Le 25 et 26 Octobre 2007 se tiendra le 20°™ Colloque de Biotechnocentre. En 1987, quelques
chercheurs et enseignants de la région Centre ont crée cette association afin de développer des
relations professionnelles entre les Universités de Tours et Orléans et les laboratoires
académiques et privés. Grace au soutien du Conseil Régional et de la participation de nombreux
chercheurs, Biotechnocentre a su créer un réseau de collaborations entre équipes régionales et
permis le financement de nombreux projets par la recherches de financements au niveau

ministériel, régional et des différents départementaux.

De nombreux liens se sont établis avec nos collegues du secteur privé aboutissant tres

souvent a des collaborations trés fructueuses.

Ce vingtieme colloque concrétise la vitalité de notre association et son implantation de la vie

scientifique de la Région Centre.

Souhaitons que dans les prochaines années Biotechnocentre puisse continuer a jouer ce role

fédérateur dans la région Centre.

Bon Colloque 2007.

Jean Louis DACHEUX

Président Biotechnocentre
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P1

Impacts d’'une surexpression de la protéase KLK6 sula prolifération,

I'adhérence et I'apoptose cellulaires.

AINCIBURU M (1), ERNOULT E (2), BAHUT M (2), COCO 1), LORTHIOIS A. (1),
GUETTE C (2), HEUZE-VOURC'H N (1), COURTY Y (1)

(1) INSERM U618, Faculté de Médecine, Tours — Fran@ INSERM U564, Centre Paul Papin,

Angers - France

Les kallicréines tissulaires (KLK) humaines ont eenent émergé comme une famille de
protéases a sérine pouvant jouer un réle impodant la progression tumorale. Cette famille
comprend 15 génes exprimés au niveau des épithlelmulaires et dont I'expression est altérée
dans diverses pathologies tumorales. C’est la cesmment d&KLK6 qui est surexprimé dans des
cancers broncho-pulmonaires. L'objet du travailt& @analyserin vitro I'impact d’'une telle
surexpression sur différents processus cellulaires.

Les lignées humaines HEK-293 FIp-In et A549 Flpshit été transformées stablement avec des
ADNc codant des formes zymogenes de KLK6. Nous svaalisé difféerents tests afin de
déterminelles effets de la surexpression de proKLK6 sur tassance, I'adhérence et I'apoptose
de ces deux types cellulaires. Une étude protéamequ2D-DIGE a permis de comparer le profil
protéique de la lignée parentale HEK 293 Flp-Incaselui de la lignée surexprimant pro-KLKG6.
Les protéines d’expression altérée ont été idéetifipar analyse des données obtenues par
spectrométrie de masse dans la banque de donnés€GOIRA

Les clones cellulaires recombinants obtenus paudéeix lignées expriment la proforme de KLK6
qui est sécrétée par les cellules dans le miliecuteire. L’expression de proKLK6 augmente
significativement la croissance et la résistantapoptose des cellules. L'adhérence a différents
constituants de la matrice extracellulaire estémgeht modifiée. L’étude protéomique a révélé des
variations d’expression d’'une quarantaine de pme&i dont certaines sont connectées avec le

cycle cellulaire.
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P2
La ligation triazole : développement d’'un nouvel otil pour la synthese de
protéines et glycoprotéines artificielles

Ibai Valverde, Vincent Aucagnet Agnes Delmas.
Centre de Biophysique Moléculaire UPR 4301 Avertl€s Sadron 45071 Orléans Cedex2.

La réaction d’'un alcyne terminal avec un azoturprésence de cuivre (I) mise au point par
les groupes de Sharpless et Meldal en 2002 ouvr@uaieelles perspectives dans le domaine de la
ligation chimiqueé® La fonction résultante, un hétérocycle de typeztie posséde des propriétés
intéressantes : elle est non-hydrolysable, stablmideu biologique et constitue un bon mime de
liaison peptidiqué? Cette condensation hautement chimiosélective a fidj ses preuves dans
notre laboratoire en permettant des assemblagexcoiaires de plusieurs blocs eme potpar une
méthode simple et efficade révélant ainsi une excellente méthode de ligatimm native
potentiellement plus performante que celles déysep jusqu’ici. En effet, cette «ligation
triazole » se distingue par l'inertie chimique dgsupements fonctionnels azotures et alcynes en
absence de catalyseur et par les conditions réaeiiles neutres et particulierement douces,
pleinement compatibles avec des composés telseguglyfico-, phospho- et sulfopeptides. Dans le
but d’appliquer ce concept a la multiligation depfides et la synthese de protéines et de
glycoprotéines artificielles, nous avons testé mdituement la stabilité de différents groupements

protecteurs silylés de la fonction alcyne terminale
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Figure 1. Schéma de principe de multiligation tokz

(1) (a) Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin,W.; Sharpless, K. BAngew. ChemlInt. Ed.2002 41, 2596-2599. (b)
Himo, F.; Lovell, T.; Hilgraf, R.; Rostovtsev, V..MNoodleman, L.; Sharpless, K. B.; Fokin, V.J.Am. Chem. Soc.
2005 127, 210-216. (c) Tornge, C. W.; Christensen, C.; MEI. J. Org. Chem2002 67, 3057-3064.

(2) Horne, W. H. ; M. K.,Yadav ; Stout, D.; Ghadi. R.2004 126, 15366-15367

(3) Aucagne, V. ; Leigh, DOrg. Lett.2006 8, 4505-4507

*Correspondance: aucagne@cnrs-orleans.fr
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P3

Propriétés anti-bactériennes et anti-fongiques dedlafine

et de son précurseur la trappine-2.

BARANGER K., ZANI ML., CHANDENIER J., DALLET-CHOISYS. et MOREAU T.

Inserm U618, Protéases et Vectorisation Pulmonairest IFR135 Imagerie Fonctionnelle,
Faculté de Médecine, Université Francois Rabelai$OURS, France

E-mail : moreaut@univ-tours.fr

L’'ouverture des poumons vers I'environnement egtérifait qu’ils constituent la porte
d’entrée de pathogenes divers pouvant entrainppdidion de pathologies spécifigues ou des
complications dans des maladies telles que la BBC{@ mucoviscidose. En réponse a ces micro-
organismes, les cellules épithéliales et les @dlutle la défense immunitaire comme les
macrophages et les neutrophiles vont sécréter eletidps anti-bactériens au niveau pulmonaire.
Parmi ces peptides, on trouve en plus des défeneirses cathélicidines, des protéines cationiques
comme I'élafine, son précurseur la trappine-2 eSlé’l, qui sont également des inhibiteurs de
protéases a sérine de neutrophiles (HNE, CatG33t Pr

Dans cette étude, nous avons analysé l'activitébaatérienne et anti-fongique de la
trappine-2 vis-a-vis de micro-organismes a tropiguknonaire commeéiaemophilus influenzae
Streptococcus pneumonjd@seudomonas aerugingsaspergillus fumigatugst Candida albicans
Nous avons montré que la trappine-2 posséde utieit@anti-bactérienne et anti-fongique vis-a-
vis des organismes testés. Un mutant de trappag@t perdu sa capacité inhibitrice présente les
mémes propriétés antibactériennes que la trappisad®age. Ceci laisse penser que le mode
d’action de ces molécules est indépendant de tdivité anti-protéasique mais serait dépendant de
leur caractére cationique comme l'atteste I'obsomaselon laquelle I'activité anti-bactérienne est
inhibée par I'héparine et le NaCl.

En conclusion, les propriétés anti-bactériennemgtfongiques de la trappine-2 renforcent
son potentiel anti-protéasique dans le cadre dutilesation thérapeutique anti-inflammatoire

visant a cibler les protéases a sérine de neuteogans les pathologies pulmonaires.
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P4
Chemical synthesis of Mitogaligin, a 97 amino gmidtein

Pavel Barta, Philippe Marceau, Dominique Lelié¥mcent Aucagne, Agnés Delmas

Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS UPR 4304 Gharles Sadron, 45071 Orléans

Mitogaligin, a 97 amino acids protein, is coded the genegalig. ™! Several lines of
evidence suggest that mitogaligin is involved imesv cell death pathwa$.

MAWRMGEPA CWGRGLPRGFLSWGLPRAGTPRGLSWTGTSRRLPWSTWSLSRST *‘C
WSLPRATQRPWGL PIFWTAK CPRSLPCHWPLWRP CWATD CAL

It binds to mitochondria with a specificity to caolipin, an anionic phospholipid absent
from all other eukaryotic cell membran@&se mitochondrial addressing of mitogaligin reloesthe 31-
53 fragment (underlined) whigbromotes the release of cytochroménmrder to better understand the
molecular mechanisms responsible for mitogaligixicity, our long term project is to determine th 3
structure of mitogaligin by NMR in the presencexafochondrial membranes.

15N totally labelled

syntlr?’e\‘tigaprg;Itilﬁéati?gzgter recombinant peptide However, the CytOtOXiCity of
SR + 54Cys—[ oo J mltogallgln and its mitochondrial
addressing fragment prevent the
¥ native ligation production by conventional
recombinant means. An alternative to
| 1-97 ) produce®N labelled mitogaligin at a

reasonable cost is to use native
- chemical ligation and a combination of
_,3/ chemical and recombinant synthesis
A for the two fragments.

Oxidative bolding

) L
In a first approach, mitogaligin synthesis was iedrrout by classical stepwise chemical
synthesis. The purity of the crude was enhancedguBmoc-Asp(Mpe)-OH to minimize the
formation of aspartimide, PEGA resin and pseudapeodipeptides to lower the amount of
truncated peptides and doing the final deproteatiother argon atmosphere to prevent oxidation of
methionines. Oxidative folding was carried outhe presence of redox agents.

In a second approach, the two fragments ‘NM@&r°> thioester and Cy&Led’’ were
assembled by native chemical ligation. As C-termpeptide thioesters are key intermediates in
native chemical ligation, we are developing a setygt inspired from side chain anchoring
strategy’’ to synthese [MétThr?-thioester by Fmoc strategy taking advantage af’S&he
feasibility of this strategy will be presented wgishort peptides, with a special care to minimize
racemization during the introduction of the amiralahioester.

References

1- Guittaut, M., Charpentier, S., Normand, T., Dshadil., Raimond, J. & Legrand, A. (2001) Identificatiof an internal gene to
the human Galectin-3 gene with two different ovapiag reading frames that do not encode galectih-Biol. Chem. 276:2652-
2657.

2- Duneau M, Boyer-Guittaut M., Gonzalez P., Chatjge S., Normand T, Dubois M, Raimond J & Legrand(2005) Galig, a

novel cell death that encodes a mitochondrial prgieomoting cytochrome c release. Exp. Cell. Re8:1311-205.

3- Wang P. & Miranda LP. (2005) Fmoc-Protein SysthePreparation of Peptide Thioesters Using a-Siagin Anchoring

Strategy. Int. J. Pept. Res. Ther., 11, 117-123
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PS5

Diversité génétique de la productivité et de l'efiience d'utilisation de l'eau chez les

principaux hybrides de peuplier cultivés en peupleaie

Bonhomme L., C. Barbaroux, R. MoncluB. Morabito, M. Villar, E. Dreyer et F. Brignolas

Les liens entre productivité (P), traits foliairesefficience d'utilisation de I'eau ont été étuglié
dans une peupleraie commerciale a partir de 14didegdde peupliers?( x euramericanaet P. X
interamericana dont I'age variait de 6 a 14 ans. En 2005, 3%lividus ont été étudiés sur deux
types de stations, alluviale et non alluviale, castées par la fertilité de leurs sols et leur
disponibilité en eau. En 2006, I'expérience a éitérée a partir des plants de la station alluviale
uniguement. La productivité des plants a été estim@artir de I'incrément radial annuel moyen
(P). Les traits foliaires comprenaient la surfacassmque (SLA) et les teneurs en azote et en
carbone des feuilles. L'efficience d’utilisation teau a été estimée indirectement a partir de la
discrimination isotopique du carbone de la matierganique des feuillesAl) et de la seve
élaborée 4s).

Pour les deux stations et quelle que soit I'annge,forte diversité génétique a été observée
pour toutes les variables. Une corrélation enlret As a été détectée alors qu’aucun lien n’a pu
étre mis en évidence entre PAdbbu As. Le classement des génotypes demeurait staloke 2005
et 2006 pour toutes les variables, alors qu'ilédiit largement entre les 2 stations une méme
année. Comparés a la station alluviale, les géestyqultivés en station non alluviale étaient
caractérisés par une plus faible productivité, slefaces massiques inférieures et des teneurs en
azote et en carbone des feuilles moins élevéeseété également constaté que le classement des
génotypes poutl mesuré dans la station alluviale était comparaltelui précédemment établi en

serre pour des boutures agées de 3 mois.
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P6

Synthesis of mucin-type O-glycans in yeast
Sylvain Bourgerie, Véronique Piller and Friedricle?
Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS UPR430lladdd to INSERM and the Université
d’'Orléans, Orléans

Yeast is one of the most widely used recombinaatepm expression systems. As a true
eukaryotic organism yeast provides most post-tediesial modifications necessary for the
successful expression of correctly folded activetgans. However, its utility is hampered by the
differences in glycosylation between mammalianscatid yeast. Recently, yeast N-glycosylation
which differs from mammals only in the peripheryshbeen successfully modified yielding
complex type glycans in yeast.

Yeast O-glycosylation is completely different froomammalian mucin type O-
glycosylation. It is initiated in the ER and consisnly of Man residues linked mto Ser or Thr.
Mammalian mucin-type O-glycosylation starts in Gelgi apparatus by the addition of GalNAc to
Ser or Thr which is then further elongated by thdigon of various sugar residues.

In order to introduce efficient mucin O-glycosytatiinto yeast it was important to reduce
endogenous O-mannosylation by the inactivationhef principal protein mannosyl transferase
(PMT1). In mammals GalNAc is added to the proteirthe Golgi polypeptide transferases one of
which had to be introduced into yeast to obtain im@-glycans. However, in order to compete
more efficiently with the exogenous enzymes for pleptide acceptor substrates, an ER retention
sequence was added to the GalNAc transferase whmled the expression of the active enzyme
in the ER.

Yeast does not synthesize UDPGalNAc, the donortsatbsfor the GalNAc transferase,
and therefore the UDPGal(NAc)-4-epimerase from Begcisubtilis was expressed as well.
However, nucleotide sugars are synthesized in yhesal and need to be transported by specific
transporters into the lumen of the ER or the Galgparatus. For that reason the hamster UDP-
Gal(NAc) transporter equipped with an ER locali@aatiag was co-expressed in the modified yeast
strain.

Yeasts expressing these three foreign proteins \able to addo linked GalNAc to
endogenous (chitinase) and exogenous (MUC1) glptems. The presence of GalNAc was
determined by immunofluorescence and Western btptwvith the GalNAc specific lectin from

Vicia villosa and by mass spectroscopic analysihefpurified O-glycosylated proteins.
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P7

Un Biacore T100 en région Centre

Sylvie Canépa et Marie-Christine Maurel
Atelier Biacore, UMR PRC, Centre INRA de Tours, 8@3Nouzilly, prchiacore@tours.inra.fr

Un Biacore T100 est installé depuis peu au centiiRA de Tours. Cet appareil a été
cofinancé par la région Centre, 'INRA et le CNRISest ouvert a I'ensemble de la communauté
scientifique. Son domaine d’application est l'asalydes interactions entre biomolécules
(protéines, DNA, RNA, polysaccharides, lipides, reovirus et cellules) par une technique de

détection utilisant la Résonance Plasmonique da&i(SPR).

Les principales évolutions de ce Biacore nouve#iaégation, par rapport a des versions
plus anciennes, sont 1] une amélioration de lailsdités permettant I'analyse de petites molécules
(jJusque 100 Da) et I'analyse en présence de milemplexes (DMSO, plasma), 2] une enceinte
de travail thermostatée avec une gamme de tempe&satpérationnelle de 4° a 45°C, un dégazeur
intégré empéchant I'apparition de bulles d’air aexpératures élevées, 3] la possibilité de
récupérer le partenaire moléculaire inconnu qustseécifiquement lié a la molécule immobilisée,
4] un environnement « qualité » (automatisation ggée, methodes « wizards », pré tests de

validation).

Les principales applications qui peuvent étre deyates avec le Biacore T100 sont de 1]
caractériser et quantifier des cinétiques et désiték d’interaction entre, par exemple, petites
molécules, surnageants d’hybridomes ou molécul@smbinantes... et leur ligand, 2] caractériser
des interactions multiples (cartes épitopiques) aamplexes (cascades moléculaires), 3]
caractériser et quantifier des constantes de thdynamie en analysant la méme interaction a
différentes températures, 4] déterminer des coramons (biomédicaments, stéroides de
synthese...), 5] récupérer le partenaire inconnuelinteraction et I'identifier en spectrométrie de

masse.

Cette derniere application sera développée en caomawmac I'atelier de Spectrométrie de
Masse du centre INRA de Tours au sein de la Ptated de Protéomique Analytique et
Fonctionnelle (PPAF).
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P8

Nouvelles sondes oligonucléotidiques fluorescentes

pour I'analyse fine des acides nucléiques

M. Chassignol, Y. Aubert, V. Roig, U. Asseline

Centre de Biophysique Moléculaire - UPR 4301 CNR#eentionnée avec I'Université d’Orléans
et avec 'INSERM, Rue Charles Sadron, 45071- Onhéacedex 2

Les sondes oligonucléotidiques sont des outilsaliese trés puissants qui trouvent des
applications dans de nombreux domaines: recheattamentale, médecine (diagnostic, pronostic
et aide au traitement...), agroalimentaire, envirome, nanotechnologies.... Ces applications sont
basées sur les propriétés d’hybridation des oligi@otides qui sont capables de reconnaitre leurs
séquences complémentaires sur les fragments dsawcid#eiques a analyser. Les hybrides parfaits
sont plus stables que les hybrides imparfaits. Qdgoat, la stabilité des hybrides dépend également
de leur composition en bases. Ainsi la stabilitdylorides imparfaits riches en paires C:G peut étre
supérieure a celles d’hybrides parfaits compomianplus grand nombre de paires A:T. D’autre
part, la différence de stabilité entre les hybridadaits et les hybrides imparfaits est faibledtpre
les mésappariements sont situés a I'extrémité glagdes, ce qui rend les analyses difficiles
lorsqu’un grand nombre d’échantillons sont étudiéparalléle.

Dans le but de contribuer a remédier a celenod nous avons développé de nouvelles sondes
oligonucléotidiques fluorescentes qui permettat, hybridant toutes les sondes a la méme
température, de distinguer les hybrides parfaitsailx comportant des mésappariements en position
terminale, aux deux derniéres positions ou en agamtiere position. Les hybrides comportant les
mésappariements sont plus fluorescents que lesdeghparfaits. Ces nouvelles sondes peuvent étre
utilisées pour étudier les mutations et peuventivieo des applications dans les méthodes de

séquencage par hybridation.
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Optimisation de la cartographie peptidique par addiion d’éther couronne 18-C-6

Cochet E Labas V, Dacheux JL

Plate-forme de Protéomique Analytique et Fonctilen€entre de Recherches INRA de Tours,
F-37380 Nouzilly, France

Les techniques d’ionisation de molécules d’int@iétogique en phase gazeuse (MALDI ou ESI)
permettent I'observation d’ions protonés mais ad&silduits avec le potassium et le sodium. Ces
sels sont présents dans les systemes biologiqudisil€s, fluides) mais également dans les
systémes préparatifs (tampons) lors de l'analysgépmique. Cependant, la spectrométrie de
masse est peu tolérante a la présence de sels.

En effet, lors de la cartographie peptidigue MALDDF, en présence de sels, la formation
d’adduits sur les espéeces peptidiques diminueui de sensibilité et la multiplication des cluster
de matrice géneére la suppression des signaux daufiailbles m/z (<1000).

Le dessalage des échantillons peptidiques faitl@pges procédés reposant sur la chromatographie
liquide a phase inverse, cependant ces derniers amiteux, fastidieux et inefficaces pour
I’élimination totale des sels (présence a I'étatrdees).

Afin de s’affranchir des problemes liés a leur pr&g, nous avons optimisé un procédé chimique
de dessalage des échantillons peptidiques, basd'usilisation de chélateur cationique par
I'addition d'éther couronne 18-C-6. Les effets iatites de ce chélateur ont été étudiés par
MALDI-TOF a I'aide d’extraits peptidiques de Serutbumine Bovine.

Par l'addition de 18-C-6 éther couronne dans lariceat(CHCA), cette étude montre, que
I'élimination de 70% des clusters de matrice perhodiservation de nouveaux peptides d’'intérét
dans les faibles m/z, et que I'élimination des d&ddaugmente le seuil de sensibilité. Par
conséquent, la meilleure qualité des cartograppémet I'obtention de scores d’identifications
plus élevés.

De plus, notre étude montre que l'identification ptetéines par cartographie MALDI-TOF, en
présence de crown éther, peut étre réalisée eanquésle 2 mM KCI et 90 mM NacCl.

Ainsi, notre étude a montré que la tolérance du MApour le K+ et Na+ est augmentée d’un

facteur 3 en présence de crown éther.
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Modification des pseudo-particules virales de padgibmavirus afin d’exposer a
leur surface la protéine mineure de capside L2

Nicolas Combelas, Antoine Touzé, Maxime Fleuryietié Coursaget

INSERM U618, Equipe « Vecteurs, Virus et Vaccin®JkFR des Sciences Pharmaceutiques
"Philipe Maupas", 31 avenue Monge, 32700 TOURS.

Les papillomavirus a « haut risque » sont implgui&ans 99,7% des cancers du col de
utérus, 2™ cause de mortalité par cancer dans le monde caeferhme. Les vaccins
prophylactiques développés a partir de VLP compogte la protéine L1 des HPV 16 et 18
assurent une protection de 100% contre les lésmhstes par ces deux génotypes impliqués dans
70% des cancers du col. Afin de prévenir les 308tards, I'inclusion des 13 autres génotypes a
« haut risque » parait peu envisageable. L'utiisatde la protéine mineure de capside L2 qui
induit des anticorps cross-neutralisants semb& @&te solution rationnelle. Cependant, les études
réalisées indiquent que I'immunisation avec des V1A 2 ou avec la protéine L2 recombinante
ne permet d’obtenir que de faibles titres d’anfisorAfin d’augmenter la réponse anti-L2, nous
avons développé une approche visant a exposepiéime L2 a de multiples copies a I'extérieur
des VLP.

Le motif StrepTagll, peptide de 8 acides aminénanit la biotine, a été inséré au niveau de
la boucle DE de la protéine L1 de I'HPV 16. Cettet@ine exprimée en cellules d’insecte s’auto-
assemble en VLP. La protéine L2 a été fusionnkeStreptactine afin de la complexer avec les
VLP produites. La fixation de la protéine L2-Stiagine sur les VLP a été mise en évidence.

L'immunogénicité de ces complexes sera évaluée lehsauris.

Mots clés: HPV, VLP, protéine de capside L1 et L2, StredU&treptactine, neutralisation

croisée.
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Comparaison de méthodes d’enrichissement des phospseptides par IMAC ou TiO,

pour leur analyse par spectrométrie de masse.

David Cornu', Sylvie Bourass3, Valérie Labas', Jean-Louis Dacheuk Guy G. Poirier” et
Robert Fauré.

! Centre INRA de Tours, Service de Spectrométrie de Masse, Unité de Abggiade la
Reproduction et des ComportementdMR INRA CNRS 6175 INRA 37380 Nouzilly, France.

2 Plate-forme de Protéomique du Centre de génomiqueedQuébecService de spectrométrie de
masse, Endocrinologie moléculaire et oncologidtentre de Recherche du CHUL, 2705
boulevard Laurier, T-3-67 Québec, Canada G1V 4G2.

3 Département de pédiatrie Centre de Recherche du CHUL, 2705 boulevard LeuRi€-9800
Québec, CANADA G1V 4G2.

La phosphorylation des protéines est une des pipsritantes modifications post-traductionnelles
impliquées dans la signalisation cellulaire. Ailzsdétermination des sites de phosphorylation est
essentielle pour la compréhension de la régulatienprocessus cellulaires clés tels que la
transduction. La phosphorylation est une modifaratde la chaine latérale des acides aminés
sérine, thréonine et tyrosine par addition de peowents phosphate qui est catalysée par des
enzymes : les protéines kinases. En raison de ailaef stoechiométrie de la réaction de
phosphorylation et de la difficile ionisation ddsopphopeptides, la détection de phosphopeptides
et la localisation de sites de phosphorylationemsencore un défit de taille méme sur des
protéines hautement purifiées. Des étapes d’esgement pour isoler les phosphopeptides d’'un
mélange complexe s’avérent donc nécessaires. Lailtreon exhaustif présenté ici a pour ambition
de rendre compte de quelques unes des technigaeglus utilisées d’enrichissement des
phosphopeptides par chromatographie d'affinité IMAQmmobilized Metal Affinity
Chromatography) ou encore par %i€ de les comparer en utlisant la spectrométrimalese. Les

protéines tests utilisées pour ces comparaisoridasBacaséine et I'ovalbumine.
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DSP1, une protéine de la famille HMG, fait partie & différents complexes

multiprotéiques au cours du dveloppement.

Decoville, M., Rabhi, M., Lamiable, O., Locker, D.

La méemoire cellulaire permet a une cellule de maintenimumiére stable des genes activés ou
réprimés. Par exemple, chez la drosophile, leilpddxpression des génes Hox est maintenu
pendant tout le & eloppement embryonnaire, puis au cours de la vialsr par des mécanismes
de mémoire cellulaire impliquant les génes du geamphorax (Trx-G) et les génes du groupe
Polycomb (Pc-G).Les genestrx-G maintiennent un état activé alors que les geResG
maintiennent un état réprimé. Ces deux groupesedesymaintiennent |'état transcriptionnel de
leurs genes cibles en modifiant les histones (fatéiy, méthylation et phosphorylation). Pour cela
les protéines Pc-G et Trx-G s’associent en complexaltimériques dont la composition peut-étre
tres dynamique. Le but de notre travail est deatérser la fonction d’'un membre des Pc-G et
Trx-G : la protéine DSP1 (Dorsal Switch Protein)est une protéine de 47 kDa qui agit soit
comme Pc-G soit comme Trx-G suivant le locus cangidet participe au remodelage local de la
chromatine. Nous avons montré que DSP1 particgaitecrutement de protéines Pc-G, DSP1 a
donc un réle primordial dans le processus de mérmaHulaire. DSP1 peut agir soit comme un
facteur architectural de la chromatine qui faciliteccés des complexes Pc-G ou Trx-G a la
chromatine, soit comme un partenaire des Pc-G ouGldans les complexes multimériques.
Jusqu’a présent DSP1 n’a pas été identifiée dansdeplexes Pc-G (PRC1, PRC2) ou Trx-G
(TACL1, BRM) purifiés. Nous montrons ici que la gioie DSP1 est impliquée dans des complexes
de taille allant de 150 a plus de 600 kDa au cdarBembryogénése. Nous avons réalisé une étude
de la dynamique de ces complexes en recherchamt gradient de glycérol des complexes
protéiques contenant DSP1 a différents stades deapdement. Nous montrons que la taille de
ces complexes évolue en fonction du stade de dé@wefent et nous proposons un modele qui
peut rendre compte de ces résultats.
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Ontogenese des cellules Natural Killers dans l'ingtin de I'animal nouveau-né et recrutement
au cours de l'infection parCryptosporidium parvum participation des cellules NK a la
production précoce d'Interféron gamma.

F. Drouet (1), R. Lemoine (1), J. El Hmouzi (1), Vern (2), S. Lacroix-Lamandé (1),
F. Laurent (1).
INRA UR IASP-1282, 37380 Nouzilly, (1) equipe CIMER) service commun de Cytométrie.

La cryptosporidiose est une zoonose due au pratezparasiteCryptosporidium parvum.
Nous cherchons avec un modéle de raton nouveaudentifier les toutes premiéres cellules qui
produisent l'interféron gamma (IR cytokine primordiale pour la résolution de cettiection.
Nous avons focalisé notre recherche sur les cslltdatural Killers (NK) impliquées dans la
réponse immunitaire innée et les lymphocytes T dméponse spécifique est plus tardive. Nous
avons étudié, par immunohistologie, 'ontogenése dalules NK et des lymphocytes T chez
I'animal sain et analysé linfluence de linfectidur le recrutement de ces populations de
lymphocytes dans l'intestin. Nous avons mis enlende la présence de cellules NK (CD161+)
dés le jour de la naissanaers que les lymphocytes T CD3+ n'apparaisseatpartir du 4™jour
de vie. Ces deux populations augmentent rapidemerburs des deux premiéres semaines de la
vie. Les cellules NK sont majoritaires chez le matm cours des 15 premiers jours alors que les
lymphocytes T CD3+ le deviennent a I'age du sevi@dgours). Lors de l'infection nous n'avons
pas observé de recrutement important de cellulesl&is la muqueuse intestinale.
Nous avons analysé la production d'{~tans la muqueuse intestinale infectée. L'expresdes
ARNmM de I'lFNy dans l'iléon (broyat tissulaire), déterminée pdrRRCR quantitative, augmente
significativement 4 jours post inoculation, alorsegles cellules NK sont nombreuses dans la
muqueuse iléale et que les lymphocytes T CD3+ cameard seulement a apparaitre. Ces données
sont en faveur d'une participation importante ddlsiles NK a la production locale d'lIFN
Nous avons donc analysé la production dyrfiar les cellules NK de l'intestin par cytométne e
flux. La proportion des différents types de lympytes qui produisent de I'lFNa été évaluée sur
les cellules isolées a partir de l'intestin de matdraitésin vivo a la Bréfeldine A. Cet essai
préliminaire, nous a permis de montrer que, 48 éepost inoculation, chez des animaux de 5
jours, les deux types de lymphocytes, NK et T, pieeht de I'lFN. Toutefois, il semble que ce
soit dans la population NK que la proportion déutes productrices d’IFiNest la plus nombreuse.

Ces résultats confortent notre hypothése que ddlsles NK sont impliquées dans la
réponse précoce a linfection p&ryptosporidium parvumlil faut maintenant préciser leur

contribution.
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Expression de génes dans les cellules de cumulus chez I'humain :

Une approche de la compétence ovocytaire

Feuerstein P., Cadoret V., Dalbies-Tran R., Gl€riRoyere D.

UMR 6175 INRA/CNRS/ Haras nationaux/ Universitérigais Rabelais, Tours
Biologie de la Reproduction, CHRU Bretonneau, Tours

Définir la qualité ovocytaire reste un des enjewjeurs en reproduction humaine lors des
procédures d’assistance médicale a la procréatian.capacité d'un ovocyte a soutenir le
développement embryonnaire précoce est dépendardectdoissance et maturation folliculaire. Le
dialogue entre l'ovocyte et les cellules du cumubps I'entourent va alors contribuer a
I'acquisition de cette compétence, via notammemdiession de genes spécifiques. Notre objectif
est donc d’évaluer I'expression de genes dansdiddes du cumulus, en fonction d’'une part de la
maturité nucléaire de lI'ovocyte, et d'autre partsgematurité cytoplasmique correspondant a sa

capacité a soutenir les premiers stades du déveogpt embryonnaires apres la fécondation.

Lors des procédures d’ICSI (IntraCytoplasmic Spéar@ction), chague complexe ovocyte-
cumulus est individuellement dissocié. Le suivil'deocyte correspondant est ensuite réalisé en
terme de maturité nucléaire (absence ou reprisenéi@se) puis en terme de développement

embryonnaire jusqu’au stade de blastocyste, Soar ppres la fécondation.

Les variations du niveau d’expression de 5 geneétEnétudiées par PCR en temps réel.
Ces génes ont été choisis pour leur régulation wwnpar les hormones gonadotropes:
Steroidogenic Acute Regulatory prote(®TAR, Cyclooxygenase 2ACOX2, Amphiregulin
(AREQ, Stearoyl-Coenzyme A Desaturasetd (SCD1letSCD5. Une augmentation significative
de I'expression de ces genes accompagne la maturaiicléaire de I'ovocyte. En revanche, cette
expression est plus faible dans le cumulus entburarovocyte qui atteint le stade blastocyste
aprés 5 a 6 jours de culture comparé a un ovoayitstgppe son développement embryonnaire.
Cette diminution peut étre interprétée comme um@sommation’ du produit de I'expression de

ces genes (ARNmM) pour soutenir un développementyambaire correct.

Nos résultats établissent un lien entre I'expressie genes dans le cumulus et la qualité
ovocytaire. L’identification, par microarray, toujs a I'échelle d’'un cumulus unique, d’autres
genes liés a I'acquisition de la compétence ovaytast en cours. Ceci pourrait permettre une

approche non invasive mais prédictive pour le fexhembryonnaire chez la femme.
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Toxoplasmose et vaccination par des cellules dentigues
et des exosomes dériveés.
Cytotoxicité des nanotubes de carbones: influencaidnodele cellulaire et
de la fonctionnalisation des nanoparticules

Matthieu Fisichell® ® Hinda Dabbou®& Sanjib Bhattachary{a Jean-Paul Salvet& Tobias
Hevor®, Martine Gueriff.

a) CNRS, Centre de Recherche sur la Matiére DiyIs&#R6619, Orléans, France.
b) Laboratoire de Neurobiologie, UPRES EA 2633,udrsité d'Orléans, Orléans, France.

Les nanotubes de carbone ont un potentiel imporpour différentes applications
biomédicales. Malgré de nombreuses études consa&néer toxicité, aucun consensus n'apparait
quant a leur biocompatibilité du fait de résultataivent contradictoires. Plusieurs parametres
peuvent expliquer ces divergences. La pureté destmaes, leurs fonctionnalisations, ou encore
leur dispersion ont été évoquées. Cette étude nagbiee d’évaluer la cytotoxicité des nanotubes
de carbone de différentes structures (Simple etirpakois) non greffés ou greffés de poly-
éthylene glycol couplé au FITC sur différents medadellulaires (cellules HeLa et NIH/3T3).

Nous avons observé gque les nanotubes de carbandsisaient pas de cytotoxicité sur les cellules
HelLa alors qu'un effet toxique marqué est visible ks cellules NIH/3T3. Cette différence
d’effets ne provient pas d’une différence de méiab ou de propriétés d’adhérence des cellules.
De plus, la fonctionnalisation des SWCNT réduitiniére importante la cytotoxicité de SWCNT
et les MWCNT paraissent moins toxiques que les SWCN

La cytotoxicité des nanotubes de carbone dépend de maniére importante du modeéle
cellulaire étudié. La cytotoxicité est égalemerelia la nature chimique de la surface des
nanotubes de carbone; celle-ci peut étre modifp@ée fonctionnalisation et donc permet
d’améliorer la biocompatibilité des nanotubes debaaes. Enfin, la surface ou la taille des
nanotubes de carbones jouent également un roldelansytotoxicité.
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Effet des lipides sur le transport actif des xénobitiques chez les nématodes parasites

Marie Garnier, Mickaél Riou, Christine Koch, FaleriGGuégnard, Yves Le Vern, Dominique

Kerboeuf

Centre INRA de Tours, Unité Infectiologie AnimalkeSanté Publique, 37380 Nouzilly, France

L’efficacité des traitements anthelminthiques gests ruminants contre les nématodes est
compromise par I'’émergence de chimiorésistancesitd des mécanismes spécifiques associés a
des mutations de cibles cellulaires des anthelngués, nous avons montré précédemment que la
résistance aux anthelminthiques dépend aussi wéenfent de la présence de pompes
membranaires telles que les P-glycoprotéines (Praeinbres de la famille des ABC transporteurs
provoquant l'efflux accéléré des drugs. L'activité ces pompes est elle-méme influencée par la
composition lipidigue membranaire. Les relationg@dt lipides sont spécifiées ici. L’activité des
P-gp est significativement corrélée avec la tenenr cholestérol des ceufs de nématodes,
spécialement avec le cholestérol libre (CL). Despliefflux des xénobiotiques par les P-gp et la
résistance aux anthelminthiques sont significateritorrélées avec le ratio CL / phospholipides
(PLs) en particulier la phosphatidylcholine (PCé¢gante dans le feuillet externe des membranes
cellulaires. Ces résultats suggérent que la digtdb respective du cholestérol et des PLs a
I'intérieur des membranes pourrait influencer lafoomation et I'activité des P-gp. Des résultats
similaires obtenus avec les cellules de vertébndts permis d’identifier des microdomaines
lipidigues membranaires avec une concentrationéélede cholestérol et la présence de lipides
spécifiqgues (ganglioside GM1, PC) ou une partie &egp sont piégées et acquiérent la
conformation active. Grace a un marqueur fluorassenfixant spécifiguement au ganglioside
GM1, nous avons aussi identifi¢ de tels microdoesirchez les oceufs de nématodes. La
comparaison de plusieurs isolats avec des niveawésistance difféerents a montré que les ceufs
résistants contenaient a la fois plus de P-gp extat de microdomaines que les isolats sensibles.
Les résultats sont a confirmer dans les autregstaarasitaires. La compréhension de la résistance
aux antiparasitaires chez les nématodes devraitriiboer a une meilleure maitrise de la

prophylaxie antiparasitaire.
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Le transcriptome épididymaire chez le verrat : Etuck de la régionalisation

Benoit Guyonnet (1,2), Jean-Louis Dacheux (1),dfloe Jaffrézic (3), Anne Lacoste (2),
Guillemette Marot (3), Marie-José Mercat (2), SameliSchwob (2), Jean-Luc Gatti (1)

(1) UMR 6175 Inra-Cnrs-Université de Tours-Harastidaaux, Physiologie de la Reproduction et
des Comportements, 37380 NOUZILLY, France
(2) IFIP, La Motte au Vicomte 35650 LE RHEU, France
(3) Unité de génétique quantitative et appliquédRA, 78352 JOUY EN JOSAS, France

Chez les Mammiferes, les spermatozoides acquiésantpouvoir fécondant au sein de
I'épididyme, organe constitué d’'un tube pelotonhéedié au testicule par le canal efférent.
L’épididyme est divisé en 3 régions morphologiq(téte, corps, queue) subdivisées en 10 zones.
A l'aide d'une puce a ADN porcine (GEO : GPL37208pus avons entrepris l'analyse du
transcriptome épididymaire chez 4 verrats Large t&Vhdultes, sélectionnés sur leur qualité de
reproducteur. Pour chaque animal, nous avons gbes ADNc dérives d’ARN extraits de 9
zones épididymaires et du canal déférent. Lesdrasslifférentiellement exprimés entre les tissus
étudiés ont été recherchés : au sein de I'épidid$@%6 transcrits sont différentiels (FDR=0,0001).
Les données obtenues ont été analysées selon dghrdas statistiques non supervisées pour la
recherche de classe : une méthode de partitionrie(R&M) et une méthode de classification
hiérarchique (CAH et HCL). Seuls les génes clask®da méme maniere par les deux types

d'analyse ont été gardés pour les analyses fonedies.

Cette approche permet:1) de montrer I'existenee5drégions épididymaires : la téte
antérieure comprenant les zones 0-1, la téte médiaac la zone 2, la téte postérieure avec les
zones 3-4, le corps constitué des zones 4 a @rlal cdéférent qui se regroupe avec la zone 8/9
pour former la queue et, 2) de définir trois clasde génes « robustes » avec des expressions

préférentielles au niveau de certaines de cesnggio

Cette étude démontre I'existence d’'une forte négjisation de I'épididyme et a permis de
caractériser les transcrits associés a celle-ci.tr@eail ouvre la possibilité de comparer les

transcriptomes épididymaires chez des animauxrtibtéeet d'ages différents.
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Ultra-high resolution top down Fourier-transform mass spectrometry experiments reveal
microheterogeneity of human salivary proteins.)

Frederic Halganb, Sara Bassilidn Puneet SoudaVlad Zabrousko¥; Joseph A. Lo Kym F.
Faull', David T. Wong Julian P. Whitelegde

The Pasarow Mass Spectrometry Laboratory, The &arerry Semel Institute for Neuroscience
University of california, Los Angeles’ Thermo Electron, San Jose, Gaafornia, CA 95134.
3Department of Biological Chemistry, University o&lornia, Los Angeles' School ofDentistry,
University Of California, Los Angeles.

Complementary to bottom-up approaches, top-dowteproics is being applied as a powerful
method to provide complete characterization ofgiroprimary structure of proteins. The strength
of this method lies in its capacity to provide anprejudiced description of genetic sequence
polymorphism and post-translational modificatioAsongst ail types of proteomics studies, the
analysis of biologicai fluids such as saliva offpesticular advantages inciuding their availabiiity
and their non invasive collection. In our studysthiological fluid is investigated as a potential
source of disease biomarkers and therapeutic s&argetthis view the description of protein
isoforms, and intra- and inter- individual polymbigms would provide a better understanding of

structure/function relationships of proteins anel discovery of disease biomarkers.

Top down data obtained using FT-MS with high massieacy and resolution, in conjunction with
multiple types of dissociation experiments, wasmginto be extremely powerful for revealing
subtle sequence changes. At least twenty proteéms identified and new sequences
polymorphisms and post-translational modificatidescribed. Strikingly, Peptide P-C data
revealed the presence of three isoforms differyg b Da. Similarly protein 11-2 isoforms was
found to be a mixture of two isoforms only diffegiby 11 ppm. Other data revealed SNP’s, new
ORF’s and new localizations of PTM’ s. The conabimsof this study highlights the ultimate
requirement for unprejudiced interpretation of mdmass spectral data with the view to discover

new biomarkers of human pathologies in saliva.
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Plate-forme de Protéomique Analytique et Fonctionnée

Labas V, Dacheux JL, Maurel MC, Teixeira AP, Can8p&ornu D.
Centre de Recherches INRA de Tours, F-37380 NguEtance.

La Plate-forme de Protéomique Analytique et Fomctedle (PPAF) du Centre INRA de Tours
offre un savoir-faire et un accés complet a un riée de technologies de pointe : électrophorése,
chromatographie, spectrométrie de masse, résonaaseonique... Ouverte a la communauté
scientifique publique et privée, son principal ahifeest de fournir les meilleurs outils et stragsy

en matiere d'approches protéomiques pour I'étudadiders modeles animaux, végétaux ou

microbiens utilisés dans le cadre de thématiquasdateerche variées.

La Plate-forme PAF regroupe ainsi un ensemble @egspécialisés :

. en techniques séparatives électrophorétiques LR chromatographique 2D pour la
purification et la séparation des protéines etidept

. en spectrométrie de masse pour l'identificaties @rotéines et la caractérisation de leurs
modifications post-traductionnelles, pour la recherde biomarqueurs a partir de cellules entiéres
de type procaryotes ou eucaryotes.

. en résonance plasmonique de surface (Biacore) [peude des interactions protéines-

protéines, protéines-ligands ou autre.

Spectrométrie de
masse

Séparation - Interactions
Fractionnement moléculaires

http://www.tours.inra.fr/plates formes et plateaexhniques/plates formes/ppaf
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The design of GAG-based glycoinhibitors of chemokim presentation.

Nathalie Lamerant-FayelJean-Claude Jacquife€laire Crola da Silva, Katarzyna Mleczko®,
Pawel Kabal&® Emilie Landry, Michéle Mitterrandand Claudine Kieda

Centre de biophysique moléculaire, CNRS UPR 438 Oharles Sadron 45071 Orléans.
%|COA, Université d’Orléans, UFR Sciences, rue dai@ks 45067 Orléans.
3|BBB, Université Jagellon, Ul. Gronostajowa 7, 3738racovie, Pologne

The mechanism of chemokines presentation is higiggificant for endothelial cell (EC)
biology. Both in terms of chemo attractant gradiémtmation and stabilisation as well as
selectivity of the EC in the organospecific and roénvironmental context, the chemokine activity
in EC gets to be a clue for the design of new tedjelrugs. Because ECs are the cell- and
molecule- sorters of the body, the chemokinesipalte adhesion/recognition pathway needs to be
elucidated because of the degree of specificity trang. Indeed, we have shown that EC are able
to bind and present selected chemokines, in a giynmoglycans (GAGs)-dependent manner,
thus allowing the chemoattraction to be exertedarow the integral membrane chemokines
receptor bearing cells. This is particularly impoittin the malignant cell recruitment and invasion
of site into which they metastasize. By finding theans to block the chemokines presentation it
will be possible to reduce the attraction gradiefiiciency and counteract the malignant cell
invasion of a tissue (Kieda and Dus, 2003). We Isvdied: 1/ the binding of chemokines to
endothelial cells and shown the selectivity of tlkeulting activation, 2/ the GAG repartition
among organospecific Ecs, 3/ the GAGs specific ibmaf chemokines a) at the cellular level and
b) at the direcin vitro interaction measured by surface plasmon resonance.

This allowed us to show that the CCL21 (6Ckine¥pecific for peripheral lymph node
microvascular endothelial cells, activates thenmagces their recruitment- and leukocyte- binding
activity. Its mechanism of action is due to itsdding to GAGs and particularly chondroitin sulfate
E. We showed that its activity is efficiently initdd by the synthetic hexasaccharides from the
chondroitin sulfate D as compared to the A and @vas. A higher molecular weight, branching
for a more efficient presentation and complementarfation are to be added to define highly
active competitors.

S0 ChSA Hexasaccharide

cooka %&/M — &w'ﬁl@“ MW : 1528Da

AcNH H

°S°“a i L s ChSC Hexasaccharide
% ’% %/ N\ox MW : 1528 Da
COONa  HO OSON - ChSD Hexasaccharide

"°M/°\&w —~8 \o&w s % MW : 1848 Da

NaS0,0 NaS0,0 Na‘;f) 0

Karst, N.; Jacquinet, J.-C.(2002) Eur. J. Org. Ch8tb-825.Kieda, C. and Dus, D. (2003) Adv Exp Med B85, 79-94.
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Nebulization of an antitumor antibody: example of etuximab.

A MAILLET! N CONGY-JOLIVET?, S LEGUELLECG, L VECELLIO!, S HAMARD" H
WATIER?, P DIOT, G THIBAULT?, Y COURTY}, E LEMARIE!, N HEUZE-VOURC'H

1. Université Francois-Rabelais de Tours, Fralé8HRM U618
2. Université Francois-Rabelais de Tours, Frange383-IPGA
3. Atomisor, DTF, Saint Etienne, France

Inhalation is a very attractive and promising eoudb deliver drugs to lung
tumours. Indeed, it may increase drugs antitum@sponses by targeting lungs
directly and reduce secondary organ toxicity. Alihlo recombinant antitumour
antibodies are efficient and exciting new therajpsuthey have never been tested in
lung cancer treatment through airway conduction.

In this study, we evaluated effect of nebulizatmm cetuximab, an inhibitory anti-
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) antibodyyently tested in non-small
cell lung cancer (NSCLC) by IV injection. Cetuximatas nebulized with three
different devices: a jet nebulizer, PARI LEHPARI, Germany), an ultrasonic
nebulizer, SYST'AM LS290 (SYST'AM, France) and a mesh nebulizer,
AeronebPr8 (Aerogen, USA). Cetuximab aerosols were charamdriising optical
microscopy and cascade impaction. Cetuximab cyictgx was measured by
inhibition of cell growth and EGFR phosphorylatidtGFR recognition and affinity
by cetuximab after nebulization was determined lbw fcytometry. Nebulization of
cetuximab by Pari LC% and SYST'AM® LS290 resulted in aggregation formation
and reduced pharmacological activity. AeroneRtebulizer maintained cetuximab
integrity, immunological and cytotoxic properties.

Altogether our results showed that choice of inhdkevice is crucial for antibody

nebulization.
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Human endothelial stem cells: isolation, differenfaition

and phenotypic characterization.

Maria Paprocka, Agnieszka Krawczenko, Etbieta Wojdat, Jerzy Heimrath®, Claudine

Kieda*, Danuta Dus$

Institute of Immunology and Experimental Therapyli$h Academy of Sciences, Wroctaw;
*Chair of Obstetrics and Gynecology, Medical Uniitgrof Wroctaw, Poland; *Centre de
Biophysique Moléculaire, CNRS, UPR 4301, OrléamanEe.

Endothelial precursor cells isolated from umbilicakd blood, after transplantation could
modulate postnatal neovascularization. As the nurabendothelial precursors in a bone marrow
and circulating blood is extremely low, the aim tbie study was to determine the optimal
conditions for selective growth of progenitor céttsm umbilical cord blood for their future use.

Human CD34, CD133 positive cells were isolated fnambilical cord blood and cultured
in the presence of stem cell growth factor (SCGfe) eascular endothelial growth factor (VEGF)

Flow cytometry applied to phenotype analysis ofifgating cultures revealed that:

1. CD133 positive cells were able to acquire phgmetof endothelial cells when cultured
in a presence of VEGF.

2. Early cultures contained high percentages of £HXLD34, CD117, CD105 positive
cells and the percentages declined with time dwultyure and differentiation.

3. Differentiated cells acquired gradually typi@idothelial cell markers; vWf and VE
cadherin and the ability to form pseudovessels witured in Matrigel.

Overall expansion of CD133 positive cells was samsal, reaching about 80 times. Time when

progenitors were able to modulate postnatal neaNaiszation remains to be determined.

This work was supported by the State CommitteeSitentific Research, Grant No. PBZ-KBN-
083/P05/2002.
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CAPACITE DE SOUTIEN DE L' L'HEMATOPOIESE DES CELLUL ES
SOUCHES MESENCHYMATEUSES DE LA MOELLE OSSEUSE
HUMAINE DIFFERENCIEES DANS LA VOIE OSTEOBLASTIQUE

Tatiana Ribeird Alain Langonné? Bruno Delorm& Pierre Charbory Jorge Domenech
! aboratoire d’Hématopoiése, INSERM-ESPRI/EA3855uffé de Médecine, Tours, France.
’EFS Centre Atlantique, Tours, France.

Les cellules stromales de la moelle osseuse (M@Y)iadispensables a la régulation de la balance
autorenouvellement/différenciation des cellulescbes hématopoiétiques (CSH). Cette régulation,
localisée au sein de la niche hématopoiétigueassirée (au moins en partie) par une sous-
population d'ostéoblastes immatures (Spindle-shapiedadherii Ostéoblasts). Une autre
catégorie de cellules souches médullaires, lesileslisouches mésenchymateuses (CSM) sont a
I'origine des cellules stromales et ont, en ouagyropriété de donner naissance aux tissus osseux,
adipocytaire ou chondrocytaire. Le réle des CSMsdanrégulation de I'hnématopoiése n'est pas
encore trés bien connu. L'objectif de ce travait d®valuer la capacité de soutien de
I'hnématopoiése des CSM en fonction de leur degudifffgenciation ostéoblastique. Les CSM ont
été obtenues par culture en mileMEM (+SVF 10%+FGF2 1ng/ml). Elles ont été differges

par culture dans les lignages ostéoblastigue (N&H42Pexaméthazone-Acide ascorbique) et
adipocytaire (IBMX-Indométhacine-Dexaméthazone). d#férenciation ostéoblastique a été
évaluée par western-blot sur I'expression de tasiéine (OCN), des récepteurs calcium sensible
(CaS-R), ala PTH (PTH-R) et a la BMP (BMB}R_a capacité de soutien de I'hématopoiese a été
évaluée par co-culture avec des cellules médulla@34+ pendant 5 semaines en dilution limite
[test des Cobblestone Area-Forming Cells (CAFCYuslavons constaté que I'OCN, le PTH-R et
le BMPR-R, étaient déja exprimés sur les CSM non différersciegpres différenciation
ostéoblastique (pendant 21 jours), I'expressiofi@QEN et du PTH-R est restée constante, alors
que celle du BMP-Ra diminué fortement a J5 et celle du CaS-R augipragressivement a
partir de J14. Les fréquences des CAFC obtenuedesulCSM aprés 3j et 7j de différenciation
osseuse étaient respectivement de 1 CAFC pour 33 ekllules CD34+. Parallélement, cette
fréequence obtenue sur des CSM apres 7j de diffextemc adipocytaire était de 1 CAFC pour 41
cellules CD34+. En conclusion, plusieurs marquestgoblastiques sont exprimés sur les CSM
avant toute différenciation et la capacité de soutle 'hématopoiese par des CSM différenciées
dans la voie ostéoblastique semble plus importapte celles différenciées dans la voie

adipocytaire.
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Projet de constitution d'une plateforme de producton

et de cristallisation de protéine recombinante enégion Centre.

Alain Roussel, CBM, Orléans

Le Groupement d’intérét scientifigue « Génomiquactmnnelle et Structure des
protéines appliquées a la Signalisation et a lanSmaption » (GSST) a favorisé
I'élaboration des plusieurs projets pluridisciplnea (9 sont actuellement lancés)
entre équipes de sites et d’organismes différefltignées de par leurs culture
scientifique mais faisant toutes parties de laae@entre. La plupart de ces projets
son basés sur la mise en oeuvre de techniquesl@séau niveau physiologique,
génétique et moléculaire.

L'étude des macromolécules biologiques, comme lestéipes, au hiveau
moléculaire et structural nécessite des quantiéssitportantes de protéines pures.
Mais I'obtention des protéines purifiées et destatix de qualité constitue encore un
facteur limitant. La production de protéines recorahtes requiert plusieurs étapes.
A) Insertion du gene d’'intérét dans une constriacfiermettant sa surexpression. B)
Réalisation de tests d’expression de la protéinecatisation de la protéine dans la
fraction soluble et/ou insoluble de I'extrait bagres lyse des cellules. C) Passage a
grande échelle. D) Purification de la protéine gréc une colonne d’affinité
spécifique d’'une étiquette présente au début aufia de la chaine protéique. D1) Si
la protéine est insoluble (mauvais repliemente skrvira a préparer des anticorps
fort utiles pour étudier la localisation et le n@iksme de la protéin@ vivo. D2) Si

la protéine est soluble, elle servira a effectuesr essais de cristallisation.

La plupart des étapes peuvent étre automatiséequicgoermet d'envisager la
constitution d'une plateforme pouvant prendre exxgdrde nombreuses productions.
Cette plateforme sera constituée d'un robot pip&teunipulateur permettant de
réaliser les étapes de clonage, les tests d'exumesst leurs analyses (étapes A et
B), et d'un robot de cristallisation permettant tédster des conditions sur des
échantillons de 100 a 300 nanolitres. En coordnativec les plateformes de
protéomique (INRA — Nouzilly) et de transcriptom@u(INRA - Ardon),
'automatisation de la plateforme « protéines sClBM (CNRS — Orléans) permettra
de lier efficacement les études génétiques, plogiples et d'interactions
moléculaires et de valoriser en Sciences du vivianparticipation de la région
Centre au laboratoire SOLEIL
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Régulation par le monoxyde d’azote (NQ de la reconnaissance cellulaire lors de
I'angiogenése tumorale : Comparaison de lignées ewoithéliales organo-spécifiques

Aude Sélo, Claudine Kieda, Catherine Grillon
Centre de Biophysigue Moléculaire, UPR4301 CNRS
Rue Charles Sadron, 45071 ORLEANS cedex02

L’angiogenése correspond a la formation de nouveaisseaux a partir d'un réseau vasculaire
pré-existant. L’angiogenése tumorale est nécessaleecroissance des tumeurs, ainsi qu’a leur
dissémination vers d’autres organes. Elle faitrugrir une reconnaissance cellulaire spécifique
des cellules endothéliales entre elles et avec reatrice, dans le but de former une structure
vasculaire fonctionnelle en direction de la tumdug. monoxyde d’azote (NP est fortement
impliqué dans ce phénomene.

Notre travail consiste a étudier le(s) role(s) dir Nans la reconnaissance cellulaire impliquant les
cellules endothéliales et plus particulierementsdangiogenéese. Nous étudions les modifications
des interactions cellules-cellules, en utilisamhote modeéle des cellules endothéliales spécifiques
de plusieurs organes (peau, cerveau, poumons,igasi(ymphatiques) isolées et immortalisées au
laboratoire.

La formation de I'angiogenése sur Matriggar les cellules endothéliales de peau est inhplaée
100uM de DPTA-NONOate (donneur de N@une Y2 vie de 3h a 37°C) a partir de 24h. Par
contre, le DETA-NONOate (donneur de Nune ¥z vie de 20h) est inactif.

Nous avons vérifié par utilisation de l'ilodure degidium et de I’Annexin V-FITC que cette
inhibition de I'angiogenese par le DPTA-NONOatest’pas le résultat d’'un effet cytotoxique ou
pro-apoptotique de cette molécule.

Nous avons donc recherché une modulation de I'sspe des molécules d’adhésion, qui sont
indispensables a I'angiogénése, a la surface dadeseendothéliales par le DPTA-NONOate.
Dans un premier temps, nous avons caractérisérilesigales molécules d’adhésion des cellules
endothéliales de peau par cytométrie en flux daes abnditions normales (normoxie : 21%
d’oxygéne) ou pro-angiogénique (hypoxie : <1% dgamye). Dans les 2 cas, nous observons la
présence de PECAM-1 (CD31), CD34, ICAM-1 (CD54H&AM (CD44) avec peu de différence
d’expression entre normoxie et hypoxie.

Dans un second temps, nous comparerons les exprest@s molécules d’adhésion en présence de
donneurs de NOQpuis sur des cellules endothéliales d’originsuiigire différente. Notre but est de
mieux définir I'effet du NOsur I'angiogénése, pour les différentes lignéaothéliales, afin d’en

dégager un intérét thérapeutique.
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EXPRESSION DES ONCOMARQUEURS DANS LES CELLULES GERMINALES ET
EMBRYONS PRECOCES BOVINS: AURORA KINASES ET LEUR IM PLICATION
POSSIBLE DANS LA MATURATION OVOCYTAIRE.

Svetlana Uzbekovd, Rozenn Dalbies-TranPascal Mermillol Claude Prigefit Rustem
UzbekoV.

! Physiologie de la Reproduction et des ComportemetR 6175 INRA/CNRS/Université de
Tours/Haras Nationaux, 37380 Nouzilly, France.
2 CNRS UMRG6061 Université de Rennes 1, Institut deédigue et Développement 35043

Rennes, France.

Les Aurora serine-thréonine kinases sont des rtmyuka clés de la mitose et sont impliquées
dans la ségrégation correcte des chromosomesaogtdkinése. Les Aurora kinases s’expriment
dans les cellules en division et sont localiséedesicentrosomes, chromosomes et midbody. La
surexpression des Aurora kinases actives est li2éuanorogenese.

Les ARN messagers d'Aurora A, B et C sont surexgsigians I'ovaire et le testicule bovin par
rapport aux autres tissus somatiques. Les Aurooteipes sont détectées dans l'ovocyte et le
testicule. Les profils d'expression ARN et prot&ir@dAurora A, B et C dans l'ovocyte sont
différents au cours de sa croissance, lors de larateon in vitro (MIV) et du développement
embryonnaire précoce. Aurora A et C ARNm sont swbillurant la MIV, mais diminuent
fortement au stade morula et blastocyste, tandés Awrora B réinitialise son expression aprés
l'activation du génome embryonnaire. Aurora A estdrme la plus abondante dans I'ovocyte; la
protéine est accumulée progressivement dans cgtoplau cours de la croissance folliculaire et la
MIV. Aurora B est associée aux chromosomes dedye en métaphase I/ll de la méiose. Aurora
C est trés peu exprimée dans l'ovocyte. Les trniaskes Aurora, y compris Aurora A active, ont
été détectées concentrées sur 'anneau contrattiielbody” entre I'ovocyte mature et la premiere
globule polaire. L'administration durant la MIV d8<680, l'inhibiteur spécifique de l'activité
kinase d'Aurora, généere des ovocytes multinucleégee des divisions méiotiques anormales sans
expulsion du globule polaire. Les résultats suggeqeie les oncogénes de la famille d'Aurora

kinases sont impliqués dans la méiose chez le bovin
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Régulation de l'activité protéolytique des cathepsies a cystéine extracellulaires
par le peroxyde d’hydrogene : réle protecteur de laatalase

F. Veillard, V. Herve-Grépinet, E. Godat, F. Lelmiét G. Lalmanaclicontributions égales des
deux premiers auteursnserm U618 « Protéases et Vectorisation PulmomsdjrdFR 135,
Université Francois Rabelais, Faculté de Médecir®eBoulevard Tonnellé, F-37032 Tours cedex,
France. Tel: + (33) 2 47 36 61 51, courriglilles.lalmanach@univ-tours.fr

Les cathepsines a cystéine (CPs) sont inactiueestro de fagcon dose-dépendante en
présence de peroxyde d’hydrogene@b (1). Néanmoins, ces enzymes sont retrouvéeseactiv
dans les liquides de lavage bronchoalvéolaire deerga atteints d’inflammations pulmonaires
aigues ou chroniques, malgré le stress oxydatifaggompagne ces phénoménes inflammatoires
(2-4).

Aprés avoir démontré par des techniques immunaghies et enzymatiques la sécrétion de
CPs actives, ainsi que de catalase, par les cellil-1 différenciées en macrophages, nous avons
montré que I'addition d’kD, ne diminuait pas I'activité protéolytigue des G#dracellulaires.
Nos résultats suggerent que le maintien de l'aétides CPs durant le stress oxydatif pourrait
s’expliquer en partie par la sécrétion en quardgiiffisante de catalase par les macrophages

alvéolaires recrutés sur les sites d’inflammation.

(1) E. Godat, V. Hervé-Grépinet, F. Veillard, F.chéle, M. Belghazi, D. Bromme et G.
Lalmanach. Regulation of extracellular cysteinehepsins activity by hydrogen peroxide.
Manuscript en préparatian

(2) C. Serveau-Avesque, M. Ferrer-Di Martino, V.n#eGrépinet, E. Hazouard, F. Gauthier, E.
Diot et G. Lalmanach (2006). Active cathepsins BKHL and S in inflammatory bronchoalveolar
lavage fluids. Biol. Cell 98, 15-22.

(3) C. Perdereau, E. Godat, M.C. Maurel, E. Hazshur Diot et G. Lalmanach (2006). Cysteine
cathepsins in human silicotic bronchoalveolar l&vfigids. Bioch. Biophys. Acta 1762, 351-356.
(4) G. Lalmanach, E. Diot, E. Godat, F. Lecaille/etHervé-Grépinet (2006). Cysteine cathepsins
and caspases in silicosis. Biol. Chem. 387, 863-870

Actes du 28" colloque BIOTECHNOCENTRE 25-26 Octobre 2007



32
P29

BASES MOLECULAIRES DE LA MODULATION DE LA REPONSE F SH et LH
DE LA eCG INDUITE PAR DES ANTICORPS ANTI-eCG POTENT IALISANTS

WEHBI Vanessa DECOURTYE Jérémy, DURAND Guillaume; REITER EAMAUREL Marie-Christine

I.N.R.A,, P.R.C., UMR 6175 INRA/CNRS/Université @leurs/Haras Nationaux, 37380 Nouzilly

Dans les élevages ovins et caprins, la choriogdnagioe équine (eCG) est
utilisée pour induire l'ovulation a contre-saisoBhez certaines femelles, son
utilisation répétée entraine une diminution d'eftité due a la sécrétion d’anticorps
(Ac) anti-eCG. Dans certains cas, ces Ac amélidiefficacité du traitement, avec
un taux de mise bas systématique de 100% apréwimat#on artificielle, quelque
soit le nombre de traitements recus. Nous avongrmhguie ces femelles sécrétent
des Ac anti-eCG a effet potentialisant sur les diigdés LH et FSH de la eCG
(Hervé et al, 2004). L’Ac a un effet potentialisant uniguemdatsqu’il est
complexé a la eCG. Un des objectifs de notre éasiiad’analyser I'impact de ce
nouvel agoniste, eCG/Ac potentialisant (Ac+), ses Voies de signalisation en
comparant le cas d'une stimulation par la eCG seuwecomplexée a I'Ac
potentialisant.

Nos travaux visent donc a étudier si l'efficacitésdvoies @s / PKA-
dépendantes d'une part di-arrestines-dépendantes d’autre part, peut étre
spécifiguement modulée par le complexe eCG/Ac+rppport a une stimulation
par la eCG seule. Pour cela, nous étudions limpdict complexe sur la
phosphorylation des ERKSs, systéme activable pa® lesies et sur la production
d’AMPc, un indicateur spécifique de la voie pro&i@. Les résultats montrent que
si l'effet potentialisant du complexe est retrouggstématiquement sur la
phosphorylation des ERKSs, il n’en est pas de méoe [a production d’AMPc. i
semblerait que la complexation de I'hormone avedaoe anticorps puissent
conduire a moduler sélectivement les voies de Bggtmn. L'utilisation d’outils
pharmacologiques et de siRNA devrait nous permdtreonfirmer cette hypothése
en disséquant de maniére plus fine les voies dealssgtions impliquées pour

chaque complexe.
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Mécanismes moléculaires et biomarqueurs associésxatasculopathies induites
par les inhibiteurs de phosphodiestérase 4 chez lemngeurs

Stephan Chevalier, Directeur du laboratoire dectirgie cellulaire et moléculaire, Pfizer R&D,
Amboise gtephan.chevalier@pfizer.comél : 06 30 65 77 57).

Les phosphodiestérases (PDEs) sont des enzymdmlesdat les nucléotides cycliques
libres tels que 'AMPc et le GMPc en métaboliteaatifs. Les inhibiteurs de PDE4 présentent un
intérét thérapeutiqgue dans des pathologies a canpinflammatoire telles que I'asthme ou les
bronchopneumopathies chroniques obstructives. Ceaperie développement pharmaceutique de
ces molécules peut étre entravé par I'apparitiazz dlanimal de laboratoire d’effets secondaires,
dont l'origine demeure a ce jour mal connue, maisspnt caractérisés par une inflammation et
une altération de la paroi de certains vaisseadx de mieux comprendre I'étiologie de ces
lésions et d’appréhender leur survenue possible Khemme, nous avons étudié les effets du ClI-
1044, un inhibiteur sélectif des PDE4 chez l'anind@ laboratoire. Nous avons analysé le
transcriptome de tissus mésentériques de ratégrpér I'inhibiteur de PDE4 CI-1044 pendant 2 a
78 heures. Les profils d’expression génique demaumx traités, par rapport aux animaux ayant
recu le véhicule, ont été comparés et verifiésRPRPCR en temps réel (Tagman). Les résultats
ont montré que la détection histopathologique d&olés inflammatoires et/ou nécrotiques
observées dés 24 heures apres le traitement comneksp une modification globale du profil
d’expression génigue dans les échantillons de tisssentérique des animaux traités. Un quart des
génes surexprimés chez les animaux présentaninflarfimation et/ou de la nécrose est impliqué
dans la réponse inflammatoire ou la réponse agsstgydant et environ 40% des genes sous-
exprimés sont impligués dans le métabolisme ériguget Cette corrélation entre I'analyse
histopathologique et I'analyse du transcriptomeit étgalement observable dans une analyse
statistique en composantes principales du métatelom

De plus, le processus inflammatoire est détectdhles le sang avant I'apparition des
lésions vasculaires soit des 8 heures de traitesteles modifications d’expression génique sont
détectables des 2 heures aprés I'administratiofCdl044. Ainsi, des genes codant pour des
protéines inflammatoires telles que l'interleukideu les protéines MRP8 et MRP14 (migration
inhibitor factor related proteins) sont activéstamps 2 heures. La réponse a un stress oxydant en
amont de la détection histologique des lésionsillestrée par 'augmentation de I'expression,
apres 4 heures de traitement, des genes codanfgrmyme pro-oxidante xanthine déhydrogenase
et I'enzyme anti-oxidante superoxide dismutasea&2cambinaison d’'une réponse inflammatoire et
d'un stress oxydatif, 'un amplifiant l'autre viea llibération de différents médiateurs, joue
probablement un réle important dans la sévéritdéens inflammatoires conduisant a la nécrose
de la paroi vasculaire. Enfin, 'augmentation figative de lI'expression de TIMP-1, un
inhibiteur tissulaire des metalloprotéinases, &la au niveau génique et protéique dés 4 heures
aprés l'administration du CI-1044 en fait un biomasur prédictif potentiel des vascularites
induites par des substances de la classe destamhibide phosphodiestérase 4. Afin de vérifier la
possibilité de transposer le dosage de TIMP-1 te$es pré-cliniques aux études cliniques, il est
important de mesurer son expression dans le pla&mahiens et des singes mais également de
patients atteints de vascularites, en particulervdscularites médicamenteuses, en vérifiant en
paralléle si le médicament ciblé induit une toxiaiasculaire chez I'animal de laboratoire.
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La base de données de séquences de protéine UniRBtSwiss-Prot :
visite guidée

Anne Estreicher, Amos Bairoch, Lydie Bougueleregratiron 80 collaborateurs

Institut Suisse de Bioinformatique, Groupe SwisstRCentre médical universitaire,
1, rue Michel-Servet, CH-1211 Geneve 4

Les sciences de la vie sont confrontées a un afflagsif de données issues notamment des projets
de séquencage. Ces informations, cruciales poue remmpréhension du vivant, doivent étre
analysées, intégrées et mises a la dispositioa derhmunauté scientifique. C’est dans ce contexte
que s’inscrit la base de données de séquences aeings UniProtKB/Swiss-Prot. Ses
caractéristiques sont les suivantes :

1. annotation manuelle de haute qualité ;

2. redondance minimale ;

3. degreé éleveé d’intégration avec les autres base®uaieces (références croisées).

Pour éviter la multiplication d’entrées correspamdaux produits d'un méme gene dans une
espéece donnée, les différentes séquences d'ur@magisoformes générées par épissage alternatif
et variants physiopathologiques ou artefactuets)t eegroupées, dans la mesure du possible, dans
une seule entrée UniProtKB/Swiss-Prot. Chaque sweguest contrblée et les différences entre les
séquences sont répertoriées. La séquence la piseatative - ou la plus probable - est analysée
grace a des outils bioinformatiques performantsidtrite dans I'entrée résidu par résidu en
fonction des résultats de ces prédictions et daméks expérimentales rapportées dans la
littérature. De plus, un état des lieux des corsagises actuelles sur la protéine en questionstelle
que sa fonction, sa localisation subcellulairestsacture, ses similarités a d’autres protéines, et
est fourni dans I'entrée. Une importance particaliést accordée a la description des modifications
post-traductionnelles, aux isoformes produites pépissage alternatif, ainsi qu’aux
polymorphismes et mutations impliquées dans digepsg¢hologies. Ces données proviennent de la
littérature scientifique, de communications persdies, et d'analyses bioinformatiques des
séquences. Pour compléter les informations d'intgéhéral fournies par la base de données,
UniProtKB/Swiss-Prot offre des liens explicites ¥e€90 autres ressources externes : bases de
données de séquences nucléotidiques, génomiquettomiques (2D-PAGE), de structure
tridimensionnelle ou autres bases de données $ipéem

Depuis 2002, le groupe Swiss-Prot fait partie dmsootium UniProt et la base de données
UniProtKB/Swiss-Prot sera bientot disponible sundeiveau site UniProt avec une nouvelle mise
en page, un nouveau moteur de recherches et delfesugptions. Une version test existe déja sur
la toile a I'adresse http://beta.uniprot.org/.

En date du 11 septembre 2007, UniProtKB/Swiss-&otptait283'454entrées, représentant
11’031 espéeces différentes (dont les plus représsrsont 'hnumain, la souris, la levure et le rat),
487'649 publications et 3'980'814 références cegise
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NANOTECHNOLOGIES : des sciences de l'information au  x sciences du
vivant

Jean-Marc GROGNET
Directeur Scientifique, Direction de la Recherche T echnologique
Commissariat a 'Energie Atomique

Les microtechnologies et les nanotechnologies ontdversé les technologies de I'information et
de la communication. Nos ordinateurs ont vu et Moleur puissance doubler tous les 18 mois
environ. Ceci a été rendu possible par I'extrémeiatiirisation des dispositifs électroniques et par
la réduction de taille des transistors qui les cosept. En 1950, un transistor était un composant
de taille centimétrique aujourd’hui un transist@cape un espace qui se mesure en dizaines de
nanometres (1 nanometre = un milliardieme de metté)e réelle révolution s’est déroulée sous
nos yeux au cours des 25 dernieres années. Ngbérience quotidienne nous montre et nous
démontre ce fait. Parfois méme nous ignorons lantifgade puces électroniques qui equipent le
moindre de nos objets les plus familiers tel uvelaaisselle ou un réveil. Ces technologies
impliquent d’étre capable de travailler la matiaran niveau de résolution variant du micrometre
(10-6m ou le millionieme de metre) au nanometreq10 ou le milliardieme de metre) (figure 1).
Cette échelle est également celle a laquelle dpérvant. Nos vaisseaux sanguins, nos bronches
sont des capillaires de quelques pm transportastfldeles ou des gaz. Les cellules unités
fonctionnelles de quelques pum de diametre réalisked réactions chimiques au sein de
compartiments de quelques nanolitres. Le passad@ntarieur des cellules de composés
(médicaments, médiateurs chimiques, métabolites) s¢ fait par I'action de pores de quelques
nanometres de taille. Notre défense contre lessaigmes extérieures de fait au moyen d’anticorps,
protéines d’une taille proche de quelques dizadesim. Les agresseurs (bactéries, virus) sont
également des entités de la taille micro voire natdque. S’intéressant a des objets de taille
identiques, il était donc naturel que les nanoteldgies rencontrent les sciences biologiques.
Cette convergence a été baptis€a nano — biotechnologie.

La nano - biotechnologiese situe a la convergence des nano -scienceslethi@ogie. Elle tire
profit des méthodes de miniaturisation et de faion collective développées pour les micro et
nano -technologies afin de réaliser de nouveaudsod®tude du vivant. Ces nouveaux outils
permettent de multiplier de facon extraordinairenteambre d’analyse possibles sur un simple
échantillon biologique, de manipuler des volumegcHantillons excessivement faibles, de
travailler sur une cellule isolée voire sur une écale unique. Ces outils seront dans un avenir
proche des éléments clefs pour repousser les firdéenotre connaissance du vivant

De facon simple, on peut donc envisager que l'apges nano-technologies se fera selon trois
axes :mieux voir c'est- a dire mieux diagnostiquer, mieuxsoigner et mieux compenser les
déficits.

C’est déja une discipline académique trés vivaniecqmmence a connaitre les prémisses d'un
développement industriel.

Références :
GROGNET JM Les NanoBioTechnologies Annales des Bli&alités industrielles- (20042, 59-63
BOTTERO JY, GROGNET JM et LAURENT Les nanotechnadsg promesses et débats®1Des
Techniques de I'lngénieur (2006) 3, 4-14
Sites www a consulter
CEA :www.cea.fr
Union Européennehttp://cordis.europa.eu/nanotechnology/
CNRS :http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/
http://www.cnrs.fr/fr/presentation/ethigue/cometdéx.htm
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Remodelage de la matrice extracellulaire dans lesc  ancers

Nathalie Heuzé-Vourc’h, CR2 INSERM
INSERM U618, équipe 3 - « Aérosols et Cancer Broncho-pulmonaire » Tours

Contrairement aux idées longtemps défendues, la matrice extracellulaire n’est pas un
support cellulaire passif. Elle constitue un réservoir de signaux qui modulent le fonctionnement
des cellules et régulent la progression tumorale. Son remodelage qui intervient dans différentes
conditions pathologiques, libere des facteurs de croissance et démasque des sites cryptiques au
sein des protéines de soutien (collagéne, vitronectine, laminine...), hommés matricryptines ou
matricryptopes. L'exposition de ces motifs cryptiques est la conséquence d’'un changement de
conformation de la molécule parente, suite notamment a I'action de protéases produites par les
cellules tumorales elles-mémes ou les cellules du microenvironnement (fibroblastes, cellules
inflammatoires...). Dans I'environnement pulmonaire, plusieurs catégories d’endoprotéases
peuvent générer des matricryptines/matricryptopes. Premiérement, les métalloprotéases (MMPS)
qui sont bien connues pour cliver de nombreuses protéines de soutien et participer au
remodelage des MEC de l'organisme. Deuxiemement des protéases a cystéine, comme la
cathépsine B ou K. Et, enfin des protéases a sérine comme I'élastase leucocytaire (HLE), la
cathepsine G (Cat G) et la protéinase 3 (PR3) sécrétées par les cellules hématopoiétiques, mais
aussi potentiellement une nouvelle famille de protéases a sérine, les kallicréines tissulaires
humaines qui sont sécrétées par les cellules tumorales.

Le démasquage de matricryptines/matricryptopes permet leurs interactions avec des
récepteurs membranaires qui activent ou inhibent des voies de signalisation impliquées dans la
progression et la dissémination tumorale. En particulier, des travaux ont montré que ces motifs
cryptiques peuvent favoriser la migration des cellules cancéreuses et I'angiogenese.

Comme ces sites ne sont pas exposés ou présents dans la protéine de soutien native, ils
constituent de nouveaux déterminants antigéniques qui peuvent étre ciblés par des anticorps.
Récemment, il a été démontré que des matricryptines/matricryptopes issus de la vitronectine ou
du collagéne 1V sont détectés spécifiguement dans certaines tumeurs alors qu'’ils sont inexistants
dans le tissu sain. Ces motifs pourraient donc constituer de nouveaux biomarqueurs et des cibles

thérapeutiques potentielles pour des anticorps armés.
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Glycosylation et humanisation des biomédicaments.

Friedrich PILLER
Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS UPR4301lilaffed to INSERM and the Université
d’Orléans, Orléans

Les biomédicaments sont des médicaments produitggrae génétique et destinés a une
administration systémique chez les malades. Lagpluge ces biomédicaments sont des protéines
naturellement secrétées et comme la majorité dagipes secrétées, elles empruntent la voie de
sécrétion classique de la cellule. Tout au longcdde voie, ces protéines acquierent des
modifications post-traductionnelles nécessaireewr hctivité et leur stabilité dans le milieu
extracellulaire. La glycosylation est une des miodifons post-traductionnelles les plus répandues.
Les glycoprotéines humaines sont glycosylées pag panoplie deN- et O- glycanes
prodigieusement hétérogenes. La glycosylationeastdultat de I'activité coordonnée d’'une grande
variété de glycosyltransférases, enzymes localisgdsau long de la voie de sécrétion depuis le
réticulum endoplasmique jusqu’au réseau transguldia glycosylation est un processus finement
régulé qui change au cours du développement e ddférentiation, en fonction des conditions
physiologiques et dans certaines maladies.

La glycosylation des biomédicaments produits daastganismes comme les bactéries, les
levures, les cellules d’insectes, de plantes etndenmiferes autres que les humains est souvent
différente de celle qu’'on trouve chez 'homme. Gejant pour la plupart des biomédicaments, la
glycosylation influence profondément l'activité lugique , la fonction, la demi-vie dans la
circulation et l'antigénicité. Il est donc impéfatpour I'obtention d’'une pharmacocinétique
optimale des biomédicaments, que leur glycosylasoit aussi proche que possible de la
glycosylation rencontrée chez ’lhomme.

Pour atteindre cet objectif, un grand nombretdségies ont été développées qui prennent en
compte les potentiels de glycosylation des diweganismes hoétes. L’ « humanisation » de la
glycosylation nécessite souvent non seulement tesgion de glycosyltransférases adéquates dans
I'hbte mais aussi des modifications de la glycasytaendogéne rencontrée dans cet héte. Dans
beaucoup de cas une voie métabolique nouvelleéi@tintroduite qui conduit a la synthese de
nouveaux monosaccharides ainsi qu’a la formatienieléotides-sucres correspondants puisque
ces derniers sont les substrats des glycosyltnass®. Malgré la grande complexité du probleme
et les grandes difficultés souvent rencontréessi@lus stratégies ont conduit récemment a la
production de biomédicaments dits « a glycanes higéa » qui se sont révélés tout-a- fait actifs
chez ’homme.

Hamilton, S. R.et al (2006) Science313, 1441-3 ; Cox, K. Met al (2006) Nat Biotechnol24, 1591-7 ; Schahs, Met al
(2007)Plant Biotechnol &, 657-63
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Nouvelles voies de signalisation des récepteurs cou plés aux protéines G

Eric REITER

UMR 6175 Physiologie de la Reproduction et des Comportements, centre INRA de Tours,
37380, Nouzilly. reiter@tours.inra.fr

Les récepteurs a 7 passages transmembranaires (R7TM) couplés aux protéines G
constituent une famille de protéines membranaires capables de lier une grande variété de
ligands régulant ainsi 'ensemble des fonctions physiologiques. De plus, les R7TMs sont
la cible de plus de 50% des agents thérapeutiques actuellement utilisés.

Le cadre conceptuel sur lequel la pharmacologie des R7TMs a été construite est en train
d’évoluer, ouvrant des perspectives prometteuses pour le développement d’agents
thérapeutiqgues nouveaux. Classiquement, la fonction des R7TMs est médiée et modulée
par deux mécanismes géneriques : l'activité des protéines G hétérotrimériques et la
fonction des B-arrestines. L’activation des R7TMs déclenche la génération de seconds
messagers diffusibles et stimule le recrutement de kinases spécifiques des R7TMs - les
GRKs - qui les phosphorylent en retour. Les B-arrestines sont alors recrutées aux
récepteurs phosphorylés et induisent leur désensibilisation par encombrement stérique.
Les B-arrestines connectent également les R7TM a la machinerie d’endocytose par les
vésicules a clathrine nécessaires a leur internalisation.

Il est apparu récemment que les R7TMs sont également capables d’activer des voies de
signalisation intracellulaires indépendamment des protéines G. Le mécanisme qui semble
le plus général fait également intervenir les B-arrestines. Ces derniéres sont en effet
capables de recruter des complexes signalétiques aux récepteurs activés. Il a par
exemple été montré que les B-arrestines induisent l'activation des MAP kinases ERK
selon une cinétique et avec une localisation subcellulaire distincte de celles activées par
le mécanisme dépendant des protéines G. L'idée émerge maintenant que ce mécanisme
de signalisation dépendant des seules [(-arrestines médie des réponses biologiques
distinctes de celles transduites par les protéines G.

Jusqu’ici, il était admis que toutes les réponses biologiques induites par un R7TM étaient
corrélées. Par conséquent, n'importe quel essai fonctionnel permettait de caractériser
complétement l'efficacité d’'un ligand pour un R7TM donné, le classifiant comme agoniste
complet, partiel ou inverse. Cependant, des ligands « biaisés », capables d’activer ou
d’inactiver sélectivement certaines voies de signalisation sont maintenant décrits. Ces
données conduisent a un nouveau paradigme qui ouvre des opportunités fascinantes
pour le développement d’agents thérapeutiques sélectifs.

Dans mon expose, jillustrerai ces concepts en m’appuyant sur les travaux réalisés dans
notre équipe sur le récepteur de I’hormone folliculo-stimulante (FSH) et je présenterai les
perspectives qui s’ouvrent a nous pour développer une nouvelle pharmacologie des
hormones gonadotropes.
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"Approche métabolomique dans l'industrie pharmaceutique :
définition et exemple”

B. WALTHER - Directeur du centre de Pharmacocinétique et de Métabolisme
Technologie Servier -ORLEANS

L’émergence et le développement des différentes approches globales de systémes
biologiques  (génomique, transcriptomique, protéomique, métabonomique /
métabolomique, ...) peuvent étre considérés comme une véritable révolution dans le
domaine de la recherche pharmaceutique, de part la richesse et l'impact potentiel des
informations générées par chacune de ces disciplines.

En dehors des progres techniques qui seront présentés, les véritables défis d'aujourd'hui
sont d'interpréter la multiplicité des données générées et d'interconnecter ces
disciplines afin de créer un faisceau de connaissances utilisables pour la découverte et
la caractérisation de nouveaux biomarqueurs utilisables chez 'lhomme.

La métabonomique, peut étre considérée comme un formidable outil de "biochimie
clinique” capable de photographier les désordres métaboliques chez un individu ou un
organisme cellulaire suite a un traitement ou au cours de linstallation ou de l'évolution
d'une pathologie.

C'est pourquoi, elle a parfaitement trouvé sa place dans le domaine de la recherche
préclinique, phase importante du développement d’une nouvelle molécule, permettant
d'obtenir précocement des informations sur le médicament (cinétique), son élimination
(métabolisme de la molécule) et son impact sur le métabolisme endogene de
’organisme.

La métabonomique sera présentée comme un outil de sélection supplémentaire pour la
caractérisation de modeles et de profils pharmacologique (efficacité), de toxicité et
d'activité de nos futurs médicaments.
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