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Résumé

Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi sont des rongeurs déserticoles de
la famille des Gerbillidae caractérisés par un cycle saisonnier de la reproduction. L’analyse
électrophorétique monodimensionnelle en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) des
protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales et des épididymes de
Psammomys obesus en période de reproduction et en période de repos sexuel montre la
présence d’une protéine de PM apparent de 92kDa. Chez cette espéce, en periode de repos
sexuel, I’analyse zymographique sur gel de gélatine révéle la présence d’une activité
geélatinase pour la protéine de 92kDa ou MMP-9. Cette activité semble étre réprimée soit par
la testostérone soit par la transgéline protéine androgéno-dépendante majeure de 22,6
kDa caractérisée et identifiée chez Psammomys obesus, Meriones libycus et

Meriones shawi pendant la période de reproduction.

Deux autres activités gélatinase correspondant aux protéines de PM de 52kDa (MMP-3) et
de 60kDa (MMP-13) sont révélées au niveau des épididymes de Meriones libycus et de
Meriones shawi pendant la période de reproduction.

Chez les rongeurs du genre Mériones : Meriones libycus et Meriones shawi 1’¢électrophorése
et la zymographie en gel de gélatine révélent une activité gélatinase spécifiques aux protéines
de PM de 52kDa (MMP-3) et de 60kDa (MMP-13), exprimées au niveau des épididymes et

actives en peériode de reproduction.

Mots clés: Psammomys obesus; Meriones libycus; Meriones shawi; vésicules séminales;
épididymes; SDS-PAGE; zymographie; transgeline; MMP-9; MMP-3; MMP-13.
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INTRODUCTION




Notre travail s’inscrit dans le cadre de la continuité des travaux de recherche réalisés au sein
de I’équipe 3 du laboratoire de recherche sur les zones arides (LRZA) sur les protéines
spécifiques du tractus génital male de trois rongeurs déserticoles et semi-déserticoles :
Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi, caractérises par une reproduction

saisonniére.

Chez le rat des sables Psammomys obesus 1’analyse du protéome du tractus génital male a
permis de distinguer au niveau de chaque organe éetudié, la présence de plusieurs catégories de

protéines dont I’expression est régulée différemment. En effet, on distingue :

- des protéines ne présentant aucune sensibilité aux variations saisonnieres, ni aux
androgeénes,

- des protéines sensibles aux variations saisonnicres et dont 1I’expression est régulée
positivement par les androgenes,

- des protéines sensibles aux variations saisonniéres et dont 1’expression est réprimée

par les androgénes (Gernigon et al.,1994).

Dans le deuxiéme groupe de protéines, une protéine androgéno-dépendante majeure exprimée
pendant la période de reproduction a été caractérisee et identifiée au niveau des vésicules
séminales de Psammomys obesus, Meriones libycus, Meriones crassus et Meriones shawi.
(Kaci et al., 2008; 2010; 2013).

Nous envisageons dans ce travail de :

- d’analyser dans une premiére étape les protéines exprimées au niveau des vésicules
séminales et des épididymes des rongeurs déserticoles a différentes période du cycle
saisonnier de la reproduction,

- de comparer ces protéines a celles exprimées au niveau des vésicules séminales de
deux rongeurs a reproduction saisonniére continue (Rattus norvegicus et Mus
musculus),

- de rechercher la présence de protéines a activité enzymatique (gélatinases A et B) au
niveau des vésicules séminales et des épididymes des trois rongeurs de la famille des
Gerbillidae : Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi,

- et enfin de rechercher I’existence d’une éventuelle corrélation entre I’expression et/ou
I’activité enzymatique de ces protéines et 1’expression d’autres protéines androgéno-

dépendantes telle que la transgeline.
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l. Anatomie de I’appareil génital méale

L’appareil reproducteur male se compose de deux testicules, des voies excrétrices, des
glandes annexes et du peénis, il est responsable de la production, la nutrition et le stockage

temporaire des gametes males, ainsi que la production d’hormones sexuelles ou androgenes.

Figure 1. Appareil reproducteur male de Psammomys obesus en période d’activité sexuelle.

VS : vésicule séminale ; EPP : épididyme proximal ; EPD : épididyme distal ; CD : canal

déférent ; V :vessie; P :peénis; T :testicule ; Ur : urétre

1.1 Les testicules

Ce sont des organes de forme ovoide entourés par une enveloppe épaisse parcourue par des
vaisseaux sanguins. lls sont situés a I'extérieur de la cavité abdominale, contenus dans des
bourses (ou scrotum) et séparés par un septum. Cette position extra abdominale leur permet
d’étre maintenus a une température légeérement inférieure a celle du corps, condition
indispensable a la formation de spermatozoides viables (Weber et al., 1983).

Entre les tubes séminiferes, il existe un tissu conjonctif lache (interstitium) tres vascularisé au
sein duquel se trouvent des ilots de cellules endocrines (cellules de Leydig), dont la fonction
principale est 1’¢laboration des androgenes testiculaires (la testostérone ses dérivés synthétisés
via la voie D4 et D5 androgénes) ainsi que le maintien de 1’intégrité de la lignée germinale.
Son activité est sous le controle de la LH (Caraty, 1988; Coffrey, 1992; Dohn et al., 2003).



Les cellules de Leydig apparaissent a la 8°™ semaine du développement embryonnaire et
commencent a secréter les androgénes nécessaires aux développements des organes génitaux
externes (Dong et al., 2003).

La structure histologique des tubes séminiféres montre que chaque tube séminifere est entouré
d’un épithélium stratifié constitué par les cellules de la lignée germinale et par des cellules
somatiques de Sertoli.

La cellule de Sertoli apporte un soutien mécanique et nutritif aux cellules germinales sous la
dépendance de la FSH (Feig et la., 1980; Schulze et al., 1984 ; Tostain et al ., 2004), et

intervient dans la libération des spermatozoides dans la lumiére.

Les testicules assurent :
- une fonction exocrine représentée par la formation, la nutrition et la protection des
cellules germinales contre les réactions immunitaires.
- une fonction endocrine (stéroidogénese) représentée par la synthése et la conversion
de la testostérone en dihydrotestostérone; et la sécrétion d’un liquide riche en protéines
(telle que I’ABP et I’inhibine par les cellules de Sertoli), en lactate et en pyruvate

permettant le transport des spermatozoides (Dunn et al., 1981).

La sécrétion de la testostérone par les cellules interstitielles est régulée par la LH; la
spermatogenese est sous le contréle de la FSH qui est elle-méme est sensible a 1’action de la
testostérone produite localement par les cellules de Leydig (Sherins et al., 1973; Tostain et
al., 2004; Hauschild et al., 2008).

1.2 Les voies excrétrices

I. 2.1 Les épididymes
Ce sont des organes qui coiffent le bord supérieur de chaque testicule. Il comporte un conduit
fin, long et pelotonné sur lui méme qui recoit toutes les sécrétions testiculaires
(spermatozoides et hormones).
L'épididyme est composé de 3 parties : une téte constituant la partie la plus volumineuse
représente 1’épididyme proximal; un corps plus fin représente 1’épididyme intermédiaire et
une queue reliée au canal deférent et représente 1’épididyme distal.

Les épididymes assurent :



» Le transit des spermatozoides;

» La maturation des spermatozoides;

» La décapacitation des spermatozoides et acquisition de leur pouvoir fertilisant;

» Le stockage des spermatozoides mures au niveau de la partie finale de I’épididyme
distal avant 1’¢jaculation;

» Une fonction de réabsorption des ions, des protéines et de 1’eau, ce qui permet une
concentration maximale des spermatozoides

» La synthese et la sécrétion de nombreux composés tels que GPC, NO,
bicarbonate..., et des protéines telles que TGFp-1 secrétées dans la lumiére tubulaire.
» 1ls permettent également aux spermatozoides 1’acquisition de leur mobilité et de

facon progressive.

(Dacheux et al., 1981; Dacheux et Paquignon, 1987 ; Wong et al., 1988; Bomgardner et al.,
1999; Carlin et al., 2003).

Les fonctions de I’épididyme sont régulées et soumises a un :

» Controle hormonal sous I’influence de la testostérone produite par les cellules de
Leydig et les ABP produites par les cellules de Sertoli (Tostain et al., 2004).

> Contr6le neurologique responsables du péristaltisme spontané dans 1’épididyme et qui
facilite le transport des spermatozoides (Dacheux et Paquigon, 1981).

1.3 Les glandes annexes
1.3.1 La prostate
C’est un organe musculo-glandulaire, situé en avant du rectum qui entoure le col de la vessie

et la partie initiale de ’urétre, elle comprend trois zones principales: la zone centrale, la zone

de transition et la zone périphérique (Viennois, 2011).

La prostate est constituée d’un stroma fibromusculaire et d’un épithélium glandulaire

composé de trois types cellulaires :

» des cellules sécrétrices qui bordent la lumiére et constituent une assise de cellules
prismatiques.

> des cellules basales situées entre les cellules sécrétrices et la lame basale.



» des cellules neuroendocrines tres peu nombreuses et présentes dans tous les
compartiments glandulaires de la prostate (McNeal, 1988).
Le stroma est principalement constitué de fibroblastes, de cellules musculaires lisses, de
cellules endothéliales et de cellules dendritiques. La prostate est séparée des structures
adjacentes par une bande de collagéne appelée capsule prostatique (Bok, 2002).
Le developpement et le fonctionnement de la prostate sont dépendants de la testostérone, elle

assure principalement :

- la sécrétion et le stockage du liquide séminal (les secrétions sont androgéno-
dépendantes et de nature variée tels que enzymes protéolytiques et les phosphatases
acides).

- le maintien de la continence urinaire et de 1’émission du sperme lors de 1’éjaculation.

- des sécrétions glandulaires constituant le reste du volume spermique (acide citrique,

spermine spermidine, ions Zn*™* et Mg*™) (Yeh et al., 1996; Dayon, 2008).

1.3.2 Les vésicules séminales

Ce sont des organes paires, symétriques de structure glandulaire; elles sont situées en arriere
du col de la vessie au dessus de la prostate, et débouchent dans la prostate pour se relier aux

canaux deférents qui deviennent a ce niveau le canal €jaculateur.
1.3.2.1 Structure histologique des vésicules séminales

C’est une structure longue repliée sur elle-méme et constituée de capsule conjonctive lache
avec quelques fibres musculaires lisses et d’un long tube trés contourné avec de nombreux
diverticules délimités par une paroi formant des villosités (Clavert, 2005; Risbridger et al.,
2006).

La structure histologique de la vésicule séminale montre la présence d’un épithélium
prismatique pseudostratifié a cellules hautes constituant les cellules principales et des cellules
basales, d’un chorion conjonctif riche en fibres élastiques et d’une couche mince de cellules

musculaires lisses (Brandes, 1974; Aumdiller, 1979).

Les vésicules seminales sont androgéno-dépendantes, dont les secrétions glandulaires et
I'aspect histologique sont influencés par les fluctuations du taux des androgénes (Meand et al.,
2013).



Des études antérieures ont montrées la présence de récepteurs spécifiques aux androgénes au
niveau des cellules principales et musculaires (Goyal et al., 1997; Zhu et al., 2000; Parlevliet
et al., 2006; Pearl et al., 2007).

En effet, la diminution du taux de la testostérone induit une involution importante de la glande
et un arrét de I'activité de synthese et I'éelimination des cellules épithéliales par apoptose (Fan
et Robaire, 1998).

Les modifications histologiques se traduisent par une réduction du volume de la glande de

10% o le stroma occupe la plus grande partie.

1.3.2.2 Fonction des vésicules séminales

La fonction principale de la vésicule séminale est 1’élaboration d’un produit de sécrétion a pH
basique qui représente les 2/3 du volume spermatique (Lundquist, 1949).

Ce produit excrété contient beaucoup de fructose nécessaire a la nutrition et la mobilité des
spermatozoides, des électrolytes, des protéines (telle que la séménogéline), des

prostaglandines et de I’acide ascorbique.

Les sécrétions des vésicules séminales contiennent différentes protéines et protéases qui
servent a la liquéfaction de 1’éjaculat (Schiessler et al., 1976), des amines biogénes ayant une
fonction anti-infectieuse (spermine et spermidine ainsi que des inhibiteurs de protéases), de
I’acide citrique, du cholestérol et des phospholipides (Mardh et Colleen, 1975; Fair et
Wehner, 1971).

1.3.3 Le plasma séminal

Le liquide séminal est le fluide composant le sperme chargé notamment de nourrir et de
vehiculer les spermatozoides jusqu’au vagin, constitué essentiellement des secrétions des
vesicules seminales (60% a 75%), le reste provient de la prostate (20 %). Il est caracterisé

par :
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« un pH légérement alcalin (situé entre 7.3 et 7.5);

« la présence de divers composants : vitamines (C et B12), testostérone, des oses (fructose
et sorbitol) ainsi que des minéraux (Mg**, Ca'".), de prostaglandines, de glutathion ainsi
que de la B-endorphine.

« sarichesse en protéines représentées par les facteurs de:

- décapacitation, qui se fixent sur les spermatozoides au moment de I'éjaculation,
- coagulation du sperme jouant un réle de protection des spermatozoides dans le vagin,

- immunosuppression: molécules ayant un réle antigenique.

(Herr et al., 1987; Lilja et al., 1989; Laurell et al., 1992; Firman et Simmons, 2008).

1.3.4 Les protéines androgeno-dépendantes du plasma séminal

Les protéines majoritaires du liquide séminal chez Rattus norvegicus sont représentées par des
protéines structurales androgeno-dépendantes et désignées par SVS I jusqu’a SVS VI de PM
respectif de 100kDa, 50kDa, 37kDa, 18kDa, 17kDa et de 16kDa (Higgins et al., 1976;
Aumuler et Seitz, 1986), la SVS Il représente un composant majeur du bouchon vaginal
(Fawell et al., 1986); la MSVSP99 de PM apparent de 14kDa; la séménogéline protéine de
52kDa est responsable de la coagulation du plasma séminal chez I’homme et comme chez la

souris; la fibronectine incorporée dans le coagulum apres sa liquéfaction.

Ainsi gque des protéines de transport plasmatiques analogues telle que la transferrine (Tauber
et al., 1975), et des inhibiteurs de protéases telle que les inhibiteurs de la trypsine (Min-Long
etal., 1991).

Les protéines minoritaires représentées essentiellement par la caltrine-like trypsine
inhibitor/P12, la SVA de 19kDa agissant comme facteur de décapacitation et la glycoprotéine
CEACAM de 36kDa qui représente une molécule d’adhésivité cellulaire (Chen et al., 1992;
Huang et al., 1999).

Chez les rongeurs a reproduction saisonniere de la famille des Gerbillidae
Psammomys obesus et Meriones libycus, les cellules épithéeliales des vésicules séminales

secrétent une variété de protéines dont 1’expression est androgéno-dépendante.



Les protéines de PM apparent de 45kDa, 43kDa, 38kDa et de 35kDa semblent étre réprimées
par les androgénes et ne sont exprimées qu’en période de repos sexuel. D’autres protéines
sont simulées par les androgenes et caractérisent la période d’activité sexuelle de ces espéces
ont un PM apparent de 34kDa, 12kDa et de 18kDa (Gernigon, 1992; Gernigon et al., 1994;
Mataoui, 1999; Izmrne, 2011).

. La matrice extracellulaire (MEC)

La matrice extracellulaire est un réseau complexe de macromolécules qui entoure
partiellement ou totalement les cellules de 1’organisme, elle représente le principal site de
remodelage des tissus assurent la migration, la différenciation, 1’organisation et la

réorganisation des tissus.

Elle est constituée de polymeres fibreux représentés par les fibres de collagenes, les fibres
élastiques, et des molécules non fibreuses telles que les glycoprotéines, les protéoglycanes et

les glycosaminoglycanes (Birkedal, 1993; Schusterbauer, 2008).
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Figure 2. Composition biochimique de la matrice extracellulaire (Hensen, 2005)



1.1 Protéines structurales de la matrice extracellulaire

11.1.1 Les protéines fibreuses

Elles sont représentées essentiellement par les fibres de collagénes et les fibres élastiques.
L’unité de base du collagéne est la triple hélice de tropocollagéne (Brown et al., 1995), il
existe 21 classes différentes de collagénes décrites chez I’lhomme.

L’¢élastine est sécrétée dans 1’espace extracellulaire par les fibroblastes, elle est caractérisée

par une forte teneur en acides aminés apolaires responsables de ses propriétés d’¢lasticité.

11.1.2 Les glycoprotéines

Parmi les glycoprotéines les plus importantes, la fibronectine qui joue un réle important dans
I’adhérence des cellules aux composants de la lame basale, cette protéine est abondante dans
le sang et dans la plupart des tissus.

Les laminines, abondantes dans la lame basale, ce sont des hétérotriméres qui peuvent
moduler certaines fonctions cellulaires comme la différenciation des cellules épithéliales ou

I’ancrage des cellules basales épidermales.

11.1.3 Les protéoglycanes

Composées de longues chaines de polysaccharides linéaires et sulfatées qui se fixent

généralement de maniére covalente a une protéine pour former les protéoglycanes.

I1.2 Protéines enzymatiques ou endopeptidases de la matrice extracellulaire

La MEC est une structure extrémement dynamique qui est en perpétuel renouvellement,
alternant la synthese et la dégradation de ses composants.

Le remodelage de la MEC est assuré par un grand nombre d’enzymes protéolytiques, incluant
les protéases a aspartate, les protéases a cystéine, les sérines protéases et les

métalloprotéinases matricielles ou MMPs (Birkedal, 1995).



- Les serines protéinases jouent un réle fondamental dans I’activation du plasminogéne en
plasmine (enzyme activatrice des collagénases) et ont la capacité de dégradation des
protéoglycanes.

- Les cysteines protéinases (de la famille des cathepsines) permettent le clivage des
collagenes et la fragmentation des protéoglycanes.

- Les protéinases a aspartate (ou cathepsine D) assurent la dégradation des protéoglycanes,
du collagéne type II et de la zone d’ancrage de 1’acide hyaluronique (Guenec, 2007).

- Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) ont été décrites pour la premiere fois en 1962
quand Gross et Lapier ont identifié une enzyme isolée de la queue de tétard, capable de
dégrader le collagene (Gross et al., 1962).

11.2.1 Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Les MMPs sont considérées comme étant les enzymes majeures responsables de la
dégradation (Nagas et al., 1999) et du renouvellement (Nelson et al., 2000; Visse, 2003) des
composants de la MEC, aussi bien dans les conditions physiologiques que dans les conditions

physiopathologiques, d’ou 1’appellation de matriximes (Huxley et al., 2007).

Elles doivent leur nom a la nécessité de la présence d’un ion métallique pour leur activité
enzymatique et a leur capacité a dégrader les composants de la matrice extracellulaire a pH
physiologique (protéases neutres) (Marbaix et al., 1996).

Ce n’est qu’en 1970 que la collagénase fut obtenue sous forme pure a partir de peau humaine

et de I’'utérus du rat blanc (Jeffrey et al., 1970).

Les MMPs sont sécrétées par différents types de cellules stromales qui sont a I’origine de la
majeure partie de cette sécrétion et plus particulierement les fibroblastes, les macrophages et
les cellules endothéliales, sous forme inactive latente (pro-MMPs) (Nabeshima et al., 1991;
Almbholt et al., 2003).

Les pro-MMPs sont activées a I’extérieur de la cellule par clivage en présence d’autres
protéases (y compris d’autres classes de MMPs) permettant 1’ouverture de leur site actif

(Salamonsen., 1997; Nagase et al., 1999; Gibson et al., 2009).
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Les MMPs ont une action extracellulaire, certaines sont solubles dans le milieu extracellulaire
et d’autres sont ancrées a la membrane plasmique de certaines cellules. Des études récentes
affirment que certaines MMPs sont intracellulaires et peuvent avoir une action dans la cellule
(Nagase et al., 1999; Graesslin, 2008 ).

11 existe chez ’homme plus de vingt membres distincts de la famille des métalloprotéinases,
codeés par des genes différents. Les MMPs répondent aux criteres suivants :
e une homologie structurale (40 a 80% d’homologie en acides aminés) indiquant
qu’elles dérivent d’un géne ancestral commun;
e Une activité dépendante du zinc et de la biodisponibilité des ions calcium;
e une synthese et une secrétion sous forme de inactif (Pro-MMP) (Marbaix et al.,
1992);
e une capacité a dégrader les composants de la matrice extracellulaire a pH
physiologique;
e une régulation a de multiples niveaux, transcriptionnelle et post-transcriptionnelle
(Overall et al., 1991 ; Delany et al., 199);
e une interaction avec des inhibiteurs endogenes (TIMPs) et exogenes
(a-macroglobuline) (Graesslin, 2008; Goffin et al., 2003).

11.2.1.1 Propriétés des MMPs

Les métalloprotéinases matricielles regroupent 1’ensemble des enzymes qui possédent une
structure et des motifs fonctionnels semblables, démontrant un mécanisme de protéolyse
identique (Birkedal-Hansen et al., 1993), et dont I’activité catalytique nécessite un atome de

zinc (ce sont des zincines).

Chez I’homme, 186 génes codant pour des protéases a zinc ont ét¢ identifiés. Parmi ces génes,
la moitié possede un motif consensus HEXXH, les deux Histidines de la séquence
représentent les deux premiers ligands de 1’atome Zn"", alors que le glutamate polarise la
molécule d’eau impliquée dans I’hydrolyse de la liaison peptidique lors de 1’activation des

MMPs.
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11.2.1.2 Classification des MMPs

Les MMPs sont classées en six familles distinctes, chez ’homme, d’aprés leurs spécificités
structurales et leurs substrats de base (Woessner, 2000; Sternlicht et Werb, 2001; David,
2007 ; Sabbah, 2007 ; Gibson et al., 2009) :

» Les collagénases sont les principales protéases ayant la capacité de cliver la triple hélice
des collagenes natifs I, 1l et 11l sur des sites spécifiques, et dont les fragments générés se
dénaturent spontanément a la température de 37°C en gélatine qui pourra étre dégradée par
les gélatinases. Cette classe-comprend:

e La MMP-1 (collagénase-1) de PM de 52 kDa, synthétisée sous forme de pro-enzyme
de 60kDa et de 52kDa.

e La MMP-8 (collagénase-2) de PM de 73 kDa est synthétisée par les leucocytes, les
fibroblastes, les kératinocytes, et les cellules endothéliales en culture.

e La MMP- 13 (collagénase-3) de PM de 48 kDa posseéde 50% d’homologie avec la
MMP-1.

(Verma et al., 2007).

» Les geélatinases de type A et B assurent le clivage des fibres de collagene dénaturé et du
collagene 1V :

e La MMP-2 ou gélatinase A de PM de 72 kDa est exprimée par différentes cellules,
notamment les fibroblastes dermiques, les kératinocytes, les ostéoblastes, les
chondrocytes et de nombreuses cellules tumorales.

e La MMP-9 ou gélatinase B (ou collagénase 1V) de PM de 92kDa. Elle est exprimée
par les cellules stromales, endothéliales et épithéliales, et est considérée comme
marqueur potentiel associé a plusieurs pathologies et a la progression tumorale
(Wysocki et al., 1993; Omachi et al., 2011).

Elle est synthétisée sous forme de monomere qui se dimerisent en cas de lésions sévéres

lorsque les phénomenes d’inhibition se trouvent dépassés en raison d’une forte sécrétion de

MMP- 9.
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La MMP-9 active les facteurs de croissance et les inhibiteurs de 1’angiogenése tels que
I’angiostatine. Elle est activée par différents facteurs tels que le TNF, les androgenes et les
interleukines. Elle est inhibée principalement par le TIMP-1 (Rothhut et al., 2007; Giribaldi et
al., 2011).

» Les stromélysines qui dégradent puissamment les protéoglycanes et divers éléments de la

MEC (laminine, fibronectine, gélatine, collagéne 1V), cette classe comprend:

e La MMP-3 (stromélysine-1) de PM de 52kDa, caractérisée par sa capacité a activer
certaines métalloprotéases comme la collagénase interstitielle, les gélatinases et la
matrilysine.

e La MMP-10 (stromélysine-2) de PM de 47 kDa est synthetisée par les fibroblastes et

les kératinocytes, elle est capable de dégrader de nombreux substrats.

Les MMP-3 et MMP-10 ont une structure tres proche et agissent sur les mémes substrats
(Hulboy et al., 1997).

e La MMP-11 (tromélysine-3)de PM de 60 kDa a été mise en évidence dans les

fibroblastes situés a proximité de carcinome du poumon.

» Les matrilysines
e La MMP- 7 (matrilysine-1) de PM de 23kDa, agit sur les mémes substrats que la
MMP-3.
e La MMP-26 (matrilysine-2) de PM de 30kDa exprimée essentiellement dans
I’utérus (Galant et al., 2004; Piril& et al., 2007).

» Les metalloprotéinases membranaires (MT-MMPs) sont intégrées aux membranes
plasmiques des cellules grace a un domaine transmembranaire hydrophobe présent dans la
partie carboxy-terminale ou ancrées par un groupement GPI (Galant et al., 2004). Dans
cette classe on distingue :

e La MMP-14de PM de 66 kDa est exprimée essentiellement par les cellules
cancéreuses invasives de certains carcinomes, et les fibroblastes des tissus conjonctifs
du colon et du sein.

e La MMP-15 de PM de 68 kDa est exprimée dans le cerveau, les poumons, le placenta,

le ceeur et les hépatocytes tumorales.
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e La MMP-16 de PM de 69 kDa est exprimée au niveau des testicules, du placenta, du
colon, de I’intestin, du cceur et des muscles squelettiques.

e La MMP-17 de PM de 68kDa est exprimée dans le cceur, les ovaires, le colon, les
testicules, et dans le cas de cancers du sein.

e La MMP-24 de PM de 39kDa est trés peu connue, elle est exprimée au niveau du le
pancréas, des poumons et dans les tumeurs du cerveau.

e La MMP-25 de PM de 62kDa est la plus récemment identifiée dans les leucocytes.
Elle est exprimée dans le poumon, le foie et le colon, ses substrats et ses fonctions ne

sont pas connus.
(Galant et al., 2004).

» Un groupe hétérogene de MMPs: plus récemment découvert, dans ce groupe on
distingue:

e La MMP-12 de PM de 54kDa est secrétée par les macrophages et les cellules
stromales; elle est fortement exprimée dans les cas pathologiques tels que les
ulceres intestinaux (Fu et al., 2000).

e La MMP- 19 de PM de 57kDa, capable de dégrader la gélatine, elle est exprimée
dans de nombreux tissus tels que la peau.

e LaMMP-20 de PM de 54kDa, impliquée dans la formation de 1’émail dentaire.

e La MMP-23 de PM de 53kDa ayant une forte expression de ’ARNm dans les
ovaires, les testicules et la prostate, elle est impliquée dans la reproduction.

e LaMMP-27 de PM et de fonctions inconnues.

e LaMMP-28 de PM 59kDa, et dégrade la caséine (Galant et al., 2004).

11.2.1.3 Les différents domaines structuraux des MMPs
Les MMPs sont caractérisées par la présence :

e d’un peptide signal (pré-prodomine) équivalent a une vingtaine d’acides aminés, situé a
I’extrémité amino-terminale.
e d’un pro-domaine composé d’environ 80 acides aminés, caractérise par la présence d’une

séquence PRCG(V/N)PD conservée dans la plupart des MMPs.
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Cette séquence contient un résidu cystéine « Cystéin swich » décrit en 1990 par Van Wart et

Birkedal Hansen, dont le radical (SH) maintenant les pro-MMPs sous la forme inactive.
(Van Wart et al., 1990; Chen et al., 1992; Nagase et al., 1999).

Une fois sécrétée sous la forme de pré-MMP le polypeptide doit étre activé. Il perd son
peptide signal et devient une pro-MMP. La pro-MMP peut ensuite étre clivée in vivo par des

protéases (Murphy et al., 1999).

Le clivage protéolytique du pro-domaine libére 1’atome de zinc du résidu cystéine et entraine
I’activation du site catalytique qui fixe le substrat. Ce clivage est la conséquence de I'action

des protéases a sérine (plasmine, trypsine) et des métalloprotéases.

e d’un domaine catalytique composé d’environ 160 a 170 acides aminés et caractérisé par
un site de liaison de 1’atome de zinc catalytique HEXGHXXGXXH (les 50-54 acides

aminés de ’extrémité carboxy-terminale étant responsables de cette fixation).

Il existe dans le domaine catalytiqgue des MMP-9 et MMP-2 une insertion longue de 175
résidus qui possede 3 motifs répétitifs proches en structure du domaine de type Il de la
fibronectine. Cette structure particuliére leur confere la capacité de dégrader la gélatine.
(Nagase et al., 1999).

e d’une séquence charniére permettant de relier le domaine catalytique des MMPs & leur
domaine carboxy-terminal, excepté dans le cas des matrilysine-1 et -2 dont les structures

primaires ne sont constituées que de pro-domaine et de domaine catalytique.

e d’un domaine carboxy-terminal de type hémopexine ou vintronectine like composé de
210 acides aminés en forme de disque ellipsoidal caractéristique de la plupart des MMPs
(Gomis et al., 1996).

Ce domaine intervient dans la reconnaissance du substrat (Birkedal et al., 1993); il est

nécessaire aux collagénases et pour I’activation des MMP-2 et MMP-14 & la surface

cellulaire.

o d’un domaine hydrophobe d’ancrage additionnel qui permet 1’ancrage des MT-MMPs &

la membrane plasmique (Bernard et al., 2007).
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Figure 3. Différents domaines caractéristiques des métalloprotéinases (Marbaix et al., 1992)

11.2.1.4 Fonctions des MMPs

La balance entre MMPs et TIMPs au sein d’un tissu est un facteur essentiel quant a leur

activité protéolytique.

Au niveau cellulaire, ces enzymes jouent un réle dans la migration cellulaire, la prolifération,
I’apoptose et la différenciation de nombreux types cellulaires, notamment les neurones, les
chondrocytes, les ostéocytes et les adipocytes.

Les MMPs essentiellement les gélatinases stimulent 1’angiogenése sous I’influence de
plusieurs hormones, elles inhibent la production de plusieurs facteurs tels que I'IGFBP-1 et
I’IGF-1 (Manes et al., 1997; Vergo-Gogola et al., 2002), d’autres facteurs pro-antigéniques
comme le VEGF, le b-FGF et le TGF-B sont induits ou activés par ces enzymes, facilitant

ainsi le remodelage vasculaire (Bergers et al., 2000; Belotti et al., 2003).

Le role des MMPs dans le développement des cancers et leur sécrétion au sein du tissu
tumoral a été étudié dés le début des années 1980 apres que Liotta, ait montré que I’invasion

tumorale est issue d’une activité de protéolyse importante (Liotta et al., 1980).

Les MMPs sont associées a diverses pathologies, ce sont des modulateurs importants de
I’inflammation, 1’athérosclérose, I’infarctus du myocarde et la progression des cancers

(Festuccia et al., 2002).
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11.2.1.5 Régulation de la synthése des MMPs

Pour éviter une protéolyse excessive et des dommages tissulaires, I’activit¢ des MMPs est
régulée par de multiples contréles aussi bien au niveau de leur transcription qu’au niveau de

leur traduction et leur sécrétion :

1. Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

L’expression des MMPs est faible dans les tissus, elle est induite lorsqu’un remodelage
tissulaire est requis sous 1’action de certains facteurs:

e les facteurs de croissances tels que le VEGF, et les cytokines comme 1’IL-1 et le TNF-a
peuvent stimulés la synthése des MMPs, d’autres composés tels que le TGF- réprime
la transcription des MMPs (Parsons et al., 1997; Toth et al., 1997; Reitmeir et al .,
2012; Dasu et al., 2004; Tyagi et al., 1997; Graesslin, 2008; Zhou et al., 2012).

e les hormones, représentées principalement par les androgeénes, les corticoides, la FSH et
la LH (Birkedal et al., 1993; Ishikawa et al., 2007).

e le contact cellule-cellule peut moduler I’expression des MMPs (Birkedal et al., 1993).

Enfin, des régulations post-transcriptionnelles des MMPs sont possibles et correspondent, le
plus souvent, a des processus de stabilisation ou de dégradation des transcrits (Jeffrey et al.,
1971; Osteen et al., 2002).

2. Régulation de la sécrétion
Les MMPs sont sécrétées par de nombreux types cellulaires, telles que les macrophages et
les neutrophiles, qui ont la capacit¢ de stocker les MMPs dans des granules
intracytoplasmiques et régulent ainsi leur sécrétion par les actions de la plasmine ou de la
thrombine sur le processus de libération des granules (Aparicio et al., 1999).
3. Processus de maturation des MMPs
Les MMPs sont sécrétées sous forme inactif, leur activation résulte de la dissociation du

complexe Cys-Zn™" et de la fixation d’une molécule d’eau sur I’atome de Zn™" ; elle est suivie

d’une protéolyse libérant le prodomaine et rendant ainsi le site actif accessible.
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Le clivage peut étre le résultat de I’action des sérines protéases comme la plasmine et la
trypsine (Okada, 1988; Schulz et al., 1988).

Trois voies d’activation des MMPs sont décrites :

1/ En général, I’activation des MMPs se produit a I’extérieur de la cellule par action
protéolytique de certaines protéases a serine ou par des MMPs qui induisent un clivage de la

liaison Cys-Zn"" de la séquence PRCGVPDV du domaine amino-terminal.

2 / De plus, il a été rapporté que d’autres protéases telles que les kallikréines, les cathepsines

et les chymases induisent la maturation de certaines MMPs.

3/ Au niveau de la surface cellulaire, un mécanisme d’activation spécifique de la MMP-2, a

tété décrit, en présence de MT1-MMP et de la TIMP-2 (Stetler et al., 1989).

4., Processus d’inhibition des MMPs

4.1 Les inhibiteurs exogenes (TIMPS)
4.1.1. Structure des TIMPs
Ce sont des glycoprotéines de 184 a 194 acides aminés, et caractérisées par deux domaines
aux extrémités amino et carboxy-terminale respectivement de 125 et 65 acides aminés
(Eccles et al., 1996; Baker et al., 2002; Nagase et al., 1999).
Quatre TIMPs différents ont été identifiés (TIMP-1, -2, -3 et -4) de petite taille (de PM
respectif de 30, 20, 22, 22 kDa) (Ruokolainen., et al 2005; Yilmaz et al., 2012), et possédent

30 a 40% d’homologie structurale entres eux.

Les TIMPs sont des protéines solubles (TIMP-1 et la TIMP-2), ou insolubles (TIMP-3) et
liées a la membrane plasmique des cellules endothéliales et stromale (Salamonsen et Zhang,
1997).

Ces enzymes sont exprimés par de nombreux types cellulaires, 1’expression de TIMP-2 est

constitutive, celle des TIMP-1, -3 et -4 est inductible (Matrbian., 1990; Itoh et al., 2004).

Les TIMPs forment un complexe équimoléculaire 1 :1 avec les formes actives des MMPs ou
le domaine amino-terminal des TIMPs se lie au domaine catalytique des MMPs et, de ce fait,
bloque I’accés a la poche contenant 1’atome de zinc, cette inhibition est réversible (Gomez et

al., 1997; Muller et al., 2008).
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L’expression et ’activation des TIMP-1 et TIMP-2 sont soumises & I’action de la FSH sur les
cellules de Sertoli (Ulisse et al, 1994).

Figure 4. Complexe 11MP-1 et domaine catalytique de la MMP-3 (Nagase, 1999).

4.1.2. Fonctions des TIMPs

La régulation des MMPs par les TIMPs est un facteur majeur dans le contréle de la
dégradation de la MEC (Bellocq et al., 1990; Galant et al., 2000; Apostolidou et al., 2012).

Les TIMPs sont des inhibiteurs spécifiques qui agissent sur la forme précurseur ou active de
certaines MMPs (se fixent spécifiquement sur le site actif de la MMP). Le TIMP-1 inhibe la
pro-MMP-9, les TIMP-2 et -4 inhibent la pro-MMP-2, le TIMP-3 inhibe les pro-MMP-9 et -2
(Baker et al., 2002 Grasslin, 2008).

Les TIMPs peuvent stimuler 1’activation des MMPs, c’est le cas de la TIMP-2 qui aurait un
role dans I’activation de la MMP-2, le complexe MMP2/TIMP-2 faciliterait la fixation de la
MMP-2 a la surface cellulaire (Yilmaz et al., 2012).

4.2 Les inhibiteurs endogenes des MMPs

L’a2-macroglobuline, protéine de 722 kDa, abondante dans le plasma, elle est I’inhibiteur
endogéne non spécifique des MMPs dans les liquides physiologiques.D’autres protéines sont
connus pour leur capacité a inhiber certaines MMPs, c’est le cas de la protéine RECK, une
glycoprotéine qui inhibe les MMP-2, MMP-9 et MMP-14, et bloque 1’angiogen¢se (Folgueras
et al., 2004; Zhang et al., 2012).
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I. Modeles animaux et biotope
Nos modeéles animaux sont trois rongeurs de la famille des Gerbillidae:

- Psammomys obesus et Meriones libycus especes déserticoles de la région aride de Béni
abbés (30° 07> N.2°10°W).

- Meriones shawi espéce semi-déserticole de la région semi aride de M’sila
(35°00° N.4° 00’ E).

Deux rongeurs de la famille des Muridés provenant de I’animalerie de 1’Institut Pasteur

d’Alger :

- Rattus norvegicus

- Mus musculus

I.1 Psammomys obesus
I.1.1 Descriptif de I’animal

Le rat des sables Psammomys obesus est une espece diurne et nidicole caractérisée par une
longueur (téte-corps) de 13 a 19 cm, un pelage fauve-roux, et une queue de 11 a 15 cm
entierement poilue se terminant par un court pinceau de poils. Les oreilles sont petites,

arrondies (10 a 12 cm) de couleur jaune ou blanchatre.

Le dessus du corps est brun-rougeatre, rougeatre, jaunatre ou chamois; le dessous est jaunatre
ou blanchatre. L’animal pése a I’4ge adulte entre 80 a 200 g et atteint une longévité de trois

ans.

Ce rongeur se distingue des rats du genre Mériones par ses incisives lisses, sans sillon

longitudinal a la face antérieure. Les soles palmaires sont nues et & moitié velues.
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1.1.2 Systématique

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : Mammifeéres

- Super famille : Muroidae

- Famille : Gerbillidae (Alston, 1846)

- Genre : Psammomys

- Espece : Psammomys obesus (Cretzschmar, 1828)

- Nom usuel : Rat des sables.

1.1.3 Répartition géographique

Psammomys obesus est un rongeur diurne décrit pour la premiére fois en 1826 par

Cretzschmar.

C’est une espece saharo-sindienne (Petter, 1974) qui fréquente les régions arides, semi-arides

a sols salés, on le trouve au Maroc, en Tunisie, en Egypte, au Niger, au Tchad et en Algérie.

1.1.4 Régime alimentaire

Psammomys obesus se nourrit exclusivement de plantes halophiles de la famille des
Chénopodiacées : Traganum nudatum, Salsola foetida et Suaeda mollis, cette derniére est la

plus consommée par le rat des sables (Daly, 1973).
Ces plantes sont trés riches en eau 80% et en sels, en particulier le sodium.

Pour assurer 1’apport calorique nécessaire, et équilibrer sa balance hydrique, I’animal doit

ingérer des quantités importantes de ces plantes (Petter, 1951; 1961).

L'alimentation de Psammomys obesus et son adaptation a son biotope ont une influence

importante sur certaines fonctions physiologiques et sur la diurése.

I.1.5 Rythme d’activité

Tres actifs lorsque la température est voisine de 22°C, ils vivent a 1’état sauvage dans des
terriers individuels excepté pour les femelles avec leurs petits immatures.
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1.1.6 Biotope

Les terriers genéralement établis sous un buisson, ont une profondeur de 60 cm a un métre et
communiquent a I’intérieur par des galeries. La température a I’intérieur des terriers varie

entre 19°C et 22°C.

Le terrier est souvent tres complexe, il comporte plusieurs étages de galeries circulaires avec

un systeme complexe et des chambres spécialisées (réserves, nid, élevage)
1.1.7 Reproduction

Les males et les femelles ne cohabitent qu'au moment de 1’accouplement. La gestation dure
25 jours, il y a plusieurs portées par an, de 3 a 7 jeunes nidicoles qui pesent 8 g a la naissance

et n'ouvrent les yeux qu'a I’age de 16 jours.

Le développement post-natal est rapide pendant les deux premiéres semaines. Sa maturité

sexuelle est atteinte au bout de 36 jours.

Les périodes d’activité de I’animal varient en fonction de la saison. La reproduction du rat des
sables se fait surtout entre la période d’octobre et mai, quand les conditions climatiques sont
favorables (Choumowitch, 1954; Khammar, 1987; Gernigon, 1992).

1.2 Meriones libycus

I. 2.1 Descriptif de I’animal

Meriones libycus est un rongeur de la famille des Gerbillidae, la taille de ’animal a 1’age
adulte est d’environ 13 a 17,5 cm; il est caractérisé par une queue unicolore aussi longue que
le corps d’environ 14 a 15 cm qui se termine par un pinceau de poils terminal de couleur
noire. Il est caractérisé également par des petites oreilles recouvertes de poils chamois, son
dos est de couleur fauve et sa face inférieure est blanche. Son poids a 1’dge adulte est

d’environ 75 a 130 g.
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1.2.2 Systématique

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : Mammiferes

- Super famille : Muroidae

- Famille : Gerbillidae (Alston, 1846)
- Genre : Meriones

- Espéce : Meriones libycus (Lichtenstein, 1823)

- Nom usuel : Mérion de Libye

1.2.3 Répartition géographique

Meriones libycus présente une large répartition, il fréquente les zones arides et semi-arides,
ainsi que les zones rocheuses et salées caractérisées par leur richesse en végétations
(Belhocine, 1994).

1.2.4 Biologie de I’animal

C’est un rongeur ayant une activité nocturne (Petter, 1961) et qui s’adapte a une alimentation

tres variée (graines, feuilles des plantes et des fruits).

Chez Meriones libycus, la phase d’activité sexuelle est relativement courte (printemps et
début de 1’été) (Belhocine, 1998). Son cycle de reproduction est inversé par rapport au cycle

de reproduction de Psammomys obesus.

La durée de la gestation est de 24 jours, il y a plusieurs portées par an, qui comprennent 2 a 7

petits.

1.3 Meriones shawi

1.3.1 Descriptif de I’animal

Meriones shawi est caractérisé par des yeux noirs, des pieds épais pentadactyles qui se
terminent par des ongles blancs comprimés et peu arqués. Il a des oreilles longues qui
mesurent de 1,4 a 1,7 cm. Sa queue mesure entre 12 et 15 cm et se termine par un pinceau a

peine marqué.
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La taille de I’animal (téte + corps) atteint 13 a 15 cm, et son poids a I’adge adulte reste

variable.
1.3.2 Systématique

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : Mammiféres

- Super famille : Muroidae

- Famille : Gerbillidae (Alston, 1846)
- Genre : Meriones

- Espece : Meriones shawi (Duvernoy, 1942).

- Nom usuel : Meriones shawi.

1.3.3 Répartition géographique

C’est une espéce a large répartition géographique, elle est présent a I’ouest du massif
atlantique, a la frontiére Egypto-Libyenne ainsi que dans les régions montagneuses de 1’ Atlas

marocain.

Ces rongeurs préferent les sols limoneux ou ils creusent leurs terriers peu profonds et
labyrinthiques, situés sous les touffes de jujubiers et communiquent avec 1’extérieur par

plusieurs issues.

1.3.4 Biologie de I’animal

Meriones shawi habite les endroits ou poussent des jujubiers, des Chénopodiacées et des
cultures céréaliéres, et caractérisé par une activité de Meriones shawi est nocturne (Zaime et

al., 1992) ; il est caractérisé par une période de reproduction trés courte (au printemps).

La durée de la gestation chez cette espéce est de 24 jours, avec plusieurs portées par an;

chaque portée compte 2 a 7 petits.
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1. Méthodes

Il. 1 Prelévement des organes et conservation

Les animaux sont sacrifiés apres anesthésie a 1’uréthane a 25% a raison de 1ml pour 100 g de
poids corporel; les vésicules seminales et les épididymes sont débarrassés de leur tissu
adipeux. Ils sont pesés et conservés a sec dans des cryotubes dans de 1’azote liquide a -180°C

ou au congélateur a -70°C pour le dosage et 1’analyse des protéines.

1.2 Extraction des protéines

Les protéines cellulaires (solubles) des vesicules séminales et des épididymes sont extraites
aprés broyage des organes a froid dans de 1’azote liquide et dans un volume de 1 ml de
tampon A (Annexe I).

L’homogénat (tissus + sécrétions) est récupéré dans des tubes eppendorf et centrifugé a
4500t /min a +4°C pendant 20 min.

Le surnageant (protéines solubles) est aliquoté dans des tubes eppendorf et conservé a -20°C

pour les différentes manipulations (dosage des protéines; SDS-PAGE; Zymographie).

11.3 Dosage des protéines
La concentration en protéines contenues dans le surnageant est estimée par la méthode de
Bradford (1976), celle-ci est basée sur un changement de coloration de 1’échantillon analysé,

dd au bleu de Coomassie qui réagit avec les groupements amines libres des protéines.

L’absorbance (DO) des solutions, mesurée a la longueur d’onde de 595nm est proportionnelle

a la concentration des protéines présentes dans les échantillons.
I1.4 Analyse des protéines solubles de I’homogénat par électrophorése

monodimensionnelle en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

Les protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales et des épididymes sont
séparées par electrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes suivant le
protocole décrit par Laemmli en 1970 (Annexe V).
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Les protéines, molécules amphotéres, placées dans ces conditions prennent une forme
«rod-like », acquiérent une charge globale négative et migrent de la cathode (-) vers I'anode

(+). Les protéines sont séparées en fonction de leur poids moléculaire.

11.4.1 Préparation des gels

Un gel de polyacrylamide est préparé et permet la separation des protéines solubles de
I’homogénat des vésicules séminales et des épididymes.

Le support est un gel réticulé, formé par la polymérisation d'acrylamide (constitué de chaines)
et de bis-arylamide (agent pontant), en présence d'agents de polymérisation TEMED et APS.

Plus la concentration en acrylamide est élevée, plus les pores seront réduits et les protéines

seront freinées dans le gel.

CH,~CH-CH,~CH-CH,~CH-
I
CH:=CH c=0 C=0 C=0
-0 | | |
CH-=CH | NH; NH  NH,
h | NH |
[ CH,
C=0 I E— I
| NH NH; NH NH,
| | I |
NH; c=0 C<0 €0 C=0
! | | |
CH=CH CH,~CH- CH;~CH- CH,~CH-

Figure 5. Composition chimique des monomeéres d’acrylamide et de bis-acrylamide.

Les protéines, préalablement traitées en conditions dénaturantes et réductrices, sont tout
d'abord condensées et concentrées dans un gel de concentration (10 % d’acrylamide) puis

séparées dans un gel de séparation (15 % d’acrylamide).

Préparation du gel de séparation (15% d’acrylamide)

La séparation des protéines est réalisée dans un gel de résolution contenant 15%
d’acrylamide, les dimensions du gel hauteur/épaisseur est de 7cm/ 0,75cm. La composition du

gel est représentée dans le tableau I.
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Tableau 1. Composition du gel de séparation.

Composant du gel Volume
Eau distillee 2,83ml
Solution acrylamide/bisacrylamide (30%) 5,83ml
Solution Tris—HCI/SDS (0,4%) pH 8,8 3ml
Solution APS 10% 100pl
TEMED 25ul

Le gel est coulé entre les deux plaques de verre, le sommet du gel est ensuite recouvert
d’isopropanol. Lorsque le gel est polymérisé, la surface de celui-ci est rincée avec de 1’eau

distillée puis séchée a I’aide d’un papier filtre.

Préparation du gel de concentration (105 d’acrylamide)

La concentration des protéines se fait dans un gel «de concentration » contenant 10%
d’acrylamide, les dimensions du gel hauteur /épaisseur est de 2cm /0,75cm. La composition

du gel est représentée dans le tableau II.

Tableau I1. Composition du gel de concentration

Composant du gel Volume
Eau distillée 1,57ml
Solution acrylamide/bisacrylamide (30%) 1,5ml
Solution Tris—HCI/SDS (0,4%) pH 6,8 0,62ml
Solution APS 10% 30pl
TEMED 20pl

On insére, par la suite dans la partie supérieure du gel, le peigne qui servira a la formation

des puits pendant la polymeérisation.

11.4.2 Traitement des échantillons

Les proteines solubles ainsi que les protéines etalon de PM connu, sont dénaturées dans un

tampon contenant du B-mercaptoéthanol et du SDS, dans un bain Marie & 90°C pendant 5min.
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Le rapport volume échantillon /volume tampon est de 4/1. Le tampon & base de SDS et de
B-mercaptoéthanol induit la perte de la structure tridimensionnelle des protéines et leur

déroulement total en polyanion linéaire avec rupture des ponts disulfures (Annexe V).

La masse molaire des protéines est déterminée a I'aide de marqueurs qui sont des protéines
standards de masses molaires connues (inférieure & 100kDa) :

e phosphorylase B (97,4 kDa).

e albumine (67 kDa).

e ovalbumine (45 kDa).

e anhydrase carbonique (29 kDa).
¢ inhibiteur de trypsine (21 kDa)

11.4.3 Migration des protéines

La migration protéique se fait dans un tampon conducteur d’électrolytes, ce tampon est
préparé selon le procédé proposé par Matson en 1965 (Annexe V).

La quantité des protéines soumise a la séparation est de 20 a 30 pg par puits, la migration se
fait sous une intensité de courant de 30 mA et dure 2h, Les protéines seront focalisées dans le

gel et forment des bandes.

11.4.4 Coloration et décoloration

Lorsque les protéines sont séparées, leur visualisation est effectuée par coloration au bleu de
Coomassie a 0.25% (Annexe V).

La coloration du gel permet de visualiser toutes les protéines de 1’échantillon, dont la
concentration dépasse la limite de détection de la coloration.

Le gel coloré fait apparaitre un profil de bandes dont l'intensité reflete partiellement

'abondance de chaque constituant dans ’homogénat initial.
Le gel est ensuite deécoloré dans une solution de méthanol /éthanol /acide acétique, pour

éliminer la coloration du fond de fagon & faire apparaitre les bandes correspondant aux

différentes protéines séparées (Annexe V).
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1.5 Séparation et caractérisation des protéinases par la technique de zymographie

La séparation et la caractérisation des protéinases présentes dans les différents échantillons

analysés précédemment par SDS-PAGE, est réalisée grace a la technique de zymographie.

Cette technique est utilisée particulierement pour les protéinases de la famille des
métalloprotéinases (MMPs). Elle permet également d’évaluer les facteurs d’activation de ces
enzymes (¢tude de I’effet de différents agents influencant 1’activité enzymatique comme la

température, la concentration en sels, le pH, les métaux lourds etc...).
11.5.1 Principe de technique

La zymographie est une technique électrophorétique qui repose sur le principe d’une
SDS—PAGE pour détecter et mesurer une activité protéolytique, en utilisant un substrat
appropri¢é pour I’enzyme recherchée. Le substrat utilisé est piégé dans les mailles de

I’acrylamide.

Cette technique permet d’accéder a la fois a la quantification des formes actives et des

proformes des enzymes.

11.5.2 Substrats utilisés en zymographie

Un substrat spécifique pour 1’enzyme recherchée est copolymérisé dans le gel de
polyacrylamide; il permet la détection de différentes enzymes, sous leur forme : mature et

précurseur.

Selon le substrat utilisé on distingue :

e La zymographie en gel de gélatine qui permet de mettre en évidence les gélatinases A
et B.

e La zymographie en gel de caséine, utilisée pour la détection des MMP-1, MMP-7,
MMP-12et MMP-13.

e La zymographie en gel de collagene, utilisée pour la détection des MMP-1, MMP-13
ainsi que les MMP-9 et MMP-2.

e Lazymographie en gel d’héparine.

e Lazymographie réverse et la zymographie in situ.
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Les MMPs que nous nous proposons de mettre en évidence sont des gélatinases, nous

utilisons pour notre expérimentation la zymographie en gel de gélatine.

11.5.3 Zymographie en gel de gélatine

1. Préparation des gels

Pour la préparation des gels de zymographie, nous procedons de la méme maniére que pour

les gels d’électrophoreése (SDS-PAGE) décrite précédemment, un gel de concentration

contenant 6% d’acrylamide et un gel de séparation contenant 10% d’acrylamide (Annexe VI).

Pour la préparation des gels, 1% de gélatine sont ajoutés au mélange. La gélatine se prépare

par dissolution de 10 mg dissout dans Iml d’eau distillée, la solution est chauffée a +37°C

pendant 15 min. Elle est par la suite aliquotée et conservée a -20°C.

Préparation du gel de séparation (105 d’acrylamide)

La séparation des protéines est réalisée dans le gel de séparation contenant 10% d’acrylamide,

la dimension du gel hauteur/épaisseur est de 7cm/0,75cm. La composition du gel est

représentée dans le tableau IlI.

Tableau I11. Composition du gel de séparation

Composant du gel Volume
Eau distillée 4,77ml
Solution acrylamide/bisacrylamide (30%) 3,8mi
Solution Tris—HCI1/SDS (0,4%) pH 8,8 3ml
Gélatine 10mg
Solution APS 10% 80ul
TEMED 2ul

La solution de gélatine doit étre chauffée a 37°C pendant 30 minutes dans un bain Marie

avant son utilisation. Le gel est ensuite coulé entre les deux plaques de verre.
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Préparation du gel de concentration (6% d’acrylamide)

Le chargement des protéines se fait dans un gel contenant 6% d’acrylamide, les dimensions
du gel hauteur/épaisseur est de 2cm/0,75cm. La composition du gel de concentration est

représentée dans le tableau 1V.

Tableau IV : Composition du gel de concentration

Composant du gel Volume
Eau distillee 3,75ml
Solution acrylamide/bisacrylamide (30%) 0,92mi
Solution Tris—HCI/SDS (0,4%) de pH 6,8 2mi
Solution APS 10% 40pl
TEMED 15ul

2. Traitement des échantillons

Les protéines solubles de 1’homogénat des vésicules séminales et des épididymes sont
dénaturées dans un tampon en conditions dénaturantes (présence de SDS) et non réductrices
(absence de B-mercaptoéthanol); le rapport volume échantillon/volume tampon est de 4/1
(Annexe VI).

3. Dépot des échantillons

Les échantillons (protéines solubles de 1’homogénat ainsi que les protéines sériques) sont
déposés dans les puits dans le gel de concentration a raison de 20ug de protéines par puits.

4. Migration électrophorétique
La migration se déroule dans des conditions identiques a celles d’une électrophorése

(SDS-PAGE) classique. Les protéines migrent donc en fonction de leur masse moléculaire

respective. La migration se fait sous une intensité de courant de 20 mA et dure 2h.
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5. Renaturation des protéines

Aprés migration des protéines, le gel est démoulé et placé dans deux bains successifs
contenant 2,5% (p/v) de Triton X-100 séparés par un lavage dans de 1’eau distillée (Annexe
VI).

Le Triton X-100 déplace le SDS fixé aux protéines et permet donc leur renaturation. Les
enzymes déroulées sous I’effet du SDS récuperent leur forme native fonctionnelle apres

traitement au Triton X-100.
6. Incubation du gel

Cette étape refléte les conditions physiologiques nécessaires pour optimiser les fonctions
enzymatiques, le gel est incubé dans un tampon contenant une source de Ca™ a +37°C
pendant 18h (Annexe VI).

7. Coloration et décoloration

Le gel est coloré dans une solution contenant du bleu de Coomassie (concentration), puis
décoloré dans une solution d’acide acétique/éthanol/méthanol (Annexe VI).
Aprés décoloration, le gel laisse apparaitre des plages de lyses claires sur un fond coloré.

Seuls les endroits ou le substrat protéique n’a pas été dégradé sont colorés en bleu.

Nous avons réalisé 1’¢lectrophorése des protéines et la zymographie des différents
échantillons dans une cuve verticale de marque APELEX. Des étapes d’optimisation des
paramétres de migration et des concentrations protéiques des échantillons se sont avérées

nécessaires.
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RESULTATS




I. Analyse des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales et des
épididymes de trois rongeurs de la famille des Gerbillidae (Psammomys obesus,
Meriones libycus et Meriones shawi) en période de reproduction et en période et de

repos sexuel.
Dans cette premiére partie, nous présentons

- Les résultats de 1’analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles de
I’homogénat des vésicules séminales et des épididymes de trois rongeurs déserticoles a
reproduction saisonniére : Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi (en

période de reproduction et en période de repos sexuel).

- Les résultats des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des
vésicules séminales de deux rongeurs a reproduction continue : Rattus norvegicus et

Mus musculus (espéces témoins).

1.1 Analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des
vésicules séminales de Psammomys obesus, Meriones libycus et de Meriones shawi

en période de reproduction et en période de repos sexuel
- Psammomys obesus en période de reproduction

Le profil électrophorétique des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales de
Psammomys obesus en période de reproduction montre la présence d’une dizaine de bandes
protéiques de PM compris entre 14kDa et 100kDa, il s’agit des protéines de PM apparent de
14kDa, 21kDa, 34kDa, 43kDa, 45kDa, 57kDa, 67kDa, 78kDa et de 92kDa (Fig. 6c).

- Psammomys obesus en période de repos sexuel

La période de repos sexuel est caractérisée par un nombre plus réduit de protéines solubles au

niveau des vésicules séminales de Psammomys obesus.

En effet, nous notons la présence de cing bandes protéiques principales, dont le PM est

compris entre 34kDa et 100kDa, parmi lesquelles trois sont majoritaires, il s’agit des

protéines de PM apparent de 67kDa, 78kDa et de 92kDa (Fig. 6¢").
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La comparaison des profils protéiques de la période de reproduction et de la période de repos
sexuel, montre la présence de protéines caractéristiques de la période de reproduction, il s’agit
des protéines de PM apparent de 21kDa, 43kDa, 45kDa et de 57kDa (Fig.6c¢; 6¢").

Nous notons par ailleurs qu’un certain nombre de protéines sont présentes aussi bien en
période de reproduction qu’en période de repos sexuel, il s’agit des protéines de 14kDa,
57kDa, 67kDa, 78kDa et notamment la protéine de PM apparent de 92kDa (Fig.6c; 6¢").

- Rattus norvegicus et Mus musculus

L’analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles des vésicules séminales des
deux rongeurs a reproduction continue Rattus norvegicus et Mus musculus montre la présence
de protéines communes aux deux especes dont le PM apparent est de 14kDa, 34kDa, 45kDa,
57kDa, 67kDa et de 78kDa (Fig.6b; 6b").

La comparaison des profils électrophorétiques des protéines solubles de 1’homogénat des
vésicules séminales des deux rongeurs de Rattus norvegicus et de Mus musculus montre
également la présence de protéines communes avec celles de Psammomys obesus en période
d’activité sexuelle, il s’agit des protéines de PM apparent de 14kDa, 34kDa, 57kDa, 67kDa et
de 78kDa (Fig.6b; 6b’; 6¢).

Nous notons, par ailleurs que les protéines de PM apparent de 21kDa et de 92kDa qui sont
présentes au niveau des vésicules séminales de Psammomys obesus, ne sont pas retrouvees au

niveau des vésicules séminales de Rattus norvegicus et de Mus musculus (Fig.6).
Conclusion

- Il existe au niveau des vésicules séminales de Psammomys obesus, de Rattus norvegicus
et de Mus musculus, des protéines communes de PM apparent de 14kDa, 34kDa,
45kDa, 57kDa, 67kDa et de 78kDa.

- Les protéines de PM apparent de 21kDa et de 92kDa ne sont pas retrouvées chez les
deux rongeurs a reproduction continue; elles semblent caractériser la période de

reproduction de Psammomys obesus.

- La protéine de 92kDa semble étre exprimee au niveau des veésicules séminales de

Psammomys obesus en période de reproduction et en période de repos sexuel.
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Figure 6. Profils électrophorétiques des protéines solubles de 1’homogénat des vésicules
séminales Psammomys obesus en période de reproduction et en période de repos sexuel, de

Rattus norvegicus et Mus musculus.

(@) Protéines standards.

(b) Rattus norvegicus.

(b") Mus musculus.

(c) Psammomys obesus en période de reproduction.

(c") Psammomys obesus en période de repos sexuel.

=)Protéines communes aux trois rongeurs.

= Protéines spécifiques de Psammomys obesus.
- Dépbt : 20ug de protéines par puits.
- Coloration : bleu de Coomassie.
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- Meriones libycus en période de reproduction

Le profil électrophorétique des protéines solubles de ’homogénat des vésicules séminales du
mérion de Libye ou Meriones libycus en période d’activité sexuelle, montre la présence de
protéines de PM apparent de 14kDa, 21kDa, 25kDa, 34kDa, 45kDa, 53kDa, 60kDa, 67kDa,
72kDa, 78kDa et de 92kDa (Fig.7a).

- Meriones libycus en période de repos sexuel

L’analyse du profil €lectrophorétique des protéines solubles des vésicules séminales pendant
la période de repos sexuel, montre la présence d’une dizaine de bandes protéiques de PM
variant entre 25kDa et 92kDa, il s’agit des protéines de PM apparent de 25kDa, 34kDa,
43kDa, 45kDa, 53kDa, 57kDa, 67kDa, 78kDa et de 92kDa (Fig.7b).

La comparaison des profils électrophorétiques des protéines solubles de 1’homogénat des
vésicules séminales de Meriones libycus en période de reproduction et en période de repos
sexuel, montre la présence d’un nombre de protéines nettement plus faible en période de

repos sexuel qu’en période de reproduction.

Les protéines de PM apparent de 14kDa, 21kDa, 53kDa, 60kDa, 72kDa et de 92kDa semblent
caractériser la période de reproduction de Meriones libycus.

L’analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des vésicules
séminales de Psammomys obesus et de Meriones libycus en période de reproduction,
montre que l’expression de la protéine de 21kDa est caractéristique de la période de

reproduction chez les deux espéces a reproduction saisonniere (Fig.6c¢, et Fig.7a).

L’analyse comparative des profils électrophorétiques des protéines solubles de 1’homogénat
des vésicules séminales de Meriones libycus et de Psammomys obesus en période de repos
sexuel, montre que Meriones libycus présente des protéines qui ne se retrouvent pas chez
Psammomys obesus, dont les majoritaires des protéines ont un PM apparent de 25kDa,
29kDa, 53kDa et de 57kDa (Fig.6c¢', et Fig.7b).

- Meriones shawi en période de reproduction

Le profil electrophorétique des protéines solubles des vésicules séminales de Meriones shawi

en période de reproduction montre la présence d’une vingtaine de bandes protéiques, dont les
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plus importantes ont un PM apparent de 14kDa, 21kDa, 25kDa, 43kDa, 45kDa, 67kDa,
72kDa, 78kDa, 92kDa et de 100kDa (Fig.8b).

L’analyse des profils ¢électrophorétiques des protéines solubles de ’homogénat des vésicules
séminales de Meriones libycus et de Meriones shawi en période de reproduction, montre la
présence d’une dizaine de protéines de PM compris entre 14kDa et 94kDa, parmi ces
protéines six sont caractéristiques de la période d’activité sexuelle, il s’agit des protéines de
PM apparent de 14kDa, 21kDa, 25kDa, 57kDa, 60kDa, 72kDa et de 92kDa (Fig.8a; 8b; 8c).

En effet, la comparaison des deux profils électrophorétiques ne montre aucune différence dans
la composition du protéome des vésicules séminales des deux Mérions en période de

reproduction (Fig.8a; 8b).

Les profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales
des trois rongeurs déserticoles montre que les protéines de 25KDa, 27KDa, 29KDa, 32KDa,
43KDa, 45KDa, 53KDa et de 60kDa sembles étre spécifiques aux deux espéeces de Mériones
en période de reproduction (Fig.8a; 8b; 8c).

En période d’activité sexuelle, les protéines solubles des vésicules séminales du rat des sables
Psammomys obesus, de Meriones libycus et de Meriones shawi, montrent la présence de la

protéine de 21kDa qui est exprimée chez les rongeurs a reproduction saisonniere.
Conclusion

- Les protéines de PM apparent de 14kDa, 21kDa, 34kDa, 45kDa, 67kDa, 78kDa et de
92kDa sont présentent au niveau des vésicules séminales de Psammomys obesus, de

Meriones libycus et de Meriones shawi en période de reproduction.

- Les protéines de PM apparent de 25KDa, 27KDa, 29KDa, 32KDa, 43KDa, 53KDa et de
60kDa semblent étre spécifiques des vésicules séminales des deux rongeurs du genre

Meériones.

- Les proteines de PM apparent de 21kDa et de 92kDa ne sont pas retrouvées chez les
deux rongeurs a reproduction continue; elles semblent caractériser les vésicules
séminales des deux rongeurs a reproduction saisonniere, Psammomys obesus et

Meriones libycus.

37



kDa

92
78

72
67

60
53

45

34

25

21

14

(@) (b)

Figure 7. Profils électrophorétiques des protéines solubles de 1’homogénat des vésicules

séminales de Meriones libycus en période de reproduction et en période de repos sexuel.

(a) Période de reproduction.

(b) Période de repos sexuel.

= Protéines communes.

:}Protéines spécifiques de la période de reproduction.

Dépbt : 20ug de protéines par puits.
Coloration : bleu de Coomassie.
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Figure 8. Comparaison des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat
des veésicules séminales de trois rongeurs de la famille des Gerbillidae (Psammomys obesus,

Meriones libycus et Meriones shawi) en période de reproduction.

(@) Meriones libycus.
(b) Meriones shawi.

(c) Psammomys obesus.

= Protéines communes aux trois rongeurs.

:}Protéines specifiques du genre Mériones

- Dépbt : 20ug de protéines par puits.
- Coloration : bleu de Coomassie.
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Figure 9. Profils électrophorétiques des protéines solubles de ’homogénat des vésicules

séminales de Psammomys obesus, Meriones libycus, Meriones shawi, Rattus norvegicus et de

Mus musculus.

(@) Rattus norvegicus.

(b) Mus musculus.

(), (c") Meriones shawi en période de reproduction.

(d), (d") Meriones libycus en période de reproduction.

(e), (¢") Psammomys obesus en fin de période de reproduction.

(A, (f) Psammomys obesus en période de reproduction.

Dép6t : 20ug de protéines par puits.

Coloration : bleu de Coomassie.
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I.2. Analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des
épididymes de Psammomys obesus, Meriones libycus et de Meriones shawi en période de

reproduction et en période de repos sexuel.
- Epididymes totaux de Psammomys obesus en période de reproduction
Le profil électrophorétique des protéines solubles de I’homogénat des épididymes totaux de

Psammomys obesus en période d’activité sexuelle, montre la présence de trois bandes

protéiques principales de PM apparent de 21kDa, 67kDa, 78kDa et de 92kDa (Fig.10a).
- Epididymes totaux de Psammomys obesus en période de repos sexuel

L’analyse du profil électrophorétique des protéines solubles des épididymes totaux de
Psammomys obesus en période de repos sexuel montre la présence de protéines de PM
apparent de 67kDa, 78kDa, 92kDa (Fig.10b).
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Figure 10. Profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des épididymes

totaux de Psammomys obesus en période de reproduction et en période de repos sexuel.

(a) Période de reproduction.
(b) Période de repos sexuel.

o Protéines solubles des épididymes de Psammomys obesus.
- Dépbt : 20ug de protéines par puits.

- Coloration : bleu de Coomassie.
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- Epididymes (proximaux et distaux) de Meriones libycus en période de reproduction

L’analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des
épididymes de Meriones libycus en période de reproduction, montre la présence de sept
bandes protéiques importantes de PM apparent de 25kDa, 34kDa, 45kDa, 53kDa, 57kDa,
67kDa, 72kDa, 78kDa et de 92kDa (Fig.11a; 11a").

- Epididymes (proximaux et distaux) de Meriones libycus en période de repos sexuel

Les profils électrophorétiques des protéines solubles des épididymes proximaux et distaux
de Meriones libycus en période de repos sexuel montrent la présence de protéines de PM
compris entre 14kDa et 100kDa, il s’agit des protéines de PM apparent de 34kDa, 57kDa,
67kDa, 72kDa, 78kDa, 92kDa (Fig.11b; 11b").

La comparaison des profils électrophorétiques des protéines solubles de 1’homogénat des
épididymes de Meriones libycus en période de reproduction et de repos sexuel, montre que
les protéines de PM apparent de 34kDa, 57kDa, 67kDa, 72kDa, 78kDa, 92kDa semblent

présentes pendant le cycle reproducteur.

Les protéines de PM apparent de 14kDa, 21kDa et de 29kDa semblent étre absentes chez
Meriones libycus en période de repos sexuel et caractérise la période de reproduction (Fig.
11a; 11b).

L’analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles des épididymes de
Meriones libycus en période de reproduction et en période de repos sexuel ne montre
aucune différence de composition protéique entre les épididymes proximaux et distaux
(Fig.11).

Conclusion

La protéine de 92 kDa est présente au niveau des vésicules séminales et des épididymes des
deux rongeurs a reproduction saisonniére, en période de reproduction et en période de

repos sexuel.
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Figure 11. Profils électrophorétiques des protéines solubles des épididymes proximaux et

distaux de Meriones libycus en période de reproduction et en période de repos sexuel.

(a) Epididyme proximal de Meriones libycus en période de reproduction.
(@") Epididyme distal de Meriones libycus en période de reproduction.
(b) Epididyme proximal de Meriones libycus en période de repos sexuel.
(b") Epididyme distal de Meriones libycus en période de repos sexuel.

=Protéines solubles des épididymes proximaux et distaux.

- Dépbt : 20ug de protéines par puits
- Coloration : bleu de Coomassie
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1. Recherche des métalloprotéinases au niveau des veésicules séminales et des
épididymes de Psammomys obesus, de Meriones libycus et de Meriones shawi en

période de reproduction et en période de repos sexuel.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous présentons les résultats de 1’analyse des
zymogrammes pour la mise en évidence d’une activité gélatinase des métalloprotéinases
présentes dans le tractus génital male des rongeurs a reproduction saisonniére

Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi.

Dans cette partie nous nous proposons de mettre en évidence la présence de
métalloprotéinases au niveau des vésicules séminales et des épididymes des trois rongeurs a
reproduction saisonniére, en période de reproduction et en période de repos sexuel, nous

présentons :

- Les résultats de I’analyse des zymogrammes en gel de gélatine des protéines solubles de
I’homogénat des vésicules séminales et des épididymes de Psammomys obesus en

période de repos sexuel.

- Les résultats de 1’analyse des zymogrammes en gel de gélatine des protéines solubles de

I’homogénat des vésicules séminales de Meriones libycus en période de repos sexuel.

- Les résultats de I’analyse des zymogrammes des protéines solubles de 1’homogénat des
épididymes proximaux et distaux de Meriones libycus en période de repos sexuel et de

Meriones shawi en période de reproduction.

1.1 Analyse des zymogrammes en gel de gélatine des protéines solubles des vésicules
séminales et des épididymes du rat des sables Psammomys obesus en période de

reproduction et en période de repos sexuel.

- Vésicules séminales de Psammomys obesus en période de reproduction

Le zymogramme des protéines solubles des vésicules séminales du rat des sables
Psammomys obesus en période d’activité sexuelle ne laisse apparaitre aucune activité

gélatinase (Fig.12e).

44



- Vésicules séminales de Psammomys obesus en période de repos sexuel

L’analyse du profil de zymographie des protéines solubles de 1’homogénat des vésicules
séminales de Psammomys obesus en période de repos sexuel, montre la présence de deux

plages de lyse principales qui correspondent a I’action de gélatinases de PM apparent de
92kDa et de 100kDa (Fig.12b).

La comparaison des profils de zymographie des protéines solubles des vésicules séminales
en période de reproduction et en période de repos sexuel montre que cette activité
enzymatique semble étre spécifique des vésicules séminales de Psammomys obesus en

période de repos sexuel.

Nous rappelons que, pour cette analyse, nous avons utilis¢, comme témoins, le zymogramme
des protéines sériques d’un individu sain et d’un patient atteint de cancer de poumon au stade

avance.

Le zymogramme en gel de gélatine des protéines sériques de la personne saine ne révéle la
présence d’aucune activité gélatinase, contrairement a celui du malade qui montre la présence
de quatre plages de lyse qui correspondent a I’action des gélatinases de PM variant entre
72kDa et 100kDa, il s’agit de gélatinases sériques actives de PM apparent de 72kDa, 92kDa
et de 100kDa (Fig.12a).

- Epididymes totaux de Psammomys obesus en période de reproduction

Le profil de zymographie des protéines solubles de ’homogénat des épididymes totaux de
Psammomys obesus ne montre aucune activité gélatinase caractéristique des épididymes en

période de reproduction.

- Epididymes totaux de Psammomys obesus en période de repos sexuel

L’analyse du zymogramme en gel de gélatine des protéines solubles de I’homogénat des
épididymes de Psammomys obesus en période de repos sexuel révéle la présence de deux
plages de lyses au niveau des bandes proteiques de PM apparent de 92kDa et de 100kDa
(Fig.12c).
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Conclusion

- Les protéines de 92kDa et de 100kDa correspondent a des gélatinases actives au niveau
des vésicules séminales et des épididymes de Psammomys obesus en période de repos

sexuel.

- Cette activité gelatinase semble étre absente chez Psammomys obesus en période de
reproduction.
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Figure 12. Profils de zymographie des protéines solubles de 1’homogénat des vésicules

séminales et des épididymes de Psammomys obesus en période de repos sexuel.

(@) sérum témoin (Tutton et al., 2003).
(b) , (c) vésicules séminales de Psammomys obesus en période de repos sexuel.

(d) épididymes de Psammomys obesus en période de repos sexuel.
(e) vésicules séminales de Psammomys obesus en période de reproduction.
o) Protéines a activité gélatinase.

- Dépbt : 20ug de protéines par puits
- Coloration : bleu de Coomassie.
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1.2 Recherche des métalloprotéinases au niveau des vésicules séminales et des
épididymes chez deux espéces appartenant au genre Meérionesen période de

reproduction et en période de repos sexuel

II.2.1 Analyse du zymogramme des protéines solubles de ’homogénat des vésicules

séminales et des epididymes de Meriones libycus en période de repos sexuel
- Veésicules séminales de Meriones libycus en période de repos sexuel

Le zymogramme en gel de gélatine des protéines solubles de 1‘homogénat des vésicules
séminales de Meriones libycus en période de repos sexuel montre la présence d’une plage de

lyse au niveau de la bande protéique de PM apparent de 52kDa (Fig.13, et Fig.14c).

kDa

Figure 13. Profil de zymographie des protéines solubles des vésicules séminales de

Meriones libycus en période de repos sexuel.
*Protéines a activité gélatinase.

- Dépobt : 20ug de protéines par puits.
- Coloration : bleu de Coomassie.
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- Epididyme proximal de Meriones libycus en période de repos sexuel

Comme pour les vesicules séminales, nous notons au niveau des épididymes proximaux la

présence d’une plage de lyse au niveau de la bande protéique de PM apparent de 52kDa
(Fig.14b).

- Epididyme distal de Meriones libycus en période de repos sexuel

Nous notons que pour les épididymes distaux de Meriones libycus en période de repos sexuel,

I’analyse du zymogramme en gel de gélatine ne montre aucune activité gélatinase (Fig.14a).

La comparaison des résultats de 1’analyse des zymogrammes des protéines solubles de
I’homogénat des vésicules séminales et des épididymes de Meriones libycus en période de
repos sexuel montre une activité gélatinase qui correspond a la protéine de 52kDa
caractéristique des vésicules seminales et de I’épididyme proximal (Fig.14a; 14b).

Conclusion

Une plage de lyse qui correspond a une action protéolytique d’une gélatinase de PM de

52kDa est présente au niveau des protéines solubles de I’homogénat

- des vésicules séminales de Meriones libycus en période de repos sexuel.
- des épididymes proximaux de Meriones libycus en période de repos sexuel.

I1.2.2 Analyse du zymogramme des protéines solubles de I’homogénat des vésicules

séminales et des épididymes de Meriones shawi en période de reproduction

- Vésicules seminales de Meriones shawi en période de reproduction

L’analyse du zymogramme des protéines solubles des vésicules séminales de
Meriones shawi en période de reproduction ne révéle aucune plage de lyse, ce qui signifie

I’absence d’une activité gélatinase pendant la période d’activité sexuelle chez cette espéce.
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- Epididymes proximaux de Meriones shawi en période de reproduction

Le zymogramme des protéines solubles de I’homogénat de 1’épididyme proximal de
Meriones shawi en période de reproduction, montrent la présence de deux plages de lyse au
niveau des bandes protéiques de PM apparent de 60kDa et de 52 kDa (Fig.14d).

- Epididyme distal de Meriones shawi en période de reproduction

Nous notons par ailleurs que le zymogramme des protéines solubles de 1’homogénat de
I’épididyme distal de Meriones shawi, en période de reproduction montre la présence d’une
plage de lyse de faible intensité correspondant a 1’action d’une gélatinase de PM apparent de

52kDa (Fig.14e).

Les zymogrammes des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales et des
épididymes de Meriones shawi en période de reproduction montre une activité gélatinase des
protéines de PM apparent de 52kDa et de 60kDa au niveau de I’épididyme proximal. La
protéine de 52kDa est faiblement active au niveau de I’épididyme distal (Fig.14d).

Les vésicules séminales ne révélent la présence d’aucune activité gélatinase chez cette

espece en période de reproduction.
Conclusion

- Une activité enzymatique importante correspondant a 1’action gélatinase de deux
protéines de PM apparent de 52kDa et de 60kDa est révélée au niveau des protéines
solubles de I’homogénat de I’épididyme proximal de Meriones shawi en période de

reproduction.

- Au niveau de I’épididyme distal, seule la protéine de 52kDa est révélée avec une

faible activité.

- Aucune activité gélatinase n’est retrouvée au niveau des vésicules séminales de

Meriones shawi en période de reproduction.
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Figure 14. Zymogrammes des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales et
des épididymes de Meriones libycus en période de repos sexuel et de Meriones shawi en
période de reproduction.

(a) épididyme distal de Meriones libycus en période de repos sexuel.
(b) épididyme proximal de Meriones libycus en période de repos sexuel
(c) veésicule séminale de Meriones libycus en période de repos sexuel.
(d) épididyme proximal de Meriones shawi en période de reproduction.
(e) épididyme distal de Meriones shawi en période de reproduction.

- Dépbt : 20ug de protéines par puits.
- Coloration : bleu de Coomassie.
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Figure 15. Zymogrammes des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales et
des épididymes de Meriones libycus en période de repos sexuel et de Meriones shawi en

période de reproduction.

(a) épididyme distal de Meriones libycus en période de repos sexuel.

(b) épididyme proximal de Meriones libycus en période de repos sexuel.
(c) vesicules séminales de Meriones libycus en période de repos sexuel.
(d) épididyme proximal de Meriones shawi en période de reproduction.

(e) épididyme distal de Meriones shawi en période de reproduction.

() vésicules séminales de Meriones shawi en période de reproduction.

- Dépbt : 20ug de protéines par puits
- Coloration : bleu de Coomassie

o) Protéines a activité gélatinase.
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Tableau V : Mise en évidence des MMPs et de I’activité gélatinase correspondante au niveau

des vésicules séminales et des épididymes de trois rongeurs déserticoles en période de

reproduction et en période de repos sexuel

Psammomys obesus

Meriones libycus

Meriones shawi

reproduction

repos sexuel

reproduction

repos sexuel

reproduction

repos sexuel

MMP-9 (?) | MMP-9(-) | MMP-9(-) | MMP-9(?)
VS | MMP9() | MMP-9** | MMP-3(?) | MMP-3(-) | MMP-3(-) | MMP-3(?)
MMP-13 (?) | MMP-13 (-) | MMP-13 (-) | MMP-13 (?)
MMP-9 (?) | MMP-9(-) | MMP-9() | MMP-9 (?)
EPP | MMP-9(-) | MMP-9** | MMP-3(?) | MMP-3* MMP-3** | MMP-3 (?)
MMP-13 (?) | MMP-13 (-) | MMP-13** | MMP-13 (?)
MMP-9 (?) | MMP-9(-) | MMP-9(-) | MMP-9 (?)
EPD | MMP-9(-) | MMP-9** | MMP-3(?) | MMP-3(-) | MMP-3* MMP-3 (?)
MMP-13 (?) | MMP-13 (-) | MMP-13 (-) | MMP-13 (?)

** . activité gelatinase importante

* . activité gélatinase de faible intensité

(-) : absence d’activité gélatinase

(?) : activité gélatinase non testée par zymographie.
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DISCUSSION




Les rongeurs de la famille des Gerbillidae représentent un modéle de rongeurs adaptés aux
conditions extrémes des régions arides et semi-arides. Les systémes d’adaptation sont
exprimés par des variations physiologiques, notamment, au niveau des fonctions de nutrition

et de reproduction.

Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi sont trois especes de la famille des

Gerbillidae caractérisés par une reproduction saisonniere.

Psammomys obesus, rongeur diurne est caractérise par une période de reproduction assez
longue et une phase de repos sexuel relativement courte qui dépendent des conditions

climatiques et essentiellement de la température externe.

Chez Psammomys obesus, I’installation de la phase de repos sexuel se fait progressivement a

la fin du printemps (avril -mai) (Khammar, 1987).

Chez Meriones libycus, rongeur saharien nocturne, le cycle de reproduction est inversé par
rapport a celui du rat des sables Psammomys obesus. Il présente une phase d’activité bréve
(printemps et début de I’été) et une longue période de repos sexuel qui s’étend de la fin de

1’été jusqu’a la fin de I’hiver (Belhocine, 1998).

Meriones shawi, espéce nocturne, est caractérisé par une phase de reproduction qui
s’échelonne de mars a septembre (Le-Berre, 1989). La phase de repos sexuel commence a la

fin de I’hiver et atteint le maximum au printemps.

Chez les rongeurs déserticoles, la reproduction dépend des conditions climatiques, cette
dépendance se traduit par des variations hormonales (Khammar,1987), dont les répercussions
au niveau histologique et biochimique ont été montrées au cours de travaux antérieurs
(Gernigon et al., 1994; Belhocine et al., 1998; Kaci et al., 2008; 2010; l1zemrne, 2011; Kaci et
al., 2013).

Au niveau du tractus genital male, les vésicules séminales sont des glandes annexes, dont le

développement ou la régression sont androgéno-dépendants (Justulin et al., 2006).

Les androgenes sont des facteurs intervenant dans 1’évolution, les secrétions épithéliales et
dans I’induction de I’apoptose des cellules épithéliales lors du passage de la période d’activité

vers la période de repos sexuel.
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Ces changements morphologiques excessifs sont modulés également par d’autres facteurs tels
que les activateurs de plasminogéne, les métalloprotéinases ainsi que les hormones

hypophysaires FSH et LH.

L’analyse des protéines solubles, caractérisant chaque période du cycle reproducteur des trois
rongeurs déserticoles étudiés est réalisée au niveau des vésicules séminales et des épididymes
de Psammomys obesus, de Meriones libycus et de Meriones shawi en période de
reproduction et en période de repos sexuel.

Cette analyse a permis de montrer les variations qui s’opérent au niveau du protéome des
vesicules séminales et des épididymes de ces trois rongeurs au cours du cycle saisonnier de la

reproduction.

En effet, la comparaison des profils protéiques du rat des sables Psammomys obesus, de
Meriones libycus et de Meriones shawi en période de reproduction et en période de repos
sexuel a montré I’existence d’une dynamique dans I’expression d’un certain nombre de

protéines :

e des protéines spécifiques de la période de reproduction des trois rongeurs a
reproduction saisonniéere et dont 1’expression est androgéno-dépendante (Gernigon et
al., 1994) notamment la protéine de 21kDa ou transgeline caractérisée et identifiée par
Kaci et collaborateurs (Kaci et al., 2010).

e des protéines exprimées le long du cycle reproducteur, (période de reproduction et
période de repos sexuel) au niveau des vésicules séminales et des épididymes de ces

trois especes, notamment la protéine de PM apparent de 92kDa.

Cette analyse est complétée par la comparaison des profils électrophorétiques des protéines
solubles des vésicules séminales de deux rongeurs a reproduction continue (Rattus norvegicus
et Mus musculus). Elle montre la présence d’un certain nombre de protéines communes avec

celles retrouvées chez les especes a reproduction saisonniere.

Le protéome de ces différentes espéces est analysé par la suite par zymographie. Il révéle la
présence, chez les especes déserticoles, de protéines a activité gélatinase au niveau des
vésicules séminales et des épididymes aussi bien pendant la période d’activité sexuelle que

pendant la période de repos.
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En effet, cette analyse a permis de révéler une activité gélatinase pour les protéines de PM

apparent de :

e 92 kDa presente au niveau des vésicules séminales et des épididymes du rat
des sables Psammomys obesus en période de repos sexuel.

e 52kDa exprimée au niveau des vésicules séminales et de 1’épididyme proximal
de Meriones libycus en période de repos sexuel.

e 52kDa et de 60 kDa présentes chez Meriones shawi au niveau de 1’épididyme

proximal en période de reproduction.

Dans notre travail, nous avons porté un intérét particulier aux métalloprotéinases et nous
avons mis en évidence au niveau des vésicules séminales et des épididymes des rongeurs
déserticoles, Psammomys obesus, Meriones libycus et Meriones shawi, la présence de trois
MMPs de PM apparent de 52, 60 et de 92 kDa.

Chez les rongeurs a reproduction continue

La recherche des MMPs chez Rattus norvegicus et Mus musculus n’a révélé aucune activité
gélatinase spécifique de la MMP-9 au niveau des profils électrophorétiques et
zymographiques des protéines solubles de I’homogénat des vésicules séminales de 1’animal

adulte.

Ces resultats rejoignent ceux de Wilson et ses collaborateurs en 1992 qui montrent la présence
d’une activité gélatinase de PM apparent de 64 kDa et de 82 kDa correspondant a la forme
active des métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 au niveau des vésicules séminales de Rattus
norvegicus jeune et impubére, ou la différenciation des organes reproducteurs se fait au bout

d’une cinquantaine de jours (Wilson et al., 1992).

Ce résultat montre que la présence de la MMP-9 est nécessaire pour les remodelages
tissulaires. Ce qui Justifier sa présence au niveau des veésicules séminales et des épididymes

qui nécessite un remodelage permanent au cours du cycle reproducteur.

Chez les rongeurs a reproduction saisonniére

Au cours du cycle reproducteur de Psammomys obesus, les organes reproducteurs males

subissent des variations histologiques et fonctionnelles relatives aux variations des
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androgenes. Ces variations sont traduites par des modifications dans 1’expression protéique

(Fawell et al., 1986; Belhocine et Gernigon, 1994).

Sur le plan histologique, 1’état de repos sexuel est caractérisée par une accumulation de la
matrice extracellulaire, une hypertrophie de la paroi fiboromusculaire, un épithélium présentant

des replis importants et une apoptose des cellules épithéliales (Belhocine et al., 2007).

Ces modifications histologiques suggérent I’intervention d’enzymes impliquées dans les
processus de remodelage et de la régression des tissus du tractus génital male pendant la

période de repos sexuel (Hulboy et al., 1997; Baumgart et al., 2002; Justulin et al., 2006).

En effet, les profils électrophorétiques des protéines solubles montrent que les vésicules
séminales et les épididymes du rat des sables Psammomys obesus sont caractérisés par une
richesse en protéines solubles en période de reproduction par rapport a 1’état de repos sexuel
ou de régression hormonale, il s’agit notamment des protéines de PM apparent de 14kDa,
21kDa, 25kDa, 57kDa, 60kDa, 72kDa et la 92kDa, parmi toutes ces protéines, la protéine de
PM apparent de 21kDa est caractéristique de la période de reproduction (Gernigon, 1992;
Kaci et al., 2008).

Les résultats de la SDS-PAGE montrent également la présence d’un produit de 92kDa qui
semble étre exprimé au niveau des vésicules séminales et des épididymes de
Psammomys obesus de facon constitutive en période de reproduction et en période de repos

sexuel.

La zymographie en gel de gélatine des protéines des vésicules séminales et des épididymes de
Psammomys obesus en période de repos sexuel, montre une activité gélatinase de deux
protéines de PM apparent de 92kDa et de 100kDa.

Les résultats de 1’¢électrophorése et de la zymographie montrent que les protéines de PM
apparent de 92kDa et de 100kDa correspondent a des gélatinases exprimées au niveau du
tractus génital male le long du cycle reproducteur, et dont I’activité protéolytique est

spécifique de la periode de repos sexuel.

Ces résultats rejoignent ceux de Belhocine qui a montré la présence de la MMP-9 (par une
approche immuno-histochimique) au niveau des vésicules séminales de Psammomys obesus et

de Meriones libycus tout le long du cycle reproducteur, et méme aprés castration, ce qui
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suggere que la synthése de cette protéine chez ces espéces semble indépendante du taux des

androgénes, et notamment de la testostérone.

La gélatinase A de 92kDa correspond a la métalloprotéinase-9 (MMP-9) dépendante des ions
Zn"" et du Ca'™ et peut étre activée par clivage protéolytique dans le milieu extracellulaire

quand un remaniement des tissus est requis.

Ce travail a permis de montrer que chez Psammomys obesus, la MMP-9 est exprimée aussi
bien en période d’activité qu’en période de repos sexuel, mais que 1’activité gélatinase n’est

révélée qu’en période de repos sexuel.

En effet, au niveau des vésicules séminales et des épididymes de Psammomys obesus aucune
activité gélatinase n’a été décelée pendant la période d’activité sexuelle. Cette période étant
caractérisée par des concentrations importantes de testostérone et de ses dérivés, laisse
supposer que I’activité gélatinase de la MMP-9 serait réprimeée par les hormones de la phase

de reproduction.

Par ailleurs, la présence de cette enzyme tout au long du cycle reproducteur suggere que sa
synthése serait indépendante du taux d’androgénes, elle semblerait plutdét soumise a un
contrble qui se situerait au niveau de sa sécrétion sous sa forme immature ou bien au niveau

de son activation extracellulaire (Rothhut et al., 2007).

Nous avons également essayé de rechercher I’existence d’une éventuelle relation entre
I’expression de la MMP-9 et I’expression d’autres protéines androgéno-dépendantes au

niveau du méme organe et chez la méme espéce de rongeur.

Parmi les protéines caractéristiques des organes reproducteurs males, la transgéline, protéine
androgéno-dépendante majeure identifiée pour la premiere fois au niveau des vésicules
séminales et des épididymes des animaux déserticoles pendant la période d’activité sexuelle
par Kaci et ses collaborateurs en 2008, semble exercer un effet inhibiteur sur 1’expression de

la MMP-9 au niveau de ces parties du tractus génital.

Cette hypothése est confortée par des travaux de Assinder en 2009, et Athanasiou en 2010
qui montrent que la transgeline est un inhibiteur de la MMP-9 (Assinder et al., 2009;
Athanasiou et al., 2010;).

L’absence d’activité gélatinase de la MMP-9 en période de reproduction justifie son

intervention dans le remodelage requis en période de repos sexuel.

S7



La transgeline ou SM22 est une protéine liée au cytosquelette des cellules musculaires lisses.
(Lees-Muller et al., 1987). Son absence favorise un remodelage massif de la MEC par une
augmentation de I’expression de la MMP-9. Elle agit a plusieurs niveau, elle diminue la
transcription de ’ARNm de la MMP-9 et régule I’expression et 1’activation de la MMP-9
(Athansiou et al.; 2010).

Il faut souligner toutefois que pour ces niveaux de régulation, plusieurs MMPs présentes
pendant la période de repos sexuel et dont 1’expression est soumise & une régulation

hormonale, sont impliquées dans 1’activation extracellulaire de la MMP-9.

Il s’agit de la MMP-1, qui est un activateur de la MMP-9, elle-méme serait inhibée par la
testostérone pendant la phase d’activité sexuelle de 1’animal (Ishikawa et al., 2007) et la
MMP-3 qui active la MMP-9 par atténuation de 1’effet inhibiteur exercé par le TIMP-1 sur la
MMP-9. Dans ce cas la MMP-3 induit la saturation des sites spécifiques de la MMP-9 sur le
TIMP-1 par formation d’un complexe ternaire pro-MMP-9/TIMP-1/MMP-3.

Chez les rongeurs du genre Meriones (Meriones shawi et Meriones libycus), les vésicules
séminales montrent en période de reproduction une composition en protéines presque
identique. Le protéome est caractérisé par la présence de plus de dix bandes protéiques dont
les plus importantes ont un PM apparent de 14kDa, 21kDa, 25kDa, 29kDa, 34kDa, 45kDa,
52kDa, 57kDa, 60kDa, 67kDa, 78kDa, 72kDa et de 92kDa, parmi lesquelles certaines sont

androgéno-dépendantes.

Les protéines de PM apparent de 52kDa, 72kDa et de 92kDa, présentes au niveau du tractus
génital male de Meriones libycus en période d’activité et en période de repos sexuel
correspondent respectivement aux MMP-3, MMP-2 et MMP-9. Ces resultats rejoigneent ceux

de Belhocine et collaborateurs en 2010.

La zymographie en gel de gélatine des protéines solubles de I’homogénat de 1’épididyme
proximal de Meriones libycus en période de repos sexuel, montre une activité protéolytique de
faible intensité de la MMP-3.

Ce qui semble signifier que la MMP-3 est active en période d’activité sexuelle (Belhocine et
al., 2010), et que son activité enzymatique serait diminuée ou réprimée en période de repos

sexuel.
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Chez Meriones shawi en période de reproduction, les protéines de 1’épididyme proximal
montrent la présence d’une activité gélatinase correspondant a la MMP-3 et a la MMP-13.

Seule la MMP-3 reste faiblement active au niveau de 1’épididyme distal.

L’activité gélatinase de la MMP-13 au niveau de 1’épididyme proximal et son absence au
niveau de 1’épididyme distal chez Meriones shawi en période de reproduction, suggere un role
spécifique aux épididymes proximaux, et I’implication de ces gélatinases dans le remodelage

des tissus en période d’activité sexuelle.

Des études antérieurs montrent que la MMP-13 semble étre activée par la MMP-3, et que
I’absence de la MMP-13 au niveau de ’épididyme distal est justifiée par la diminution du

taux de la MMP-3 pendant la phase d’activité sexuel (Curry et al., 2003).

L’absence d’une activité gélatinase caractéristique de ces deux enzymes au niveau des
vésicules séminales, suggere qu’elles ne soient libérées que localement et agirait lors du
remodelage tissulaire des épididymes ou des testicules, ou pour la libération de facteurs
nécessaires a la fonction testiculaire telle que la formation ou la maturation des

spermatozoides (Li et al., 2012).
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CONCLUSION
&
PERSPECTIVES




La composition en protéines des vésicules séminales et des épididymes des rongeurs de la
famille des Gerbillidae varie au cours du cycle reproducteur, cette variation semble étre

dépendante du taux des androgeénes, et essentiellement de la testostérone.

Ces organes présentent des protéines dont 1I’expression est dépendante des androgenes, telle
que la transgeline, d’autres sont exprimées tout le long du cycle reproducteur et
indépendamment des fluctuations du taux des androgenes, dans ce dernier groupe nous avons

identifié un produit de 92kDa a activité gelatinase.

La protéine de 92kDa correspond a une métalloprotéinase-9, exprimée au niveau des vésicules
séminales et des épididymes et active en période de repos sexuel chez le rat des sables en
période de repos sexuel. Elle semble étre inhibée en période de reproduction quand le taux des

androgeénes est maximal.

L’activité de la MMP-9 est androgéno-dépendante et semble étre inhibée en période d’activité
sexuelle par la transgeline. La transgeline serait un nouveau régulateur de I’activité de la
MMP-9.

La période de reproduction des rongeurs du genre Meriones montre une activité gélatinase des
protéines de PM apparent de 52kDa et de 60kDa qui correspondent respectivement a la MMP-

3 et la MMP-13 caractérisant les épididymes proximaux.

Les MMP-3 et MMP-13 sont actives au niveau des épididymes proximaux chez
Meriones libycus et Meriones shawi, cette activité semble étre nécessaire pour le remodelage

au niveau des épididymes en période de reproduction ou pour une fonction testiculaire.
Il serait intéressent de poursuivre cette étude chez ces espéces par :

- une étude compléte des différentes MMPs exprimées au niveau de tout le tractus
génital male des rongeurs de la famille des Gerbillidae, a différentes périodes du cycle
de la reproduction.

- une quantification de ces enzymes a différentes périodes du cycle de la reproduction.

- D’étude de ’effet des androgénes sur I’activité de ces gélatinases.

- DI’étude approfondie du mode et du niveau d’action de la transgéline sur 1’expression et

P’activité de la MMP-9.
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Annexe |

Tampon d’extraction des protéines (Tampon A)

1. Tampon Brooks (pH 7.4)

e Tris Base 25mM
e Saccharose 0.25mM

Le pH de la solution est ajusté a I’aide d’une solution HCI 3M.

Le tampon Brooks se conserve a +4°C.

2. Solution de PMSF
e PMSF 0.5mM
e FEthanol 2.5ml

Le PMSF de nature hydrophobe doit étre dilué¢ dans de 1’éthanol.

Le tampon est préparé extemporanément par mélange de 10 ml de tampon brooks + 0.25ul de
solution PMSF.

Annexe |1

Dosage des protéines

1. Tampon PBS (pH 7.4)

e NaCl 137mM
e KCI 2.5mM
e NaHPO, 10mM
o KHyPO, 2mM

La solution se conserve a +4°C, pendant un mois au maximum.

2. Réactif de Bradford

Ethanol 95% 50ml
e Acide orthophosphorique (85%) 100ml
e Bleu de Coomassie G250 100mg
e Eau distillée gsp 1000ml

La solution se conserve a +4°C pendant trois mois au maximum



Annexe 11

Dosage des protéines : courbe étalon

La courbe est réalisée a partir des différentes dilutions de BSA issues d’une solution meére a
10%.

Pour la détermination de la concentration protéique des échantillons, différentes dilutions
allant du 1/5 au 1/50 sont réaliseés.

Tube PBS (ul) BSA (ul) : Bradford (ml) DO (& 595 nm):
0 100 0 3 0
1 90 10 3 0.102
2 80 20 3 0.222
3 70 30 3 0.286
4 60 40 3 0.364
5 50 50 3 0.455
6 40 60 3 0.537
7 30 70 3 0.561
8 20 80 3 0.601
9 10 90 3 0.667
10 0 100 3 0.745
DO 595nm
0,3 y = 0,7934x
0,8 R2=0,9618
¢ 0,745
07 ¢ 0,667

0,6 0,601

* W'%l

0,5
* ),465

0,4

& 0364 —— Linéaire (Sériel)

0,3 & 0786
0,2 * o/ﬁg
0,1 0@,14
0 ‘G/ T T T T T 1 (BSA) pg/ml

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

& Sériel

Courbe étalon DO 595nm = f(BSA)

La concentration des protéines solubles est déterminée a partir de 1’équation de la courbe :
Y=0.7934X

Y : Absorbance (nm).

X : Concentration en proteines (ug/ul).




Annexe IV

Tableau récapitulatif des échantillons utilisés

Poids de Période du Organes Poids de | Concentration
Espéce I’animal cycle prelevés I’organe protéines
(9) reproducteur (9) solubles (g/l)
1345 VS 0.181 2.5
Psammomys repos sexuel EP 0.30 2
obesus 130 VS 0.16 1
EP 0.33 0.85
131 VS 0.355 2.8
EP 0.52 1.45
Psammomys 138 reproduction VS 0.3 2
obesus EP 0.55 1.3
90 VS 0.21 1.9
EP 0.42 1.21
VS 0.514 1.7
Meriones 77.6 EPP 0.296 3
libycus repos sexuel EPD 0.262 2.5
VS 0.62 1.9
101 EPP 0.33 3.4
EPD 0.36 3.1
Meriones VS 0.119 2.6
libycus 102.82 reproduction EPP 0.162 3.2
EPD 0.117 4
Meriones VS 0.102 2
shawi 78.9 reproduction EPP 0.176 2.8
EPD 0.11 2.5
Rattus 180.9 reproduction VS 0.18 2.1
norvegicus (de 72j) annuelle
Mus 39.8 reproduction VS 0.12 1
musculus (de 55j) annuelle
(NOD)

VS : vésicule séminale

EPP : épididyme proximal

EPD : épididyme distal




Annexe V

Electrophorese monodimensionnelle en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

1. Tampon de dénaturation ou tampon de charge Laemmli

e Saccharose 29
e Bleu de bromophénol 0.25g
e SDS 1.15g
e B-mercaptoéthanol 0.1%
e Eau distillée gsp 25ml

2. Tampon de migration (pH 8.3)

e Glycine 192mM
e SDS 0.1%
e Tris Base 25mM

Conservation a +4°C, durée limitée.

3. Solution de coloration

Méthanol 50%
e éthanol 10%
e Acide acétique 10%
e Bleu de Coomassie R250 (0.25M) 0.25%
e FEaudistillée 30%

Conservation a température ambiante.

4. Solution de décoloration

Méthanol 40%
e Ethanol 10%
e Acide acétique 10%
e Eaudistillée 40%

Conservation a température ambiante.



Annexe VI

Zymographie en gel de gélatine

1. Solution de gélatine a 10%

La solution est préparé en mélangeant 0,1g gélatine dans un 1ml d’eau distillée, la solution
est chauffée a +37°C, aliquotée est conservée a -20°C.

Les aliquotes sont utilisées au moment de 1I’emploi aprés chauffage a +30°C pendant 30min.

2. Tampon de dénaturation ou tampon de charge (Laemmli)

e Saccharose 29
e Bleu de bromophénol 0.25g
e SDS 1.15¢
e Eaudistillée gsp 25ml

3. Tampon de migration (pH 8.3)

Glycine 192mM
e SDS 0.1%
e Tris Base 25mM

4. Tampon d’incubation (pH 7.4)

e Tris Hcl 50mM
e CaCl, 5mM
e Triton X-100 0.02%
e Eau distillée 100ml

La solution est préparée extemporanément.

5. Solution de coloration

Méthanol 50%
e éthanol 10%
e Acide acétique 10%
e Bleu de Coomassie G250 (0.25M) 0.25%

e FEau désilée gsp 30%



Conservation a température ambiante.

6. Solution de décoloration
Méthanol
e Ethanol
e Acide acetique
e Eaudistillée
e Conservation a température ambiante.

40%
10%
10%
40%



