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10. ANNEXES
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10.1. Paramétres physico-chimiques de I’eau d’ou proviennent les
crabes chinois

Les crabes chinois utilisés lors de ce travail ont été prélevés dans des
lacs dulcicoles situés prés de Emden (nord de I’Allemagne) par un
pécheur/aquaculteur. Deux périodes de capture ont eu lieu chaque année :
la premiere au printemps (mars-avril), la seconde en automne (octobre-
novembre). Les paramétres physico-chimiques de I’eau sont présentés dans
le tableau 1.

Tableau 1. Parametres physico-chimiques de I’eau de lacs dulcicoles prés de Emden (All.)

t°C pH [O,] Conductivitt Osmolalitt ~ [Na'] [Ca?']
(min-max) (mgl)  (mMSicm)  (MOsmkg?®) (mM) (mgl?h)

4-14,6 7,9 11,8 2,2 20,3 26 162
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10.2. La technique de perfusion de branchies

La figure 1 illustre le dispositif expérimental mis en place afin de
perfuser des branchies de crabes. Les branchies sont prélevées en les
sectionnant le plus pres possible de leur point d’insertion. Elles sont ensuite
immergées dans une solution de Ringer (de composition ionique proche de
I’hémolymphe) et perfusées a I’aide d’un cathéter et d’une seringue afin
d’enlever I’hémolymphe qui pourrait coaguler et boucher les conduits
vasculaires. Ensuite, un cathéter est inséré dans le vaisseau afférent et
maintenu en place a I’aide d’une pince. Un autre cathéter est inséré dans le
vaisseau efférent. La branchie est placée dans un berlin de 25 ml rempli
d’une solution reflétant le milieu environnant et appelé milieu OUT (3).
Une arrivée d’air permet a la branchie de ne pas manquer d’oxygene (2). Le
volume du berlin doit rester constant. Dans le cas contraire, cela traduirait
une fuite de liquide et impliquerait I’arrét de la perfusion. Le cathéter
entrant dans le vaisseau afférent est relié par I’autre extrémité a une
ampoule de 100 ml contenant du Ringer (1). Le liquide pénétre a I’intérieur
de la branchie perfusée et entre en contact avec I’épithélium branchial.
C’est a ce niveau que les échanges ioniques ont lieu. Le liquide circulant
ressort par le cathéter provenant du vaisseau efférent et est recueilli dans
des petites fioles (milieu IN) (4).

Différentes parameétres peuvent étre mesurés a partir de ce dispositif
experimental. Ainsi, la différence de potentiel (ddp) peut étre mesurée entre
le milieu OUT et le milieu IN grace a deux électrodes. Par convention, le
signe est donné par le milieu IN. De la sorte, une ddp positive pour les
branchies antérieures et une ddp négative pour les branchies postérieures
ont été mises en évidence (voir chapitre 1.6.2). Des études de flux entrants
et sortants de divers ions peuvent également étre menées. Les premieres
nécessitent I’addition d’isotopes radioactifs (**°Cd, #Na, **Cl,...) dans le
milieu OUT. La radioactivité est ensuite mesurée dans le milieu IN. Les
secondes demandent I’ajout d’isotopes radioactifs dans le milieu contenu
par I’'ampoule. La radioactivité est alors mesurée dans le milieu OUT.
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Fig. 1. Dispositif expérimental permettant de perfuser des branchies de crabes. (1) et
(4) milieux IN; (2) arrivée d‘air, (3) milieu OUT. D*‘aprés Mo (1999).
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10.3. Exemple de slot blot

La technique du slot blot a été utilisée afin de mesurer le niveau
d’expression de la HSP70 (voir chapitre 6). Aprés avoir testé si un
anticorps primaire reconnaissait la protéine recherchée et n’interragissait
pas avec d’autres protéines, on peut utiliser un slot blot. Cette technique ne
fait pas appel a une séparation des protéines (électrophorése) préalable a
I’application de I’anticorps. Dans ce schéma, 36 puits sont chacun rempli
avec 300 pl d’une solution contenant I’échantillon. Les puits 1 a 5 et 43 &
47 sont remplis avec une quantité décroissante d’un étalon. Les puits de la
colonne 6 sont remplis avec une solution tampon et servent de blancs (Fig.
2.).

1 2 3 4 5 6

A — —

B —_— —_— —_ [ J—

C _— — — — —

D e o a8 = O

E — [— — —_— —

F — — — —— —

G — — — — —

H — _— S—

1 2 3 4 5 ]

A 1 2 3 4 5 ]
B 7 8 k] 10 11 12
c 13 14 15 16 17 18
D 18 20 21 22 23 24
E 25 26 27 28 29 30
F 3 32 33 34 35 36
G 37 38 32 40 41 42
H 43 44 45 46 47 48

Fig. 2. Exemple d'image obtenue griice é un slot blot (A) et tableau
reprenant les munéros de puits (B)..
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10.4. Suppléments a I’analyse protéomique

10.4.1. Gel a large gamme de pH.

Avant d’utiliser une gamme de pH plus étroite pour la migration des
protéines en fonction de leur pl, et d’ainsi obtenir une meilleure résolution,
nous avons tout d’abord réalisé un gel dans une gamme de pH 3-10 (Fig.
3.). Cet essai nous a permis d’observer que la majorité des protéines étaient
comprises entre un pH de 4 et de 7.
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Fig. 3. Gel d"électrophorése 2D obtenu 4 partir d'une branchie antérieure de crabe chinois
Eriocheir sinensis. pH:3-10; %acrylamide: 12.5.
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10.4.2. Volumes normalisés moyens

La figure 4 montre les volumes normalisés moyens obtenus dans
chaque condition expérimentale. La soustraction du bruit de fond a été
réalisée grace au mode « non-spot». La normalisation a été réalisée en
divisant le volume calculé pour un spot, par la somme des volumes calculés
pour tous les spots d’un méme gel, et en le multipliant par la somme des
aires de tous les spots d’un méme gel. Cette méthodologie permet d’obtenir
des résultats comparables entre gels.
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Fig. 4. E. sinensis. Volumes normalisés moyens obtenus pour chaque condition
expérimentale. N=6 gels par condition.
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10.4.3. Gels utilisés dans ce travail

Les figures 5, 6 et 7 présentent les 18 gels analysés pour ce travail
(conditions C, C50 et CAO, respectivement).
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