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1 Lesvirus Influenza A

1.1 Hier et aujourd’hui

Un siécle aprées la terrible pandémie de « Grippe espagnole » les virus Influenza continuent leurs
ravages. L'Histoire ne commence pourtant pas la. Une premiére description de la maladie
remonte a 2430 ans: dans son traité « Epidémies » Hippocrate évoque une épidémie de toux,
suivie de pneumonies et autres symptdmes typiques, a Perinthus dans le nord de la Grece (Martin
and Martin-Granel, 2006). Dans la Rome antique, Tite-Live décrit dans son ceuvre |'Histoire
romaine des épidémies brutales qui semblent a posteriori pouvoir étre attribuées a la grippe. Les
données historiques concernant la grippe sont complexes a interpréter, car le syndrome grippal se
rencontre aussi dans d'autres maladies épidémiques (diphtérie, fievre typhoide, dengue, ...). Ce

n‘est qu’en 1743, a Paris, que le terme de grippe apparait ; dérivé de « agrippe » :

[... esquissant en deux syllabes 'anxieuse et typique physionomie du patient.
Vers le méme temps, les Italiens, frappés surtout du nombre incalculable des
personnes qui subissaient, dans chaque manifestation et a des degrés divers,
I'influence du catarrhe épidémique, le désignaient par ce caractere méme, en le
qualifiant d’Influenza : c’est-a-dire I'influence au supréme degré]

(Delmas, 1896).

En appliguant les criteres modernes de caractérisation d'une épidémie comme étant une
pandémie d’Influenza, on dénombre 14 pandémies entre 1509 et 2009 (Taubenberger and
Morens, 2010). Cependant, prés d’un tiers de ces épisodes ont eu lieu durant le seul XXM siecle
notamment la tristement célebre Grippe espagnole. A I'origine d’au minimum 50 millions de décés
en l'espace d’une année (Figure 1) I'agent responsable est un virus Influenza A HIN1 d’origine
aviaire.

Caractérisé génétiguement dans les années 1980 grace au développement des méthodes de PCR
et de séquencage, puis de génétique inverse (Taubenberger et al., 2012), il est considéré comme
I'ascendant de tous les virus Influenza circulant chez ’lhomme aujourd’hui (Taubenberger and

Morens, 2006).
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Figure 1: Ravages de la Grippe espagnole

A) Courbes de mortalité lors de la pandémie d’'Influenza entre 1918 et 1919 en Europe et aux Etats-
Unis B) Hopital militaire d’urgence durant I'épidémie d’Influenza en 1918 (Camp Funston, Kansas,
Etats-Unis, 1918). D’apres (Nicholls, 2006).

Si I'on excepte les épisodes ponctuels bien que récurrents de pandémies, la grippe fait également
parler d’elle chaque année au retour de I'hiver. Chaque année 3 a 5 millions de cas et jusqu'a
650 000 déces seraient associés aux affections respiratoires dues a la grippe saisonniere, selon de
nouvelles estimations publiées par I'Organisation mondiale de la Santé (Décembre 2017,
www.who.int).

Du coté des animaux, et plus particulierement des oiseaux (sauvages ou domestiques) il est plus
difficile de connaitre avec certitude les épizooties causées par les virus Influenza au cours de
I'Histoire. Depuis I'antiquité de nombreux épisodes graves de maladies contagieuses ont été
rapportés chez les oiseaux certainement dus a plusieurs agents pathogenes différents (Blancou,
2000). La premiere référence a la « grippe aviaire » date de 1878. Edoardo Perroncito décrit alors
« une maladie contagieuse et hautement mortelle affectant la volaille ». La maladie incriminée est
alors appelée peste aviaire et est confondue avec une forme septicémique sévere de choléra
aviaire (causée, elle, par la bactérie Pasteurella multocida). La différence entre les deux
pathologies est faite en 1880 par Rivolta et Delprato de par leurs caractéres cliniques. En 1901,
I'agent causal de la peste aviaire est identifié comme étant un virus filtrable par Centunni et
Savunzzi. Il faudra attendre 1955 pour que cette pathologie soit attribuée a un virus Influenza A.
Le terme de peste aviaire est alors abandonné au profit de « Influenza aviaire hautement
pathogene » lors du premier symposium international sur I'Influenza Aviaire de 1981 (Lupiani and

Reddy, 2009).
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1.2 Description et classification des virus Influenza

1.2.1 Classification et nomenclature

Les virus Influenza appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae. lls sont regroupés en 4 genres
différents : Influenzavirus A, B, C et D contenant chacun une seule espéce virale désignée
communément comme virus Influenza de type A, B, C ou D. Les virus de type B et C sont
principalement détectés chez I'Homme et ceux de type D, récemment identifiés, infectent
principalement les bovins et les porcs mais semblent plus largement répandus chez les
mammiferes (Hause et al., 2014). Quant aux virus Influenza de type A, les plus répandus, ils
possedent un vaste spectre d’hotes vertébrés. Ils sont classés en sous-types désignant les types
antigéniques des deux glycoprotéines virales présentes a leur surface (cf 1.2.2).

A ce jour 18 types d’hémagglutinines et 11 types de neuraminidases (Alexander, 2000; Wu et al.,
2014) ont été identifiées. Appartenant au type des virus influenza A (VIA), les virus Influenza
aviaires sont quant a eux tres surveillés et étudiés. D’un point de vue santé publique, les virus
Influenza aviaires peuvent étre transmis aux mammiferes et notamment a 'Homme et sont
susceptibles d’engendrer une pandémie comme évoqué précédemment. De plus, ces virus
infectant un large éventail d’oiseaux sauvages comme domestiques, ils représentent une menace

économique importante pour I'industrie avicole mondiale.
1.2.2 Structure des virions

Les virus Influenza sont des virus enveloppés possédant un génome a ARN simple brin de polarité
négative et segmenté en 8 fragments codant pour environ 14 protéines (Figure 2). lls possédent
une capside hélicoidale et sont généralement sphériques (environ 100nm de diametre) mais des
virions d’aspect filamenteux (100nm x 20um) sont observés notamment dans les prélevements
humains (Figure 3). L'enveloppe virale provient de la bicouche lipidique de la membrane des
cellules infectées. Trois protéines virales sont enchassées dans |'enveloppe: les deux

glycoprotéines de surface, hémagglutinine et neuraminidase, ainsi que le canal ionique M2.

Charlotte FORET - LUCAS - Dipléme de I'EPHE - 2018



Page |22

Enveloppe lipidique dérivéede la
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Figure 2: Schéma d'une particule virale de virus Influenza A

Le génome du virus influenza de type A est composé de 8 segments d’ARN négatifs simple brin. Les
segments 1, 2 et 3 codent pour les protéines PB2, PB1 et PA constituant le complexe polymérase.
Certains virus possedent les protéines accessoires PB1 N40 et PB1-F2 sur le segment 2 ainsi que la
protéine PA-X sur le troisieme segment. Le segment 4 code pour la protéine HA nécessaire a
I’adhésion a la cellule cible. Le segment 5 code pour la nucléoprotéine (NP). Le segment 6 code pour la
protéine NA, indispensable pour la libération du virion depuis la cellule hote. Le segment 7 code pour
a la protéine de matrice (M1) et des protéines du canal ionique (M2 et M42). Le dernier segment code
pour les protéines non structurales NS1 et NS2 (ou NEP). L’enveloppe virale est constituée d’une
bicouche lipidique originaire de la membrane plasmidique de la cellule hote. La face interne de
I'enveloppe virale est recouverte de protéines de matrice M1. L’association de chaque ARN viral avec
NP, PA, PB1 et PB2 forme les RNP (Ribonucléoprotéines, a droite). D’apres (Lion, 2017; Medina and
Garcia-Sastre, 2011)

Figure 3: Virions observés en microscopie électronique a transmission

A) Particules virales issues d’isolement sur cellules (A/HIN1pdm) sous forme sphériques, barre
d’échelle 100nm B) Particules virales observées dans une coupe de poumon (A/HIN1pdm) sous forme
filamenteuse, Barre d’échelle 200nm. (Nakajima et al., 2010)
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e Les protéines de surface

L"hémagglutinine et la neuraminidase sont les principaux déterminants antigéniques des VIA.
L"hémagglutinine (HA), codée par le segment 4, est un homotrimere, chaque monomere étant
composé de deux sous-unités HA1 et HA2 (issues du clivage d’un précurseur : HAQ). La sous-unité
HA1, essentiellement extracellulaire, comporte le site de liaison au récepteur (RBS, Receptor
binding site en anglais) qui permet I’'adhésion de la particule virale a la cellule cible. Elle est aussi la
cible majeure des anticorps neutralisants de I’h6te. La sous unité HA2 constitue essentiellement la
tige et contient un peptide hydrophobe qui assure la fusion de l'enveloppe virale avec la
membrane de I'endosome de la cellule cible. Cette fusion nécessite que ce peptide soit libre,
c’est-a-dire que HAO soit effectivement clivée en HA1 et HA2. Ce sont généralement des protéases
extracellulaires qui assurent ce clivage au niveau du site de clivage situé en amont du peptide de

fusion (Figure 4) (Cheung and Poon, 2007).
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Figure 4: Mécanisme d'activation de ['hémagglutinine et fusion

L’hémagglutinine est une glycoprotéine homotrimérique qui résulte de I'association de trois monomeres
HAO (a gauche). Chague monomere est constitué d’'un domaine HA2 (en violet) ancré dans la bicouche
lipidique (C2) de I'enveloppe virale sur laquelle repose HA1 (en bleu). Une fois le virion internalisé dans
I'endosome, I'acidification du contenu endosomal induit une transformation structurale de HA (3 droite).
HA2 se déploie alors verticalement, exposant a son extrémité distale le peptide de fusion (N2), lequel va
s’insérer dans la membrane de la vésicule d’endocytose pour conduire a la fusion des membranes. D’apres
(Lion, 2017; Russell et al., 2008)
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La neuraminidase (NA), codée par le segment 6, est un homotétramere formant une structure en
tige surmontée d’une téte globulaire. Elle posséde une activité enzymatique de type sialidase qui
permet la libération des nouveaux virions par clivage des acides sialiques cellulaires liés a
I"hémagglutinine (cf. 2.3.1). Elle est également une cible privilégiée des anticorps neutralisants de
I"hote.(Cheung and Poon, 2007)

Du fait de leur exposition a la surface du virion, les deux glycoprotéines de surface NA et HA des
virus influenza sont également des cibles de choix pour les traitements antiviraux. L'HA est
également le composant principal des vaccins antigrippaux.

A la surface du virion on retrouve enfin la protéine de matrice M2. Codée par le segment 7, c’est
un homotétramere qui forme un canal a protons traversant |'enveloppe virale. Ce canal permet
I"acidification interne du virion, ainsi que I'acidification de la vésicule d’endocytose cellulaire, qui

assure la fusion des virions lors de 'infection cellulaire.

e Les protéines structurales

Chacun des huit ARN viraux est associé a plusieurs nucléoprotéines virales (NP), codées par le
segment 5. Elles forment ainsi des ribonucléoprotéines virales (RNPv) de structure hélicoidale.
Chacune de ces RNP contient aussi un exemplaire de la polymérase virale constituée des 3 sous-
unités PA (polymérase acide codée par le segment 3), PB1 et PB2 (polymérases basiques 1 et 2,
codées respectivement par les segments 2 et 1) (Figure 2). Ce complexe a pour réle de convertir
I’ARN génomique viral (ARNv, négatif) en ARN complémentaire (ARNc, positif) et en ARN messager
(ARNm, positif). ARNm est destiné a la synthése des protéines virales (Transcription, traduction)
I’ARNc sert de support a la transcription de brins d’ARNv (réplication) qui constitueront le matériel
génétique des nouveaux virions (Cheung and Poon, 2007; Herz et al., 1981; Palese, 1977).

Egalement codée par le segment 7, la protéine de matrice M1 tapisse la face interne de
I'enveloppe virale. Elle interagit avec I’ARN viral ainsi qu’avec les protéines des RNPv lors de leur
assemblage et désassemblage, ce qui lui confere plusieurs fonctions importantes pour le virus

(Chen et al., 2001; Cheung and Poon, 2007).

e les protéines non-structurales

Outre les huit protéines citées plus haut, la particule virale contient aussi quelques exemplaires
des protéines non structurales NS1 et NS2.Egalement appelée NEP (Nuclear Export Protein), NS2

joue un role important dans I'export nucléo-cytoplasmique des RNP précédant la libération des
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virions (Yasuda et al., 1993). NS1 quant a elle reste la moins représentée des protéines virales

dans la particule (Hutchinson et al., 2014).
e Les protéines accessoires

Certaines souches de virus influenza A possedent des protéines accessoires (structurales ou non)
dont notamment PB1-F2 (facteur de virulence) et PB1-N40 (favorisant la réplication virale), issues
de cadres ouverts de lecture alternatifs. Ces deux protéines sont également des protéines non
structurales, non présentes dans le virion. La protéine PA-X, quant a elle, résulte d’'un saut du
cadre de lecture au sein du segment PA (Jagger et al., 2012).

A l'instar d’autres virus enveloppés tels que les herpesvirus, les virus Influenza peuvent emporter
certaines protéines cellulaires au sein du virion. Des études en spectrométrie de masse ont permis
d’identifier pas moins de 36 protéines cellulaires dont 25 communes a plusieurs familles de virus.
Ces protéines de I'hdte sont soit enchassées dans |'enveloppe lipidique du virus (protéines
transmembranaires ou localisées a la membrane telles que les protéines du cystosquelette) ou
encore a l'intérieur de la nucléocapside (telles que les annexines). Le réle de ces protéines est
encore peu décrit. L’hypothése la plus probable suggere que les protéines de I'hote favorise

I’entrée du virus dans la cellule (Shaw et al., 2008).
1.2.3 Cycle viral

Les cellules de I'épithélium de I'appareil respiratoire de I'"hote sont les premieres exposées au
virus et donc ses premieres cibles. De plus, elles expriment a leur surface des récepteurs
cellulaires riches en groupements acides sialiques. Or I’'HA des VIA est spécifique de ces
groupements permettant I'entrée du virus dans la cellule. S’en suit alors le processus de
réplication virale tel que décrit ci-dessous (Figure 5) (Knipe and Howley, 2007; Medina and
Garcia-Sastre, 2011; Rossman and Lamb, 2011) :

[.  L’'hémagglutinine se lie aux acides sialiques de la cellule cible.

[I.  Le virion pénétre dans la cellule par endocytose par la voie des clathrines qui
recouvrent la face cytosolique de la cellule (qui devient ensuite la vésicule
d’endocytose).

lll.  La vésicule d’endocytose et la partie interne de la particule virale, grace au canal
ionique M2, s’acidifient. L’acidification entraine le remaniement structural de I’'HA, qui

provoque la fusion de la membrane endosomale avec |'enveloppe virale.
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Les RNPv sont alors libérées dans le cytosol et transportées vers le noyau grace aux NP
qui portent un signal de localisation nucléaire (NLS) leur permettant d’interagir avec la
machinerie d’'import nucléaire de la cellule.
Les ARNv de polarité négative sont transcrits en ARN messagers par la polymérase
virale formée par le complexe PB1, PB2 et PA et grace au mécanisme de cap snatching
(vol d’une coiffe d’ARN pré-messager cellulaire).
Les ARNm viraux, exportés dans le cytoplasme cellulaire, sont traduits en protéines
virales. Les protéines HA, NA et M2, en passant par le réticulum endoplasmique et
I'appareil de Golgi, integrent la membrane cytoplasmique de la cellule hoéte. Leur
accumulation entraine la formation de radeaux lipidiques, sites de d’assemblages des
futurs virions.
En parallele, les ARN viraux sont répliqués pour synthétiser le futur génome viral : la
polymérase virale synthétise des ARN complémentaires (ARNc) de polarité positive,
lesquels servent de matrice pour la synthése de nouveaux ARNv de polarité négative.
Ceux-ci forment alors de nouvelles RNP.
Les RNPv, nouvellement produites, sont exportées du noyau vers le cytoplasme a
I'aide des protéines virales NEP et M1.
Les 8 RNPv s’assemblent avec les protéines d’enveloppe dans le noyau et/ou le
cytoplasme via la protéine M1 formant de nouvelles particules virales bourgeonnant a
la surface des cellules.
Les particules virales liées aux acides sialiques de la surface de la cellule sont libérées,

grace a I'activité sialidase de la neuraminidase.
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Figure 5 : Cycle de réplication des virus Influenza A
D’apres (Medina and Garcia-Sastre, 2011)
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1.3 L’Influenza A Aviaire

1.3.1 Réservoir des virus Influenza A

Les oiseaux aquatiques sauvages, essentiellement ceux des ordres des Ansériformes (oies et
canards) et des Charadriiformes (échassiers, oiseaux marins...), constituent le réservoir
naturel des virus influenza A (Alexander, 2000). Cela signifie que tous les VIA (incluant les
souches responsables de la grippe saisonniere humaine et celles associées a des infections de
mammiféres) ont pour origine des virus aviaires.

L'extréme variété de l'‘avifaune sauvage, notamment des « canards » (colverts, pilets,
plongeurs, sarcelles, ...) (Olsen et al., 2006) contribue a I'apparition de nouvelles souches. En
effet, I'ensemble des types d’hémagglutinine H1 a H16 et de neuraminidase N1 a N9 a été
retrouvé chez des oiseaux aquatigues sauvages, avec une répartition mondiale. De plus, ces
oiseaux, en particuliers les canards, vivent et se nourrissent dans des zones humides d'eau
douce (marais, étangs, lacs, rivieres) dans toutes les régions tempérées et subtropicales du
monde. Chez ces oiseaux aquatiques, le virus se multiplie en général dans les voies
intestinales et ce de facon asymptomatique dans la majorité des cas. Son excrétion favorise
ainsi le maintien d’une population virale dans le milieu aquatique (les virus pouvant persister
dans I'eau plusieurs semaines, une transmission oro-fécale est donc possible) (Nazir et al.,,
2011).

L'infection de ces especes, dont beaucoup sont migratrices, entraine également une
dissémination des virus le long des couloirs de migration entre continents. L'infection
asymptomatique ainsi que la dissémination lors des migrations favorise la circulation des virus
depuis I'avifaune sauvage vers les volailles domestiques.

Enfin les VIA peuvent diffuser depuis les oiseaux sauvages aquatiques vers les humains, les
porcs, les mammiferes marins ou les volailles domestiques (Figure 6).

Le cumul de toutes ces voies de dissémination et de transmission des virus Influenza A
entrainent un brassage génétique intense, la persistance d’une grande variété de virus

circulant et donc I'apparition constante de nouvelles souches.
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Figure 6: Schématisation de la diffusion des virus influenza A par les oiseaux sauvages
aquatiques
D’apres (Knipe and Howley, 2007; Tong et al., 2012)

1.3.2 Transmission aux volailles domestiques

Les virus influenza aviaires, qui circulent de facon continue dans I'avifaune sauvage, peuvent
infecter les volailles domestiques principalement de 'ordre des Galliformes (poulets, dindes,
cailles, pintades, ...) et de celui des ansériformes (canards, oies, ...). La contamination des
volailles domestiques est favorisée par des situations de proximité avec 'avifaune sauvage
comme les élevages de plein air. Dans ce type d’élevage, la contamination se fait le plus
souvent par contact indirect par exposition aux fientes d’oiseaux migrateurs (Munster and
Fouchier, 2009) contenant des particules virales ou par contact direct entre animaux (plus
rare). Une fois qu’un élevage est contaminé, le virus peut étre transmis a d’autres élevages
par le transport de volailles entre élevages (trés fréquents en élevages de palmipédes par
exemple), ainsi que par les activités humaines en lien avec I'élevage (chaussures, vétements
et/ou équipements de travail contaminés). Les VIA peuvent persister jusqu’a un an dans des
eaux présentant des conditions idéales en termes de pH, de température et de salinité ainsi
que dans des sédiments de lacs (Nazir et al., 2011). Les VIA pourrait aussi se maintenir a I'état
congelé dans les sols durant I'hiver (Ito et al., 1995) ou persister a bas bruit chez les oiseaux
migrateurs (Krauss et al., 2004).

Un large éventail de sous-types de VIA peuvent infecter les volailles et causer des infections
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asymptomatiques comme létales (Pantin-Jackwook and Swayne, 2009). Les sous-types H5,
H6, H7 et HI sont les plus fréquents en Eurasie (Alexander, 2000; Brown, 2010). Cependant
on observe des profils d’infection distincts et des sensibilités variables selon I'espece de

volaille touchée (poulet, canard, oies, dindes, etc).
1.3.3 Hautement Pathogene vs Faiblement Pathogene

Du point de vue santé publique, I'influenza aviaire est une maladie infectieuse des oiseaux
sauvages et domestiques qui peut étre transmise aux mammiféres, y compris I'Homme, et
constitue donc une menace permanente pour la santé humaine. Dans une perspective
vétérinaire, l'influenza aviaire est une épizootie hautement contagieuse de la volaille
domestique (Galliformes et Ansériformes) qui cause des pertes économiques importantes aux
industries avicoles du monde entier. Cette épizootie est typiquement caractérisée par des
épisodes récurrents d’infections par des virus influenza aviaires des sous-types H5, H6, H7 ou
H9 déja évoqués.

Néanmoins, les VIA aviaires sont classés en deux niveaux de pathogénicité pour les volailles :
les virus influenza aviaires hautement pathogénes (IAHP) et faiblement pathogénes (IAFP). Ce
classement est réalisé soit par évaluation directe aprés infection expérimentale de poulets
suivant un protocole standardisé de I'Organisation Mondiale de la Santé animale (OIE), soit
par le séquencage du gene de I’hémagglutinine qui révele la présence ou I'absence d’un site
de clivage de HAO polybasique (Figure 7). A ce jour, le pathotype IAHP a été exclusivement
associé aux sous-types H5 et H7.

Certains virus IAHP peuvent entrainer des taux de mortalité trés importants dans les élevages
atteints. La volaille domestique est sensible a des transmissions par voies oro-fécale et
respiratoire (Munster and Fouchier, 2009). Selon I'OIE, le délai d’incubation des virus est de 3
a 5 jours en moyenne (maximum 21 jours). Les gallinacées (poules et dindes) sont
généralement plus enclines a développer des signes cliniques graves de la maladie avec une
mortalité allant jusqu'a 100% avec des virus IAHP. Linfection est le plus souvent
asymptomatique chez les palmipéedes, y compris avec des virus IAHP. Toutefois, de graves
pertes ont été a déplorer chez certaines espéces sauvages et dans les élevages de palmipéedes
touchés par certains virus IAHP. Ces observations ont été tres bien illustrées par la récente
épizootie de virus IAHP de sous-type H5N8 dans toute I'Europe durant I'hiver 2016-2017, qui

a entrainé des pertes considérables dans la filiere de palmipédes a foie gras.
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Figure 7: Localisation de la réplication des virus IAFP et IAHP chez le poulet

La réplication de virus IAFP et IAHP dans I'organisme est déterminée par la distribution des protéases
chez le poulet: la HA des virus IAHP possedent un site de clivage polybasique permettant a des
protéases cellulaires ubiquitaires de le cliver (Vey et al., 1992). La présence de ce site polybasique est
associée a la réplication des virus IAHP hors des tractus respiratoire ou digestif. Il permet donc au virus
de causer d’'importants dégats dans un spectre tissulaire élargi. D’aprés (Horimoto and Kawaoka,
2005)

1.3.4 Controle et surveillance de I'Influenza A aviaire dans le monde

Les raisons de santé publique et économiques évoquées précédemment conduisent a une
surveillance importante de la circulation des virus Influenza. Des mesures sont dictées par
I’OIE et les autorités nationales a I'attention des producteurs de volailles lors d'une épizootie,
mais aussi en période d'absence de maladie afin de controler et prévenir la dissémination des
agents pathogenes. En cas de morbidités ou de mortalités suspectes, des prélévements sont
réalisés et analysés (inoculation d’ceufs embryonnés et tests d’hémagglutination, tests
d’inhibition de I'némagglutination ou RT-PCR quantitative). Lorsqu’un cas d’influenza aviaire
de type H5 ou H7 est confirmé, le signalement aupres de I'OIE est obligatoire. Il s’en suit
I'abattage systématique de I'élevage ainsi que sa mise en quarantaine (un délai de trois
semaines aprés décontamination de |'élevage doit étre respecté avant lintroduction de
nouveaux animaux). Lors d’épizooties, en plus des regles précédentes, certaines zones a hauts

risques peuvent étre soumises a une stratégie de vaccination comme mesure d’urgence
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notamment pour des populations d’oiseaux qu’il faut préserver (zoo par exemple). Ces
stratégies de vaccination sont appliquées quand les mesures complémentaires d’éradication
sont insuffisantes pour maitriser le foyer. Par exemple, le programme de vaccination en Asie
du Sud-Est (Chine, Vietnam, Indonésie et Hong-Kong), zone d’endémie des virus IAHP H5N1,
représente 125 milliards de doses vaccinales administrées aux volailles entre 2004 et 2012
(Castellan et al., 2014). En Egypte, ou il existe une zone d’endémie depuis 2006 pour des virus
IAHP H5N1, une stratégie de vaccination a été mise en place (Grund et al., 2011). Cependant
la vaccination incomplete des élevages dans ces zones d’endémies conduit a une pression de
sélection permettant I'’échappement de nouveaux virus apres glissement antigénique (Carrat
and Flahault, 2007).

Malgré les efforts internationaux en termes de préparation pré-pandémique, nous sommes
toujours incapables de prédire I'apparition d’une nouvelle souche aviaire a haut pouvoir
pandémique chez I'Homme. Mieux comprendre les interactions hoéte-virus devrait nous
permettre d’identifier des déterminants de I'adaptation des VIA a leurs hotes (franchissement
de la barriére d’espéce) aux niveaux protéique et moléculaire et contribuer ainsi a améliorer

notre préparation pré-pandémique.
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2 Lesvirus Influenza : des virus adaptables
2.1 Mécanismes d’évolution génétique

Les virus Influenza A se caractérisent par leur grande capacité d’évolution. Deux mécanismes
majeurs régissent leur extréme variabilité génétique : le glissement antigénique (Antigenic
Drift) et la cassure antigénique (Genetic shift). Ces mécanismes, combinés au temps de
génération court du virus, sont sources de variabilité et donc d’adaptabilité rapide a un

nouvel environnement ou a un nouvel héte.

2.1.1 Le glissement antigénique

Appelé également dérive génétique, ce mécanisme est d0 au caractére peu fidéle de I’ARN
polymérase ARN dépendante. Celle-ci ne posséde pas d’activité exonucléase et ne peut ni relire ni
corriger ses erreurs. Cela entraine l'introduction, la délétion ou la substitution de nucléotides avec
un taux d’erreur de 10™ & 10° par nucléotide et par cycle infectieux (1 000 fois plus que '’ADN
polymérase humaine) (Chen and Holmes, 2006; Parvin et al.). Ces erreurs aboutissent a des
mutations ponctuelles des genes viraux et par conséquent a des modifications des protéines pour
lesquelles ils codent. Les glycoprotéines de surface (HA et NA) peuvent étre soumises a une forte
pression de sélection par les anticorps neutralisants de I’'h6te, en revanche des modifications de
leur séquence n’entrainent pas de modification du sous-type viral. Elles peuvent toutefois avoir
des conséquences sur I'échappement a la réponse immunitaire de I’hote (Abed et al,, 2002). Le
passage d’un virus faiblement pathogéne a hautement pathogéne est une autre conséguence
notable de ces évenements : les hémagglutinines de types H5 et H7 sont les plus sensibles a
I’accumulation de mutations et induisent régulierement une telle évolution comme pour les virus
H7N1 ayant circulés en Italie en 1999 (Monne et al., 2014).

Les mutations sont dites adaptatives lorsqu’elles entrainent une amélioration dans la réplication
et/ou le maintien du virus. Si I'on prend I'exemple de la polymérase, une mutation du géne PB2 de
virus aviaires (Pan99 : A/Panama/2007/99 (H3N2) et VN1204: A/Viet Nam/1203/04 (H5N1))
modifiant la séquence protéique lui permet d’interagir avec les importines a7 et favorise la

réplication virale au sein de cellules de mammifere (Steel et al., 2009).
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2.1.2 La cassure antigénique

Du fait de la segmentation du génome, le réassortiment génétique est un mécanisme
fondamental pour I"évolution des virus Influenza. L'échange de segments géniques entre deux
virus différents infectant une méme cellule peut ainsi aboutir a I'apparition de nouveaux virus dits
« réassortants ». Les co-infections sont courantes chez les oiseaux sauvages et le réassortiment y
est un événement fréquents comme avec les virus H5N1 par exemple (Dugan et al.,, 2008). Les
réassortiments peuvent avoir lieu chez d’autres especes également, notamment chez le porc.
Celui-ci possede les récepteurs permettant des infections simultanées par des virus aviaires et
mammiferes (cf. 2.2.2). Les réassortiments résultant de ces co-infections peuvent donc conduire a
I'apparition de nouvelles souches virales. Ces nouveaux virus possedent alors des caractéristiques
différentes telles qu’une virulence accrue, une spécificité d’hote différente et/ou une absence de
réponse immunitaire de I'hote. Ce nouveau statut antigénique peut alors leur conférer un

potentiel pandémique (Figure 8).

Grippe Espagnole Grippe Asiatique Grippe de Hong-Kong Grippe Russe H1N1 Pandémique s H5N1 pandémique
1918-1919 1957-1958 1968-1969 19771978 2009 13 7?7?
HIN1 H2N2 H3N1 HIN1 HIN1 H5N1
40-50 Millions de décés 1-2 Million de décés 700 000 déces <1 Million de décés > 17 000 déces

Adaptation directe : Réassortiment Réassortiment Réemergencede la Réassortiment Adaptation directe ou
Mutation (aviaire) (Aviaire - Humain) (Aviaire - Humain) souche HIN1de 1918 (Aviaire - porcin - Humain) Réassortiment

Figure 8: Evolution des virus Influenza A pandémiques au cours du temps

Les grandes pandémies des XX°™ et XXI*™ siecles ont été provoquées successivement par un virus
aviaire (« Grippe espagnole », HIN1 en 1918), un virus réassortant humain possédant des protéines
HA, NA et PB1 d’origine aviaire (H2N2 en 1957) et un autre virus réassortant humain contenant des
protéines HA et PB1 aviaires (H3N2 en 1968). En 1977, une pandémie plus modeste est causée par
une ré-emergence de HIN1., la derniere pandémie récente est causée en 2009 par un virus Influenza
A réassortant possédant des segments PA et PB2 aviaires, PB1 humain et les autres d’origine porcine.
D’apres (Marcelin et al., 2011; Watanabe et al., 2012)

Les futures souches virales a haut pouvoir pandémique pourraient émerger grace a I'accumulation
de tous ces mécanismes d’évolution: adaptation a I’'héte par accumulation de mutations,

réassortiments génétiques et réémergence de virus n’ayant pas infecté I'Homme au cours des
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derniéres générations (Watanabe et al., 2012).
2.2 Mécanismes de transmission inter-especes

2.2.1 De l'ciseau a 'Homme

Le spectre d’h6te des virus Influenza Aviaires est particulierement large. Outre les espéeces aviaires
sauvages et domestiques, on les retrouve chez de nombreux mammiféres tels que I'Homme, le
porc, les canidés ou encore les félins (Figure 9). La transmission des virus influenza aviaires aux
mammiferes se fait principalement par voie respiratoire lors de contact étroit avec des oiseaux

infectés.
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H1-16; N1-N9
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H1-H13, N1-N9
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Figure 9: Transmission inter-especes de virus influenza A

Diagramme représentant les transmissions inter-especes des virus influenza A et les sous-types
impliqués. Les fleches pleines représentent les transmissions directes. Les fleches en pointillés
représentent une infection sporadique ou limitée des sous-types. Ainsi, des virus issus du réservoir de
I'avifaune sauvage peuvent infecter des palmipedes et des volailles domestiques. A leur tour d’autres
especes, notamment de mammiféres, peuvent s’infecter au contact de volailles domestiques. Le porc
semble avoir un réle privilégié d’espéce relais qui peut générer de nouveaux virus par réassortiments
entre des virus aviaires et mammiferes (exemple du virus pandémique de 2009). D'apres (Joseph et
al., 2017).
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Chez ’'homme, la diffusion de VIA reste limitée, en raison de I'affinité plus marquée des VIA pour
les récepteurs situés dans 'arbre respiratoire profond (cf. 2.3.1), un contact rapproché est donc
nécessaire a la contamination. De plus, les virus influenza aviaires ne se répliquent pas
efficacement chez 'Homme et les infections productives sont rarement établies. Toutefois,
plusieurs centaines de cas humains d’infection a virus aviaires H5N1 et H7N9 ont été observés
depuis 1997 et 2013, respectivement. D’autres franchissements de la barriere d’espéce
directement de 'oiseau a 'homme ont été observés pour d’autres virus aviaires de sous-types H6,
H7, H9 et H10 (Figure 9). Les symptoémes chez I'homme infecté par ces virus vont de la
conjonctivite, des symptdémes d’une grippe saisonniere, jusqu’a la pneumonie sévere, un
syndrome de détresse respiratoire aigué, voire la mort. En particulier, le nombre croissant
d'infections humaines mortelles avec les virus IAHP de sous-type H5N1 (454 déces sur 860 cas
confirmés depuis 2003) et le virus IAFP de sous-type H7N9 (624 décés sur 1625 cas confirmés

depuis 2013) constituent une préoccupation majeure pour la santé publique

(http://www.who.int).

Tableau 1: Nombre de cas confirmés de H5N1 chez I'Homme depuis 2003
Country 2003-2009" 2010-2014" 2015 2016 2017 2018 Total

cases deaths cases deaths | cases deaths | cases deaths | cases deaths cases deaths cases deaths

Azerbaijan 8 5 8 5|
Bangladesh 1 1 1 8 1
Cambodia 9 7 47 30 56 37
Canada 1 1 1 1
China 38 25 9 5 6 1 53 3
Djibouti 1 1
Egypt 90 27 120 50 136 39| 10 3 3 359 120
Ind ia 162 134 35 k) 2 2 1 200 168
Irag 3 2 3 2
Lao People's
Democratic Republic 2 2 2 2
Myanmar 1 1
Nigeria 1 1 1 1
Pakistan 3 1 3 1
Thailand 25 17 25 17
Turkey 12 4 12 4
Viet Nam 112 57 15 7 127 64
Total 468 282 233 125 145 42 10 3 4 860 454

{7, World Health

LA gl .
w_;j_iy Organization

*2003-2009 Nombre total : Les détails par année sont disponibles sur le site (http://www.who.int)

**2010-2014 Nombre total : Les détails par année sont disponibles sur le site (http://www.who.int)

Le nombre total de cas inclus le nombre de décés. Ces chiffres sont issus uniquement des cas

rapportés et confirmés par les laboratoires. Les dates s’entendent a partir de l'apparition des

symptomes. Document mis a jour le 15 Septembre 2018. D’apres (http://www.who.int)

La transmission a ’homme est souvent liée a une proximité étroite avec la volaille domestique
infectée, en particulier le poulet ou le canard (marchés de volailles vivantes en Asie par exemple

(Wan et al,, 2011)).
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2.2.2 Le porc: un hote intermédiaire clé ?

La circulation des virus influenza aviaires entre les volailles et d’autres animaux d’élevage, comme
les porcs, favorisée par la mixité des élevages dans certains pays, contribue au réassortiment de
différents virus Influenza A. Dans ces conditions, les virus peuvent franchir plus aisément les
différentes barrieres d’especes y compris celle vers ’'Homme. Par la présence des récepteurs aux
VIA d’origines humaine et aviaire dans ses épithéliums respiratoires, le porc est largement
reconnu comme étant un pivot de ce mécanisme (Joseph et al., 2017; Ma et al., 2009). Le virus
HIN1 pandémique de 2009 d’origine porcine illustre parfaitement cela, puisqu’il résulte de
plusieurs événements de réassortiment chez le porc (Figure 10), entre des virus aviaires, humains

et porcins (Smith et al., 2009).

HiN1
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o
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(in Eurasia and “P
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Figure 10: Reconstruction de la séquence d’évenements de réassortiments ayant conduit a
I’émergence du VIA A(HIN1)pdmO09.

Chaque couleur représente une espece d’hote : Aviaire (vert), porcin (rouge) et humain (violet). Les
lignes colorées représentent les transmissions inter-espéces selon les génes viraux (les 8 segments
génomiques sont représentés par 8 lignes paralleles par ordre décroissant de taille). Les lignes
pointillées verticales indiquent la date « moyenne » a laquelle ont eu lieu les divergences des genes
correspondant au lignage du virus. D’aprés (Smith et al., 2009)

Fort Dix (1976) est I’épidémie la plus significative de VIA d’origine porcine connue chez I’Homme.

Le premier triple-réassortant fut identifié en 1998 mais pour améliorer la clarté des lignages a été placé avant.

Les réassortiments n’ayant aucun lien avec I'émergence du virus A(HIN1)pdmQ9 ont été omis.
S-01V2009 = Swine-origin Influenza A virus 2009 (A(HIN1)pdmQ09)
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2.2.3 Lerisque pandémique

Jusqu'a présent aucune transmission interhumaine intense n’a été observée, ni pour le virus
H5N1, ni pour le virus H7N9. Cependant 2 cas probables de transmission de H5N1 ont été décrits
en Chine et Thailande suggérant qu’une transmission directe interhumaine, bien que limitée soit
possible (Ungchusak et al., 2005; Wang et al., 2008). Ces deux virus aviaires font donc peser la
menace de nouvelles pandémies (Bui et al.,, 2016). La circulation des VIA chez les oiseaux
sauvages, chez les volailles domestiques et |'origine aviaire des pandémies de grippe humaine du
XX siecle (dont la grippe espagnole de 1918) soulignent un risque de santé publique important.
Afin de pouvoir se répliquer, un virus détourne la machinerie cellulaire et I'énergie de I'"hote qu’il
infecte. Cette prise de contrbéle dépend de la capacité des virus a interagir avec les protéines
cellulaires lors du cycle de réplication virale (Samji, 2009). Or la machinerie cellulaire aviaire est
proche mais pas identique a la machinerie cellulaire humaine. Les séquences en acides aminés des
protéines homologues entre Homme et oiseaux sont différentes. Par conséquent, les interactions
entre protéines virales aviaires et protéines cellulaires different selon I’'héte étudié. Certaines
interactions entre protéines cellulaires et protéines virales favorisent, voire sont indispensables a

la réplication et/ou au maintien du virus au sein de I'héte.

2.3 Meécanismes cellulaire d’adaptation des virus Influenza A

2.3.1 Récepteurs cellulaires des virus Influenza A

Le spectre cellulaire des VIA est notamment défini par la HA. Les virus Influenza A peuvent infecter
efficacement des cellules exprimant des récepteurs cellulaires riches en groupements acides
sialiques (SA) (Medina and Garcia-Sastre, 2011). Les VIA aviaires ont une spécificité pour les
récepteurs possédant des groupements a-2,3-SA. On retrouve ces récepteurs principalement dans
les tractus respiratoire et digestif des oiseaux, organes cibles de la réplication virale chez ces
hotes. Les VIA d’origine humaine ont une spécificité pour les récepteurs possédant des
groupements a-2,6-SA. Ces récepteurs sont présents le long de I'arbre respiratoire de 'Homme
(Nasopharynx, trachée bronches et alvéoles pulmonaires) (Nicholls et al., 2007).Cette spécificité
de récepteurs est une premiére barriere dans le passage des virus aviaires a I’'Homme. En effet, les
virus aviaires se fixent préférentiellement sur les récepteurs a-2,3-SA. Néanmoins, il a été montré
que 'Homme posséde également des récepteurs a-2,3-SA dans la partie basse de son arbre

respiratoire rendant I'infection possible par des virus aviaires (Shinya et al., 2006).

Charlotte FORET - LUCAS - Dipléme de I'EPHE - 2018



Page |39
Chez le porc, les deux types de groupements SA sont retrouvés a la surface des cellules

épithéliales de la trachée, expliquant leur susceptibilité élevée aux virus tant aviaires qu’humains.

C’est ainsi que de nouvelles souches de VIA infectant 'Homme ont pu émerger telles que les
souches de H5N1 et H7N9, déja citées (cf. 2.2.1). Cependant ces virus ne sont pas adaptés a
I"'Homme puisque les cas de transmission interhumaine sont rares voire inexistants. En revanche,
I"étude des virus pandémiques du XXeme siecle (HIN1 de 1918, H2N2 de 1957 et H3N2 de 1968
(Figure 8)) permet de mieux comprendre I'implication de I'Hémagglutinine dans I'adaptation des
virus aviaires a I'Homme leur conférant un pouvoir pandémique (Horimoto and Kawaoka, 2005).
Les acides aminés déterminant la spécificité aux groupements a-2,6-SA ou a-2,3-SA different selon
le sous-type de la HA. Ainsi, la HA H3 (A/Aichi/2/1968 (H3N2)) possede une Leucine en position
226 (HA humaine) en lieu et place d’'une Glutamine (HA aviaire) ce qui la rend spécifique des
groupements a-2,6-SA (Connor et al., 1994). La HA H1 (A/H1N1pdm) possede quant a elle un
acide aspartique en position 190 (HA Humaine et porcine) a la place d’un acide glutamique (HA
aviaire) lui conférant une spécificité pour les récepteurs de mammiferes (Matrosovich et al.,
2000).

Les sous-types H5 et H7 quant a eux, ont une tres faible affinité pour les groupements SA
humains. Cependant, il a été montré par génétique inverse, in vitro, qu’une mutation de la HA
(Glutamine remplacée par une Arginine en position 190) permet d’obtenir une affinité de celle-ci
pour les groupements a-2,6-SA humains. Le modele d’infection expérimentale de furets par ce
virus mutant montre qu’une transmission par contact direct (Feces) est possible, contrairement au
virus H5N1 sauvage, mais pas par voie aéroportée. En revanche, un virus réassortant possédant
une Neuraminidase N2 et les autres génes du virus mutant précédemment décrit, peut étre
partiellement transmis par voie aéroportée entre furets (Chen et al., 2012). D’autres mutations de
la HA, conférant au virus H5N1 la capacité d’une transmission aéroportée ont également été
identifiées. Un virus réassortant dérivé du virus pandémique HIN1 de 2009 possédant une HA H5
est capable de se transmettre par voie aéroportée entre furets avec seulement quatre mutations
(Imai et al., 2012).

Ces modifications montrent des changements modestes du mécanisme de transmission mais
soulignent l'implication des glycoprotéines de surface HA et NA dans les mécanismes
d’adaptation. Néanmoins une voire méme deux modifications des protéines de surface du virus ne

sont pas suffisantes pour rendre sa transmission interhumaine possible.
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L’émergence d’une nouvelle souche de H5N1 pandémique nécessiterait donc plusieurs autres

modifications a I’échelle moléculaire (Herfst et al., 2012).
2.3.2 Le complexe polymérase

Les glycoprotéines de surfaces ne sont pas les seuls facteurs viraux responsables de I'adaptation
de virus aviaires a 'Homme. Au cours du cycle viral, le virus interagit avec un grand nombre de
protéines cellulaires indispensables a sa réplication. Le complexe polymérase, comprenant PB1
(Polymerase Basic 1), PB2 (Polymerase Basic 2) et PA (Polymerase Acid) est considéré comme un
facteur essentiel dans la virulence ainsi que la transmission inter-espéce des VIA (Li et al., 2009).
Par exemple, parmi les segments codant pour les protéines internes des VIA (PB1, PB2, PA, NP, M
et NS), le segment codant pour PB1 est le seul d’origine aviaire chez les virus réassortants
pandémiques H2N2 (1957) et H3N2 (1968) (Horimoto and Kawaoka, 2005). En paralléle, une
mutation de la protéine PB2 a été identifiée comme étant suffisante et nécessaire a la réplication
de VIA aviaires chez un hote mammifere. Cette mutation est I'apparition d’une lysine en position
627 (région C-terminale) a la place d’un glutamate (E627K) (Subbarao et al., 1993). Cette mutation
confére a la polymérase une activité accrue a des températures plus faibles (33-35°C),
températures du tractus respiratoire supérieur humain par opposition aux températures du
systeme digestif aviaire (38-40°C). Elle apporte également un avantage lors de la formation des
RNP virales : I'appariement des protéines et de I’ARN viral d’origine aviaires est défectueux en
cellules humaines. En revanche la présence de la mutation permet une formation correcte des
RNP en cellules humaines. De plus, PB2 est impliquée dans le transport du matériel génétique viral
vers le noyau en interagissant avec les importines cellulaires. La PB2 aviaire interagit avec les
importines a-3 tandis que la PB2 d’origine humaine interagit avec les importines o-7. La mutation
E627K permet a une PB2 d’origine aviaire d’interagir avec les importines a-7 chez la souris
entrainant une réplication et une virulence accrues (Manz et al., 2013).

Enfin, des études ont montré que certaines sous-unités de polymérases virales d’origine humaine
ne sont pas entierement compatibles avec d’autres provenant de souches aviaires. Cependant si
I’'on combine par génétique inverse une PB1 d’origine aviaire et une PB2 d’origine humaine, le
virus qui en résulte aura une tres forte activité polymérase (Figure 11). Une activité polymérase
robuste est un facteur crucial pour la création de mutations adaptatives (glissement antigénique,
cf. 2.1.1) surtout dans des conditions de pression sélective telles que l'infection d’un hote

« accidentel » (Li et al., 2009).
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Néanmoins, la transmission inter-espéce ainsi que I'adaptation des VIA sont multifactorielles. Elles
ne dépendent pas uniquement de la séquence protéique des protéines virales mais également de

la composition des protéines cellulaires de I’'h6te qu’ils infectent.

Relative polymerase activity of recombinant vRNPs (%)
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Figure 11: Effets de la combinaison PB1/PB2 d’origines différentes et selon la température

A : Aviaire (VIA HSN1 A/Indonesia/05/2005) M : Mammifére (VIA HIN1 humain A/WSN/1933). Mesure
de I'activité polymérase des RNP virales recombinantes (obtenues par génétique inverse) en cellules
humaine (HEK293T) par un systéeme de “Luciferase reporter assay”. D'apres (Li et al., 2009)

2.3.3 Les protéines non structurales

Le segment 8 du génome des VIA code pour deux protéines non structurales NEP (Nuclear
Export Protein ou NS2) et NS1 (Non structural protein) non-essentielles. Non présentes dans
le virion, elles sont exprimées durant la réplication du virus dans la cellule. Le réle majeur de
la protéine NS1 est d’'inhiber la réponse immunitaire innée de I'h6te. Elle bloque en particulier
la réponse interféron (IFN de types | et Il) ainsi que la réponse antivirale des protéines
activées par I'lFN (Hale et al., 2008). La protéine NS1 interagit avec de nombreuses protéines
cellulaires et par conséquent a de multiples fonctions au cours du cycle viral qui seront
détaillées en partie 3 de lintroduction. En ce qui concerne NEP, des travaux récents
suggérent gu’elle joue un réle important dans |'adaptation des VIA notamment H5N1. En
effet, des mutations isolées retrouvées dans la séquence de NEP de VIA H5N1 isolés chez
I'Homme semblent suffisantes pour stimuler la synthese de I’ARN viral par une polymérase
d’origine aviaire et ce en cellules humaines. Ce mécanisme a été observé en particulier dans
les virus ne possédant pas la mutation E627K de PB2 précédemment décrite (PB2 aviaire)

(Joseph et al., 2017; Manz et al., 2013).
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3 La protéine NS1 : un acteur de |'adaptabilité des VIA

3.1 NS1:synthese et biochimie

Sans étre un composant structural du virion, la protéine NS1 est une protéine fortement
exprimée dans les cellules infectées. Codée par le segment 8 du génome, elle est issue de la
traduction d’'un ARNm lui-méme issu de I’ARN viral. Le méme ARNv peut également étre
traduit en NEP suite a un évenement d’épissage. NS1 est une protéine de 230 a 237 acides
aminés (aa) selon la souche de VIA, soit 26kDa. La partie N-Terminale de 73aa est un domaine
de liaison a ’ARN (RBD pour RNA Binding Domain). Le reste de la protéine constitue le
domaine effecteur (ED pour Effector Domain), responsable de linteraction avec de
nombreuses protéines (virales et cellulaires). On retrouve deux séquences de localisation
nucléaire (NLS1 et NLS2 pour Nuclear Localization sequence) ainsi qu’une séquence d’export
nucléaire (NES pour Nuclear export sequence). La séquence C-terminale de la protéine
possede un site de 4 acides aminés de liaison aux protéines possédant un motif PDZ (PBM

pour PDZ binding Motif) (Figure 12).

A) NS1
10 168 230
([ 1
) - NEP
NLS1 NES
B) NLS2
| l 73 l lZS(]
— —
RBD PBM

(domaine de liaison a I’ARN)

Figure 12: Structure monomérique de NS1
A) 10 a 15% des ARNm de NS1 sont épissé en NEP (121 AA). B) Structure de la protéine. D’aprés (Hale
et al., 2008; Marc, 2012a).

Bien que de petite taille, NS1 possede une structure tridimensionnelle relativement complexe
qui a été révélée en deux temps par cristallographie et résonnance magnétique nucléaire
(Figure 13). Tout d’abord, le RBD est composé de six hélices (deux monomeres de trois hélices
chacun al, a2, a3 et al’, a2’, a3’). Les deux hélices antiparalleles a2 et a2’ se lient au sillon
majeur de I’ARN double-brin grace a plusieurs acides aminés basiques. Le domaine effecteur

ED a été révélé plus tardivement (Bornholdt and Prasad, 2006). Il comporte un large feuillet B
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(composé de 7 brins B en orientation antiparalléle) et trois hélices a (a4, a5, ab). L'ED est

relié au RBD par le brin 1 du feuillet B lequel enveloppe la longue hélice a5 (Marc, 2012).

A)

Figure 13: Structure tridimensionnelle de la NS1

A) RBD (Domaine de liaison a I’ARN). Les deux hélices antiparalleles a2 et a2’ (en vert) entourent I’ARN
en rose. Schéma établi d’apres la structure cristallographique de numéro d’accés PDB 2ZKO. B) ED
(Domaine effecteur). Dans cette représentation tres schématisée, le feuillet B qui enveloppe la longue
hélice a5 a été «déroulé», afin de rendre plus visibles la connectivité et la topologie des éléments de
structure. Le domaine ED est connecté au RBD par la région non structurée des aa 73 a 88 (fleche)
Schéma établi d’apres la structure cristallographique de numéro d’acces PDB 2GX9. D’apres (Marg,
2012).

Quel que soit le virus, I'architecture est toujours la méme et une comparaison attentive de
toutes ces structures fait apparaitre a leur surface des motifs d’acides aminés extrémement
conservés, en dépit de la variabilité des séquences peptidiques entre les différentes NS1
(Darapaneni et al., 2009). Ces résidus conservés sont d’excellents candidats pour les
interactions protéines-protéines ainsi que des cibles intéressantes pour de nouvelles

formulations anti-virales.

3.2 NS1 : une protéine multifonctionnelle

La plupart des virus produisent des protéines qui s'opposent aux mécanismes antiviraux de
plusieurs facons. Chez les VIA c’est la protéine NS1 qui assure cette fonction. Cependant par
ses interactions nombreuses avec les protéines cellulaires et virales, NS1 exerce plusieurs
activités concourant a favoriser la réplication virale. Elle agit ainsi sur la réponse antivirale de
type interféron, sur la régulation des ARNm cellulaires ainsi que sur celle des ARN viraux

(Figure 14). Chez 'Homme, ces fonctions sont trés étudiées et décrites.
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3.2.1 NS1 et la réponse antivirale
Dans la cellule infectée, NS1 bloque ou réduit la réponse antivirale du systéme interféron, soit
en empéchant I'activation de protéines inductrices du systeme, soit en bloquant I'action de
protéines effectrices. Ainsi, elle empéche directement |'activation de RIG-I (retinoic acid-
inducible gene 1), laquelle déclenche normalement la réponse antivirale apres avoir été
activée par certains motifs d’ARN double-brin (Pichlmair et al., 2006; Schmidt et al., 2009).
NS1 empéche aussi I'action de TRIM25 (Tripartite Motif-containing protein 25), qui est
nécessaire a |'activation de RIG-I. Par ces deux inhibitions, NS1 bloque donc toute une voie
d’activation de la réponse antivirale.
NS1 agit également en aval de la voie interféron : elle empéche I'activation de la PKR (Protein
Kinase RNA-activated ou double-stranded RNA-activated protein kinase), une autre protéine
signalisatrice activée par la présence d’ARN double brin spécifique d’une infection virale et
induite par les interférons. De plus, en séquestrant les ARN double-brin au niveau de son RBD,
elle empéche I'activation des enzymes 2’-5’0AS (2’5’-ppp-0ligoA) responsables de I'activation
de la RNase L, 'endonucléase cellulaire censée cliver les ARN viraux. Ces multiples blocages
des voies d’induction conduisent a la déstabilisation de la voie du systeme IFN-I notamment
en bloquant les facteurs d’activation de la transcription des génes du systéeme interféron.
Outre son effet sur I'interféron, NS1 active la PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) en se liant a sa
sous-unité p85-B, laquelle régule I'activité de la sous-unité catalytique p110 de la PI3K. Cette

activation a des effets notamment sur 'inhibition de I'apoptose (Hale et al., 2008).

3.2.2 Impact de NS1 sur les mécanismes de transcription et traduction

Grace au mécanisme de cap-snatching les ARNm viraux présentent une coiffe a leur extrémité
5 identique a celle des ARNm cellulaires. Cependant, les ARNm viraux sont
préférentiellement traduits. En effet, NS1 est responsable du recrutement des protéines
cellulaires PABPI (polyadenylate binding protein I) et elFAGI (Eukaryotic translation initiation
factor 4 G) favorisant la traduction et la traduction des ARNm (Hale et al., 2008; Marc, 2012a).
Mais NS1 a des effets encore plus contrastés sur la maturation des ARNm. D’une part, elle
inhibe I'épissage et le transport nucléocytoplasmique des ARNm cellulaires, empéchant ainsi
la synthese protéique cellulaire (Satterly et al., 2007). D’autre part elle est capable d’inhiber la
polyadénylation des ARNm cellulaires en interagissant avec la protéine CPSF30 (Cleavage and

polyadenylation specificity factor 30) (Hale et al., 2008).
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De plus, NS1 interagit aussi avec le complexe polymérase du virus (Marion et al., 1997) ou
avec certaines de ses sous-unités, comme NP (Robb et al.,, 2011), notamment au sein de
complexes contenant a la fois NS1, CPSF30, PB1, PB2, NP et PA. Le role de ces complexes
semble étre de stabiliser I'interaction de NS1 avec CPSF30 (Kuo and Krug, 2009).
Enfin, NS1 inhibe également I'export nucléaire et I'épissage des ARNm cellulaires en
interagissant avec des protéines du spliceosome telles que les snRNP (small nuclear

ribonucleoproteins) empéchant ainsi leur fixation sur les ARNm (Qiu et al., 1995).

Directly
Limits limits
induction = ™ antiviral

of IFN state

-
@ mRNA §'cap AAAAA Enhancement
Y, @ ™ of viral MRNA
@ ABPI translation

Post-transcriptional
block to cellular

" mRNA maturation
(i.e. IFN & ISGs etc...)
Activation of PI3K

]

Pol Il promoter

Nucleus

@@ Limits apoptosis?

Interactions with @ @ @ @
unknown function(s): w m @ @

Figure 14: Schéma des différents niveaux d'implication de NS1 au cours du cycle de

réplication en cellules humaines

La protéine NS1 assure de nombreuses fonctions au cours du cycle viral :

A) NS1 limite I'induction de la réponse IFN-I, et donc la mise en place de mécanismes antiviraux.

B) NS1 agit également sur d’autres mécanismes antiviraux et inhibe leur fonction (inhibition des
mécanismes de clivage des ARN viraux par exemple).

C) NS1 interfere avec la maturation des ARNm cellulaires.

D) NS1 interagit avec des protéines cellulaires impliquées dans le mécanisme de traduction afin de
favoriser la production de ses propres ARNm (viraux)

E) NS1 assure également la survie de la cellule infectée en inhibant I"apoptose (activation de la voie

PI3K/Akt). D’aprés (Hale et al., 2008).
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3.3 NS1 :un facteur de virulence et d’adaptation des VIA

3.3.1 Variabilité de NS1 d’une espece a I'autre

Avec HA et NA, NS1 est le géne qui contribue le plus a la variabilité génétique des VIA
(Obenauer, 2006). Parmi les milliers de séquences de NS1 disponibles dans Genbank (plus de
50 000 a ce jour), il existe de grandes variabilités dans la séquence peptidique et la longueur
de la protéine. NS1 contient en général 230 acides aminés avec un codon stop en position
231. Des mutations supprimant le codon stop, ou créant un codon stop prématuré,
entrainent des variations de longueur de NS1. Ainsi, depuis la fin des années 1940 et jusqu’au
milieu des années 1980, la NS1 qui s’est transmise des virus humains saisonniers HIN1 aux
H2N2 puis aux H3N2 portait généralement |'extension C-terminale de sept acides aminés
231RRNKMAD>37. Inversement, la NS1 du virus pandémique HIN1 de 2009, comme celle de la
majorité des virus porcins, se termine a I'acide aminé 219. Outre les troncations, de courtes
délétions internes sont aussi observées : depuis 2001 environ, la NS1 des virus IAHP H5N1 est
amputée des acides aminés 80 a 84, ce qui raccourcit la région non structurée liant le RBD au
domaine effecteur. La séquence peptidigue de NS1 montre aussi de nombreux
polymorphismes, malgré la contrainte d’'une double phase de lecture (NEP et NS1). L'origine
de cette variabilité reste floue mais il semble que la NS1 soit plus ou moins spécifique de
I"hote infecté (Marc, 2012).

Historiquement, deux alleles distincts de NS1 ont été définis sur la base de similitudes de la
séquence génétique et nommés allele A et allele B (Munir et al., 2011; Treanor et al., 1989). ||
a ensuite été défini que I'allele A appartenait a des virus d’origines aviaire et mammifere et
que l'allele B appartenait exclusivement aux virus aviaires. Cependant, il a été montré que
I'introduction de chacun de ces alleles dans des virus d’origine humaine conduisait
invariablement au maintien des propriétés du virus (réplication, pathogénicité chez I’'h6te
mammifere). Cela laisse penser que les NS1 d’allele B pourraient étre fonctionnelles chez
I"'nomme et qu’un virus présentant I'allele B de NS1 pourrait avoir un potentiel pandémique

(Turnbull et al., 2016).
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3.3.2 Exemple de I'adaptabilité de NS1 : le domaine PBM
En N-terminal NS1 possede 4 acides aminés formant un domaine spécifique des motifs PDZ
de certaines protéines. Ces protéines sont le plus souvent des protéines intermédiaires
capables de former des complexes protéiques plus importants. Ce motif PDZ (80-90aa) leur
permet de se lier spécifiquement a la protéine cible. Elles assurent également de nombreuses
fonctions dans plusieurs voies de signalisation (Nourry et al., 2003). En ce qui concerne NS1,
des études de séquencage a haut débit de différentes souches de VIA ont permis de montrer
que son domaine PBM était spécifique de I'espece infectée. En effet, 78% des isolats aviaires
comportent un motif ESEV (Acide Glutamique / Serine / Acide Glutamique / Valine) tandis que
85% des virus d’origine humaine ont un motif RSKV (Arginine / Serine / Lysine / Valine)

(Obenauer, 2006) (Figure 15).

PL Avian Human Swine Equine -3
5 2 4
EPEV 23 21 1 14
EPKV
ESEI 48 4
—> ESEV 483 12 7 10
ESKV 55 E/G
GPEV 2 1 19 2
GPKV 6
GSEA 1
GSEI 1
GSEV 4 4
GSKV 1 2
KSEV 1
RPKV 1
RSEA 1 RIK
RSEV 22 4
RSKI 9
—> RSKV 403 21
TSEV 1
Totals 622 474 73 27

Figure 15: Distribution des motifs PBM dans 1196 protéines NS1 de VIA

Les séquences des motifs PBM sont listées dans la colonne PL (pour PDZ-domain Ligand). Les nombres
en gras montrent les motifs les plus représentés en I'occurrence ESEV pour les VIA aviaires et RSKV
pour les VIA humains. D’aprés (Obenauer, 2006).

L'influence de cette variabilité du domaine PBM a été démontrée en réalisant la substitution
d’une NS1 possédant un motif RSKV dans un virus aviaire (A/turkey/Italy/977/1999 (H7N1))
par génétique inverse. La comparaison de ce virus avec son homologue possédant la NS1
aviaire (motif ESEV) a confirmé que le motif RSKV entraine bien une meilleure réplication du
virus en cellules humaines. En revanche, in vivo, le virus ESEV entraine une virulence accrue
du virus chez les souris infectées. Cette virulence a été reliée a une pathogénicité plus forte

chez les souris due a une inflammation particulierement élevée dans les poumons associée
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alors a une forte réponse Interféron de type |. De méme, le domaine RSKV confére une
réplication accrue du virus ainsi qu’une réponse interféron de type | (via la protéine Mx) plus
élevée chez les canards. Le domaine C-terminal de la protéine NS1 est donc bien un caractére
de virulence spécifique de I'espéce infectée (Soubies et al., 2010a).

L'implication de NS1 dans la virulence du virus chez I'hote (aviaire ou mammifére) a
également été décrite pour le virus IAHP H5N1 (Zielecki et al., 2010). Néanmoins, le role de ce
domaine ne s’arréte pas la puisque il a également été montré que la NS1 aviaire (ESEV)
interagit avec plusieurs protéines a domaine PDZ (Scribble, MAGI-1, MAGI-2 et MAGI-3).
L'interaction avec Scribble est particulierement intéressante puisque celle-ci est une protéine
pro-apoptotique localisée a la membrane plasmique.

En effet, dans les cellules infectées, NS1 possédant un PBM ESEV a pour effet de relocaliser la
protéine Scribble dans I'espace périnucléaire et possede bien un effet anti-apoptotique (Liu et

al., 2010).

3.3.3 Etude de l'interactome de NS1

NS1 est probablement la protéine virale la plus impliquée dans les interactions du virus avec
la cellule héte. L'interactome de NS1 en cellules humaines et de mammiferes est tres étudié.
Ces études permettent notamment de mieux comprendre l'implication de NS1 dans les
mécanismes de réponse Interféron de type |, la maturation des ARN messagers viraux et
cellulaires (Tableau 2).

Ces derniéres années, la connaissance de l'interactome de NS1 en cellules humaines s’est
encore enrichie. Grace a la généralisation des méthodes d’études des interactions comme le
criblage par systeme de double-hybride en levure ou bactérie, la spectrométrie de masse ou
encore les technologies de SPR (Résonnance Plasmonique de surface) de nombreuses
données sont disponibles et les interactions sont caractérisées. Ainsi, des analyses en
spectrométrie de masse ont montré que NS1 (A/Puerto Rico/1934 (H1N1)) interagit avec la
protéine PACT (protein activator of the interferon-induced protein kinase) un partenaire
essentiel de RIG-I. NS1 se lie a PACT durant la réplication, empéchant son interaction avec
RIG-I et bloquant la réponse interféron (Tawaratsumida et al., 2014). L'interaction de la NS1
(A/Puerto Rico/1934 (H1N1)) avec la protéine PRP19 (Pre-mRNA processing factor 19) a été
identifiée récemment comme étant un régulateur positif de la réplication virale. La protéine
PRP19 est un facteur d’épissage des ARN messagers cellulaires. La déplétion de PRP19

conduit ainsi a une baisse significative de la réplication du virus (Kuo et al., 2016).
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Protéine Site d’interaction Méthode Dépendance
dans NS1 d’identification ARN
CPSF30 ED Y2H (Co-IP) ND
PABII ED Y2H (GST-PD) Non
NXF1, Rae1 (+Nup98) ED+RBD GST-PD Non
Protéines pi5 ED GST-PD Non
nucléaires/métabolisme  E1B-APS ED+RBD GST-PD Oui
des ARN NS1-BP (protéine nucléaire) NS1 Y2H (GST-PD) ND
nucleolin RBD phage displ. ND
hnRNP-F RBD Y2H (Co-IP) Non
RNA Helicase A (DHX9) NS1 StrepTag-NS1 Oui
elF4GlI région 1-113 de NS GST-PD (Co-IP) Non
hStaufen NS1 Y2H (GST-PD) Non
Protéines cytoplas- PABPI RBD Co-IP Non
miques/ribosomes NS1-I NS Y2H (GST-PD) ND
Importine « RBD GST-PD ND
Sous-unité p85-p de PI3K ED GST-PD, Co-IP  Non
RIG-I NS1 Co-IP, Coloc Oui
TRIM25 NS1 Co-IP
PKR ED (123-127) GST-PD
Systéme interféron et PACT NS1 GST-PD
voies de signalisation Dsh, PSD-95 C-term (PEM) ND
Scribble, Dig1, MAGI-1, C-term (PBM) GST-PD ND
MAGI-2, MAGI-3
Ubc9 NS1 Y2H, GST-PD ND
Hercs RBD GST-PD, Co-IP  Non
. ) NP RBD Co-IP Non
Protéines virales NP et PA NS1 Co-IP ND

RBD : RNA-binding domain ; ED : effector domain ; PBM : PDZ-binding motif ; Y2H : double hybride en
levure ; GST-PD : GST-PullDown ; Co-IP : co-immunoprécipitation; Coloc : colocalisation ; phage displ. :
Phage display ; PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase. Lorsque deux méthodes sont indiquées, la
premiere est celle utilisée pour l'identification, la seconde est celle utilisée pour la confirmation.
D’apres (Aragon et al., 2000; Burgui et al., 2003; Chen et al., 1999; Falcon et al., 1999; Hale et al,,
2006, 2009; Lin et al., 2012; Murayama et al., 2007; Nemeroff et al., 1998; Satterly et al., 2007) dans
(Marc, 2012).

Plus récemment, I'analyse de l'interactome du VIA A/Taiwan/1/2013 (H7N9) a permis de
préciser le réle de NS1 dans la maturation des ARNm de I’'hote (en cellules humaines). NS1
interagit en effet avec les protéines CPSF2 et CPSF7 (cleavage and polyadenylation specific
factor subunit 2 / 7). La surexpression de NS1 comme l'infection par le virus complet induisent
un effet similaire sur la maturation des ARNm notamment leur polyadénylation. Les données
de spectrométrie de masse associées a cette étude permettent méme aux auteurs de
dessiner une cartographie des nombreux partenaires cellulaires et des interactions de NS1
pour démontrer son implication dans les processus de maturation des ARNm (Figure 16) (Kuo

et al., 2018).
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Figure 16: Réseau des interactions de la NS1 du VIA H7N9 (A/Taiwan/1/2013) en cellules
humaines

Résultats issus d’'une analyse par co-immunoprécipitation par un anticorps anti-NS1 des protéines
interagissant avec NS1, puis analysés par spectrométrie de masse. Les données de spectrométrie de
masse ont permis d’établir une liste de 36 protéines potentiellement partenaires de NS1. Ce réseau
est une prédiction réalisée a partir de la base de données STRING v10 database (http://string-db.org/).
D’aprés (Kuo et al., 2018).

Toutes ces données appuient I'implication importante de NS1 dans les processus cellulaires,

favorisant la réplication et la virulence des VIA.
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4 Présentation du projet

L’étude des interactions de NS1 présentée dans ce projet se place sous un angle différent :
celui de l'implication de NS1 dans l'adaptation a l'espece infectée notamment dans la
réplication et la virulence des VIA. La mise en évidence des mécanismes de franchissement de
la barriére d’espéce entre hdte aviaire et humain est également un objectif a long terme de
ce projet avec la mise en évidence de similarités et de différences dans I'interaction entre

cellules mammiféeres ou aviaires et VIA.

L'identification de marqueurs moléculaires de franchissement de la barriere de I'espece chez
des souches d’influenza aviaire pourrait alors permettre d’orienter la veille sanitaire sur des
souches plus « a risque pandémique », et peut étre de gagner un temps précieux en cas

d’émergence d’une nouvelle pandémie.

Deux axes se dégagent autour de cette étude dont |'objectif est d’identifier et caractériser les
interactions entre NS1 et protéines cellulaires aviaires pouvant intervenir dans I'adaptation

des virus Influenza A:

Axel : Identification de protéines cellulaires aviaires interagissant avec la

protéine NS1 du virus influenza A

L'objectif de ce premier axe est de réaliser I'interactome de NS1 en cellules aviaires par

spectrométrie de masse.

Axe 2 : Caractérisation des interactions de NS1 en cellules aviaires

L'objectif de cet axe est de confirmer 'interaction de certains des partenaires identifiés avec
NS1 par des approches de biochimie ainsi que I'impact de ces interactions sur la réplication

du virus.
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1 Matériel
1.1 Cellules

Afin d’établir et d’étudier I'interactome de NS1 en cellules aviaires, nous avons choisi de
travailler avec la lignée cellulaire CDF1 (Chicken Derived Fibroblasts, UMNSAH/DF1, ATCC®
CRL12203™). Ces cellules adhérentes sont des fibroblastes issus d’embryons de poulet (Gallus
gallus) et immortalisés spontanément. Elles ont été cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s
modified eagle’s medium) avec 10% de sérum de veau foetal (SVF), a 37°C et 5% de CO,. Les
titrages de suspension virale sont effectués avec des MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)
cellules de rein de chien sensibles aux VIA. Elles sont également entretenues en milieu DMEM
+ 10% de SVF a 37°C et 5% de CO,. Les cellules d’origines humaine HEK293T (Human
Embryonnic Kidney, cellules issues de rein embryonnaire humain) et murine NIH/3T3

(Fibroblastes embryonnaires de souris) ont été utilisées ponctuellement comme contréles.

1.2 Virus

Le virus Influenza A faiblement pathogene A/turkey/Italy/977/1999 (H7N1) nous a été
gracieusement fourni par le Professeur llaria Capua de /'Istituto Zooprofilattico Sperimentale
delle Venezie, Legnaro en ltalie. Il a été amplifié par passages successifs sur ceuf embryonnés
de poule (White Leghorn Standard PA12), fournis par la Plateforme d’Infectiologie
Expérimentale de I'INRA de Tours (PFIE). Le liquide allantoique est récolté apres 48h
d’infection et titré en plages de lyse. Le quatrieme passage utilisé dans cette étude (E4)

posséde un titre de 3,0.10” PFU/ ml. Le virus ainsi produit est aliquoté et conservé a -80°C.

1.3 Anticorps

La liste des anticorps utilisés est présentée dans le Tableau 3.
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Tampon de Facteur de
Anticorps Description Espéce de production  Espeéce cible Provenance Application
(e - 2 e s e dilution dilution
- Anticorps monoclonal (Immunoglobuline de
Anti-NS1 clone 1A7 classe 1gG2ax) Souris X BEI Ressources IP Tampon de lyse 6 a9ug /mldelysat
- Purifié a partir de surnageant d’hybridome murin #NR-44426 P Y He Y
par chromatographie d’affinité sur protéine G
WB TBS-T, 5% lait 1/10000
Anti-NS1 "Tours" Sérum polyclonal Lapin X Dr Daniel MARC (INRA, Tours, France)
IF, PLA PBS-T 2,5% SVF 1/400
- Anticorps polyclonal (IgG) dirigé contre le tag Abcam WB TBS-T, 3% lait 1/5000
Anti-FLAG "DDDDK" Lapin X #ab1162
- Purifié par chromatographie immunogéne IF PBS-T 2,5% SVF 1/400
- Anticorps monoclonal (Immunogobuline de type . )
) S " N ) Sigma Aldrich
Anti-FLAG 1gG1) dirigé contre le tag "DDDDK Souris X 471804 IF,PLA PBS-T 2,5% SVF 1/400
- Purifié par chromatographie d'affinité
- Anticorps polyclonal (IgG) dirigé contre le peptide Abcam
Anti-CTCF interne de CTCF: CKKSKLRYTEEGKD Chevre Humain, poulet Hab223224 WB TBS-T, 3% lait 1/5000
- Purifié par chromatographie immunogeéne
- Anticorps monoclonal dirigé contre les IgG de ) )
. ) . ) s s ) ) Sigma Aldrich )
Secondaire anti-souris HRP |souris et couplée a la péroxidase Lapin Souris #A0044 WB TBS-T, 3% lait 1/2000
- purifié par chromatographie échangeuse d'ions
- Anticorps monoclonal dirigé contre les IgG de . )
. ) . . s o . ) Sigma Aldrich )
Secondaire anti-lapin HRP  [lapin et couplé a la péroxidase Chevre Lapin #A0545 WB TBS-T, 3% lait 1/2000
- purifié par chromatographie échangeuse d'ions
. ) . - Anticorps polyclonal dirigé contre les IgG (H + L) L )
Secondaire anti-souris Thermofisher scientific (Invitrogen
de souris et couplé au fluorochrome Alexa Fluor® |Chévre Souris ( gen) IF PBS-T 2,5% SVF 1/2000
A568 #A-11031
568 (rouge)
- Anticorps polyclonal dirigé contre les IgG (H + L)
. ) . . , ) Jackson Immunoresearch
Secondaire anti-lapin A488 |de lapin et couplé au fluorochrome Alexa Fluor®  |Ane Lapin #711-545-152 IF PBS-T 2,5% SVF 1/800
488 (vert)

PBS-T : PBS (Phosphate Buffered Saline) + 0,05% triton X100. TBS-T : TBS (Tris Buffered saline) + 0,05% Tween 20
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1.4 Plasmides

Quatre vecteurs ont été utilisés pour la génération des lignées cellulaires de protéines
d’intérét fusionnées a un FLAG-Tag. La carte du vecteur d’expression est présentée en Figure
17. Ces vecteurs ont été produits par la société Genscript® Biotech Corporation (New Jersey,
Etats-Unis) (Tableau 4). Un cinquieme plasmide a été utilisé permettant I'expression de la
protéine TRAF6 (TNF receptor associated factor) également fusionnée a un FLAG-Tag (Cao et

al., 1996).

pcDNA3.1*/C-(K)-DYK Vector Map

s Nhe !
Y Dy Aftll
i Hind il
: Kpn |
BamH |

pcDNA3.1°/C-(K)-DYK %

EcoR |

5444bp EcoR V
A y Not |
=5 | xnot
M) Xba |
Apal
% N siop
Hind 111 Kozak
--- AGC TGG CTA GCG TTT AAA CTT AAG CTT GGT ACC GAG CTC GGA TCC GCCACC GAA TTC TGC AGA TAT CCA
Nhe | AfTll Kpn | BamH | EcoR | EcoRV
Not | DYK tag
GCA CAG TGG CGG CCG CTC GAG TCT AGA GGG CCC GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG TGA TAA ——
Xho | Xbal Apa l DY K D D D D K S5topStop

Figure 17: Carte du vecteur pcDNA3.1 (FLAG-Tag)
DYK Tag = FLAG-Tag

Tableau 4: Vecteurs Genscript

. .. . Numéro d'accession Référence du clone
Nom du gene et de la protéine (insert) .
GenBank (ARNm) Genscript
SNRPA1
( Gallus gallus small nuclear ribonucleoprotein [NM_001005823 0Ga25453D
polypeptide A')
EIF2S3
( Gallus gallus eukaryotic translation NM_001006260 0Ga26716D
initiation factor 2, subunit 3 gamma)
PRPF19
. NM_001039331 0Ga28662D
( Gallus gallus pre-mRNA processing factor 19)
CTCF
( Gallus gallus CCCTC-binding factor, zinc NM_205332 0Ga28417D
inger protein)
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2 Meéthodes

2.1 Spectrométrie de masse
2.1.1 Co-immunoprécipitation préparative

e Conditions d’infection

Pour chaque condition, infectées (INF) ou non (NI), 10 boites de culture cellulaire de 10 cm de
diametre sont ensemencées avec 3,5.10° cellules CDF1, 24h avant infection. Les cellules (INF)
sont infectées avec le virus Influenza 977 E4 avec une MOI (Multiplicity of Infection) de 3 (soit
3 particules virales infectieuses (PFU) par cellule). Le virus est dilué dans du milieu DMEM +
0,2% de BSA (Bovine serum albumin). Les cellules NI recoivent le méme volume de milieu
d’infection seul. Les cellules sont incubées 1h30, avant ajout de milieu DMEM + 2% BSA et

incubation de 6h30 supplémentaires.
e Conditions de lyse

Le tampon de lyse utilisé (Cyto+) est un tampon permettant |'extraction des protéines
cytoplasmiques et une trés faible partie des protéines nucléaires. Ce tampon est constitué de
Tris HCl pH 7,4 50mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM et NP-40 0,5%. Afin de préserver l'intégrité
des protéines, il est complémenté par des antiprotéases extemporanément (cOmplete™,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail - Roche). Cette étape de lyse est entierement réalisée
sur glace. Les cellules sont lavées deux fois en PBS puis grattées dans 1ml/boite de tampon de
lyse. Les lysats sont mélangés par condition et incubés 15 minutes sur glace. Ils sont ensuite
centrifugés 10 minutes a 14 000rpm 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires soit 10ml de
surnageant / condition (un échantillon de lysat total (TOT) est conservé pour analyse en gel

SDS-PAGE, cf.2.4.1).
e Conditions de co-Immunoprécipitation

Les billes A/G sont préalablement lavées dans du tampon de lyse (3 lavages, le surnageant est
oté apres chaque centrifugation a 2500rpm 4°C) a raison de 12ul de billes par ml de lysat et
ce pour chaque condition (NI / INF). La co-IP est ensuite réalisée en 3 étapes :

- Préclear : afin d’éliminer des protéines non spécifiques, les lysats sont mis en contact avec
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I"équivalent de 4pul de billes lavées par ml de lysat pendant 1h a température ambiante (TA)
avec agitation orbitale. Ils sont ensuite centrifugés 2min a 2500rpm 4°C et seuls les
surnageants sont conserves.
- Ces lysats (surnageants) sont alors mis en contact avec 9ug d’anticorps / ml de lysat et
incubés sur la nuit a 4°C avec agitation orbitale.
- Enfin I'IP est réalisée par ajout des billes lavées restantes aux lysats durant 2h a 4°C avec
agitation orbitale. Les billes sont récupérées apres centrifugation a 5 000rpm 3min 4°C et le
surnageant d’IP éliminé (un échantillon de surnageant est prélevé (SN) pour analyse en gel

SDS-PAGE).
e Conditions de lavages

Les billes sont lavées cing fois dans 1ml de tampon cyto -, c'est-a-dire sans détergent (NP-40)
afin de préserver les interactions durant 5 min a 4°C avec agitation orbitale. Les billes sont

centrifugées 3 min a 5 000rpm entre chaque lavage et le surnageant éliminé.
e Flution

L’élution des complexes protéiques est réalisée dans 60ul de Tampon de Laemmli 2X (Tris HCI
pH6.4 120mM, Glycérol 10%, 3.2% SDS, 0,01% Bleu de Bromophénol, DTT 100mM) et incubés
a 95°C durant 5min.

10ul de surnageant d’IP sont ensuite déposés en gel SDS-PAGE (cf. 2.4.1) avec un marqueur
de poids moléculaire (Mw pour Molecular Weight: Marqueur protéique ProSieve™
QuadColor™ - Lonza (Figure 18))(. Aprés migration, le gel est coloré au bleu de Coomassie et
révélée par caméra (ChemiDoc™ MP -BIO-RAD) afin de vérifier la présence des protéines
virales dans les échantillons TOT / INF ainsi que I'efficacité des lavages et la précipitation de

NS1. Le reste des échantillons est alors déposés en gel préparatif ou conservé a -20°C.

o Gel préparatif

Le protocole de ce gel est fourni par la plateforme de protéomique de I'IPBS (Institut de
pharmacologie et de Biologie Structurale, CNRS, Toulouse) :
- Dépot de la totalité du surnageant de co-IP en gel SDS-PAGE (gel de concentration 0,125M
tris, pH 6,8 4% et gel de séparation 0,325M tris, pH8,8 12%)

- Migration de 1 cm dans le gel de séparation.
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- Coloration du gel au Bleu de Coomassie puis lavage, dépdt en acide acétique jusqu’a excision

et traitement des bandes

4.6 - 300kDa
- 300
— 250
- 170
- 140
e 100
- -70
— - 55
- 40
-— 25
— - 15
- 10
- 4.6

Figure 18: Marqueur de poids moléculaire Lonza

2.1.2 Spectrométrie de masse
La totalité des étapes décrites ici est réalisée par les ingénieures de la plateforme de

protéomique de I'IPBS.

e Préparation des peptides
Chaque bande d’échantillon présente dans le gel est excisée et mise en contact avec 60ul de
Trypsine modifiée (10ng/ul, 25mM NH4HCOs; - Promega) a 37°C durant 15h. 14uL

d’acétonitrile 2% / acide trifluoroacétique 0,05% sont ajoutés a I'extrait peptidique sec.

e Analyse par nano-LC-MS/MS et analyse des spectre de masse
5ul d’extrait peptidique sont analysés par HPLC (Systéeme nanoRS UHPLC - Dionex) couplé au
spectrometre de masse LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific).
Les données brutes sont traitées et mis en forme par les ingénieures de la plateforme. La liste
intégrale des protéines (avant traitement statistique) ainsi que le rapport sont présentés en

annexes 1 et 2.
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2.2 Etablissement de lignées stables

2.2.1 Transfections et sélection

La transfection des CDF1 est réalisée avec la Lipofectamine 2000 reagent® (#11668 -
Invitrogen). Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a raison de 2 puits indépendants
par lignée (A et B) et de 1.10° cellules / puits. La transfection est ensuite réalisée selon le
protocole du fabricant (Annexe 3). La quantité d’ADN plasmidique utilisée est de Sug/puits de
cellules.

Les vecteurs pcDNA 3.1 possedent un gene de résistance a la Néomycine (conférant
également une résistance a la Généticine ou G418), un antibiotique bloguant la synthese
protéique eucaryote et donc la croissance des cellules eucaryotes et ce a partir d’'une
concentration donnée. Cette propriété permet de sélectionner une population cellulaire
ayant conservé le plasmide conférant la résistance et possédant la protéine fusionnée au
FLAG-Tag et donc de créer des lignées (ici polyclonales) stables. La sélection a été réalisée a
une concentration de 500ug/ml de G418 (G418 sulfate #10131035 — Gibco), concentration
préalablement validé pour la lignée CDF1 comme étant celle permettant I’élimination totale
des cellules ne possédant pas le gene de résistance.

A 48h post transfection, le milieu est donc remplacé par du milieu contenant 500ug/ml de
G418 et changé tous les 3-4 jours. La mortalité des cellules témoins (transfectées avec un
plasmide GFP sans gene de résistance a la Néomycine) est observée aprés 15 jours. La
proportion de cellules résistant au G418 étant d’environ 10%, elles sont passées en plaque 12
puits afin d’augmenter la densité cellulaire et favoriser leur croissance. De plus, afin d’assurer
une sélection plus drastique des cellules possédant le géne de résistance, la concentration en
G418 dans le milieu est augmentée a 1mg/ml. En effet, la néomycine bloguant la synthese
protéique, seules les cellules possédant le géne de résistance ont la capacité de synthétiser
les protéines d’adhésion et donc de se fixer a nouveau au support.

Ainsi, a 24h apres passage, seules les cellules a priori transfectées adherent. Le milieu est
alors remplacé par du milieu contenant 0,5mg/ml de G418 et 20% de SVF pour favoriser la
croissance des cellules. Un tapis confluent est obtenu apres 12 jours de culture et les lignées

polyclonales sont amplifiées et en partie conservées en azote.

Charlotte FORET - LUCAS - Dipléme de I'EPHE - 2018



Page |62
2.2.2 Vérification des lignées par RT-qPCR
L’extraction d’ARN est réalisée a partir de 5.10° cellules avec le kit d’extraction d’ARN total
RNeasy Mini kit (Qiagen #74106). Un traitement a DNAse est ensuite effectué afin d’éliminer
I’ADN génomique. (DNAse |, RNase free - Thermoscientific™ #10649890). La RT-gPCR en une
étape est réalisée avec les amorces présentées dans le Tableau 5 et le kit iTag™ Universal
SYBR®Green One-Step Kit (BIO-RAD #172-5150). La GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase : géne de ménage) de poulet est utilisé comme géne de référence pour la

normalisation. La réaction a été réalisée avec le LightCycler®96 (Roche).

Tableau 5: amorces de RT-gqPCR

’ . Taille de Taille de
’ Début /fin . : . .
Séquence (F / R) Longueur Tm (sur ARNm) I'amplicon I'amplicon
ARNmM ADNg
CTCE GAGCAGCAGGAGGGTTTATT 20 62 1369 118 pb 700 pb
GTTCACACTGGAATGTCTTCTTTAC 25 62 1486
EIF2S3 CGCACTGAAGGAGACAAGAA 20 62 1153 100 pb 1420 pb
TGACTCTCCCTCCAGTAGATAAG 23 62 1252
SNRPA1 CCTCTGTTGAGAAGGCTGAAA 21 62 246 107 pb 700 pb
GTAAGAACGAGCTCTGTGAGAC 22 62 352
PRPF19 TCTGGCCCCATCACCAGCAT 20 68 1272 186 pb 400 pb
GCCCAAGGCAAGGTAGGTGC 20 67 1457
TCCTCTCTGGCAAAGTCCAAG 21 55 119
GAPDH* 221 pb 582 pb
CACAACATACTCAGCACCTGC 21 55 319

*D’apres (Figueroa et al., 2016)

2.3 Cinétiques d’infection

2.3.1 Cinétique d’infection en cycle multiple

Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a raison de 1.10° cellules/puits en triplicat.
Elles sont infectées a 24h avec le virus 977 avec une MOI de 0,001. Le virus est dilué dans du
milieu DMEM + 0,2% de BSA (Bovine Serum Albumin) + Trypsine-TPCK 1ug/ml (Tosyl
phenylalanyl chloromethyl ketone : inhibiteur de Chymotrypsine). Les prélévements (70ul)
sont réalisés avant infection (TO) puis apres ajout du milieu de culture a 1h30 (T1), 24h (T24),
48h (T48), 72h (T72) et 80h (T80) post-infection. lls sont conservés a -80°C jusqu’au titrage.

Trois expériences indépendantes sont réalisées.
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2.3.2 Cinétique d’infection en cycle unique

Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a raison de 1.10° cellules/puits en duplicat.
Elles sont infectées a 24h avec le virus 977 avec une MOI de 3. A 1h30 post infection,
I'inoculum est retiré et le tapis cellulaire est lavé 2 fois au PBS 1X stérile puis du milieu DMEM
+ 2% BSA est ajouté. Les prélevements (70ul) sont réalisés avant infection (TO) puis apres
changement du milieu de culture a 1h30 (T1) et a 10h (T10) post-infection. Ils sont conservés

a -80°C jusqu’au titrage. Trois expériences indépendantes sont réalisées.

2.3.3 Titrage en TCID50

La dose infectieuse nécessaire a l'infection de 50% d’une population cellulaire ou TCID50
(50% Tissue Culture Infective Dose) est la mesure du titre infectieux d’une suspension virale
par dilutions successives. Le calcul du titre final prend en compte les erreurs pouvant advenir
a chaque dilution. Le titrage est réalisé par infection de cellules MDCK (Madin-Darby Canine
Kidney, cellules de rein de chien sensibles aux VIA) ensemencées en plaque 96 puits a raison
de 48 puits / échantillon titré. A 24h, les échantillons sont dilués : une dilution initiale au
1/10° est réalisée par ajout de 630ul aux 70ul de prélévement puis 11 dilutions sériées d’un
demi Jlog (10°) sont réalisées. 50l de dilution sont déposés sur les cellules. Aprés 1h
d’incubation a 37°C et 5% de CO,, I'inoculum est retiré. Le tapis cellulaire est lavé 1 fois
(DMEM) et 200ul de milieu d’infection (DMEM + 2% BSA + TPCK 1ug/ml) sont ajoutés. Les
plagues sont incubées 48h a 37°C et 5% CO,.

Les surnageant sont ensuite dosé par test d’hémagglutination: 50ul de surnageant de cellules
sont mis en contact avec 50ul d’hématies de poule. Lorsque le surnageant contient du virus,
celui-ci forme des agrégats d’hématies; le sang reste trouble. En |'absence de virus, les
hématies sédimentent au fond du puits. Les dilutions présentant au moins 50% des puits (2/4)
positifs sont relevées et le titre est calculé selon la méthode Reed-Muench (Reed and

Muench, 1938).
2.4 Biochimie

2.4.1 Western blot

Les gels dénaturant SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulfate - Polyacrylamide Gel electrophoresis)
sont réalisés avec une solution « préte-a-couler » (TGX fast cast Acrylamide Solution StainFree

- BIO-RAD). Cette solution contient un composé trihalo ayant la capacité de se lier aux
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tryptophanes des protéines de facon covalente par activation aux UV. Cette technologie
permet de révéler les protéines totales sans coloration au bleu de Coomassie, sans altérer le
transfert sur membrane ni le western blot en suivant. La technologie Stain free permet
également de réaliser une quantification et une normalisation des dépdts. Selon le poids
moléculaire de la protéine étudiée, la concentration du gel choisi est de 12% (25 a 100kDa) ou
de 7,5% (au-dela de 100kDa). Un marqueur de poids moléculaire standard (Mw) est déposé
dans le gel en paralléle des échantillons (Precision Plus Protein All blue Standards - BIO-RAD #

1610393) (Figure 19).

| |

Figure 19: Marqueur de poids moléculaire BIO-RAD

La migration (systéme Mini PROTEAN® Tetra cell - BIO-RAD) est effectuée en tampon TGS (Tris
Glycine SDS : 2,5 mM Tris pH 8,6, 19,2 mM glycine et 0,01% SDS). Le transfert des protéines
sur membrane de nitrocellulose est ensuite réalisé en semi-sec (Trans—blot® TURBO - BIO-
RAD) avec les kits de transfert dédiés (Trans—BIot® Turbo RTA Transfer Kit - BIO-RAD). La
membrane et les filtres de transfert sont imprégnés de tampon de transfert (50ml de Tampon
de transfert BIO-RAD 5x, 50ml d’éthanol 100%, gsp 250ml d’H,0 ultra pure). Un premier filtre
est déposé sur |'électrode, suivi de la membrane, du gel et du second filtre. Les bulles d’air
sont chassées puis le systeme est refermé avec la seconde électrode. Le programme de
transfert est choisi en fonction de différents critéres (Tableau 6).

Tableau 6: Programmes de transfert (Trans—blot® Turbo)

Protocol Name MW, kD Time, min 2 Mini Gels or 1 Midi Gel 1 Mini Gel

STANDARD SD Any 30 Up to 1.0 A; 25 V constant

1.5 MM GEL Any 10

HIGH MW >150 10 2.5 A constant; 1.3 A constant;

LOW MW <30 5 upto 25V upto 25V

*  MIXED MW* 5-150

1 Mini TGX™* 5-150 3 N/A 2.5 A constant;

up to 25V

*programme utilisé ici
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Chague membrane est ensuite bloquée 1h a TA dans du lait a 5% en TBS-T (28mM Tris pH 7,5,
100mM NaCl et 0,1% Tween20). L'anticorps primaire est ensuite incubé a 4°C sur la nuit
(agitation). Les membranes sont lavées 5 fois au TBS-T puis incubées avec l'anticorps
secondaire couplé a la péroxydase (HRP : Horseradish peroxydase), 2h a TA (Agitation). Elles
sont a nouveau lavées 5 fois au TBS-T. La révélation est réalisée avec le substrat de la HRP
(Clarity Western ECL substrate - Bio-RAD) qui génere une réaction de chimioluminescence.
Les membranes sont lues par caméra (ChemiDoc™ MP - BIO-RAD) avec un temps d’exposition

variable (de 3 a 15 secondes) selon I'intensité des bandes.

2.4.2 Immunoprécipitations

o Billes

Trois types de billes ont été utilisés pour la réalisation des co-immunoprécipitation (Co-IP) :

Tableau 7: Liste des billes utilisées pour les co-immunoprécipitations

Volume utilisée
pour 1 réaction

Billes Description Provenance

Billes d'agarose couplées a des protéine Aet G

reconnaissant les immunoglobuline de classes:

BiIIes‘A/G - 1gG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3 and IgA (souris) Santa Cruz

f;’;tui’gpfe/fipiigfiﬁ;’gzzm) -1gG1, 1gG2a, 1gG2b and IgG2c (rats) #5c-2003
- 1gG1, 1gG2, 1gG3 and IgG4 (humains)

- Anticorps polyclonaux de chévres et lapins

8-20ul / ml de lysat

Billes L Billes d'agarose couplées a des protéines L Santa C
anta Cruz
(Protein L-Agarose reconnaissant les IgG, 1gM, IgA et IgE de souris, 502336 8-20ul / mlde lysat
immunoprecipitation Reagent) rats et humains ¢
i Billes d'agarose couplées a un anticorps
Billes Flag & ) P oL P Sigma Aldrich 10-20ul/ mlde
(Ezview™ Red ANTI-FLAG ® M2 |monoclonal anti-flag M2 (dirigé contre le tag
e . . #F2426 lysat
Affinity Gel) DDDDK")

e Lyse totale et normalisation

Pour confirmer les interactions entre NS1 et les protéines d’intérét, des immunoprécipitations
ont été réalisées. Plusieurs protéines identifiées étant localisée dans le noyau (tout comme
une partie de NS1) le parti a été pris de réaliser ces expériences sur un lysat total. Afin de
préserver les complexes protéine-protéine tout en s’affranchissant des contaminants
génomiques, la lyse par sonication a été privilégiée plutdt gu’un tampon dénaturant
permettant de déstabiliser I'enveloppe nucléaire mais également de dénaturer les protéines.

Les lysats sont préparés de la méme maniere que pour la co-IP préparative (cf. 2.1.1). Une fois
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dans le tampon cyto+, les cellules sont immédiatement congelées a -80°C (sans étape
d’élimination des débris cellulaires). Apres décongélation lente sur glace, elles sont soumises
a 5 cycles de 5 secondes d’ultrasons (amplitude : 20%) entrecoupés de 5 secondes de pause,

toujours sur glace (Sonicateur : Vibracell™ 73408 - Bioblock Scientific).

Pour chaque condition, 10ul de lysat additionné de bleu de Laemmli sont déposés en SDS-
PAGE Stain Free (cf. 2.4.1). Une quantification relative des échantillons est alors effectuée et
la concentration de chaque lysat est normalisée (par rapport a I'échantillon le moins

concentré) avant I'lP.

e Billes A/G ou L et anticorps anti-NS1 IA7

La suite du protocole d’IP est identique a celui de la co-IP préparative. La révélation est

réalisée en WB par un anticorps anti- FLAG-Tag.

Dans un but d’optimisation de la spécificité de I'anticorps anti-NS1 en IP, plusieurs conditions
de lavage des billes ont été testées (Tampon contenant 0,1% de SDS et tampon Cyto+ avec
des concentrations en NP-40 plus faibles: 0,1% et 0,05%). Le méme protocole a été réalisé

avec des billes couplées a des protéines L.

e Billes anti- FLAG-Tag

Avec les lignées exprimant les protéines d’intérét fusionnées au FLAG-Tag, les IP ont été
réalisées avec des billes couplées a un anticorps anti-FLAG-Tag. Les billes sont préalablement
lavées dans du tampon de lyse (3 lavages, le surnageant est 6té apres chaque centrifugation a
2500rpm 4°C) a raison de 20ul de billes par ml de lysat et ce pour chaque condition (NI/INF).
Les billes lavées sont mises en contact avec les lysats durant une nuit a 4°C et sur roue. Les
billes sont récupérées apres centrifugation a 5 000rpm 3min 4°C et le surnageant d’IP éliminé.
Trois lavages de 5 minutes sur roue a 4°C en TBS + SDS 0,1% sont réalisés. Les billes sont
centrifugées 3 min a 5000rpm entre chaque lavage et le surnageant éliminé. L'élution est

réalisée de la méme maniére que pour les autres IP.

2.4.3 Immuno-cytochimie

Les cellules sont ensemencées en plaque 24 puits contenant une lamelle de verre de 15mm
de diametre et 0,5mm d’épaisseur selon les recommandations de la plateforme d’Imagerie

(CPTP, Centre de Physiologie de Toulouse Purpan, INSERM, Toulouse) a raison
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de 1 ou 2.10° cellules/puits (selon la durée de l'incubation totale: 48 ou 24h). En fin
d’incubation (aprés transfection et ou infection), les cellules sont fixées et perméabilisées :
apres avoir retiré le milieu, 500ul de PFA (Paraformaldéhyde) diluée a 4% (Formaldehyde
32%, EM Grade - Electron Microscopy Sciences) sont déposés (sous sorbonne) et les lamelles
sont incubées 15 minutes a TA. La PFA est retirée et les lamelles sont lavées 3 fois au PBS 1X.
Elles sont ensuite perméabilisées au PBS 1X + Triton 0,5% durant 10 minutes a TA. Enfin, les
lamelles sont bloquées en PBS-T (0,05% de Triton X100) + 5% SVF, durant 1h a TA ou a 4°C

jusqu’au marquage en immunofluorescence (IF).

2.4.4 Immunofluorescence

Le marquage par IF est réalisé avec les anticorps présentés dans le Tableau 3 a raison de 2h a
TA pour les anticorps primaires et 1h a TA pour les secondaires (a I'obscurité pour éviter le
photoblanchiement des fluorochromes). Chaque incubation est suivie de 3 lavages en PBS-T
et d’un lavage en PBS (5 minutes sur agitation). Un rincage a I'eau est effectué avant montage
des lamelles sur lame de verre en milieu de montage contenant du DAPI pour marquer les
noyaux (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI - Vector #H-1200). Les noyaux
des cellules sont marqués au DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) contenu dans le milieu de
montage. L'acquisition des images est réalisée au plateau de microscopie du CPTP sur un

microscope confocal SP8-STED 3X (LEICA).

2.4.5 « Duolink® in situ fluorescence PLA technology »

Le marquage fluorescent in situ Duolink® est une technologie développée a I'origine par la
firme OLink® Bioscience et commercialisée par la société Sigma Aldrich-Merck-Millipore.
Basée sur le principe de la PLA (Proximity Ligation Assay ou ligation de proximité), elle
combine des techniques de biochimie des protéines et de biologie moléculaire (Figure 20).
Elle permet entre autres de révéler l'interaction de deux protéines dans un tissu ou une
cellule isolée.

Les cellules sont préparées de la méme facon que pour une IF classique mais avec les
tampons fournis dans le kit (Blocage, dilutions des anticorps, lavages, montage). Aprés
blocage, Le marquage immunologique des protéines est réalisé avec les mémes anticorps
primaires et conditions que ceux utilisés en IF. La suite du protocole est réalisée selon les
recommandations du fabricant (Annexe 4) a savoir une étape de détection par des anticorps

secondaires dirigés contre les IgG de chacune des espéces des anticorps primaires (ici lapin et
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souris). Chacun de ces deux anticorps est lui-méme couplé de fagcon covalente a une sonde
d’acides nucléiques d’une dizaine de paires de bases. Ces deux sondes (Minus et Plus) sont
complémentaires : aprés lavages, une étape de ligation des sondes est réalisée. La derniere
étape consiste a amplifier I’acide nucléique circulaire ainsi formé avec une polymérase. Des
sondes spécifiques de I"ADN circulaire et couplées a un fluorochrome (ici équivalent d’une
cyanine 5, Aemission = 547nm) s’hybrident durant I'amplification. Les lamelles sont lavées et
montées de la méme maniere que pour les IF. Elles sont conservées a -20°C jusqu’a

acquisition.

/ |
4 s
) ,,4 &
Etape 1 B "

Anticorps primaires
(Ici a-NS1 ou a-FLAG)

Etape 2 QL }

Anticorps secondaires |
(Ici a-lapinou a-souris)

couplés a deux sondes \
complémentaires (Minus ou ) !
o —
Plis) Etape 3 _‘ /%"\
Ligation des sondes 3

Etape 4
Liaison des sondes
fluorescentes

Etape 4
Amplification circulaire

Figure 20: Principe de la technologie de marquage fluorescent in situ Duolink® (PLA)
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'acquisition est réalisée au plateau de microscopie du CPTP (INSERM, Toulouse) sur un
microscope confocal SP8 (LEICA) avec un objectif a immersion 63x. Pour chaque condition, la
lamelle a été balayée de facon aléatoire et 5 a 10 champs ont été acquis. Pour les cellules
infectées, les images ont été réalisées en Z-Stack (coupes successives sur la totalité de
I"épaisseur de la cellule) afin de détecter tous les foyers de PLA dans la cellule. Pour la
quantification, une projection de I'intensité maximum de chaque pixel de tous les plans acquis
a été réalisée pour chaque image. Pour les cellules controles (NI, Wt ou contrble négatif de
transfection), 10 champs ont été sélectionnés et acquis en plan simple. Les réglages optiques
du microscope ont été conservés entre contrbles et essais (intensité des lasers et du

photomultiplicateur).

2.5 Logiciels et statistiques

Les données concernant les séquences des protéines et leurs genes ont été collectées dans

les bases de données disponibles via NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et UNlprot

(https://www.uniprot.org/). Les alignements de séquences ont été réalisés soit avec les

programmes BLAST disponibles sur NCBI soit avec le logiciel en ligne Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Les graphiques ont été réalisés avec le logiciel

GraphPad Prism (Version 5.01). Les western blots ont été analysés avec le logiciel BIO-RAD,
Image Lab Software (Version5.2.1). Les amorces de RT-gPCR ont été dessinées avec le logiciel

en ligne IDT (https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Les résultats de gPCR ont été

analysés avec le logiciel Roche LightCycIer® 96 SW1.1 (version 1.1.0,1320). Les images de
microscopie confocale ont été analysées avec le logiciel FlJI (Image J version 1.52d).
Les tests statistiques pour les données de spectrométrie de masse (t-test de Student apparié

des ratios : https://www.graphpad.com/support/fag/the-ratio-paired-t-test/) et les calculs de

TCID50 (Reed-Muench) ont été réalisés avec le logiciel Excel.
Les graphiques (gPCR, WB, Cinétiques, PLA) et les tests statistiques pour les données de PLA
(t-test de Students non apparié) ont été réalisés avec le logiciel Graphpad PRISM (version

7.00).
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1 Introduction

L'objectif général du projet est de mieux comprendre les mécanismes d’adaptation des virus
Influenza A aviaire a un hote mammifere, en 'occurrence I'Homme. Plusieurs facteurs sont
impliqués dans ces mécanismes tels que le complexe polymérase ou les récepteurs cellulaires
spécifiques de la HA. Dans cette étude, nous nous concentrons sur la protéine virale non
structurale NS1 et ses interactions cellulaires. Plusieurs études ont précédemment été
menées dans I'équipe sur I'implication de NS1 dans la virulence et la pathogénicité des VIA
(Soubies et al., 2010a, 2010b). La localisation de NS1 dans les compartiments cellulaires
durant l'infection a également été étudiée. Des différences entre cellules mammiferes et
aviaires ont été soulevées, appuyant de nouveau l'implication de NS1 dans les mécanismes
d’adaptation des VIA a I'hote (Volmer et al., 2010). Ce projet est donc la continuité évidente
de ces études. De plus, celles-ci ayant été menées dans I'équipe, des outils (cellules, virus et
anticorps) permettant I’'étude de NS1 étaient déja disponibles au laboratoire. Nous avons
choisi de travailler avec le virus aviaire A/turkey/Italy/977/1999 (H7N1) car un systéeme
complet de génétique inverse a été créé et est disponible dans I'équipe. En ce qui concerne le
choix des cellules, I'interactome de NS1 en cellules aviaires n‘ayant jamais été étudié, nous
devions choisir une lignée cellulaire pertinente, disponible et pour laguelle une banque de
données de peptides existait pour I'analyse en spectrométrie de masse. Le choix s’est donc
porté sur les cellules de poulet CDF1 (banque Gallus gallus disponible) plutdt que sur des
cellules de caille (QT6 : Coturnix coturnix japonica quail tumor) pour laquelle il n’existe pas de

banque de peptides.

Les résultats de cette étude nous ont permis de révéler l'interactome probable de NS1 en
cellules de poulet. Nous avons confirmé l'interaction de certaines de ces protéines, nous

avons créé des outils pour étudier ces interactions et avons commencé a les caractériser.

2 Analyse de I'interactome de NS1 en spectrométrie de masse

2.1 Co-immunoprécipitation préparative
Dans un premier temps il a été nécessaire de réaliser 'optimisation des conditions

d’'immunoprécipitation afin notamment de confirmer que ['anticorps |A7 était bien

immunoprécipitant. Cing expériences ont été nécessaires pour déterminer les conditions
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d’infection (nombre de cellules fixé a 3.5.10° / boite, MOI durant 8h d’infection), les
conditions de co-IP (billes A/G, ratio de 9ug d’anticorps pour 12ul de billes / ml de lysat et pas
de pré-couplage de I'anticorps aux billes), améliorer les conditions de lavage (stringence du
tampon : sans détergent) et d’élution (concentration finale du tampon de Laemmli de 2X)

(Figure 21).
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Figure 21: IP préparative, Gel de SDS-PAGE
TOT : Lysat total (tampon cyto +), SN (Surnageant avant lavage des billes) IP (surnageant d’IP) IgG Hc :

Chaine lourde de I'anticorps anti-NS1 IA7 (50kDa) IgG Lc : Chaine légere de I'anticorps I"anticorps anti-
NS1 IA7 (25kDa). NS1 : 26kDa. Mw : ProSieve™ QuadColor™ Protein Marker (Lonza)

Apres optimisation, 3 expériences indépendantes ont été réalisées. Les échantillons ont été
déposés en gel préparatif (Figure 22) selon les recommandations de la plateforme de

protéomique de I'IPBS et leur ont été envoyés.

IP NI IP INF

Mw

Figure 22: Gel préparatif pour la spectrométrie de masse
La totalité sur surnageant d’IP est déposé dans un gel SDS-PAGE comprenant un gel de concentration

a 4% et un gel de séparation a 12% afin de concentrer au maximum les protéines précipitées. Chaque
puits d’échantillon est séparé par un puits vide pour éviter les contaminations croisées et le gel est
coloré au bleu de Coomassie afin de faciliter I’excision des bandes.
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2.2 |dentification de 17 protéines candidates

La plateforme de protéomique de I'lPBS nous a remis une liste de 381 protéines cellulaires de
poulet (Annexe 1) retrouvées dans I'échantillon infecté et interagissant potentiellement avec

la protéine NS1 du virus. Pour chacune une concentration relative nous a été donnée.

La technique de co-IP ne permettant pas d’obtenir une solution pure de ces protéines, une
grande partie des protéines détectées dans les échantillons infectés a également été détectée
dans les échantillons non infectés. Il a donc été nécessaire de déterminer si la présence d’une
protéine était significative ou non dans I'extrait infecté par rapport a celui non-infecté .Un
test statistique (T-test de Student apparié unilatéral des ratios) a donc été réalisé sur les 3
expériences. Ce test permet de comparer chaque ratio INF/NI et de déterminer pour chaque
protéine et de déterminer quelles sont celles ayant été enrichies significativement. Il est
intéressant de noter que sur 381 protéines totales seules 4 ne sont pas communes aux trois
expériences.

Ce test nous a permis de dégager une liste de 17 protéines dont la concentration était
significativement accrue dans les cellules infectées. Ces 17 protéines sont donc des
partenaires potentiels de la protéine NS1 lors de l'infection par le virus Influenza A 977
(Tableau 8). Parmi ces protéines, nous avons pris en compte plusieurs critéres afin de choisir
celles pour lesquelles continuer I'étude :

- Existence d’un anticorps commercial dirigé contre la protéine de poulet (ou du moins prédit
comme tel)

- Identification d’homologues interagissant avec NS1 en cellules humaines

- ldentification d’homologues interagissant avec d’autres protéines virales (non-influenza A)
en cellules humaines, mammiferes ou aviaires.

Le premier critere retenu a entrainé une réduction drastique de la liste de candidates
potentielles. Cependant, 5 protéines ont été retenues (Tableau 8). Quatre d’entre-elles
possedent des homologues ou sont de la méme famille que des protéines cellulaires
humaines interagissant avec NS1 :

La sous-unité p85B de la PI3K (phosphatidylinositide 3-kinase) également appelée PIK3R2
(phosphatidylinositol 3-kinase reqgulatory subunit beta) est un partenaire cellulaire de NS1 en
cellules humaines, impliquée de dans nombreux mécanismes de la survie cellulaire et de

I'apoptose (Hale et al., 2006; Shin et al., 2007; Yl6smaki et al., 2016a).
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La protéine PRPF19 est un homologue de la protéine PRP19 humaine. Celle-ci a été identifiée
comme partenaire de NS1 en cellules humaines et joue une réle important dans la réplication
virale (Kuo et al., 2016).
En cellules humaines, la protéine U2 small nuclear ribonucleoprotein A' (U2 SNRP, codée par
le gene SNRPA1), interagit spécifiquement avec la NS1. Le réle de celle-ci est d’empécher la
formation de deux complexes d’épissage (U6-U2 et U6-U4 snRNA), bloguant ainsi I'épissage

des ARNm cellulaires (Qiu et al., 1995).

Parmi les 4 protéines connues comme interactants de NS1, on retrouve la protéine EIF2S3
appartenant a la famille des protéines initiatrices de la traduction Or, NS1 est également un
partenaire de la elF4G (Eukaryotic translation initiation factor 4 G). Son réle est de géner la
formation des complexes d’initiation de la traduction des ARNm cellulaires (Burgui et al.,

2003).

Enfin la protéine CTCF, est une candidate intéressante. Décrite comme interagissant avec
d’autres protéines virales (Papillomavirus Humain, West Nile), CTCF est généralement
impliguée dans le contrdle et la régulation de I'expression des génes viraux ainsi que dans les

mécanismes d’apoptose (Paris et al., 2015; Pentland and Parish, 2015; Smith et al., 2012).
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d,[a\'cucr;]:’;?on Niexp2 Niexp3 INFexpl INFexp2 INFexp3 [n\FlQ;t/l[?\u] T-Test
(moyenne)

Transcriptional repressor - CTCF CTCF 1,4E+04 | 2,0E+05 | 6,9E+04 | 6,1E+04 | 1,5E+06 | 5,6E+05 6,6 0,006
Serine/threonine-protein kinase - VRK1 FINDK1 | 2,3E+05 | 4,4E+04 | 2,9E+04 | 9,7E+06 | 7,5E+05 | 3,0E+05 23,4 0,010
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta - PIK3R2 (PI3K) E1C2C5 | 1,4E+04 | 4,4E+04 | 1,1E+04 | 6,1E+04 | 4,2E+05 | 1,1E+05 8,1 0,010
Protein LYRIC (MTDH : metadherin gene in human) FINBNO | 6,5E+04 | 2,0E+05 | 1,3E+05 | 8,5E+05 | 1,1E+06 | 6,0E+05 7,8 0,013
Ras GTPase-activating-like protein - IQGAP1 FINY82 1,6E+06 | 1,0E+06 | 3,5E+05 | 1,8E+07 | 4,0E+06 | 1,8E+06 6,6 0,014
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 - EIF2S3 FINPFO | 2,6E+05 | 1,7E+05 | 1,4E+05 | 3,6E+06 | 9,0E+05 | 5,7E+05 7,7 0,019
Aggrecan promoter binding protein Q45KQ2 | 2,6E+06 | 4,5E+05 | 2,9E+04 | 1,4E+07 | 1,6E+06 | 3,9E+05 74 0,022
Guanine nucleotide-binding protein-like 3 isoform X1 - GNL3 FINLKO | 1,4E+04 | 4,4E+04 | 1,9E+04 | 6,1E+04 | 2,3E+05 | 3,2E+05 8,7 0,022
U2 small nuclear ribonucleoprotein A' - SNRPA1 FINAC8 | 3,7E+04 | 2,8E+05 | 8,5E+04 | 1,2E+06 | 9,9E+05 | 8,0E+05 15,0 0,034
Histone H2A-IV H2A4 1,4E+06 | 1,5E+06 | 1,0E+06 | 7,5E+06 | 2,7E+06 | 3,3E+06 34 0,035
DNA topoisomerase 1 - TOP1 FINPT1 58E+05 | 1,4E+06 | 5,3E+05 | 6,4E+06 | 3,3E+06 | 1,8E+06 56 0,042
Cell division cycle 5-like protein - CDC5L E1C6A9 | 3,4E+04 | 3,0E+05 | 1,9E+05 | 1,1E+06 | 1,5E+06 | 7,1E+05 13,8 0,045
Leucine zipper protein - PTRF Q90838 | 6,7E+05 | 8,1E+05 | 1,8E+04 | 3,1E+06 | 1,3E+06 | 1,2E+05 4,4 0,051
ADP/ATP translocase 3 Q52L.G7 1,5E+06 | 6,4E+05 | 4,8E+04 | 1,0E+07 | 9,6E+05 | 3,4E+05 51 0,054
Histone H1.11R - HIST1H111R FINME1 1,0E+06 | 5,7E+06 | 2,6E+06 | 3,3E+07 | 1,5E+07 | 1,5E+07 13,6 0,054
Pre-mRNA-processing factor 19 - PRPF19 PRP19 1,3E+05 | 4,7E+05 | 5,0E+05 | 2,4E+06 | 2,3E+06 | 1,0E+06 8,5 0,055
Heterochromatin protein 1-binding protein 3- HP1BP3 FIN8HE6 | 2,6E+05 | 6,6E+05 | 3,6E+05 | 3,6E+06 | 1,2E+06 | 1,5E+06 6,7 0,057

17 protéines détectées significativement dans les éluats (IP) de co-immunoprécipitation NS1, NI vs INF avec une p-value < 0,05. Le test statistique choisi est un

T-test de Student apparié unilatéral des ratios. En bleu : les 5 protéines candidates choisies.
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3 Confirmation des interactions par immunoprécipitation

3.1 Tests infructueux d’anticorps

Peu d’anticorps dirigés contre les protéines de poulet existent. Des anticorps dirigés contre
les protéines EIF2S3, PIK3R2, SNRPA1 et PRPF19 de souris et prédits comme fonctionnel sur
leurs homologues de poulet ont été testés. Afin de vérifier I'affinité des anticorps pour
chaque protéine, des lysats totaux de cellules non infectées murines (3T3, décrites comme
lignées controle dans les fiches techniques des fabricants) ainsi qu’aviaires (CDF1) ont été
réalisés. Les lysats ont ensuite été analysés et révélés par western blot. Trois expériences
indépendantes ont été réalisées sans résultat : aucun de ces anticorps ne reconnaissant la
protéine aviaire.

En revanche, les mémes tests ont été réalisés avec un anticorps dirigé contre la protéine
CTCF. Laffinité de I'anticorps a bien été validée en western blot mais avec un signal tres
faible. Néanmoins, les essais d’utilisation de |'anticorps en immunoprécipitation s’étant
révélés infructueux, une autre stratégie expérimentale a été établie afin de confirmer les

interactions de NS1. (La liste des anticorps testés est présentée en annexe 5)

3.2 Etablissement des lignées surexprimant les protéines fusionnées a

un FLAG-Tag

N’ayant pas d’anticorps spécifique des protéines choisies, la stratégie adoptée a été de
coupler chaque protéine a un FLAG-Tag permettant la révélation ou I'immunoprécipitation
des protéines avec un anticorps anti-FLAG. Les plasmides permettant la fusion des protéines
EIF2S3, PRPF19, SNRPA1 et CTCF ont donc été acquis aupres de la société Genscript®. Les
CDF1 ont été transfectées et sélectionnées comme décrit précédemment. Chaque lignée a
ensuite été vérifiée par RT-gPCR (Figure 23) et les lignées B ont été amplifiées et conservées a
I'azote.

En parallele les lignées ont été vérifiées en western blot. Seules les lignées exprimant CTCF et
SNRPA1 ont permis la détection des protéines (Figure 24). Malgré un taux relatif d’ARNm trois
fois supérieure au taux basal, les protéines EIF2S3 et PRPF19 n‘ont pas été détectées

spécifiqguement et les lignées ont donc été abandonnées.
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Figure 23: Taux relatif d’ARNm des différentes protéines surexprimées dans les cellules CDF1
Apres extraction des ARN totaux, les quantités d’ARNm ont été évaluées par RT-gPCR et la méthode
2782 avec 'ARNm de GAPDH en référence. Les quantités d’ARNm ont été relativisées par celle dans

les cellules CDF1 sauvages (Wt).
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Figure 24: Western Blot de vérification des lignées

NB : Le FLAG augmente la taille de la protéine de 7kDa donc SNRPA1 est attendue a 35kDa (au lieu de
28kDa). La protéine CTCF native a une taille de 83kDa mais est détectée a environ 140kDa en WB
(Zhang et al., 2017) soit environ 150kDa lorsqu’elle est fusionnée au FLAG . Mw : Marqueur de poids
moléculaire BIO-RAD
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3.3 Confirmation des interactions avec NS1 par IP

3.3.1 Précipitation avec I'anticorps Anti-NS1 IA7
Dans un premier temps, il était indispensable de confirmer I'interaction de NS1 avec SNRPA1

et CTCF en les co-immunoprécipitant de la méme maniere que pour la spectrométrie de
masse. Cette étape étant cruciale pour la confirmation des interactions, de nombreux

parametres ont été testé afin d’atteindre cet objectif :

Tout d’abord, la réalisation d’une lyse totale par sonication des cellules a été utilisée afin
d’atteindre les protéines nucléaires (SNRPA1 et CTCF ainsi que NS1 sont en partie localisées
dans le noyau). Un probléme récurrent est cependant apparu: la présence d’une bande
spécifique des protéines couplées au FLAG dans le surnageant d’IP NI (Figure 25). Cette bande
s’explique par la fixation non spécifique aux billes de la protéine FLAG en I'absence de NS1.
Des tests d’augmentation de la stringence des lavages (+NP-40 a 0,05% ou + SDS a 0,01%)
ainsi que le changement de billes (billes couplées a des protéines L) ont donc été réalisés,
sans succes (perte totale des protéines couplée au FLAG ou persistance de la bande non
spécifique).

CDF1-CTCF CDF1-Wt
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Figure 25: IP anti-NS1 avec les lignées CDF1-SNRPA1 et CDF1-CTCF
A) L'IP est réalisée sur des lysats totaux de cellules CDF1 SNRPA1 avec I'anticorps anti-NS1 IA7. Le

western blot est révélé avec I'anticorps anti-Flag (Lapin). La fleche rouge indique la bande non
spécifique dans le puits contenant I'IP sur CDF1-SNRPA1 NI. B) L’IP est réalisée sur des lysats totaux de
cellules CDF1-CTCF avec I'anticorps anti-NS1 IA7. Le western blot est révélé avec I'anticorps anti-Flag
(Lapin). La fleche rouge indique la bande non spécifique dans le puits contenant I'lP sur CDF1-CTCF NI.
Mw : Marqueur de poids moléculaire BIO-RAD.

Cette étape de validation est considérée comme indispensable pour valider I'interaction de

NS1 avec SNRPA1 et/ou CTCF mais malgré les nombreux tests réalisés, nous n’avons pu la
mettre en évidence. Il a donc fallu trouver des alternatives.
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3.3.2 Précipitation avec les billes FLAG

La stratégie de confirmation des interactions de NS1 avec CTCF et SNRPA1 par IP a donc été
envisagée en n’utilisant non plus NS1 comme appat d’interaction mais les protéines cibles
surexprimées et fusionnées au FLAG. Nous avons donc utilisé des billes pré-couplées a un
anticorps anti-FLAG. Cette technique a également di étre optimisée mais cette fois avec
succes (Figure 26). En effet, I'adjonction de SDS a 0,01% dans le tampon de lavage des billes
en fin d'IP a permis d’éliminer la quasi-totalité du signal non spécifique dans les CDF1-Wt
Infectées (NS1 s’accrochant de fagcon non spécifique sur les billes, une bande apparaissait en

absence de protéine FLAG dans le lysat).
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Figure 26: IP anti-FLAG avec les lignées CDF1-SNRPA1 et CDF1-CTCF

A) L'IP est réalisée sur des lysats totaux de cellules CDF1 SNRPA1 avec les billes FLAG. Le western Blot
est révélé avec I'anticorps anti-NS1 « Tours » (Lapin). Mw : Marqueur de poids moléculaire BIO-RAD.
B) Quantification du western blot. Le volume et I'intensité de chaque bande est relevée (logiciel Image
Lab BIO-RAD). Chaque valeur d’IP est normalisée par rapport au lysat total correspondant (NI ou INF).
Le ratio de la valeur obtenue pour chaque IP Ni vs INF est présentée ici.

Il convient de préciser que cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois. Bien que
prometteurs ces résultats sont préliminaires (n=1) et sont a confirmer avec deux autres
expériences indépendantes. Il faut de plus ajouter qu’il manque ici un contréle. En effet, afin
de démontrer que la précipitation de NS1 par la protéine est bien due a celle-ci et non au
FLAG, il faudrait établir une lignée stable exprimant une protéine non relevante fusionnée a

un FLAG-tag et réaliser les IP en parallele sur cette lignée.
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4 Confirmation des interactions par PLA

Les résultats des expériences d’IP ayant été peu concluants, nous avons développé une
technologie permettant a terme de démontrer que deux protéines sont extrémement

proches par PLA (Proximity Ligation Assay).

4.1 Mise en évidence de l'interaction de NS1 avec SNRPA1 et CTCF en

transfection transitoire

Dans un premier temps nous avons réalisé une expérience de PLA sur les lignées et les CDF1
transfectées transitoirement. Nous avons ainsi pu ajouter en contréle un plasmide exprimant
la protéine non-relevante TRAF6 (TNF receptor associated factor, n’interagissant pas, a priori,
avec NS1) fusionnée au FLAG-Tag. L'expression des protéines et I'infection des cellules a été
validée en Immunofluorescence en parallele de la PLA (Figure 27). Cela nous a permis

d’observer une efficacité de transfection ne dépassant pas les 20%.

Pour chaque condition, marquée en PLA, une image représentative est présentée en Figure
28 (A et B). Les points de fluorescence correspondant aux foyers de PLA ont été quantifiés
avec le logiciel FIJI (Image J) et les données de quantifications sont présentées en Figure 28

(C).

Les résultats de cette premiére expérience ont permis de mettre en évidence une interaction
spécifique de SNRPA1 et CTCF avec NS1, mais serait cependant a confirmer par 2 expériences

supplémentaires.
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TRAF6 NI TRAF6 INF SNRPA1 NI SNRPA1INF CTCF NI CTCF INF
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Figure 27: Vérification de I'efficacité d’infection et de transfection (transitoire) des CDF1 en IF

Les CDF1 Wt, ensemencées sur lamelles, sont transfectées (ou non) a 24h puis infectées a 48h (MOI 3) durant 10h. Apreés fixation elles sont marquées en IF (Anticorps
primaires anti-Flag de souris et anti-NS1 « tours » de lapin, révélés respectivement en rouge et vert). L’acquisition est réalisée en microscopie confocale (SP8 - LEICA)
puis analysée avec le logiciel FlIJI (Imagel). L'efficacité de transfection observée est comprise entre 10 et 20% tandis que 100% des cellules sont infectées. Barre

d’échelle : 20um.
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Figure 28 : Analyse par PLA des interactions de NS1 avec SNRPA1 et CTCF dans les CDF1
transfectées transitoirement et infectées

Les CDF1 Wt, ensemencées sur lamelles, sont transfectées (ou non) a 24h puis infectées a 48h (MOI 3)
durant 10h. Apres fixation elles sont marquées en PLA (Anticorps primaires anti-Flag de souris et anti-
NS1 «tours» de lapin, anticorps couplés aux sondes spécifiques, ligation, et amplification).
L’acquisition est réalisée en microscopie confocale (SP8 - LEICA) puis analysée avec le logiciel FlJI
(Imagel). Pour chaque image, le nombre de points (foyers de PLA) est dénombré ainsi que les cellules.

A) Champs larges pour chaque condition B) Cellule CDF1-CTCF infectée (zoom 2x). C) résultats de la
quantification avec le logiciel FlJI (Image J). Au total 10 images par contrble et 5 images par essai ont
été quantifiées pour chaque interaction. Le nombre de points (foyer de PLA) par image a été
normalisé par le nombre de cellules dans le méme champ. Les tests statistiques (T-test de Student non
appariés) ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism® 7. Sur le graphique * indique une p-value <
0,05 et ** une p-value < 0.01. Cette figure permet de mettre en évidence que SNRPA1 et CTCF
semblent interagir avec NS1 contrairement a TRAF6. Les données sur les cellules CDF1-Wt non

transfectées ne sont pas présentées ici. Barre d’échelle : 20um

Charlotte FORET - LUCAS - Dipléme de I'EPHE - 2018



Page | 86

4.1 Mise en évidence de l'interaction de NS1 avec SNRPA1 et CTCF

dans les lignées stables

L'utilisation des CDF1 en transfection transitoire représente une limitation a la technique. En
effet, bien que la totalité des cellules soient infectées, le faible taux de transfection des
cellules réduit la proportion de foyers de PLA sur les lamelles. Nous avons donc réalisé la
méme expérience avec les lignées stables surexprimant SNRPA1 et CTCF. Les IF ont également
été réalisées en paralleles permettant de mettre en évidence une surexpression des protéines

FLAG dans 90a 100% des cellules.

Pour chaque condition, marquée en PLA, une image représentative est présentée en Figure
28 (A). Les points de fluorescence correspondant aux foyers de PLA ont été quantifiés avec le

logiciel FIJI (Image J) et les données de quantifications sont présentées en Figure 28 (B et C).
Ces résultats affichent la méme tendance que ceux obtenus en transfection transitoire.

Cependant, ici encore, deux expériences indépendantes supplémentaires seraient

nécessaires.

Charlotte FORET - LUCAS - Dipléme de I'EPHE - 2018



| 87

SNRPA1 NI SNRPA1 INF CTCF NI CTCF INF
e 1, \ ¢ ,

DAPI

PLA (CY5)

Composite
(Transmission)

Charlotte FORET - LUCAS - Dipléme de I'EPHE - 2018



Page | 88

9
@ *%k
3 ¢
% Fekk
O 5+
S ok
3. [
o
3 31 s
[
T
° 1
ped -
2 o r — oo
= * N <
< Q¥ <O
)

Figure 29: Analyse par PLA des interactions de NS1 avec SNRPA1 et CTCF dans les lignées

stables.

Les CDF1 (Wt et lignées surexprimant SNRPA1-FLAG ou CTCF-FLAG) ensemencées sur lamelles,
infectées a 24h (MOI 3) durant 10h. Apres fixation elles sont marquées en PLA (Anticorps primaires
anti-Flag de souris et anti-NS1 « tours » de lapin, anticorps couplés aux sondes spécifiques, ligation, et
amplification). L"acquisition est réalisée en microscopie confocale (SP8 - LEICA) puis analysée avec le
logiciel FIJI (Imagel). Pour chaque image, le nombre de points (foyers de PLA) est dénombré ainsi que
les cellules. Barre d’échelle : 20um

A) Champs larges pour chaque condition B) Cellule CDF1-CTCF infectée (zoom 2.5x). C) résultats de la
guantification avec le logiciel FlJI (Image J). Au total 10 images par contrble et 5 images par essai ont
été quantifiées pour chaque interaction. Le nombre de points (foyer de PLA) par image a été
normalisé par le nombre de cellules dans le méme champ. Les tests statistiques (T-test de Student non
appariés) ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism® 7. * indique une p-value < 0,05, ** une p-
value < 0.01 et *** une p-value < 0.001. Cette figure permet de mettre en évidence que SNRPA1 et
CTCF semblent interagir avec NS1. Barre d’échelle : 20um
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5 Impact de la surexpression de CTCF et SNRPA1 sur la

réplication du virus

Pour commencer a caractériser 'interaction de NS1 avec SNRPA1 et CTCF, la cinétique en
cycle multiple (MOI 0,001 durant 80h) du virus 977 été réalisée sur les lignées surexprimant

ces deux protéines en paralléle de la lignée CDF1-Wt (Figure 30).
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Figure 30: Cinétiques d'infection du virus 977 dans les lignées CDF1 surexprimant SNRPA1 ou

CTCF (Cycles multiples)

Chaque lignée a été infectée avec le virus 977 avec une MOI de 0,001 et incubée durant 80h. Les
prélevements ont été réalisés a 1, 24, 48, 72 et 80h puis titrés en TCID50. Chaque point représente la
moyenne (et déviation standard) des triplicats de chacune des 3 expériences indépendantes réalisées.

Les cinétiques en cycles multiples ne permettent pas de déterminer une action significative

de SNRPA1 ou CTCF sur la cinétique de réplication du virus.
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L'objectif de ce projet est de comprendre quels sont les mécanismes contribuant a
I'adaptabilité des VIA a leurs hotes, médiés par NS1. Cela implique de découvrir quels sont les
partenaires de NS1 en cellules aviaires, comment ces interactions sont régies et quelle
influence elles ont sur le cycle viral ou le cycle cellulaire. Contrairement aux mammiféres,
I'interactome de NS1 n’avait encore jamais été étudié chez les oiseaux. Cette étude
préliminaire nous a permis d’obtenir une premiére vision d’ensemble de quelques partenaires
potentiels du VIA 977 (H7N1) chez le poulet (Gallus gallus). Travailler en cellules de poulet
représente donc un atout puisque cette étude de spectrométrie de masse est certainement la
premiere et que nous avons pu la réaliser sans a priori. En revanche, il est évident que les
outils disponibles pour I"étude des cellules aviaires sont bien moins développés que pour les
cellules de mammiféres, a commencer par les banques de peptide et les lignées cellulaires. En
effet il existe peu de lignées cellulaires permissives aux VIA aviaires disponibles. Nous avions
le choix entre une lignée de cellules de caille (QT6) et la lignée de cellules épithéliales de
poulet CDF1. Notre choix s’est porté sur les CDF1 puisqu’il n’existe pas de banque de peptides
Coturnix coturnix japonica. D’autres lignées de cellules épithéliales ont été développées et
caractérisées récemment : les cellules CLEC213 représentatives d’un épithélium pulmonaire
de poulet et les cellules chAEC, des cellules endothéliales d’aorte de poulet (Lion, 2017). |l

serait particulierement intéressant de réaliser la méme étude avec ces cellules.

Notre étude de spectrométrie de masse nous a permis d’établir une liste de 17 partenaires
cellulaires potentiels de NS1 chez le poulet. Parmi ces protéines plusieurs ont été identifiées
comme homologues ou proches de protéines précédemment identifiées en cellules humaines
comme par exemple la sous unité p85B de la PI3 kinase. Egalement appelée PIK3R2 celle-ci a
été identifiée comme partenaire de NS1 du virus PR8 (A/Puerto Rico/8/34 (H1IN1)) en cellules
humaines. Leur interaction entraine |'activation de la voie PI3K/Akt, responsable de
I'activation d’autres voies de signalisation associées a la survie cellulaire, la prolifération, la
migration, la différentiation et a 'apoptose. Dans le cas de I'infection par un virus Influenza,
cette activation permet au virus de recruter une partie de la machinerie cellulaire au profit de
la réplication virale. Cette interaction a été trés étudiée (Ayllon et al., 2012; Hale et al., 2006,
2009; Ylosmaki et al., 2015, 2016b) et identifier une similitude en cellules aviaires présente un

intérét important concernant le mécanisme d’adaptation des VIA a I'héte.

Charlotte FORET - LUCAS - Diplébme de I'EPHE - 2018



Page |94

PIK3R2 est un exemple dans la liste de protéines que nous avons identifiées ce qui nous

conforte dans l'idée que ces résultats sont cohérents avec la littérature.

L'étape suivante a donc été de chercher a valider certaines de ces interactions. Nous nous
sommes la encore heurtés aux limites techniques de |'utilisation du modéle aviaire. En effet,
peu d’outils biochimiques et moléculaires sont commercialisés a commencer par les
anticorps. Nous avons ainsi cherché les anticorps disponibles contre les protéines de poulet
de notre liste. Seuls cing anticorps se sont avérés disponibles, dirigés contre EIF2S3, SNRPA1,
PIK3R2, PRPF19 et CTCF humaines ou murines mais uniguement « prédits» comme
spécifiques de la protéine aviaire (non testés par le fabricant). Ces anticorps ont été testés en
WB sur des lysats totaux de cellules humaines, murines et aviaires sans succes. Cependant il
pourrait étre intéressant de les tester sur des surnageant de co-IP obtenus avec les lignées
surexprimant les protéines (en effet, la protéine est alors enrichie et pourrait alors étre

détectée).

Afin de nous adapter a ces contraintes techniques, nous avons choisi la stratégie de
I"utilisation de protéines fusionnées a un FLAG-Tag. Les CDF1 sont des cellules se transfectant
difficilement (10 a 20% d’efficacité) nous avons donc pris le parti d’établir des lignées stables.
Quatre protéines ont été sélectionnées selon la disponibilité des vecteurs d’expression et
deux lignées cellulaires ont été établies pour CTCF et SNRPA1. Nous avons donc continué a
valider nos outils avec ces deux lignées. Une perspective du projet est de reprendre les

expériences pour les deux autres protéines (PRPF19 et EIF2S3).

A partir de ces lignées nous avons entrepris de confirmer 'interaction de NS1 avec SNRPA1
et/ou CTCF. La premiere étape était de valider cette interaction dans les méme conditions
que celles utilisées pour la spectrométrie de masse : précipiter les complexes NS1 /SNRPA1 et
NS1/CTCF avec I'anticorps NS1-IA7. Nous nous sommes heurtés a un probleme récurrent pour
lequel aucune solution n’a été trouvée : La présence d’une bande non spécifique de protéine
FLAG dans les surnageants d’IP Non infectés. Les pistes classiques de lavages plus stringents
ont été testées entrainant la perte totale du signal (spécifique ou non). L’hypothése d’une
fixation trop faible de 'anticorps sur les billes a également été émise et nous avons essayé de
travailler avec des billes couplées a des protéines L plutdt que A/G, permettant une fixation
plus spécifigue des immunoglobulines. Cette solution est restée sans succés également.

D’autres pistes sont a envisager notamment |"utilisation d’un autre anticorps anti-NS1 : il
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serait intéressant de réaliser la précipitation de NS1 avec I'anticorps anti-NS1 « Tours » par
exemple. Il convient également de préciser que les conditions utilisées en IP ne sont pas les
mémes que pour I'IP préparative pour la spectrométrie de masse. En effet, ici les cellules
surexpriment la protéine d’intérét tandis que seules les protéines endogenes totales étaient
précipitées dans I'IP préparative. Or si SNRPA1 et CTCF ne sont pas des partenaires forts et
privilégiés de NS1, I'interaction avec celles-ci peut étre noyée dans le bruit de fond non

spécifique.

En I'absence de résultats avec la technique classique d’IP, il a fallu mettre au point d’autres
techniques afin de mettre en évidence l'interaction de NS1 avec CTCF et SNRPA1. Il apparait

nécessaire de multiplier ces techniques alternatives afin de s’assurer de I'interaction.

Dans un premier temps, I'IP inverse a été développée (Précipitation des protéines FLAG avec
des billes spécifiques et détection de NS1 avec I'anticorps anti-NS1 « Tours »). L'optimisation
des lavages nous a permis de réaliser une expérience concluante. Néanmoins, il faut noter
gu’il mangue un contrble essentiel dans cette expérience. En effet, une protéine non-
relevante (n’interagissant pas avec NS1) serait a inclure. Le développement d’une lignée
stable exprimant la protéine TRAF6 est donc a prévoir pour confirmer ces résultats

préliminaires.

En parallele de ces techniques d’'IP nous avons envisagé la mise en évidence de l'interaction
des protéines d’intérét avec NS1 par des approches de microscopie confocale. Les techniques
de colocalisation réalisées en IF sont intéressantes mais insuffisamment résolutives. En effet,
la limite de résolution d’'un microscope confocal est de l'ordre de 100 nm tandis que la
distance maximale séparant deux protéines interagissant est de 'ordre de 1 38 10 A (0,1 4 1
nm). La technologie DUOLINK® in situ Fluorescence nous a donc semblé étre un excellent
compromis. Associant biochimie et biologie moléculaire in situ, cette technologie basée sur le
principe de la PLA® ou ligation de proximité s’impose depuis quelques années comme 'une
des techniques de mise en évidence et d’étude des interactions les plus simples et les plus
spécifiques (Schlingemann et al., 2010; Soderberg et al., 2006; Wensman et al., 2016). De
plus, grace a "'amplification du signal la PLA permet de détecter des événements rares ce qui
semble étre le cas pour les interactions que nous étudions. En effet, Les résultats de PLA
obtenus permettent de mettre en évidence une interaction de NS1 avec SNRPA1 et CTCF. Il

convient de préciser que I'étude a une fois de plus été réalisée sur des CDF1 surexprimant
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SNRPA1 ou CTCF et que les interactions observées sont de I'ordre de 1 a 2 événements par
cellule en transfection transitoire et de 4 a 5 en lignée stable. Bien qu’une seule expérience
ait été réalisée, il semble que ces chiffres soit significatifs (notamment par rapport au controle
TRAF6 qui a pu étre intégré dans cette expérience) et que l'interaction de NS1 avec ses
partenaires ne soit assez rare ou du moins transitoire dans les conditions dans lesquelles nous
nous sommes placés (Cycle unique, MOI 3, fixation a 10h post-infection). En effet, il serait
intéressant de réaliser I’étude en PLA de I'interaction de NS1 avec SNRPA1 et CTCF a plusieurs
temps post-infection (par exemple a 2, 4 et 8h) ainsi qu’en cycle multiple (MOI 0,001 durant

72h).

En parallele, il nous semblait important d’étudier I'impact de la surexpression des protéines
SNRPA 1 et CTCF sur la réplication virale. Les expériences en cycles multiples et cycle unique
(données non présentées) ont mis en évidence une absence d’effet de cette surexpression
sur la cinétique d’infection du virus 977. Cela semble étre un résultat normal si I’'on considere
que l'interaction de NS1 avec SNRPA1 et CTCF serait assez rare et transitoire, la quantité
basale de protéines endogenes serait nécessaire mais suffisante pour agir sur la réplication
virale. En revanche, une perspective de travail est de réaliser une déplétion des protéines
d’intérét dans les CDF1 (par siRNA ou par la technique de CRISPR-Cas9). Dans le cas d’une
interaction, méme faible et/ou transitoire, un effet, qu’il soit négatif ou positif, serait a

attendre.

Les perspectives ouvertes par ce travail préliminaire sont importantes. En effet, la
confirmation des interactions de NS1 avec CTCF et SNRPA1 par IP reste encore a préciser. Les
résultats de PLA supplémentaires sont également a enrichir. D’autres perspectives technigues
pour confirmer les interactions sont également envisagées notamment avec la technique de
double hybride. Le principe de cette technique est d’utiliser une protéine test dont une des
extrémités peut se fixer a une séquence activatrice, et 'autre peut activer la transcription
d’'un géne rapporteur mis sous controle de cette séquence. Par clonage moléculaire, deux
protéines hybrides seraient synthétisées : I'une constituée d’une extrémité de la protéine test
fusionnée avec (NS1), 'autre formée de l'autre extrémité fusionnée a I'une des protéines
d'intérét. Si les deux protéines interagissent physiquement, les deux hybrides interagissent et
permettent la transcription du géne rapporteur. Cette technique, quoique lourde a

développer permettrait d’étudier on seulement l'interaction de SNRPA1 et CTCF avec NS1
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mais aussi d’envisager d’étudier les autres candidates de la liste obtenue en spectrométrie de

masse.

En effet, la recherche d’outils spécifiques des protéines de poulet nous a contraints a
restreindre drastiquement notre champ d’étude, néanmoins, cette liste présente plusieurs
autres candidates potentielles. Les histones par exemple sont une cible intéressante. En effet,
NS1 présente une partie de sa séquence protéique lui permettant de mimer les histones. Il a
été montré que la NS1 du virus H3N2 avait ainsi la capacité de séquestrer 17 a 24% des
histones nucléaires ce qui lui permet de réguler sélectivement I'expression de certains génes
notamment impliqués dans la réponse antivirale (Marazzi et al., 2012; Qin et al.,, 2014).
D’autres protéines comme la protéine LYRIC (MTDH : activateur du facteur de transcription de
NF-kB) ou IQGAPI (protéine ubiquitaire de la structure cellulaire impliquée dans de
nombreuses cascades de signalisation) ne sont pas décrites comme partenaires de NS1 en
cellules humaines mais sont impliquées dans les processus de réponse anti-virale ou anti-
bactérienne (Gladue et al., 2011; Leung et al., 2006; Noch and Khalili, 2013). Il faut en outre
ajouter que les cellules de poulet ne posseédent pas la protéine RIG-I, acteur essentiel de la
réponse antivirale et partenaire important de NS1 en cellules humaines (Pichlmair et al.,
2006). Les protéines aviaires impliquées dans la réponse anti-virale sont donc des cibles

privilégiées pour la compréhension de I'adaptation a I'espece des VIA.

Outre I'analyse des autres interactions possibles avec NS1 dans un contexte aviaire, les
perspectives a plus long terme de ce projet sont également de caractériser ces interactions
du point de vue du virus lui-méme. Le criblage d’une bangue de virus aviaires et humains est
ainsi une piste a explorer pour caractériser les interactions entre NS1 et ses partenaires
cellulaires. En effet, il est probable que certains partenaires cellulaires de NS1 soient
conservés mais que d’autres varient d’un virus a I'autre. Ce criblage permettrait de mettre en
évidence des séquences de NS1 communes aux virus pour lesquels les interactions sont
maintenues. La réalisation de mutants de NS1 par mutagénese dirigée au niveau de ces
séquences permettrait alors de déterminer le site d’interaction entre NS1 et sa (ses)
protéine(s) partenaire(s). L'analyse des interactions serait alors a nouveau réalisée sur les
CDF1 (Wt ou lignées) infectées par un virus recombinant (la NS1 sauvage étant ici remplacée

par sa version mutée par génétique inverse).
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En conclusion, les résultats obtenus, quoique préliminaires, ouvrent de nombreuses
perspectives. L'émergence d'un nouveau VIA pandémique demeure un sujet de
préoccupation important en terme de santé publique et économique. Etablir une
cartographie des partenaires de NS1 en cellules aviaires et I'identification de marqueurs
moléculaires de franchissement de la barriere de I'espéce des nouvelles souches de VIA
émergentes pourrait permettre d’orienter la veille sanitaire sur des souches plus « a risque
pandémique », éventuellement de vérifier que les médicaments actuellement disponibles
seraient efficaces contre ces souches, et surtout de gagner un temps précieux en cas

d’émergence d’une pandémie.
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Annexe 1 : Liste brute des 381 protéines identifiées en spectrométrie de masse







bundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance

undance_NF1 abundance_NF2 abundance_N

NF1 NF2 NF3 INF1 INF2 INF3

tr|FINAC8|FINAC8_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SNRPA1 PE=4 SV=1 ;

FINACS_CHICK PMIID: 7289502 200,597 3,72E404 8,526404 9,106404 1,45€405 5,70E405 6,98E405 3,72E404 2,80E405 8,53E404 1,19€406 9,92E405 8,04E405

tr[FLNBNO| FINBNO_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gall ~45V=2; Uni B

FINBNO_CHICK | | - ncharacterized protein allus gallus PE=4 SV=2 ; UniProtkB 318,875 6,506+04 5,98E+04 1,38E405 1,036405 6,40E+05 5,24E405 6,506+04 1,97E405 1,30E405 8,49E+05 1,11E+06 6,04E+05
Q86UE4 (LYRIC HUMAN)

tr| EIC6A9|E1C6A9_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CDC5L PE=4 SV=2 ; cell

E1C6A9_CHICK 1 ' : 412,03 3,306404 9,056+04 2,04E405 1,35E405 8,35E405 6,18£405 3,306404 2,986405 1,91E405 1116406 1,45E406 7,136405

division cycle 5-like protein

F224K6_CHICK tr|F224K6] F224K6_CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus GN=RPL26L1 PE=3 SV=1; 332,254 1,21E+06 2,35E406 4,90E+06 1,83E406 8,266+06 9,67E+06 1,21E+06 7,75E+06 4,606+06 1,516407 1,44E+07 1,126407
60S ribosomal protein L26

tr|E1IC8F7|E1C8F7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL24 PE=4 SV=2 ;

E1C8F7_CHICK ! ! 250,64 1,89E406 4,11E406 7,54E406 2,75€406 1,30E407 1,69E407 1,89E406 1,35€407 7,07E406 2,26£407 2,25E407 1,94E407

ribosomal protein L24

E1BTS4_CHICK tr|E1BTS4|E1BTS4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=BCAS2 PE=4 SV=2 ; pre- 13645 2,16E+04 1,07€+05 1,938405 1,25E405 5,026405 4,88E+05 2,16E+04 3,51E405 1,81E405 1,03E406 8736405 5,626405
mRNA-splicing factor SPF27

tr|Q5F346|Q5F346_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RCJMB04_34p20 PE=2

Q5F346_CHICK Sv=1772? 224,484 1,47E+06 2,04E+06 3,77E+06 1,79E+06 7,31E+06 7,92E+06 1,47E+06 6,72E+06 3,53E+06 1,48E+07 1,27E+07 9,14E+06
5ZMAZ|PRP19_CHICK Pre-mRNA- ing factor 19 05=Gallus gallus GN=PRPF19 PE=1

PRP19_CHICK ;’/‘_? I - re-mRNA-processing Tactor allus gallus 201,643 1,29€405 1,436405 5296405 2,91E+05 1,306+06 9,08E+05 1,29€405 4,69E405 4,96E+05 2,406+06 2,256+06 1,05E406

Q8TH5_CHICK tr]Q98TH5|Q98TH5_CHICK Ribosomal protein 511 0S=Gallus gallus GN=cRPS11 PE=3 SV=1 297,173 2,81E+06 4,06E+06 7,53E+06 4,30E406 1,72E+07 1,60E+07 2,81E+06 1336407 7,07E+06 3,54E407 2,99E+07 1,85E+07

tr|E1C0J4|E1C0J4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=UPF1 PE=4 SV=2 ; UPF1,
E1C0J4_CHICK RNA helicase and ATPase 443,533 7,00E+05 3,97E+05 1,30E+06 6,69E+04 7,98E+04 1,56E+05 7,00E+05 1,31E+06 1,22E+06 5,50E+05 1,39E+05 1,80E+05

FINYCO_CHICK tr| FINYCO| FINYCO_CHICK 60S ribosomal protein L35 0S=Gallus gallus GN=RPL35 PE=3 SV=2 152,688 1,93E+06 3,63E+06 4,93E+06 2,59E+06 9,36E+06 1,24E+07 1,93E+06 1,19E+07 4,63E+06 2,13E+07 1,63E+07 1,43E+07

tr|Q5ZHN7|Q5ZHN7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RCJMB04_35b4 PE=2

Q5ZHN7_CHICK Sv=1: 977

105,744 3,94E+04 1,02E+05 1,58E+05 8,50E+04 3,41E+05 3,26E+05 3,94E+04 3,36E+05 1,48E+05 7,00E+05 5,93E+05 3,76E+05

tr|FINME1|FINME1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HIST1IH111R PE=3
Sv=1 sp|P08287|H11L_CHICK Histone H1.11L OS=Gallus gallus PE=1 SV=2
FINME1_CHICK sp|P08284|H101_CHICK Histone H1.01 OS=Gallus gallus PE=1 SV=2 329,137 1,03E+06 1,74E+06 2,73E+06 4,04E+06 8,54E+06 1,31E+07 1,03E+06 5,73E+06 2,56E+06 3,33e+07 1,49E+07 1,51E+07
sp|P08288|H11R_CHICK Histone H1.11R OS=Gallus gallus PE=3 SV=2
sp|P08286|H110_CHICK Histone H1.10 OS=Gallus gallus PE=1 SV=3

FINF89_CHICK tr|FINF89|FINF89_CHICK 40S ribosomal protein $24 0S=Gallus gallus GN=RPS24 PE=3 SV=2 279,202 1,53E+06 1,41E+06 3,17E+06 1,60E+06 4,81E+06 5,55E+06 1,53E+06 4,66E+06 2,97E+06 1,31E+07 8,36E+06 6,40E+06

E1BVB1_CHICK tr|E1BVB1|E1BVB1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL32 PE=4 SV=2 263,11 2,56E+05 4,84E+05 1,11E+06 6,39E+05 1,62E+06 2,24E+06 2,56E+05 1,59E+06 1,04E+06 5,26E+06 2,81E+06 2,58E+06

tr| Q5XNV3|Q5XNV3_CHICK Cytopl: i tivation-proliferation- iated tein 1 0S=Gall
Q5XNV3_CHICK ||? GN (!AQPRINl ;E 2 sV ;/ oplasmic activation-proliferation-associated protein allus 710,532 3,49E+06 4,86E+06 8,57E+06 5,29E+06 1,55E+07 1,75€+07 3,49E+06 1,60E+07 8,04E+06 4,36E+07 2,70E+07 2,01E+07
gallus GN=! =2 SV=

FINPD3_CHICK tr|FINPD3|FINPD3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL18A PE=3 SV=2 231,262 9,97E+05 8,21E+05 4,32E+05 1,10€+06 2,86E+06 3,31E+06 9,97E+05 2,70E+06 4,05E+05 9,05E+06 4,98E+06 3,82E+06
FINIXO_CHICK tr| FINIXO|FINIXO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL8 PE=3 SV=2 419,791 2,57E+06 3,46E+06 5,30E+06 2,49E+06 9,50E+06 9,84E+06 2,57E+06 1,14E+07 4,97E+06 2,05E+07 1,65E+07 1,14E+07
R4GIQ2_CHICK tr|R4GIQ2|R4GIQ2_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL21 PE=4 SV=1 414,135 4,58E+05 1,82E+06 3,86E+06 8,21E+05 6,56E+06 7,34E+06 4,58E+05 5,99E+06 3,62E+06 6,76E+06 1,14E+07 8,47E+06
E1BS06_CHICK tr| E1BSO06 | E1BS06_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL23A PE=3 SV=2 374,544 2,04E+06 4,27E+06 6,46E+06 5,51E+06 1,39E+07 1,72E+07 2,04E+06 1,41E+07 6,06E+06 4,53E+07 2,42E+07 1,98E+07
Q5ZMN1_CHICK tr|Q5ZMN1|Q5ZMN1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=G3BP1 PE=2 SV=1 971,177 2,85E+06 3,14E+06 7,20E+06 3,95E+06 1,14E+07 1,19e+07 2,85E+06 1,03E+07 6,75E+06 3,25€+07 1,97e+07 1,37E+07
RS12_CHICK sp|P84175|RS12_CHICK 40S ribosomal protein $12 0S=Gallus gallus GN=RPS12 PE=1 SV=2 279,298 7,08E+05 2,80E+06 2,22E+06 2,02E+06 7,27E+06 7,90E+06 7,08E+05 9,21E+06 2,09E+06 1,67E+07 1,26E+07 9,11E+06
Q5ZM66_CHICK ;I;/l:leMGGle:ZMSG_CHlCK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RCIMBO04_2p17 PE=2 87,684 7,05E+05 1,40E+06 1,88E+06 1,14E+06 4,18E+06 3,84E+06 7,05E+05 4,62E+06 1,76E+06 9,39E+06 7,27E+06 4,43E+06
F1INU56_CHICK tr|FINUS6 | FINU56_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS25 PE=4 SV=2 205,019 2,14E+06 5,03E+06 6,28E+06 3,20E+06 1,27E+07 1,38E+07 2,14E+06 1,65E+07 5,89E+06 2,63E+07 2,21E+07 1,59E+07
E1BZR1_CHICK tr|E1BZR1|E1BZR1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HNRNPR PE=4 SV=2 453,409 6,97E+05 1,08E+06 1,44E+06 1,30E+06 4,80E+06 2,96E+06 6,97E+05 3,54E+06 1,35E+06 1,07E+07 8,35E+06 3,41E+06
FINZU2_CHICK tr|FINZU2 |FINZU2_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SYNCRIP PE=4 SV=2 540,855 1,34E+06 2,04E+06 2,51E+06 2,57E+06 9,40E+06 5,63E+06 1,34E+06 6,72E+06 2,35E+06 2,11E+07 1,63E+07 6,50E+06
FAINLKO_CHICK tr|FANLKO|FINLKO_CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus GN=GNL3 PE=4 SV=2 194,532 2,03E+04 1,30E+05 2,77€+05 1,44E+04 4,38E+04 1,91E+04 6,10E+04 2,26E+05 3,19E+05
E1C769_CHICK tr|E1C769|E1C769_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=Gga.48669 PE=4 SV=2 548,503 5,76E+05 1,80E+06 3,31E+06 1,50E+06 5,54E+06 4,66E+06 5,76E+05 5,93E+06 3,10E+06 1,24E407 9,64E+06 5,37E+06
FINDC2_CHICK tr|[FAINDC2|FINDC2_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RPS23 PE=3 SV=2 236,501 1,02E+06 1,81E+06 1,69E+06 1,026+06 3,74E+06 5,00E+06 1,02E+06 5,96E+06 1,58E+06 8,37E+06 6,50E+06 5,77E+06

1 1 i in 1-bindi in 3 05=Gallus gal
FIN8H6_CHICK gif—HNPﬁilaFP:—iT&ETCK Heterochromatin protein 1-binding protein 3 0S=Gallus gallus 290,678 2,55€+05 2,01E+05 3,83£405 4,32405 7,138405 1,34E+06 2,55E+05 6,63+05 3,50+05 3,55E+06 1246406 1,55€406

F6R1X6_CHICK tr|F6R1X6|F6R1X6_CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus GN=SSB PE=4 SV=1 455,617 2,26E+05 5,47E+05 4,64E+05 8,75E+05 2,38E+06 1,74E+06 2,26E+05 1,80E+06 4,35E+05 7,20E+06 4,14E+06 2,01E+06
FINBO2_CHICK tr|FINBO2| FINBO2_CHICK 405 ribosomal protein S8 0S=Gallus gallus GN=RPS8 PE=3 SV=2 434,406 2,94E+06 1,90E+06 3,20E+06 2,98E+06 6,92E+06 7,74E+06 2,94E+06 6,25E+06 3,00E+06 2,46E+07 1,20E+07 8,93E406
Q5ZHWS_CHICK tr| Q5ZHW8| Q5ZHWS_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RPS14 PE=2 SV=1 356,574 3,52E+06 3,66E+06 5,11E+06 3,30E+06 1,11E+07 9,27E+06 3,52E+06 1,21E+07 4,79E+06 2,72E+07 1,93E+07 1,07E+07
F2Z4K7_CHICK tr|F2Z4K7 | F2Z4K7_CHICK 405 ribosomal protein S3a 0S=Gallus gallus GN=RPS3A PE=3 SV=1 1190,041 4,71E+06 1,63E+07 1,54E+07 9,836+06 4,22E+07 3,68E+07 4,71E+06 5356407 1,44E+07 8,09E+07 7,34E407 4,24E407

FINPT1_CHICK tr|FINPT1|FINPT1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TOP1 PE=4 SV=1 473,268 5,82E+05 4,23E+05 5,67E+05 7,77€+05 1,90E+06 1,55E+06 5,82E+05 1,39E+06 5,32E+05 6,39E+06 3,31E+06 1,79E+06




bundance_INF abundance_INF abundance_INF raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance

1 2 3 NF1 NF2 NF3 INF1 INF2 INF3
E1BY89_CHICK tr|E1BY89|E1BY89_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RPL23 PE=3 SV=2 609,649 2,45E+06 4,68E+06 5,43E+06 2,22E+06 1,12E+07 1,156+07 2,45E+06 1,54E+07 5,10E+06 1,83E+07 1,95E+07 1,336407
CO1A1_CHICK sp|P02457|CO1A1_CHICK Collagen alpha-1(I) chain OS=Gallus gallus GN=COL1A1 PE=1 SV=3 202,146 4,03E+05 6,23E+04 1,11E+05 1,18€+04 4,03E+05 2,05€+05 1,04E+05 9,74€+04 1,39E+04 1,08E+04
E1BQF9_CHICK tr|E1BQF9|E1BQF9_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=CSDE1 PE=4 SV=2 286,446 1,80E+05 2,09E+05 3,94E+05 2,41E+05 7,40E+05 5,44E+05 1,80E+05 6,88E+05 3,69E+05 1,99E+06 1,29E+06 6,27E+05
F7BYQ2_CHICK tr|F7BYQ2|F7BYQ2_CHICK 40S ribosomal protein S6 OS=Gallus gallus GN=RPS6 PE=4 SV=1 637,357 3,35E+06 3,14E+06 5,62E+06 5,37E+06 1,31E+07 1,08E+07 3,35E+06 1,03e+07 5,27E+06 4,42E+07 2,27E407 1,25e+07
H2A4_CHICK sp|P02263|H2A4 CHICK Histone H2A-IV OS=Gallus gallus PE=1 SV=2 174,986 1,43E+06 4,64E+05 1,09E+06 9,05E+05 1,53E+06 2,88E+06 1,43E+06 1,53E+06 1,03E+06 7,45E+06 2,67E+06 3,33E+06
FINS91_CHICK tr|FINS91|FINS91_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL9 PE=4 SV=2 489,478 2,60E+06 2,19E+06 3,77E+06 2,50E+06 6,46E+06 6,43E+06 2,60E+06 7,19€+06 3,53E+06 2,06E+07 1,12E+07 7,42E+06
sp| Q08200 | RL10_CHICK 60S ribosomal protein L10 (Fragment) OS=Gallus gallus GN=RPL10 PE=2
RL10_CHICK sv=1 612,768 2,32E+06 4,51E+06 6,89E+06 1,71E+06 1,40E+07 1,35€+07 2,32E+06 1,48€+07 6,46E+06 1,41E+07 2,44E+07 1,56E+07
E1C4MO_CHICK tr|E1C4MO | E1C4MO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS2 PE=3 SV=1 898,273 6,38E+06 1,03e+07 1,34E+07 1,02E+07 3,01E+07 2,49E+07 6,38E+06 3,40€+07 1,26E+07 8,35E+07 5,22E407 2,87€+07
F2Z4M7_CHICK tr|F2Z4M7|F2Z4M7_CHICK 60S ribosomal protein L37a 0S=Gallus gallus GN=RPL37A PE=3 SV=1 204,569 3,52E+04 4,69E+05 7,40E+05 2,42E+05 8,72E+05 1,39E+06 3,526+04 1,54E+06 6,94E+05 2,00E+06 1,52E+06 1,60E+06
F6R347_CHICK tr|F6R347|F6R347_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL14 PE=4 SV=1 248,607 2,47€+06 2,28E+06 4,41E+06 2,23E+06 5,64E+06 6,79E+06 2,47E+406 7,51E+06 4,13E406 1,84E+07 9,81E+06 7,83E+06
Q52JZ2_CHICK tr|Q52J22|Q52J22_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RPL3 PE=2 SV=1 528,902 2,52E+06 1,776+06 1,11E+06 1,92E+06 4,79E+06 4,97E+06 2,52E+06 5,81E+06 1,04E+06 1,58E+07 8,32E+06 5,73E+06
RL13_CHICK sp|P41125|RL13_CHICK 60S ribosomal protein L13 0S=Gallus gallus GN=RPL13 PE=2 SV=2 352,171 4,19E+06 4,78E+06 7,22E+06 4,49E+06 1,15E+07 1,30€+07 4,19E+06 1,57e+07 6,77E+06 3,69E+07 2,00E+07 1,50E+07
RL30_CHICK sp| P67883 |RL30_CHICK 60S ribosomal protein L30 0S=Gallus gallus GN=RPL30 PE=3 SV=2 349,941 1,40E+06 1,58E+06 3,27E+06 2,16E+06 5,10E+06 4,89E+06 1,40E+06 5,19E+06 3,076+06 1,78E+07 8,87E+06 5,64E+06

tr|Q5F481|Q5F481_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RCIMB04_2g2 PE=2

Q5F481_CHICK sv=1 161,809 2,09E+04 6,53E+04 1,36E+05 3,25E+04 1,09E+05 2,42E+05 2,09E+04 2,15€+05 1,28E+05 2,68E+05 1,90E+05 2,79E+05
F6RW83_CHICK tr|FEBRW83|F6RW83_CHICK Ribosomal protein L19 0S=Gallus gallus GN=RPL19 PE=3 SV=1 300,818 2,11E+06 6,35E+06 8,65E+06 2,05E+06 2,05E+07 2,11E+07 2,11E+06 2,09€+07 8,11E+06 1,69€+07 3,56E+07 2,43E+07
FINBX4_CHICK tr| FINBX4 |FINBX4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL27A PE=3 SV=2 197,505 1,44E+06 7,01E+05 2,40E+06 1,99E+06 3,23E+06 4,41E+06 1,44E+06 2,31E+06 2,25E+06 1,64E+07 5,62E+06 5,08E+06

tr|E1C6T8|E1C6T8_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 0S=Gallus gallus
E1C6T8_CHICK GN=EIF3! PE=3 SV=1 234,448 3,05E+04 2,75E+05 8,00E+05 2,20E+04 6,74E+04 3,05E+04 9,06E+05 7,50E+05 6,10E+04 3,82E+04 7,77€+04

E1C598_CHICK tr|E1C598| E1C598_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=MRPL48 PE=4 SV=2 142,159 1,06E+05 3,42E+04 1,05E+05 4,29E+05 1,24€+05 1,44E+04 3,47€+05 3,21E+04 8,60E+05 7,45E+05 1,43E+05

F1P4V6_CHICK tr|F1P4V6|F1PAV6_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL31 PE=4 SV=2 169,68 3,33E+06 6,30E+06 7,96E+06 3,09E+06 1,12E+07 1,53E+07 3,33E+06 2,07E+07 7,47E+06 2,55E+07 1,95E+07 1,76E+07

tr|13VQH4[13VQH4_CHICK Interleukin enh binding factor 3-like tein 0S=Gall I
13VQH4_CHICK é,l\‘,|L|c:l3 PE|’Z SC\1/’1_ nterieukin enhancer binding factor 3-iike protein allus gallus 492,845 2,61E+05 2,39E+05 4,12E+05 6,47E+05 1,35E+06 7,64E+05 2,61E+05 7,86E+05 3,87E+05 5,32E+06 2,35E+06 8,81E+05

FING53_CHICK tr|FING53 | FING53_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL17 PE=3 SV=2 380,848 2,43E+06 6,94E+06 7,34E+06 3,58E+06 1,50E+07 1,37E+07 2,43E+06 2,28E+07 6,88E+06 2,94E407 2,60E+07 1,58E+07
F1IN9J4_CHICK tr|FIN9J4|FIN9J4_CHICK 60S ribosomal protein L22 0S=Gallus gallus GN=RPL22 PE=4 SV=1 287,953 2,00E+06 2,46E+06 3,54E+06 2,59E+06 5,60E+06 6,22E+06 2,00E+06 8,09E+06 3,32E+06 2,14E+07 9,73E+06 7,18€+06
FINN16_CHICK tr|FINN16 | FINN16_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS7 PE=4 SV=2 572,057 4,72E+06 2,98E+06 6,47E+06 3,66E+06 8,72E+06 7,56E+06 4,72E+06 9,81E+06 6,07E+06 3,01E+07 1,52E+07 8,72E+06
FINYL7_CHICK tr|FINYL7 |FINYL7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=TCEB3 PE=4 SV=2 347,381 6,82E+05 2,81E+06 3,69E+06 9,03E+05 6,76E+06 7,52E+06 6,82E+05 9,25E+06 3,46E+06 7,43E+06 1,18E+07 8,67E+06
FINSP8_CHICK tr|FINSP8|F1INSP8_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HNRNPU PE=4 SV=2 303,105 4,79E+05 4,05E+05 6,56E+05 1,48E+06 2,19E+06 1,93E+06 4,79E+05 1,33E+06 6,15E+05 1,22E+07 3,82E+06 2,23E+06

sp|Q5ZL33 | STRAP_CHICK Serine-threonine kinase receptor-associated protein OS=Gallus gallus
STRAP_CHICK GN=STRAP PE=2 SV=2 223,542 3,39E+04 1,53E+05 1,96E+05 2,26E+05 5,91E+05 2,25E+05 3,39E+04 5,02E+05 1,84E+05 1,86E+06 1,03E+06 2,59E+05

R4GGJO_CHICK tr|R4GGJO|R4GGIO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS16 PE=3 SV=1 305,833 3,95E+06 7,89E+06 9,34E+06 5,96E+06 1,61E+07 1,55E+07 3,95E+06 2,60E+07 8,76E+06 4,91E+07 2,80E+07 1,79E+07
HOKZT7_CHICK tr|HOKZT7|HOKZT7_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=ILF2 PE=4 SV=1 175,384 3,71E404 2,16E405 2,94E405 2,16E405 5,52E405 3,84E405 3,71E404 7,12E405 2,76E405 1,78€+06 9,60E405 4,436405
FINPA9_CHICK tr|FINPA9|FINPAS_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RPS3 PE=3 SV=2 526,839 3,44E406 1216406 3,06E406 3,706406 5,59E406 5,04£406 3,44E406 3,99E406 2,876406 3,056407 9,726406 6,85E406
Q52I11_CHICK tr|Q52I11|Q5ZII1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RPL4 PE=2 SV=1 699,538 3,92E406 3576406 3,05E406 6,46E406 1,05€407 1,02E407 3,92E406 1,176407 2,86E406 5316407 1,82E407 1,186407
RL36_CHICK 5p| Q98TF6|RL36_CHICK 60S ribosomal protein L36 0S=Gallus gallus GN=RPL36 PE=3 SV=1 260,433 1,03£406 1,68E406 2,206406 1,54E406 3,156406 4,056406 1,036406 5,54E406 2,06E406 1276407 5,49E+06 4,67€406
E1C519_CHICK tr|E1CSI9|E1CSI9_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SRPK1 PE=3 SV=2 79,45 1326405 5,94E404 2,49E405 1,40E405 1976405 3,256405 1326405 1,95E405 2,33E405 1,15€406 3,436405 3,74E405
FINVA4_CHICK tr[FLNVA4|FINVA4_CHICK Nucleophosmin OS=Gallus gallus GN=NPM1 PE=4 SV=2 681,781 1,25€406 4,026+06 5516406 1886406 5,73E406 1L,14E407 1,25€406 1,326407 5,17E+06 1556407 9,06E+06 1,326407
FINKRS_CHICK tr[FINKR8|FINKRS_CHICK Major vault protein OS=Gallus gallus GN=MVP PE=4 SV=2 218,113 3,79€:07 4,00€207 1,36E407 1,496405 1,43£406 8,886+05 3,79E407 1,326+08 1,276407 1,23£406 2,496+06 1,026+06
FIN8V1_CHICK tr|FINSV1|FIN8V1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RSL1D1 PE=4 SV=2 203,239 4,01E404 8676403 9,226404 7,04E404 4,46E404 1,056405 4,01E404 2,85E404 8656404 5,79E405 7,75E404 2,25E405
E1C347_CHICK tr|E1C347|E1C347_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=GNAO1 PE=4 SV=2 140,655 2,78E405 7,39E404 1,036404 2,78E405 2,436405 1,08£404 8506404 1,39E404 1,086404
v }2 i in 05= =RCIMBO4_16f17 PE=2
Q52JQ9_CHICK tsvl?fqulqs 1Q9_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RCIMB04_16f17 P 488,915 2,00E+05 4,136+05 3,77E405 5,06E+05 9,85E+05 8,436405 2,00E+05 1,36E406 3,54E405 4,16E406 1,71E+06 9,72€+05

FINDZO_CHICK tr|FINDZO|FANDZO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 298,781 1,30E+05 3,37E+05 2,07E+05 2,63E+05 7,51E+05 5,23E+05 1,30E+05 1,11E+06 1,94E+05 2,17E+06 1,31E+06 6,03E+05




Accession

F1INU40_CHICK tr| FINU40|FINU40_CHICK Nucleolin OS=Gallus gallus GN=NCL PE=4 SV=2 1482,112 8,19E+06 1,74€+07 1,30E+07 1,28€+07 3,47E407 3,04€+07 8,19E+06 S5,72E+07 1,22E+07 1,05E+08 6,04E407 3,50€+07

F2Z4K4_CHICK tr|F2Z4K4 | F2Z4K4_CHICK 60S ribosomal protein L5 OS=Gallus gallus GN=RPL5 PE=3 SV=1 311,158 3,34E+05 2,23E+05 2,89E+05 5,01E+05 6,32E+05 8,82E+05 3,34E+05 7,35€+05 2,71E+05 4,12E+06 1,10E+06 1,02E+06

tr|FINZ25|F1NZ25_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B 0S=Gallus gallus
F1INZ25_CHICK GN=EIF3B PE=3 SV=2 441,357 1,32E+05 6,37E+05 3,36E+06 5,76E+04 1,96E+05 3,29€+05 1,32E+05 2,10E+06 3,15E+06 4,74E+05 3,41E+05 3,79E+05

FINPFO_CHICK ZLF_IET:ZZ(;' ;lE’jZZ?;CleK Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 0S=Gallus gallus 287,847 2,59E+05 530404 1496405 4,36E+05 5,15E405 4,916+05 2,59E+05 1,748405 1,40E+05 3,59E+06 8,96E+05 5,66E+05

tr|FING89|FING89_CHICK Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 OS=Gallus gallus
FING89_CHICK GN=USP10 PE=4 SV=2 241,966 2,23E+05 2,28E+05 5,86E+05 4,02E+05 6,30E+05 7,33e+05 2,23E+05 7,50E+05 5,50E+05 3,31E+06 1,09E+06 8,46E+05

E1C2C5_CHICK tr|E1C2C5|E1C2C5_CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus GN=PIK3R2 PE=4 SV=2 85,805 2,41E+05 9,74E404 1,44E404 4386404 1,08E404 6,10£+04 4,19E405 1126405
E1BT82_CHICK tr|E1BT82|E1BT82_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=EIF252 PE=4 SV=1 415,289 6,40E+05 3,88E+05 4,56E+05 6,65E+05 1,44E+06 7,06E+05 6,40E+05 1,28E+06 4,28E+05 5,47E+06 2,50E+06 8,14E+405
RLAO_CHICK sp|P47826|RLAO_CHICK 605 acidic ribosomal protein PO 05=Gallus gallus GN=RPLPO PE=2 SV=1 559,047 5,64£+06 1126407 8,90E+06 5,336406 230407 1,95€407 5,64E406 3,69+07 8,35E406 4,39E407 3,99E407 2,206407
E1BTG1_CHICK tr|E1BTG1|E1BTG1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL12 PE=3 SV=2 361,302 1,82E+06 2,97E+06 2,09E+06 3,23E406 6,92E+06 5,06E+06 1,82E+06 9,77E+06 1,96E+06 2,66E+07 1,20E+07 5,84E+06
E1BUZ5_CHICK tr|E1BUZ5 | E1BUZ5_CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus GN=RPLP2 PE=3 SV=2 537,575 5,06E+05 2,326+06 1456406 1,77€406 4,05E+06 3,886406 5,06E405 7,63406 1,36E406 1,466+07 7,04E406 4,486406
E1C889_CHICK tr|E1C889|E1C889_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=Gga.48506 PE=3 SV=2 100,693 4,736404 1,67E405 2,86E405 1,286404 3,31E+04 5236404 4,73£404 5,50E405 2,69E405 1,06E405 5,75E404 6,03E404
FINGU3_CHICK tr|FINGU3 | FINGU3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=LRPPRC PE=4 SV=2 343,849 2,06€+05 2976405 4506404 485405 855405 4,25E405 2,06E+05 9,78€+05 4,20+0 3,99E+06 1,49E+06 4,91E+05
E1C2L5_CHICK tr|E1C2L5|E1C2L5_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=ALYREF PE=4 SV=2 310,858 8,73E405 2,38E405 9,50E+05 6,18E+05 9,67E+05 1,01E406 8,73E405 7,84E405 8,91E+05 5,08E406 1,68E+06 1,16E406
EIF3M_CHICK spIQ52J64| EIFSM_CHICK Eukaryotic transiation initiation factor 3 subunit M OS=Gallus gallus 163,856 1,96E405 6,91E405 6,55E404 1736405 1,44E404 6,45E405 6,48E405 6,106404 1,14405 1,99E405
- GN=EIF3M PE=2 V=1
E1BYA6_CHICK tr[E1BYAG|E1BYA6 CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus PE=4 SV=2 256,639 9,20€+04 2,00£405 1,75E+05 1,286+05 3,01€+05 3,46E+05 9,20£+04 6,58£+05 1,64E+05 1,066+06 5,00£+05 3,00+05
CTCF_CHICK 5p| Q08705 | CTCF_CHICK Transcriptional repressor CTCF 0S=Gallus gallus GN=CTCF PE=1 SV=1 283,434 6,05E+04 7,35E+04 8736405 4,81E+05 1,44E+04 1,99€+05 6,90E+04 6,10£+04 1526406 555405

Q9YHD2_CHICK gl‘(}a;};DPZE|_(;9::_I)127CHICK Nuclear calmodulin-binding protein (Fragment) OS=Gallus gallus 346,376 1,30E+05 9,22E+05 5,76E+05 6,92E+05 1,71E+06 1,34E+06 1,30E+05 3,03E+06 5,41E+05 5,70E+06 2,98E+06 1,54E+06

RL27_CHICK sp|P61355|RL27_CHICK 60S ribosomal protein L27 0S=Gallus gallus GN=RPL27 PE=2 SV=2 162,678 1,48E+06 8,52E+05 2,00E+06 2,50E+06 2,71E+06 3,50E+06 1,48E+06 2,80E+06 1,88E+06 2,05€+07 4,70E+06 4,03E+06

Q6EE60_CHICK tr| QBEE60| Q6EE60_CHICK Ribosomal protein L18 (Fragment) OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 312,966 2,62E+06 1,76E+06 3,22E+06 4,65E+06 5,59E+06 5,76E+06 2,62E+06 5,78E+06 3,02E+06 3,83E+07 9,71E+06 6,64E+06

tr|FINZM1|FINZM1_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E OS=Gallus gallus

FINZM1_CHICK GN=EIF3E PE=3 SV=1 436,873 9,00E+04 3,94E+05 3,41E+06 3,11E+04 9,10E+04 3,18E+05 9,00E+04 1,30E+06 3,20E+06 2,56E+05 1,58E+05 3,66E+05
H9KZC8_CHICK tr|H9KZC8|H9KZC8_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=PA2G4 PE=4 SV=2 192,917 1,02E+05 2,36E+05 2,48E+05 3,40E+05 5,13E+05 4,40E+05 1,02E+05 7,75E+05 2,32E+05 2,80E+06 8,91E+05 5,08E+05
E1BZV7_CHICK tr|E1BZV7|E1BZV7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=Gga.49134 PE=4 SV=2 164,907 5,60E+03 2,53E+04 2,00E+04 3,27E+04 1,60E+04 1,44E+04 1,84E+04 2,37E+04 1,64E+05 5,68E+04 1,84E+04
F1P339_CHICK tr|F1P339|F1P339_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LARP1 PE=4 SV=2 183,628 1,71E+05 3,81E+05 6,76E+05 2,04E+05 7,19E+05 6,98E+05 1,71E+05 1,25E+06 6,34E+05 1,68E+06 1,25E+06 8,05E+05
Q5ZJH1_CHICK tr|Q5ZJH1|Q52JH1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=GEMIN2 PE=2 SV=1 282,407 5,58E+05 6,78E+05 5,62E+04 9,30E+04 1,44E404 1,83E+06 6,35E+05 6,10E+04 9,77E+04 1,076+05
FINY82_CHICK tr|FINY82|FINY82_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=IQGAP1 PE=4 SV=2 1279,365 1,63E+06 3,15E+05 3,70E+05 2,13E+06 2,29E+06 1,55E+06 1,63E+06 1,04E+06 3,47E+05 1,75E+07 3,99E+06 1,78E+06
FINQGS5_CHICK tr|FINQG5|FINQG5_CHICK Ribosomal protein L15 OS=Gallus gallus GN=RPL15 PE=3 SV=2 230,984 1,09E+06 8,67E+05 5,52E+05 1,99e+06 2,08E+06 2,35E+06 1,09E+06 2,85E+06 5,18E+05 1,64E+07 3,62E+06 2,71E+06
RS17_CHICK sp|P08636|RS17_CHICK 40S ribosomal protein $17 OS=Gallus gallus GN=RPS17 PE=2 SV=3 534,228 1,15E+06 4,96E+06 4,86E+06 1,83E+06 8,17E+06 1,02E+07 1,15E+06 1,63E+07 4,56E+06 1,51E+07 1,42E+07 1,17E+07

sp|042254|1F2B1_CHICK Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1 0S=Gallus gallus
IF2B1_CHICK GN=IGF2BP1 PE=1 SV=1 744,792 9,95E+05 2,74E+06 4,30E+06 1,33E+06 5,30E+06 4,62E+06 9,95E+05 9,02E+06 4,03E+06 1,10E+07 9,22E+06 5,33E+06

Q8UWG7_CHICK tr|Q8UWG7|Q8UWG7_CHICK 60S ribosomal protein L6 OS=Gallus gallus GN=RPL6 PE=2 SV=1 399,832 2,37E+06 1,72E+06 1,09E+06 3,98E+06 4,02E+06 4,24E+06 2,37E+06 5,65E+06 1,02E+06 3,28E+07 6,98E+06 4,88E+06

sp|Q5ZLX2|IF2A_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 0S=Gallus gallus
IF2A_CHICK GN=EIF251 PE=2 SV=2 365,069 1,67E+05 6,86E+04 1,55E+05 3,29e+05 3,40E+05 2,19e+05 1,67E+05 2,26E+05 1,45E+05 2,70E+06 5,91E+05 2,53E+05

F1P269_CHICK tr|F1P269|F1P269_CHICK ATP-citrate synthase OS=Gallus gallus GN=ACLY PE=3 SV=2 243,607 5,52E+05 1,23E+05 5,52E+05 4,38E+04 1,16E+05 6,10E+04 1,39E+04 1,08E+04

Q5F4A4_CHICK trlasFaad| Q5FAAG_CHICK Inosine-5monophosphate dehydrogenase 0S=Gallus gallus 121,256 3,89E+05 3,13E+05 1,44E+04 1,28E+06 2,94E+05 6,10E+04 1,39E+04 1,08E+04
GN=RCIJMB04 1j11 PE=2 SV=1

Q8UWC5_CHICK tr] Q8UWCS | Q8UWCS_CHICK Nuclear protein matrin 3 0S=Gallus gallus GN=MATR3 PE=2 SV=1 392,94 1,86E+05 1,12E+05 2,12E+05 3,64E+05 4,08E+05 2,67E+05 1,86E+05 3,69E+405 1,99E+05 2,99E+06 7,10E+05 3,08E405
FIN9I5_CHICK tr| FIN9IS|FIN9IS_CHICK ELAV-like protein OS=Gallus gallus GN=ELAVL1 PE=3 SV=1 292,883 3,53E+05 9,97E+05 1,45E+06 7,60E+04 2,87E+05 4,76E+05 3,53E+05 3,28E+06 1,36E+06 6,26E+05 4,98E+05 5,49E+05
FINIB4_CHICK tr|FINIB4|FINIB4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HNRNPAB PE=4 SV=2 283,496 3,45E405 1,84E+05 7,52E+04 9,36E+05 9,65E+05 2,95E+05 3,45E405 6,06E+05 7,05E+04 7,70E406 1,68E+06 3,41E+05
RAGLV4_CHICK tr|R4GLVA4|RAGLVA_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=Gga.51531 PE=4 SV=1 246,204 1,93E+04 9,20E+03 1,40E+05 3,63E+04 1,90E+05 1,93E+04 3,06E+04 1,31E+05 2,99E+05 1,39E+04 2,19E+05

INVAS[FIN TP- NA helicase DDX1 0S=Gallus gallus GN=DDX1 PE=
FINVA49_CHICK ts';/lfz VA4S |FINVA4S_CHICK ATP-dependent RNA helicase DDX1 0S=Gallus gallus GN=DDX1PE=4 |, o, 2,45E+06 2,31E+06 3,80€+06 1,68E+06 4,67E+06 347E+06 2,45E+06 7616406 3,56+406 1,386+07 8,12£+06 4,00E406




protein_set_sco bundance_INF abundance_INF abundance_INF raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance

re 2 3 NF1 NF2 NF3 INF1 INF2 INF3
FINY52 CHICK tr|FINY52|FINY52 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 2056,75 1,03E+07 2,64E+06 9,45E+05 7,43E+05 1,17E+05 3,37E+05 1,03e+07 8,69E+06 8,86E+05 6,11E+06 2,03E+05 3,88E+05
tr| E1BSS3|E1BSS3_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A 0S=Gallus gallus
E1BSS3_CHICK 887,457 2,38E+05 4,97E+05 4,42E+06 1,25E+05 8,48E+04 3,84E+05 2,38E+05 1,64E+06 4,15E+06 1,03E+06 1,47E+05 4,43E+05
- GN=EIF3A PE=3 SV=1
FINCE1_CHICK tr|FINCE1|FINCE1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=EIF3D PE=3 SV=2 149,069 7,88E+04 7,13€+04 1,27E+06 1,65E+04 1,09E+04 4,10E+04 7,88E+04 2,35E+05 1,19E+06 1,36E+05 1,90E+04 4,73e+04
Q5F3D2_CHICK tr|Q5F3D2|Q5F3D2_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=HNRNPH3 PE=2 SV=1 577,91 5,11E+05 2,49E+06 1,86E+06 4,43E+04 5,27E+05 2,18E+05 5,11E+05 8,20E+06 1,74E+06 3,64E+05 9,17E+05 2,51E+05
R4GGF3_CHICK tr|R4GGF3|R4GGF3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=GLIPR2 PE=3 SV=1 314,691 4,33E+06 2,79E+06 4,99E+05 3,84E+05 4,39E+05 2,01E+05 4,33E406 9,16E+06 4,68E+05 3,16E+06 7,64E+05 2,32E+05

tr|E1C050| E1C050_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F 0S=Gallus gallus
E1C050_CHICK GN=EIF3F PE=3 SV-1 235,715 5,30E+04 2,11E+05 1,95E+06 4,87E+04 2,67E+04 1,74E+05 5,30E+04 6,95E+05 1,82E+06 4,01E+05 4,65E+04 2,01E+05

FINFC6_CHICK tr| FANFC6| FINFC6_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS4X PE=3 SV=2 690,515 5,026406 3376406 4,16E406 7156406 697E+06 7316406 5,026406 1116407 3906406 5,886407 1,21E407 8436406
RS13_CHICK sp|QBITC7|RS13_CHICK 405 ribosomal protein 513 0S=Gallus gallus GN=RPS13 PE=2 SV=3 353,263 2,86E+06 8,84E+06 9,23E+06 4,59E+06 1236407 1,55€407 2,86E+06 2,91€407 8,66E+06 3,77€407 2,13407 1,79€407
FLPAX5_CHICK tr|F1P4XS | F1P4X5_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CCAR1 PE=4 SV=2 301,538 8116404 1,60E406 1,01E+06 2,086+04 7936404 1,75405 8116404 5,276406 9,44E+05 1,716405 1,38E405 2,016405
HOKZ27_CHICK tr| HOKZ27 | H9KZ27_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=KRT6A PE=3 SV=1 111,497 2,01E406 1,78E406 2,36E+06 2,636405 111E+06 1,22€406 2,01E+06 5,86E406 2,21E406 2,17€406 1,93E406 1,41E406
RS27A_CHICK ;‘;:759\77831 IRS27A_CHICK Ubiquitin-40S ribosomal protein 5272 0S=Gallus gallus GN=RPS27A 341,715 1,83E+06 1,2E+06 1,24E406 2136406 2,09E+06 2,78E+06 1836406 4,24E406 1,16E+06 1,75€407 3,63E+06 3216406
tr|EIC6M6|E1C6M6_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LOC423693 PE=4
E1C6M6_CHICK e 136,934 663404 1,506405 1,77E405 2,97€405 2,91E405 2,286405 663404 4,93£405 1,66E+05 2,456406 5,06E+05 2,636405
E1C3L7_CHICK tr|E1C3L7|EIC3L7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 257,79 8666404 7,89E+04 653404 2,336405 2,19E405 9,36E+04 866404 2,606405 6,126+04 1,926406 3,81E405 1,08E405
FINEX8_CHICK tr| FANEX8|FINEX8_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RBM45 PE=4 SV=1 349,622 1148405 9,95E+05 6,86E+05 2,426404 1626405 8,73E404 1148405 3,27€406 643E+05 1,99E405 2,81E+05 1,01€405
F1P2P4_CHICK tr|F1P2P4|F1P2P4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CARKD PE=3 SV=2 1165,938 5236406 2,96E+07 1,49E407 6,68E+04 3576406 5,656406 5236406 9,75€+07 1408407 5,49E+05 6206406 6526406

tr|093560|093560_CHICK Calcium/calmodulin-dependent kinase type Il beta subunit 0S=Gallus
093560_CHICK llus PE=2 SV=1 623,359 1,25e+07 2,68E+07 1,05E+07 6,17E+03 8,59E+06 3,73e+06 1,256+07 8,81E+07 9,87E+06 5,08E+04 1,49E+07 4,30E+06
gallus PE=2 SV=!

tr|Q5ZL53]|Q5ZL53_CHICK Polyadenylate-binding protein 0S=Gallus gallus GN=RCJMB04_7I120

Q5ZL53_CHICK PE=2 SV=1 1589,72 8,32E+06 1,32E+07 2,04E+07 6,98E+06 2,45E+07 1,88E+07 8,32E+06 4,33e4+07 1,92E+07 5,75+07 4,25E+07 2,16E+07
FINQ35_CHICK tr|[FINQ35 |FINQ35_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPL35A PE=4 SV=2 72,894 4,58E+05 1,37E+05 3,00E+05 9,60E+05 5,58E+05 4,96E+05 4,58E+05 4,51E+05 2,81E+05 7,90E+06 9,70E+05 5,72E+05
F2Z4L5_CHICK tr|F2Z4L5|F2Z4L5_CHICK 60S ribosomal protein L7a OS=Gallus gallus GN=RPL7A PE=4 SV=1 352,911 2,81E+06 2,38E+06 4,27E+06 5,22E+06 3,83E+06 6,06E+06 2,81E+06 7,84E+06 4,00E+06 4,30E+07 6,65E+06 6,99E+06
E1C207_CHICK tr|E1C207 |ELC207_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SH3PXD2A PE=4 SV=2 150,07 6,25E+04 4,13E+04 7,95E+04 6,72E+04 8,65E+04 7,03E+04 6,25E+04 1,36E+05 7,46E+04 5,53E+05 1,50E+05 8,10E+04
QS5F3L2_CHICK ;:/I:QlSFSL”QSFgLZ_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RCIMB04_14f6 PE=2 722,368 2,84E+06 1,71E+06 2,45E+06 2,14E+06 3,04E+06 3,02E+06 2,84E+06 5,63E+06 2,30E+06 1,76E+07 5,28E+06 3,49E+06
F1P011_CHICK tr|F1P011|F1P011_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CAMK2A PE=3 SV=2 577,314 7,20E+06 1,65E+07 7,44E+06 2,32E+04 6,00E+06 2,58E+06 7,20E+06 5,42E+07 6,97E+06 1,91E+05 1,04E+07 2,97E+06
E1BZ86_CHICK tr|E1BZ86 | E1BZ86_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CAMK2G PE=4 SV=2 967,168 1,61E+07 3,37e+07 1,40E+07 8,35E+04 1,21E+07 5,75E+06 1,61E+07 1,11E+08 1,31E+07 6,87E+05 2,11E+07 6,63E+06
FINDK1_CHICK tr|FINDK1|FINDK1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=VRK1 PE=4 SV=1 500,674 2,28E+05 3,07E+04 1,18E+06 4,31E+05 2,56E+05 2,28E+05 4,38E+04 2,88E+04 9,75E+06 7,49E+05 2,95E+05
LSM12_CHICK sp|Q5ZMLS |LSM12_CHICK Protein LSM12 homolog OS=Gallus gallus GN=LSM12 PE=2 SV=1 144,273 3,56E+04 5,02E+05 5,95E+05 2,80E+04 1,35E+05 1,36E+05 3,56E+04 1,65E+06 5,58E+05 2,31E+05 2,34E+05 1,57E+05

042403_CHICK giﬁiﬁgﬁgj‘fg&fma Attachment region binding protein (Fragment) OS=Gallus gallus 276,662 1376405 2426405 2,78E+04 5,81E+05 5,126+05 1,80E+05 1,37E+05 7976405 2,60€+04 4,78E+06 8,91E+05 2,076+05

FINCI6_CHICK tr|FINCI6 | FINCI6_CHICK 60S ribosomal protein L7 0S=Gallus gallus GN=RPL7 PE=3 SV=1 396,756 3,21E+06 2,41E+06 1,10E+06 7,83E+06 4,70E+06 4,67E+06 3,21E+06 7,94E+06 1,03E+06 6,44E+07 8,18E+06 5,38E+06
r|FINWP3|FINWP HICK H: hock n 71 kDa protein OS=Galls Il N=HSPA!

FINWP3_CHICK ;El‘s S\/‘13| 3_CHICK Heat shock cognate 2 protein 0S=Gallus gallus G SPAS 944,617 3,29E+06 3,35E+06 2,18E+06 3,45E+06 5,51E+06 4,03E+06 3,29E+06 1,10E+07 2,05E+06 2,84E+07 9,58E+06 4,65E+06
tr|R4GMJ4|R4GMI4_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K 0S=Gallus gallus

R4GMIJ4_CHICK 201,141 5,51E+04 2,49E+05 1,73E+06 4,22E+04 5,94E+04 4,11E+05 5,51E+04 8,21E+05 1,62E+06 3,47€+05 1,03E+05 4,73e+05

GN=EIF3K PE=3 SV=1
z - - — — Ty
KCC2D_CHICK 5p|Q5ZKI0|KCC2D_CHICK Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il delta chain 1359,832 2,586+07 6,396+07 2,55E407 7,84E403 2,14E407 9,636406 2,58E407 2,106408 2,39E+07 6,46E+04 3,726407 1116407
- 0S=Gallus gallus GN=CAMK2D PE=2 SV=1
sp|Q5ZLE6 | EIF3H_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H 0S=Gallus gallus
EIF3H_CHICK b P2 Sve 213,871 3,66E404 1,30E405 1,44E406 3,206404 5,04E404 1,226405 3,66E404 4276405 1,35E406 2636405 8,77E404 1416405

tr|Q98TQ8|Q98TA8_CHICK Connective tissue growth factor 0S=Gallus gallus GN=CTGF PE=2

Q98TQ8_CHICK sve1 557,468 1,55E+06 3,55E406 4,25€+05 4,79E+04 5,51E405 2,81E+05 1,55E+06 1,17€+07 3,99E405 3,94E405 9,58E+05 3,24E405

FINDN6_CHICK tr|FAINDN6 | FINDN6_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=KRT12 PE=3 SV=2 104,976 1,55E406 5,71E+06 4,93E+06 2,84E+05 1,55E+06 2,03E+06 1,55E+06 1,88E+07 4,63E+06 2,33E+06 2,70E+06 2,34E+06

Q90838_CHICK tr|Q90838|Q90838_CHICK Leucine zipper protein 0S=Gallus gallus GN=PTRF PE=2 SV=1 285,848 6,67E+05 2,47E+05 1,87E+04 3,79E+05 7,21E+05 1,06E+05 6,67E+05 8,11E+05 1,76E+04 3,12E+06 1,25E+06 1,22€405
sp|Q5ZLC5 | ATPB_CHICK ATP synthase subunit beta, mitochondrial 0S=Gallus gallus GN=ATP5B

ATPB_CHICK PE=1 SV=1 118,941 7,09E+04 9,32E+04 5,21E+04 1,87E+05 2,16E+05 2,80E+04 7,09E+04 3,07E+05 4,88E+04 1,54E+06 3,76E+05 3,23e+04

E1BW84_CHICK tr|E1BW84|E1BW84_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=Gga.55651 PE=4 SV=2 348,453 5,44E+05 1,90E+05 4,42E+05 7,81E+05 5,05E+05 4,54E+05 5,44E+05 6,26E+05 4,14E+05 6,43E+06 8,78E+05 5,24E+05

FINVW3_CHICK tr|FINVW3|FINVW3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=IGF2BP2 PE=4 SV=2 246,946 9,57E+04 1,99E+05 3,83E+05 9,91E+04 6,31E+05 1,77€+05 9,57E+04 6,55E+05 3,59E+05 8,15E+05 1,10E+06 2,04E+05




sp|Q5ZLP8|IF2B3_CHICK Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3 0S=Gallus gallus

1F2B3_CHICK 545,201 3,16E405 8,306405 1,05£406 3,56£405 1,72E406 9,936+05 3,16E405 2,736406 9,84E405 2,936406 2,99E406 1,14E406
- GN=IGF28P3 PE=2 SV=1 " "
HOKZD5_CHICK tr|HOKZDS |HOKZDS_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=LARP4 PE=4 SV=2 278,622 7,17E404 3,636405 4,49E405 4,936406 3,04E405 1,81E+06 7,17E404 1,19E406 4,21E405 4,06€+07 6,84E405 2,08£406
Q7SX63_CHICK tr|Q7SX63|Q75X63_CHICK Heat shock protein 70 0S=Gallus gallus GN=HSP70 PE=3 SV=1 688,924 1,72E406 2506406 1,25E406 2,286406 3,00E406 2,23E406 1,72E406 8216406 1,18E406 1,886407 6,77E406 2576406
ZaY1B8_CHICK tr|Z4YJB8| Z4YJB8_CHICK Destrin OS=Gallus gallus GN=DSTN PE=3 SV=1 213,603 4,34E405 1636405 3,536405 5376405 2,85E405 4,556+05 4,34E405 5366405 3,31E405 4,426+06 4,956405 5,056405
FIN9S3_CHICK tr|FIN9S3|FLN9S3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=FAMO8A PE=4 SV=1 457,137 6,99+05 8,99E+05 1,36E406 4,276405 1,72E406 1,19€406 6,99E405 2,96E406 1,28E406 3,506406 2,99E406 1,386406
HOL107_CHICK tr|HOL107|H9L107_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=KRT4 PE=3 SV=2 136,173 1,48E406 1,48E406 1,33E406 1,83€405 8,52E405 7,526405 1,48E406 4,86E+06 1,25E406 1,50€406 1,48E406 8,67E405
Q9I19D1_CHICK tr|Q919D1]Q9I9D1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=VDAC2 PE=2 SV=1 289,873 4,76E+05 1716405 1616405 3,66E405 4,27E405 1,526405 4,76E405 5616405 1516405 3,02E406 7,436405 1,75€405
PRDX1_CHICK s|POCB50|PRDX1 _CHICK Peroxiredoxin-1 05=Gallus gallus GN=PRDX1 PE=1 SV=1 233,046 1,02£406 7,17€405 1576406 9,56E+05 9,48E405 1586406 1,02£406 2,36E406 1,48£406 7,86E406 1,65E406 1,826406
E1BW15_CHICK tr|E1BW15|E1BW15_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=DDX50 PE=4 SV=1 84,112 4,61£+04 2,00E404 4,34E404 2,25E405 3,77E404 6,75E404 4616404 6,886404 4,07E404 1,85€406 6,56E404 7,79E404
HOKZP2_CHICK tr|HOKZP2| HOKZP2_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=KRTS PE=3 SV=2 104,102 2,49E406 1,79€407 5,28E406 3,16E405 2,02E406 2856406 2,49E406 5916407 4,95E406 2,60E406 3,51E406 3,286406
LEG4_CHICK sp|P07583]LEGA_CHICK Beta-galactoside-binding lectin 0S=Gallus gallus PE=1 SV=2 357,747 3,826406 2,39€406 7,01E405 1886407 2,32E406 5,79E406 3,826406 7,876406 6,57E405 1,55€+08 4,04E+06 6,68E406
E1BY12_CHICK tr|E1BY12|E1BY12_CHICK AP complex subunit beta OS=Gallus gallus GN=AP2B1 PE=3 SV=1 222,101 2,14E405 8,236404 152405 1,60€405 2,06E405 8416404 2,14E405 2716405 1436405 1316406 3,58E405 9,70E404
FINH40_CHICK tr|FINH40| FINH40_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SYNPO2 PE=4 SV=2 210111 8,61£+04 4216404 3,106405 3,16E404 7,65E404 8616404 4,386+04 3,056404 2636406 5496404 8836404
E1C8Y9_CHICK tr|E1C8Y9|E1C8Y9_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SRSF3 PE=4 SV=1 164,259 6,206405 6716405 1,34E406 3,00E405 1,23E406 1,07€406 6,20E405 2216406 1,25E406 2,54E406 2,13E406 1,23406
K2€O_CHICK $p|093532|K2CO_CHICK Keratin, type Il cytoskeletal cochleal 0S=Gallus gallus PE=2 SV=1 143,955 2,10€+06 1,64E407 3,00E406 2316405 1,82E406 1,57€406 2,106406 5396407 2,90E406 1,90E406 3,16E406 1,81€406
tr[R4GFDA4|RAGFD4_CHICK Nicotinamide-nucleotide adenylylti =
RAGFD4_CHICK I ! ! icotinamide-nucleotide adenylyltransferase 0S=Gallus gallus 165,229 5,26E404 4,74E405 1,98E+05 1,84E405 1,11E406 3,30405 5,26E404 1,566+406 1,85E+05 1516406 1,936406 3,81E405
GN=NMNAT1 PE=3 SV=1
E1BVU7_CHICK tr|E1BVU7|E1BVU7_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=SPECC1 PE=4 SV=2 211,979 1,39E+05 4316404 1576404 3,80E405 2,97E404 1,44E405 1,30E405 1,426405 1476404 3,206406 5,16E404 1676405
tr|Q98906|Q98906_CHICK Microtubule-associated protein (F t) 0S=Gallus gall
Q98806_CHICK G'LC}MAM Lcéiz o ferotubule-associated protein (Fragment) 0S=Gallus gallus 192,59 2,08£+05 1,40E+05 8776404 1,91E+05 1,736405 2,06E+05 2,08£+05 4,62E405 8,23E+04 1576406 3,01E+05 2,38E+05
E1C286_CHICK tr[E1C2B6|E1C2B6_CHICK Coronin OS=Gallus gallus GN=CORO2B PE=3 SV=2 241,53 3,80E404 2,206404 4,476+05 4,206404 9,806+03 3,806404 7,20E404 1,08£404 3,68E406 7,306+04 1136404
E1BTT4_CHICK tr|E1BTT4|E1BTT4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HADHB PE=3 SV=1 121472 1,02405 2,18E404 1,19E405 6,59E404 1,126404 1,02E405 7,16E404 1,08E404 9,76E405 1,15E405 1,20E404
CAD13_CHICK sp|P33150|CAD13_CHICK Cadherin-13 OS=Gallus gallus GN=CDH13 PE=1 5V=1 385,748 4,94E406 8,286+05 1616405 3,336405 2,55E404 9,41E+04 4,94E406 2,736406 1516405 2,74E406 4,03E404 1,09+05
tr|FINDN9|FINDN9_CHICK Keratin, type | cytoskeletal 19 OS=Gallus gallus GN=KRT19 PE=3
FINDN9_CHICK et 127,856 1,05£406 2716406 2,04E406 9,386403 1,84E406 5,60E405 1,05E406 8,93E406 1,92E406 7,72E404 3,21E406 6,46E405
Q52160_CHICK tr|Q52160] Q5160 _CHICK Coronin 0S=Gallus gallus GN=CORO1C PE=2 SV=1 146,922 1876405 1,35E504 6,236405 1,39E504 9,64E+04 1876405 4,386+04 1,26E404 5136406 2,42E408 111405
Q6PVZ5_CHICK tr|Q6PVZ5|QEPVZ5_CHICK Type Il alpha-keratin 1A 0S=Gallus gallus GN=KRTS PE=2 SV=1 129,772 1,15E406 1576407 1,69E406 1,62E405 1276406 8,47E405 1,15E406 5,16E407 1,58E406 1,33+406 2,21E406 9,77€405
E1C6J9_CHICK tr|E1C6J9|E1C6J9_CHICK Thy-1 membrane glycoprotein OS=Gallus gallus GN=THY1 PE=4 SV=2 244,531 2,47E+06 5,37E+05 2,58E+05 1,67E+05 2,89E+05 3,90E+05 2,47E+06 1,77E+06 2,42E+05 1,38E+06 5,02E+05 4,50E+05
RAGFH1_CHICK tr|RAGFH1|RAGFH1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=SDPR PE=4 SV=1 126,692 3,17E405 1376405 1,59E405 2,85E405 8586404 3,17E405 4,506405 1,08E404 1,31€+06 4,95E405 9,90E404
DREB_CHICK sp|P18302| DREB_CHICK Drebrin OS=Gallus gallus GN=DBN1 PE=2 SvV=4 605,044 1,69E406 4,186+05 1116505 5,026406 3,24E405 9,16E+05 1,69E406 1,38+06 1,04E405 4,876+07 5,64E405 1,06E+06
E1BRO4_CHICK tr|E1BRO4|E1BRO4_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=Gga.50931 PE=4 SV=2 823,265 7,12E405 2316405 5,11E404 3,206406 2,02E405 2,836405 7,12E405 7,60E405 4,79E404 2656407 3,51E405 3,26E405
R4GIBO_CHICK tr|RAGIB0|RAGIBO_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus PE=4 SV=1 142,152 5,06E+04 1636404 2,27€405 2,02E404 5,06E+04 5366404 1,08£404 1,87+06 3,526404 1,08£+04
sp|P62207|PP1B_CHICK Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit
PP1B_CHICK 430,666 2,61E405 2,70E405 1016405 1636406 1436405 2,76E405 2,61E405 8,88E405 9,43E404 1,34E407 2,49E405 3,186405
05=Gallus gallus GN=PPP1CB PE=1 5V=3
Q45KQ2_CHICK tr|Q45KQ2|Q45KQ2_CHICK Aggrecan promoter binding protein OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 224,173 2,64£+06 1376405 3,12+04 1,65E406 9,16E405 3426405 2,64£+06 4,526405 2,93+04 1,356407 1,59E+06 3946405
HOKZD7_CHICK tr[H9KZD7 |HOKZD7_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=LIMA1 PE=4 SV=2 600,615 4,74E405 3,02E405 2,04E406 139405 3,44E405 4,74E405 9,95E405 1,08£404 1,68E407 2,42E405 3,976405
tr|Q52LG7|Q5ZLG7_CHICK Uncharacteri in 05= =RCIMB £=2
Q52LG7_CHICK svl?l la - racterized protein 0S=Gallus gallus GN=RCIMB04_Ge4 P 229,99 1,52E406 1,94E+05 5,106+04 1,25E406 5,54E+05 2,97E+05 1,526406 6,39E+05 4,786+04 1,038407 9,64E+05 3,426405
E1C8N4_CHICK tr|EIC8N4|E1C8NA_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=SVIL PE=4 SV=2 100,165 4,80E405 5,16E404 4,96E403 1,49E406 1116405 4,80E405 1,706405 4,65E403 1,236407 1,39E404 1,286405
Q52199_CHICK tr|Q52199|Q52199_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ARPC1B PE=2 SV=1 252,97 2,74£+05 2376404 9,156405 2,64E404 2,74£+05 7,78€+04 1,08E+04 7,53E406 1,39E+04 3,04E404
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E1BY27_CHICK tr|E1BY27|E1BY27_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=MYO18A PE=3 SV=2 3172,179 2,25E+06 1,29€+06 1,68E+06 1,46E+07 4,11E+05 1,24€+06 2,25E+406 4,23E+06 1,57E+06 1,20E+08 7,15E+05 1,43E+06
FING46_CHICK tr|FING46 | FING46_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TFAM PE=4 SV=1 313,098 1,59E+05 8,51E+05 8,46E+04 1,08E+06 1,04E+06 3,07E+05 1,59E+05 2,80E+06 7,94E+04 8,85E+06 1,81E+06 3,54E+05
F2Z4M3_CHICK tr|F2Z4M3 | F2Z4M3_CHICK 40S ribosomal protein S15 OS=Gallus gallus GN=RPS15 PE=3 SV=1 673,234 1,08E+06 2,93E+06 2,77€+406 1,46E+06 3,58E+06 4,24E+06 1,08E+06 9,63E+06 2,60E+06 1,21E+07 6,23E+06 4,89E+06
MYO5A_CHICK sp|Q02440| MYOSA_CHICK Unconventional myosin-Va 0S=Gallus gallus GN=MYOS5A PE=1 SV=1 1517,345 2,46E+06 1,47E+05 1,05E+05 5,95E+06 6,54E+04 4,77E+05 2,46E+06 4,82E+05 9,82E+04 4,90E+07 1,14E+05 5,50E+05
FINA71 CHICK tr|[FINA71|FINA71 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 1418,953 1,73E+06 6,62E+05 8,54E+04 4,73E+06 2,83E+05 9,57E+05 1,73E+06 2,18E+06 8,01E+04 3,89E+07 4,91E+05 1,10E+06
FINZS9_CHICK tr|FINZS9|FINZS9_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TMPO PE=4 SV=1 174,33 1,33E+05 7,85E+04 2,46E+04 3,23E+05 7,23E+04 6,96E+04 1,33E+05 2,58E+05 2,30E+04 2,66E+06 1,26E+05 8,026+04
E1C910_CHICK tr|E1C910| E1C9I0_CHICK Unconventional myosin-lg 0S=Gallus gallus GN=MYO1G PE=3 SV=2 146,85 5,72E+05 7,53E+05 2,09E+05 5,72E+05 4,38E+04 1,08E+04 6,20E+06 1,39E+04 2,41E+05
FINVY5_CHICK tr|[FINVYS|FINVY5_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=DNAJB11 PE=4 SV=1 230,553 3,34E+04 8,14E+05 4,78E+05 2,00E+04 1,48E+05 3,326+05 3,34E+04 2,68E+06 4,49E+05 1,64E+05 2,58E+05 3,82E+05
EIF3L_CHICK sP|QSFA428]EIF3L_CHICK Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 05=Gallus gallus 407,844 4,406+04 2,50E+04 1,27E+06 4,68E+03 1,65E+04 1,45E405 4,406+04 8,24E+04 1,19E+06 3,856404 2,88E+04 1,68E405

GN=EIF3L PE=2 SV=1
E1C6H2_CHICK tr|E1C6H2 | E1C6H2_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=FLII PE=4 SV=2 423,627 1,75E+05 3,14E+04 5,42E+05 1,75E+05 4,38E+04 2,95E+04 4,46E+06 1,39E+04 1,08E+04
(AOA140T8H5_CHICK tr| AOA140T8H5 | AOA140T8H5_CHICK Cytospin-A OS=Gallus gallus GN=SPECC1L PE=4 SV=1 1069,66 1,17E+06 3,76E+05 2,37E+05 4,97E+06 4,69E+04 3,25E+05 1,17E+06 1,24E+06 2,22E+05 4,09e+07 8,16E+04 3,75€+05

tr| Q6WNG8|Q6WNG8_CHICK Het: I ib I tein H1-lik teil
Q6WNG8_CHICK i la - eterogeneous nuclear ribonucleoprotein ke protein 628,801 1,33E+06 4,12E+06 6,41E+06 5,86E+05 1,74E+06 2,39e+06 1,33E+06 1,36E+07 6,01E+06 4,82E+06 3,02E+06 2,75E+06

0S=Gallus gallus PE=2 SV=1

tr|ELIC6NS|E1C6N5_CHICK Acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex
E1C6N5_CHICK - 266,181 3,63E+04 4,06E+05 1,62E+06 2,44E+05 7,01E+04 3,63E+04 1,34E+06 1,08E+04 ) , X

_¢ 05=Gallus gallus GN=DLAT PE=3 SV=1 + + + -+ + -+ + + 1,33e+07 4,24E+05 8,09E+04
FINCG5_CHICK tr|[FINCGS |FINCG5_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=Gga.55418 PE=4 SV=2 297,29 4,10E+05 5,47E+04 1,47E+04 9,44E+05 4,59E+04 4,50E+04 4,10E+05 1,80E+05 1,37E+04 7,77€+06 7,99E+04 5,19E+04
F1P1K3_CHICK tr|F1P1K3|F1P1K3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ARPC2 PE=4 SV=2 468,371 2,13E+06 1,28E+05 6,59E+04 3,56E+06 1,56E+05 4,10E+05 2,13E+06 4,22E+05 6,18E+04 2,93E+07 2,71E+05 4,73E+05
HILO11_CHICK tr|H9LO11|H9LO11_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LOC426023 PE=4 SV=2 277,26 5,39E+05 1,42E+06 1,71E+06 2,43E+05 3,57E+05 3,44E+05 5,39E+05 4,676+06 1,60E+06 2,00E+06 6,21E+05 3,96E+05
Q52)17_CHICK tr|Q52J17|Q5ZJ17_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ARPC1A PE=2 SV=1 199,084 3,96E+05 6,06E+05 8,59E+04 3,96E+05 4,38E+04 1,08E+04 4,99E+06 1,39E+04 9,91E+04
HILOH3_CHICK tr|HILOH3 |HILOH3 CHICK Alpha-actinin-4 OS=Gallus gallus GN=ACTN4 PE=4 SV=2 557,402 5,70E+05 1,25E+05 1,85E+06 9,17E+03 3,33E+04 5,70E+05 4,12E+05 1,08E+04 1,52E+07 1,59E+04 3,84E+04
E1C5P5_CHICK tr|E1C5P5 |E1C5P5_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LRRFIP2 PE=4 SV=2 194,202 7,51E+04 1,68E+05 4,19E+04 7,04E+05 7,43E404 7,71E+04 7,51E+04 5,51E+05 3,93E+04 5,79E+06 1,29E+05 8,90E+04
MYO1A_CHICK sp|P47807 | MYO1A_CHICK Unconventional myosin-la 0S=Gallus gallus GN=MYO1A PE=1 SV=2 118,734 9,68E+05 3,156+04 3,39E+04 1,60E+06 2,24E+04 1,41E+05 9,68E+05 1,04E+05 3,18E+04 1,31E+07 3,80E+04 1,63E+05
FINAZ3_CHICK tr| FINAZ3 | FINAZ3_CHICK Kinesin-like protein OS=Gallus gallus GN=KIF2A PE=3 SV=2 151,487 1,44E+04 1,02E+05 7,06E+04 6,80E+04 2,18E+05 1,44E+04 3,37€+05 6,62E+04 5,60E+05 3,80E+05 1,08E+04
E1C459_CHICK tr|E1C459| E1C459_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=MYO1D PE=3 SV=2 1980,206 9,59E+06 6,21E+05 1,35E+05 1,19E+07 9,14E+04 3,19E+06 9,59E+06 2,04E+06 1,27E+05 9,79E+07 1,59E+05 3,68E+06
FIN8D4_CHICK tr|FIN8D4 |FIN8D4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=FLNB PE=4 SV=2 95,778 7,11E+03 5,23E+04 1,49E+03 1,04E+04 6,48E+03 7,11E+03 1,72E+05 1,08E+04 1,23E+04 1,81E+04 7,47€+03
CALM_CHICK sp|P62149|CALM_CHICK Calmodulin OS=Gallus gallus GN=CALM PE=1 SV=2 668,98 5,20E+06 1,50E+06 5,14E+05 5,32E+06 1,04E+06 3,07E+06 5,20E+06 4,93E+06 4,82E+05 4,38E+07 1,81E+06 3,54E+06
E1C4ANO_CHICK tr|E1IC4NO|E1C4NO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS10 PE=4 SV=2 185,116 7,78E+05 3,19e+05 1,55E+05 8,21E+05 3,93E+05 3,21E+05 7,78E+05 1,05E+06 1,45E+05 6,76E+06 6,84E+05 3,71E+05
F1INU55_CHICK tr|FINUS5|FINUS5_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CTTN PE=4 SV=2 557,345 1,58E+06 4,36E+05 5,88E+04 2,83E+06 2,31E+05 4,69E+05 1,58E+06 1,43E+06 5,52E+04 2,33E+07 4,02E+05 5,41E+05
E1BRY8_CHICK tr|E1BRY8|E1BRY8_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ATAD3A PE=4 SV=2 716,373 4,04E+06 6,23E+05 1,85E+05 4,29E+06 9,42E+05 8,02E+05 4,04E+06 2,05E+06 1,74E+05 3,53e+07 1,64E+06 9,25E+05
F1NI29_CHICK tr|FINI29|F1NI29_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HADHA PE=3 SV=2 206,285 1,71E+05 2,74E+05 1,45E+04 1,71E+05 4,38E+04 1,08E+04 2,26E+06 2,52E+04 1,08E+04
FINTJ5_CHICK tr|FINTI5|FINTI5_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=MYO1B PE=3 SV=2 1538,571 6,30E+06 1,98E+05 2,77E+05 6,85E+06 4,59E+04 1,67E+06 6,30E+06 6,51E+05 2,60E+05 5,64E+07 7,99E+04 1,92E+06
E1C8C8_CHICK tr|E1C8C8|E1C8C8_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ANLN PE=4 SV=1 344,081 3,82E+05 6,27E+04 1,25E+05 9,75E+04 1,21E+05 3,82E+05 4,38E+04 5,88E+04 1,03E+06 1,70E+05 1,39E+05
ARP2_CHICK sp|P53488| ARP2_CHICK Actin-related protein 2 0S=Gallus gallus GN=ACTR2 PE=2 SV=1 606,348 2,09E+06 7,79E+05 9,24E+04 3,45E+06 3,53E+05 8,20E+05 2,09E+06 2,56E+06 8,66E+04 2,84E+07 6,13E+05 9,45E+05
DPYL2. Di imidif -| in 2 0S=Gall | =DPYSL2

DPYL2_CHICK ;Z‘_ggs(z/s_als‘ PYL2_CHICK Dihydropyrimidinase-related protein 2 05=Gallus gallus GN=DPYS| 82,512 4,25E+04 2,82E+06 2,50E+04 9,35E+04 5,87E+04 3,91E+04 4,25E+04 9,30E+06 2,35E+04 7,69E+05 1,02E+05 4,51E+04
FINWJ9_CHICK tr|FINWJ9|FINWJI9_CHICK Unconventional myosin-VI 0S=Gallus gallus GN=MYO6 PE=4 SV=1 2277,091 1,55E+07 6,33E+05 2,96E+05 2,156+07 1,59E+05 8,26E+05 1,55E+07 2,08E+06 2,78E+05 1,776+08 2,77E+05 9,53E+05
ACTN4_CHICK sp|Q90734| ACTN4 CHICK Alpha-actinin-4 0S=Gallus gallus GN=ACTN4 PE=1 SV=1 707,495 1,12E+06 3,96E+05 5,63E+04 2,40E+06 6,00E+04 2,90E+05 1,12E+06 1,30E+06 5,28E+04 1,97€+07 1,04E+05 3,35E+05

tr|FINH87 | FINH87_CHICK Gl Idehyde-3-ph =
FINH87_CHICK | | - yceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Gallus gallus 566,253 2,99E+06 6,54E+05 3,28E+05 2,88E+06 9,76E+05 4,27E+05 2,99E+06 2,15€+06 3,07E+05 2,37e+07 1,70E+06 4,93E+05

GN=GAPDH PE=3 SV=1
EF1A_CHICK sp| Q90835 | EF1A_CHICK Elongation factor 1-alpha 1 0S=Gallus gallus GN=EEF1A PE=2 SV=1 454,789 5,91E+06 7,78E+05 3,19E+05 5,38E+06 9,17E+05 1,21E+06 5,91E+06 2,56E+06 2,99E+05 4,43E+07 1,59E+06 1,40E+06
FING39_CHICK tr|FING39|FING39_CHICK Unconventional myosin-Ic 0S=Gallus gallus GN=MYO1C PE=3 SV=1 2465,316 3,84E407 2,49E+06 4,20E+05 3,43E+07 6,04E+05 9,47E+06 3,84E+07 8,19E+06 3,94E+05 2,82E+08 1,05E+06 1,09E+07
Q49B65_CHICK tr|Q49B65|Q49B65_CHICK EF hand-containing protein 1 0S=Gallus gallus GN=EFHD1 PE=2 SV=1 479,257 1,65E+06 1,44E+06 3,81E+04 3,90E+06 8,60E+05 5,35E+05 1,65E+06 4,74E+06 3,57E+04 3,21E+07 1,50E+06 6,17E+05
EF2_CHICK sp| Q90705 |EF2_CHICK Elongation factor 2 0S=Gallus gallus GN=EEF2 PE=1 SV=3 546,49 1,04E+06 3,36E+05 4,37E+05 4,83E+05 5,49E+05 4,80E+05 1,04E+06 1,10E+06 4,10E+05 3,97E+06 9,55E+05 5,53E+05
E1C9B8_CHICK tr|E1C9B8|E1CIB8 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 510,925 1,39E+06 4,37E+06 5,81E+06 1,84E+06 6,94E+06 5,49E+06 1,39E+06 1,44E+07 5,45E+06 1,51E+07 1,21E+07 6,33E+06
F1P199_CHICK tr|F1P199|F1P199_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=PPFIBP1 PE=4 SV=1 737,641 6,96E+05 1,57E+05 1,34E+06 7,48E+05 2,23E+05 7,55E+05 6,96E+05 5,17E+05 1,26E+06 6,15E+06 3,88E+05 8,71E+05
R4GJT7_CHICK tr|R4GJT7|R4AGIT7 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=1 99,439 3,41E+05 1,12E+05 5,38E+05 5,66E+04 3,44E+04 3,41E+05 3,68E+05 1,08E+04 4,42E+06 9,84E+04 3,97E+04




ACTN1_CHICK sp|P05094|ACTN1 _CHICK Alpha-actinin-1 0S=Gallus gallus GN=ACTN1 PE=1 SV=3 146,633 1,90406 5,47€405 2,66E+05 3,19€406 7,49E+04 3,48£405 1,90E406 1,80E+06 2,49E+05 2,626407 1,30E405 4,026+05

HNRDL_CHICK 5p|Q52172|HNRDL_CHICK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like 0S=Gallus gallus 102,492 2,79E404 3,67E405 1,44E405 1,966+05 4,75E405 2,83E405 2,79E404 1,21E+406 1,35E+05 1,616+406 8,26E405 3,27E405
GN=HNRNPDL PE=2 SV=1

F1P5K0_CHICK tr|F1PSKO| F1PSKO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=PTBP1 PE=4 SV=2 392,314 9,33E405 1,25E406 2,10E406 6,66E405 2,12E406 1,426406 9,33E405 4,106+06 1,97€406 5486406 3,68E406 1,64E406

ACTN2_CHICK sp1P20111[ACTN2 CHICK Alpha-actinin-2 0S=Gallus gallus GN=ACTN2 PE=2 SV=1 322,039 4,75E405 7,036404 9,216+03 6,216405 2,176+04 3,406404 4,75E405 2616405 8,64E+03 5116406 3,776+04 3,006404
tr|R9PXM6 | ROPXM6_CHICK Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein B' 0S=Gallus

RIPXM6_CHICK 95,301 1,70E404 6,46E404 7,82E404 1,70E404 4,386404 6,06E404 6,44E405 1,39E404 1,086404
gallus GN=SNRPB PE=4 SV=1

E1C1C3_CHICK tr|E1C1C3|E1C1C3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=PPFIBP1 PE=4 SV=2 732,732 7,00E405 1,57€405 1,30E406 6,88E405 2,23E405 7,00€405 7,00E405 5176405 1,22E406 5,67E406 3,88E405 8,07€405

R4GIU4_CHICK tr|RAGIU4|RAGIU4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=DMTN PE=4 SV=1 130537 1,44405 6,25E404 1,57€405 3216404 1,44405 4,386404 5,86E404 1,306406 1,39E404 3,706404

FINCS2_CHICK tr|FINCS2|FINCS2_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=EWSR1 PE=4 SV=2 172,73 1,95E405 1536404 2,16E404 1,79E405 2,80€404 1,95E405 5,036404 2,02E404 1,47€406 1,39E404 3,236404

RAGHNS_CHICK tr|RAGHNS|R4GHN_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=LUZP1 PE=4 SV=1 253,013 1,50£405 2,436404 9,886+04 1,50E404 5036404 1,50E405 4,386404 2,08E404 8,136405 2,60E404 5806404
tr|QBEE30] QGEE30_CHICK Eukaryotic translation elongation factor 1 0S=Gallus gallus PE=2

QBEE30_CHICK S:/lfll 1Q6EE30_ ukaryotic translation elongation factor allus gallus 111,292 2,96E+405 6,56E+04 3,926405 2,49E+04 2,96E+05 2,16E405 1,08E+04 3,226406 4,336+04 1,08E404

E1C218_CHICK tr|E1C218|E1C218_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=DOCK7 PE=4 SV=2 2729,247 1,07€407 4,456405 2,05E405 9,41E+06 2,79E405 7,506405 1,07€407 1,46E406 192405 7,75€407 4,85E405 8656405

FINAU1_CHICK tr|FINAU1|FINAU1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=GPC4 PE=3 SV=2 505,917 1,64E406 1,88E405 7,95E404 1,05€405 7,74E404 1,64E406 6,18£405 7,45E404 8,60E405 1,39E404 8936404

FINJFO_CHICK tr|FINJFO| FINJFO_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=C1QBP PE=4 SV=2 108,254 3,196405 1,00E405 4,586404 3,00E405 7,79E404 4,376404 3,19E405 3,606405 4,206404 3,086406 1,35E405 5,04£404
tr|Q5ZME1|Q5ZMEL_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HNRNPA2B1 PE=2

Q5ZME1_CHICK S:/lfll la - ncharacterized protein allus gallus 536,06 2,796+05 2,02E+06 1,45E+06 6,35E+04 1,136406 5,09E+05 2,79E+05 6,64E+06 1,36E+06 5,226405 1,97€+06 5,876+405
tr|H9L1A3 [HIL1A3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LOC100859076 PE=4

HIL1A3_CHICK Sea 136,613 1,206405 2276405 2,886405 1,35E405 3,836405 1,72E405 1,20E405 7,47€405 2,70E405 1116406 6,66E405 1,99E405

FINJT3_CHICK tr[FINJT3[FLNJT3_CHICK Fibronectin OS=Gallus gallus GN=FN1 PE=4 SV=1 1064,233 5,006406 8,006+05 4,46E405 3,886405 4,156405 6,286404 5,006406 2636406 4,18E+05 3,196406 7,01E405 7,256404

E1BSD9_CHICK tr|E1BSD9| E1BSDY_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=PDHX PE=3 SV=2 161,22 1,14E405 2,64£405 3,47E404 1,44E404 3,74E405 1,08£404 2,186406 6,036404 1,086404

E1BRL9_CHICK tr|E1BRLO|E1BRLY_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=SRSF7 PE=4 SV=2 1358 6,98E405 1,60E405 1,99E405 2,66E405 4,106405 1,00€405 6,98E405 5,26E405 1,86E405 2,19€406 7,136405 1,16E405

FINY54_CHICK tr|FINY54|F1INY54_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=THRAP3 PE=4 SV=2 244,009 2,61E+05 4,02E+05 5,36E+05 1,10E+05 6,94E+03 6,95E+04 2,61E+05 1,32E+06 5,03E+05 9,04E+05 1,21E+04 8,02E+04

E1C2M8_CHICK tr|E1C2M8|E1C2M8_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=GULP1 PE=4 SV=2 106,386 1426405 1,27€405 1,10E405 1,74E405 1,04E405 1276405 1426405 4,196405 1,03£405 1,43£406 1,81E405 1476405

F1P010_CHICK tr|F1P010|F1P010_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ARPC4 PE=4 SV=2 212,035 1,69E+06 7,08E+05 1,26E+05 2,00E+06 2,67E+05 5,39E+05 1,69E+06 2,33E+06 1,18E+05 1,64E+07 4,64E+05 6,21E+05

E1C866_CHICK tr|E1C866|E1C866_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=Gga.50010 PE=4 SV=2 281,067 4,22E405 3,98E405 4,94E405 2886405 5,30E405 4316405 4,22E405 1,31€+06 4,64E405 2376406 9,22E405 4,976405

RP78_CHICK 78 kDa glucose-regul in 05=Gallus gallus GN=HSPAS PE=1

GRP78_CHICK ;5‘_?90593‘6 8_CHICK 78 kDa glucose-regulated protein 0S=Gallus gallus G SPAS 841,57 1,97E+06 2,17E+06 1,40E+06 1,77E+06 2,73E+06 1,52E+06 1,97E+06 7,14E+06 1,31E+06 1,46E+07 4,75E+06 1,75E+06

E1BSG5_CHICK tr|E1BSGS| E1BSGS_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=Gga.53757 PE=4 SV=2 199,09 1,30£405 1,88E405 2,85E405 3716404 8,32E404 1626405 1,30E405 6,17€405 2,67E405 3,056405 1,45£405 1,87E+05

QBAWI4_CHICK tr|Q8AWI4|Q8AWI4_CHICK Alpha-tropomyosin 2 0S=Gallus gallus GN=TPM1 PE=2 SV=1 887,733 4116407 1,50E407 3,66E406 4,156407 6,20E406 1,506407 4116407 5236407 3,436406 3,416408 1,08£407 1,736407

F1P4DS_CHICK tr|F1P4D9|F1P4D9_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=MYO1E PE=3 SV=2 991,036 4336406 2,78E405 8136404 3,406406 1,51€405 1,67€405 4336406 9,14E405 7,63E404 2,80E407 2626405 1,93€405

Q9I814_CHICK tr[Q9I8J4] Q9I814_CHICK Smoothelin-C 0S=Gallus gallus GN=Smtn PE=2 SV=1 362,56 1,35€406 1976405 1,26E405 1116406 2,03E404 3,046405 1,35E406 6,48E405 1,18E405 9,156406 4,226404 3,506405

FINPS1_CHICK tr[FINP51|FINPS1 CHICK Lamin-B2 OS=Gallus gallus GN=LMNB2 PE=3 SV=1 128972 6,14E407 9,936+07 1,726408 3,006404 9,856+07 1,006408 6,14E+07 3,076408 1616408 2,66E405 1,716408 1,49+08
sp|P13127|CAZAL “actin-cappi i i -1 05= —CAPZAL

CAZA1_CHICK PZ‘_ v |CAZAL_CHICK F-actin-capping protein subunit alpha-1 0S=Gallus gallus GN=CAPZA 589,172 5,65E+06 2726406 5,94E+05 6,79E+06 8,18+05 1,67E+06 565406 8,94E+06 5,57E+05 5,59E+07 1426406 1,936+06

E1C6R7_CHICK tr|E1C6R7|E1C6R7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RAI14 PE=4 SV=2 669,502 2,39E405 7,94E406 1276407 5,94E406 7,44E406 9,706+06 2,39E405 2616407 1,19E407 4,89€+07 1,20E407 1,12E407
tr/Q91005|Q91005_CHICK i in 05= =alpha-fTM PE=

Q91005_CHICK svl?l 1291005_CHICK Alpha tropomyosin of brain 0S=Gallus gallus GN=alpha-fTM PE=3 770,197 4,57E407 2,036+07 4,66E+06 4,64E+07 7,80E406 1,67E+07 4,57E407 6,69E407 4,37E+06 3,826+08 1,36E407 1,936407

Q90739_CHICK tr[Q90739]Q90739_CHICK Alpha-tropomyosin OS=Gallus gallus PE=3 SV=1 684,765 4,09E+07 1,60£+07 3,45€406 3,676407 5,84E406 1636407 4,00E+07 5086407 3,00£+06 3,026+08 1,02£407 1,88+07
r]Qsz 2 i in 05= =RCIMBO4_5n23 PE=2

Q52ZU7_CHICK tsvl?ls 171Q52L17_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RCIMB04_5n23 P 1031,911 5,50E+07 2,09€+07 4,29E+06 6,036407 7,43E406 1,39€+07 5,50E+07 7,55€407 4,02E406 4,966+08 1,29E407 1,61€407

F1P1P6_CHICK tr|F1P1P6|F1P1P6_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SMTN PE=4 SV=2 469,509 1,44E406 1936405 1116405 1,08£406 1,58E404 2,74E405 1,44E406 6,34E405 1,04E405 8886406 2,74E404 3,16E405




Accession

tr|FINGA2 |FINGA2_CHICK ATP synthase subunit alpha OS=Gallus gallus GN=ATP5A1W PE=3
FINGA2_CHICK sv=2 209,019 1,02E+05 1,63E+05 7,04E+04 1,28E+05 2,25E+05 4,38E+04 1,02E+05 5,36E+05 6,60E+04 1,05E+06 3,90E+05 5,05E+04

Q5ZLY3_CHICK tr|Q5ZLY3|Q5ZLY3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=TMOD3 PE=2 SV=1 730,669 7,80E+06 4,00E+06 4,76E+05 9,25E+06 1,11E+06 2,25E+06 7,80E+06 1,32E+07 4,46E+05 7,61E+07 1,93E+06 2,60E+06

tr| AOM8UO| AOM8UO_CHICK Capping protein (Actin filament) muscle Z-line, alpha 2 0S=Gallus
AOM8UO_CHICK llus GN=CAPZA2 PE=3 SV=1 346,917 5,68E+06 2,02E+06 7,10E+05 4,99E+06 1,03E+06 1,42E+06 5,68E+06 6,63E+06 6,66E+05 4,11E+07 1,79e+06 1,64E+06
gallus GN=( =35V=

F1P555_CHICK tr|FIP555|F1P555_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SFPQ PE=4 SV=2 547,441 7,88E+05 1,01E+06 1,04E+06 2,25€405 2,99E+05 4516405 7,88E405 3,34E+06 9,78E405 1,856406 5,20E405 520405
Q90740_CHICK tr|Q90740]Q90740_CHICK Alpha-tropomyosin 05=Gallus gallus PE=3 SV=1 1417,214 6,40£+07 3216407 9,00£+06 6,25€+07 1,266+07 2,95€407 6,40£+07 1,066+08 9,326+06 5,14£+08 2,18£+07 3,406+07
CAPZB_CHICK sp|P14315|CAPZB_CHICK F-actin-capping protein subunit beta isoforms 1 and 2 05=Gallus gallus| 5, o 6,32£406 4,20E406 6,90E405 8,60E+06 1,30E+06 2,46E406 6,32E406 1,416407 6,47E405 7,08£407 2,26E406 2,84E406

GN=CAPZB PE=1 SV=3

tr|Q9PSS9|QIPSSI_CHICK Gallus Gallus mRNA encoding a tropomyosin (probably non-muscle),
Q9PSS9_CHICK homologous to a human heat stable cytoskeletal protein having an apparent molecular weight 168,912 4,42E+06 3,81E+05 3,16E+04 2,70E+06 2,88E+05 3,82E+05 4,42E+06 1,25E406 2,96E+04 2,22E+07 5,01E+05 4,40E405
of 36000 Dalton (hscp 36) (Fragment) OS=Gallus gallus PE=2 SV=1

FINEM2_CHICK tr|FINEM2|FINEM2_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LSM14A PE=4 SV=1 135,719 2,29E+05 3,33E+05 2,93E+05 8,12E+04 6,57E+04 2,29E+05 1,10E+06 2,75E+05 6,68E+05 1,14E+05 1,08E+04

tr|FINFCO|F1INFCO_CHICK Nuclease-sensitive element-binding protein 1 0S=Gallus gallus
FINFCO_CHICK GN=YBX1 PE=4 SV=2 727,469 7,37E+06 1,48E+07 2,67E+07 4,90E+06 2,44E+07 2,41E+07 7,37E+06 4,85E+07 2,50E+07 4,03e+07 4,24E+07 2,78€+07

E1C1Q1_CHICK tr|E1C1Q1|E1C1Q1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=NOLC1 PE=4 SV=2 291,734 3,07E405 1,02€405 2,31E404 2,48€405 5,92E404 3,546404 3,07E405 3,35E405 2,16E404 2,04£406 1,03£405 4,086+04
FINCD4_CHICK tr[FINCD4|FINCDA_CHICK Myosin-9 0S=Gallus gallus GN=MYH9 PE=3 SV=2 12342,666 1,65£409 5,17€408 1,00E408 1,28E+09 1,65E408 3,856408 1,65E409 1,70£409 9,38E+07 1,05E+10 2,88E+08 4,44E+08
Q789A6_CHICK ;/lfl;sgAel Q789A6_CHICK Nonmuscle myosin heavy chain 05=Gallus gallus GN=MYH10 PE=2 9805,292 4416408 1,66E+08 2,586+07 3,756408 5,086+07 1,046+08 4416408 5,46E+08 2426407 3,086+09 8,836+07 1,06408
Q789A5_CHICK tr|Q789A5]Q789A5_CHICK Nonmuscle myosin heavy chain OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 9765,271 4,40E408 1656408 2,57E407 3,726408 5,04E407 1,04£408 4,40E408 5436408 2,41E407 3,06£409 8,76E407 1,206408
TPM2_CHICK sp|P19352| TPM2_CHICK Tropomyosin beta chain 0S=Gallus gallus GN=TPM2 PE=1 SV=1 479,655 2,986407 1316407 1,90E406 2516407 4,26E406 1016407 2,98E407 4336407 1,78E406 2,07€408 7,406406 1,16€407
tr|FINW97|FINW97_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LOC100857858 PE=3
FINW97_CHICK w2 511,001 2,036406 1,406406 9,036405 2,136406 1,25E406 8,80E+05 2,93E406 4,626+06 9,31E405 1,76E407 2,17E406 1,01€406
1433Z_CHICK $p|QSZKC9|1433Z_CHICK 14-3-3 protein zeta 0S=Gallus gallus GN=YWHAZ PE=2 SV=1 168,794 5,82E405 1,79E405 1,12€405 3,15€405 1826405 1,44E405 5,82E405 5,90E405 1,05E405 2,59E406 3,16E405 1,66E+05
Q6J4Y8_CHICK tr|Q614Y8]Q6J4Y8_CHICK FUS/TLS OS=Gallus gallus PE=1SV=1 327,315 2,41E406 2,04E405 1,54E405 1406406 1376405 7,856404 2,41E406 6,726405 1,44E405 115407 2,38E405 9,06E+04
D221L9_CHICK tr|D27119|D2Z1L9_CHICK LIM and SH3 protein 1 05=Gallus gallus GN=LASP1 PE=2 SV=1 152,603 1436405 1,26E405 1,48E404 1,706405 4816404 8,79E404 1,43£405 4,166+05 1,39E404 1,40E+06 8,37E404 1,01€405

sp|P02612| MLRM_CHICK Myosin regulatory light chain 2, smooth muscle major isoform
MLRM_CHICK 05=Gall llus PE=1 SV=2 1214,034 9,80E+07 5,20E+07 6,19E+06 7,92e+07 2,17E+07 4,19e+07 9,80E+07 1,71E+08 5,81E+06 6,52E+08 3,78E+07 4,83E+07
=Gallus gallus PE=1 SV=

tr|Q90650|Q90650_CHICK Rous sarcoma virus transcription enhancer factor Il 0S=Gallus gallus

Q90650_CHICK PE=2 SV=1 473,765 1,90E+06 5,41E+06 6,87E+06 2,35E+06 7,65E+06 5,86E+06 1,90E+06 1,78E+07 6,44E+06 1,94E+07 1,33E+07 6,76E+06
Q05705_CHICK tr]Q05705| Q05705 CHICK Beta-tropomyosin OS=Gallus gallus GN=BRT-2 PE=2 SV=1 767,346 3,33E+07 1,82€+07 2,91E+06 3,12€407 5,59E+06 1,206407 3,33E+07 5,98€+07 2,73E+06 2,57€+08 9,72E+06 1,39E+07
SRSF1_CHICK Z?/ESZMLS ISRSFL_CHICK Serine/arginine-rich splicing factor 1 0S=Gallus gallus GN=SRSF1 PE=1 147,503 3,38E+05 8,24E+05 7,05E+05 8,80E+04 4,94E+05 4,00E+05 3,38E+05 2,71E406 6,61E+05 7,24E405 8,58E+05 4,62E+05
AOAOAOMQ64 | AOAOAOMQE4_CHICK Hi H2B 0S=Gall I N=HIST1H2B5L PE=:
AOAOAOMQE4_CHICK ;rvl—10 0ADMQ64|AGADAOMQG4_CHICK Histone H2B OS=Gallus gallus GN=HIST1H2B5L PE=3 237,375 2,108406 3,36E406 1,85E406 1,836406 2376406 5,026406 2106406 1108407 1,74E406 1516407 4,126406 5796406
Q5ZMV5_CHICK trQSZMVS| QSZMVS_CHICK Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 05=Gallus gallus 326,651 6,70E+05 8,72E+05 4,05E+04 1,436+06 1,19E+05 2,28E+05 6,70E+05 2,87€+06 3,80E+04 1,18E+07 2,08E+05 2,63E+05
GN=RCJMB04_1b5 PE=2 SV=1
GELS_CHICK sp|093510|GELS CHICK Gelsolin 0S=Gallus gallus GN=GSN PE=2 SV=1 693,165 2,18E+06 3,66E+05 5,64E+04 1,06E+06 4,47E+05 1,33€+05 2,18E+06 1,20E+06 5,29E+04 8,71E+06 7,76E+05 1,54E+05
F1P2J5_CHICK tr|F1P2J5|F1P2J5_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=GNB1 PE=4 SV=1 509,907 1,92E+06 3,60E+05 2,42E405 1,81E+05 1,28E+05 1,65€+05 1,92E+06 1,19E+06 2,27E+05 1,49E+06 2,23E405 1,91E+05
FINCF1_CHICK tr|FINCF1|FINCF1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=STAU2 PE=4 SV=2 610,704 3,10E+05 2,47E+06 3,28E+06 2,90E+05 1,33E+06 1,56E+06 3,10E+05 8,12E+06 3,08E+06 2,39E+06 2,31E+06 1,80E+06
E1BUU3_CHICK tr|E1BUU3|E1BUU3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=SAMDA4A PE=4 SV=2 430,148 3,03E+05 1,12E+06 8,63E+05 1,236405 5,76E+05 3,94E+05 3,03E+05 3,68E+06 8,09E+05 1,02E+06 1,00E+06 4,55E+05
FINXR6|FINXR6_CHICK h; i i =Gall Il N=LOC1! 7 PE=
FINXR6_CHICK ;/l_z ol 6-CHICK Uncharacterized protein 05=Gallus gallus GN=LOCL00857858 PE=3 661,535 3,22E+06 2,02E+06 1,35E+06 2,59E+06 1,67E+06 1,12E+06 3,22E+06 6,66E+06 1,27E+06 2,13€+07 2,91E+06 1,30E+06
MYH11_CHICK sp|P10587| MYH11_CHICK Myosin-11 OS=Gallus gallus GN=MYH11 PE=1 SV=4 1404,755 2,51E+08 6,84E+07 1,23E+07 1,63E+08 2,15E+07 4,94E+07 2,51E+08 2,25E+08 1,15E+07 1,34E+09 3,73E+07 5,70E+07
1652 - PR —
MARCS CHICK sp|P16527| MARCS_CHICK Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate OS=Gallus gallus 339,046 211405 1076405 211405 4385404 1,08E+04 881405 139404 1,086404
- GN=MARCKS PE=1 SV=2
E1C6R9_CHICK tr|E1C6R9|E1C6RI_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=LOC770011 PE=4 SV=2 1648,181 2,05E+08 1,06E+08 2,47E+07 1,44E+08 4,61E+07 1,03€+08 2,05E+08 3,49E+08 2,326+07 1,19€+09 8,01E+07 1,18€+08
ANXA2_CHICK sp|P17785|ANXA2 CHICK Annexin A2 0S=Gallus gallus GN=ANXA2 PE=1 SV=2 418,793 1,85E+06 5,83E+05 1,17E+05 9,42E+05 5,92E+05 2,29E+05 1,85E+06 1,92E+06 1,09E+05 7,75E+06 1,03E+06 2,64E+05
Q90WF1_CHICK tr| Q9OWF1|Q90WF1_CHICK Filamin OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 439,197 3,15E+05 2,82E+05 6,03E+04 3,65E+05 1,55E+05 4,48E+04 3,15E+05 9,28E+05 5,66E+04 3,01E+06 2,69E+05 5,16E+04
F1P0Z6_CHICK tr|F1P0Z6 | F1P0Z6_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=UNC45A PE=4 SV=2 181,103 1,86E+05 3,83E+04 1,15E+05 9,58E+03 1,86E+05 1,26E+05 1,08E+04 9,42E+05 1,39E+04 1,11E+04
R4GL23_CHICK tr|R4GL23|R4GL23_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=CHTOP PE=4 SV=1 230,641 1,05E+05 7,31E+05 5,19E+05 6,41E+04 3,22E405 4,08E+05 1,05E+05 2,40E+06 4,86E+05 5,28E+05 5,50E+05 4,70E+05
T 7 - P — T alnha2 OS=
GNAI2 CHICK sp|P50147| GNAI2_CHICK Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 0S=Gallus 491,243 2,74€+06 5,66E405 2,84E+04 283405 2248404 6.10E404 2,74+06 1,866406 2,66E+04 2,33+06 3906404 7036404
- gallus GN=GNAI2 PE=2 SV=2
LMNA_CHICK sp|P13648|LMNA_CHICK Lamin-A OS=Gallus gallus GN=LMNA PE=2 SV=1 384,46 3,46E+05 2,22E+05 2,21E+04 2,85E+05 5,57E+04 1,51E+05 3,46E+05 7,29E+05 2,07E+04 2,35E+06 9,68E+04 1,74E+05
FINK75_CHICK tr]FINK75]FINK75 CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus PE=3 SV=2 532,63 2,89E+07 1,68E+07 3,33E+06 2,19E+07 5,14E+06 1,16E+07 2,89E+07 5,536+07 3,12E+06 1,80E+08 8,93E+06 1,34E+07
AARP3_CHICK sp|Q9OWDO|ARP3_CHICK Actin-related protein 3 0S=Gallus gallus GN=ACTR3 PE=2 SV=1 827,245 5,95E+06 5,26E+06 2,56E+05 6,236+06 1,50E+06 1,90E+06 5,95E+06 1,73€407 2,40E+05 5,136407 2,61E+06 2,20E+06
FINXW3_CHICK tr| FINXW3|FINXW3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RPS15A PE=3 SV=2 327,29 2,84E+06 1,12E+07 8,25E+06 2,98E+06 1,43E+07 1,63E+07 2,84E+06 3,69E+07 7,74E406 2,45E+07 2,48E+07 1,88E+07

Q90576_CHICK tr|Q90576|Q90576_CHICK 450 kDa protein (Fragment) OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 226,762 1,41E+05 1,43E+05 2,35E+04 1,58E+05 8,12E+04 8,97E+03 1,41E+05 4,70E+05 2,20E+04 1,30E+06 1,41E+05 1,04E+04




FINBN9_CHICK tr|FINBNS| FINBN9_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=NAASO PE=4 SV=1 150,614 1336405 2316405 1,82€405 9516404 3,05E405 1,206405 1336405 7,61€405 1,70E405 7,836405 6,87E405 1,38E405
TBAL_CHICK 5p| P02552| TBAL_CHICK Tubulin alpha-1 chain (Fragment) 0S=Gallus gallus PE=1 SV=1 716,02 4778406 3,40E406 1,90E406 3476406 2,40E406 1,67€406 4,77E406 1126407 1,78E406 2,85€407 4,17E406 1,93€406
MYL6_CHICK 5p|P02607|MYL6_CHICK Myosin light polypeptide 6 0S=Gallus gallus GN=MYL6 PE=1 SV=3 769,358 1,48£408 9,69E+07 2,64E407 1,06E408 3,336407 7,67€407 1,48£408 3,196408 2,47E407 8706408 5,79E407 8856407
FIN9J7_CHICK tr|FIN9J7| FIN9J7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LOC425049 PE=3 SV=1 653,002 4376406 2,54E406 1,51E406 2,78E406 1,98E406 8,656405 4,37E406 8,37€406 1,42E406 2,20€407 3,44E406 9,97€405
FINHEO_CHICK tr|FINHEO| FINHEO_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=STAU1 PE=4 SV=2 1004,801 1376406 3,45€406 5,70E406 1,45€406 3,91E406 4,886+06 1376406 1,136407 5,35E406 1,19€407 6,80E406 5626406
CYR61_CHICK 5pP19336]CYRG1 CHICK Protein CYR61 OS=Gallus gallus GN=CYR61 PE=2 SV=1 627,106 1576405 1356406 1316406 1,826405 2,06E+06 1,00E406 1576405 4,44E+06 1,236406 1506406 5,14E+06 2,006406
F6SU35_CHICK tr|F6SU35|F6SU35_CHICK Ribosomal protein OS=Gallus gallus GN=RPL10A PE=3 SV=1 505,767 1,736406 3,68E406 4,37E406 1716406 3,086406 3,026406 1,736406 1216407 4,00E406 1416407 6,93E406 4,536406
ACT5_CHICK sp|P53478|ACT5 CHICK Actin, cytoplasmic type 5 0S=Gallus gallus PE=3 SV=1 2633,964 3,66E408 2,70€408 8,336407 2,56£408 9,79E+07 2,146408 3,66E408 8,886408 7,81E+07 2,116+09 1,70£408 2,476408
ACTB_CHICK 5p|P60706|ACTB_CHICK Actin, cytoplasmic 1 05=Gallus gallus GN=ACTB PE=1 SV=1 2633,964 3,656408 2,72€408 8,35E407 2,57€408 9,76E+07 2,15€408 3,65E408 8,04E408 7,84E407 2,11€409 1,70E408 2,47€408
FINS33_CHICK trFINS33|FINS33 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 809,966 5,67E406 2,18£406 3,01E405 3,476406 2,07E405 6816405 5,67E406 7,19€406 3,01E+05 2,86E407 5,176+05 7,86E405
Q521Z5_CHICK tr|Q52125|Q521Z5_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=NONO PE=2 SV=1 120,012 1,716405 2,286405 2,14E405 6,58E404 6,88E404 3,136404 1,716405 7,496405 2,01E405 5416405 1,206405 3616404
FINEF2_CHICK ;/lf;NEFZ IFINEF2_CHICK T-complex protein 1 subunit theta 05=Gallus gallus GN=CCT8 PE=3 156,778 9,786+04 1,02E405 1,44E405 1,15E405 5,056+04 4,80E+04 9,786+04 3,36E405 1,35E405 9,46E+05 8,78E+04 5,54E+04
FINWA48_CHICK tr|FINWA48| FINW48_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=ACTR38 PE=3 SV=1 313,013 1526406 1,79€406 3,37E404 1,75E406 3,91E405 3,79E405 1,52E406 5,90E406 3,16E404 1,44E407 6,80E405 4,376405
FINHD1_CHICK tr|FINHD1|FINHD1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=STAU1 PE=4 SV=2 1019,434 1336406 3,56E406 5,77E406 1436406 3,91E406 4,936406 1336406 1176407 5,41E406 1,18€407 6,80E406 5,69E406
F1P476_CHICK tr|F1P476|F1P476_CHICK Actin, aortic smooth muscle OS=Gallus gallus GN=ACTA2 PE=3 SV=2 1870695 2,07E408 1,90€408 5,536407 1,50€408 6,14E407 1,416408 2,07E408 6,24£408 5,19E407 1316409 1,07€408 1,636408
E1COK5_CHICK tr|E1COKS | E1COKS_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=MFGES PE=4 SV=2 656,343 9,50E406 7,21E406 3,93E405 2,09E406 8,34E405 7,75E405 9,50E406 2376407 3,69E405 1,726407 1,45E406 8,94E405
E1C7K1_CHICK tr|EIC7K1[E1C7K1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=FAMO8B PE=4 SV=2 147,195 9,89E404 4,426405 6,79E405 1,206405 6,97E405 5816405 9,89E404 1456406 6,37E405 9,91€405 1,21E406 6,70E405
FINMP3_CHICK tr|FINMP3|FINMP3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TUBAS PE=3 SV=1 331,165 9,04E405 1,27€406 6,82E405 8,60E405 1,02E406 5316405 9,04E405 4,196406 6,40E405 7,086406 1,77€406 6,12E405
sp|P11501|HS90A_CHICK Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Gallus gallus GN=HSP90AA1 PE=3
HS90A_CHICK s 147,456 3,12€405 1216405 7,876403 1,57€405 4,936404 1,736404 3,126405 3,086405 7,386403 1,206406 8,58E404 1,99€404
1433T_CHICK $p|Q5ZMD1|1433T_CHICK 14-3-3 protein theta 0S=Gallus gallus GN=YWHAQ PE=1 SV=1 401,254 1116406 1,04£406 4,57E405 6,48E405 8,21E405 7,34E405 1,11E406 3,436406 4,29E405 5336406 1,43E406 8,47E405
FINW64_CHICK tr|FINWG64|FINW64_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TPX2 PE=4 SV=2 126,446 1,76E405 4,206404 2,86E405 7,25E404 2,07E404 1,786405 1,76E405 1,39E405 2,68E405 5976405 3,60E404 2,06£405
tr[E1BXS2 i in Gli i 105
E1BXS2_CHICK 1 IE1BXS2_CHICK Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 05=Gallus 238,131 9,36E+405 3176405 1,41E405 2,24E+04 4,04E+04 9,36E+05 1,04E406 1,08E+04 1,16E406 3,90E+04 4,66E+04
gallus GN=GNAI1 PE=4 SV=2
E1C453|E1C453_CHICK H Jear ribonucl in K 05=Gallus gall
E1C453_CHICK tr|E1C453|E1CA53_CHICK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 05=Gallus gallus 777,416 1,37E+06 2,46E+06 2,75E406 5,98E405 1,38E406 1,106+06 1376406 8,10E+06 2,58E+06 4,926+06 2,40E+06 1,27€406
- GN=HNRNPK PE=4 SV=1
E1C892_CHICK tr|E1C892|E1C892_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=MRPL46 PE=4 SV=2 209,251 1,43£404 1,79E405 8,23E404 3,326404 3,80E405 9,256404 1436404 5,90E405 7,71E404 2736405 6,60E405 1,07€405
ACTC_CHICK sp|P68034| ACTC_CHICK Actin, alpha cardiac muscle 1 0S=Gallus gallus GN=ACTC1 PE=3 SV=1 1132,657 2,09E+08 1,99E+08 5,45E+07 1,50E+08 6,29E+07 1,42E408 2,09E+08 6,56E+08 5,11E+07 1,23E+09 1,09E+08 1,64E+08
FINWZ3_CHICK tr|FINWZ3 | FINWZ3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=NUFIP2 PE=4 SV=2 356,57 5,15E404 6,39E405 4,70E405 3,19E404 4836405 4,986405 5,15E404 2,106406 4,41E405 2636405 8,39E405 5748405
FINDA3_CHICK tr[FINDA3|FINDA3 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=2 142,20 1,08£404 2,63E405 2,63E405 1,436404 2,00E405 2,146405 1,08E404 8,66E405 2,46E405 1176405 3,86E405 2,47€405
E1C8W6_CHICK tr|E1C8W6|E1C8W6_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TCOF1 PE=4 SV=2 450,06 142406 1316406 7,82E404 1,02E406 5,81E405 3476405 1,42E406 4,306+06 7,33E404 8376406 1,01E406 4,006+05
FINMQ4_CHICK tr|FINMQ4|FINMQ4_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=TRMT10C PE=4 SV=2 | 161,321 1616404 3556405 4,55E404 6,49E404 5,67E405 2,64E405 1616404 1176406 4276404 5,34E405 9,86E405 3,04£405
E1BTEO_CHICK tr|E1BTEO|E1BTEO_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=SSBP1 PE=3 SV=2 404,649 7,48E405 4,106406 1,12€405 2,74E406 1,54E406 4,21E405 7,48E405 1,35€407 1,05E405 2,26E407 2,68E406 4,866+05
FINYI3|FINYI3_CHICK tRNA-splicing ligase RtcB homolog OS=Gallus gallus GN=C220RF2:
FINYI3_CHICK ;rEI_ s sv—32| 3_CHICK tRNA-splicing ligase RtcB homolog 0S=Gallus gallus GN=C220RF28 1218,858 2,34E406 6,126406 4,75E406 2456406 6,47E406 4,256406 2,34E406 2,01E407 4,45E406 2,02E407 1,136407 4,906+06
GSTM2_CHICK 5p|P20136|GSTM2_CHICK Glutathione S-transferase 2 0S=Gallus gallus GN=GSTM2 PE=1 SV=4 10635 8,00E404 1,21E405 2,82E404 3,26E404 2,04E404 1,46E404 8,09E404 3,986405 2,65E404 2,69E405 3,55E404 1686404
Q90846_CHICK tr[Q90846]Q90846_CHICK G protein OS=Gallus gallus GN=Galpa i3-0 PE=2 SV=1 290,224 1,06E406 3,17€405 1616405 2,04E404 4,04E+04 1,06E406 1,04E406 1,08£404 1,336406 3,006404 4,666+04
tr|Q5F3A3| Q5F3A3_CHICK Putative uncharacterized protein 0S=Gallus gallus
5F3A3_CHICK ~ 389,304 1,48£406 1,36E406 7,82E404 9,886+05 5,81E405 3476405 1,48E406 4,476+06 7,336404 8,136406 1,01E406 4,006+05
Q5FaA3 GN=RCIMBO4 25f13 PE=2 SV=1
E1C8Y3_CHICK tr|E1C8Y3|E1C8Y3_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=ARPC3 PE=4 SV=2 216,855 1,68E+06 1,34E406 4,99E404 1,036406 2,98E405 6,78E405 1,68E406 4,426+06 4,68E404 8,48E406 5,18E405 7,82E405
FINZD3_CHICK tr|FINZD3|FINZD3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=RBMX PE=4 SV=1 320,793 7,59E404 8,036+05 1,04E406 1,106405 6,55E405 6,53E405 7,59E404 2,64E406 9,76E405 9,01€405 1,14E406 7,536405
F1P360_CHICK tr|F1P360| F1P360_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=CKAP4 PE=4 SV=2 822,085 8,98E405 2,30E406 1016406 9,716405 1,79E406 1,62E406 8,98E405 7,70E406 9,526405 7,09E406 3,11E406 1,86E+06
TBB5_CHICK 5p|P09653 | TBBS_CHICK Tubulin beta-5 chain 0S=Gallus gallus PE=3 SV=1 656,093 2,35E406 3,746406 2,036406 2,196406 2,07E406 2,076406 2,356406 1236407 2,74E+06 1,80£+07 3,60E406 2626406
FINNS1_CHICK tr|FINNS1|FINNS1_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=FXR1 PE=4 SV=1 503,124 1,706406 1,486406 1,78E406 4,716405 1116406 7,66E405 1,70E406 4,876406 1,66E406 3,88E406 1,92E406 8,84E405
Q52L80_CHICK tr|Q52L80|Q5ZL80_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=HNRNPM PE=2 SV=1 703,559 6,46E405 2,00E406 1,41E406 6736405 2,06E406 1,59E406 6,46E405 6,57E406 1336406 5,50E406 3,586406 1,836406
E1C270_CHICK tr[EC270]ELC270 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=1 225,895 2,16E405 2,376406 1,46E406 6,78E405 2,51E406 2,006406 2,16E405 7,816406 1376406 5586406 4,36E+06 2,306406
E1C2C3_CHICK tr|EIC2C3|E1C2C3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SF3B1 PE=4 SV=1 110,506 8,20E404 4,376404 1516404 4,266+04 6,00E403 7,56E403 8,20E404 1,44E405 1416408 3516405 1,04E404 8726403




Accession

Description

bundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance raw_abundance

_NF1 _NF2 _NF3 _INF1 _INF2 INF3
R4GFT6_CHICK tr|R4GFT6|R4GFT6 CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=1 350,017 6,64E+04 9,19E+05 3,68E+05 1,82E+05 4,56E+05 4,54E+04 6,64E+04 3,02E+06 3,45E+05 1,50E+06 7,93E+05 5,24E+04
R4GJZ4_CHICK tr|R4GJZ4|R4GJZ4_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=PURA PE=4 SV=1 305,072 4,20E+05 4,29€+06 1,64E+06 1,02E+06 6,66E+06 1,45E+06 4,20E+05 1,41E+07 1,54E+06 8,39E+06 1,16E+07 1,67E+06
FINLD3_CHICK tr| FINLD3|FINLD3_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=Gga.53205 PE=4 SV=2 208,533 5,51E+04 3,40E+05 2,32E+05 3,89E+04 2,34E+05 2,76E+05 5,51E+04 1,12E+06 2,17E+05 3,20€+05 4,06E+05 3,18€+05
sp|Q5ZKB9| DDX6_CHICK Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 OS=Gallus gallus
DDX6_CHICK GN=DDX6 PE=2 SVo1 159,118 4,94E+05 3,86E+05 5,61E+05 2,03E+05 4,64E+05 2,65E+05 4,94E+05 1,27E+06 5,26E+05 1,67E+06 8,07E+05 3,05E+05
TBB7_CHICK sp|P09244|TBB7 CHICK Tubulin beta-7 chain OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 1317,699 7,88E+06 9,77€+06 7,79E+06 5,85E+06 5,05E+06 5,64E+06 7,88E+06 3,22E+07 7,31E+06 4,81E+07 8,79E+06 6,51E+06
RAGFT7_CHICK tr|[R4GFT7|R4GFT7_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=SPATS2 PE=4 SV=1 509,947 1,38E+05 9,54E+05 1,02E+06 2,42E+05 1,25E+06 9,12E+05 1,38E+05 3,14E+06 9,59E+05 1,99E+06 2,17E+06 1,05E+06
1433G_CHICK sp|Q5F3W6 | 1433G_CHICK 14-3-3 protein gamma OS=Gallus gallus GN=YWHAG PE=1 SV=1 103,747 2,85E+05 4,14E+05 1,88E+05 1,74E+05 3,05E+05 2,90E+05 2,85E+05 1,36E+06 1,77E+05 1,43E+06 5,30E+05 3,34E+05
TBB2_CHICK sp|P32882|TBB2_CHICK Tubulin beta-2 chain 0S=Gallus gallus PE=1 SV=1 1254,63 6,28E+06 8,63E+06 6,91E+06 4,81E+06 4,54E+06 4,99E+06 6,28E+06 2,84€+07 6,48E+06 3,96E+07 7,90E+06 S5,75E+06
FINYB1_CHICK tr|FINYB1|FINYB1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=TUBB4B PE=3 SV=2 1248,964 6,24E+06 8,71E+06 6,93E+06 4,83E+06 4,53E+06 5,12E+06 6,24E+06 2,87€+07 6,50E+06 3,98€+07 7,88E+06 5,91E+06
G1K338_CHICK tr|G1K338|G1K338_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=LOC768337 PE=3 SV=1 1257,785 6,34E+06 8,80E+06 7,00E+06 4,89E+06 4,64E+06 5,08E+06 6,34E+06 2,89E+07 6,56E+06 4,026+07 8,07E+06 5,85E+06
E1BZE6_CHICK ;UEZIBZEGIEIBZEG-CHMK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=LOC100859627 PE=4 604,896 7,94+05 2,46E+06 2,76E+06 5626405 1,54E+06 1,78E+06 7,94+05 8,09E+06 2,59E+06 4,62E406 2,67+06 2,06E+06
tr|FINZ86|F1NZ86_CHICK Stress-70 protein, mitochondrial OS=Gallus gallus GN=HSPA9 PE=3
F1NZ86_CHICK Sv-1 473,747 4,36E+05 1,51E+06 1,36E+06 4,30E+05 1,40E+06 1,74E+06 4,36E+05 4,96E+06 1,27E+06 3,53E+06 2,43E+06 2,01E+06
Q90706 _CHICK tr|Q90706/Q90706 CHICK CLE7 OS=Gallus gallus GN=CLE7 PE=2 SV=1 703,774 9,56E+05 6,28E+06 4,53E+06 7,63E+05 4,76E+06 5,17E+06 9,56E+05 2,07E+07 4,25E+06 6,28E+06 8,28E+06 5,96E+06
FINJO8_CHICK tr|FINJO8|FINJO8 CHICK Vimentin OS=Gallus gallus GN=VIM PE=3 SV=1 2825,639 1,87E+08 2,98E+08 1,80E+07 1,97€+08 2,87E+07 1,51E+07 1,87E+08 9,80E+08 1,69E+07 1,62E+09 5,00E+07 1,74E+07
H32_CHICK sp|P84229|H32 CHICK Histone H3.2 OS=Gallus gallus GN=H3-I PE=1 SV=2 193,762 4,70E+05 7,11E+05 8,92E+04 3,41E+05 2,03E+04 7,53E+05 4,70E+05 2,34E+06 8,36E+04 2,80E+06 3,53E+04 8,69E+05
E1BW98_CHICK tr|E1IBW98|E1BW98_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=GNB4 PE=4 SV=2 189,849 1,14E+06 6,44E+04 1,19E+05 1,14E+06 2,12E+05 1,08E+04 9,80E+05 1,39E+04 1,08E+04
F1P179_CHICK tr|F1P179|F1P179_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=EPRS PE=3 SV=1 98,602 2,42E+07 5,37E+06 1,07E+06 7,02E+06 1,18E+04 3,53E+04 2,42E407 1,77e+07 9,99E+05 5,78E+07 2,05E+04 4,07e+04
FINJLO_CHICK tr|FINJLO|FINJLO_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=ATXN2 PE=4 SV=2 546,838 4,37E+05 1,32E+06 1,69E+06 2,73E+05 1,15E+06 1,11E+06 4,37E+05 4,34E+06 1,58E+06 2,25E+06 2,00E+06 1,28E+06
Q5F4B6_CHICK tr|Q5F4B6 | Q5F4B6_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=POLDIP3 PE=2 SV=1 143,465 2,22E+04 1,20€+05 2,45E+05 6,77€+04 5,25E+04 1,10€+05 2,22E+04 3,95E+05 2,30E+05 5,57E+05 9,12E+04 1,27E+05
FINLO5_CHICK tr|FINLO5 | FINLO5_CHICK Poly [ADP-ribose] polymerase OS=Gallus gallus GN=PARP1 PE=4 SV=2 697,899 2,44E405 1,81E+06 1,15E+05 9,58E+05 1,41E+05 2,92E+05 2,44E+405 5,96E+06 1,07E+05 7,89E+06 2,45E+05 3,36E+05
FINZGO_CHICK tr|FINZGO|FINZGO_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=MYL1 PE=4 SV=2 248,237 7,78E+06 1,26E+07 3,43E+06 5,87E+06 3,29E+06 9,14E+06 7,78E+06 4,15407 3,22E406 4,836+07 5,72E+06 1,056+07
ZL72|CH HICK 60 kDa h hock i itoch ial 0S=Gall Il N=HSPD1
CH60_CHICK IS?Z‘-TSSV-I ICHGO_CHICK 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 0S=Gallus gallus GN=H| 273,929 2,73E+05 3,98E+05 3,54E+04 9,08E+04 2,52E+05 1,38E+05 2,73E405 1,31E+06 3,326404 7,47E+05 4,37E+05 1,60E+05
Q2MCJ7_CHICK tr|Q2MCJ7|Q2MCJ7_CHICK Aquaporin-1 0S=Gallus gallus GN=AQP1 PE=2 SV=1 217,343 9,89E+05 6,86E+04 4,41E+04 1,88E+05 8,62E+03 4,23E+04 9,89E+05 2,26E+05 4,14E+04 1,55E+06 1,50E+04 4,88E+04
F1NZ78 CHICK tr]FINZ78|FINZ78 CHICK Alpha-enolase OS=Gallus gallus GN=ENO1 PE=3 SV=2 163,215 2,39E+05 6,99E+04 5,94E+04 7,09E+04 7,71E+04 1,44E+04 7,85E+05 6,56E+04 4,89E+05 1,23E+05 8,89E+04
E1C2H4_CHICK tr| E1C2H4 | E1C2H4_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus PE=4 SV=1 193,206 1,27E+05 5,72E+05 1,57E+05 1,12E+05 1,25E+05 1,27E+05 1,88E+06 1,08E+04 1,30E+06 1,94E+05 1,44E+05
Q6WS8X3_CHICK tr|Q6W8X3|Q6W8X3_CHICK High mobility group Alb 0S=Gallus gallus GN=HMGA1 PE=2 SV=1 123,52 4,87E+04 3,85E+05 1,03E+05 7,99€+04 4,71E+05 1,47E+05 4,87E+04 1,27€+06 9,66E+04 6,58E+05 8,20E+05 1,69E+05
057613 _CHICK tr|057613|057613 CHICK Paranemin OS=Gallus gallus PE=2 SV=2 788 4,29E+04 1,71E+05 9,05E+04 6,85E+03 4,29E+04 5,61E+05 1,08E+04 7,45E+05 1,19E+04 1,08E+04
F491 F491_CHICK h; i i =Gall Il N=RCIMB04_2a4 PE=2
Q5F491_CHICK ;/lflls 911Q5F491_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=RCIMB04_2a 1482,851 7,31E+06 1,21E407 1,31E+07 3,58E+06 8,50E+06 8,33E+06 7,31E+06 3,97E+07 1,23E407 2,95E+07 1,48E407 9,61E+06
tr|Q5ZLB3|Q5ZLB3_CHICK Unch: terized protein 0S=Gall llus GN=RCJMBO04_601 PE=2
Q5ZLB3_CHICK S:/I?l 1o - neharacterized protein alus gallus 00 693,418 1,00E+06 3,24E+06 2,82E+06 5,57E+05 3,32E+06 2,26E+06 1,00E+06 1,06E+07 2,65E+06 4,59E+06 5,76E+06 2,60E+06
E1C1S1_CHICK tr|E1C1S1|E1C1S1_CHICK Uncharacterized protein OS=Gallus gallus GN=ENPP3 PE=4 SV=2 487,898 1,45E+06 9,56E+04 1,87E+05 1,45E+06 3,15E+05 1,08E+04 1,54E+06 1,39E+04 1,08E+04
tr| AOAOAOMQ61 | AOAOAOMQ61_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus
AOAOAOMQ61_CHICK - 167,944 3,24E+405 5,96E+05 2,27E+05 3,81E+05 3,24E+05 1,96E+06 1,08E+04 1,86E+06 6,62E+05 1,086+04
Q51 GN=LOC100859645 PE=3 SV=1
i id bindil i =Gall =CNBP PE=2
057348_CHICK tsn;lli)157348 |057348_CHICK Cellular nucleic acid binding protein 0S=Gallus gallus GN=CNBP P! 207,95 2186404 2,00E405 1136405 2,76E+04 2026405 1726405 2186404 680405 1,06E+05 2276405 3516405 1,986405
E1C2R8_CHICK tr|E1C2R8|E1C2R8_CHICK Uncharacterized protein 0S=Gallus gallus GN=DDX17 PE=3 SV=2 876,006 2,60E+06 7,19E+06 4,56E+06 2,11E+06 6,14E+06 3,06E+06 2,60E+06 2,36E+07 4,27€+06 1,73E+07 1,07E+07 3,53E+06
HIKZF8_CHICK tr|H9KZF8| HOKZF8_CHICK ATP synthase subunit gamma OS=Gallus gallus GN=ATP5C1 PE=3 SV=2 198,835 1,79E+05 3,55E+05 2,69E+04 1,13E+05 1,72E+05 1,02E+05 1,79E+05 1,17€+06 2,52E+04 9,28E+05 2,98E+05 1,17€+05
1433B_CHICK sp|Q5ZLQ6|1433B_CHICK 14-3-3 protein beta/alpha 0S=Gallus gallus GN=YWHAB PE=2 SV=1 123,172 4,49E+05 5,10E+05 2,37E+05 1,53E+05 3,97E+05 3,67E+05 4,49E+05 1,68E+06 2,22E405 1,26E+06 6,91E+05 4,23€405
23614 B, 1 Brail i in1 =Gall | =B, 1
BASP1_CHICK ;Z‘-PZ :\?_:‘ ASPL_CHICK Brain acid soluble protein 1 homolog 05=Gallus gallus GN=BASP 305,66 1,08E+06 8,88E+04 1,62E+05 1,31E+04 1,08E+06 2,92E+05 1,08E+04 1,33E+06 2,28E+04 1,08E+04
Q9W744_CHICK tr|Q9W744|Q9W744_CHICK DEAD-box RNA helicase OS=Gallus gallus PE=2 SV=1 1102,116 4,24E+06 1,10E+07 7,62E+06 3,12E+06 9,40E+06 4,98E+06 4,24E+06 3,60E+07 7,14E+06 2,57E+07 1,63E+07 5,75E+06
H48_CHICK sp|P70081|H48 CHICK Histone H4 type VIIl 0S=Gallus gallus GN=H4-VIIl PE=3 SV=3 172,555 1,77E+06 1,97E+06 1,57E+06 5,58E+05 5,43E+05 3,66E+06 1,77E+06 6,49E+06 1,48E+06 4,59E+06 9,45E+05 4,23E+06
172|El El i T i i =
EFTU_CHICK sP|P84172] EFTU_CHICK Elongation factor Tu, mitochondrial (Fragment) 05=Gallus gallus 207,645 9,91E+04 2,61E+05 8,02E+04 9,43E+04 1,09E+05 5,82E+04 9,91E+04 8,60E+05 7,52E404 7,76E+05 1,89E+05 6,72E+04

GN=TUFM PE=1SV=1




Annexe 2 : Rapport de la plateforme de spectrométrie de masse de I'IPBS
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SERIE 2 : Recherche de partenaires de la protéine NS1 dans les cellules de poulet infectées ou
non par le virus Influenza A.
ANALYSE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE (ORBITRAP)

Date de réception des échantillons : 04/08/2016
Date envoi des résultats : 06/09/2016

Contexte biologique et Objectifs de I’analyse protéomique :
Projet : "Mécanismes cellulaires d’adaptation des virus influenza : interactions entre protéines virales et
aviaires ».

Historigue du projet :

2012 : Une premiére réunion avait eu lieu le 22/05/2012 et les objectifs suivants avaient été définis :

- Obijectif 1: identifier les protéines cellulaires aviaires qui interagissent avec les protéines du virus
influenza, 'appat d’interaction est la protéine NS1 (Non Structurale 1, Grippe aviaire)

- Objectif 2: préciser les interactions identifiées a I'échelle du domaine protéique et identifier les
déterminants moléculaires de la spécificité de I’hote

- Objectif 3 (a plus long terme): étudier le mécanisme d’interaction

Un résumé du projet (Appel a projet avec INRA DSA-Janvier 2012) avait été fourni pour préciser le contexte
et de la démarche scientifique envisagée a cette époque.

A l'issue de cette réunion, les points suivants avaient été évoqués pour le démarrage du projet:

1. Utilisation de cellules de poulet plutét que de cellules de caille pour la transfection avec des génes du
virus influenza afin de réduire les problémes d'identification des protéines aviaires (le génome de la caille
n'est pas ou peu connu)

2. Expériences préliminaires a réaliser:

- vérifier que les anticorps anti NS1 disponibles immunoprécipitent

- reproduire les résultats publiés sur cellules humaines pour s'approprier la technique et vérifier les
interactions protéiques hdte/virus avec notre souche de virus influenza (Les études d'interactions
protéiques sur le modele mammifere ont plus généralement été menées a bien soit avec des co-IP +
Western blot (lorsque les interactions étaient connues), soit avec des tests double hybride, soit avec des
'kinase assays' apres pull-down).

3. Test sur cellules aviaires (lignée de fibroblastes de poulet : DF1) : transfection avec un géne influenza,
pull-down avec un anticorps spécifique de la protéine grippale d’intérét, co-IP, gel 1D pour avoir une idée de
la complexité de la mixture protéique obtenue. Un contréle négatif avec anticorps irrelevant sera effectué
en parallele pour que I'on puisse soustraire les protéines non spécifiques. Nous enverrons une photo du gel
a I'IPBS pour que I'on puisse décider de la suite: stacking si possible (2 points d'analyse pour cette
expérience pilote) ou shotgun si la complexité protéique est trop importante (plus de points d'analyse dans
ce cas)

Juillet 2015 : Mariette Ducatez a repris contact avec la PF en juillet 2015 pour nous informer des avancées
du projet :

- un anticorps anti-NS1 existe (ce n’était pas le cas en 2012) et permet d'immunoprécipiter la protéine
influenza NS1 avec ses interacteurs cellulaires.

- des cellules MDCK (cellules canines, les plus permissibles au virus influenza, comme contréle "mammifére")
ont été infectées avec un virus influenza, NS1 a été immunoprécipité , puis chargé un gel SDS page avec le
lysat immunoprécipité de cellules infectées et de cellules non infectées.




Apres coloration au coomassie, il n’y a presque pas de différence entre les 2 conditions (infecté/non infecté
(NI)) a I'exception de la bande NS1 (cf photo de gel en piece jointe, les différents puits correspondent a
différents lavages).

Réunion du 09/12/2015 :

Les tests préliminaires ont été effectués sur des cellules canines mais les manips réalisées pour les analyses
protéomiques seront réalisées sur deux lots de cellules de volaille (poulet) : non infectées et infectées par le
virus influenza. Les virus complets sont injectés et des IP anti NS1 sont réalisées sur les 2 lignées.

La bande correspondant a NS1 est visible sur le gel.

Il existe des interactants connus chez I’lhomme, qui peuvent servir a valider les premiers candidats.

Le numéro d'accession du NS1 recherché est le suivant : Q1PSTO (Q1PSTO_SINFA) GU053003.

Le nom du virus: A/turkey/Italy/977/1999(H7N1).

Résultats de la série 1 (01/06/2016) :
Analyse de 2 échantillons de cellules de volaille (poulet) non infectées et infectées par le virus influenza.
(gel non migré ci-dessus)

Les résultats ont montré 39 protéines présentant a priori un fort intérét, et 55 protéines un intérét moindre.
Cette série 2 constitue les 2 réplicats biologiques nécessaire aux analyses statistiques pour réaliser de la
quantification entre les 2 échantillons de cellules de volaille (poulet) non infectées et infectées par le virus
influenza.

Descriptif de I"échantillon : manip du 22/07/2016 et 29/07/2016 réplicats de la série 1

e Organisme : Poulet et Influenza A virus

e Type d’échantillon : Gel stacking

e Electrophorése :

Xl 1D 02D

Nombre d’échantillons a analyser : 4

Nom Echantillon Descriptif échantillon
MDO1 Ni Eandelgel stacbng cellules non
- infectées par virus
MDO2 Ni Eandelgel stac|.<|ng cellules non
- infectées par virus
5 ,
MDO3_Inf : ande/gel staclsmg cellules
infectées par virus
MDO4. Inf .Bandelgel stac|.<|ng cellules
- infectées par virus




Analyse protéomique

A. Traitement de I'échantillon :

La bande de gel découpée est traitée selon le protocole utilisé a I'IPBS, pour le lavage, la digestion trypsique
et I'extraction des peptides.
Les peptides générés sont ensuite analysés par spectrométrie de masse.

A. Analyse par Spectrométrie de masse : NanoLC/ESI LTQ-Orbitrap Velos ETD MS/MS

Descriptif des analyses :

L'extrait peptidique sec est repris dans 14ulL d’une solution 2% acétonitrile / 0,05% acide trifluoroacétique.
Pour I'analyse en MS, 5ul d’extrait peptidique sont injectés et le reste est conservé a -20°C.

Méthode d’acquisition :

OT60000_T1e6_20ITMSMS_160min_LMO_T40_NCS-CHRO09

B. Analyse Bioinformatique : validation et quantification des données

Les données brutes ont été obtenues aprés recherche avec le moteur de recherche MS-Angel dans la
banque Gallus-Gallus et Influenza A virus

Les listes de protéines ainsi crées sont ensuite validées par le logiciel Proline.

Brievement, la trypsine/P est utilisée comme enzyme et un clivage manqué est autorisé. L’oxydation des
méthionines est définie comme modifications variables et la carbamidométhylation des cystéines est définie
comme modification fixe.

La validation des données est effectuée grace au logiciel Proline. Les peptides et protéines sont validés en
générant une banque peptidique aléatoire « decoy », ou le seuil de faux positifs (FDR) est fixé a 1%, pour les
peptides et les protéines.

Les protéines identifiées avec exactement le méme jeu de peptides (samesets) ou avec une partie du méme
jeu de peptides (subsets) sont regroupées sous formes de listes dans des tableaux Excel.

Les protéines d’'un méme groupe sont classées selon leur score protéique, leur nombre de séquence
peptidiques (spécifiques ou non de la protéine), leur nombre de spectres MSMS qui sont les spectres de
fragmentation. Seul un membre du groupe est reporté dans la liste des protéines identifiées, c’est la
protéine de ler rang.

La quantification « Label-free » a été réalisée sur Proline. L'approche « Label-free » se base sur la
comparaison des intensités des signaux MS afin d’obtenir I'abondance relative des protéines issues de
chaque échantillon. En effet, dans une expérience LC-MS, I'intensité du signal lorsque le peptide est élué de
la colonne chromatographique peut étre suivi au cours du temps. L'aire sous la courbe du pic
chromatographique d’un peptide est linéairement dépendante de sa quantité. L'intégration de cette aire sur
I’ensemble de I'analyse chromatographique est la base de I'approche « Label Free ».

Le logiciel Proline réalise une normalisation des données entre tous les échantillons analysés. Cependant,
certaines protéines n‘ont pas été identifiées et/ou détectées dans certaines conditions. Afin de pouvoir
calculer les ratios, les valeurs manquantes ont été remplacées par une valeur de bruit de fond qui est
calculée par le centile 1% des intensités brutes de chague condition.



Nom échantillon

Nom acquisition :

Banque :

MS data File GallusGallus
InfluenzaAvirus
Job 1028/1030

Search log :
MDO1_Nil OECPI160816_01 79890/79892
MDO02_Ni2 OECPI160816_03 79887/79891
MDO3_Infl OECPI160816_06 79883/79889
MDO3_Infl OECPI160816_08 79879/79884




Résultats

A. Résultats de I'identification

Les interrogations ont été effectuées sur la banque Gallus-Gallus et Influenza A virus

Les protéines identifiées ont été validées automatiquement dans Proline avec les parametres décrits ci-
dessus et des listes de protéines ont été générées.

Afin d’augmenter la robustesse des résultats, les listes obtenues sont ensuite filtrées afin de ne valider que
les protéines identifiées avec au moins 2 peptides et 4 MS/MS (les protéines non validées par les filtres sont
grisées dans les tableaux résultats).

Les listes completes des protéines identifiées pour ces 2 échantillons dans la banque Gallus-Gallus sont
exportées sous forme de fichiers Excel :
160824 S2_Recherche en banque Gallus Gallus

Le nombre de protéines identifiées dans la banque Gallus-Gallus:
MDO1_Ni: 214 protéines
MDO2_Ni: 186 protéines
MDO3_Inf: 218 protéines
MDO04 _Inf: 177 protéines

Les listes compléetes des protéines identifiées pour ces 2 échantillons dans la banque Influenza Avirus sont
exportées sous forme de fichiers Excel :
160907_S2_Recherche en banque InfluenzaAVirus

Le nombre de protéines identifiées dans la banque Influenza:
MDO1_Ni : O protéines

MDO2_Ni: O protéines

MDO3_Inf: 402 protéines

MDO04_Inf: 256 protéines

NB : dans les échantillons MD0O1 et MDO02, NS1 est identifiée mais ne passe pas les filtres de validation.
La liste des protéines identifiées se trouve dans I'onglet proteins sets.

Concernant le nom des colonnes :

1 - accession = numéro d'accession de la protéine de téte

2 - description = description de la protéine dans la base de données ciblée

3 - protein_set_score = score de la protéine identifiée

4 - #sameset_protein_matches = les protéines qui ont strictement les mémes peptides
5 - #subset_protein_matches = les protéines qui ont des peptides en communs
6 - #sequences= nombre de sequences correspondant a la sequence protéique
7 - #specific_sequences = séquence peptidique spécifique d'une protéine

8 - ##peptides= nombre de peptides correspondant a la protéine

9 - ##specific_peptides = peptide spécifique d'une protéine

10 - #peptide_matches = spectre relatif au peptide

11 - #specific_peptide_matches = spectre relatif au peptide spécifique



B. Résultat de la quantification

Pour la quantification, les résultats de la série 1 ont été integrés afin de réaliser une quantification robuste
permettant de réaliser des tests statistiques fiables.

Suite a I'obtention des résultats d’identification, des filtres sont appliqués pour mettre en évidence les
protéines variantes en fonction des différentes comparaisons réalisées. Une protéine est donc considérée

variante :

- Filtrel : Si elle est détectée dans 3 sur 3 de ses réplicats biologiques, dans une des deux conditions

- Filtre 2 : lorsque le seuil de significativité du test de Student (p-value) est inférieur a 0.05

- Filtre 3 : Lorsque son ratio d’expression (moyenne des intensités « condition 1 » / moyenne des
intensités « condition 2 ») est supérieur a 2 (rouge) ou inférieur a 0,5 (vert)

Les résultats de

I'analyse

quantitative  sont  détaillés dans le  fichier Excel :

210916_S2_Quantification_Gallus.xlsx.

Accession

Numeéro d’accession de la protéine

Description

Nom de la protéine

Protein set score

Score de la protéine

Samset protein matches

protéines qui ont strictement les mémes peptides

Subset protein matches

protéines qui ont des peptides en communs

Sequences

Nombre de séguence qui ont permis de détecter la protéine dans tous les
échantillons

Specific sequences

Nombre de séquence spécifique a la protéine qui ont permis de détecter la
protéine dans tous les échantillons

Peptides

Nombre de peptide qui ont permis de détecter la protéine dans tous les
échantillons

Specific peptides

Nombre de peptide spécifique a la protéine qui ont permis de détecter la protéine
dans tous les échantillons

Peptide matches

Nombre de spectres MS/MS qui ont permis de détecter la protéine dans tous les
échantillons

Specific peptide matches

Nombre de spectres MS/MS spécifique a la protéine qui ont permis de détecter la
protéine dans tous les échantillons

Status « nom condition »

Définit si la protéine a été identifiée dans I’échantillon ou par homologie aux autres
échantillons

Psm count « nom condition »

Le nombre de MS/MS générés est proportionnel a I'abondance relative d’une
protéine dans I'échantillon. Cette colonne correspond a la somme du nombre de
MS/MS par condition.

Abundance « nom condition »

Intensité non normalisée correspondant a I'aire sous la courbe des peptides ayant
permis d’identifier la protéine.

Raw abundance « nom condition »

Intensité normalisée correspondant a l'aire sous la courbe des peptides ayant
permis d’identifier la protéine. (en grisé : Protéine absente remplacée par bruit de
fond pour calcul des ratios)

Moyenne « nom échantillon »

Moyenne des intensités normalisées/ condition

Rapport des intensités calculées pour chaque protéine entre différentes conditions.

Ratio .

(Ratio <0.5 en vert et >2 en rose dans le tableau)

Permet de vérifier que la variabilité est plus significative entre deux conditions
Student gu’au sein d’un méme groupe de données. Dans cette étude, le test de Student est

fixé a 5%. (en orange dans le tableau)

Protéine spécifique d’une condition

Si « X » : Protéine absente dans 3 des réplicats de sa condition




Dans la liste compléte regroupant tous les échantillons 381 protéines ont été identifiées. Parmi ces
protéines identifiées toutes ont été quantifiées et ont permis d’identifier les protéines variantes (selon les 3
filtres détaillés page précédente).

Pour la comparaison CELLULES INFECTEES vs CELLULES NON INFECTEES, 14 protéines sont variantes dont 13
surexprimées dans les cellules infectées et 1 sous-exprimées dans les cellules infectées.

Tableaux récapitulatif des protéines variantes :

. . ratio
accession nom protéine nom gene INF/NF Student
FINAC8 |Uncharacterized protein SNRPA1 7,42 0,003
FINME1/ |Uncharacterized protein/ HIST1H111R 6,79 0,045
P08287/ |Histone H1.11L/ Histone H1.01/

P08284/ |Histone H1.11R/ Histone H1.10

P08288/

P08286

FINBNO |Uncharacterized protein 6,55 0,009
E1C6A9 |Uncharacterized protein CDC5L 6,26 0,016
Q5ZMA2 |Pre-mRNA-processing factor 19 |PRPF19 5,21 0,026
E1IBTS4 |Uncharacterized protein BCAS2 4,45 0,019
Q98TH5 |Ribosomal protein S11 cRPS11 3,61 0,026
Q5ZHN7 |Uncharacterized protein RCIMB04_35b4 (3,19 0,041
Q5F346 |Uncharacterized protein RCJMB04_34p20|(3,12 0,021
FINF89 |40S ribosomal protein S24 RPS24 3,05 0,047
F2Z24K6 |Uncharacterized protein RPL26L1 2,99 0,016
E1C8F7 Uncharacterized protein RPL24 2,87 0,016
FINYCO |60S ribosomal protein L35 RPL35 2,81 0,038
E1C0J4 Uncharacterized protein UPF1 0,27 0,027

Surlignée en jaune, protéine d’intérét considérée interessante dans la série 1 (surlignée en orange
dans la liste triée par Charlotte Foret).

C. Conclusion

Cette série a permis de réaliser deux réplicats techniques de la série 1. Le but de I'étude étant d’identifier les
protéines cellulaires aviaires qui interagissent avec les protéines du virus influenza, I'appat d’interaction
étant la protéine NS1.

Les interrogations ont donc été effectueés sur les 2 banques aviaire et virale : Gallus-Gallus et Influenza
Avirus comme précedemment.

Dans les échantillons infectés, MDO3Inf et MDO4Inf, la protéine NS1 est identifiée avec respectivement 31
peptides (301 MS/MS) et 25 peptides (129 MS/MS).

Aucune protéine virale n’est identifiée dans les échantillons non infectés ce qui démontre la pureté des
échantillons.

La quantification a permis de mettre en évidence 14 protéines variantes (dans Gallus Gallus) entre les
échantillons infectés et non infectés.



Annexe 3 : Protocole de transfection a la Lipofectamine® 2000 (Invitrogen)







Protocol Pub. No. MAN0007824 Rev.1.0

Lipofectamine® 2000 Reagent

Catalog Number Size

» 11668-030 0.3 mL vial

gaclt(agte . 11668-027 0.75 mL vial
ontents ., 11468019 1.5 mL vial

11668-500 15 mL vial

@

_ * Plasmid DNA (0.5-5 ug /L stock)
-g Requn_'ed = Opti-MEM® Reduced Serum Medium
Materials

= Eppendorf tubes

Preparation: 10 minutes
Timing Incubation: 5 minutes
Final Incubation: 1-3 days

€

Selection Lipofectamine® Reagents

s

Guide Go online to view related products.

= Lipofectamine® 2000 Reagent is a proprietary formulation
for transfecting nucleic acids into a wide range of eukaryotic
cells.

Product
Description

>

= DNA-Lipofectamine® 2000 complexes must be made in
serum-free medium such as Opti-MEM® Reduced Serum
Medium and can be added directly to cells in culture
medium, in the presence or absence of serum/antibiotic.

= It is not necessary to remove complexes or change/add

Im portant medium after transfection.

Guidelines
* The amount of Lipofectamine® 2000 Reagent required for

successful transfection varies depending on the cell type
and passage number. Start any new transfection by testing
the recommended four concentrations of Lipofectamine®
2000 Reagent to determine an optimum amount.

[m

Online Visit our product page for additional
Resources information and protocols. For support, visit

www.lifetechnologies.com/support.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

Invitrogen
by,&'{e technologies”

A. Plate cells so they will be 70-90% confluent at the time of transfection.

Protocol Outline

B. Prepare plasmid DNA-lipid complexes.
C. Add DNA-lipid complexes to cells.

0 Print Options

Lipofectamine® 2000 DNA Transfection Reagent Protocol

0 See page 2 to view a typical DNA transfection procedure.

Final DNA per well 100 ng 500 ng 2500 ng
Final Lipofectamine® 2000
Rengent per well 0.2-0.5 uL 1.0-2.5 uL 5.0-12.5 uL

Co-Transfection of Plasmid DNA and siRNA

Transfect plasmid DNA and siRNA at the same time using Lipofectamine® 2000

Reagent by adding 30 pmol (~0.6 ug) of siRNA per 1 ug of DNA.
MRNA Transfection

mRNA can be transfected in a 24-well plate using Lipofectamine® 2000 Reagent by

adding 0.5-1 ug of mRNA per well.

@ Photograph of Expected Results
@ Scaling Up or Down Transfections

@ Limited Product Warranty and Disclaimer Details

technologies”


www.lifetechnologies.com/support
http://www.lifetechnologies.com/support
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Product-Brand/lipofectamine.html
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catDisplayStyle&catKey=101&filterDispName=Lipofectamine%26trade%3B+2000+Transfection+Reagent&filterType=1&OP=filter&filter=ft_1201%2Ff_124201*&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAH2LQQqAIBBFTzMrSUwh3LZpHXQEG1JIDR31%2Bk0XCB7%2FwYM%2FzaDsXvLZHFUBehEH%0Alh4c1p%2FuiR4wK%2BiNGWPIkHqgki9M0uXIsQZCVqs8mHh8jig9xZvvoM2HslQasl6iPti8hAAAAA%3D%3D
http://www.lifetechnologies.com/us/en/home.html
www.lifetechnologies.com/support
www.lifetechnologies.com/support
http://www.lifetechnologies.com/us/en/home/brands/product-brand/lipofectamine/lipofectamine-2000.html?cid=TechComm2
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/11668030?cid=TechComm2a
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/11668027?cid=TechComm2b
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/11668019icid=TechComm2c
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/11668500?cid=TechComm2d

Lipofectamine® 2000 Reagent Protocol 2013

Lipofectamine® 2000 DNA Transfection Reagent Protocol

Transfect cells according to the following chart. Volumes are given on a per-well basis. Each reaction mix is sufficient for triplicate (96-well), duplicate (24-well), and
single well (6-well) transfections, and accounts for pipetting variations. Adjust the amounts of components according to your tissue culture format. For additional
information on scaling your transfection reaction, see page 1.

Timeline
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12 June 2013

Seed cells to be
70-90% confluent at

Procedure Details

transfection Adherent cells 14 x 10* 0.5-2 x 10° 0.25-1 x 10°
Dilute four amounts of Opti-MEM® Medium 25 ul x 4 50 uL x 4 150 uL. x 4
Lipofectamine® Reagent in . .
. . Lipofect. © 2000
Opti-MEM® Medium Rlpo cctamine ©O1,15225u. | €2,345uL | €69, 12,15 L
eagent
Opti-MEM® Medi 125 uLb 250 uLL 700 uL.
Dilute DNA in Opti-MEM® pH ecitm ” a >
Medium
DNA (0.5-5 pg/pL) 2.5nug 5nug 14 pg
Add diluted DNA to diluted Diluted DNA Total 25 uL 50 uL 150 pL
Lipofectamine® 2000 Reagent Diluted Lipofectamine®
141 ratio iluted Lipofectamine
( ) 2000 Reagent 25 uL 50 uL 150 uL.
Incubate Incubate for 5 minutes at room temperature.
21;?-11191(1 complex per 10 L 50 L. 250 1L
Add DNA-Llipid complex to
cells Final DNA used per well 100 ng 500 ng 2500 ng
. . e
el Ll 2000 0.2-0.5 L 1.0-2.5uL 5.0-12.5 uL

Reagent used per well

Visualize/analyze
transfected cells

Incubate cells for 1-3 days at 37°C. Then analyze transfected cells.

For support, visit www.lifetechnologies.com/support.


www.lifetechnologies.com/support
kristin.wiederholt
Text Box
12 June 2013


Annexe 4 : Protocole de Duolink® PLA (Sigma - Merck Millipore)







Duolink In Situ

Short Instructions — Fluorescence

1. BLOCKING

Add blocking solution to samples.

Incubate. w

» Remove block

2. PRIMARY ANTIBODIES
Dilute the primary antibodies in appropriate buffer and apply to samples. },

Incubate. w

» Wash in suitable buffer for 2 x 5 min

3. PLA® PROBES ¢ /
Dilute the two PLA probes 1:5 in appropriate buffer and apply to samples. i<’ ‘f‘
Incubate for 60 min at +37°C. *}\

» Wash in 1x Wash Buffer A for 2 X 5 min

4. LIGATION o T

Dilute the Ligation stock 1:5 in H,0. Dilute the Ligase at 1:40 in the solution and ] ?: ﬂ?/ :

apply the mix to samples.
Incubate for 30 min at +37°C.

» Wash in 1x Wash Buffer A for 2 x 2 min

5. AMPLIFICATION

Dilute the Amplification stock 1:5 in H,O. Dilute the Polymerase at
1:80 in the solution and apply the mix to samples.

Incubate for 100 min at +37°C.

» Wash in 1x Wash Buffer B for 2 x 10 min
» Wash in 0.01x Wash Buffer B for 1 min

6. PREPARATION FOR IMAGING

Mount the samples with Duolink In Situ Mounting Medium with DAPI,
wait for 15 min, and analyze in a fluorescence or confocal microscope.

Note: Use open droplet reactions without a cover slip and perform all incubations in a humidity chamber.
Use volumes corresponding to your reaction area, see the Reaction Volume Guide at sigma.com/duolink.
Use a freezing block when removing the enzymes from the freezer (-20°C).

Washing should be done in a minimum volume of 70 ml on a shaker with gentle orbital shaking.

2013 Sigma-Aldrich Co. LLC. Allrights reserved. SIGMA and SIGMA-ALDRICH are trademarks of Sigma-Aldrich Co, LLC,
registered in the US and other countries. Where bio begins is a trademark of Sigma-Aldrich Co. LLC. Content and images are
©2012 Olink AB and used with permission. Duolink and PLA are trademarks of Olink AB,

SIGMA Where bio begins”

80017-513642
1013






Annexe 5 : Liste des anticorps testés en WB non validés







Protéine cible

Description

Anticorps monoclonal de lapin

Fabricant

Cell signaling

Espéces cibles

Humain, souris, Rat

Application

PI3KR2 dirigé contretla sous un~|te p85PB de 4a257T Croisées: W8, IP
la PI3K humaine endogéne totale.
Anticorps polyclonal de lapin dirigé [Aviva system biology Humain, souris, Rat
Croisées: petfet; Vache, WB
EIF253 contre la sous unité 3y de EIF2 #ARP46056 rz?lsees . ac e‘ .
chien,cobaye, poisson zebre, lapin
Anticorps polyclonal de lapin dirigé Aviva system biology Hurt"na'in, souris, Rat
SNRPA1 contre la SNRPA1 (U2 small Croisées: pewet: Vache, WSB, ELISA, IHC
) ) #ARP40441_T100 . . | .
nuclear ribonucleoprotein A') chien,cobaye, poisson zébre, lapin
Anticorps polyclonal de lapin dirigé i tem biol Humain, souris, Rat
viva system biolo,
PRPF19 contre PRPF19 (Pre-mRNA v &Y Croisées: powiet; Vache, WB, IHC

processing factor 19)

#ARP43158_T100

chien,cobaye, poisson zebre, lapin
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Annexe 6 : Poster présenté aux XI Journées Francophones de Virologie (2017)







Mécanismes d'adaptation des virus Influenza A:

Etude des interactions entre protéine virale NS1 et protéines cellulaires

Charlotte Foret !, Romain Volmer 1, Carole Pichereaux 2, Audrey Gargaros 2, Mariette F. Ducatez !
1 IHAP, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Toulouse, France; 2 Infrastructure Protéomique de Toulouse, Institut de Pharmacologie et de
Biologie Structurale, Université de Toulouse, CNRS, UPS, France
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SCIENCE & IMPACT VETERINAIRE nfrastructure

Introduction

L’adaptation des virus Influenza A (IAV) aviaires & 'Homme dépend en grande partie de la capacité des protéines virales a interagir avec les protéines cellulaires humaines. En
effet, les 1AV ont la capacité de détourner la fonction des protéines cellulaires pour permettre ou favoriser leur réplication. Néanmoins, si certaines protéines cellulaires sont
relativement bien conservées chez I'Homme et les oiseaux, elles ne sont pas identiques et peuvent donc interagir differemment avec les protéines virales. La protéine non
structurale NS1 est un facteur de virulence important pour les IAV et de multiples fonctions lui sont attribuées comme I'échappement & la réponse immunitaire. C'est également
une protéine clé de I'adaptation du virus a son hote.

L'objectif de cette étude est d'identifier et de caractéris er les interactions entre NS1 et protéines cellulaires avia ires intervenant dans I'adaptation des virus IA et
dans le franchissement de la barriere d’espéce.

Matériel et Méthodes

Co-immunoprecipitation Spectrométrie de masse
Infection Gel préparatif
« 3,5.107 cellules (DF1 - lignée de fibroblastes embryonnaires de poulet) - 24h « Dépot totalité IP en gel SDS-PAGE (Concentration 0,125M tris, pH 6,8 4% Séparation 0,325M
« Virus Influenza Alturkey/Italy/977/1999 (H7N1) - MOI = 3 (Contrdle : Non Infecté NI) tris, pH8,8 12%)
< Migration de 1cm dans le gel de séparation (conservé en acide acétique)

Lyse
« 8hPl Préparation des peptides
*« 10ml de tampon de lyse (Tris HCI pH 7,4 50mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, * 60pl Trypsine modifiée (10ng/ul, 25mM NH,HCO, - Promega) - 37°C / 15h

NP-40 0,5%, anti-protéases cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail - Roche) < Extrait peptidique sec + 14puL acétonitrile 2% / acide trifluoroacétique 0,05%

« 15 minutes / Rotation / 4°C
Analyse par nano-LC-MS/MS

Co-IP « 5ul d'extrait peptidique : HPLC (Systéme nanoRS UHPLC - Dionex) couplé au spectrométre de
* « Pre-clear » : lysat + 40ul billes A/G (Protein A/G PLUS - Agarose Immunoprecipitation masse LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific)

Reagent - Santa Cruz #sc-2003) - 1h / Rotation / TA
* Lysat + 90ug anticorps (Monoclonal Anti-Influenza A Virus NS1, Clone NS1-1A7 - Analyse des spectres de masse

Bei Resources #NR-44426) - 15h / Rotation / 4°C (rotation) « Extraction de la liste de pics : macro Xcalibur Extract_msn.exe (V2.0 SR2 - Thermo Fisher
« +80ul billes - 2 h / Rotation / 4°C Scientific)

< Alignements avec les bases de données Gallus Gallus et Influenza A (SwissProt-Trembl) :

Lavages : Tampon de lyse sans NP-40 Logiciel Mascot Daemon software (V2.4, Matrix Science)

Elution : Laemmli 2X
Test statistique
Pré-analyse « T-test apparié unilatéral des ratios
* Gel SDS-PAGE 10% : 10yl de lysat total (TOT), surnageant aprés IP (SN) et éluat d'IP (IP) -
3ul de marqueur (Mw, ProSieve QuadColor Protein Marker - Ozyme)
« Révélation : Bleu de Coomassie (lecture : ChemiDoc™ XRS+ System - BIORAD)

Résultats

Concentrations en protéine

Ratio
ToT P d,:'c"c':i;’o" Nlexp1 Niexp2 Niexp3 INFexp1 INFexp2 INFexp3 (ﬂ::ltil:la]) T-Test
Mw Ni INF Ni INF Transcriptional repressor - CTCF CTCF 14E+04 | 2,0E405 | 6.8E+04 | 6,1E+04 | 1,5E+06 | 56E+05 66 0,006
j— —_— Serine/threonine-protein kinase - VRK1 F1NDK1 23E+05 | 44E+04 | 29E+04 | 9 7E+06 | 7,5E+05 | 3,0E+05 234 0,010
= — . Phesphatidylinesitol 3-kinase regulatory subunit beta - PIK3R2 (PI3K) E1C2C5 | 14E+04 | 44E+04 | 11E+04 | 6,1E+04 | 42E+05 | 11E+05 81 0,010
- Protein LYRIC (MTDH : metadherin gene in human) FINBNO | 6,5E+04 | 2,0E+05 | 13E+05 | 8,5E+05 | 1,1E+06 | 6,0E+05 78 0,013
el Ras GTPase-activating-like protein - IQGAP1 F1NY82 16E+06 | 1,0E+06 | 3 5E+05 | 1,8E+07 | 4,0E+06 | 18E+06 66 0,014
—— - — Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 - EIF2S3 FINPFO | 26E+05 | 1,7E+05 | 14E+05 | 36E+06 | 9.0E+05 | 57E+05 77 0,019
‘ — — Aggrecan promoter binding protein Q45KQ2 | 26E+06 | 4,56+05 | 2 9E+04 | 14E+07 | 1,6E+06 | 39E+05 74 0,022
Guanine nucleotide-binding protein-like 3 isoform X1 - GNL3 FINLKO | 1.4E+04 | 44E+04 | 1,9E+04 | 6,1E+04 | 23E+05 | 3.2E+05 87 0,022
. = 3 U2 small nuclear ribonucleoprotein A’ - SNRPA1 FINAC8 | 37E+04 | 28E+05 | 8,5E+04 | 1,2E+06 | 9.9E+05 | B,0E+05 150 0,034
- = B — ‘_(ZIglféa) Histone H2A-IV HzAd 1,4E+06 | 1,5E+06 | 1,0E+06 | 7,5E+06 | 2,7E+06 | 3,3E+06 34 0,035
DNA topoisomerase 1 - TOP1 FINPT1 5,8E+05 | 1,4E+06 | 5,3E+05 | 6,4E+06 | 3,3E+06 | 18E+06 56 0.042
— Cell division cycle 5-like protein - CDC5L E1C6A9 | 34E+04 | 30E+05 | 1,9E+05 | 1,1E+06 | 1.5E+06 | 7,1E+05 138 0,045
o - '_- Leucine zipper protein - PTRF Q90838 67E+05 | 81E+05 | 1,8E+04 | 31E+06 | 1,3E+06 | 12E+05 44 0,051
ADP/ATP translocase 3 Q5ZLGT | 1.5E+06 | B.4E+05 | 4,8E+04 | 1.0E+07 | 9.6E+05 | 34E+05 6.1 0,054
Histone H1.11R - HIST1H111R FINME1 10E+06 | 5,7E+06 | 26E+06 | 3,3E+07 | 1,5E+07 | 15E+07 1386 0,054
Pre-mRNA-processing factor 19 - PRPF19 PRP19 1.3E+05 | 4,7E405 | 50E+05 | 24E+06 | 2,3E+06 | 10E+06 85 0,055
Heterochromatin protein 1-binding protein 3- HP1BP3 F1N8H6 | 26E+05 | 6,6E+05 | 36E+05 | 3,6E+06 | 1,2E+06 | 1,5E+06 87 0,057
Résultats de Co-IP : Résultats de I'analyse par spectrométrie de masse : 17 protéines détectées significativement dans
Gel SDS Page révélé en Bleu de Coomassie les éluats (IP) de co-immunoprécipitation NS1, NI vs INF - p-value <0,05)
Conclusion et perspectives
En conclusion, I'analyse par spectrométrie de masse montre que la protéine non structurale NS1 posséde, au moins, 17 par  tenaires cellulaires aviaires potentiels.
Dans un premier temps, les interactions avec cing de ces prot éines seront confirmées ou non (par immunoprécipitations, co-localisation en microscopie confocale

et knock-down par interférence a ’ARN  siRNA). Ces interactions seront ensuite caractérisées notammen t par génération de virus recombinants mutés pour NS1.
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RESUME

Les virus influenza A ont été a |'origine de nombreuses pandémies dont quatre ces cent derniéres années.
Aujourd’hui, nous sommes toujours incapables de prédire 'apparition d’une pandémie. L’adaptation des virus
Influenza A (VIA) aviaires a 'Homme dépend en grande partie de la capacité des protéines virales a interagir
avec les protéines cellulaires humaines. En effet, les VIA ont la capacité de détourner la fonction des protéines
cellulaires pour permettre ou favoriser leur réplication. Néanmoins, si certaines protéines cellulaires sont
relativement bien conservées chez 'Homme et les oiseaux, elles ne sont pas identiques et peuvent donc

interagir différemment avec les protéines virales

La protéine non structurale NS1 est un facteur de virulence important pour les VIA et de multiples fonctions lui
sont attribuées comme [I'échappement a la réponse immunitaire. Cest également une protéine
particulierement impliquée dans I'adaptation du virus a son hote.

L'objectif de cette étude est d’identifier et de caractériser les interactions entre NS1 et protéines cellulaires
aviaires pouvant intervenir dans I'adaptation des VIA a I'h6te voire dans le franchissement de la barriere

d’espéce.

Dans cette étude nous avons utilisé une approche par co-immunoprécipitation et spectrométrie de masse qui
nous ont permis de sélectionner 17 protéines d’intérét notamment des facteurs d’initiation de la transcription,
de répression de la traduction ou encore d’épissage des pré-ARNm. La suite de I'étude s’est portée sur
plusieurs de ces protéines, statistiquement les plus susceptibles d’interagir avec NS1 ou ayant été décrites
comme partenaire de NS1 ou d’autres protéines virales en cellules humaines. Nous avons cherché a mettre en
évidence l'interaction de ces protéines avec NS1 par des approches de de co-Immunoprécipitation, de

colocalisation en microscopie confocale et de Proximity Ligation Assay (DuoLink® PLA Technology).

Les résultats bien que préliminaires nous permettent d’envisager prochainement la caractérisation de ces
interactions, a I’échelle moléculaire. De plus, le développement de nouveaux outils technologiques tels que la

PLA nous permettront d’identifier et caractériser d’autres partenaires de NS1.

Mots clés : Virus Influenza A, aviaire, adaptation, NS1, interactome, poulet
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