient alors le
contr6le positif pour toutes les expériences suivantes d'identification des chitinases de la famille 19

avec I'’ADN des vers parasites.

Visualisation et isolation des produits PCR

Tous les produits amplifiés ont été déposés sur gel d’'agarose 1% contenant 1 pl/ug de bromure

d’éthidium (0.5 mg/ml) et aprés I'électrophorese, visualisés sous UV. Les différentes photographies
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ont été prises a l'aide de la caméra Kodak EDAS 290 et les images ont été traitées a l'aide du

programme associé Scientific imaging systems, Kodak ID v.3.6.0.

Les bandes d'intérét ont ensuite été découpées au scalpel et le kit MinElute Gel Extraction kit

(Qiagen) a permis la purification des produits PCR.

Ligation et clonage pour le séquencage des génes

La ligation a été effectuée entre le produit PCR purifié et le plasmide approprié. La réaction a été faite
dans un volume final de 10 pl (1 yl d’ADN, 1 pl de plasmide et 1 pl de ligase T4). Une heure

d’incubation & température ambiante est cependant nécessaire avant de poursuivre.

Le plasmide pGEM-T posséde un T supplémentaire en 3’ qui permet d’augmenter significativement
I'efficacité de la ligation de linsert dans le plasmide. Cet ajout empéche la recircularisation du
plasmide et surtout fournit une extrémité compatible aux produits PCR générés par la Tag DNA
polymérase. Une autre particularité du plasmide pGEM-T est qu'il contient une séquence codant pour
un fragment a de B-galactosidase. L'autre partie codant pour la B-galactosidase appelée fragment w
est portée par le plasmide F' d’E. coli. Lorsque les deux fragments a et w se retrouvent dans une
méme cellule, I'activité de la B-galactosidase est observée : c’est 'a-complémentation (principe de la

sélection blanc-bleu).

Transformation par choc thermique

Les plasmides recombinants ont ensuite été introduits dans les cellules compétentes (DH5a, JM109
et XL1-Blue MRF’ pour les plasmides pGEM-T et pPIC9K et BL21 pour le plasmide pGEX-3X). Les

transformants ont été identifiés par sélection génétique.

Cent microlitres de cellules compétentes ont été mélangés avec 3.5 pl de plasmide recombinant et
incubés sur la glace pendant 30 minutes. Aprés exactement 2 minutes de choc thermique a 42C
(bain-marie), les cellules ont a nouveau été incubées sur glace pendant 10 minutes avant d'étre
étalées sur des plaques de milieu Luria-Bertani (LB) solide contenant de I'ampicilline (concentration

finale de 100 uM). Nouvelle incubation a 37<C toute la nuit.

Isolation de 'ADN de plasmide (miniprep)

Les colonies de bactéries obtenues ont alors été repiquées en culture individuelle liquide contenant de

I'ampicilline (concentration finale de 50 uM) et incubées toute la nuit a 37<C avec agitation. L’ADN de
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plasmide a ensuite été préparé a partir de 1.5 ml de chacune des cultures par lyse alcaline. L’ADN
extrait a directement pu étre utilisé aussi bien pour I'analyse par digestion a l'aide d’enzymes de

restriction que pour le séquencage.

Le rendement final d’ADN est déterminé par le type de plasmide utilisé et la souche de bactérie.

Séquencage

L'amplification d’ADN s’est faite dans un volume final de 30 pl contenant 1 pyl d’ADN (miniprep) et 0.2
UM de chacune des amorces universelles (M13(-20)f et M13rev) avec le kit Taqg PCR polymerase
(Qiagen). Ces amorces ont été modifiées en 5’ avec le chromophore IRD800. Le contrble négatif a été

préparé sans ADN mais avec les amorces.

Programme utilisé : 2 minutes a 94°C
( 30 secondes a 94C
30x ] 30 secondes a 56
L 1 minute a 72<C

10 minutes a 72<C

Le séquencage proprement dit a été réalisé a I'aide du kit Thermo sequenase primer cycle sequencing
kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) et le séquenceur automatique Li-Cor 4000L. Un second

séquencage de confirmation a été demandé a Synergene Biotech GmbH (Schlieren, Suisse).

Expression

Digestion

Les différentes enzymes de restriction ainsi que leurs tampons respectifs sont stockés a -20C et sont

utilisés en leur faisant subir le moins de décongélation possible.

Les inserts (ADN de nématode) une fois séquencés ont été ressortis du plasmide pGEM-T par
digestion (SnaBI et Notl respectivement Smal, EcoRI et BamHI. Les plasmides pPIC9K et pGEX-3X,

utilisés pour I'expression, ont également subi une digestion.
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La réaction de digestion a été préparée en mélangeant 2.5 pl de tampon, 0.25 pl d’'albumine de sérum
bovin (BSA) 100x, 1 pl d’enzyme de restriction appropriée ainsi que 8 pl d’ADN. Incubation d’'une nuit
a 37<T. La seconde enzyme a été ajoutée dans la mém e réaction de digestion pour autant qu’elle soit

active a la méme température et dans le méme tampon.

Stabilisation des constructions

L'insert et le plasmide digérés ont alors été ligués, toujours dans un volume final de 10 pl (3 ul d’ADN,

1 pl de vecteur et 1 pl de ligase T4) avant d’étre incubés une heure a température ambiante.

La nouvelle construction est ensuite insérée dans des bactéries afin d’étre multipliée et d'éviter la
dégradation de 'ADN.

Expression avec le vecteur pPIC9K

Le vecteur pPIC9K est fonctionnel dans les souches GS115 et KM71 de P. pastoris et contient un

gene de résistance a la kanamycine pour le dépistage in vivo des inserts en copies multiples.

Une amplification de l'insert a alors été réalisée avec les amorces AOX1 (voir Tableau 2) avec un

programme de 30 cycles et une température d’hybridation de 55C.

Le nouveau vecteur transformé est alors introduit dans les levures par électroporation puis étalé sur

plaque.

Expression avec le vecteur pGEX-3X

Le vecteur pGEX-3X permet de produire des protéines de fusion GST et est fonctionnel dans les
bactéries E. coli BL21.

Une amplification de vérification a encore été faite avec les amorces pGEX (voir Tableau 2) dans un
programme normal de 30 cycles (température d’hybridation de 58<C) afin de vérifier que le fragment
de PCR digéré avec les enzymes adéquates a bien été intégré (par ligation) dans le plasmide pGEX-
3X.

Le plasmide contenant I'insert a alors été introduit dans les bactéries par choc thermique. Les colonies
obtenues ont été repiquées en culture liquide contenant de I'ampicilline (concentration finale 100 pM).

L’induction d’expression des protéines de fusion se fait en ajoutant de I'lPTG (concentration finale de
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0.1 mM) aux colonies en culture liquide. Incubation a 37<C avec agitation. Un aliquot a ensuite été
récupéré toutes les heures pendant 4 heures pour la culture induite ainsi que pour le contréle négatif

sans IPTG. La visualisation de I'induction se fait sur gel d’acrylamide.

Analyses bioinformatiques

Différentes séquences codant pour des chitinases chez C. elegans, B. malayi et B. pahangi ont été
comparées pour évaluer la structure et les fonctions potentielles de ces génes et protéines. Toutes les
séquences codant pour des chitinases de C. elegans sont disponibles sur la base de données

http://www.wormbase.org. Les séquences de B. malayi et B. pahangi sont retrouvées sur le site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ a I'aide de leur numéro d’accession.

L'analyse des séquences codant pour des chitinases de la famille 19 chez C. elegans a été réalisée a
l'aide du programme PAUP*4.0 qui permet la représentation des variations de séquences sous forme
d'un arbre phylogénique. Un alignement préalable des différentes séquences avec Clustal X est
nécessaire. Chaque position est considérée comme un caractére potentiel. Cette représentation a
'avantage de minimiser la longueur de chaque branche pour les divergences de séquences et ainsi
de livrer une représentation atemporelle des relations phylogénétiques puisque l'intérét ici porte sur le
taux de divergence des séquences codant pour des chitinases de la famille 19. La méthode Neighbor-
Joining (NJ) donne un arbre non-enraciné tenant compte de la moyenne de divergence de chaque
séquence. Chacune d’entre elles est comparée tour a tour avec chacune des autres séquences sans

pour autant définir la représentation d’'un ancétre commun [85].

Le poids moléculaire des protéines ainsi que le point isoélectrique sont estimés a l'aide du programme

disponible sur http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html. A la suite de quoi, les différentes séquences ont

été alignées a l'aide du programme Clustal W, mis a disposition par EMBL-EBI a l'adresse

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Les analyses théoriques s’'appuient sur les niveaux d’'organisation des

protéines, tout d'abord sur la base de la structure primaire. Le profil d’hydropathie des protéines a
également été établi pour chacune des séquences a l'aide de I'algorithme de Kyte et Doolittle :
http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/bc_mcampbell genomics 1/medialib/activites/
kd/kyte-doolittle.htm.

Les interactions hydrophobe/hydrophile des acides aminés stabilisent la structure tertiaire des
protéines. Les groupes hydrophiles sont polaires et interagissent avec I'eau alors que les groupes
hydrophobes sont non polaires. L’hydropathie des acides aminés détermine leur localisation
potentielle dans la structure finale de la protéine. Un alignement des séquences de chitinases avec

'ensemble des protéines connues a ce jour est effectué sur le site http:/globplot.embl.de qui a permis

de mettre en évidence des fragments de séquences déja connus. Les structures secondaires (hélice a

et feuillet B) sont ici considérées comme des structures ordonnées. L’'étude par globplot permet
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surtout de prédire la structure des protéines entre les portions connues. La représentation graphique
permet de visualiser la probabilité de désordre d’'une protéine en fonction de chacune des positions
des résidus qui composent la séquence. L'étape de visualisation a I'aide du programme RasMol
(v.2.7) prédit les structures secondaires et tertiaires des protéines. Un fichier intermédiaire au format
(.pdb) est nécessaire pour la visualisation de la protéine et la conversion est possible a I'adresse

http://www.genesilico.pl/meta/.
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Résultats

Geénes codant pour des chitinases de la famille 18 e  t 19 chez C. elegans

A l'aide du terme général « chitinase », pas moins de 40 génes ont été trouvés dans la banque de

données de Wormbase (http://www.wormbase.org) chez C. elegans parmi lesquels 34 semblent coder

pour des chitinases de la famille 18 (Tableau 6).

Les genes codant pour des chitinases de la famille 18 sont localisés sur I'ensemble des
chromosomes, aussi bien le chromosome sexuel que les chromosomes autosomes a I'exception du
chromosome I. Le géne cht-1, décrit par Azzouz [68] est le seul géne présent sur le chromosome X.
La majorité des autres génes sont localisés sur le chromosome Il. Un géne se trouve sur le

chromosome lll, 4 génes sur le chromosome IV et 2 génes sur le chromosome V (Tableau 5).

Tableau n5 : Répartition chromosomique des 34 géne s de C. elegans codant pour des chitinases potentielles de la

famille 18. En gras, le géne cht-1 [68] (voir aussi tableau 6).

C04F6.3 T19H5.1-3 C45E5.2 -3
(cht-1) (cht-17 a cht-19) (cht-30 a cht-31)
chromosome X chromosome Il chromosome IV
T10D4.3 ZK938.6 C25A8.4
(cht-2) (cht-20) (cht-32)
chromosome Il chromosome Il chromosome IV
T13H5.3 CO8H9.6 - 7et 10— 14 KO08F9.3
(cht-3) (cht-21 a cht-27) (cht-33)
chromosome Il chromosome Il chromosome V
M176.8 F15A4.8 M01B2.6
(cht-4) (cht-28) (cht-34)
chromosome Il chromosome Il chromosome V
RO9D1.1-11 et 14 Y22D7AL.14
(cht-5 a cht-16) (cht-29)
chromosome Il chromosome Il

Les différents génes sont rebaptisés en fonction de leur position sur les chromosomes, par analogie
avec le premier géne de chitinase caractérisé chez C. elegans, cht-1. Les génes codant pour des
chitinases de la famille 18 sont donc nommés cht-1 a cht-34. Le nombre d'introns, la position
chromosomique exacte ainsi que la taille du géne, avant et aprés épissage, sont alors comparées
(Tableau 6).

Les génes codant pour des chitinases de la famille 18 forment un groupe relativement homogéne au
niveau de leur taille (généralement comprise entre 1200 et 2000 pb) ainsi qu'au niveau de leur
position plutdt télomérique. Tous les génes possedent des introns dont le nombre varie entre un et
guatorze. La position des génes semble répartie en groupe principalement sur le chromosome Il. En

effet, un groupe contenant les 12 génes cht-5 a cht-16 se situe entre 9.44 et 9.47 Mb immédiatement
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suivi par le groupe composé des 3 génes cht-17 a cht-19 situé entre 9.47 et 9.48 Mb. Un dernier
groupe présent sur le chromosome Il est composé des 7 génes cht-21 a cht-27 et possede une
localisation comprise entre 9.85 et 9.87 Mb. Le chromosome IV posséde également un groupe

composé des 2 genes voisins cht-30 et cht-31 compris entre 5.73 et 5.74 Mb.

Tableau n% : Tableau récapitulatif des différents génes codant pour des chitinases de la famille 18. La premiére
colonne correspond a la nouvelle nomenclature défin ie ici et la seconde colonne reprend les

numéros d’'accession.

Position chromosomique  Région non-épissée Région épissée # introns

cht-1 C04F6.3 X:3400008-3397595 pb 2414 pb 1854 pb 3
cht-2 T10D4.3 11:3129174-3131283 pb 2110 pb 1233 pb 2
cht-3 T13H5.3 11:8520835-8523395 pb 2561 pb 1881 pb 8
cht-4 M176.8 11:9438205-9436600 pb 1606 pb 1203 pb 4
cht-5 RO9D1.1 11:9443535-9442081 pb 1455 pb 1299 pb 2
cht-6 R0O9D1.2 11:9441851-9440354 pb 1498 pb 1323 pb 3
cht-7 RO9D1.3 11:9440073-9438524 pb 1550 pb 1308 pb 3
cht-8 R0O9D1.4 11:9447618-9446003 pb 1616 pb 1233 pb 4
cht-9 RO9D1.5 11:9448189-9449582 pb 1394 pb 1290 pb 2
cht-10 ROSDL R0O9D1.6 11:9454197-9452614 pb 1584 pb 1335 pb 4
cht-11 RO9D1.7 11:9456530-9455330 pb 1201 pb 1110 pb 2
cht-12 R09D1.8 11:9461885-9460041 pb 1845 pb 1341 pb 4
cht-13 R0O9D1.9 11:9464006-9462450 pb 1557 pb 1272 pb 4
cht-14 RO9D1.10 11:9466108-9464449 pb 1659 pb 1353 pb 3
cht-15 R0O9D1.11 11:9468385-9466873 pb 1512 pb 1299 pb 3
cht-16 RO9D1.14 11:9459475-9458934 pb 541 pb 453 pb 2
cht-17 T19H5.1 11:9474246-9472604 pb 4569 pb 2295 pb 3
cht-18 | T19H5 | T19H5.2 11:9474968-9476208 pb 1241 pb 1077 pb 3
cht-19 T19H5.3 11:9477784-9479449 pb 1666 pb 1224 pb 5
cht-20 ZK938.6 11:9845224-9843295 pb 1930 pb 1383 pb 3
cht-21 CO8H9.6 11:9874517-9873179 pb 1339 pb 1185 pb 2
cht-22 CO8H9.7 11:9861382-9859699 pb 1684 pb 1344 pb 3
cht-23 CO08H9.10 11:9855605-9853908 pb 1698 pb 1374 pb 3
cht-24 | CO8H9 | CO8H9.11 11:9859546-9858025 pb 1522 pb 1380 pb 3
cht-25 C08H9.12 11:9857772-9855851 pb 1922 pb 1383 pb 3
cht-26 CO8H9.13 11:9871087-9869371 pb 1717 pb 1380 pb 4
cht-27 C08H9.14 11:9872901-9871523 pb 1379 pb 1200 pb 2
cht-28 F15A4.8 11:12478825-12475246 pb 3580 pb 2268 pb 11
cht-29 Y22D7AL.14 111:1657469-1653717 pb 3753 pb 795 pb 6
cht-30 CASES C45E5.2 IV:5741437-5743995 pb 2559 pb 1410 pb

cht-31 CA45E5.3 1IV:5739812-5740856 pb 1045 pb 801 pb

cht-32 C25A8.4 IV:7003609-7009246 pb 5638 pb 3204 pb 14
cht-33 KO08F9.3 V:15142514-15143716 pb 1203 pb 894 pb 4
cht-34 MO01B2.6 V:15241390-15243749 pb 2360 pb 1353 pb
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Les 6 genes restants sont tous des genes codant pour des chitinases de la famille 19 (Tableau 7).
Tous ces génes se trouvent sur le chromosome V entre 6.42 et 13.98 Mb et aucun groupement de
génes n'est observé comme pour la famille 18. Ces 6 différents genes de C. elegans ont été
rebaptisés chia-1 a chia-6 par analogie avec les genes de chitinases de la famille 19 trouvés chez les
bactéries. Leur position chromosomique, la longueur du géne, avant et aprés épissage, ainsi que le

nombre d'introns sont présentés dans le tableau 7.

Tableau n7 : Tableau récapitulatif des différents génes codant pour des chitinases de la famille 19. La premiére
colonne reprend la nomenclature adoptée ici et la s econde colonne correspond aux numéros
d’accession.

Position chromosomique Région non-épissée Région ép issée # introns
chia-1 Y50D4A.3 V:1184546-1182636 pb 1911 pb 1224 pb 3
chia-2 TO5H4.7 V:6417587-6420023 pb 2437 pb 1536 pb 4
chia-3 C08B6.4 V:10117346-10119894 pb 2400 pb 1344 pb 4
chia-4 C51E3.8 V:10148146-10146989 pb 1158 pb 819 pb 2
chia-5 R10D12.15 V:13972441-13970454 pb 1988 pb 1362 pb 4
chia-6 T26F2.1 V:13977151-13979138 pb 1988 pb 1362 pb 4

Les génes codant pour des chitinases de la famille 19 forment un groupe homogéne au niveau de leur
taille entre 1200 et 1600 pb. Tous les génes possédent entre 2 et 4 introns et leur position semble
plutdt centromérique (Fig. 18).

chig-1

chig-2

chig-2

—— 1 ]
chia-4

— e - [

chia-3 et chig-6

Fig. 18 : Représentation schématique des différents génes codant pour les chitinases de la famille 19. Les exons
sont représentés par les boites orange et les intro  ns par les lignes. Les différents sets d’amorces ut ilisées
sont également représentés : les sets magenta ont €  té utilisés pour isoler les génes entiers et les se  ts
bleus pour lisolation des fragments.
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La position ainsi que I'orientation (sens/antisens) sur les chromosomes de chacun de ces géenes de
chitinase de la famille 18 et de la famille 19 sont représentées schématiquement sous la forme d'un
diagramme (Fig. 19).

Tous les geénes présents sur le chromosome Il ne démontrent pas la méme orientation, en effet, cht-2,
cht-3, cht-17, cht-18 et cht-19 se retrouvent dans |'orientation inverse des autres génes (5 : 22). Sur le
chromosome V, les genes présentent également les 2 orientations. Les genes de la famille 19 sont

indifféeremment en orientation sens/antisens (3 : 3).

A Chr X <+—% >
Chr | - -
Chr 1l ~—t HE—+—
Chr 1l <+ > s
' " Détails
Chr N - I b
Chr % - } 5 B >
Chr & -
B
Chrl *
Chr Il ) B Elels—lg] {} >
Chr Il —} *
Chr I —i—8 &—
Chrv — D o0 a—fE—
n1,000 e
| | |
T I I
5 10 15
Famille 15 Famille 12
& c+-2 [ ce-20 [ c+e-32 0 ckiz-t B chiz-s
[E] o2 Echt-21327 [ oht-33 O chiz-z B chizs
B o+ [l okt-22 [ s34 B chiz-z B chizc
B cri-54 16 [ okt-29 [ c+t-35

[E] oht-173 42 R oht-304 351 chi-1

Fig. 19 : Localisation des différents génes codant pour des chitinases chez C. elegans. A) Les chromosomes sont
représentés dans leur entier avec, pour les chitina  ses de la famille 18, les positions indiquées en no  ir et pour
les chitinases de la famille 19, les positions indi  quées en turquoise. B) Des fragments des 6 chromoso  mes (5
autosomes et 1 sexuel) sont schématisés : les diffé  rents genes sont représentés selon leur orientation
indiquée par les fléches.

Université de Neuchatel 50



Caractérisation de chitinases chez les nématodes
Résultats
Muriel Nirina Maeder

Documentation de I'expression des genes de chitinas e des familles 18 et 19 dans les différents
stades de développement de C. elegans

Des micro-réseaux d'expression testés pour les chitinases sont disponibles sur

http://www.wormbase.org. Les conditions expérimentales testées correspondent ici aux 8 stades

distincts de développement de C. elegans, a savoir : (i) oocytes, (ii) embryon, (iii) larve L1, (iv) larve
L2-L3, (v) larve L3-L4, (vi) larve L4 / adulte hermaphrodite précoce, (vii) adulte hermaphrodite mature

et (viii) adulte hermaphrodite 7-10 jours post-L4.

Aucune expression n'est dominante pour les génes codant pour des chitinases de la famille 18
(Tableau 8). Les génes cht-14 (Aff_R09D1.10, Hill 2000) et cht-15 (Aff R09D1.11, Hill 2000) sont
détectés au stade embryonnaire alors qu’aucun autre gene ne donne de signal. Le géne cht-14 est
parfois décelable au stade larvaire L3-L4 alors que cht-29 (Aff_Y22D7AL.14, Hill 2000) est toujours
présent. Une expression ponctuelle est également décelable au stade larvaire L4 / adulte
hermaphrodite précoce pour les genes cht-22 (Aff_CO08H9.7, Hill 2000) et cht-32 (Aff_C25A8.4, Hill
2000). Le gene cht-34 (Aff_KO08F9.3, Hill 2000) est toujours exprimé au stade adulte hermaphrodite
mature et parfois cht-14 et cht-22. Aucune expression n'est détectée pour les oocytes, larve L1, larve

L2-L3 et adulte hermaphrodite 7-10 jours post-L4.

Tableau n8: Tableau récapitulatif de I'expression des chitinases des familles 18 présentes surlesc  hromosomes

autosomes en fonction de 8 stades de développement définis.

Famille 18 Famille 18
(autosome) (sexuel)
Oocytes - cht-1
Embryon cht-14 / cht-15 cht-1
Larve L1 - cht-1
Larve L2-L3 - -
Larve L3-L4 cht-14 / cht-29 -
Larve L4 / adulte hermaphrodite cht-22 / cht-32 -
précoce
] cht-14 / cht-22
Adulte hermaphrodite mature cht-1
cht-34
Adulte hermaphrodite 7-10 j post-L4 - cht-1

Sur I'ensemble des 35 génes codant pour les chitinases de la famille 18, seul 6 génes ont ainsi émis

un signal d’expression pendant le développement de C. elegans.
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Des micro-réseaux d'expression pour les chitinases de la famille 19 sont également disponibles a
I'exception de chia-1 et chia-6. L'expression des chitinases de la famille 19 (Tableau 9) est présente
dans tous les stades de développement a I'exception des oocytes et du stade adulte hermaphrodite 7-
10 jours post-L4. L'expression ne concerne cependant que 2 génes, chia-2 (Aff_T05H4.7, Hill 2000) et
chia-3 (Aff_C08B6.4, Hill 2000). Une expression est toujours décelable dans les embryons et parfois
présente au stade larvaire L1 pour chia-3. Une manifestation est également parfois présente au stade
L2-L3 pour chia-2. L’'expression de chia-2 et chia-3 est toujours visible au stade larvaire L3-L4 ; parfois
présence de chia-3 au stade larve L4 / adulte hermaphrodite précoce et parfois également présence

de chia-2 au stade adulte hermaphrodite mature.

Tableau n9: Tableau récapitulatif de I'expression des chitinases des familles 19 présentes sur lesc  hromosomes

autosomes en fonction de 8 stades de développement définis.

Famille 19
Oocytes -
Embryon chia-3
Larve L1 chia-3
Larve L2-L3 chia-2
Larve L3-L4 chia-2 / chia-3
Larve L4/ adu!te hermaphrodite chia-3
précoce
Adulte hermaphrodite mature chia-2
Adulte hermaphrodite 7-10 j post-L4 -

De maniere générale, I'analyse des micro-réseaux met en évidence la faible expression des genes
codant pour des chitinases durant le cycle de développement de C. elegans. En effet, sur les données
disponibles pour 40 génes codant pour des chitinases, famille 18 et famille 19 confondues, seul 8
génes sont exprimés (Tableau 10). L'expression de ceux-ci couvre cependant 'ensemble des stades
de développement du ver, des oocytes au stade adulte hermaphrodite 7-10 jours post-L4. Les
chitinases de la famille 18 semblent étre exprimées de maniéere ponctuelle (embryon, larve L3-L4,
larve L4 / adulte hermaphrodite précoce et adulte hermaphrodite mature) alors que les chitinases de la
famille 19 sont exprimées tout au long du cycle a I'exception des oocytes et du dernier stade de
développement (adulte hermaphrodite 7-10 jours post-L4). La chitinase codée par le géne porté par le
chromosome sexuel est quant a elle exprimée dans 5 des 8 stades de développement (oocytes,

embryon, larve L1, adulte hermaphrodite mature et adulte hermaphrodite 7-10 jours post-L4).
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Tableau n°10:  Tableau récapitulatif de I'expressi on des chitinases des familles 18 et 19 présentes s ur les
chromosomes, sexuel et autosomes, en fonction de 8 stades de développement définis.
L’expression peut étre non présente (NP), parfois p  résente (PP) ou toujours présente (TP). Les
cases correspondant aux stades présentant une expre  ssion sont grisées et celles pour lesquelles
aucune détection n'a été possible restent blanches.

Famille 18 Famille 18 _
Famille 19
(autosome) (sexuel : cht-1)
Oocytes NP TP NP
Embryon TP TP TP
Larve L1 NP TP PP
Larve L2-L3 NP NP PP
Larve L3-L4 PP ou TP NP TP
Larve L4 / adulte hermaphrodite PP NP PP
précoce
Adulte hermaphrodite mature PP ou TP PP PP
Adulte hermaphrodite 7-10 j post-L4 NP PP NP

La présence et les caractéristiques des chitinases de la famille 19, si différentes des chitinases de la
famille 18, forment l'intérét de cette étude. Les genes des chitinases de la famille 19 chez des
animaux n'ont pas encore été étudiés en détails. Les bases de données de C. elegans révelent
quelques résultats bruts concernant la présence de ces génes bien qu'aucune interprétation n'a été
faite. Aucune donnée n’est disponible pour les vers parasites d’'ou la focalisation de cette étude sur

cette famille des chitinases chez les nématodes de forme libre, entomopathogénes et parasites.

Caractéristiques des chitinases de la famille 19

La longueur des séquences des chitinases de la famille 19 est comprise entre 407 et 511 acides
aminés. La séquence chia-4 ne comprend que 272 acides aminés mais cette séquence n'est pas
compléte. Les différentes données concernant la longueur de la protéine, son poids moléculaire ainsi
gue son point isoélectrique (pl) ont ainsi été rassemblées dans un méme tableau (Tableau 11) pour

en faciliter I'interprétation.
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Tableau n°11 : Caractéristiques biochimiques des ch itinases de la famille 19
nbre d’acides aminés Taille de la protéine pl
chia-1 407 aa 45.3 kDa 8.37
chia-2 511 aa 57.9 kDa 6.73
chia-3 447 aa 49.6 kDa 4.76
chia-4 272 aa 30.9 kDa 8.84
chia-5 453 aa 50.2 kDa 6.00
chia-6 453 aa 50.2 kDa 6.00

Le poids moléculaire calculé des chitinases de la famille 19 est relativement homogéene compris entre
45.3 et 57.9 kDa. chia-4, séquence en acides aminés incompléte, posséde également le poids
moléculaire le plus petit avec 30.9 kDa. Le point isoélectrique (pl) est variable avec des valeurs
comprises entre 4.76 pour chia-3 et 8.84 pour chia-4. Il existe donc a l'intérieur des chitinases de la
famille 19 des isoenzymes acides (pl < 7.0 comme chia-2, chia-3, chia-5 et chia-6) et des isoformes
basiques (pl > 7.0 comme chia-1 et chia-4). La valeur obtenue pour chia-4 est encore une fois

incertaine puisque liée a sa séquence incompléte.
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Identification des différents genes ou fragments de génes codant pour des chitinases de la
famille 19 dans le génome de C. elegans

Sur la base des alignements, le géne chia-1 ne présente pas le site catalytique (QET et E) spécifique
aux séquences de chitinases de la famille 19. Le géne codant pour chia-4, trop court et le géne codant
pour chia-6 (identique en tous points avec le géne chia-5), ne seront pas pris en considération. De
plus, lI'information disponible des micro-réseaux de ces 3 génes chia-1, chia-4 et chia-6 codant pour
des chitinases de la famille 19 ne démontre aucune expression lors du développement de C. elegans.

Seuls les génes chia-2, chia-3 et chia-5 seront donc étudiés par la suite.

Des amorces spécifiques (CEchia2.1-2, CEchia3.1-2 et CEchia5.1-2) pour les génes entiers codant
pour des chitinases de la famille 19 ont été dessinées sur la région codante au début de la région 5’

ainsi que sur la région N-terminale 3' de chacun de ces 3 génes (Fig. 1).

La réaction PCR a été effectuée sur de ’'ADNg de C. elegans var. N2 afin de confirmer la présence de
ces 3 génes. La PCR amplifie des fragments aux alentours de 2000 pb, ce qui correspond a la
séquence codante entiere des génes de chitinases de la famille 19 prédits (Fig. 20). Un signal est
obtenu pour les 3 géenes. Le contrble positif est défini a I'aide d’amorces spécifiques (Cht-1 et Cht-2)
pour le géne déja caractérisé cht-1 qui possede une taille de 2219 pb (séquence non-épissée). Le
premier géne potentiel chia-2 posséde une taille théorique de 2437 pb, le second chia-3 est attendu a
2400 pb et le dernier géne chia-5 a une taille de 1988 pb, valeurs auxquelles il faut ajouter la taille des
amorces. Aprés I'amplification, une bande distincte est obtenue pour chacun des génes recherchés

chia-2, chia-3 et chia-5, bien qu’avec une taille inférieure a celle prédite.

A Margueur ¥ (Roche)

3000 pb [> B Margueur 100 ph {(nvitrogen)

1 Contrdle négatif (sans ADM)
iggg BE E 2 Contrdle positif (famile 18)
2 chiz-S—ADMNg C. eegans
g4 chig-Z2—ADMNg C. elgans

5  Cchiz-3—ADMg C elgans

Fig. 20 : Amplification par PCR des génes entiers ¢ odant pour les chitinases de la famille 19. Les amo  rces utilisées ne

possedent aucun site de restriction. Le controle po sitif estici cht-1, géne de chitinase de la famille 18.
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La température théorique d’hybridation des amorces, pour l'isolation des 3 genes codant pour les
chitinases chia-2, chia-3 et chia-5 est calculée a 47C. Le gradient de température de la touchdown
PCR est calculé théoriquement a 42°- 52<C. Différe ntes réactions PCR a gradient de température ont
permis d'ajuster le gradient optimal pour la touchdown PCR a 54°- 56<C. L'intensité du signal des
différentes bandes amplifiées est ainsi plus homogéne et uniforme (Fig. 21). Une bande unique est
obtenue pour chacun des genes amplifiés. Afin que les amplicons soient compatibles avec le plasmide
d’expression pPIC9K spécifique aux levures, 2 sites de restriction— SnaB | et Not | — sont ajoutés a
chacune des amorces (CEchia-2.1-2.res, CEchia3.1-2.res et CEchia5.1-2.res) pour chacun des genes

codant pour des chitinases de la famille 19.

A Margqueur X (Roche)

3000 pb [> B Margueur 100 ph (nvitrogen)
2000pb [> 1 Conirdle positif (famille 18)

2 chia-3—ADMg C. ekegans
1600 pb [>

2z Chiag-2—ADMNg C. ekgans
4 chia-3-ADMg C ekgans
5 Contrile négatif (sans ADM)

Fig. 21 : Amplification par PCR des génes entiers ¢ odant pour les chitinases de la famille 19 aprés aj ustement du

gradient de température a 54°- 56<C. Les amorces u tilisées possedent les sites de restriction SnaB | et Not I.

Pour permettre le séquencage des bandes amplifiées par PCR contenant les sites de restriction, le
vecteur pGEM-T est utilisé (Fig. 22).

Aprés purification des bandes amplifiées et ligation avec les plasmides, un transformation des
bactéries E. coli XL1 Blue MRF’ a eu lieu par choc thermique. L’ADN plasmidique de chacune des
colonies obtenues a été extrait et déposé sur gel d’agarose. L'’ADN des colonies de bactéries
présentant un profil d'une taille plus grande que 2000 bp (ADN circulaire), sont alors sélectionnées
puis analysées (Fig. 23). Treize colonies ont été obtenues aprés transformation avec le plasmide
contenant potentiellement le fragment amplifié avec les amorces spécifiques pour le géne chia-2. Une
vérification par PCR du plasmide intégré a montré que 4 colonies ont été transformées avec le
plasmide contenant linsert chia-2. Seize colonies ont également été obtenues suite aux
transformations avec le plasmide chia-5. Dix-neuf colonies ont encore été obtenues apres

transformation avec chia-3 et 10 colonies ont été sélectionnées.
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pGEM-T 5" CGTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGEGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC 2880
3' GCAGGTAAGCGGTAAGTCCGACGCGTTGACAACC  CTTCCCGCTAGCCACGCCCGGAGAAG

pGEM-T 5’ GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCC 2940
3' CGATAATGCGGTCGACCGCTTTCCCCCTACACGA CGTTCCGCTAATTCAACCCATTGCGG

pGEM-T 5" AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT GTAAAACGACGGCCAHIATTGTAATACGACTCACT 3000
3’ TCCCAAAAGGGTCAGTGCTGCAA CATTTTGCTGCCGGTCRTAACATTATGCTGAGTGA
M 13(_20)f K*kkkkkkkkkk *kkkkk

pGEM-T 5" ATA 3003
3'TAT

Insertion du fragment

O
pGEM-T 5" GGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGAUGCCATGGCCGCGGGMTCACTAGT 60
3" CCCGCTTAACCCGGGCTGCAGCGTACGAGGGCCG GCGGTACCGGCGCCCTRHAGTGATCA

pGEM-T 5" GCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGOICCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGA 120
3" CGCCGGCGGACGTCCAGCTGGTATACCCTCTCGA GGGTTGCGCAACCTACGTATCGAACT

pGEM-T 5 GTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTA ATCATGGTCATAGCTGTTTBETGT 180
3" CATAAGATATCACAGTGGATTTATCGAACCGCAT TAGTACCAGTATCGACAAAEACA

M13rev Fkkkkkkkkkkkkkkkkkk

pGEM-T 5 GAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACAT ACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAG 240
3 CTTTAACAATAGGCGAGTGTTAAGGTGTGTTGTA TGCTCGGCCTTCGTATTTCACATTTC

Fig. 22 : Carte du plasmide pGEM-T utilisé pour les  différentes constructions avant le séguencage. Les positions des

amorces universelles M13 sont indiquées par des ast  érisques le long de la séquence du vecteur pGEM-T.
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Une étape supplémentaire de vérification par PCR avec les amorces universelles (M13(-20)f et
M13rev) spécifiques au vecteur pGEM-T a été effectuée sur ces différentes colonies sélectionnées
afin de vérifier la présence de l'insert entier. Une seule colonie par transformation a ensuite été choisie
parmi les candidats pour le séquencage.

Le séquencage a été effectué par un séquenceur automatique pour porter la limite de lecture a
environ 600 pb, celle-ci étant fortement dépendante de la quantité d’ADN par échantillon (miniprep).
Le séquencage a été effectué a partir de chacune des extrémités de chacun des genes, la totalité du
géne ne pouvant cependant pas étre couverte par la lecture car la taille de la séquence de ces genes

est comprise entre 2.0 et 2.5 kpb.

2000 pb oot
1600 pb -

A Margueur 1 kb DA {Invitrogen)

B margqueur 1 kb Plus DRA {Invitrogen)
iggg EE E I Clonage avec chis-3
Il Clonage avec chig-2

I Clonage avec chia-2

Fig. 23 : Contrble de linsertion du plasmide dans les colonies transformées avec les inserts correspo ndants aux 3
génes chia-2, chia-3 et chia-5 . Les échantillons présentant une taille plus grand e que 5000 pb (croix noire et
triangle bleu) ont tous été analysés et une colonie par transformation a été choisie pour le séquengag e
(triangle bleu).

Une portion interne du géne n'a donc pas pu étre vérifiée par le séquencage (Fig. 24). En cas de
correspondance des séquences nucléotidiques des 2 extrémités, il a été admis que la portion interne

des nucléotides, non-séquencée, correspond également a la séquence du gene.

L'alignement de la séquence de la miniprep de chia-2 avec le génome de C. elegans a confirmé la
présence et l'identité du géne chia-2 codant potentiellement pour une chitinase de la famille 19 (voir

Annexes ). Le séquencage a permis la lecture denviron 600 pb pour chacune des amorces
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(sens/antisens). Une seule base a visiblement été substituée (A par C) pour le séquencage sens. Une
base également a été mutée par duplication (G) dans une région aux limites de la fiabilité de lecture.
La position de cette derniére mutation, aprés plus de 600 pb séquencées, ne peut ainsi étre prise en

considération.

+ Z0-2.5kph »

Fig. 24 : Limite des capacités de lecture par un s€  guenceur automatique
Représentation schématique du géne entier (boite no ire) inséré dans le plasmide. Le séquencage se fait a

partir de chacune des extrémités (fleches violettes ).

L'alignement de la séquence de la miniprep de chia-3 (voir Annexes |) avec le génome de C. elegans
a mis en évidence le gene chia-3 codant potentiellement pour une chitinase de la famille 19. Le
séquencgage a permis la lecture d'un peu moins de 800 pb pour 'amorce antisens. Deux bases ont

visiblement été substituées (A par G et T par C).

La quantité d’ADN provenant des échantillons étant trés variable, tous n’ont pas pu étre séquencés.
La réaction de séquencgage n’a ainsi pas été possible pour les minipreps de chia-3 (sens) ainsi que de

chia-5 (sens et antisens).

A ce moment-la de la recherche, des réactions de reverse transcriptase PCR (RT-PCR) pour les
génes de chitinase de la famille 19 ont été testées. Des extractions d’ARN ont été suivies d'une
réaction PCR. Aucun signal n'a cependant été obtenu. Afin d'éviter les risques de contamination par
RNase, de nouvelles RT-PCR ont alors été effectuées mais cette fois, réaction en une étape. Malgré
ces précautions, aucun résultat n'a été obtenu pour ce deuxiéme essai. Les expériences d’expression
des chitinases de la famille 19 chez C. elegans (Wormbase) ayant démontré que seul 2 genes sont
détectables laissent penser qu'il n'y a que peu de chance de retrouver ces génes dans 'ARN extrait
ou dans une quelconque banque d’ADN complémentaire (ADNc). Le but du travail futur se déroulera
ainsi avec I'’ADNg des principaux vers étudiés pour lesquels aucune banque d’ADNc n’est disponible,
a I'exception de B. pahangi. Afin de reproduire les mémes conditions de travail pour chacun des
nématodes testés, les expériences avec C. elegans sont également volontairement faites sur de
'ADNg.
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La taille des genes entiers comprise entre 2.0 — 2.5 kpb augmente les temps d’hybridation et
d’élongation des réactions PCR ainsi que les risques d’erreurs lors de I'amplification. Pour minimiser
ces risques, de nouvelles amorces sont utilisées afin de n’amplifier qu’'une région conservée et
spécifique commune aux 3 génes afin de démontrer la présence des chitinases de la famille 19. Le
site catalytique des chitinases de la famille 19 étant composé de 2 régions QET et E se trouvant sur 2
régions codantes distinctes séparées, les amorces sont ici dessinées sur cette région conservée

présentant un intron en son centre.

Par souci de compatibilité entre les fragments amplifiés et les vecteurs utilisés dans les prochaines
étapes des expériences, des sites de restriction — BamHI, EcoRI et Smal — sont ajoutés aux amorces
(CEfrachia2res, CEfrachia3/5res, CEfrachia2/3res et CEfrachiabres). Le nouveau fragment amplifié
(geéne non-épissé) contient a présent entre 450 et 600 pb pour chacun des génes, trés exactement
571 pb pour chia-2, 445 pb pour chia-3 et 557 pb pour chia-5. Des amorces génériques ont été

dessinées dans la mesure du possible (Fig. 18).

Les nouvelles amorces ont été testées sur ’ADNg de C. elegans var. N2 dans les mémes conditions

gue précédemment pour le géne entier, avec un programme touchdown PCR 54°- 56T (Fig. 25).

a0 z = 4

2000pb [>

1600 pb [>
A Margueur 1 kb Plus DA (Invitrogen)
1 chia=3—ADMNg C. elegans

1000 pb  [> 2 chiz-2—ADMNg C. elgans

850pb [> = chia3—ADNg C. slegans
4 Contrdle négatif (sans ADM)

650pb  [>

500pb  [>

Fig. 25 : Amplification par PCR des fragments de g&¢  nes codant pour des chitinases de la famille 19 che  z C. elegans (a
partir de ’ADN génomique) . Les amorces utilisées possedent les sites de restri ction BamHlI, EcoRI et Smal.

Une bande a environ 600 pb est obtenue pour chacun des génes correspondant au profil prédit, a
I'exception de chia-3 pour lequel une bande plus petite était attendue. Deux bandes supplémentaires
ont été amplifiées pour chia-2, faiblement a 850 pb environ et une autre d'intensité égale au signal

attendu a un peu plus de 1000 pb. Une autre bande est obtenue plus faiblement a 1500 pb pour chia-
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5. Les bandes correspondant aux fragments attendus de 600 pb sont alors découpées, purifiées et

sous-clonées dans le vecteur pPGEM-T en vue du séquencage.

Le fragment amplifié et purifié a ensuite été ligué avec le vecteur pGEM-T, avant de transformer les
bactéries par choc thermique. L’ADN plasmidique des colonies transformées a été extrait, déposé sur
gel d'agarose avant de sélectionner les candidats au séquencage (Fig. 26). Les transformations avec
chia-2 ont donné 4 colonies parmi lesquelles une seule a présenté le profil attendu. Les
transformations avec chia-3 ont donné 8 colonies et une seule colonie a été sélectionnée bien que 2
colonies présentaient une intégration d’ADN. Cing colonies ont également été obtenues pour la
transformation avec chia-5 et une seule colonie laisse penser qu’elle est transformée. Ces 3 colonies
ont été sélectionnées pour le séquencage. La procédure appliquée a été la méme que pour l'isolation
du geéne entier. La présence de l'insert a ensuite été vérifiée par PCR avec les amorces universelles
(M13(-20)f et M13rev) pour les 3 candidats, chacun pour un géne codant pour une chitinase différente
de la famille 19 (chia-2, chia-3 et chia-5).

A Margueur 1 kb Plus DA (nvitrogem
I Clonage avec chig-3
I Clonage avec chia-2

2000 pb E
1600 pb o Clonage aver chia-2

Fig. 26 : Contrdle de I'insertion du fragment dans les plasmides. Les colonies présentant le profil at  tendu (croix noire
et triangle bleu) ont toutes été analysées et le pl  asmide correspondant a été choisi pour le séquengcag e

(triangle bleu).

Le séquencage des fragments permet un séquencage complet de 'ADN intégré par un séquenceur

automatique.

Alignement aprés séguencage

Fragment chia-2

Miniprep: 648 CACCCCGGGAAGAGAGATGTAGBTTTTTTGCACACGCTTTGCAGGAGACTGGTGAAAATGATGCA 629

(LT L {VLgTRgTRmRREnR oy
Wormbase: 5447 AAGAGAGATGTAGCTACATTTTTTGCA  CACGCTTTGCAGGAGACTGGTGAAAATGATGCA 5482
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Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:

Wormbase:

628 AGTGTTTATAAGTGAGTTATAAAGATC

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GTGTTTATAAGTGAGTTATAAAGATC

5568 AGTTGATTCATATTACCAAATTCAGA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
TTGATTCATATTACCAAATTCAGAA

509 CTGTCCTTTATATAGACGTCCCATAGA

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIII|II
GTCCTTTATATAGACGTCCCATAGA

424 ATAACACTTGAACAAGCTCACGAGTGC

|||I||||I||I|I||I|I||I||||
3 CTAACACTTGAACAAGCTCACGAGTGC

4 CGTGGACCAAACTCTACATTCCTTTCT

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
ACCAAACTCTACATTCCTTTCT

304 TTAAAATGAGTTTAAACCTGATATTTC

(LI
5783 TTAAAATGAGTTTAAACCTGATATTTC

244 TGACGAGGGAAGATACTGCAAGTCGGA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
CGAGGGAAGATACTGCAAGTCGGA

184 AGATATCGAATCACATTCTGACAAAGA
(L
5903 AGATATCGAATCACATTCTGACAAAGA

TTAGTGGAAGATCCAGGTTTTGTAGTTTTTHE9

LT R R
TTAGTGGAAGATCCAGGTTTTGTAGTTTTTE542

AGAAACTGAACTGAGACCTTTTCAAAGAAATGCA 510

LR
GAAACTGAACTGAGACCTTTTCAAAGAAATGCA 5602

AAATAAAGTATTAATATTTCCAGTAATACCGAT 450

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|III
TTAATATTTCCAGTAATACCGAT 5662

TTCTATCGTGGCGGATTCTATAATTGGTTTGAA 365

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
TATCGTGGCGGATTCTATAATTGGTTTGAA 5722

CAGCTCCAGGTATCCCAATCTTACTTTTC 305

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
GTATCCCAATCTTACTTTTC 5782

AGGATTCTCTCCATTTGATGGTAAAAGATGTAC 245

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|III
CATTTGATGGTAAAAGATGTAC 5842

TCCGATTATTGATTTTTGGTATCCATGTAACTC 185

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
ATTTTTGGTATCCATGTAACTC 5902

ATATCATAAAGGATGTTATTTCGGACGAGGTGC 125

RN
ATATCATAAAGGATGTTATTTCGGACGAGGTGC 5962

99 TCTCCAACTTTCCTGGAA CTACAACTATGGAGAATTCAGC

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIII|II
CCAACTTTCCTGGAACTACAACTA

Fragment du gene chia-3

Miniprep: 68
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:

Wormbase:

Il
TGG 6017

CACCCCGGGAAAAGAGACTEBBIITTCTTTGCCCACGCTGTTCAAGAAACTGGAGAGAACAACAT 127

[y
14738 GAAAAGAGACTTGGCGGCTTTCTTTG

128 TGCTCTATATGAGTAAGTGCATTTTT

IIIIIII|IIII|IIII|IIII|III
TGCTCTATATGAGTAAGTGCATTTTT

188 CTTTTGGTCAAGTTAGAACCTATAGG

|||I||||I||I|I||I||||I||||
CTTTTGGTCAAGTTAGAACCTATAGG

248 ATGCTTCAAACTGTTTCTACCGTGGA

(o
14918 ATGCTTCAAACTGTTTCTACCGTGGA

308 GTAGCTTTTTGGATCCTAAAACTCCT

IIIIIII|IIII|IIII|IIII|III
GTAGCTTTTTGGATCCTAAAACTCCT

368 CTGCTGGTCTTTATTGTTCTGCTTCT

|||I||||I||I|I||I||||I||||
CTGCTGGTCTTTATTGTTCTGCTTCT

428 CAACAATTTCAAATACTGCTGCTCCA

|||I||||I||I|I||I||||I||||
CAACAATTTCAAATACTGCTGCTCCA

ULLIIIRERERLEREET
CCCACGCTGTTCAAGAAACTGGAGAGAACAACAT 14797

TGCTTTATTGTGTATTGTAAACTTTGAAAATAAT 187

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|IIII
GTATTGTAAACTTTGAAAATAAT 14857

AAAAATCACATTTCCAGCACACTTTCCGATCAAG 247

I|I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||I
TTCCAGCACACTTTCCGATCAAG 14917

GGATTTTATAACTGGTTTGAAGGAGGACCAACAA 307
I(|3!|(|5|w'llllll'l'l'l'lllw'lll,lbl\lkglllll'lGGTTTGAAGGAGGACCAACAA 14977
GGTTATACTCCAGCCGACGGAAATTCATGTGCAT 367

|(|3!l(l.‘-;ll'll'l'll'lw'l'l/uxl(!lll'lyllcl!w(l.l?CCGACGGAAATTCATGTGCAT 15037

GATCAAATAACTTATTTCTATCCATGCTCAAATT 427

LR R
GATCAAATAACTTATTTCTATCCATGCTCAAATT 15097

TATAAAGGATGTTATTTTGGACGTGGAGCCATAC 487

I|I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||I
GITATTTTGGACGTGGAGCCATAC 15157

488 AAATTTCGTACAA CTACAACTACGGAGGATCEZ20

(LT
15158 AAATTTCGTACAACTACAACTACGGA

15183
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Fragment du géne chia-5

Miniprep: 60
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:
Wormbase:
Miniprep:

Wormbase:

CACCCCGGGAAACGAGATTTIBRCTTCTTTGCCCATGCAATTCAAGAAACTGGAGAAAACAACAAC 128

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
CGAGATTTGGCTGCCTTCTTTGCC

129 TATCTTTATACGTAAGTTTTATATAGT

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
3 TATCTTTATACGTAAGTTTTATATAGT

9 TTACTGCAAATGAAATCAAACGTGTTG
I||||I||||I||I|I||I||||I|||

CAAATGAAATCAAACGTGTTG

249 AATACTAAATTTTGTATATTTTTTTCC

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
ACTAAATTTTGTATATTTTTTTCC

309 TAGGGTAACATTTAGTCATGACAATAA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GGTAACATTTAGTCATGACAATAA

369 ATTGTTTCTACCGCGGAGGATTTTATA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GITTCTACCGCGGAGGATTTTATA

429 TAAACCCAGAAACACCTGGTCACTCTC

LT
6943 TAAACCCAGAAACACCTGGTCACTCTC

489 GTTACTGTTCTGCTTCTGATCAGATTA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
TACTGTTCTGCTTCTGATCAGATTA

549 CAAACCCTGCTGCTCCATATAAAGGAT

L
7063 CAAACCCTGCTGCTCCATATAAAGGAT

609 ATAA

I|IIIIIII|IIII|II
3 ATAACTACAACTACGGG 7139

(TR
CATGCAATTCAAGAAACTGGAGAAAACAACAAC 6642

TAAAGATGGAGTACTGTATCGTCCGTAGAGATT 188

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
ATGGAGTACTGTATCGTCCGTAGAGATT 6702

CCAAATAAAACTCTTACTTCTAGAAAA 248

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
AAAACTCTTACTTCTAGAAAA 6762

TTTAAAAACTTTAGAACAGTTTTACGAATTTCT 308

LTy
TTTAAAAACTTTAGAACAGTTTTACGAATTTCT 6822

TTTCCAGCGCGCTTCCCGATCAAGAGGCATCCA 368

AR R
TTTCCAGCGCGCTTCCCGATCAAGAGGCATCCA 6882

ACTGGTTTGAAGGTGGACCGTCAAGTAACTTTT 428

LRk R
ACTGGTTTGAAGGTGGACCGTCAAGTAACTTTT 6942

CAACTGATGGAAATTCATGTACATCTGCTGGTC 488

LT
CAACTGATGGAAATTCATGTACATCTGCTGGTC 7002

CCTTTTTCTATCCCTGCTCCAATTCAACAATTT 548

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
CCCTGCTCCAATTCAACAATTT 7062

GCTATTTTGGAAGAGGAGGAATTCAAATTTCGT 608
TR
GCTATTTTGGAAGAGGAGGAATTCAAATTTCGT 7122

CTACAACTACGGGGGATCE3R

L'alignement des 3 différentes séquences de minipreps avec le génome de C. elegans a permis de

mettre en évidence les 3 génes codant potentiellement pour des chitinases de la famille 19, a savoir

chia-2, chia-3 et chia-5. Le séquencage a permis la lecture de I'ensemble des fragments des génes et

aucune modification n'a visiblement eu lieu.
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Identification des différents génes codant pour des chitinases de la famille 19 chez  A. suum

La présence des geénes codant pour des chitinases de la famille 19 a également été étudiée chez A.
suum (Fig. 27). La réaction PCR a été effectuée sur ’TADN génomique dans les mémes conditions que
pour C. elegans (touchdown PCR 54°- 56T, Fig. 4) avec les amorce s spécifiques (CEchia2.1-2,
CEchia3.1-2 et CEchia5.1-2) pour identifier le géne entier.

£ Margueudr 1 kb Plus DMA (Invitrogen)

1 Contrdle négatif (sans ADM)

2 Contrdle positif — ADMg C. efegans famille 18)
2000 pb >

1600 pb [>

3 chigdpositif — ADMg C elegans
4 chig-2 positif — ADMNg C. efegans
5 chig-3 positif — ADMNg C. elegans
5 chiz=S—ADMNg A suum

1000 pb [> .

7 chig-2 — ADMg A, suum

-] chig-3 — ADMg A, suum

Fig. 27 : Amplification par PCR des genes codant po  ur des chitinases de la famille 19 chez ~ A. suum. Les amorces

utilisées possedent les sites de restriction SnaB | et Not I.

A. suum possede également les genes correspondant a chia-2, chia-3 et chia-5 codant pour des
chitinases de la famille 19 puisqu’'un signal apparait pour chacun des génes testés. Les bandes
obtenues présentent la méme taille que celle obtenue chez C. elegans a I'exception de deux bandes

supplémentaires pour chia-5.

Vu gu'a ce moment de la recherche un géne codant pour une chitinase de la famille 19 de A. suum
(numéro d’'accession AF395836) a été publiée, le séquencage de ces bandes n'a pas été poursuivi
[80].

Isolation de fragments de génes codant pour des chi  tinases de la famille 19 chez H. megidis

Les amorces spécifiques (CEfrachia2res, CEfrachia3/5res, CEfrachia2/3res et CEfrachiabres) pour
identifier la région conservée des genes codant pour des chitinases de la famille 19 sont également
testées sur TADNg du stade larvaire L3 de H. megidis, un ver parasite entomopathogene (Fig. 28).

Les conditions de PCR sont toujours celles d’une réaction de touchdown PCR 54°- 56<C.
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Un signal est obtenu pour I'amplification d’'un fragment de géne avec les amorces spécifiques pour

chia-5. Bien que le signal demeure trés faible, la bande amplifiée est récupérée et purifiée (Fig. 28).

2000pb [>

1600pb [>

A Marqueur 1 kb Plus DA {Inwitrogen)
1 chiz-3 positif —ADMg C elegans
2 chig-Z2 positit —ADMNg . efegans

3 chig-2positif— ADNOg . efegans
1000 pb [>

850 pb [> 4 Contrdle négatif (sans ADM)

5 chig-3—ADMNg H. megicisstade L3

650 pb [> 6 chia-2—ADMNg H. megiclis stade L3

500 pb [> 7 chig-2—ADMNGY H. megiols stade L3

Fig. 28 : Amplification par PCR des fragments de gé nes codant pour des chitinases de la famille 19 che  z H. megidis.

Les amorces utilisées possédent les sites de restri ction BamH |, EcoR | et Sma I.

La bande d'intérét est ensuite intégrée dans le plasmide pGEM-T. La présence de linsert est
confirmée par PCR avec les amorces universelles (M13(-20)f et M13rev) et 2 colonies présentent le

bon profil ; une seule colonie a été envoyée au séquencage (Fig. 29).

A Marqueur 1 kb Plus DA (Invitrogen)
| Clonage avec chig-3
Il Clonage avec chis-2

i Clonage avec chiz-3

Fig. 29 : Contrdle de linsertion du plasmide dans les colonies transformées. Les 2 colonies présentan t le profil

attendu (croix noire et triangle bleu) ont été anal  ysées et une colonie a été choisie pour le séquenca ge

(triangle bleu).
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Alignement aprés séguencage

La séquence obtenue (insert de H. megidis) est ensuite alignée avec la séquence correspondante
disponible de C. elegans (Wormbase). Les tirets (-) signalent le début et la fin des introns dans les 2
séquences. Les différences entre les 2 séquences sont mises en évidence en rouge gras . Les

amorces utilisées sont ici représentées en bleu gras .

chia-5 chez H. megidis

H.megidis: 60 CACCCCGGGAAACGAGATTTIBBCTTCTTTGCCCATGCAATTCAAGAASBIGAAAACAACAAC 128
U (RO dLOOnOn
C.elegans: 6583 AAACGAGATTTGGCTGCCTTCTTTGCC  CATGCAATTCAAGAAAGIAGAAAACAACAAC 6642

H.megidis: 129 TATCTTTATACGTAA -~ GTTTTATATAGTTAAAGATGGAGTACTGTATCGTCCGTAGAGATT 188
LT == (LA

C.elegans: 6643 TATCTTTATACGTAA -~ GITTTATATAGTTAAAGATGGAGTACTGTATCGTCCGTAGAGATT 6702

H.megidis: 189 TTACTGCAAATGAAATCAAACGTGTTG AAATTGCCAAATAAAACTCTTACTTCTAGAAAA 248

m [,
C.elegans: 6703 TTACTGCAAATGAAATCAAACGTGTTG  AAATTGCCAAATAAAACTCTTACTTCTAGAAAA 6762

H.megidis: 249 AATACTAAATTTTGTATATTTTTTTCC TTTAAAAACTTTAGAACAGTTTTACGAATTTCT 308
T TRy

C.elegans: 6763 AATACTAAATTTTGTATATTTTTTTCC TTTAAAAACTTTAGAACAGTTTTACGAATTTCT 6822

H.megidis: 309 TAGGGTAACATTTAGTCATGACAATAA TTTCCAG CGCGCTTCCCGATCAAGAGGCATCCA 368

(LALTHIITEL Rt e == A
C.elegans: 6823 TAGGGTAACATTTAGTCATGACAATAA  TITCCAG CGCGCTTCCCGATCAAGAGGCATCCA 6882

H.megidis: 369 ATTGTTTCTACCGCGGAGGATTTTATA ACTGGTTTGAAGGTGGACCGTCAAGTAACTTTT 428
C.elegans: l|(|5|i|3|5|3|g|Iw'llll'lu(liluul"'lll'TCTACCGCGGAGGATTTTATA wélil'pl(gg'llﬂp'pl(liulwl(li!lGTGGACCGTCAAGTAACTTTT 6942
H.megidis: 429 TAAACCCAGAAACACCTGGTCACTCTC CAACTGATGGAAATTCATGTACATCTGCTGGTC 488
C.elegans: llflilgﬂglll'll'”Alww(lil!ICAGAAACACCTGGTCACTCTC l(!m@:”l“(lilw'lllﬂi!!—I!l/!\lwATTCATGTACATCTGCTGGTC 7002
H.megidis: 489 GTTACTGTTCTGCTTCTGATCAGATTA CCTTTTTCTATCCCTGCTCCAATTCAACAATTT 548
C.elegans: llyfl)lcl)lglll(gl'll'l'll'l/lﬁlxl(llll'll'GTTCTGCTTCTGATCAGATTA gilgl'llﬂll'l'l'l'llﬂll'lyll'll'lw'll'lgl(lllCTGCTCCAATTCAACAATTT 7062
H.megidis: 549 CAAACCCTGCTGCTCCATATAAAGG GIGCTATTTTGGAAGAGGAGGAATTCAAATTTCGT 608
C.elegans: l@I(l)lflilglI!)'!’-I\lﬂwy:(')CTGCTGCTCCATATAAAGG AT|(|3!Eﬁ”ll'w'lll'l'll'l'll'”IUCl-!-l('El-MéBAGGAGGAATTCAAATTTCGT 7122
H.megidis: 609 ATAA CTACAACTACGGGGAATTCASE

(LT
C.elegans: 7123 ATAACTACAACTACGGG 7139

Visiblement la séquence de la région conservée correspond a I'exception de 2 positions pour
lesquelles une mutation a été observée (substitution de G par A et substitution de A par G). Une

séquence correspondant au géne chia-5 est ainsi présente chez H. megidis.

La prédiction de I'épissage se fait sur la base de la séquence de C. elegans et seul une mutation
concerne une région codante. En effet, la premiére mutation se situe en position 1 d’un codon ce qui

conduit a un changement d’acide aminé. La seconde mutation se trouve dans un intron.
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H.megidis KRDLAAFFAHAIQET RENNNYLYT ALPDQEASNCFYRGGFYNWFEGGPSSNFLNPETP
C.elegans I|”|I||I|<|||£“I£I|_IL|\|/|°I\|FFAHAIQET GENNNYLY'E !Alxllyllillgl(glllil/uxllsw(l.l,llgwlgGGFYNWFEGGPSSNFLNPETP
H.megidis GHSPTDGNSCTSAGRYCSASDQITFFYP CSNSTISNPAAPYKGCYFGRGGIQISYNYNY
C.elegans ”lHI|ly5lll-||lg”F’l'|I“E|)”(!,\ISCTSAGRYCSASDQITFFYP IC!@M@I“I@#\IJI':!M@YKGCYFGRGGIQISYNYNY

Les propriétés des acides aminés R et G n'étant pas identiques, cette modification entraine
probablement un changement dans la protéine obtenue. En effet, R posseéde un résidu chargé

positivement alors que G posséde un résidu hydrophobe.

Identification de génes ou de fragments de genes co  dant pour des chitinases de la famille 19
chez B. pahangi et B. malayi

La présence des génes codant pour des chitinases de la famille 19 a également été recherchée chez
les filaires B. malayi et B. pahangi (Fig. 30). La réaction de PCR a été effectuée sur les banques
d’ADNCc (Brugia pahangi dans le phage AUniZap XR des stades L3, L3 3 jours aprés infection (jpi) et
adultes, Brugia malayi dans le phage AUniZap XR de vers L3 3jpi banques provenant de Liverpool)
avec les amorces spécifiques pour lisolation du géne entier chez C. elegans. (CEchia2.1-2,
CEchia3.1-2 et CEchia5.1-2). Les conditions de PCR sont invariables.

Chacun des 3 genes chia-2, chia-3 et chia-5 a été amplifi€ au moins une fois chez B. malayi et B.
pahangi. Un signal a été détecté pour le géne chia-5 dans chacun des stades de B. pahangi et chez
B. malayi. Il semble également que le géne chia-2 ne soit exprimé que chez les adultes B. pahangi et
au stade L3 3jpi de B. malayi. La présence de chia-3 n'a été détectée que chez B. pahangi pour

chacun des stades qui sont L3, L3 3jpi et adulte.

La qualité des banques d’ADNc laissant particulierement a désirer (due a des réamplifications
multiples) et la rareté du matériel n'ont malheureusement pas permis la reproduction de cette
expérience. Cette expérience se basant sur les différents stades de développement des filaires

mériterait toutefois d’étre confirmée et poursuivie.
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A1 2 2 4 5 6 7T 8 9 10 11 12 12

2000pb [>
1600 pb [>

1000 pb [>

A mMarguenr 1 kb Plus DA {nvitrogen) 7 chig-Z2—ADMNc B pahangistade adulte
1 chia=3- ADMNC B.pahangistade L3 g chig-2— ADNMNc B, maiayistade L3 3jpi
2 chizs3-ADNc B pahangistade L3 3jpi o  chiz-3—ADMNe B. pahangistade L3

3 chig=3-ADMNc B pahangistade adulte 10 chig-3—ADNc B. pahangistade L3 3jpi
a4 chig=3—-ADMc B. malayistade L3 3jpi 11 chig=3—ADMe B. pahangistade adulte
5  chia-2-ADMNc B pahangistade L3 12 chig-3 - ADMe B makylstade L3 3jpi
6 chig-2 —ADMNC B, pahang/stade L3 3jpi 13 Contrdle négatif (sans ADMN)

Fig. 30 : Amplification par PCR des genes de chitin  ases de la famille 19 dans les banques d’ADNc de  B. malayi et B.
pahangi. Les amorces utilisées possédent les sites de restri ction SnaB | et Not I.

A1 2 3 4 5 6 7 8 9

500pb  [>

A Margqueur 1kb Plus DNA (nvitrogen) chia-2 — ADMc B. malgyifermelle adulte

1 chis-3négatif—ADMNg C. elegans chia-3—ADKC B malgyifemelle adulte
chia-2 négatif — ADMNg C. elegans chiz-0—ADMg B maiay adulte

chia-2 negatif — ADNg C. elegans chia-2 — ADKMg B maiay adulte

E= N TE R ]
woo - ;m n

chia-8— ADMc B, maky femelle adulte chia-3—ADMg B. malay adulte

Fig. 31: Isolation des génes correspondant aux chi  tinases de la famille 19 chez B. malayi. Les amorces utilisées
possedent les sites de restriction ~ BamH I, EcoR | et Sma I.
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La présence des fragments des genes codant pour des chitinases de la famille 19 a alors été
recherchée dans d'autres banques d’ADNc disponibles pour les filaires B. malayi, femelles adultes et
adultes sans distinction de sexe (Fig. 31) avec les amorces spécifiques a C. elegans (CEfrachia2res,
CEfrachia3/5res, CEfrachia2/3res et CEfrachia5res) pour lidentification de la région conservée des
génes codant pour des chitinases de la famille 19. Une seule bande est présente pour chia-2
correspondant a la taille du fragment attendu d’environ 600 pb (correspondant théoriquement a la
séquence non-épissée) mais une double bande est visible pour les amplifications de chia-3 et chia-5.
La bande correspondant a chia-2 a été découpée et purifiée puis liguée dans le plasmide pGEM-T

dans le but de la séquencer.

En fonction des différentes amplifications obtenues sur les banques d’ADNCc des filaires Brugia spp, un

tableau d’expression est établi pour chacun des stades testés (Tableau 12).

Tableau n°12 : Tableau récapitulatif de I'expressio  n des chitinases des familles 19 chez les filaires B. pahangi et B.

malayi en fonction des différents résultats obtenus par P CR sur les banques d’ADNc.

B. pahangi B. malayi
Larve L3 chia-3 / chia-5 | Pas de données
Larve L3 3jpi chia-3/chia-5 | chia-2/ chia-5

o chia-2 / chia-3/
Adulte (sans distinction de sexe) ] -
chia-5

chia-2 / chia-3/
chia-5

Adulte femelle Pas de données

L'’ADN plasmidique des colonies transformées a été extrait, déposé sur gel d’agarose avant de
sélectionner les 4 candidats au séquencage (Fig. 32). La présence de l'insert a été vérifiée par PCR

avec les amorces universelles et une seule colonie a alors été séquencée.
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La séquence (insert de B. malayi) est ensuite alignée avec la séquence correspondante disponible de

C. elegans (Wormbase). Les tirets (-) signalent le début et la fin des introns dans les 2 séquences. Les

différences entre les 2 séquences sont mises en évidence en rouge gras . Les amorces utilisées sont

ici représentées en bleu gras .

chia-2 chez B. malayi

B.malayi: 659

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

B.malayi:

C.elegans:

CACCCCGGGAAGAGAGATGTAGBTTTTTTGCACACGCTTTGCAGGAGACTGGTGAAAATGATGCA 609

U
5448 AAGAGAGATGTAGCTACATTTTTTGCA

608 AGTGTTTATAA

I
5508 AGTGTTTATAA -

549 AGTTGATTCATATTACCAAATTCAGAA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
8 AGTTGATTCATATTACCAAATTCAGAA

489 CTGTCCTTTATATAGACGTCCCATAGA

I|II|IIII|IIII|IIII|IIII|II
TCCTTTATATAGACGTCCCATAGA

429 CTAACACTTGAACAAGCTCACGAGTGC

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
8 CTAACACTTGAACAAGCTCACGAGTGC

9 CGTGGACCAAACTCTACATTCCTTTCT

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
CCAAACTCTACATTCCTTTCT

309 TTAAAATGAGTTTAAACCTGATATTTC

I|II|IIII|IIII|IIII|IIII|II
AAAATGAGTTTAAACCTGATATTTC

249 TGACGAGGGAAGATACTGCAAGTCGGA
T
5868 TGACGAGGGAAGATACTGCAAGTCGGA

||I||I|I||I||||I||||I||||I||I|I||
CTTTGCAGGAGACTGGTGAAAATGATGCA 5507

-~ GTGAGTTATAAAGATCTTAGTBGATCCAGGTTTTGTAGTTTTFTB50
- I|IIII|IIII|IIII|II|III IIII|IIII|IIII|II|IIII|I

GPBGATCCAGGTTTTGTAGTTTTTIT B567

GAAACTGAACTGAGACCTTTTCAAAGAAATGCA 490

||I||I|I||I||||I||||I||||I||I|I||
CTGAACTGAGACCTTTTCAAAGAAATGCA 5627

AAATAAAGTATTAATAOTCCAG TAATACCGAT 430

(YOI T g L1111
AAATAAAGTATTAATAITCCAG TAATACCGAT 5687

TTCTATCGTGGCGGATTCTATAATTGGTTTGAA 370

||I||I|I||I||||I||||I||||I||I|I||
TATCGTGGCGGATTCTATAATTGGTTTGAA 5747

CCAGCAGCTCCOGGTATCCCAATCTTACTTTTC 310

||I||I|I||I I||I|I||I||||I||||I||
CCAG GGTATCCCAATCTTACTTTTC 5807

-- AGGATTCTCTCCATTTGATGGTAAAAGATGTAC 250

- I|IIII|IIII|IIII|II|IIII|IIII|III
- CATTTGATGGTAAAAGATGTAC 5867

TCCGATTATTGATTTTTGGTATCCATGTAACTC 190

LT IR
TCCGATTATTGATTTTTGGTATCCATGTAACTC 5927
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B.malayi: 189 AGATATCGAATCACATTCTGACAAAGA ATATCATAAAGGATT TATTTCGGACGAGGTGC 130
U N

C.elegans: 5928 AGATATCGAATCACATTCTGACAAAGA  ATATCATAAAGGATITATTTCGGACGAGGTGC 5987

B.malayi: 129 TCTCCAACTTTCCTGGAA CTACAACTATGGAGAATTCAGT

T Il
C.elegans: 5988 TCTCCAACTTTCCTGGAACTACAACTA  TGG 6017

Une séquence correspondant a la région conservée du géne codant pour chia-2 chez C. elegans
semble ainsi conservée et exprimée chez B. malayi uniquement chez les femelles adultes. La
séquence correspond a I'exception de 5 positions pour lesquelles une mutation de bases a été
observée (substitution de A par G, T par C, A par C et G par A ainsi qu'une délétion de T). Une

séquence correspondant a une chitinase de la famille 19 a ainsi été confirmée chez B. malayi.

La séquence obtenue a ensuite été traduite afin de comparer les 2 séquences en acides aminés ; sur

les 5 mutations, une seule d’entre elles se trouve dans un exon et entraine une modification d'acide

aminé.
B.malayi : KRDVATFFAHALQETGENDASVY -- NNTDLTLEQAHECFYRGGFYNWFERGPNSTFLSPAA
(AT ol (T A -
C.elegans : KRDVATFFAHALQETGENDASVY -- NNTDLTLEQAHECFYRGGFYNWFERGPNSTFLSPAA
B.malayi : - PGFSPFDGKRCTDEGRYCKSDPIIDFWYPCNSDIESHSDKEWHRGRGALQLSWNYNY
o T R Om TR
C.elegans : - PGFSPFDGKRCTDEGRYCKSDPIIDFWYPCNSDIESHSDKEWHRGRGALQOLSWNYNY

Une certaine retenue est observée concernant la seconde modification puisque la base perdue
(délétion d'un T) dans une région riche en T peut étre un artéfact. Il ne faut ainsi que considérer les 2

autres modifications.

Les propriétés des résidus Y et C n’étant pas identiques, cette modification entraine probablement un

changement dans la protéine obtenue.

La banque fournie par le Dr Hirzmann est annoncée comme une banque d’ADNc de B. malayi adultes
femelles. Suite aux différents résultats obtenus, il semblerait que ce soit une banque d’ADN

génomique. Il y a ainsi visiblement une erreur d’étiquetage.

Alignement des séquences des chitinases des divers nématodes

Les différentes séquences codant pour des chitinases de la famille 19 chez C. elegans, H. megidis, A.
suum et B. malayi ont été comparées. Cet alignement permet d'observer le haut degré de
conservation dans le codage des chitinases de la famille 19 de ces différents nématodes bien qu'ils

appartiennent a 3 familles phylogéniques distinctes.
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chia-2

chia-2

chi

chia-1
chia-5/6
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malay

chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malay

60
20
AT AA T KT--- TCA25
- 7 AT AATTT -(ECA 58
——————————————————— T A ATTTT. TTTC- TCA40
---------------- T AT ATCCT RCAA TCG43
T T T CG180
TTTCATACACTA T-mmmmm-- C ATTCTCICTIG TCGTTTTGG-AATGCIAGCT 76
ACCAGmmmmmm- C AATGCACTGITGSTCTTTITGRAAACGC-AGIT 109
T ATAACT --------- C ATTCTCTCEGC TG TGCATATGRAATGCAGIT 91
TGAA TGAaT ANAATTTC TCAATCTGAAAA GIT 103
ACTCATATTT-------— C ATTCTATGTGACG TAAACGGICATTCS51
TGC/A TTTT T GATCGTTGG/AGAAAGCCCTGAT 240
TG TCCAAAACCAA--- CCAAATATGGE AAAAGACCTCCSAAATCATGCATCGE (CCAA 133
TGTCCAALACCAG--- CAAAATTTGGAACGGACACCAAAGTCATGCATATACCTA 166
TGTCCAAAACCTG--- CCAAGTATGGACAGG-CCICCACAATCATGCATCAACCAA 148
T AA GIGTCCAAAAG (GG AATGGACT CCS/AATCATGCATCC CCCAA 163
C CAG-- ACATTTGG ATCGGAC-CCA TGICCACCACCT T 109

CCCCAACAT-- CC TATGG AACGrACCC G/ACA TGICCTCAACCTT 298

CCGACCCAAATAATCTGCU GCTTCAAAACTAGAATCCTGGTTCABGAGAAATGTTTG 193

GACCCAAACAATAAGCQG\GCTTCT CACCTAGAATCCTGGTTCABGAGAAATGTITG 226
CTGACCCAAACAATATGCU GCTTCTCAATTAGAATCCTGGTTCABGAGAAATGTITG 208
CCGA CCAAATAATCT TCCT GCTTCAAAACTAGAAT-CTGGTTCACAGAGAAATGTITG 223
CCGA CC-AACAAT TTGCQCCATCCCAACT TGAACTTGGTTTACCAAAGACCTGTTCG 169
CTGA CAAATCAGTTCCAAACTCT CCACTCGAAAATGGTTTACAAAACAAATGTITG 358

AAGA CCTATTCCCATTICCAATCTTGBTGEGGCCATCGAGI TGCTGGCCATATTCIT 253

AAGA CITGITTCCATCGC\AATCTTGBTGASGGCCSTCAGCTGCTGGCCATATTCIT 286
AAGA CCTATTCCCATTGC AATCTTGBTGEGGCCITCAAGI TGCTGGCCATATTCCT 268
AAGA CCTGTTCCCATTGC AATCTTGBTGASGGCCITCAAGI TGCTGGCCATATTCIT 283
A GAICTTTTCCCAATGCAATATTGG TGGGG CCAAACAAATGCTGGCCATATTCAT 229
A GACTTATTTCCAAGICAAATATTGRAANTGGGCC TGCT ACCSTACTCAT 418

ACGAT GC\TTTAAAATTGCATCCAGIACTTTCCAGAATTTGAACTTCG ATTAATGTS312

ACGAT GATTTAAAATTGCATCCAGTATTTTCCAGACTTTGRACTTCT- CTTAATGT: 345
ACGAT GO TTCAAAATTGCATCCAGIATTTTCCAGAATTTGAACTTCG ATCAATGTS 327
ACGAT GITTTCAAAATTGCATCCAGTACTTTCCAGAATTTGAACTTCG- ATCAATGT. 342

A GANGCATTCGTCATTGCS (CACGITATTTCCCAGCATTTGGACCTC-- ATCAC(G- 285
A GAATCTTTTATAATCGCI CCTCGATACTTTCCCGACTTTGACCACCACATCCAAATA 478
AATAATA
AATAACACCAGIATA GGACGAGAATAACAAAC
AA A
AATAATACCTGIATA GGA\TGAGAATAACAAA (ﬁG
AACAATACTATGTATA GCATGAAAATAACAAACEA
--AA TACTGTGCATA GGRAGAGAATA
AACAAT TCAALGC T------- G ATGAGCATCATAA
AA
TCC331
CAACAACTATCTTTATACTAA----C | TTCCC 459
ACAACAACTATCTT TATACCTAA----C | TTCCC 81
CAACAITGICTATAT! A--C | TTTCC441
A TT ACAT---------- C ;TCC 450

2z

T
T TCTAC BGGEC--- CT 399
T CAACTCT TTATA TACCGATCTAACA 591
TCGATE@AAGTA@TTATAATAATACCGACTAACA 87
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chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malay

chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malayi

chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malayi

chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malay

chia-1
chia-5/6
H.megidis
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2
B.malayi

chia-1
chia-5/6
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
chia-3
chia-4
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
chia-3
A.suum
chia-2

chia-1
chia-5/6
chia-3
A.suum
chia-2

GA

GA
GA
GA
GA
G

TCA-GATGC TCAAACTGITICT.
TCAAGACGQATCCANTTGITYCT.
TCAAGACGQATCCANTTGITCT.

OGTGARAGGATTTATAACTGGTTTGABGAGG:> 390
OG_CGAGGATTTATAACTGGTTTGABGTIGA 519
OGCGAGGATTTATAACTGGTTTGABGTGA 141
TCAAGATGC TCAAACTGI TIICTAJEGTGARAGGATTTATAACTGGTTTGABGAG@A 501
TCAAGATGATCAAACTGT TIICTACBCGTGARAGGATTTATAACTGGTTTGAAGAG@A 510
TCAAGAAGAAACCACTGITACTATAGEGG GGATLTATAAITGGTTTGABGIGG 459
TCAACAAGCT CACCA Tgl'mﬁCTA EGI'GG GGATLTATAAITGGTTTGAAGTG@ 651
TCAACAAGCT CACCAGT CTAT@GTGG.GGATLTATAAITGGTTTGAAGTG@ 147

CCAATAAQJACCTTTTTGCACCCT AIBACTCCTGATA CCA'CCGACGGARTTAR 450
CCSTCAA CTTTTTAARCCCAGRACACCIGE CACTOICCACTGATGRARTTCR 579
CCSTCAA CTTTTTAARCCCAGYRACACCTIGA CACT®ICCACTGATGGAARTTCOR 201
CCAACAAQIACCTTTTT A CCIAAACTCCTGATA CCASCCGACGGAARTT R 561
CCAACAAQUACGCTTTTT !QCIZC MACTCCTGGATA CCASCCGACGGARCTOA 570
CQAA AGITTCCT AQCCGA a_ [CICCTGGTA CCAAGATG@RA 519
CQAA PACATTCCT CCAG.V“ CICCAGG\T CECCA TGATGG AL 711
CQAA WACATTCCT CCAGCRCCICCAGG T TCTHICCA TTGATGG A fa 207

[TTCTATCQATCC 510
[TTCTATCCCTGC 639
TTCTATCCCTCC 261
[TTCTATCAATCC 621
TTCTATCAATCC 630

TGTASATCTECTGG CCTTACTGITCTGCTTCTGAT@ACATTACCT
TGTASATCTECTGAE CCTTACTGITCTGCTTCTGATQCATTACCT
TGTUOATCTECTGG CTTTATTGITCTGCTTCTGAT@AAATAACTT.
TGTCSATCTTICTGA@ CTTTATTGITCTGCTTCTGATAAATAACTT.

TGT@TC €CTGG CTTTATTGTTCTGCTTCTGAT@AAATAACTT

TGTA ECCGG\ATATATTGITCAICATCT ACATCAGTACTGATATCQATGC 579
TGTA® RACGG TACTG CGGA ATTCGATTIPTCTATCATGI 771
TGTAS ACGG TACTG CGGA ATTGATTIHTGATATCAATGI 267
TCAAATTCAACAGTAJICANRT AT[€CT--- GCTCCATATAAAGGATIETTATTTTGJACGT 567
TCCAATTCAACAATTICAARCCISTIECT--- CCTCCATATAAAGGRATIECTATTTTGURAGA 696
TCCAATTCAACAATTYICAANRC(IOTIECT--- GCTCCATATAAAGGSTECTATTTTIGAAGA 318
TCAAATTCAACAATTYCAARTAGTIECT--- GCTCCATATAAAGAATETTATTTTGUACGT 678
TCAAATTCAACAATTIICAARC/@TETT--- GCTTCCCATAG/GAATECTATTTTGURCGC 687

TAGTACTGAG(CAA--- TTAAT--- GCOATTATACTGG TECTATTTIGG AGA 633

GAAT
GAAT

C ATCG ECAGNT EE ATAAAGGATIETTATTTOGURCGA 831
C ATCGAICATRT Tl8Te ATAMGRATATTATTTCGAACGA 327
GREC ATTCﬁATTTCIBTAOAACTACA S TACGG CAATTCCAAGATTGG TTGACAACT 627
GONECAATTC %TTT(IETA AACTACABTACGGACTTCCAAGATTGGTTGAATCT 756
G

€ CAATTCANATTTOGTATAACTACASTACG G --rnrmrmrmrmememememenen 354
ECCATAC AﬁTTT(IETACAACTACA 8 T ACGG CAATTCCAAGATTGGTTGACAACT 738

@

GGACAATTCARATTTOGTACAACTACABTACGG\CAATTCCACGATT--- ACAACA 744

GAECA TTCAATTTCATACAACTACAATACGG CAATTTCAACATTGGTTACAACT 693
GG €CTCTCCARCTTTCCTGAACTACARTAT GGEC TTTOCAACACT TTCTGC TCACA 891
GG €CTCTCCAACTTTCCTG AACTACATAT GGG --nemmrmemememmmeneas 363

TAAATATTAAAGT GAT TTATTAAAGAACCAAATCT TGTAATGACRAAATGGATCA 687
TAAATATTACAGTTGAC TTATTCAAAGAACCAAATCT TGTAATGACRAAATGGATA 816
TAAATATTAAAGT IGAT TTATTAAAAGAACCAAATCT TGTAATGACRAAATGGATEA 798
TCAAAAALAAAACT AA-----TAA C TITCACACTTACTITATTG CA 799
AGTATCAATGTCAATCTTCTAGC@GAACCTAATCTAGTT TTAACCAAAATGGATEC 753
A FBCAAAGT GAI CTAAT TCAGAATCCAAATCTAGTTATGACAAAATGGAT@A 951

CAACTTECCA TCTCECTTCICTTTGGTLTATATGACGCCICAACCACGAAACC\CCA 747

CCACTTGCGATTATCECTTCICTTTGGTTTACATGACG CCICAACCACCEAAACC\CCA 876

CAACTTECCA TCTCECTTCICTTTGGTT TATATGAGCCICAACCACCAAACC CCA 858
AGTGTICCG CT 819

CAATTACCA GO TACTTCATTATGGTIETATATGAC CCACAACCACEAAACC.CCT 813

CCACTTGCAATGATCGCATCT TTGTGGTT TATATGAC CCICAACCACEAAACC TCA 1011

ATGCAGATATTCTAATCGG\AACTGGAA
ATGCAGATATT ITAATCGG\AACTGGAA
ATGCAGATATTCTAATCGG\AACTGGAA

TGG\CCACAGAAT
TGG CCACAGAAT
TGG\CCACAGAAT

GCASCIG@ATAT 807
GCASC GQATAT 936
GCASCIG@ATAT 918

ATGCAGATATTATAATCGG TGGAACCTGG\CCASTGCA GC-GC.GG TAT 873
ATGCACAAATACTAACCGG.CACTGGAA CAAAGAAT AGC_GGTAT 1071
ATGARACCAATCTTTGG CCAAC TCATCATTAACAATGAATGT CTGRAGAAGATB67
ATGGCCAATCTTTGG\CCAAC TAATCATTAATAATGAATGT CTGRGAAGADI6
ATGARCCCATCTTTGGCCAAC TCATAATCAACAATGAATGT CTGRGAAGAD78
GACCCATCTTTGG\CCAAC TCATCATCAACAACGAATGT(TGRGAAGAD33
AAGARCCTATITTTGGCCAAC TTATAATCAATAATGAATGT T GG GAAGATL131
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Fig. 16 :

CAAC/AATCCAGRAGG CCAGGAGATCTAGAAGAATCAACGAATTCAAATGGTTCAAT 927
CAAAAAATCCAGARAGG\CCAGGAGATCAAGAAGAATCAACGAATTCAACTGGTTCAAT 1056
CAAC/AATCCAGARAGG CCAGGAGATCTAGAAGAATCAACGAATTCAAATGGTT TGT 1038
CCAGTAACCCAGG GG'\CCAGGAGAAT CGT CGAATCAAAGCSTTTAAATGGTT TGT 993
CA ACCCIGAAGG CC_GGAGATCTCGAAGAAT AAAGAATTCAAATGGTTTCT 1191
TATTTTG CCCGTTGGCCTGAGCATACAI TGTCCTGT AAAA--------- 978
TACTTTG CCIGTTGGACCTGA ACAQCTCITGTGAAAALATGC 1116
TACTTTG CC GG\CCCGAGS CACCCTCTCITGTAAAAACATGC 1098
TATTTCG CCCTATGG AG ACT TTCATGCAAAGATATGC 1053
TACTT CCAGTTGCCTCCGAGAGAACAT TGTAAAGG/ATGC 1251
TGA T A FTATCAACCIAATTGG TGGAAAL038
TTAA . A TTATCAACCICATTGG TGGAAALL76
TGA T A TTATCACCCICATTGG TGGAAAL158
TTCA T A FTACCAACCSATTGG TGGAAALL113
TCCA T A TTGCCATCCACATTGG TGGAAAL311
GAACCATGI CATTGTGCCCIGCGAG TTATGGAGG\CTT GT TACTATGACCCA 1098
GAACGATGT CACTGTGC CCIGC\AG TTACGGAGG\CTCCT TATTTTGATCCA 1236
GITCCATG TGTGGCCAGC_AG TTATGGAGG CTCAT TATTATGATCCI 1218
GACCCSTGCCAATGTGACCAGC-ACATACGCAGG ATC AT JACTTCGATCCA 1173
AATCCTGICATTGTGOCC=GC TATGGIGG CCACT TACTACGATCCS1371
TATTATCCA TTTGCAGC CACAATGA AATCGCA TGTAT 1158
ACTATTACCCK TTTGI TGC CAAAACGA AATCCCA TGTAT 1296
ACTACTATCCA TTTGCTGC CACAACGA AACCGIA TGTAT 1278
ATTATTATCCA ATCGITGC AATGA AATCGIA TATGT 1233
A TATCCK ATT CAAAACGA AATCG AGTGT 1431
TTTATGCAAAACCA CAATGTA AT GGA ACTTCTCCATGI CTTAAT 1218
A TTTATGC/AAATCCA CAATGTA ATGGAT, AATTCATTATGCCT TAAT 1356
A TCTATGCCAACCCA CCATGTA ATGGAT, ACTTCTCCATGCTTAAAT 1338
A TCTATGACAATCCANGTATGTA ATGGIT CATGI CTTCAA 1293
A TCTACGAAAG(CCASAACAT TTGAT! AACTCG(CTTGCTTCAAG 1491
ACTAA 1224
ATTCA 1362
ATTAA 1344
ACGACACGATCGAGGGAAGTGGTACCAAGTAA--- 1326
ATAAA 536
Alignement des différentes séquences nucl  éotidiques codant pour des chitinases de la famille 19 chez les

nématodes C. elegans (chia-1 / chia-2 / chia-3 / chia-4 / chia-5/6), H. megidis , A. suum et B. malayi. Le
niveau de conservation est mis en évidence de lama  niére suivante : 100% d'identité entre les 8 séquen  ces
comparées en bleu gras , 87.5% en [ RNAELE. 75% en gris écrit en noir, 62.5% en noir gras et 50% en
noir. Les séquences avec des homologies plus faibles ou sans homologie sont inscrites en . Les
séquences de C. elegans et A. suum proviennent des bases de données et les séquences de  H. megidis et
B. malayi ne correspondent qu'aux fragments amplifiés de la région conservée et non pas a la séquence
compléte.

Cet alignement permet de mettre en évidence 2 zones fortement conservées pour I'ensemble de ces 8

séquences entre les positions 100 a 319 et 390 a 450 en prenant comme référence la séquence chia-

1. La séquence chia-1 présente quant a elle une délétion entre les positions 319 a 329 avec toutefois

la présence de 9 bases dans l'intervale. Il est également possible d'observer que la séquence chia-2
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se trouve plus proche des séquences de H. megidis et B. malayi que des autres séquences de C.
elegans. La séquence de B. malayi se démarque plus fortement des 7 autres séquences, a I'exception
des 2 zones de forte conservation. Les séquences de A. suum et H. megidis quant a elles sont plus
proches des séquences de C. elegans. La comparaison des séquences compléetes provenant de C.
elegans et d’A. suum, montrent la grande conservation entre ces 2 espéces. Les différences se
manifestent également par les espacements (gap) propres a chacune des séquences ; H. megidis et
B. malayi semblent en effet en posséder plusieurs : positions 66, 166, 219, 225 et 243 chez H.
megidis et positions 44, 63, 75, 151 et 205 chez B. malayi. L’espacement en position 219 pour H.
megidis et 205 pour B. malayi concerne également la séquence chia-2 de C. elegans en position 432.
Les séquences chia-2 et B. malayi présentent encore une insertion d’'un codon aux positions 456 et
666 de chia-5/6.
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Expériences pour exprimer des chitinases codant pou r la famille 19:

a) Induction des protéines codant pour des chitinas es de la famille 19 dans le systéme des
levures (systéme eucaryote)

Les genes entiers chia-2, chia-3 et chia-5 une fois séquencés ont été ressortis du vecteur pPGEM-T par
digestion avec les enzymes SnaB | et Not | (Fig. 33). Trois produits de digestion sont alors visibles : le
vecteur contenant encore l'insert est représenté par la bande la plus haute. Les 2 autres bandes
représentent le vecteur vide et I'insert. Les 3 niveaux étant bien marqués, la digestion s’est déroulée

correctement bien que pas complétement.

Vecteur pPICEK digéré
Wecteur pGEM-T contenant linsert

Weceur pFEM-T =sans insert
20000b  [>
1600pb  [>

Insert chiz-2 digéré
Insert chia-3 digéré

Insert chiz-5 digéré

A Marqueur Tkh Plus DRA {nvitrogen)
1 Clone contenant linsert cfva-2
Clone contenant linsert cfig-2
Clone contenant linsert cfg-3

Yecteur pPICIK

£ TR )

Fig. 33 : Résultats de la digestion des différentes constructions (pGEM-T + insert) et du vecteur pPIC 9K avec les
enzymes de restriction SnaBI et Notl.

Fig. 34 : Carte du vecteur pPIC9K utilisé pour I'ex  pression des protéines chez les levures  P. pastoris |
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Le plasmide pPIC9K (Fig. 34), vecteur d'expression fonctionnel dans les levures, a également été

digéré dans les mémes conditions afin de I'ouvrir et de le rendre compatible avec les différents inserts.

Les différents inserts digérés ainsi que le plasmide pPIC9K ont ensuite été purifiés avant la ligation
(Fig. 35).

A1 2 3 4

A Marqueur Tkb Plus DMA (Invitrogen)
1 Ingert chig-2 purifié

2000 pb
1600 pb 2 Insert chia-3 purifié

3 Insert chia-5purifié

4 Plasmide pPICSK purifié

Fig. 35 : Purification des différents inserts corre spondant aux génes entiers  chia-2, chia-3 et chia-5.

Afin de vérifier que la ligation est bien correcte, les plasmides pPIC9K + inserts ont été testés par PCR
avec les amorces AOX spécifiques pour le vecteur pPIC9K. Les amorces AOX dessinées en amont et
en aval du site d’insertion permettent d’amplifier une région correspondant a un segment du plasmide

de 492 pb sans insertion.

850 pb
P [> A Marqueur 1kb Plus DA (nvitrogen)

1 Clone contenant l'nsert chis-2
2 Clone contenant l'insert chia-3

500 pb [> 3 Clone contenant l'insert chiz-3

Fig.36 : Amplification des nouvelles constructions avec les amorces AOX spécifiques au vecteur pPIC9K.

Chaque amplification a donné un signal PCR a 492 pb ce qui met en évidence la non-insertion de
géne codant pour des chitinases de la famille 19 (Fig. 36). Les vecteurs transformés ne possédent

donc pas l'insert.
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Les conditions de ligation ont alors été variées afin de favoriser l'insertion des génes entiers. La
concentration d’insert est généralement 5 fois plus concentrée que le plasmide mais un essai avec
une concentration d’insert 2 fois plus concentrée a également été tenté. Les nouvelles constructions
ont ensuite servi a la transformation de bactéries des 2 souches de cellules compétentes différentes
DH5a et JM109 compatibles avec le plasmide pPIC9K testées ici. Les colonies obtenues aussi bien
pour DH5a que pour JM109 ont particulierement mal poussé voire pas poussé du tout. Ces 2 types de
bactéries présentent en effet les mémes mutations de base qui permettent la transformation avec le
vecteur pPIC9K. Cette étape a été répétée plusieurs fois afin de vérifier que les probléemes de
croissance des bactéries sont bien liées a I'insertion du plasmide contenant le fragment désiré et non
pas liés a des facteurs extérieurs comme la température, le temps d’'incubation ou le milieu utilisé. Les
multiples essais ont tous montré des problémes de croissance des bactéries transformées seulement,

le contrdle (bactéries transformées avec le vecteur vide) poussant normalement.

Afin d'éviter I'étape dépendante des bactéries, les constructions ont également été introduites
directement dans les levures par électroporation. Aprés une incubation de 72 heures, aucune
croissance des levures transformées n’est observée sur les boites de milieu. Cette derniere étape n'a

cependant été réalisée qu’'une seule fois et nécessite d'étre répétée.

b) Induction des protéines codant pour des chitinas es de C. elegans et de B. malayi dans le
systéeme bactérien (systéme procaryote)

La transformation avec le géne entier dans le systéme eucaryote ayant échoué, 'induction a ensuite,
bien que contre tout bon sens, été testée dans un systéeme bactérien (systéme procaryote). Les
fragments amplifiés de la région conservée (contenant un intron) ont ainsi été séquencés puis
ressortis du vecteur pGEM-T par digestion avec les enzymes de restriction BamHI, EcoRI et Smal.
Les différents fragments correspondant a la région conservée des chitinases de la famille 19 ainsi que
le plasmide pGEX-3X (Fig. 37) obtenus apres digestion ont ensuite été purifiés puis ligués. Le
déroulement de ces mémes étapes avec B. malayi présente toutefois un intérét puisque les fragments

sont amplifiés a partir de banques d’ADNc.

Les nouvelles constructions pGEX-3X + fragment ont ensuite servi a transformer par choc thermique
les cellules compétentes E. coli BL21. Les différentes étapes de transformation des bactéries se
passent facilement. Une vérification de la construction a donc été effectuée sur les plasmides intégrés
dans les bactéries. Cette confirmation se fait par 'amplification d’'un segment du vecteur pGEX-3X
avec les amorces spécifiques au plasmide (pGEX5' et pGEX3’) donnant un signal de 155 pb environ
sans insertion. Les vérifications des constructions confirment ainsi I'insertion du fragment de chitinase
de la famille 19 de C. elegans et B. malayi. En effet, un signal clair est obtenu pour chacune des
transformations correspondant bien a environ 600 pb correspondant a la construction pGEX-3X +
insert (Fig. 38).
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Factor Xa

lle Glu Gly ArngGl\,r lle Pro Gly Asn Ser Ser
ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GGG, AAT TCA TCG TGA CTG ACT GAC

BamH I g1 EcoR | Stop codons

Tth111 |
Aatll

Bsphl |

pSj10ABam7Stop?

Pstl

PGEX
~4900 bp

Mar |

EcoR V
BssH Il

Apal
BStE I pBR322

arl

Ml d

Fig. 37 : Carte du vecteur pGEX-3X utilisé pour I'e xpression des protéines dans les bactéries |

Lors de I'incubation des différentes cellules compétentes transformées, des probléemes de croissance
sont observés. En effet, la croissance des bactéries s’arréte aprés quelques heures ou ne s'amorce
méme pas. L'utilisation ici d'un fragment comportant un intron représente en effet sans doute un
obstacle. La répartition du site catalytique sur 2 régions distinctes séparées par un intron ne permet en
effet pas linduction de la protéine dans un organisme procaryote. L’induction des protéines
proprement dite semble étre une étape cruciale. Il se trouve cependant que ce méme comportement
est observé pour les clones possédant I'insert provenant de B. malayi ne comportant pas d’intron. La
croissance des bactéries n'étant également pas possible, il semble que les chitinases de la famille 19

présentent un probléme de toxicité pour les bactéries transformées.
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20000b >
16000b >

5000h [>

A Margueudr 1kb Plus DMA {Invitrogen)

1 Contrdle négatif sans ADN

2 Fragment chiz-0— ADMNg C. efegans

3-4 Fragment chiz-2 —ADMNg C. efegans

4 Fragment chiz-3 —ADMNg . elegans

6 Fragment chiz-2 — ADMNe B, malay fermelle adulte

Fig. 38 : Amplification des nouvelles constructions

avec les amorces pGEX.
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Analyse des séquences codant pour des génes de chit  inases chez C. elegans

Phylogénie

Pour observer le degré de conservation entre les différentes séquences de chitinases de la famille 19
chez C. elegans, le pourcentage de similarité a été établi entre les différentes séquences (Tableau
13). La représentation phylogénique permet ainsi la visualisation des ressemblances entre les

différentes séquences, respectivement des divergences (substitution d’acides aminés).

Tableau n°13: Tableau présentant le pourcentage de similarité entre les différentes séquences en acid  es aminés
des chitinases de la famille 19 chez  C. elegans .

chia-1 chia-2 chia-3 chia-4 chia-5 chia-6
chia-6 79% 52% 78% 59% 100%
chia-5 79% 52% 78% 59%
chia-4 55% 38% 63%
chia-3 84% 55%
chia-2 55%
chia-1

L'arbre considéré est un arbre non enraciné obtenu a I'aide de la méthode Neighbor-Joining (NJ) qui
est un moyen de visualiser les distances entre les différentes séquences des chitinases de la famille
19 (Fig. 39). Le faible taux d’homologie (38%) entre les 2 séquences chia-2 et chia-4 est reflété par
leurs positions aux antipodes I'une de I'autre. Par contre, les séquences chia-6 et chia-5 avec leur
analogie de séquence de 100% sont tout naturellement retrouvées sur la méme feuille. La filiation
entre les différentes séquences ne peut cependant pas étre établie.

Cette étude phylogénique est certes succincte mais elle permet de mettre en évidence les variations
de séquences entre les différentes séquences de genes codant pour des chitinases de la famille 19
chez C. elegans. Cette premiére étude est en parfaite adéquation avec les données obtenues par
Kawase lors de ses études des chitinases de la famille 19 et plus particulierement chez Actinobacteria
[79].
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Fig. 39 : Evaluation du taux de similarité entre le s différentes séquences de chitinases de la famille 19. Les feuilles

représentent les différents génes et chaque branche est graduée.

Les différentes séquences d'acides aminés des chitinases de la famille 19 sont alignées avec Clustal

W [http://www.ebi.ac.uk/clustalw/] afin de pouvoir comparer les séquences connues de chitinases de

chacune des classes | (orge Hordeum vulgare, riz Oryza sativa, vigne Vitis vinifera), classe Il (orge,
arachide Arachis hypogaea, pois sabre Canavalia ensiformis) et classe IV (arabette Arabidopsis
thaliana, riz) des plantes ainsi qu'une séquence de chitinase de bactéries (Streptomyces griseus). Ces
alignements permettent la comparaison des différentes séquences de chitinases de la famille 19
provenant des plantes, des bactéries et les séquences de chitinases de la famille 19 des nématodes
C. elegans et A. suum (Fig. 40).
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chia-1

chia-3

chia-5/6

chia-2 511
A.suum +441

Fig. 40 : Les acides aminés sont mis en évidence en  fonction de leur conservation. Les identités sont représentées en
bleu gras . Les acides aminés présentant les mémes propriétés biochimiques (similarités) sont écrits en blanc
: E-D, T-S, K-R, Y-F-W, I-L-V-M et Q-N-H. Le site ¢ atalytique composé de 2 régions est indiqué en
rouge gras . Quatre régions conservées des chitinases de la fa  mille 19 sont mises en évidence avec la ligne
orange ** et seront nommées C1, C2, C3 et C4 . Trois ponts disulfures semblent encore conservés c hez les

plantes et les nématodes ( ).

Cet alignement permet en effet de mettre en évidence les identités et les similarités entre les
différentes séquences codant pour des chitinases de la famille 19. L'observation détaillée de cette
comparaison met en évidence nette la répartition entre les chitinases de la famille 19 provenant des
plantes et des bactéries et celles provenant des nématodes. La région catalytique semble
particulierement conservée chez tous les organismes avec comme site catalytique HET et E chez les
plantes et les bactéries et QET et E chez les nématodes. Visiblement, chia-1 présente une région
dégénérée ne contenant pas le site catalytique. Une premiére région semble étre spécifique a la
chitinase bactérienne de S. griseus, des positions 91-103 Plusieurs régions d’espacement (gap)
semblent également propres aux plantes et aux bactéries principalement encadrant le site
catalytique : une zone en amont, une zone intermédiaire et les autres zones en aval (tirets magenta).
Quatre régions semblent encore spécifiques aux chitinases de la famille 19 classe IV regroupant les
chitinases de plantes (A. thaliana IV et O. sativa IV) et la chitinase de S. griseus représentées ici par
des tirets jaunes. En effet, la région d’espacement intermédiaire (comprise entre le site catalytique)
débute avant et se termine aprés pour les chitinases de la famille 19 classe IV (postions 139 chez A.
thaliana IV, 94 chez O. sativa IV et 149 chez S. griseus). La région spécifique suivante se situe aux
positions 224 pour A. thaliana IV, 179 pour O. sativa IV et 237 pour S. griseus. La derniere
particularité des chitinases de la classe IV se retrouve au C-terminal de la séquence avec le dernier
résidu cystéine. La zone de fixation semble également différente selon les organismes. Les
séquences des nématodes se terminent effectivement bien au-dela de celles des plantes et des
bactéries. Les séquences codant pour des chitinases semblent ainsi trés variables selon les
organismes. Un nouvel alignement est alors effectué ne rassemblant cette fois que les séquences

codant pour les chitinases de la famille 19 chez les nématodes (Fig. 41).

Un alignement est alors effectué rassemblant cette fois uniguement les séquences codant pour les
chitinases de la famille 19 chez les nématodes.
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chia-1

chia-3

chia-5/6

chia-2 F
A.suum F

PER
SJORCDCAPARYG(FLEYYD
SKPCOCAPATVAGIV|zYFDH

chia-1
chia-3
chia-5/6
chia-2
A.suum

Fig. 41: Les acides aminés sont mis en évidence en  fonction de leur conservation. Les identités sont représentées en
bleu gras . Les acides aminés présentant les mémes propriétés biochimiques sont écrits en  [oJEIIEIVIgR{e]qls!
: E-D, T-S, K-R, Y-F-W, I-L-V-M et Q-N-H. Le site ¢ atalytigue composé de 2 régions est indiqué en rouge
gras. Les 4 régions conservées des chitinases de la fam ille 19 sont mises en évidence avec la ligne orange

~

La premiére région, généralement composée de 10 a 30 acides aminés non-polaires et aliphatiques,
constitue le signal peptide. Le domaine catalytique commence juste derriere contenant le site
catalytique QET et E. La particularité du site catalytique des chitinases de la famille 19 consiste en 2
régions distinctes formant un site actif lorsque la protéine se retrouve dans sa conformation
tridimensionnelle. Celui-ci est conservé dans toutes les séquences a I'exception de chia-1 chez C.
elegans qui présente sans doute une séquence dégénérée. Des résidus cystéine semblent conservés
en C-terminal chez les nématodes, au nombre de 6 pour C. elegans et 7 pour A. suum. Trois ponts
disulfures semblent également conservés, structure tridimensionnelle de stabilisation. Les régions de
trés forte conservation (C1, C2, C3 et C4) concernant I'ensemble des chitinases de la famille 19 (ligne
ondulée orange) semblent ici cotoyer 3 régions conservées spécifiques aux nématodes qui ont été
nommeées N1, N2 et N3 (ligne ondulée magenta). La premiére séquence N1 comprend 54 acides
aminés, N2 en contient 30 et la séquence N3, 21 acides aminés. Ces différentes régions,
généralement conservées pour les 8 séquences de chitinases de la famille 19 chez les nématodes
montrent une trés grande similarité entre elles. La conservation au sein des séquences codant pour
des chitinases de la famille 19 chez les nématodes est ainsi tres forte bien que C. elegans, B. malayi,

H. megidis et A. suum ne proviennent pas de la méme famille selon la systématique.

Profil d’hydropathie

Les interactions entre des acides aminés hydrophobes et hydrophiles stabilisent la structure tertiaire

des protéines. La valeur d’hydropathie de chaque acide aminé est définie entre -4.5 et 4.5 sur une
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fenétre de 8 acides aminés ; plus la moyenne est élevée plus la séquence est hydrophobe. Le
domaine transmembranaire est quant a lui prédit par un plateau présent au-dela de 1.8 (Fig. 42
indiqué par la ligne rouge).

Les séquences codant des chitinases de la famille 19 chez C. elegans présentent toutes un profil
généralement hydrophile avec au départ quelques acides aminés hydrophobes (moins de 100
correspondant au peptide signal) (Fig. 41). La trés grande conservation observée dans I'alignement
des différentes séquences de chitinases de la famille 19 se manifeste également dans I'analyse de
I'hydropathie. En effet, les 5 protéines semblent ainsi construites sur le méme schéma. La séquence
des acides aminés posséde en effet les mémes propriétés et aucune de ces différentes séquences de

chitinases ne présente de domaine transmembranaire.
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Kyte=Doolittle Hudropathy Flot

%[ J y ] Fig. 42 : Graphiques de Kyte et Doolittle calculé p  our

3 H 1 chacune des séquences de chitinases de la

o
T
L

famille 19. L’abscisse représente la position
oot o N TR N Rk .' 1 de chacun des acides aminés et I'ordonnée

porte la valeur d’hydropathie de chacun

d’eux.

e) Protéine chia-5/6

Analyse des profils protéigues des chitinases de la famille 19 chez C. elegans

Deux grands groupes de comparaison existent pour l'analyse des domaines de protéines: les
domaines Pfam (Protein FAMily) et les domaines Smart (Simple Modular Architecture Research Tool)
qui rassemblent une collection de familles de protéines diverses pour lesquelles de multiples
informations sont disponibles (alignements, distribution au sein des especes et modélisation). En effet,
les domaines répertoriés sont annotés en fonction de leur distribution phylogénique, de leur classe

fonctionnelle et de leur structure tertiaire.

Les domaines Pfam/Smart ont alors été recherchés dans les séquences de chitinases de la famille 19
afin de prédire la structure et la fonction de ces protéines. Cette recherche se fait a I'aide des globplot,
programme de comparaison entre la séquence donnée et les différents domaines (Pfam/Smart), afin

d’identifier les motifs connus et les régions ne contenant apparemment aucun domaine identifié.

Les globplot des protéines chia-1, chia-2, chia-3 et chia-5/6 présentent tous des homologies avec le
domaine catalytique glyco_hydro_ 19, spécifigue aux chitinases de la famille 19. Pour les protéines
chia-3 et chia-5/6, un peptide signal a méme été retrouvé au début de la séquence. En ce qui
concerne la protéine chia-4, sa séquence incompléte ne permet pas de trouver d’homologie avec un

guelconque domaine Pfam ou Smart (Fig. 43).
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a) Protéine chia-1 b) Protéine chia-2
Homologie avec le domaine glyco_hydro_19 Homologie avec le domaine glyco_hydro_19
(Résidus58-324) (Résidus 113-412)

c) Protéine chia-3 d) Protéine chia-4

Homologie avec un peptide signal Aucune homologie détectée
(Résidus 1-23)

Homologie avec le domaine glyco_hydro_19

(Résidus 63-361)

Fig. 43 : Pour I'analyse Globplot, I'abscisse
représente les acides aminés et I'ordonnée

la propension au désordre.

Domaine de faible complexité
Domaine théorique souvent prédit par les
domaines Smart/Pfam

Désordre prédit des protéines

®@ 0 O

Domaine prédit (Pfam/Smart)

e) Protéine chia-5/6

Homologie avec un peptide signal

(Résidus 1-21)

Homologie avec le domaine glyco_hydro_19
(Résidus 69-367)
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Visualisation

Une modélisation tridimensionnelle a été effectuée avec RasMol, version 2.7. Ce programme
d'utilisation relativement simple permet en effet la visualisation en 3D des molécules. Les différentes
modélisations de chitinases de la famille 19 présentent des caracteres communs (Fig. 44). En effet,
chacune des séquences possédent une région globulaire renfermant le site catalytique. Il est
visiblement composé de 2 repliements formant une crique. Une particularité encore a signaler est la
présence d'une boucle plus ou moins grande a I'extrémité du site catalytique, donnant ainsi la forme

d’'un mousqueton au site catalytique. La grandeur de la boucle semble spécifique a chaque protéine.

Les limites du programme ne permettent de modéliser que le domaine catalytique.

a) Protéine chia-1 b) Protéine chia-2

c) Protéine chia-3 d) Protéine chia-4
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Fig. 44 : modélisation tridimensionnelle des sites catalytiques
des chitinases de la famille 19 de C. elegans (réalisée

avec RasMol, v.2.7) .

Les modélisations sont ici présentées sous forme de ruban.
Les différentes couleurs correspondent a la positio n des
acides aminés ; le premier acide aminé se trouve &  I'extrémité
bleue et le dernier et le dernier acide aminé a I'e  xtrémité
rouge. Les motifs d’hélices  a et de feuillets B sont représentés

et forment la structure secondaire des protéines.

e) Protéine chia-5/6

Analyse des chitinases de la famille 18 chez B. mal  ayi et B. pahangi

Les banques de données (GenBank) contiennent 4 séquences d’ADN complémentaire de chitinases
de Brugia spp. : U59688 et M73689 (MF-1) chez B. malayi et U59689 et U59690 chez B. pahangi [86].
Bien que déja séquencés, aucune caractérisation moléculaire n'a été faite. Les 4 séquences de
protéines ont été alignées avec Clustal W et une séquence codant pour une chitinase de la famille 18

de C. elegans (cht-1) a été ajoutée comme séquence de comparaison (Fig. 45).

U59688
U59690
U59689
M73689 - 30
cht-1 60

U59688
U59690
U59689
M73689
cht-1

U59688
U59690
U59689
M73689
cht-1

U59688
U59690
U59689
M73689
cht-1

U59688
U59690
U59689
M73689
cht-1 F

U59688
U59690
U59689
M73689
cht-1 T
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U59688

U59690 YMVKGDQWYGYDNEETIRIKMKWLKEKGY GGAFIWALDREEXSIGEKGPY PLLN ACYAR
U59689 YMVKGDQWYGYDNEETIRIKMKWLKEKGY GGAFIWALDREEXSIGEKGPY PLLN ACYAR
M73689 YMVKGDQWYGYDNEETIRIKMKWLKEKGYGGAFIWALD ESTESKGPY PLLNASEE
cht-1 ) [B]RBIBINAGCSNSNGAAHRISVE 419
U59688 EAT--- 37
U59690 EA---- 374
U59689 =A---- 360
M73689 EA---- 424
cht-1 AKELGGVIIPKKGGVTTAPT TTAA TRAAITTTASNTN 479
U59688 39
U59690 375
U59689 361
M73689 425
cht-1 VCSGKSDGFYPNSNNCGLFVLCLSSKSYS MSCPSGLQYSASLKYCTTSTASGCSVTTTRA 539
U59688

U59690

U59689

M73689

cht-1 P

U59688

U59690

U59689

M73689 [ENDAIKV@OIHMTN[ED

cht-1 FHADTNYCLRPD-- PSKCAK 617

Fig. 45 : Alignement multiple des séquences des chi  tinases de la famille 18 provenant des espéces de B.

malayi et B. pahangi en comparaison avec la séquence de chitinase déja caractérisée cht-1 de C.
elegans . Plusieurs régions sont mises en évidence : les id entités sont mises en évidence en  bleu
gras et les similarités E-D, T-S, K-R, Y-F-W, I-L-M-V e t Q-N-H (acides aminés possédant les mémes
propriétés) sont notées en [NEINEBRLeY. La région correspondant au signal peptide est not  ée
en

Seule la séquence M73689 de B. malayi présente un peptide signal débutant par un résidu
méthionine et est compléte. Une région trés conservée se situe en C-terminal avec 6 résidus cystéine,
caractéristique des chitinases de la famille 18 chez les nématodes. La séquence U59688 ne
représente pas une protéine entiére mais un fragment analogue des 3 autres protéines, uniquement
composé du domaine catalytique. Une grande conservation est observée entre ces 4 séquences bien
gue ce soit chez des organismes différents. Les séquences provenant de Brugia spp. sont identiques
a I'exception des positions 6 et 15 a 17 pour U59689 et U59690 correspondant aux positions 70 et 79
a 81 de M73689. Une autre région présentant des différences se situe aux positions 323 a 339 pour
U59689 et U59690 correspondant aux positions 387 a 403 de M73689. La région correspondant aux
positions 1 a 17 de U59688 présente également des modifications. La séquence de C. elegans

diverge plus fortement mais 5 des 6 résidus cystéines sont conserveés.
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Profil d’hydropathie

Les profils d’hydropathie sont également établis pour chacune de ces séquences. Les différents
graphiques correspondent aux séquences des 3 protéines U59689, U59690 et M73689 des chitinases
de Brugia spp. (Fig. 46). La séquence U59688 ne représentant qu'une petite portion des autres
séquences ne donne aucune indication importante. Le profil de la séquence U59689 présente au
départ quelques acides aminés hydrophobes (moins de 50 qui correspondent au signal peptide). Les
4 protéines semblent ainsi construites sur le méme schéma globalement hydrophile, les séquences

primaires possédent les mémes propriétés et aucune ne présente de domaine transmembranaire.
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Fig. 46 : Graphique de Kyte et Doolittle calculé po  ur chacune des séquences de chitinases de  Brugia spp. L'abscisse
représente la position de chacun des acides aminés et I'ordonnée porte la valeur d’hydropathie de chac un
d’eux. Le graphe d représentant la protéine U59688  ne concerne gu'une séquence trés partielle de chiti  nase

de la famille 18 du domaine de fixation de la proté ine.

Analyse des profils protéigues des chitinases chez Brugia spp.

Une recherche des domaines Pfam/Smart connus a ensuite été effectuée sur les séquences des

chitinases de Brugia spp. ou Smart connus. Les 3 séquences U59689, U59690 et M73689 présentent

Université de Neuchatel 94



Caractérisation de chitinases chez les nématodes
Résultats
Muriel Nirina Maeder

une homologie avec un domaine Glyco_18 spécifigue des chitinases de la famille 18. Les 4
séquences possedent une homologie avec le domaine ChtBD2, domaine de fixation de chitine présent
chez les chitinases des insectes et d’autres animaux (trouvés également chez les baculovirus) déja
étudié. Le domaine ChtBD2 est spécifique aux chitinases de la famille 18 et ne se retrouve pas dans

les chitinases de la famille 19 (Fig. 47).

a) Protéine U59688 b) Protéine U59689
Homologie avec ChtBD2 Homologie avec le domaine glyco_hydro_18
(Résidus 62-114) (Résidus 7-303)

Homologie avec ChtBD2
(Résidus 385-437)

c) Protéine U59690 d) Protéine M73689

Homologie avec le domaine glyco_hydro_18 Homologie avec le peptide signal

(Résidus 7-303) (Résidus 1-22)

Homologie avec ChtBD2 Homologie avec le domaine glyco_hydro_18
(Résidus 399-451) (Résidus 23-367)

Homologie avec ChtBD2
(Résidus 449-501)

Fig. 47 : Pour I'analyse Globplot, I'abscisse repré  sente les acides aminés et I'ordonnée la propension au désordre

(voir Iégende page 90)
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Visualisation

Mise a part U59688, ces différentes chitinases de B. malayi et B. pahangi semblent trés similaires
puisqu’elles présentent toutes (U59689, U59690 et M73689) un domaine catalytique globulaire. Les
séquences étant trés proches et M73689 étant la seule séquence compléte, la modélisation ne sera
faite que pour cette derniere. Le domaine catalytique de M73689 présente le motif d’'un tonneau o/p,

motif attendu pour les chitinases de la famille 18 (Fig. 48).

Fig. 48 : Modélisation de la protéine encodée parM 73689
Image tridimensionnelle de la chitinase de B. malayi
(réalisées avec RasMol v.2.7)

La visualisation est ici choisie sous forme de ruba n
en mettant en couleur les différents groupes. Les
motifs d’hélices a et de feuillets B sont représentés et
forment la structure secondaire des protéines. Les
différentes couleurs correspondent aux positions de

la séquence primaire; I'acide aminé de départ se
trouve a I'extrémité bleue et le dernier acide amin  é de

la séquence a I'extrémité rouge.
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Discussion

Nombre et type de chitinases chez les nématodes

Plusieurs chitinases ont été retrouvées chez C. elegans, au nombre de 34 pour les chitinases de la
famille 18 (février 2002). La recherche de génes codant pour des chitinases dans les banques de
données identifie aussi 6 genes codant pour des chitinases de la famille 19 chez C. elegans. La
présence de ces chitinases confirme la présence de chitinases de la famille 19 chez des nématodes
d’'autres especes que A. suum [80]. Les chitinases de la famille 19 sont donc également présente

dans le régne animal.

Localisation chromosomique des génes de chitinases des familles 18 et 19 chez C. elegans

Chez C. elegans, les genes codant pour les 2 familles de chitinases sont différemment localisés. Les
genes de la famille 18 sont en position plutét télomérique, position favorable a I'expression des géenes
et sont répartis sur le chromosome sexuel et les chromosomes autosomes — a I'exception du
chromosome |. Les génes des chitinases de la famille 19 sont quant a eux tous regroupés sur le
chromosome V dans une position plutét non-télomérique. Les genes chia-5 et chia-6 sont a 100%
identiques et localisés téte-béche, ce qui laisse supposer qu’ils sont issus d'une récente duplication.
Le gene chia-4 quant a lui, présente une séquence incompléte ne contenant que le domaine
catalytique sans domaine de fixation. Une hypothése serait que les genes de chitinases de la famille
19 aient été acquis par transfert horizontal. En effet, les chitinases de la famille 19 sont principalement
végétales. Une question reste toutefois ouverte : comment se fait-il que tous les génes de la famille 19
se situent sur le chromosome V ? En effet, si 'acquisition des chitinases de la famille 19 s’est faite
géne par gene, comment expliquer qu'ils ne soient présents que sur le chromosome V et non pas
répartis sur 'ensemble des chromosomes ? Est-ce possible d’acquérir 'ensemble des chitinases en
un seul transfert ? Une possibilité serait que seul un géne a été acquis par transfert génétique
horizontal (HGT) et que, au fil de I'évolution il se soit dupliqué avant de perdre un fragment (chia-4) ou
de subir une dégénérescence du site catalytique (chia-1). Des cas de HGT ont déja été reportés,
principalement des bactéries et des champignons aux nématodes [87]. Les genes des enzymes
responsables de la dégradation des parois cellulaires des plantes semblent ainsi avoir été acquis par
un ancétre commun du phylum des Nematoda par HGT. La duplication extensive a la suite de
'acquisition des génes de cellulases par les nématodes parasites des plantes a également été
observée [87]. Le transfert horizontal de génes semble ainsi un phénoméne plus répandu chez les

Nématodes que ce que I'on pensait antérieurement.
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La présence de chitinases de la famille 19 chez ces nématodes suscite ainsi une question Iégitime de
savoir si elles proviennent des plantes par HGT, question déja soulevée pour Streptomyces spp. et
Actinobacteria [48, 79]. Les chitinases de la famille 19 des nématodes sont bien moins homologues a
celles des plantes que les chitinases de Streptomyces spp. qui peuvent méme étre rapprochées de la
classe IV des chitinases de la famille 19 des plantes. Il serait intéressant de savoir si les chitinases de
la famille 19 sont des constituants principaux des défenses constitutives des nématodes et pourquoi
les stades oocytes et adultes hermaphrodites adultes 7-10 jours post-L4 n’en expriment pas. Des

études avec des vers en conditions de stress permettront de répondre a cette question.

Comparaison des chitinases de la famille 18 des fil  aires B. pahangi et B. malayi

Le travail de Arnold et al. a permis d'isoler 4 séquences de chitinases de filaires qui n'ont jamais été
caractérisées [86]. La comparaison détaillée de ces séquences de chitinases de B. malayi (U59688,
M73689) et B. pahangi (U59689, U59690) a mis en évidence une structure relativement stable et
conservée, composée d’'un domaine catalytique (N-terminal), d’'une région riche en résidus Thr et d'un
domaine de fixation a la chitine ou a d’autres polysaccharides (C-terminal). La comparaison avec la
séquence cht-1 de C. elegans démontre que les séquences des filaires sont particulierement proches
entre elles. L'absence de séquence de peptide signal des 3 séquences U59688, U59689 et U59690
laisse penser que ces chitinases sont simplement incomplétes. La protéine M73689 qui posseéde
qguant a elle un signal peptide est certainement sécrétée. Les 4 séquences (U59688, M73689,
U59689, U59690) possedent un domaine conservé de 52 acides aminés homologues a 100% entre
elles, correspondant avec le domaine ChtBD2, domaine de fixation de la famille 18 trouvé chez les
insectes et les animaux. Les 6 cystéines conservées du domaine C-terminal permettent justement aux
enzymes sécrétées de fixer la chitine. De plus, les séquences U59689, U59690 et M73689 possedent
un domaine homologue au domaine catalytique globulaire des chitinases de la famille 18
(glyco_hydro_18) composé de 296 a 344 acides aminés. Le profil d’hydropathie pour ces 4 séquences
est globalement hydrophile. Les 3 séquences U59689, U59690 et M73689 codent ainsi des chitinases
de la famille 18. La présence d’'un domaine de fixation ChtBD2 trouvée dans la séquence U59688, si
proche des séquences des 3 autres séquences, est sans doute également une chitinase de la famille
18.

Expression des chitinases des familles 18 et 19 che  z C. elegans

L'expression d'environ 98% du génome de C. elegans, soit plus de 18791 genes prédits, a été
étudiée par I'analyse de puces a ADN [88]. Les résultats disponibles concernant les chitinases, aussi

bien de la famille 18 que de la famille 19, permettent de comparer leur expression. Une expression de

Université de Neuchatel 99



Caractérisation de chitinases chez les nématodes
Discussion
Muriel Nirina Maeder

chitinases est effectivement décelable tout au long du développement des vers (subdivision en 8
stades distincts), mais il faut noter que les genes exprimés ainsi que l'intensité des signaux varient.
Les chitinases de la famille 18 sont plutdét exprimées de maniére ponctuelle puisque les oocytes, les
larves L1, les larves L2-L3 et les adultes hermaphrodites 7-10 jours post-L4 ne montrent aucune
expression. Les stades qui présentent I'expression la plus grande de la famille 18 sont les embryons
et les larves L3-L4, stades qui correspondent aux microfilaires et au stade infectieux chez les filaires.
Le géne cht-1, seul géne de chitinase présent sur le chromosome sexuel, semble étre seul
responsable de I'expression des chitinases dans les oocytes et les adultes hermaphrodite 7-10 jours
post-L4. Azzouz a démontré I'expression de cht-1 a l'aide d’anticorps spécifiques aux domaines
catalytique et de fixation dans les larves L1 a L4, mais aucun signal n'a été identifié dans les ceufs ni
dans les adultes [68]. Il est donc intéressant de mettre en évidence cette contradiction. La formation
d’ARN et la production de protéines ne sont pas nécessairement simultanées ; les résultats obtenus
ici sont donc plausibles puisqu’un décalage est parfois observé. Toutefois, il faut tenir compte du fait
que la technigue des microréseaux posséede certaines limites comme le seuil de détection de I'ARN ou
encore la sensibilité qui dépend de la sonde utilisée. Il devient ainsi nécessaire de réaliser des

northern blots ou des PCR quantitatives pour confirmer les résultats des puces a ADN.

L'expression des chitinases de la famille 19 est relativement homogéne et concerne tous les stades
de développement a I'exception des oocytes et des adultes hermaphrodites 7-10 jours post-L4. Sur
'ensemble des 35 génes pour lesquels des données sont disponibles, seul 6 génes de chitinase de la
famille 18 et 2 de la famille 19 sont exprimés, ce qui représente moins de 25% des génes codant pour
des chitinases. L'expression des chitinases est ainsi particulierement faible, aussi bien la famille 18
que la famille 19. Une explication serait peut-étre qu’elles ne sont exprimées qu’en situation de stress.
Les plantes présentent en effet, a coté de leurs défenses constitutives, tout un mécanisme de défense
qui ne s’active qu'en cas d’attaque par des agents pathogénes, appelée résistance systémique
acquise (SAR) [89]. Il faudrait alors répéter I'analyse d’expression avec des vers croissant sous
condition de stress biotique. Il serait également intéressant de tester des conditions de stress
abiotique en faisant croitre des nématodes sur un milieu incomplet ou dans des conditions de chaleur
extréme. Il est possible également que ces chitinases ne représentent qu'une voie de secours et
gu'elles ne sont activées que dans certaines situations trés particulieres. Mais sur une simple
comparaison des niveaux d’expression, ces résultats font penser que les chitinases de la famille 19

jouent un rdle plus important dans le cycle de vie des nématodes que les chitinases de la famille 18.

Alaeddine a démontré une activité chitinolytique dans chacun des stades de développement de C.
elegans avec une activité importante dans les larves L1 [78]. Vu qu'il s’agit de l'activité chitinolytique
totale mesurée au cours du développement de C. elegans, aucune identification directe n’est possible
concernant les genes exprimés dans ces stades. Par contre, il est possible de proposer que l'activité
dans les larves L1 est essentiellement due a cht-1 et aux chitinases de la famille 19, puisque aucun

autre gene de chitinase de la famille 18 n'a été trouvé exprimé a ce moment du développement.
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Sur la base de ces informations, une comparaison de I'expression des chitinases de la famille 19 chez
Brugia spp. et C. elegans a démontré qu’a coté des 2 génes chia-2 et chia-3, chia-5 est aussi exprimé
et cela également chez les adultes. La détection de I'expression n’a cependant été possible que dans

les stades L3 a adultes.

Il est toutefois impossible a présent, sur la base de ces amplifications et de la qualité des banques, de
savoir si chia-2 est absent ou non exprimé aux stades L3 et L3 3jpi chez B. pahangi et si chia-3 est
exprimé, ou non, au stade L3 3jpi chez B. malayi. Cependant, les chitinases de la famille 19 ne sont
pas induites par le contact de I'héte définitif puisque I'expression de chia-3 et chia-5 est présente au
stade L3 et au stade L3 3jpi mais il est, pour le moment, impossible de savoir quel role elles jouent
dans le processus d'infection. L'expression des chitinases de la famille 19 dépend donc du stade de
développement mais visiblement également de I'organisme. En fonction de ces résultats, le réle
supposé des chitinases de la famille 19 serait donc une activité dans les différentes mues ou une
activité dans linteraction entre le nématode et son environnement, mais pour répondre a cette

question, la localisation des chitinases est nécessaire.

Le maintien et la réamplification réguliére des banques d’ADN complémentaire altérent la qualité des
banques, ce qui provoque, a long terme, la perte de certains clones. Les banques d’ADN
complémentaire disponibles provenant du Dr Hunter ayant été recues en 1998 et ayant a présent subi
un nombre certain de repiquages, les clones les moins représentés sont sans doute perdus. Les
chitinases n’étant pas tres fortement exprimées, il est fort probable que ces banques aient déja subi
une dégradation de ces clones si ce n'est une perte irréversible. Pour vérifier cette hypothése, de
nouvelles banques ont été obtenues du Dr Hirzmann. L'observation que la séquence de la chitinase
de la famille 19 isolée de la banque de B. malayi (ADN complémentaire) est identique a sa séquence
homologue chez C. elegans (Wormbase) contenant des introns, laisse craindre que la banque d’ADN
complémentaire est en fait une banque d’ADN génomique. Devant cette situation, les résultats

obtenus avec les banques de B. malayi provenant d'Allemagne ne seront pas considéreés.

Une question reste cependant ouverte quant a la présence de si nombreux genes codant pour des
chitinases avec une si faible expression. Il est probable que les genes de chitinases sont présents en
grand nombre chez tous les nématodes — principalement la famille 18 — mais que leur expression
dépend de voies de transduction différentes. Certaines voies de transduction sont ainsi différemment
activées chez les plantes en fonction de I'agent pathogéne. En effet, pour les plantes prétraitées a
'acide B-aminobutyrique (BABA), l'attaque par une bactérie entraine [l'activation d'une voie de
transduction dépendant de l'acide salicyligue (SA) causant la production de PR protéines (mais
indépendante de I'acide jasmonique et de I'éthylene) alors qu’une attaque fongique active un voie de
transduction différente (indépendante de SA, de I'acide jasmonique, de I'éthyléne et sans production

de PR protéines) [90, 91]. Ce phénomeéne est également possible chez les nématodes. En effet, tous
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les génes ne sont pas forcément exprimés de maniére identique chez les différentes espéeces de

nématodes.

Caractéristiques des chitinases de la famille 19 de C. elegans, B. malayi, B. pahangi , A. suum
et H. megidis

Comme le travail avec les vers parasites reste particulierement complexe en raison de la difficulté
d’obtenir des banques d’ADN complémentaire ou du matériel frais bien conditionné, ou encore des
contraintes imposées par le maintien d’'un cycle en laboratoire, il devient évident de vérifier d'abord la
présence des chitinases chez C. elegans, ver de forme libre afin de I'utiliser comme modéle, comme il

I'a déja été dans diverses études précédentes [11, 25, 92, 93].

Les 6 genes codant pour des chitinases de la famille 19 identifiés chez C. elegans présentent une
grande homogénéité. Cependant, seul 3 séquences (chia-2, chia-3 et chia-5) ont été étudiées plus en
détail. En effet, chia-1 a été écartée puisqu’elle ne présente pas les résidus catalytiques QET et E
retrouvés dans les 5 autres séquences. La séquence chia-4 ne posséde pas de site de fixation. La
séquence chia-6 identigue en tout point avec la séquence chia-5 ne peut étre analysée
indépendamment. Les 3 séquences restantes sont ainsi particulierement similaires. L'optimisation des
expériences se fait dans un premier temps sur 'ADN de C. elegans afin de confirmer les prédictions.
L'intérét est cependant de savoir si les genes codant pour des chitinases de la famille 19 sont
conservés chez d'autres nématodes, aussi bien de forme libre que des parasites intestinaux,

entomopathogénes et des filaires.

La présence de genes codant pour des chitinases de la famille 19 a été confirmée chez C. elegans
ainsi que chez A. suum. La présence du géne chia-2 a ici été confirmée chez B. malayi avec 5
nucléotides différents de la séquence trouvée chez C. elegans ainsi que celle du géne chia-5,
également confirmée chez H. megidis avec 2 nucléotides différents. Ces quelques différences
entrainent un changement dans la structure primaire des protéines et peuvent influencer ainsi la
structure tridimensionnelle des protéines. La présence de génes de chitinases de la famille 19 chez
d’'autres nématodes que C.elegans et A.suum [80] est ainsi confirmée. Les chitinases de la famille 19
chez les filaires ont potentiellement un réle a jouer au cours de la maturation des microfilaires a
l'intérieur de la femelle ou lors du développement des microfilaires. Mais aucune distinction de sexe
chez les vers ne peut étre mise en évidence en fonction des différents résultats obtenus ici. Il serait
ainsi indiqué de vérifier la présence de ces genes dans d'autres banques d’ADN complémentaire ou

sur de I'’'ADN génomique directement extrait des vers.

La présence des chitinases de la famille 19 ayant ainsi été confirmée chez des représentants variés

des nématodes, il serait important de vérifier si 'ensemble du phylum des Nematoda possede des
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chitinases de la famille 19. Pour que I'étude soit compléte, il faudrait encore vérifier la présence de ces
chitinases chez les vers parasites des plantes, ainsi que chez d'autres vers, de provenance trés
variée, principalement des Adenophorea. Geng prétend que I'expression des chitinases de la famille
19 n’est présente que chez les femelles d’A. suum [80], et afin de savoir si ce constat est valable pour
'ensemble des nématodes ou seulement pour certaines espéces, il serait particulierement intéressant
de vérifier la présence des chitinases de la famille 19 chez différents nématodes apres avoir effectué
une séparation des sexes et des différents stades de développement. Probablement une chose tres

difficile ou méme impossible a réaliser due a la difficulté d’obtenir du matériel de qualité.

Les études ont été faites sur 3 séquences choisies mais il serait a présent intéressant de les effectuer
également sur les 2 séquences écartées ici chia-1 et chia-4 afin de vérifier que malgré leurs
différences (dégénérescence du site catalytique pour chia-1 et perte du domaine de fixation pour chia-
4) elles appartiennent bien a des chitinases de la famille 19 et pour affiner leur réle chez les
nématodes. La séquence chia-6, identique en tous points avec la séquence chia-5 ne peut quant a

elle étre étudiée individuellement.

Comparaisons des chitinases de la famille 19 de  C. elegans et des vers parasites

L'alignement des séquences des chitinases de la famille 19 provenant de plantes et de bactéries avec
celles provenant des nématodes permet plusieurs observations. Toutes les séquences possédent le
site catalytique sur 2 régions distinctes comprenant chacune un résidu glutamate, HET et E chez les
plantes et les bactéries et QET et E chez les nématodes. L'histidine est codée par CAC et CAU alors
gue la glutamine est codée par CAA et CAG ; les nématodes ont donc visiblement subit une mutation
de la 3°™ position du codon. Les 2 résidus glutamine (Q) et histidine (H) sont polaires mais les

propriétés des chitinases peuvent étre différentes en raison de cette modification.

L'alignement des 5 séquences de C. elegans (chia-1, chia-2, chia-3, chia-4 et chia-5/6) avec les
séquences de H. megidis, B. malayi et A. suum met en évidence un signal peptide, région hydrophile
composée de 10 a 30 acides aminés non-polaires et aliphatiques. Le site catalytique composé de 2
résidus glutamate QET et E est retrouvé dans toutes les séquences a I'exception de la séquence chia-
1 dégénérée. Les positions conservées des 6 résidus cystéine au C-terminal sont également
présentes pour chacune des séquences a l'exception de chia-4, qui présente une séquence
incompléte. Cette comparaison des différentes séquences de nématodes permet de mettre en
évidence que les 4 régions conservées (C1 a C4) [79] ne sont pas les régions les mieux conservées
chez les nématodes. Trois autres régions (appelées N1 a N3) sont ainsi plus conserveées : les régions
N1 et N2 entourent ainsi la région C1 et I'emplacement de la séquence N3 correspond a la séquence
C2 débutant 4 positions avant et se terminant 4 résidus plus loin. Ces 3 régions spécifiques aux

chitinases de la famille 19 des nématodes pourraient aisément servir de marqueur afin d’isoler des
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séquences codant pour des chitinases de la famille 19 chez d’autres nématodes ou éventuellement
chez d’autres animaux. Il serait ainsi recommandé de réaliser des amplifications sur cette région

conservée C2 en complément de I'amplification du site catalytique.

Les séquences chia-1, chia-2, chia-3 et chia-5 possedent entre 266 et 299 acides aminés identiques
avec le domaine catalytique des autres chitinases de la famille 19 (glyco_hydro_19) des autres
organismes. Un signal peptide est présent pour chia-3 et chia-5 et supposé pour les autres
séquences, ce qui laisse penser que les chitinases de la famille 19 sont sécrétées. La conservation
des ponts disulfures au sein des séquences des nématodes, déja décrits par Kawase, étaye
'hypothése de sécrétion des chitinases de la famille 19, ces ponts stabilisant certainement la

conformation tridimensionnelle des protéines en cas de sécrétion.

La séquence chia-4 ne donne aucune analogie avec le site catalytique glyco _hydro 19 spécifique,
bien que les résidus QET et E soient retrouvés dans la séquence. Il est ainsi possible que la présence
conservée de ces 4 résidus ne suffise pas a justifier 'appartenance aux chitinases de la famille 19. Ce
motif QET et E étant conservé et composé de résidus peu dégénérés prédit tout de méme de maniere
forte I'appartenance aux chitinases de la famille 19. Une autre hypothése serait qu’en raison de sa
taille particulierement courte et I'absence du site de fixation, chia-4 posséde une conformation
tridimensionnelle différente ; il faudrait ainsi vérifier son activité chitinolytique ainsi que l'activité
chitinolytiqgue de chia-1 qui ne présente quant a lui pas le motif QET et E, ce qui permettrait de
confirmer que le motif QET et E est bien spécifique des chitinases de la famille 19 (site catalytique).
La modélisation de ces différentes protéines présente un site globulaire contenant le site catalytique

relativement bien conservé.

Les chitinases de la famille 19 de C. elegans, d’une maniére générale, sont trés homogénes avec des
séquences comprises entre 407 et 511 acides aminés (la séquence chia-4 qui ne contient que 272
acides aminés est une séquence incompléte). La comparaison de ces différentes séquences montre
une similarité de 38% (entre chia-2 et chia-4) a 100% (entre chia-5 et chia-6). La représentation des
similitudes et divergences a l'aide d’'un arbre NJ a I'avantage de minimiser la longueur de chaque
branche pour les divergences de séquences et ainsi de livrer une représentation atemporelle des
relations puisque l'intérét ici ne porte pas sur le moment de la divergence des séquences mais bien
sur le taux de divergence de ces séquences. Ces résultats sont en parfaite adéquation avec les
résultats obtenus par Kawase [79]. En effet, selon les études phylogéniques qu'il a réalisé sur
'ensemble des chitinases de la famille 19, 5 groupes distincts ont été établis dont un ne contenant

gue les chitinases de la famille 19 provenant de C. elegans (groupe V).

Kawase et al. [79] établit que 3 ponts disulfures sont conservés au sein de I'ensemble des chitinases
de la famille 19 a I'exception des chitinases de la classe IV des plantes et des bactéries qui n’en ont

gue 2. Ces 3 ponts sont également retrouvés chez les nématodes (a I'exception de la séquence chia-
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4 incompléte) qui permettent la stabilisation des structures tridimensionnelles de ces protéines. Bien
gue les séquences soient trés similaires, certaines régions semblent cependant spécifiques a
'organisme. Les chitinases provenant des bactéries ont des caractéristiques proches des chitinases
de plantes de classe IV (groupe Il). Une région spécifique a la séquence bactérienne de S. griseus
(positions 91-103) est cependant mise en évidence. Les chitinases des plantes des classes |, Il et IV
sont quant a elles trés conservées a I'exception de quelques régions spécifiques aux chitinases de la
classe IV. Par contre, les séquences de nématodes sont dans I'ensemble plus longues que les
séquences de plantes ou de bactéries, ce qui représente une spécificité propre aux nématodes
caractérisant ainsi leur propre groupe indépendant (groupe V) [79]. La conformation tridimensionnelle
de ces différentes séquences de chitinases de la famille 19 varie en fonction des organismes. Toutes
ces séquences présentent cependant 4 régions conservées spécifiques aux chitinases de la famille 19

et qui peuvent ainsi servir de marqueur (régions C1 a C4) en complément au site catalytique.

Les différents alignements réalisés avec les séquences d’A. suum, B. malayi et H. megidis dans ce
travail montrent que le groupe est spécifique a I'ensemble des chitinases de la famille 19 des
nématodes. Bien que ces différents nématodes proviennent de 3 familles phylogéniques distinctes, les
séquences restent particulierement proches surtout entre C. elegans et H. megidis. La séquence de B.
malayi semble quant a elle moins similaire mais présente toutefois une trés grande conservation sur
une région précise (positions 354 a 569). Les différences observées par l'alignement de ces
séquences permettent également d’éliminer les doutes quant a une éventuelle contamination lors des

manipulations.

Les chitinases de la famille 19 possédent dans leur domaine catalytique un site catalytique réparti en
2 résidus glutamates distincts alors que les chitinases de la famille 18 n'en possedent qu'un. Cette
différence représente un vrai probléeme pour lisolation du site catalytique puisque ces 2 régions se
retrouvent séparées par un intron. Il est donc difficile d’isoler le site catalytique entier des chitinases
de la famille 19 en un seul bloc a partir de I'ADN pour effectuer la production des protéines
recombinantes de maniére similaire comme dans les expériences concluantes qui ont été menées sur
les chitinases de la famille 18 [68]. Cette problématique se manifeste d'autant plus que le matériel
génétique des vers parasites n'est souvent pas disponible sous forme de banques d’ADNc. Les
expériences doivent donc tenir compte de cette particularité ou amplifier des régions différentes (N1 a
N3).

Production des chitinases recombinantes

Azzouz [68] a utilisé un systeme procaryote pour la production de protéines recombinantes de
chitinase de nématodes de la famille 18 (cht-1) en fragmentant la séquence et en exprimant chacun

des domaines catalytique et de fixation séparément. . La séparation des 2 sites distincts permet ainsi

Université de Neuchatel 105



Caractérisation de chitinases chez les nématodes
Discussion
Muriel Nirina Maeder

'expression de chacun des domaines au dépend de la conformation tridimensionnelle qui est
potentiellement altérée. Geng [80] a utilisé le plasmide pQE-30 dans les bactéries E. coli M15 et a
également réussi a exprimer un fragment de chitinase de la famille 19 chez A. suum. Un autre
systeme d’expression composé du plasmide pQE-30 avec Salmonella typhimurium a été utilisé pour
exprimer la chitinase de famille 18 spécifique du stade larvaire L3 d'O. volvulus [94]. Une fois encore,
la séquence a été fractionnée en un domaine catalytique et un domaine de fixation. La fragmentation
des séquences de genes de chitinases de la famille 19 en 2 régions distinctes permettrait donc
potentiellement de produire des protéines recombinantes afin de produire par la suite des anticorps

spécifiques a chacune de ces 2 régions et de localiser ensuite ces chitinases in situ.

Les étapes d’isolation des génes entiers de chitinases de la famille 19 par PCR et le clonage en vue
du séquencage n'ont relativement pas posé de probléme dans ce travail, mais la transformation des
bactéries et I'expression sont restées sans succes. Le taux de réussite des transformations par
électroporation des plasmides recombinants a également été trés faible. D’'une maniere générale,
I'expression de certains genes de nématodes dans un systéme procaryote s’avere étre inappropriée
vue les difficultés répétées rencontrées dans différentes études [68, 78, 94-96]. Il est en effet
surprenant que, ni pour des collagénes cuticulaires de nématodes ni pour des chitinases, aucune
publication n’est disponible décrivant les caractéristiques des protéines recombinantes et cela malgré
les multiples genes de collagénes cuticulaires déja décrits (Kramer JM principalement). Dans nos
expériences, la croissance des bactéries avait été bloquée et I'insertion perdue. Les chitinases —
famille 18 et famille 19 — de C. elegans et A. suum semblent étre toxiques pour les bactéries ce qui a
également été constaté pour les chitinases d’O. volvulus [94]. L'étape de stabilisation des
constructions dans les bactéries n'a ainsi pas pu se faire pour des raisons de toxicité visiblement liée

aux chitinases.

Aucun systeme ne permet pour le moment I'expression des chitinases et des collagénes entiers. Un
systeme d’expression qui permettrait d’exprimer 'ensemble de ce type de protéines de nématodes est
donc encore a trouver mais il serait intéressant de tenter aussi l'utilisation du systeme Salmonella

typhimurium pris pour O. volvulus [94].

Le systeme Gateway ™ (Invitrogen) mérite d'étre testé pour sa rapidité mais le passage dans les
cellules BL21 pour I'expression laisse présager les mémes problémes de toxicité déja rencontrés dans
le systeme procaryote. En effet, un systéme procaryote ne permet pas de modifications post-
transcriptionnelles et un systeme d’expression eucaryote (comme par exemple des levures) permet de
déjouer ces problemes. Brunisholz [96], aprés des essais infructueux avec un systeme procaryote, a
utilisé le systeme d'expression de levures pour obtenir des protéines recombinantes de collagénes

cuticulaires de Brugia pahangi.
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Le systeme d'expression des bactéries ainsi que le systeme eucaryote des levures ne permettent
visiblement pas I'expression des protéines de surface. D’autres systéemes d’expression méritent alors
d’étre testés. D’un coté, le systéme d’expression CHO (cellules ovariennes de Hamster chinois) mais
qui ne permet généralement pas un grand rendement ou en dernier recours, un systeme in vitro idéal,
mais bien onéreux. Le systéme d’expression RTS ™ (Rapid Translation System, Roche) a l'avantage
de pouvoir également produire des protéines toxiques puisque ne faisant intervenir aucune cellule

vivante.

Pour vérifier I'expression des chitinases chez différents nématodes, des northern blots ou des PCR
guantitatives devront étre effectués en parallele, malgré la difficulté d’obtenir des nématodes en
quantité et qualité nécessaire pour effectuer ces études. Des études complémentaires avec l'inhibition
par ARN interférence devront permettre d’étudier les fonctions des chitinases chez C. elegans. L’ADN
des vers parasites n'est souvent disponible que sous forme de banques et dans certains cas plus
rares sous forme de matériel congelé uniquement. Le travail avec du matériel frais permettrait
cependant également d'éliminer de maniere définitive tous les problémes de contamination des
banques ainsi que les problemes de maintenance du matériel qui reste une étape particulierement

délicate et souvent clé dans la qualité des banques disponibles.

Roles et fonctions des chitinases de la famille 19 chez les nématodes

Les chitinases de la famille 18 sont longtemps restées des cibles intéressantes dans la lutte contre la
filariose lymphatique. En effet, les chitinases de la famille 18 présentant un grand pouvoir antigénique
semblaient étre les cibles idéales dans la lutte contre les filarioses. Ces différentes études ont
cependant été abandonnées aprés l'observation de réactions croisées avec les chitriosidases
humaines. Ce constat oblige a la reconsidération de I'utilisation des chitinases de la famille 18 de
nématodes comme cible dans les luttes contre les filaires [82, 83]. Si les chitinases de la famille 19
présentent également une activité antigénique forte, cette famille peut ainsi devenir une alternative au

probléme de réactions croisées.

Les chitinases de la famille 19 chez les nématodes n'ont été publié que chez C. elegans et A. suum
[79, 80] pour le moment. Leur présence a ici aussi été prouvée chez d’autres nématodes tels que H.
megidis, ver entomopathogéne et B. malayi, filaire responsable de I'elephantiasis, ce qui allonge
encore la liste des organismes possédant des chitinases de la famille 19 et confirme la présence de
cette famille dans le régne animal. Si les chitinases de la famille 19 trouvés chez les nématodes
présentent les mémes propriétés immunologiques fortes que les chitinases de la famille 18, l'intérét
devrait se porter sur ces chitinases de la famille 19 pour poursuivre I'élaboration d’'un nouveau vaccin

dans la lutte contre I'elephantiasis.
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Les chitinases de la famille 19 n’étant pas exprimées aux mémes stades que les chitinases de la
famille 18, leur r6le semble ainsi également différent. La chitinase appartenant a la famille 19 d’A.
suum semble étre impliquée dans les premiéres mues. Un autre rble dans la digestion de la coquille
des ceufs est envisageable mais il semble que les chitinases remplissent généralement des activités
multifonctionnelles qui nécessitent de nouvelles études [80]. Il semblerait effectivement que les
chitinases de la famille 19 chez les nématodes n’'interviennent pas a des moments précis — comme
c’est le cas pour les chitinases de la famille 18 — mais semblent étre continuellement présentes.
L’hypothése de Fuhrman et al. [75] que les chitinases chez les vers parasites sont associées au

développement et a la transmission du parasite semble ainsi fausse.

La localisation par des techniques d’immunolocalisation (IFAT) est indispensable afin de pouvoir

déduire le role et les implications de ces chitinases de la famille 19 chez les nématodes.

Perspectives

Les especes contenant des chitinases de la famille 19 appartiennent a 3 familles de nématodes
phylogéniques différentes mais toutes comprises dans les Secernentea. Il serait ainsi intéressant de
rechercher la présence des chitinases de la famille 19 chez des représentants des Adenophorea. Une

nouvelle information concernant les especes non-parasites serait ainsi disponible.

Les études sur les chitinases de la famille 18 ont été abandonnées aprés avoir découvert des activités
croisées entre les chitinases et les chitotriosidases humaines. Ces observations ne remettent
cependant pas en question les efforts fournis jusqu’'a présent dans la lutte contre les filarioses
lymphatiques. En effet, les chitinases de la famille 19 étant absentes des hétes définitifs, elles sont
donc des candidats plus sérieux pour développer des moyens de lutte contre la filariose lymphatique,
maladie classée priorité par I'OMS. Pour ce faire, il faudra tout d'abord trouver un systeme
d’expression qui permettra d'induire les chitinases de la famille 19, sans probléme de toxicité. L'idéal
serait également d'utiliser un systéme d’expression eucaryote qui permettrait ainsi les modifications
post-transcriptionnelles des chitinases. L’activité chitinolytique de ces protéines devra ensuite étre
vérifiée en séparant tous les stades (8 stades distincts) ainsi que les sexes avant de passer a la
formation de protéines recombinantes et en la fabrication d’anticorps spécifiques. Le travail sur C.
elegans permet également de faire de la localisation in situ a laide des techniques
d'immunolocalisation et d’'ainsi créer un lien entre une protéine et sa fonction. Un chemin paralléle
d’étude par northern blot doit également étre effectué pour savoir a quel moment précis 'ARN
messager est produit. Toutes ces pistes méritent ainsi d'étre explorées pour apporter le plus de
réponses possibles aux questions en lien avec les chitinases de la famille 19. Ces deux chemins
paralléles permettront de répondre a certaines questions. A quel moment TARN messager est formé

et a quel moment I'activité chitinolytique est mesurable ? La compréhension de ces interactions héte-
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pathogéne dans le cas précis des filarioses lymphatiques permettra d’'étudier le mécanisme qui rend
les filaires invisibles du systéme immunitaire de I'h6te plus en détail. Il faut a présent vérifier le
caractére antigénique des chitinases de la famille 19 afin de mener les mémes investigations que
celles pour les chitinases de la famille 18 afin d'éliminer le probléme des réactions croisées avec les
chitotriosidases humaines. Il serait particulierement intéressant de vérifier si les réponses
immunitaires dirigées contre les chitinases de la famille 19 sont également protectrices, comme le
sont les réponses immunitaires dirigées contre les chitinases de la famille 18. Si I'expression continue
de la chitinase de la famille 19 chez C. elegans est représentative de I'ensemble des nématodes, il est
permis d'imaginer une lutte moins contraignante vis-a-vis des vers responsables des filarioses
puisqu’il n'est pas nécessaire de cibler le stade de développement. La lutte pourrait ainsi toute aussi
bien se mener dans les vecteurs mais également dans I'héte définitif, ce qui représente une double
cible puisque les traitements jusqu’'a présent avaient soit pour activité la lutte des vecteurs, soit
'empéchement de la propagation des parasites par les vecteurs ou encore des traitements de
chimiothérapie présentant des effets secondaires particulierement lourds. L'intérét nouveau de cette
approche est donc de permettre une lutte contre le parasite indépendante de son stade de

développement et de I'héte qu'il habite.
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Alignement aprés séguencage

Geéne TO5H4.7 (sens)

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

64 A

(AL
4880 AATGGCTGAGCAAAGAGCAAACAAAAC

124 CGCACATTCCCCCCTCTCTAGCGCCTC

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
ACATTCCCCCCTCTCTAGCGCCTC

184 GTCGGCGTCTTTTCCGAAAAGTGACTC

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GGCGTCTTTTCCGAAAAGTGACTC

244 GATGCAATTGCTTTTCCTTCTACTTTT

(VT
5060 GATGCAATTGCTTTTCCTTCTACTTTT

304 TTATCTAGAGCCAGTGAAAAAGGAGTA

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
TATCTAGAGCCAGTGAAAAAGGAGTA

364 TGATTTCTGCCCCCAACATCCAGTTTA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
ATTTCTGCCCCCAACATCCAGTTTA

424 TTCTGATCCAAATGAGCTTCCAAAGTC
(LIl
5240 TTCTGATCCAAATGAGCTTCCAAAGTC

484 TGAGGACTTATTTCCAAAGTCAAATAT

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
0 TGAGGACTTATTTCCAAAGTCAAATAT

4 ATATGAATCTTTTATAATGGCTGCTCG

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
ATGAATCTTTTATAATGGCTGCTCG

604 TAAACAATTCAAAGCTGATGAGCATCA

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
AAACAATTCAAAGCTGATGAGCATCA

664 TTTGCAGGAGACTGGTGAAAA 684

I||||I||||I||I|I||I||
TTTGCAGGAGACTGGTGAAAA 5500

Geéne TO5H4.7 (antisens)

Miniprep:

Wormbase:

705 TNTTNNNNGGNNNNNNTNTNTNNTNGN

(N A
6711 TATTTGACGGGCAAAATATCTCGTAGC

ATGGCTGAGCAAAGABGBEAAAACCAGTCGATGCTCGATTTCCTCAGTTCTATTCCG 123

LRy
CAGTCGATGCTCGATTTCCTCAGTTCTATTCCG 4939

CGCCTTCAATCCGTGTTTTGTCCGATCCGGTCT 183

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|III
CGTGTTTTGTCCGATCCGGTCT 4999

TCTTTGTACTTTGACTGACGCGAGCTTCAACCC 243
TR
TCTTTGTACTTTGACTGACGCGAGCTTCAACCC 5059
CACACCTTATACGATCGTTGGTAAGTGTTTGAA 303

LU
CACACCTTATACGATCGTTGGTAAGTGTTTGAA 5119

CTGAATTCTTGATGATATTCCAGGAGAAAGCCC 363

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|III
ATGATATTCCAGGAGAAAGCCC 5179

TGGCAAGGAACCCGAAGAGGACTGTGCTCAAGC 423

TR
TGGCAAGGAACCCGAAGAGGACTGTGCTCAAGC 5239

TCCACTGGAAAAATGGTTTMAACAAATGTT 483

LCEFPEEELEEEREE THLAA
TCCACTGGAAAAATGGTTERAACAAATGTT 5299

TGGAATGGGACCTCATCCGTGCTTACCGTACTC 543

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
ATGGGACCTCATCCGTGCTTACCGTACTC 5359

CTTTCCCGAGTTTGGAGCAGCACATCCAAA 603

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
GTTTGGAGCAGCACATCCAAA 5419

TAAGAGAGATGTAGCTACATTTTTTGCACACGC 663

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|III
GTAGCTACATTTTTTGCACACGC 5479

GNNNGNNNCNGTN-TTCTTNNNNNGNCTTTTTT 647

[ AL 1111
GAAAGCTACAGTTATTCTTAAAATGACTTTTTT 6770
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Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

646 CTTGTCGANTTGTGNCTGNGATNTTCC

I||||I|| I||I| |I| (11
TTGTCGAATTGTGACTGCGATATTCC

586 ACTATTCGAAAAAAAAATTATTTCAAA

(LR
6830 ACTATTCGAAAAAAAAATTATTTCAAA

526 TAGTCATTTACAGACTCACAGTATATT

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GTCATTTACAGACTCACAGTATATT

466 CACAGTACGCATTCTCAGAACTTTGTG

I
6950 CACAGTACGCATTCTCAGAACTTTGTG

406 ACTAGTATTCAGGAATGCTGGACGGAT

I|IIIIIII|IIII|IIII|IIIIIII
TAGTATTCAGGAATGCTGGACGGAT

346 CAGATTGGGGGAATATGTGGAAATCTC

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
0 CAGATTGGGGGAATATGTGGAAATCTC

6 GTCCACTTCCATACTACGATCCGAAAC

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
CACTTCCATACTACGATCCGAAAC

226 GAAATCGTTTGCGATGTGTCTACAGTA

(LA
7190 GAAATCGTTTGCGATGTGTCTACAGTA

166 CTGGAAACTCGCCTTGCTTGAAGCATA

L
7250 CTGGAAACTCGCCTTGCTTGAAGCATA

106 GGGGATAGY9

[
7310 GGGGATAG 7317

ATTTTCTTTCGITTCTTCGTATTATTTCTGTC 587

||I||I|I||I ||I||||I||||I||I|I||I
TICGTTTCTTCGTATTATTTCTGTC 6829

AATCGAGCCCGTAAATCGACAGAAGCGCTACAG 527

oI
AATCGAGCCCGTAAATCGACAGAAGCGCTACAG 6889

TCGCTACGAGATATTTGCGCGTCTAACATGTTG 467

IR
TCGCTACGAGATATTTGCGCGTCTAACATGTTG 6949

ATCCCGTAATACTTCGCATTTAACCCTAAAATG 407

(R R
ATCCCGTAATACTTCGCATTTAACCCTAAAATG 7009

TCGACGCTGTTCAACACATGTACTCTTGGCATC 347

I|IIII|IIII|IIIIIII|IIII|IIII|III
CAACACATGTACTCTTGGCATC 7069

AATCGTGTGATTGTGCTCCGGCTCCATATGGTG 287

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
GIGTGATTGTGCTCCGGCTCCATATGGTG 7129

ATCCACACGAATTTACAAAACAAAACGATC 227

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
AATTTACAAAACAAAACGATC 7189

TGTACGAAAGCCCAGAGACATTCCGACTTGATG 167

L CTFSEELPTEERTRARR
TGTACGAAAGCCCAGAGACATTCCGACTTGATG 7249

AACCGAAAATTCGCTTGACCABAGGAATAALO7

A RTREEE
AACCGAAAATTCGCTTGACCAAAACTGGAATAA 7309

Université de Neuchatel

122



Caractérisation de chitinases chez les nématodes

Annexes
Muriel Nirina Maeder

Géne C08B6.4 (antisens)

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

Miniprep:

Wormbase:

939 AATTNANGGGNNTNNGNNGGTNNTNAN

IIIIIII [N
15025 AATTCATGTGCATCTGCTGGTCTTTAT

879 CCANGNTNAAATTNAACAATTTNAAAN

Il I I IIIII LL{TERIL
5 CCATGCTCAAATTCAACAATTTCAAAT

819 NGGGGAGCCATACAAATTTCGTACAAC

| I||||I||I|I||I|I||I||||I
GTGGAGCCATACAAATTTCGTACAAC

759 ACTGTAAATATTAAAGTTGATTTATTA

(LRt
15205 ACTGTAAATATTAAAGTTGATTTATTA

699 CCACCACTTGCCGTTCTGGCTTCTCTT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ACCACTTGCCGTTCTGGCTTCTCTT

639 GCAATGCATGATATTGTAATGGGAAAC

[
15325 GCAATGCATGATATTGTAATGGGAAAC

579 TATGATGGACCGATCTTTGGGCCAACT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TATGATGGACCGATCTTTGGGCCAACT

519 GATCCAACAAATCCAGGAGGTCCAGGA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCAACAAATCCAGGAGGTCCAGGA

459 TGTGGTTACTTTGACACTCCAACAGGA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GTGGTTACTTTGACACTCCAACAGGA

399 AGTTTCATTTTTAAATGAATAAGAAAT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GTTTCATTTTTAAATGAATAAGAAAT

339 TTTCCAGACATGCCTGTACCACTGGAT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTCCAGACATGCCTGTACCACTGGAT

279 TGGACATCCACCTGGAAAGATGTTCCA

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
GACATCCACCTGGAAAGATGTTCCA

219 ATTTTCTATT

IIIIIIIIII (U
5745 ATTTTCTATT

9 CGTATTAAGTGTATTGCGAGTATCTAT

I||||I||||I||I|I||I||||I|||
TTAAGTGTATTGCGAGTATCTAT

99 ACTTCTCCATGCT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CTTCTCCATGCTTAAATTATTAACTC

NGTTNNGNTTNNGATNAAANAANTTATTTNNNT 880

III T L
GTTCTGCTTCTGATCAAATAACTTATTTCTAT 15084

ANNGNNGNTCCANNTAAAGGATGTTATTTNGGA 820

I I IIIII IR 11
CTGCTCCATATAAAGGATGTTATTTTGGA 15144

TACAACTACGGACAATTCCAAGATTGGTTGAGA 760
[
TACAACTACGGACAATTCCAAGATTGGTTGAGA 15204
AAAGAACCAAATCTTGTAATGACTAAAATGGAT 700

U
AAAGAACCAAATCTTGTAATGACTAAAATGGAT 15264

TGGTTTTATATGACACCTCAACCACCCAAACCT 640

VLR
TGGTTTTATATGACACCTCAACCACCCAAACCT 15324

TGGAATAGTGGAGCAAAGAATGCAGCAGCTGGA 580

[
TGGAATAG I GGAGCAAAGAATGCAGCAGCTGGA 15384

TCATTGATAATCAACAATGAATGTTCTGGAGAA 520

LR
TCATTGATAATCAACAATGAATGTTCTGGAGAA 15444

GAATCTAGAAGAATCAAGGCATTCAAATGGTTT 460
(LRI
GAATCTAGAAGAATCAAGGCATTCAAATGGTTT 15504

CCGGAGGCGACCCTCTCTTGTAAAAGTAAGTTC 400

RO
CCGGAGGCGACCCTCTCTTGTAAAAGTAAGTTC 15564

TATATATTATATTAAAAAATTATCGAGTTAACA 340
ATl
TATATATTATATTAAAAAATTATCGAGTTAACA 15624

CAAATTTTCTATAATCTGAGTTATCAGCCTGAT 280

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTCTATAATCTGAGTTATCAGCCTGAT 15684

TGCACTTGTGCACCAGCCAGTTATGGAGIS 220
N
TGCACTTGTGCACCAGCCAGTTATGGAGIS 16744

GIGATCCTGACTACTATCCATCTAGTTTTGCTGCTCAAAACGACTACBAC

ATGATCCTGACTACTATCCATCTAGTTTTGCTGCTCAAAACGACTAC3304

CGAACCCATCCATGTATTCTATGGATAACAAG 100

||I||I|I||I||||I||||I||I|I||I|I||
ATGTATTCTATGGATAACAAG 15864

TAAATTATTAACTCCATBY9

11
CATT 15895

Université de Neuchatel

123



Caractérisation de chitinases chez les nématodes

Annexes
Muriel Nirina Maeder

Différentes séguences des chitinases de la famille 19

chia-1 (NP503391)

atgtc:
MSETYANFTFIDCSIVS

FGNASLCPKATKYGKRP
CTRPTDPNNLPASKLES
REMFEDLFPFSNLGWGP

WPYSYDAFKIASRYFPE
fegattaatgigaataataaggaageigtccgatcagatgcticaaactgt
SINVNNKEAVRSDASNC
ggaggattttataactggtttgaaggagggccaataagtagctttitggac
GGFYNWFEGGPISSFLD
cctggttatactccatccgacggaaattcatgttcatctgctggtctttat
PGYTPSDGNSCSSAGLY

tctgatcaaataacttatttctatccatgctcaaattcaacagtatcaaat
SDQITYFYPCSNSTVSN
ccatataaaggatgttattttggacgtggagccattcaaatttcgtacaac
PYKGCYFGRGAIQISYN
ggacaattccaagattggttgagaactgtaaatattaaagttgatttatta
GQFQDWLRTVNIKVDLL
aatcttgtaatgactaaaatggatccaccacttgccgttctggcttetctt
NLVMTKMDPPLAVLASL
atgacacctcaaccaccgaaaccagcaatgcatgatattgtaatgggaaac
MTPQPPKPAMHDIVMGN
ggagcaaagaatgcagcagctggatatgatggaccaatctttggaccaact
GAKNAAAGYDGPIFGPT
attaacaatgaatgttctggagaagatccaacaaatccaggaggtccagga
INNECSGEDPTNPGGPG
agaatcaaggcattcaaatggttcaatggatattttggttcccecgttgga
RIKAFKWFNGYFGSPVG
acattgtcctgtaaaatgaa
TLSCKMKLDAISHNLSY

WLTSWKEEPCDCAPASY
VNYYDPVYYPAKFAAQN
RKKCIKSIYAKPSMYSM

TSACLNH*

chia-2 (NP504628)

atggctgagcaaagagcaaacaaaaccagtcgatgctcgatttcctcagtt
MAEQRANKTSRCSISSV
gcacattcceccctcetctagegcecteegcecttcaateegtgttttgtcega
AHSPLSSASAFNPCFVR
tcggcegtcttitccgaaaagtgactctcttigtactttgactgacgcgage
SASFPKSDSLCTLTDAS
atgcaattgcttttcctictacttttcacaccttatacgatcgttggagaa
MQLLFLLLFTPYTIVGE

FCPQHPVYGKEPEEDCA
DPNELPKSPLEKWFTKQ
DLFPKSNIGMGPHPCLP

ESFIMAARYFPEFGAAH

60
A SR

120
P KS

80
WFT

40
SSC

00
FGT

ttctaccgt 360
FYR
cctaaaact 420
PKT
tgttctgct 480
CSA

actgctgct 540
TAA
tacaactac 600
YNY
aaagaacca 660
KEP
tggttctat 720
W FY
tggaatagt 780
W N S
tcattgatc 840
SLI
gaatctaga 900
ESR
cctgagcat 960

020
QPN

080
GG L

140
EIN

1200
D KK

1224

ctattccgc 60
LFR
tccggtetg 120
SGL
ttcaacccg 180
FNP

40
SPD

00
QAS

60
MF E

20
YSY

480
PN K
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QFKADEHHKRDVATFFA

tctaaca
QETGENDASVYNNTDLT
gctcacgagtgcttctatcgtggcggattctataattggtttgaacgtgga
AHECFYRGGFYNWFERG
acattcctttctccagcagctccaggattctct
TFLSPAAPGFSPFDGKR

EGRYCKSDPIIDFWYPC
IESHSDKEYHKGCYFGR

QLSWNYNYGLFQQFLLT

KVDLIENPNLVMTKMDP

MMASLWFYMTPQPPKPS
IVTGDWKPSSKNRRAGY
IFGPTSLIINNECGGED
PGGPGESRRIKAFKWEFC
KVPVGSERTLSCKGMLD
gctgttcaacacatgtactcttggcatccagattgggggaatatgtggaaa
AVQHMYSWHPDWGNMWK
tgtgattgtgctccggctecatatggtggtecacttccatactacgatceg
CDCAPAPYGGPLPYYDP
ccacacgaatttacaaaacaaaacgatcgaaatcgtitgcgatgtgtctac
PHEFTKQNDRNRLRCVY
gaaagcccagagacattccgacttgatgctggaaactcgcecttgettgaag
ESPETFRLDAGNSPCLK

aaaattcgcttgaccaaaactggaataaggggatag
KIRLTKTGIRG*

chia-3 (NP001023634)
atgactcgcatcaaaagtgtcattttaacggtititctcattitigcacat
MTRIKSVILTVFLIFAH
VSAVDYGNASSCPKAAK
GPPESCTQPTDPNNMPA
ESWFTREMFEDLFPFAN
GPSSCWPYSYDAFKIAS

ggat
PEFGTSINVNNTVYTAD

aaaagagacttggcggctttctttgcccacgctgticaagaaactggagag
KRDLAAFFAHAVQETGE
gctctatatgacac
ALYDTLSDQDASNCFYR
YNWFEGGPTSSFLDPKT
TPADGNSCASAGLYCSA
ITYFYPCSNSTISNTAA
GCYFGRGAIQISYNYNY
QDWLRTVNIKVDLLKEP
MTKMDPPLAVLASLWFY

QPPKPAMHDIVMGNWNS

40
HAL
ctigaacaa 600
LEQ
ccaaactct 660
P NS

20
CTD

780
N S D

40
GAL

900
K GV

60
PLA

200
KYF
ggattcgac 1260
GFD
tctcaatcg 1320
SQS
aaactgtat 1380
KLY
agtatgtac 1440
SMY
cataaaccg 1500
HKP

1536

60
N S |

120
YGT

80
SEL

40
LGW

0
RYF
gagaataag 360
ENK
aacaacatt 420
N NI

80
G GF

40
PGY

00
SDQ

660
PYK

720
GQF

80
NLV

40
MTP

900
G AK
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NAAAGYDGPIFGPTSLI
ECSGEDPTNPGGPGESR

AFKWFCGYFDTPTGPEA
fgtaaaaacatgcctgtaccactggatcaaatittctataatctgagttat

CKNMPVPLDQIFYNLSY
tggacatccacctggaaagatgttccatgcacttgtgcaccagccagttat

WTSTWKDVPCTCAPASY
attttctattatgatcctgactactatccatctagttttgctgctcaaaac

IFYYDPDYYPSSFAAQN
cgtattaagtgtattgcgagtatctatgcgaacccatccatgtattctatg

RIKCIASIYANPSMYSM
acttctccatgcttaaattattaa

TSPCLNY®*

chia-4 (NP505607)

atgactttittgtgtatactgggaatcctitgcagatcaatcgctgaaaaa
MTFLCILGILCRSIAEK

atgcgtttgaaaatttcaatttgtcaatctgaaaaaatgtgttatttaata
MRLKISICQSEKMCYLI

SKSGNGPPKSCTPPTDP
PASKLECWFTREMFEDL
ANLGWGPSSCWPYSYDYV

ASRYFPEFGTSINVNNT
ctgcatgaaaataagaaacgagattigacggctttctttgcccatgctatt
LHENKKRDLTAFFAHAI
tcaaaattgatgaatttcagacatcagtccgatcaagatgcatcaaactgt
SKLMNFRHQSDQDASNC
ggaggattttataactggtttgaaagaggaccaacaagtagctttttggac
GGFYNWFERGPTSSFLD
cctggttatactccagccgacggaaactcatgtgeatcttctggtctttat
PGYTPADGNSCASSGLY
tctgatcaaataacttatttctatccatgctcaaattcaacaatttcaaac
SDQITYFYPCSNSTISN
tcccatagaggatgctattttggacgcggaacaattcaaatttcgtacaac
SHRGCYFGRGTIQISYN
ggacaattccaggattccagaacattgaaaaaaaaaactaataattcttct
GCQFQDSRTLKKKTNNSS
acttactttattgtcatcatgagtgtccggaagatctga
TYFIVIMSVRKI?*

chia-5/6 (NP506472/NP506473)

atgtcggcgcaattcgtcgcatticttctcatcgeatitaatttgtetcta
MSAQFVAFLLIAFNLSL
gcattcaa

AFNGANASVGLFGNASS
AAKFGKGPPKSCTIPSD
KPASQLESWFTREMFED
FANLGWGPSSCWPYSYD
IASRYFPEFGTSLNVNN

actgcggacgagaataaaaaacgagatttggctgccttctitgcccatgca
TADENKKRDLAAFFAHA

960
I N N

1020
R I K

80
TLS
cagcctgat 1140
QPD
ggaggtctc 1200
GGL
gactacaac 1260
DYN
gataacaag 1320
D N K

1344

agtggttac 60

SGY
attaffgigiia2o
11V

80
N N L

0
FPF

00
F KI
atgtatata 360
MY I
caagaaact 420
QET
ttctaccgt 480
FYR
cctaaaact 540
PKT
tgttctgct 600
CSA
actgttgct 660
TVA
tacaactac 720
YNY
gcatttcac 780
AFH
819

ccggecaac 60

P AN
120
CPK
180
P NN
0
LFP
00
A F K
tgtat 360
TVY
attcaagaa 420
I Q E

actggagaaaacaacaactatctitataccgegctictegatcaagaggeariiccaatigt4s0

TGENNNYLYTALPDQEA

SNC
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FYRGGFYNWFEGGPSSN
PETPGHSPTDGNSCTSA
CSASDQITFFYPCSNST
PAAPYKGCYFGRGGIQI
YNYGQFQDWLKSVNITYV
KEPNLVMTKMDPPLAIM
WFYMTPQPPKPAMHDIL
WNSGAQNSAAGYDGPIF
SLIINNECSGEDSKNPG

ESRRIKAFKWFNGYFGS
agtgaaacttaatgcgata
PEHTLSCGKMPVKLNAI
cagagttatcaacctgattggagttcatcctggaaaccagaacgatgtgac
QSYQPDWSSSWKPERCD
gcaagttacggaggactcgtgtattattttgatccaaactattacccagcc
SYGGLVYYFDPNYYPA
gctcaaaacgatitgaatcgcaagaaatgtattgaaactgtttatgcaaat
AQNDLNRKKCIETVYAN
tatttcatggataaaaaaaattcattatgccttaattattga
YFMDKKNSLCLNY O

H. megidis

aaacgagatttggctgccttctitgcccatgcaattcaagaaactagagaa
KRDLAAFFAHAIQETRE
tatctttatacgtaagttttatal
YLYTA

0
FLN

00
GRY

60
I'SN

20
SYN

80
DLL

0
ASL

900
M G N

960
GPT

1020
G PG

080
PVG
ccccactat 1140
PHY
tgtgctcct 1200
CAP
agttttgtt 1260
SFV
ccatcaatg 1320
PSM

1362

aacaacaac
N NN

tagggtaacatttagtcatgacaataatttccagcgegcticccgatcaag
LPDQ
attgtttctaccgcggaggattttataactggtttgaaggtggaccgtcaa
NCFYRGGFYNWFEGGPS
taaacccagaaacacctggtcactctccaactgatggaaattcatgtacat
LNPETPGHSPTDGNSCT
gttactgtictgcttctgatcagattaccttttictatccctgctccaatt
RYCSASDQITFFYPCSN
caaaccctgctgctccatataaagggtgctattttggaagaggaggaattc
SNPAAPYKGCYFGRGGI
ataactacaactacgg
YNYNY

B. malayi

aagagagatgtagctacattttttgcacacgctttgcaggagactggtgaa
KRDVATFFAHALQETGE
agtgtttataagtg
SVYN

aggcatcca
EAS
gtaactttt
SNF
ctgctggte
SAG
caacaattt
STI
aaatttcgt

QIS

aatgatgca
N DA
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tgtcctttatatagacgtcccatagaaaataaagtatiaatatctceagta  ataccgatc

taacacttgaacaagctcacgagtgcttctatcgtggcggattctataatt
LTLEQAHECFYRGGFYN

N TD
gotttgaac
W F E

gtggaccaaactctacattcctttctccagcageteecggtatcccadictitactttcty

RGPNSTFLSPAAP
faaaatgagitaaaccigatatiicaggaticictccattigatggtaaa
GFSPFDGK

gacgagggaagatactgcaagtcggatccgattattgatttitggtatcca
DEGRYCKSDPIIDFWYP

gatatcgaatcacattctgacaaagaatatcataaaggatattatitcgga
DIESHSDKEYHKGYYFG

ctccaactticctggaactacaactatgg
LQLSWNYNY

A.suum (AF395836)

tcattactgatatttctattctatgtgacgaaaaaaataaacgcgtcattc
SLLIFLFYVTKKINASE
ccacagcaaagatttggcatgggaccgccatcgagttgtgcaccaccttce
PQQAQRFGMGPPSSCAPPS
aatttgccaccatccgaacttgaaacttggtttaccaaagacgtgttcgag
NLPPSELETWFTKDVFE
ccatatgcaaatattggttggggtccaaacaaatgctggccatattcatat
PYANIGWGPNKCWPYSY
gtcattgcggcacgttatttcccaggatttggcacctcatcaccgaatact
VIAARYFPGFGTSSPNT
aaggagcagaatacgcgacgtgatitagcggccttcttcgcacaageactt
KEQNTRRDLAAFFAQAL
ggagctaatgatgcatcgctctacggaggtggcagaactgttcaagaagea
GANDASLYGGGRTVQEA
tactataggggtggattctataattggtttgaaggtggtccagtitcaagt
YYRGGFYNWFEGGPVSS
ccaaactctcctggctatcaaccaaacgatggaagggagtgtaatgtggec
PNSPGYQPNDGRECNVA
tgttcatcatctccagagatcagctactggtatccatgcaaaggtagtact
CSSSPEISYWYPCKGST
aatggctattatactggttgctattttggtagaggagcacttcagatttca
NGYYTGCYFGRGALQIS
aattacggtcaatttcaaaattggttacacagtagaggtatcaatgtcaat
NYGQFQNWLHSRGINVN
gaacctaatctagttitaacgaaaatggatcccccaattgeggtgcttget
EPNLVLTKMDPPIAVLA
ttctatatgactccacaaccaccaaaaccagctatgcacgatattataatc
FYMTPQPPKPAMHDIII
aatcctggaccagtggacaaggcggecggttatacgggaccgatcttigga
NPGPVDKAAGYTGPIFG
ctgatcatcaacaacgaatgtggtggagaagatgccagtaacccaggtgga
LITNNECGGEDASNPGG
agtcgtcgaatcaaagcgtitaaatggttttgtaactatttcggagtcecc
SRRIKAFKWFCNYFGVP
cagcgattactttcatgcaaagatatgccgcaaaagttigatatgatgege
QRLLSCKDMPQKFDMMR
agttaccaaccggattggtcatcgacatggaaatcggagccgtgccaatgt
SYQPDWSSTWKSEPCQZC
acatacgcaggtatcgtaccgtacticgatccagattattatccagaagaa
TYAGIVPYFDPDYYPEE
ttgaatgaagagaatcgtaaacgttatgtgattagcgtctatgagaatcca
LNEENRKRYVISVYENP
ggtatggticccgegttaaatccatgtctigaatacgacacgatcgaggga
GMVPALNPCLEYDTIEG

aactaa

N *

agatgtact
RCT
tgtaactca
CNS
cgaggtgct
R GA

gactgtccg
DCP
gatccgaac
D PN
gatcttttc
DLF
gaagcattc
EAF
gtgcatacg
VHT
caggaaacc
QET
aacgactgt
NDC
ttcctcaac
FLN
ggaatatat
GlY
gagccaatt
EPI
tacaactac
YNY
ctictageg
LLA
tcattatgg
SLW
gggattgtgg
GLW
ccaacaagt
PTS
ccaggagag
P GE
tatggagaa
Y GE
tataatctc
Y NL
gctccageg
APA
ttcgttgeg
FVA
agtatgtac
SMY
agtggtacc
SGT
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V.vinifera(l) (CAA90970)

MGLWALVAFC LLSLILVGSA EQCGGQAGGR VCPGGACCSK FGWAIBNTCGSGCQSQCS STGDIGQLIT RSMFNDMLKH

RNEGSCPGKG FYTYDAFIAA AKAFPGFGTT GDTTTRKREI AAFLAGHE TTGGWASAPD GPYAWGYCYL REQGSPGAYC
VPSAQWPCAA GRKYYGRGPI QISYNYNYGQ AGKAIGVDLY NNPDIDA VISFKTAFWF WMTPQSPKPS CHNVITGGWT

PSGADRSAGR LPGFGVITNI INGGVECGKG VVPQVQDRIG FYKRYIF®VSYGNNLDCN NQRPFGSGLL LDTI

H.vulgare(l) (Q42839)

MRGPSVVVAI VAIVLSAALA MAMVVRAQQC GSQAGGATCP NCLGEBR CGSTSDYCGA GCQSQCSGCG PTPPGPSPGG
GVSSIISRDL FEQFLLHRDR CQDAAGFYTY DAFLAAAATF PAFGTBGE TRKQEVAAFF GQTSHETTGG WATAPDGPYS
WGYCYRRELG SPPDYCQPSS QWPCVQDRQY YGRGPIMLSW NYBRAGPISVDLLNNPD LVATDATVSF RTALWFWMTP

QANKPSSHAV ITGQWTPTAA DTAAGRVPGY GVITNIINGG LECGRESR VADRIGFYQR YCNILGVGYG GNLDCYNQRP

FVEGLLIQRV TE

O.sativa(l) (Q42992)

MKATTTAVAL LVAAAAMVAQ VVAEQCGSQA GGALCPNCLC CSSBSWCSDYCGDGCQS QCDGCGGGGG GGGGGGGGGG
GGGAVEAVVS KELFEQLLLH RNDAACPARG FYTYDAFVTA AAARRIAT GDDEARKREV AAFLGQTSHE TTGGWATAPD
GPYSWGYCFK EEIAAAASYC VASAEWPCAA DKKYFGRGPI QLSYWOM AGEAIGEDLL NNPELVASDP VVSFKTALWF
WMTPQSPKPS CHDVITGQWT PSSGDIAAGR VPGYGVITNI INGGIE®S PDDRVANRIG FYQRYCDVLG IGYGSNLDCY
DQRPFNSGLA AVQ

A.hypogaea(ll) (CAA57774)
MKFCNFFTFT LALIVVLQAL GASADDAGT! ITQPLYNEFL KHLTDSFEEA HGFYTYNAFV TAARAFPAFG TTGDDVTRKR
ELAAFFGQTS HETTGGTTNA PDEFEWGYCF LREQTKEQHC DST®AEC KQYYGRGPIQ LTSNSNYQLA GQAIKADLIN
NPDLVATDAV ISFKTAIWFW MTPQGNKPSC HDVITNAWRP TATDS&RA PGYGVITNII NGGIECGKGA NTNSNNRIGF
YKRYCDILKI GYGSNLDCAN QQHF

H.vulgare(ll) (P11955)

MRAFVLFAVV AMAATMAVAE QCGSQAGGAT CPNCLCCSRF GWEGSTFDGCQSQCSGC GGGSTPVTPT PSGGGGVSSI
VSRALFDRML LHRNDGACQA KGFYTYDAFV AAASAFRGFG TTGERET EVAAFLAQTS HETTGGWATA PDGAFAWGYC
FKQERGATSN YCTPSAQWPC APGKSYYGRG PIQLSHNYNY GPAGWAI LLRNPDLVAT DPTVSFKTAM WFWMTAQAPK

PSSHAVITGQ WSPSGTDRAA GRVPGFGVIT NIVNGGIECG HGQDABR IGFYKRYCDI LGVGYGNNLD CYSQRPFA
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C.ensiformis(Il) (081934)

MKLGSVFTFT LAYILLVTSS KLPSVAGDDV GSVIDASLFD QLLKHRDPA CEGKGFYSYN AFVTAARSFG GFGTTGDTNT
RKREVAAFLA QTSHETTGGA AGSPDGPYAW GYCFVTERDK SNKSTPPCPAGKSYYGR GPIQLTHNYN YAQAGRALGV
DLINNPDLVA RDAVISFKTA IWFWMTPQGN KPSCHDVITN RWTPSAMA ANRTPGFGVI TNIINGGIEC GRGPSPASGD
RIGFYKRYCD VLHLSYGPNL NCRDQRPFGG

A.thaliana (IV) (CAA74930)

MLTPTISKSI SLVTILLVLQ AFSNTTKAQN CGCSSELCCS QFGFCGRSD YCGVGCQQGP CFAPPPANGV SVAEIVTQEF
FNGIISQAAS SCAGNRFYSR GAFLEALDSY SRFGRVGSTD DSRRBRF AHVTHETGRN FCYIEEIDGA SKDYCDENAT
QYPCNPNKGY YGRGPIQLSW NFNYGPAGTA IGFDGLNAPE TVATBPVKTALWYWTNR VQPVISQGFG ATIRAINGAL

ECDGANTATV QARVRYYTDY CRQLGVDPGN NLTC

O.sativa(lV) (004138)
MANSPTLTML VFLAIGLSLV LSAAGVSVES VVTEAFFNGI KNQAPNGAG KSFYTRQSFL NAARSYSGFA NDRTNDDSKR
EIAAFFAHVT HETGHMCYIN EINGANMDYC DKSNKQWPCQ PGKIRGKE LQISWNFNYG PAGKNIGFDG LRDPDKVAQD

PTISFKTALW FWMNNVHQVM SQGFGATIRA INGALECNGK NPGARNM YYKDYCRQFG VSPGGNLYC

S.griseus (BAA23739)

MYRRVMSLLV ALGAIVAALI VLPATTAQAA TCATAWSSSS VYTNGEIY NGRNYTAKWW TQNERPGTSD VWADKGACGT
GGEGPGGNNG FVVSEAQFNQ MFPNRNAFYT YKGLTDALSA YPAGSRT EVKKREAAAF LANVSHETGG LFYIKEVNEA
NYPHYCDTTQ SYGCPAGQAA YYGRGPIQLS WNFNYKAAGD ALGNMR. YLVEQDPAVA WKTGLWYWNS QNGPGTMTPH
NAIVNNAGFG ETIRSINGAL ECNGGNPAQV QSRINKFTQF TQILGTIIGP NLSC
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Annexes Il

(Protocoles des différentes expériences citées dans le chapitre “Matériel et méthodes”)

Elevage de C. elegans

NGM agar 2.2%

Dissoudre 1.5 g de NaCl, 11 g d'agar, 1.25 g de Bacto-peptone et 500 pl de cholestérol dans 400 ml
d'H,O. Ajuster le volume a 500 ml avec de I'H,O. Mettre I'agar directement dans les bouteilles.
Autoclaver ! Ajouter ensuite stérilement 500 pl de CaCl, 1M, 500 ul de MgSO, 1M et 12.5 ml de
tampon potassium-phosphate (KH,PO,) 1M pH6.

Remarques :  *les solutions sont ajoutées apres filtration stérile
*I'agar doit étre maintenu a 50C au maximum en cas d'ajout d’antibiotique (ne
supporte pas les hautes températures)
*le milieu pauvre en uracyl prévient la sucroissance des bactéries qui masquerait les
nématodes

Formation du tapis bactérien

Déposer quelques gouttes de culture bactérienne de E. coli OP50 sur 'agar a I'aide d'une pipette
stérile. Etaler sur toute la surface et enlever le surplus. Laisser sécher les boites puis les fermer avec
du parafilm.

Remarque : *Laisser reposer les boites au moins une nuit avant de transférer les vers dessus afin
que le tapis bactérien puisse s'établir.

Transfert des vers

Rincer deux fois la plaque avec du tampon M9, récolter les vers dans un tube conique et centrifuger
30 secondes a 1000 rpm pour faire décanter les adultes. Retirer le maximum de tampon M9 et
déposer quelques gouttes du solde restant sur des boites de Pétri contenant les bactéries.

Extraction d’ADN des vers (A. suum)

- Les vers ont auparavant été lavés et congelés !

Laisser fondre les vers a 37<C puis équilibrer les tubes pour obtenir un volume de 0.5 ml. Ajouter dans
chaque Eppendorf 25ul de SDS 10%, 2.5ul de protéinase K et 1ul de B-mercaptoéthanol. Placer les
tubes a incuber a 65C au bain-marie et les renvers er toutes les 10 minutes pendant 30 minutes.
Laisser encore au bain-marie pendant 30 minutes supplémentaires. Ajouter alors dans chaque tube
2.5l de protéinase K puis incuber a nouveau les tubes a 65T au bain-marie pendant 1 heure.
Ajouter encore dans chaque tube 2.5ul de protéinase K et incuber une derniére heure a 65C au bain-
marie.
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- Obtention d’un liquide visqueux homogéne de couleur jaune laiteux. Si ce n’est pas le cas mettre
au frigo toute une nuit ou ajouter encore de la protéinase K !

Ajouter dans chaque tube 0.5ml de phénol-chloroforme 1 : 1. Balancer les tubes pendant 30 minutes
puis centrifuger 2 minutes a 14000 rpm. Prélever le surnageant (contient 'ADN et 'ARN) et le
transférer dans de nouveaux tubes. Refaire les mémes étapes et ajouter ensuite 1.2ml d’EtOH 100%
et renverser les tubes une dizaine de fois (formation de la chaine ADN-ARN). Transvaser la chaine
dans de nouveaux tubes contenant 1ml d’EtOH 100%. Balancer les tubes pendant 45 minutes puis
centrifuger rapidement avant d'enlever le surnageant. Laisser sécher les tubes pendant 15 minutes
avant d’ajouter 0.5ml de solution TEN (Tris 40mM pH7.5 / EDTA 1mM pH8 / NaCl 150mM). Laisser
reposer toute la nuit au frigo.

Placer les tubes 1 heure a 37<C au bain-marie puis ajouter 3ul de RNase A (séparation de I'ADN et de
'ARN) et incuber a nouveau 1 heure a 37C au bain- marie. Ajouter dans chaque tube 0.5ml de
phénol-chloroforme 1 : 1. Balancer les tubes pendant 30 minutes avant de centrifuger 2 minutes a
14000 rpm. Prélever le surnageant et le transférer dans de nouveaux tubes. Ajouter ensuite 0.5ml de
chloroforme uniquement, balancer, centrifuger et prélever comme avant. Ajouter alors 0.8ml d’EtOH
100% pour dénaturer 'ARN. Renverser les tubes une dizaine de fois (formation de la chaine d’ADN en
hélice) puis transvaser la chaine dans de nouveaux tubes contenant 1ml d’EtOH 100%. Balancer les
tubes pendant 1 heure et centrifuger rapidement avant d'éter le surnageant. Ajouter 50ul de solution
TE (Tris 10mM pH8 / EDTA 1mM pH8) et placer les tubes au frigo.

Ligation
— Pour un volume final de 20 pl

Mélanger 2l de tampon 10x, 2ul de vecteur et 1ul de ligase T4 avant d’ajouter 6ul d’ADN. Compléter
le volume avec de I'H,O. Incuber 1 heure a température ambiante !

Transformation
* Milieu LB liquide

Dissoudre 2g de Bacto-tryptone, 1g de Bacto-yeast extract, 200ul de NaOH 1N et 1g de NaCl pour un
volume final de 200 ml d’H,O. Ajuster le pH a 7 a I'aide d’'une solution de NaOH 5N. Autoclaver !
Laisser ensuite le milieu refroidir et ajouter I'antibiotique approprié si nécessaire.

e Cellules compétentes
a) Bactéries (E. coli souches DH5a, JM109 et BL21)

Travailler stérilement et a 4C | Refroidir le roto r a 4C avant de commencer !

Inoculer 5ml de milieu LB liquide avec E. coli. Faire croitre les cellules toute la nuit a 37<C sur
agitation. Inoculer ensuite 50ml de LB liquide avec antibiotique dans un erlenmeyer de 500ml avec
50ul de culture bactérienne fraiche. Incuber a 37C av ec agitation jusqu’a obtenir une densité de
culture de 5x10’ cellules par ml (DOgqo d’environ 0.5). Répartir la culture dans 2 tubes coniques de
50ml et incuber dans la glace pour 10 a 15 minutes. Centrifuger les cellules a 2500 rpm pendant 15
minutes et a 4C. Enlever le surnageant ainsi que toutes les gouttes des parois en retournant les
tubes sur un papier. Resuspendre le culot dans 16ml de tampon RF-1 puis vortexer a faible vitesse.
Incuber les tubes 15 minutes dans la glace. Centrifuger a 2500 rpm pendant 15 minutes a 4<T.
Enlever le surnageant et resuspendre le culot dans 4ml de tampon RF-2. Incuber les tubes pendant
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15 minutes dans la glace puis distribuer 100l de cellules dans des tubes Eppendorf. Plonger les
tubes dans I'azote liquide et les conserver a -80<C..

Tampon RF-1 : Dissoudre 1.96g de KCI, 1.78g de MnCl, 4H,0, 0.44g de CaCl, 6H,0 et 34.5¢
glycérol 87%. Ajouter 6ml de KAc 1M pH7.5. Ajuster le pH a 5.8 avec de I'acide acétique 200 mM et
compléter le volume a 200ml. Stériliser par filtration !

Tampon RF-2 : Dissoudre 0.196g de KCI, 2.2g de CacCl, 6H,0 et 34.5g de glycérol 87%. Ajouter 4ml
MOPS 0.5M, pH6.8. Compléter le volume a 200ml.

b) Levures (P. pastoris GS115)

Inoculer 5ml de milieu YPD-GIlu (5g extrait de levure et 10g peptone dans 500ml d'H,O distillée,
autoclaver puis ajouter 50ml glucose 20% stérile) avec 1 colonie de levures 2 jours avant la
transformation. Incuber toute la nuit & 30C jusqu’a saturation. Le jour précédent la transformation,
linéariser le plasmide par digestion avec Sal | pour générer des clones MUT+ et Bgl Il pour obtenir des
clones MUT- (5-10ug dans 2.5-5ul). Inoculer 1 bouteille de 2 litres contenant 500ml de milieu YPD-Glu
avec la culture saturée la nuit avant la transformation. Incuber toute la nuit sur agitation a 30C.
Centrifuger a 1500g pendant 5 minutes a 4C. Resusp endre vigoureusement le culot dans 500ml
d’H,O stérile. Centrifuger dans les mémes conditions, laver le culot et concentrer les cellules 3 fois par
centrifugation a 1500g pour 5 minutes : resuspendre le premier culot dans 250ml d’'H,O stérile froide,
le second culot dans 20ml d’H,0 stérile — sorbitol 1M (transférer dans un tube Falcon 50ml stérile) et
le troisiéeme culot dans 0.3ml de sorbitol 1M stérile froid (volume final de 800ul). Transférer la culture
concentrée de levures dans un tube Eppendorf stérile froid.

A) Transformation par choc thermique

Dégeler lentement les cellules compétentes sur glace puis ajouter 'ADN de ligation. Mélanger
doucement a la pipette et incuber 30 minutes dans la glace. Mettre 45 secondes a 42<C précisément.
Incuber 10 minutes dans la glace puis ajouter 900l de LB liquide. Agiter a 37<C pendant 1 heure et
demie et étaler sur des boites de LB contenant I'antibiotique approprié. Incuber toute la nuit a 37<C.

B) Electroporation

a) Bactéries (E. coli souches Dh5a)

* Milieu SOC

Dissoudre 4g de Bacto-tryptone, 1g de Bacto-yeast extract ainsi que 0.12g de NaCl et 0.4g de KCI
pour 200ml de solution. Autoclaver! Laisser ensuite le milieu refroidir et ajouter stérilement 2ml de
MgCl, 2M et également 2ml de MgSO, 2M. Ajouter encore 2ml de glucose 2M.

» Electroporation

Décongeler les cellules compétentes lentement sur glace puis mélanger 40ul de cellules compétentes
avec 1 a 2ul d’ADN. Laisser dans la glace pendant 1 minute. Régler I'appareil d’électroporation
(BioRad E. coli pulser) :

Capacité 25uF
Voltage 2.5kv
Résistance 2000
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Transférer le mélange cellules/ADN dans une cuve d'électroporation puis déclencher le choc. Ajouter
immédiatement 500l de tampon SOC dans la cuve, mélanger a la pipette puis transférer la solution
dans un tube Eppendorf. Incuber pendant 30 minutes a 37<C puis étaler les cellules sur un milieu
sélectif.

b) Levures (P. pastoris GS115)

Mélanger dans un Eppendorf froid 40ul de cellules compétentes (levures linéarisées) avec 2.5-5ul
d’ADN, laisser le tube quelques instants dans la glace. Electroporer a 1.5kV puis ajouter
immédiatement 1ml de sorbitol 1M et mélanger les cellules a I'aide d'une pipette Pasteur (ou pointe
bleue coupée). Etaler 400ul de levures transformées sur du milieu sélectif et incuber a 30T jusqu’a
I'apparition des colonies.

Miniprep (isolement d’ADN de plasmide)

Méthode de lyse alcaline :

Piquer une colonie dans 3ml de milieu LB contenant I'antibiotique approprié puis incuber la culture
toute la nuit a 37C sous agitation. Prendre 1.5ml de la culture dans un Eppendorf et centrifuger a
12000 rpm pendant 30 secondes. Eliminer complétement le surnageant avec une pipette Pasteur tirée
et resuspendre le culot dans 100ul de solution | froide (4C). Incuber 3 minutes a température
ambiante en laissant le tube ouvert. Ajouter 200ul de la solution Il préparée fraichement. Mélanger
rapidement par inversion jusqu’a I'obtention d’'une suspension homogeéne transparente puis Incuber 5
minutes dans la glace. Ajouter 150pl de solution Il froide (4C). Vortexer pendant 10 secondes
jusgu’a obtenir une suspension homogene et incuber a nouveau 5 minutes dans la glace. Centrifuger
a 12000 rpm pendant 5 minutes a température ambiante. Récupérer le surnageant et ajouter 500l de
chloroforme. Vortexer vigoureusement et centrifuger a 12000 rpm pendant 2 minutes a température
ambiante. Récupérer le surnageant et précipiter I'ADN avec 900ul d’EtOH 100%. Mélanger par
inversion et incuber 5 minutes a température ambiante. Centrifuger a 12000 rpm pendant 5 minutes a
température ambiante puis enlever I'EtOH. Laver le culot avec 500ul d’'EtOH 70% puis laisser sécher
le culot a I'air pendant 15 minutes. Resuspendre le culot dans 50ul de TE contenant de la RNase (1pl
de RNase [20ug/ml] dans 500ul de TE). Conserver a 4C pour une courte période ou a —20C pour
une longue durée.

Solution | : Dissoudre 0.25ml de Tris 1M pH8, 0.5ml de glucose 1M et 0.2ml d’EDTA 0.5M pH8 puis
ajuster le volume a 10ml avec de I'H,O distillée. Conservation a 4C !

Solution Il : Dissoudre 2 pastilles de NaOH dans de I'H,O distillée. Ajouter 1.5ml de SDS 10% puis
compléter le volume jusqu’'a 25ml avec de I'H,O distillée.

Solution 1l : Dissoudre 30ml de KOAc 5M et 5.75ml d’acide acétique glacial. Compléter le volume a
50ml avec de I'H,O distillée. Conservation a 4C !

Induction des protéines dans un systéme bactérien

Incuber les bactéries transformées (pGEX-3X + fragment de chitinase) en milieu LB liquide contenant
un antibiotique (ampicilline) a 37<C, sur agitation, toute la nuit. Induire I'expression des protéines de
fusion en ajoutant de I'lPTG (concentration finale 0.1mM). Echantillonnage toutes les heures pendant
4 heures.

Sédimenter les cellules par centrifugation et resuspendre le culot dans 1/20 volume de PBS (140mM
NaCl, 2.7mM KCI, 10mM Na,HPO,, 1.8mM KH,POQO,, pH7.3). Lyse par sonication douce. Ajouter du
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Triton X-100 (concentration finale 1%). Mélanger doucement a température ambiante pendant 30
minutes (solubilisation des protéines). Centrifuger a 12000 rpm pendant 5 minutes a 4<C. Purifier le
surnageant avec les colonnes de glutathione sépharose pour récupérer les protéines de fusion.
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