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Activités de recherche



Apres une formation d’Ingénieur et un doctorat de I’INSA financé par la société BioEurope, il
apparaissait plus probable que ma carriere s’oriente vers la recherche industrielle plutdt que vers
I’Université. Toutefois, je me suis toujours efforcée d’équilibrer la balance entre recherche
fondamentale et recherche appliquée et cet objectif a grandement orienté mes choix scientifiques. En
effet, des ma premiere expérience de chercheur post-doctoral dans I’équipe du Pr Guy Serre, j’ai
cotoyé des chercheurs d’horizons différents tels que médecins, scientifiques ou industriels et j’ai
rapidement compris I’intérét qu’il y avait a réunir des compétences complémentaires au sein d’une
méme équipe. C’est aussi pourquoi, en janvier 2003, j’ai choisi d’intégrer 'UMR 2587, une unité
mixte de recherche CNRS-Pierre Fabre, dirigée par le Pr JE Gairin et dont I’émergence témoigne de

I’évolution des structures partenariales entre domaine académique et milieu industriel.

Les activités de recherche présentées dans ce document s’articuleront en deux parties
distinctes. La premiere portera sur mes travaux de recherche antérieurs concernant la caractérisation
des antigénes cibles d’auto-anticorps associés a une maladie auto-immune, la polyarthrite rhumatoide.
Dans la seconde partie, je présenterai I’activité de recherche que j’effectue actuellement dans ’'UMR
2587 et qui est centrée sur I’étude d’un systéme biologique impliqué dans la dégradation des protéines
intracellulaires, le systéme ubiquitine-protéasome et pouvant générer des cibles d’intérét thérapeutique

dans le domaine du cancer.

1. La Polyarthrite Rhumatoide et les auto-anticorps «anti- protéines citrullinées »

Janv 89 & juin 98, « Laboratoire de Biologie et Pathologie de la Différenciation Malpighienne » du Pr Guy

Serre, Faculté de Médecine Purpan, Université Toulouse 111

1.1. Présentation du contexte

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune d’étiologie inconnue, caractérisée
par une inflammation chronique et destructive des articulations synoviales. Le tissu synovial des
articulations atteintes est infiltré par des cellules immunitaires et on observe une hyperplasie des
synoviocytes. L’ensemble constitue un pannus érodant le cartilage et I'os sous-jacent, et dans les
formes les plus sévéres, la maladie progresse rapidement vers une destruction articulaire irréversible et
une incapacité fonctionnelle majeure. La polyarthrite rhumatoide affecte environ 1% de la population
mondiale et, depuis de nombreuses années déja, le processus auto-immun rhumatoide fait I’objet
d’intenses recherches. Elles ont permis de montrer que certains facteurs génétiques (genes du
complexe majeur d’histocompatibilitt ou CMH de classe Il, répertoire du récepteur T des

lymphocytes T), infectieux ou environnementaux sont liés a la maladie. Cependant, bien que des



progres importants aient été réalisés dans la compréhension de certains mécanismes
immunopathologiques mis en jeu, il n’a pas été possible d'identifier un élément unique comme
responsable du processus inflammatoire auto-immun. Il est donc communément admis aujourd’hui
que c'est la combinaison de divers facteurs qui détermine I'apparition et I’entretien de la maladie. La
présence d’auto-anticorps circulants dans le sérum de patients et/ou retrouvés dans le liquide synovial
infiltrant le pannus pourrait faire partie de ces éléments.

A ce titre, le Pr Guy Serre s’intéresse depuis une quinzaine d’années aux anticorps dits anti-
protéines citrullinées (anti-citrullinated protein / peptides antibodies ou ACPA). Ces anticorps ont éteé
décrits initialement en 1979 par Young et coll. pour leur marquage du Stratum Corneum (ou couche
cornée) de I’épithélium d’cesophage de rat en immunofluorescence indirecte. Pensant que le marquage
produit était dd a la reconnaissance du principal constituant de la couche cornée, les kératines, les
auteurs baptisérent ces anticorps « anticorps anti-kératines ». Cette dénomination était fausse car les
antigenes reconnus ont été par la suite caractérisés dans le laboratoire du Pr Guy Serre, et identifiés a

des variants acides d’une autre protéine épidermique, la filaggrine.

En 1989, a partir d’un vaste échantillon constitué par plus de 500 patients atteints de
pathologies rhumatoides parfaitement caractérisées, une sensibilité de 46% pour une spécificité de
97% ont été calculées par I’équipe hospitalo-universitaire du Pr Guy Serre, montrant ainsi I’intérét de
ces anticorps pour le diagnostic de la maladie (Vincent et coll., 1989). Leur présence est donc une
caractéristique suffisamment fréquente et spécifique de la maladie rhumatoide pour qu’on puisse les
suspecter de jouer un réle significatif dans les processus responsables de I’inflammation articulaire
chronique. D’autres arguments tels que leur association aux formes les plus sevéres et actives de la
maladie ainsi que leur apparition & un stade tres précoce, pouvant précéder I’apparition des premiers

symptémes, suggérent leur implication dans la physio-pathologie de la polyarthrite rhumatoide.

1.2. Identification des antigenes reconnus par les auto-anticorps « anti- protéines citrullinées »
(ACPA)

1.2.1. Antigenes de I’épithélium d’cesophage de rat

Afin de mieux comprendre le rble joué par ces auto-anticorps qualifiés alors d’anticorps
« anti-kératines » dans la pathogénie rhumatoide, il était essentiel d’identifier leur cible antigénique.
C’est pourquoi, a mon arrivée en décembre 1989 dans le laboratoire du Pr Guy Serre, la ligne de
recherche qui m’a été confiée ainsi qu’a Mireille Sebbag, étudiante en doctorat, consistait a
caractériser biochimiquement les antigénes exprimés dans [I’épithélium d’cesophage de rat

(publications 3 a 5).



L’analyse par immunotransfert, a I’aide de sérums rhumatoides, d’extraits d’épithélium
d’cesophage de rat séparés dans diverses conditions d’électrophorese mono et bi-dimensionnelle, nous
a permis de détecter, comme cibles murines des auto-anticorps, trois antigénes solubles dans des
tampons de faible force ionique. Ces trois protéines présentaient un polymorphisme de charge trés
important avec des points isoélectriques pouvant varier de 4,5 jusqu’a 8,5, polymorphisme qui n’a pu
étre modifié apres des expériences classiques de deglycosylation et de déphosphorylation. En réalisant
des expériences d’adsorption de la réactivité des sérums vis a vis de ces trois protéines d’une part, et
des cytokeratines du stratum corneum d’épithélium d’cesophage de rat, d’autre part, nous avons établi
I’indépendance de ces deux réactivités, confirmant ainsi que les anticorps étudiés n’étaient pas réactifs
vis a vis des cytokératines mais vis a vis de nouvelles protéines spécifiques des étapes tardives du
programme de différenciation de I’épithélium d’cesophage de rat (publications 4 et 5).

Bien que ces protéines n’aient pas été formellement identifiées, leurs caractéristiques physico-
chimiques suggéraient qu’elles pourraient correspondre a des variants tissu-spécifiques de la
(pro)filaggrine humaine, protéine originale jouant un réle physiologique dans I’agrégation des

filaments de kératines de I’épiderme (Harding et Scott, 1983).

1.2.2. Antigénes épidermiques humains

La capacité des sérums rhumatoides positifs sur stratum corneum d’cesophage de rat a générer
un marquage sur épiderme humain, laissait penser que ces anticorps étaient d’authentiques auto-
anticorps (Quismorio et coll., 1983 ; Serre et coll., 1986). En utilisant pour une large part les méthodes
développées pour I’extraction et la caractérisation des antigenes d’cesophage de rat, nous avons donc
entrepris la caractérisation des antigenes exprimes dans I’épiderme humain. Ces antigenes
correspondent a une protéine de 37 a 40 kDa et de point isoélectrique variable de 5,8 a 7,2. Plusieurs
arguments d’ordre biochimique et immunologique nous ont permis de les identifier sans ambiguité a
un variant acide de la filaggrine, cette derniere étant aussi spéecifiquement reconnue par les sérums
rhumatoides (publication 6).

La filaggrine est une protéine cationique synthétisée lors des étapes tardives de la
différenciation épidermique. Elle joue un r6le majeur dans I’agrégation des filaments intermédiaires
des cytokeératines de la couche cornée, ce qui lui a valu son nom : filament aggregating protein (Dale,
1977). Elle est tout d’abord synthétisée au sein de la couche sous-jacente, la couche granuleuse, sous
forme d’un précurseur de haut poids moléculaire (400 kDa) constitué de plusieurs sous-unités de
filaggrine et appelé profilaggrine (Figure 1). Lors de la transition des cellules vers la couche cornée, la
profilagrinne est protéolysée générant alors des molécules de filaggrine basique et fonctionnelle (Mack
et coll., 1993 ; Dale et coll., 1997). La structure et la composition en acides aminés des profilaggrines
épidermiques humaines et murines sont similaires bien que ces deux protéines ne présentent que trés

peu d’homologie de séquence (MacKinley-Grant et coll., 1989).



Figure 1 : Schéma du métabolisme de la filaggrine
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Par ailleurs, afin de préciser le processus de maturation de la profilaggrine, nous avons étudié
son expression dans des cultures de kératinocytes humains normaux réalisées en conditions
différenciantes. Des protéines acides, de poids moléculaires intermédiaires et correspondant a une
étape de maturation peu connue de la profilaggrine épidermique, ont été mis en évidence dans les
épithéliums reconstitués (publication 12). Cette observation est en accord avec I’existence in vivo de
variants acides de la filaggrine. Ces formes acides seraient générées par conversion de résidus arginine
basiques en résidus citrulline par une enzyme, la peptidyl arginine déiminase, exprimée dans
I’épiderme (Figure 2). Cette conversion a pour effet de modifier la charge globale des molécules de
filaggrine afin de les rendre moins affines pour les cytokératines et permettre ainsi la dégradation
finale de la filaggrine dans la partie supérieure de la couche cornée (Harding et Scott, 1983 ; Senshu et
coll.,1995).



Figure 2: Conversion des arginines en citrullines par une Peptidyl Arginine Déiminase (PAD)
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1.3. Caractérisation des épitopes reconnus par les ACPA

Les antigénes cibles des auto-anticorps anti-filaggrine et exprimés dans les divers tissus
correspondent tous a des formes plus ou moins maturées de filaggrine et avec pour caractéristique
commune, d’étre des variants acides ou neutres de ces molécules. Ceci nous a amené logiquement a
émettre I’hypothése de I’existence d’une modification post-traductionnelle des (pro)filaggrines comme
étant & I’origine de la génération des épitopes reconnus par les auto-anticorps. En accord avec ceci, le
précurseur, c’est a dire la profilaggrine, n’était pas clairement pas reconnue par les sérums rhumatoide
dans I’épiderme humain (publication 8).

Grace a notre partenariat avec la Société Biomérieux et le Dr T. Senshu de Tokyo, des outils
moléculaires de premier intérét tels qu’une filaggrine humaine recombinante et un anticorps anti-
citrulline ont été élabores. 1ls nous ont permis de comprendre que les épitopes reconnus par les AFA
étaient générés par déimination des résidus arginine de la filaggrine en citrulline. Cette modification a
pu étre reproduite in vitro apres action de la peptidyl-arginine déiminase sur divers polypeptides
dérivés de la séquence de la filaggrine humaine (publication 14). L’analyse par ELISA de la réactivité
des sérums de patients sur ces peptides citrullinés a confirmé le rdle essentiel du résidu citrulline mais
a aussi montré que la séquence des acides aminés environnant la citrulline était déterminante pour

I’immunogénicité des épitopes analysés.

1.4. Recherche d’une cible articulaire pour les ACPA

A ce stade de I’étude, il devenait essentiel de rechercher une cible articulaire de ces anticorps
anti-filaggrines citrullinées. Méme s’il semblait peu probable que des (pro)filaggrines soient
exprimees dans les tissus osseux et synoviaux, I’existence d’une cible portant des épitopes déiminés et

immunologiquement apparentée a la filaggrine restait possible. La découverte d’un véritable auto-
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antigéne articulaire aurait permis de confirmer le réle physio-pathologique de ces auto-anticorps dans
le déclenchement et I’entretien de la maladie.

Ayant a disposition des tissus synoviaux provenant d’une série de patients ayant subi une
synovectomie chirurgicale, nous avons pu obtenir diverses informations concernant ces prélévements.
La présence d’auto-anticorps anti-filaggrine citrullinée est observée dans les tissus 1ésés a un taux
beaucoup plus important que celui trouvé dans le sérum des patients. De plus, la mise en culture de
fragments de synoviale rhumatoide, montre que ces anticorps sont synthétisés par des plasmocytes
infiltrants, suggérant la présence d’un auto-antigene activateur au sein du tissu (publication 15). Enfin,
quelques temps avant mon départ, Christine Masson-Bessiére qui effectuait alors son doctorat au
laboratoire, a identifié une cible articulaire pour ces auto-anticorps. Deux protéines, p55-61 et p64-78,
portant toutes deux des résidus citrullines ont été extraites des membranes synoviales et reconnues
spécifiquement par les sérums rhumatoides; ces protéines ont été identifiées aux chaines a et b de la
fibrine. D’autre part, le fait que ces deux protéines ne soient ciblées par les sérums rhumatoides
gu’aprés déimination par une petidyl arginine déiminase (PAD), soulignait une fois de plus le réle
fondamental de la déimination dans I’apparition des épitopes et justifiait une nouvelle dénomination
pour ces auto-anticorps comme anticorps « anti-protéines citrullinées ».

La fibrine est une protéine complexe issue de la protéolyse du fibrinogéne plasmatique par la
thrombine lors de la cascade de la coagulation sanguine et facteur tissulaire de la réponse
inflammatoire. Alors qu’il parait logique de la retrouver au coeur du pannus rhumatoide, les
mécanismes impliqués dans I’apparition des épitopes restent a élucider. En particulier, I’implication
éventuelle d’une PAD au sein de [Iarticulation pourrait étre un facteur déterminant pour le
développement la maladie. La distribution tissulaire des PAD est en effet tres large et on les retrouve
dans de nombreux organes et tissus tels que épiderme, muscle squelettique ou cerveau (Ishigami et
coll., 2001). A ce jour, 5 types différents de PAD ont été clénées. L’équipe du Pr Serre participe
activement a cette recherche, et a effectué en particulier le clonage des formes I et VI (Guerrin et coll.,
2003 ; Chavanas et coll., 2004).

1.5. Aspects diagnostiques

Comme nous I’avons évoqué lors de la présentation de la polyarthrite rhumatoide, les auto-
anticorps ACPA présentent un intérét diagnostique évident puisqu’ils sont associés aux formes les plus
séveres de la maladie et leur apparition a un stade trés précoce, en font des outils de diagnostic
précieux pour le clinicien.

Durant les années 1985 a 1995, la présence des ACPA dans les sérums des patients atteints de
maladies rhumatoides était établie dans de nombreux laboratoires, par immunofluorescence indirecte
sur cryocoupes d’cesophage de rat (Vincent et coll., 1989; Hoet and VanVenrooij, 1992). Suite a la

découverte des trois antigenes cibles de I’épithélium d’cesophage de rat, un test diagnostique par
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immunotransfert a été mis au point qui a permis d’améliorer sensiblement les sensibilités et les
spécificités diagnostiques (publication 7). Par la suite, nous avons aussi développé un test similaire,
utilisant cette fois le variant acide de la filaggrine extrait & partir d’épiderme humain mais les
parameétres diagnostiques n’ont pas été meilleurs que ceux obtenus sur I’cesophage de rat (publication
13).

Depuis mon départ, deux tests immuno-enzymatiques (de type ELISA) , basés soit sur une
filaggrine recombinante humaine déiminée (Nogueira et coll., 2001), soit sur une filaggrine
recombinante murine déiminée (Vincent et coll., 2002) ont été développés dans le laboratoire du Pr
Guy Serre a I’hdpital Purpan. En accord avec les résultats obtenus par immunotransfert, on retrouve
les meilleurs paramétres diagnostiques avec la séquence murine. Sur un échantillon composé de 711
patients atteints de diverses pathologies rhumatoides (dont 240 polyarthrites rhumatoides), ce test
ELISA permet d’obtenir pour une spécificité de diagnostic de 99%, une sensibilité de détection de
65% des sérums rhumatoides (Vincent et coll., 2002). Une version automatisée de ce test immuno-
enzymatique devrait étre prochainement commercialisée sur I’automate VIDAS par la société

Biomérieux (Nogueira et coll., 2004).

1.6. Aspects physiopathologiques

Les données obtenues soulevent évidemment la question de I'implication de la PAD dans la
physio-pathologie de la polyarthrite rhumatoide et plus particulierement dans le déclenchement du
processus auto-immun. La conversion des résidus arginines des protéines en citrulline peut en effet
modifier de fagon importante la charge et donc le repliement des protéines, altérant ainsi leur
propriétés fonctionnelles mais aussi leur propriétés immunogenes. En exemple, une déimination
accrue de la myéline basique a été décrite chez les patients atteints de sclérose en plaques (Tranqill et
coll., 2000 ; Kim et coll., 2003) alors qu’un défaut de déimination de la kératine 1 est observé au
niveau des Iésions cutanées dans le psoriasis (Ishida-Yamamoto, 2000).

En ce qui concerne la polyarthrite rhumatoide, la présence d’une PAD au sein du pannus rhumatoide
reste a démontrer mais diverses données confortent déja cette hypothese (Asaga et coll., 1998 ;
Ishigami et Yamada, 2001). En particulier, les travaux d’Asaga et coll. en 1998 suggerent que la PAD
de type Il serait exprimée dans le cytoplasme de macrophages et pourrait donc étre relarguée par les
macrophages apoptotiques infiltrant le pannus. Plus récemment, une étude menée par Suzuki et coll.
(2003) suggere que certains haplotypes de la PAD IV pourraient étre associés a la polyarthrite
rhumatoide. Cette corrélation n’a toutefois pas pu étre confirmée lors d’une étude réalisée par le
groupe de Guy Serre a partir cette fois de patients d’origine caucasienne (Caponi et coll., 2005). Enfin,
aprés déimination des protéines cibles, la réponse anticorps pourrait étre entretenue par une
stimulation des lymphocytes T spécifiques restreinte aux molécules du CMH Il décrits comme

facteurs de suceptibilité a la maladie. Il a en effet été observé que la conversion d’arginine en citrulline
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augmente I’affinité des épitopes pour ces alléles (Hill et coll., 2003) et que le titre en ACPA est
significativement plus élevé dans le sérum des patients porteurs de ces alléles de susceptibilité (Forslin
et coll., 2000).

1.7. Conclusion :

La caractérisation biochimique des différentes cibles reconnues par les auto-anticorps
spécifiques de la polyarthrite rhumatoide a permis de mettre en évidence la présence de résidus
citrulline dans I’ensemble des molécules étudiées, soulignant ainsi le role essentiel de la déimination
pour leur antigénicité. Dorénavant appelés anticorps anti-protéines/peptides citrullinés, ces auto-
anticorps étaient initialement dénommés anticorps « anti-kératine » et étaient utilisés dans les années
85 a 90, comme simple outil de diagnostic au service des cliniciens. Toutefois, les données fournies
par les études cliniques indiquaient déja leur association aux formes les plus sévéres et actives de la
maladie ainsi que leur apparition a un stade tres précoce. Ces éléments suggéraient une implication
forte de cette réponse auto-immune dans le physio-pathologie de la polyarthrite rhumatoide.

Dés 1986, le Pr Guy Serre a entrepris de caractériser les antigénes ciblés par cette population
d’auto-anticorps que I’on ne savait alors identifier que par immunofluorescence indirecte sur cryo-
coupes d’cesophage de rat. La position privilégiée de son laboratoire implanté sur un site universitaire
bénéficiant d’une ouverture sur la réalité clinique ainsi que I’existence de partenariats avec I’industrie
(Sociétés Clonatec et Biomérieux) ont été des facteurs clés pour I’émergence de cet axe de recherche.
En décembre 1989, j’ai rejoint son équipe et me suis investie dans la caractérisation des antigénes
murins et des antigénes humains exprimés dans divers tissus apparentés a I’épiderme. Les résultats
concernant ces divers antigénes tous apparentés a la filaggrine se sont concrétisés par 9 publications
dans des journaux a comité de lecture. Deux publications supplémentaires établissant les performances
de tests basés sur I’utilisation en Western blots des antigénes murins ou humains ont permis de
démontrer les applications diagnostiques de ces résultats.

La mise en évidence de résidus citrulline sur tous les antigénes et le fait que la déimination de
la filaggrine soit étroitement liée & son caractére antigénique a été une avancée particulierement
importante. Outre deux publications dans Journal of Immunology, ces données ont eu des retombées
importantes puisqu’elles ont permis de découvrir par quel type de meécanisme étaient générés les
épitopes portes par les antigénes de type épidermique mais aussi d’identifier une cible antigénique
dans les tissus synoviaux. Elles soulignaient alors le role émergent d’une « immunité anti-citrulline »
reconnue aujourd’hui comme pouvant étre a la base de certains déréglements impliqués dans diverses
maladies auto-immunes (Van Gaalen et coll., 2005). Les perspectives ouvertes par ces résultats
pouvant s’avérer importantes d’un point de vue industriel, ce travail a fait I’objet de trois brevets
couvrant I’utilisation de peptides citrullinés dérivés des séquences de la filaggrine pour le diagnostic

de la polyarthrite rhumatoide (brevet n°1 déposé par la société BioMérieux) ou pour d’éventuelles
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applications thérapeutiques dans le cadre du traitement de maladies auto-immunes (brevet n°2 déposé

par I’Université Paul Sabatier et brevet n°3 déposé par la société BioMérieux).

Enfin, je tiens a ajouter que cette expérience a été pour moi tres enrichissante car elle m’a

permis de découvrir ce qu’était le monde de la recherche, le travail en équipe ainsi que I’encadrement

d’étudiants. Ainsi, j’ai participé au co-encadrement de deux étudiantes en thése (Mireille Sebbag et

Christine Masson-Bessiere) et a I’encadrement de plusieurs étudiants en DEA (4 dont 2 a part entiere).
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2. Le systéme ubiquitine-protéasome et ses implications dans le cancer

Janv 2000 a déc 2002, Equipe « Immunopharmacologie Structurale et Fonctionnelle » du Pr JE Gairin
Institut de Pharmacologie et Biologie Structurale (UMR 5089 CNRS-UPS)

Depuis Janv 2003, Equipe « Systéme Ubiquitine-protéasome et cancer » du Pr J.E. Gairin, UMR 2587 CNRS-

Pierre Fabre, Centre de Recherche en Pharmacologie Santé

En janvier 2000, apres dix années passées dans le laboratoire de Guy Serre, j’ai changé de
thématique en rejoignant 1’équipe du Pr. Jean-Edouard Gairin a I’Institut de Pharmacologie et
Biologie Structurale (UMR 5089 CNRS-UPS) de Toulouse. Apres les maladies auto-immunes et la
polyarthrite rhumatoide, c’était le domaine du cancer que je découvrais.

A mon arrivée en janvier 2000, le groupe de J.E. Gairin développait une thématique centrée
sur I’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la présentation des peptides antigéniques au
systtme immunitaire. Il étudiait en particulier les mécanismes de reconnaissance des cellules
tumorales par les lymphocytes T cytotoxiques, mécanismes essentiels a 1’immunosurveillance
antitumorale (Blanchet et coll.,, 2001). Je me suis alors intégrée dans son équipe en choisissant
d’étudier le protéasome humain et a sa régulation fonctionnelle, ce complexe jouant un role
fondamental dans la maturation des peptides antigéniques d’origine tumorale.

Par la suite, janvier 2003 a vu I’émergence d’une nouvelle structure, I"'UMR 2587, dirigée par
le Pr J.E. Gairin et créée dans le cadre du partenariat CNRS — Pierre Fabre. L’unité bénéficie
d’interactions privilégiées avec deux Unités Mixtes de Service implantées sur le méme site : une unité
de chimie des substances naturelles bio-actives et un centre de criblage pharmacologique. De plus, des
interactions se sont également établies entre I’UMR et le Centre de Recherche en Oncologie
Expérimentale (CROE) du groupe Pierre Fabre qui a rejoint le site a 1’automne 2004.

L’UMR 2587 a un double objectif: rechercher de nouvelles cibles pharmacologiques d’intérét
thérapeutique et découvrir de nouvelles molécules candidats-médicaments dans le domaine du cancer.
Le cancer est en effet une préoccupation majeure de la santé publique et le développement de
stratégies innovantes pour améliorer la situation des patients aussi bien sur le plan du diagnostic que
sur le plan thérapeutique est une urgence en oncologie humaine. Les traitements actuels reposent sur
des artilleries lourdes incluant des approches de chirurgie, de radio- et chimio-thérapie. Malgré les
efforts considérables visant a améliorer ces thérapies classiques, certains types de cancers donnent des
réponses insatisfaisantes. Toutefois, I’amélioration permanente de la compréhension des mécanismes
de régulation/dérégulation cellulaire dans le contexte tumoral devrait permettre de proposer de
nouvelles cibles pharmacologiques d’intérét pour la chimiothérapie. Ainsi, les efforts de recherche de

I’UMR 2587 ont été focalisés sur trois systémes biologiques pouvant générer des cibles d’intérét
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thérapeutique dans le domaine du cancer : le centrosome et le cytosquelette microtubulaire, le systéme
ubiquitine-protéasome et la synapse immunologique (Cf Organigramme de I’'UMR 2587 en annexe
1).

Jai choisi d’intégrer ’'UMR deés sa création, en janvier 2003, pour participer au projet de
recherche porté par J.E Gairin et centré sur 1’étude du systéme ubiquitine-protéasome. J’ai vu la
I’opportunité de pouvoir continuer la thématique de recherche que j’avais initiée et la possibilité de

I’enrichir au contact de chercheurs issus du milieu industriel.

2.1. Introduction et état des connaissances

Le protéasome est un complexe multicatalytique présent dans le cytoplasme et le
noyau de toutes les cellules eucaryotes. Il constitue la machinerie protéolytique de la voie ubiquitine-
protéasome, voie majeure responsable de la dégradation des protéines intracellulaires. Cette voie
assure un contréle-qualité dans la cellule en dégradant les protéines produites en exces, défectueuses
ou mal repliées par suite de mutations génétiques ou de stress variés et qui tendent a former des
agrégats néfastes pour la cellule (Kostova et Wolf, 2003). A c6té de ces fonctions de « ménage
cellulaire », la voie ubiquitine-protéasome détermine la durée de vie et la concentration de
nombreuses enzymes et protéines régulatrices dont beaucoup jouent un role dans la progression du
cycle cellulaire, la transcription ou la réparation de I’ADN ainsi que dans le déclenchement de
I’apoptose (Orlowski, 1999). De méme, le fonctionnement du systéme immunitaire repose en partie
sur la reconnaissance des peptides immunocompétents qui sont issus de la dégradation des protéines

intracellulaires (Kloetzel, 2001).

2.1.1. Le systéme ubiquitine-protéasome

Le systéme ubiquitine-protéasome fonctionne en deux grandes étapes (Ciechanover, 1998):
une premicre basée sur la modification post-traductionnelle du substrat par ajout covalent d’une
chaine d’ubiquitine et une seconde ou le substrat ainsi modifi¢ est dégradé par la structure
multicatalytique du protéasome 26S (Figure 3A). L’ubiquitine est une petite protéine de 76 acides
aminés dont la séquence est hautement conservée chez les eucaryotes. La poly-ubiquitylation des
protéines implique trois enzymes fonctionnant en cascade : en présence d’ATP, une premicre enzyme
E1 lie I'ubiquitine (étape d’activation) puis la transfére sur ’enzyme E2 (étape de conjugaison ) qui a
son tour permettra le transfert de 1’ubiquitine sur la protéine grace a I’action de la derniére enzyme,
I’ubiquitine-ligase E3. Dans la plupart des cas, I’enzyme E3 se comporte comme un récepteur qui
sélectionne et présente a ’enzyme E2 la protéine a détruire. L ubiquitine est fixée de facon covalente
aux protéines cibles par une liaison isopeptidique entre le groupement COOH de sa glycine C-

terminale et le groupement eNH2 d’un résidu lysine du substrat. Le processus se répéte en se servant
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par la suite de la lysine 48 de ’'ubiquitine déja fixée sur le substrat, aboutissant a la formation d’une
chaine d’ubiquitines. Généralement, une chaine d’au moins quatre molécules d’ubiquitine représente
le signal de dégradation.

La protéine ainsi étiquetée sera reconnue par le protéasome 26S qui permettra sa dégradation
et le recyclage des molécules d’ubiquitine, I’ensemble de ces étapes étant ATP-dépendantes. A I’issue
du processus de dégradation, les peptides libérés seront soit dégradés en acides aminés réutilisables au
cours de la synthése protéique, soit pris en charge par les molécules du CMH de classe I pour étre
présentés a la surface de la cellule (Kloetzel, 2001). La voie ubiquitine-protéasome participe ainsi au
maintien de 1’équilibre entre biosynthése et dégradation des protéines intracellulaires et sa présence

est donc essentielle a la viabilité de la cellule et au bon fonctionnement de son métabolisme.

Figure 3: La voie de I’ubiquitine-protéasome (A) et le protéasome 26S (B)

Le substrat protéique est couplé par liaison covalente a plusieurs molécules d’ubiquitine (Ub) par les enzymes
El, E2 et E3. 1l est ensuite reconnu et dégradé par le protéasome 26S qui relargue dans le milieu des peptides et
de I'ubiquitine qui sera recyclée.
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(d’apres Kostova et Wolf, 2003)

Le protéasome 26S apparait au microscope ¢lectronique comme une structure allongée de 45
nm de long comprenant un corps central, le protéasome 20S, porteur des activités protéolytiques,
coiffé par deux complexes 19S, disposés symétriquement. Le complexe 19S se décompose en deux

sous-complexes appélés couvercle et base (Figure 3B). La base comprend plusieurs ATPases
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impliquées dans la reconnaissance, le dépliement et la translocation du substrat au sein du protéasome

alors que le couvercle est impliqué dans la dé-ubiquitylation du substrat.

Dans la cellule eucaryote, le protéasome 26S, appelé ainsi en raison de son coefficient de
sédimentation, est majoritairement présent dans le cytoplasme et le noyau, mais est également associé
au réticulum endoplasmique ou il dégrade les protéines anormales immédiatement aprés leur

biosynthése (Kostova et Wolf, 2003).

2.1.2. Le proteasome 20S

Le cceur catalytique du protéasome ou protéasome 20S est un complexe protéique de 700
kDa, de forme cylindrique présentant chez les toutes les cellules eucaryotes, une architecture
commune en forme de baril (Figure 4). Ce baril est composé de quatre anneaux accolés, chaque
anneau étant constitué de sept sous-unités différentes qui selon leur séquence, peuvent étre classées en
sous-unités de type a ou de type 3. Les anneaux externes sont formés de sous-unités o (ol a o7) sur
lesquelles se lient les complexes régulateurs du protéasome 20S. Les deux anneaux internes constitués
de sous-unités f (B1 a B7) renferment les sites actifs responsables des activités protéolytiques (Groll
et coll., 1997; Unno et coll., 2002). L’empilement de ces anneaux génére un canal qui traverse la
particule de haut en bas et délimite deux antichambres et une chambre catalytique centrale renfermant
trois activités enzymatiques majeures de type chymotrypsine, trypsine et PGPH (post-glutamyl
peptide hydrolyzing). Deux autres activités clivant préférentiecllement les liaisons peptidiques aprés un
acide aminé a chaine ramifiée ou un petit acide aminé neutre ont aussi été décrites pour le protéasome
des mammiféres (Orlowski, 1993). Le protéasome 20S est donc en principe capable d’hydrolyser la
plupart des liaisons peptidiques. Toutefois, cette architecture complexe prévient 1’hydrolyse
incontrdlée des protéines intracellulaires car I’assemblage des sous-unités o en anneau forme un pore
central de trés faible diametre, limitant ’accés des substrats a la chambre protéolytique. L’ouverture
du canal semble régulée par la fixation de complexes coiffant de part et d’autre le protéasome 20S. La
porte d’entrée ouverte, les polypeptides dépliés se frayent un chemin jusqu’aux sites actifs situés dans
la cavité centrale, le parcours réalisé étant alors d’au moins 8 & 10 nm. Le mécanisme mis en jeu est a

ce jour inconnu tout comme le role précis des deux antichambres (Groll et Huber, 2003).
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Figure 4 : Architecture du protéasome 20S vu de face (A), en coupe (B) ou de dessus (C)

Substrats et produits circulent a I’intérieur de la structure apres ouverture du portail formé
par les parties N-terminales des sous-unités o (marquées en vert). Trois sous-unités portent les
sites catalytiques (marqués en jaune ) et sont présentes au sein de la chambre catalytique.

B C

a? i .

(d’apres Groll et coll., 1997)

D’une fagon générale, le protéasome constitue le prototype d’une nouvelle famille de
protéases appelées « N-terminal nucléophile hydrolases » ou 1’élément catalytique de ces enzymes est
constitué¢ par ’acide aminé N-terminal. Dans le cas du protéasome, les trois activités catalytiques,
chymotrypsine, trypsine et PGPH ont été localisées physiquement sur les trois sous-unités 31, 2 et
B5. Ces sous-unités présentent des sites actifs relativement homologues et utilisent toutes le
groupement hydroxyle de leur résidu thréonine N-terminal comme nucléophile pour attaquer les
liaisons peptidiques (Fenteany et coll., 1995). D’autre part, il semble que ’architecture interne du
protéasome ait pour but de guider la chaine polypeptidique jusqu’aux sites actifs, en prévenant son
repliement qui rendrait la dégradation inefficace. La relative largeur de la cavité interne permet
ensuite un confinement du substrat en son sein, a proximité des sites actifs. Grace a ce mécanisme, le
protéasome engendre des produits de dégradation comprenant entre 3 a 20 acides aminés qui,
exceptés ceux présentés sur les molécules de classe I du CMH, sont hydrolysés en acides aminés par

des peptidases cellulaires.

2.1.3. Les modulateurs du protéasome

Dans la cellule eucaryote, le protéasome ne fonctionne probablement jamais seul mais en
interaction avec d’autres facteurs qui contrélent son ouverture et qui le fournissent en substrat. Parmi
ces facteurs, le complexe 19S joue un rdle prépondérant en tant qu’activateur ATP-dépendant du
protéasome 20S (Voges et coll., 1999). En se liant aux deux extrémités du corps catalytique 208, il

active la dégradation globale des protéines en « ouvrant » les orifices des anneaux a. Ce complexe
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19S est organisé en deux sous-ensembles appelés base et couvercle (Ferrell et coll., 2000). La base du
complexe 19S contient des sous-unités de type ATPases (Figure 3B) qui fournissent 1’énergie
nécessaire au dépliement des protéines et a I’ouverture de 1’anneau a afin de permettre 1’introduction
du substrat a I'intérieur de la chambre catalytique du protéasome 20S (Kohler et coll., 2001). Le
couvercle, uniquement formé de sous-unités non ATPasiques, joue un réle dans la reconnaissance
spécifique de la chaine de polyubiquitine et contient également une activité isopeptidase permettant
I’hydrolyse de ces chaines en ubiquitine libre. Le complexe 19S semble aussi impliqué dans la
reconnaissance de certains substrats qui peuvent étre dégradés par le protéasome de fagon ubiquitine-

indépendante.

Dans un contexte de stimulation de la réponse immunitaire et notamment en présence
d’interféron v, trois nouvelles sous-unités 3 portant les activités enzymatiques majeures sont induites
et incorporées au sein d’une structure tout a fait analogue au protéasome standard, appelée « immuno-
protéasome ». La triple activité enzymatique du protéasome eucaryotique peut étre ainsi modulée
selon la fonction remplie et dans le cas de I’immunoprotéasome, les activités de type trypsine et
chymotrypsine sont favorisées, tandis que 1’activit¢ PGPH est diminuée (Boes et coll., 1994). Ceci
confére a ’immunoprotéasome une spécificité de clivage plus appropriée a la production de peptides
immunocompétents car mieux «présentés» par les molécules de CMH de classe I (Rock et Goldberg,
1999) et de nombreux travaux mettent en évidence une maturation préférentielle des antigénes viraux
par 'immunoprotéasome (Sijts et coll., 2000). En plus de son effet direct sur I’activité catalytique du
protéasome, ’interféron y induit la formation d’un autre activateur, le régulateur 11S ou PA2S,
capable de se lier au protéasome 20S et permettant une production plus efficace de peptides
(Reichester et Hill, 2005).

Un dernier activateur plus récemment identifié¢ est le PA200 qui est exprimé exclusivement
dans le noyau et donc la fonction biologique serait de réguler la dégradation de protéines impliquées

dans les processus de réparation de I’ADN (Ustrell et coll., 2002).

Enfin, I’existence de modifications post-traductionnelles est un élément supplémentaire
intervenant dans la complexité et 1’hétérogénéité structurale du protéasome. Des modifications de
type phosphorylation ont été décrites sur plusieurs composants formant la base et le couvercle du
complexe 19S (Ferrell et coll., 2000). En ce qui concerne le coeur catalytique 20S, des modifications
post-traductionnelles de type phosphorylation ont été rapportées pour certaines sous-unités o et en
particulier, des sites de phosphorylation sur des résidus sérine ont été identifiés sur la sous-unité a7
(Castano et coll., 1996; Feng et coll., 2001; Horiguchi et coll., 2005).

Les travaux de Bose et coll. (2001, 2004) indiquent que la phosphorylation de la sous-unité

o7 augmente la stabilité¢ de la liaison entre le régulateur 19S et le protéasome 20S. Bien que la
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fonction de cette modification ne soit pas encore clairement identifiée, le fait que le niveau de
phosphorylation de o7 soit diminué en présence d’interféron y suggére que cette phosphorylation
pourrait permettre d’orienter I’assemblage du protéasome 20S avec les différents régulateurs
cellulaires et dans un contexte d’activation de la réponse immunitaire, favoriser 1’assemblage du

complexe 20S avec le régulateur PA2S.

2.1.4. Protéasome et cancer

De nombreux travaux montrent 1’intervention du protéasome dans des mécanismes de
cancérisation liés a la dégradation de protéines telles que des facteurs de transcription (Coux et coll.,
1996), des régulateurs du cycle cellulaire (Ciaechanover, 1998) ou des protéines supresseurs de
tumeurs (Zhang et coll., 2004). Ainsi, il est capable de réguler la survie des cellules en contrélant la
dégradation des protéines p53 et NFkB (Nuclear Factor-kappa B) intervenant dans le phénomene
d’apoptose. La protéine suppresseur de tumeur p53 est un substrat du protéasome : elle peut étre en
effet ubiquitinée par 1’ubiquitine-ligase MDM?2 et adressée au protéasome. Le taux d’expression de
MDM2 étant contrdlé au niveau transcriptionnel par la protéine p53, ces deux protéines forment une
boucle d’auto-régulation (Williams et McConkey, 2003). L’activité du facteur de transcription NFxB
est quant a elle sous le controle de la famille des protéines inhibitrices IkB qui le « séquestrent » dans
le cytoplasme. Divers types de signaux induisent la phosphorylation puis la dégradation via le
protéasome de ces inhibiteurs pour que le NF«xB puisse étre dirigé vers le noyau, ou il activera la
transcription de génes de survie codant pour des cytokines, des molécules d’adhésion et des protéines
anti-apoptotiques (Adams, 2003). De par sa fonction, le protéasome est donc considéré comme une
cible de choix dans la recherche de traitements anti-cancéreux et en accord avec ceci, les cellules
normales répondent aux inhibiteurs du protéasome par un simple arrét de leur cycle cellulaire, tandis
que les cellules cancéreuses s’orientent plutdt vers I’apoptose (Drexler et coll., 2000 ; Adams, 2003).
D’abord mis au point pour bloquer et étudier des fonctions biologiques du protéasome, ces inhibiteurs
ont rapidement été identifiés comme ayant de forts potentiels anti-tumoraux et anti-inflammatoires
(Goldberg et Rock, 2002). Les mécanismes impliqués dans I’initiation et le maintien du processus
d’apoptose restent toutefois a clarifier. Méme si ces inhibiteurs induisent dans un premier temps
I’accumulation de nombreux facteurs pro-apototiques, ils provoquent aussi I’augmentation de facteurs
anti-apototiques, ce qui rend leur utilisation en pharmacologie anti-tumorale relativement délicate
(Sohn et coll., 2006). De plus, il est fréquent d’observer des sensibilités différentes a un inhibiteur
donné selon I’origine de la cellule tumorale (Almond et Cohen, 2002). Les inhibiteurs spécifiques du
protéasome sont majoritairement de petits peptides liés par leur partie C-terminale a un
pharmacophore (Kisselev et Goldberg, 2001). Le pharmacophore interagit avec le résidu catalytique

en formant des liaisons covalentes réversibles ou irréversibles. A titre d’exemple, I’acide boronique
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dipeptidique développé sous le nom de PS-341 puis de bortezomib Velcade®, a recu 1’autorisation de
la « Food and Drug Administration » pour étre utilisé en tant qu’agent unique de traitement chez des

patients atteints d’un myélome multiple (Adams, 2002 ; Kane et coll., 2003).

Le role du protéasome dans la maturation des peptides antigéniques présentés par les
molécules du CMH de classe I suggére son implication dans les processus d’immuno-surveillance
anti-tumorale (Kloetzel, 2001). Une réponse lymphocytaire T spécifique s’établit souvent
spontanément contre des antigénes associés aux tumeurs, via la génération de peptides antigéniques
présentés a la surface de la cellule tumorale.  Certains résultats laissent supposer que
I’immunoprotéasome est plus efficace que le protéasome standard pour la présentation d’antigénes
tumoraux (Rock et Goldberg, 1999). Les résultats varient cependant selon le type cellulaire et le
peptide antigénique considéré et le role de I’immunoprotéasome dans la génération d’épitopes
tumoraux reste trés controversé (Van den Eynde, 2001). Ainsi, si de nombreux peptides antigéniques
sont générés préférentiellement par 1I’immunoprotéasome (Schultz et coll., 2002), d’autres sont
générés par préférentiellement par le protéasome standard (Morel et coll., 2000). De plus, la
transformation maligne des cellules est fréquemment associé¢e a des dérégulations dans la machinerie
de présentation antigénique, dérégulations qui permettent a la cellule tumorale d’échapper a

I’immuno-surveillance.

2.2. Résultats obtenus:

Dans le cadre de 1’étude des mécanismes moléculaires intervenant dans la régulation du
systéme Ub-protéasome, j’ai initié deux axes de recherche qui ont concerné :
1) I’étude des modifications post-traductionnelles du protéasome 20S et de leur impact sur 1’activité
fonctionnelle du protéasome
2) la caractérisation des protéasomes exprimés dans les cellules tumorales afin d’en étudier la
régulation, notamment sous ’effet de substances naturelles.

Outre une meilleure connaissance du fonctionnement de cette machinerie protéolytique au
sein de la cellule tumorale, ce travail devait nous permettre de proposer a terme des modéles d’étude
pertinents pour 1’identification de nouveaux agents pharmacologiques a intérét thérapeutique dans le

cancer.

2.2.1. Etude des modifications post-traductionnelles du protéasome 20S

Dans une premiere phase du projet, nous avons réalisé une étude de type structure-fonction du

protéasome 20S issu de cellules non tumorales. Compte-tenu de la complexité de cette structure, une
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approche de type protéomique semblait particuliérement adaptée pour séparer et caractériser
I’ensemble des sous-unités participant a ’architecture du protéasome 20S. J’ai donc initié ce travail
en collaboration avec I’équipe de Bernard Monsarrat, a I’'IPBS et plus particuliérement en participant
a ’encadrement d’un étudiant en thése, Stéphane Claverol, qui démarrait alors sa thése basée sur
I’étude structure-fonction du protéasome humain. Nous avons entrepris la séparation par
¢éléctrophorése 2D et la caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-TOF de toutes les sous-
unités du protéasome 20S purifi¢ a partir d’érythrocytes humains. L’ensemble des sous-unités o et 3
du protéasome 20S humain ont ainsi été identifiées et la résolution atteinte lors de la cartographie en
gel 2D a clairement souligné 1’existence de plusieurs isoformes associées a la plupart des sous-unités,
y compris aux sous-unités catalytiques (Figure 5). L’analyse plus poussée des sous-unités par
couplage nano-HPLC/nanospray MS-MS a permis d’identifier diverses modifications post-
traductionnelles du protéasome 20S (publication 17). Ce travail a été réalisé par Stéphane Claverol et
par Thomas Clouaire, étudiant en D.E.A. En particulier, grace a la mise au point d’une technique
originale d’enrichissement en peptides phosphorylés issus des diverses sous-unités, il a été possible
de localiser sur la sous-unité o7, la position de groupements phosphates sur les résidus sérine situés

en position 250.

Figure 5 : Cartographie bi-dimensionnelle du protéasome 20S humain

Analyse par électrophorese bi-dimensionnelle (isoélectrofocalisation et séparation selon la taille) du protéasome
20S purifié a partir d’érythrocytes humains et identification des diverses sous-unités par spectrométrie de masse
en mode MALDI-TOF.
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L’arrivée en thése en septembre 2001 de M Bo Xu dans notre laboratoire a permis de
poursuivre 1’étude des modifications post-traductionnelles du protéasome. En effet, la cartographie
publiée (publication 17) montrait I’existence de nombreuses isoformes mais, excepté pour la sous-
unité a7 ou une phosphorylation avait été localisée par spectrométrie de masse, aucun élément n’avait
pu étre apporté pour expliquer la présence des autres isoformes. Une partie de du travail de thése de
Bo Xu a donc consisté a caractériser plus précisément la nature des sous-unités cartographiées. Nous
avons choisi d’utiliser une approche différente et d’analyser les diverses sous-unités avec des

anticorps spécifiques d’acides aminés phosphorylés. L’analyse avec un anticorps anti-phosphosérine a
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confirmé la phosphorylation en sérine de la sous-unité o7, modification largement décrite dans la
littérature, mais elle a permis de détecter deux nouvelles sous-unités phosphorylées que sont les sous-
unités B2 et f7. Ces deux sous-unités ont pu étre déphosphorylées aprés incubation du protéasome
20S purifié avec une phosphatase a large spécificité telle que la phosphatase acide. L’accessibilité a la
phosphatase des sites phosphorylés semble toutefois différente pour les deux sous-unités. En effet, la
déphosphorylation de la sous-unité 7 a nécessité un rapport phosphatase / protéasome beaucoup plus
¢élevé que celui permettant la déphosphorylation de la sous-unité 2. Ces observations ont confirmé la
présence de groupements phosphates sur des sous-unités de type 3 et nous ont conduit & examiner la
situation des sites potentiels de phosphorylation en sérine au sein du protéasome 20S natif. L’analyse
des motifs consensus pour la phosphorylation présents sur les séquences primaires des deux sous-
unités a permis d’identifier trois résidus phospho-sérine potentiels sur la sous-unité 2 et cinq sur la
sous-unité B7. A partir de la structure cristallographique récemment établie pour le protéasome 20S
bovin (Unno et al, 2003), nous avons modélisé la structure tri-dimensionnelle du protéasome 20S
humain et inséré les sous-unités 2 et f7 humaines au sein de I’architecture du complexe. Cette étude
a été réalisée en collaboration avec I’équipe de Monique Erard a I’'IPBS.

Ainsi, apres localisation des résidus phospho-sérine potentiels sur le modeéle, il a été possible de
discerner les sites sérine accessibles aux enzymes de phosphorylation ou déphosphorylation, de ceux
masqués au sein du complexe par les interactions avec d’autres sous-unités. Parmi les trois sites
identifiés dans la séquence de la sous-unité 32, la sérine 171 apparait comme le site le plus probable
car elle émerge clairement a la surface de la sous-unité alors que les deux autres sérines identifiées
restent partiellement enfouies dans le complexe (Figure 6). En ce qui concerne la sous-unité 7, deux
sites sérine émergent a la surface du complexe alors que trois autres présentent une moindre
accessibilité aux enzymes, 'un d’eux étant méme positionné dans la cavité intérieure du protéasome.
La présence de groupements phosphates situés sur des résidus sérine peu accessibles permettrait de
justifier le fait que la sous-unité B7 soit difficile a déphosphoryler par traitement du protéasome natif
aux phosphatases.

Les résultats préliminaires sur le roéle de la phosphorylation dans la régulation de I’activité du
protéasome suggerent que la phosphorylation n’affecte pas directement ’activité catalytique du
complexe. En effet, le traitement préalable du protéasome aux phosphatases ne modifie pas le clivage
de tétra peptides fluorescents utilisés en tant que substrats spécifiques des activités de type trypsine,
chymotrypsine ou PGPH présentes au sein du complexe. D’autres expériences sont en cours afin
d’évaluer un effet possible de la déphosphorylation sur la conformation du protéasome 20S modifiant
ainsi la pénétration et le clivage de protéines substrats de plus grande taille.

Ces résultats établissent pour la premicre fois I’existence de modifications de type

phosphorylation sur les sous-unités 3 du protéasome 20S incluant une sous-unité catalytique, la sous-
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unité B2; ils font I’objet d’une publication qui est actuellement soumise dans « Biochemical Journal »

(publication 19).

Figure 6. Localisation des sites potentiels de phosphorylation en sérine sur la sous-unité p2.

Les sites potentiels de phosphorylation en sérines (Ser) identifiés par le logiciel Phospho-Base et présentant
des scores compris entre 0,8 et 0,9 (en blanc) ou supérieurs a 0,9 (en jaune) ont été localisés sur la sous-unité
B2, insérée dans le complexe entier (A), ou insérée dans I’anneau portant les autres sous-unités 3.
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2.2.2. Etude de la régulation fonctionnelle du protéasome dans les cellules tumorales

- Caractérisation des protéasomes exprimés dans les cellules tumorales

Dans une deuxiéme phase du projet, I’étude structure-fonction réalisée précédemment sur le
protéasome d’érythrocytes a été ¢largie aux protéasomes préparés a partir de lignées tumorales
humaines.

Lors de son stage de DEA, Cindy Savart a étudié¢ les profils en gel 2D des protéasomes
provenant de 5 lignées tumorales distinctes. Nous avons détecté trois nouvelles sous-unités présentes
dans toutes les lignées cellulaires mais avec différents niveaux d’expression. Ces sous-unités
correspondent aux sous-unités catalytiques de I’immunoprotéasome, sous-unités qui avaient été
préalablement identifiées par spectrométrie de masse lors du travail de theése de Stéphane Claverol. De
facon intéressante, 1’étude fonctionnelle réalisée avec les protéasomes purifiés provenant des cing

lignées a révélé une sensibilité différente des activités protéolytiques des divers protéasomes
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tumoraux a certains inhibiteurs connus du protéasome 20S tels que la lactacystine ou [’aldéhyde
peptidique MG115. Cette étude a par la suite été élargie a une série de molécules naturelles purifiées
par ’'UMS de Chimie des Substances Naturelles et sélectionnées par criblage a haut débit pour leurs
effets inhibiteurs sur les activités protéasomales. Ces molécules ont été testées in vitro avec un
protéasome standard provenant d’érythrocytes humains ainsi qu’avec un protéasome tumoral (lignée
Raji issue du lymphome de Burkitt humain) contenant une forte proportion d’immunoprotéasome.
Parmi les molécules testées, cinq ont présenté des spectres d’action différents sur les deux
préparations de protéasomes avec notamment des effets modulateurs différentiels sur au moins une

des trois activités catalytiques testées.

En paralléle de I’étude réalisée sur les protéasomes des lignées cellulaires, j’ai initié une
collaboration avec le Dr Anne Caignard de 1’Unit¢ INSERM 487 de I’'Institut Gustave Roussy de
Villejuif afin d’étudier la régulation du protéasome 20S exprimé dans des lignées établies a partir de
prélevements réalisés chez un patient atteint d’un carcinome rénal. Le modele d’étude est constitué
par les cultures primaires des cellules normales, tumorales et métastatiques de ce patient. L analyse
comparative du protéasome exprimé dans les cellules normales rénales comparé a celui des cellules
tumorales confirment la surexpression de I’immunoprotéasome dans les cellules cancéreuses. D’autre
part, la cartographie du protéasome isolé des cellules métastatiques montre I’existence de sous-unités
spécifiques a cette lignée. La caractérisation des modifications présentes au niveau des protéasomes
tumoraux est en cours et leur impact sur la régulation et ’activité du protéasome reste a définir. De
plus, d’un point de vue pharmacologique, il est tout a fait intéressant de comparer la sensibilité de ces

diverses cellules aux inhibiteurs classiques du protéasome.

Les résultats obtenus suggerent I’implication de I’immunoprotéasome dans la régulation du
systéme Ub-protéasome et posent plus largement la question de son implication dans le cancer. Afin
de répondre a ces questions, nous développons actuellement des outils moléculaires nécessaires a la
quantification des expressions différenticlles du protéasome et de I’immunoprotéasome dans les
cellules tumorales. De plus, 1’analyse comparative des protéasomes des cellules métastatiques et des
cellules de la tumeur primaire pourrait nous permettre d’établir I’implication de certaines
modifications post-traductionnelles dans des mécanismes cellulaires liés a D’initiation ou a la

progression tumorale.
- Etude des effets d’une petite molécule naturelle, I’ajoéne, sur I’activité du protéasome
Dans le cadre de la thése de Bo Xu, préparée en co-tutelle avec 1’Université de Pékin, nous

avons pu bénéficier de molécules a activités pharmacologiques issues du « National Research

Laboratory of Natural and Biomimetic Drugs » de Pékin. L’une d’entre elles, ’ajoéne (ou 4,5,9-
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trithiadodéca-1,6,11-trene-9-oxide), composé naturel issu de I’ail a retenu notre attention car un effet
cytotoxique sélectif sur des cellules tumorales (Li et coll., 2002), ainsi que sur des modéles de
tumeurs greffées chez la souris avait été préalablement décrit (Nakagawa et coll., 2001). Nos résultats
ont montré que in vitro, I’ajoéne affecte sélectivement ’activité de type trypsine du protéasome et
peut inhiber de ce fait la dégradation d’un peptide substrat. Ce mécanisme d’action diverge de celui
de la majorité des inhibiteurs du protéasome déja décrits qui in vitro, inhibent préférentiellement
I’activité de type chymotrypsine. Un autre intérét potentiel de 1’ajo€ne réside dans la présence de
groupements soufrés hautement réactifs de type sulfoxyde et disulfide, ce qui le différencie encore des
inhibiteurs de type analogues peptidiques ou époxykétones naturelles. Enfin, lors du traitement par
I’ajoéne de cellules leucémiques humaines, deux types d’activités, trypsine et chymotrypsine, sont
affectées alors que le cycle cellulaire est bloqué en phase G2/M. Les résultats obtenus confirment non
seulement les potentialités pharmacologiques de cette molécule naturelle mais mettent aussi en
évidence de nouveaux aspects concernant son mode d’action (publication 18). Toutefois, compte-tenu
des difficultés pour 1’obtention et la purification du principe actif, ’ajoéne n’a pas été retenu pour des

études pharmacologiques plus poussées.

2.3. Projets de recherche

La ligne directrice de mon travail de recherche reste centrée sur 1’étude des mécanismes
moléculaires intervenant dans la dérégulation du systéme ubiquitine-protéasome au sein des cellules
tumorales. Il consistera a préciser le role des modifications post-traductionnelles du protéasome 20S
mais aussi a investir d’autres mécanismes moléculaires tels que ceux impliquant les interactions du
protéasome 20S avec certaines protéines régulatrices. D’autre part, I’expression des immuno-sous-
unités dans I’ensemble des lignées tumorales cartographiées nous conduit a nous poser la question de

I’implication de I’immunoprotéasome dans le cancer.

2.3.1 Réle fonctionnel de la phosphorylation des sous-unités 8

L’analyse déja effectuée au niveau du protéasome d’érythrocytes a permis de cibler des sites de
phosphorylation potentiels et en particulier de définir la sérine 171 au niveau de la sous-unité 2 ainsi
que 5 sites sérines potentiels au sein de la sous-unité B7. L’identification du site de phosphorylation
de la sous-unité B2 peut étre maintenant envisagée par mutagénese dirigée de la sérine 171 et
expression de la sous-unité B2 mutée dans des lignées cellulaires. Ces expériences auront I’avantage
de confirmer le site de phosphorylation suspecté et pourraient nous permettre d’apporter des

informations quand au rdle de cette modification sur I’activité globale du protéasome.
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Pour I’identification des sites sur la sous-unités 37, des expériences restent a poursuivre pour
trancher entre une phosphorylation en surface ou une phosphorylation située dans la cavité interne
(sérine 101). La destructuration préalable du complexe avant le traitement aux phosphatases dans des
conditions dénaturantes compatibles avec ’activité de déphosphorylation pourrait étre un moyen de
confirmer la présence d’un site dans la cavité interne du complexe.

D’autre part, méme si le traitement a la phosphatase acide du protéasome 20S purifié ne génére
aucun effet sur le clivage de petits peptides substrats (3 a 4 acides aminés), il serait intéressant
d’utiliser des substrats de taille plus importante, voir méme des protéines plus ou moins dénaturées. Il
est en effet possible que la phosphorylation ou la déphosphorylation des sous-unités protéasomales
puisse modifier leur conformation et donc la structure globale du complexe. Ces modifications de
conformation pourraient affecter la translocation et donc la dégradation des substrats protéiques et
modifier ainsi les paramétres cinétiques des activités enzymatiques. Les mesures des constantes
d’affinité et des vitesses maximales lors de la dégradation de peptides fluorescents de vingt a quarante
acides aminés pourraient nous permettre de mettre en évidence cet effet indirect de la
déphosphorylation sur I’activité catalytique globale du protéasome. D’autre part, la dégradation des
protéines cellulaires étant effectuée essentiellement par la forme 26S (partie catalytique 20S associée
au complexe activateur 19S), il serait intéressant d’étudier I’impact de ces phosphorylations sur
I’activité protéolytique de la forme 26S.

Enfin, les mécanismes de phosphorylation pourraient aussi étre impliqués dans 1’assemblage du
protéasome 20S avec ses divers complexes régulateurs ou dans 1’assemblage a proprement dit des
divers anneaux a et B lors de 1’édification du complexe. L’analyse des complexes générés in vitro ou
dans la cellule aprés transfection des sous-unités mutées ou non permettrait de clarifier ces derniers

points.

2.3.2. Assemblage du protéasome et interactions protéine-protéine

Nous nous proposons d’aborder la régulation fonctionnelle du systéme ubiquitine-protéasome
a travers 1’étude des interactions moléculaires du protéasome 20S avec ses complexes protéiques
régulateurs que sont le complexe 19S ou le complexe PA28. Un des objectifs de cette ¢tude sera la
mise au point d’un essai adaptable pour le criblage a haut débit de molécules bioactives agissant au
niveau de 1’assemblage 19S / 20S.

La caractérisation des mécanismes impliqués dans 1’assemblage des deux entités pourra étre
abordée par deux approches expérimentales : 1’une, in vitro, avec les complexes protéiques ou les
protéines purifiées; I’autre au niveau cellulaire, aprés ingénierie moléculaire. Apreés purification du
protéasome 20S et du complexe 19S par des méthodes biochimiques (immunoaffinité, tamisage
moléculaire), I’interaction de ces deux entités pourra étre étudiée in vitro, par Résonance Plasmonique

de Surface (appareil Biacore). Cette technologie permet une étude cinétique en temps réel des
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associations et dissociations moléculaires, et ne requiert aucun marquage préalable. Nous étudierons
notamment le réle de I’ATP qui apparait comme essentiel a la stabilité des assemblages (Babbitt et
coll., 2005).

Toutefois, si cette approche présente certaines limitations liées par exemple a 1’instabilité des
complexes protéiques in vitro, il conviendra de travailler directement avec les sous-unités impliquées
dans I’interaction du régulateur 19S avec le protéasome 20S. Les travaux de Satoh et coll. (2001)
suggérant une interaction entre la sous-unité Rpt6 du 19S et la sous-unité a2 du 20S attestent de la
faisabilité de cette approche. Nous utiliserons un systéme cellulaire basé sur I’expression d’un géne
rapporteur permettant de quantifier le niveau d’inhibition du systéme Ub-protéasome. Ce systéme
nous permettra de mettre en place un crible basé sur la technique du siRNA pour identifier les sous-
unités de chaque complexe qui sont impliquées dans I’interaction. Une fois identifiées, les ADNs
codant pour ces protéines seront exprimés dans des vecteurs procaryotes et eucaryotes afin de mener
en paralléle des études in vitro et in vivo. Les paramétres de 1’interaction protéine-protéine pourront
étre caractérisés in vitro par Résonnance Plasmonique de Surface (Biacore). En paralléle, nous
étudierons les interactions protéine-protéine dans les cellules HeLa par une approche de type
« complémentation bi-moléculaire ». Pour cela, les ADN codant pour les protéines candidates (sous-
unité [du 20S et sous-unités de la base) seront clonés dans les vecteurs d’expression eucaryotes en
fusion avec différents marqueurs. Par exemple, le systétme BiFC (Bimolecular Fluorescence
Complementation, Hu et coll., 2002) permet la détection, dans les cellules, de la molécule
fluorescente reconstituée uniquement s’il y a interaction des deux partenaires fusionnés chacun a une
demi-molécule. Une alternative a ce systéme est I’approche PCA (Protein Fragment Complementation
Assay) décrite par Michnick et coll. (2005); ce systéme présente 1’avantage que la protéine
reconstituée par l’interaction peut étre une enzyme (béta-lactamase ou dihydrofolate réductase).
L’activité catalytique est alors détectée par des substrats qui peuvent étre de différente nature:
colorimétriques, fluorescents, ou chimioluminescents. Cet éventail de possibilités nous permettra
d’adapter la sensibilit¢é de la détection aux essais pratiqués: mise en évidence par marquage en

microscopie ou dosage quantitatif en micro plaque.

L’identification des partenaires nécessaires a 1’assemblage des deux complexes et la maitrise
des systémes expérimentaux nous permettraient de cribler la chimiothéque des substances naturelles
afin d’identifier des inhibiteurs de 1’assemblage. Cet assemblage, crucial dans la voie de dégradation
ubiquitine-protéasome, pourrait en effet constituer une cible pharmacologique originale. Les
différentes familles d’inhibiteurs du protéasome actuellement connues, ont pour cible les activités
protéasiques du protéasome (ex : lactacystine, époxomycine, peptides boroniques...) et la découverte
de nouvelles molécules agissant a un tout autre niveau dans la voie de 1’ubiquitine-protéasome

ouvrirait de nouvelles perspectives en thérapie anti-tumorale.
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2.3.3. L’immunoprotéasome, nouvelle cible pharmacologique anti-tumorale?

La présence d’immunoprotéasome dans I’ensemble des lignées tumorales cartographiées, et le
fait que son rdle et sa régulation ne soient pas parfaitement caractérisés, nous a conduit a définir cet
édifice moléculaire comme une cible anti-tumorale potentielle. Le réle de I’immunoprotéasome dans
la génération d’épitopes tumoraux et dans la modulation de la réponse immune anti-tumorale reste
encore trés controversé. La forme immunoprotéasome prédomine dans les cellules dendritiques jouant
un role central dans 1’activation des lymphocytes T et dans la I’initiation d’une réponse immune
spécifique (ref). La présence d’immunoprotéasome dans la cellule tumorale devrait donc favoriser la
présentation de peptides endogénes immunodominants aux lymphocytes T activés et permettre ainsi
son ¢limination par le systétme immunitaire. En accord avec ceci, des études menées sur des
mélanomes d’origine humaine ont montré une corrélation entre la diminution d’expression des
immuno-sous-unités du protéasome et la résistance des cellules tumorales a la lyse par des
lymphocytes spécifiques (Meidenbauer et coll., 2004). Toutefois, d’autres données établissent que
I’induction de I’immunoprotéasome est associée a une faible génération des épitopes
immunodominants issus de précurseurs tumoraux exprimés dans le mélanome tels que la protéine
Melan-A (Morel et coll.., 2000) ou les protéines gpl00 et tyrosinase (Van den Eynde, 2001). Ces
résultats laissent entendre que 1’expression de ces immuno-sous-unités aurait un impact négatif sur la
réponse immune anti-tumorale. Compte-tenu de ces résultats divergents, I’implication de
I’immunoprotéasome dans la pathologie du cancer reste a élucider et notre objectif est de mieux

définir le role de I’immunoprotéasome dans les mécanismes de cancérisation.

Nous proposons d’étudier la dérégulation du systéme ubiquitine-protéasome dans la cellule
tumorale a travers ’expression de I’immunoprotéasome. En effet, lors de travaux antérieurs, nous
avons effectué I’analyse qualitative de la composition des protéasomes et montré une expression
différenticlle de I’immunoprotéasome dans diverses lignées tumorales humaines. De plus, 1’étude des
prélévements issus d’un patient porteur d’un carcinome rénal a mis en évidence une différence des
niveaux d’expression de I’immunoprotéasome entre les cellules rénales normales comparées aux
cellules tumorales et métastatiques (collaboration avec le Dr A. Caignard, Unité INSERM 487 de
I’Institut Gustave Roussy). L’étude de la régulation fonctionnelle des protéasomes exprimés dans
chacune des lignées devrait nous permettre de préciser la sensibilité relative de chaque type cellulaire
a des inhibiteurs du systéme ubiquitine-protéasome. Afin de corréler cette sensibilité a la présence de
I’immunoprotéasome, nous développerons des outils moléculaires nécessaires a la quantification du
taux d’expression de I’immunoprotéasome dans les différentes lignées. Cette méthode sera basée sur
’utilisation d’un peptide-substrat fluorescent contenant des sites de coupure préférentiels pour le
protéasome standard ou pour I’immunoprotéasome. La conception de ces outils s’appuiera sur les

travaux déja publiés et décrivant une maturation différente de certains antigénes tumoraux par
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I’immunoprotéasome comparée a celle effectuée par le protéasome standard (Chapiro et coll., 2006).
Il semble en effet possible de déterminer des séquences peptidiques clivables spécifiquement par
I’une ou I’autre des deux formes de protéasome. La synthése de ces substrats peptidiques couplés
avec des systémes chimiques de fluorochromes et de quencheurs pourrait nous permettre de
quantifier spécifiquement [’expression de chacune des deux formes. Ainsi, 1’expression de
I’immunoprotéasome pourra étre évaluée dans diverses lignées cellulaires en fonction de I’origine de
la cellule, de son état tumoral et de son micro-environnement. Il sera aussi possible d’analyser des
échantillons cliniques issus de patients et en particulier de comparer le niveau d’expression de
I’immunoprotéasome dans les biopsies de tumeurs et dans les prélévements de tissus sains adjacents.
Les données relatives a la quantification de I’immunoprotéasome pourront étre ensuite corrélées aux
caractéristiques de la tumeur ainsi qu’aux parametres cliniques de chaque patient afin de confirmer
ou non I’implication de I’immunoprotéasome dans la progression tumorale.

En parall¢le de cette étude exploratoire, nous développons un modele de cellules infectées par
rétrovirus surexprimant de fagon stable les immuno- sous-unités (B1i, 2i et 5i) et qui devrait nous
permettre de mieux comprendre les effets modulateurs de I’immunoprotéasome sur le systeme Ub-
protéasome. En particulier, nous souhaitons étudier dans ce systéme, la dégradation de certaines
protéines telles que les facteurs de transcription de la famille p53. Ces facteurs protéiques constituent
une large famille de protéines apparentées et issues de I’épissage alternatif du géne p53 (Bourdon et
coll.,, 2005) ou de geénes homologues (p63 ou p73, Melino et coll., 2003). Certains d’entre eux
présentent des activités transcriptionnelles pro-apototiques alors que les formes protéiques tronquées
en N-terminal exercent au contraire un effet anti-apoptotique. L’analyse, grice a des anticorps
spécifiques, des diverses isoformes et de leur distribution relative aprés surexpression de
I’immunoprotéasome pourrait avoir des pers intéressantes quant a 1I’implication de cet édifice dans
les mécanismes de tumorogénese.

Enfin, la pertinence de I’immunoprotéasome en tant que cible pharmacologique sera validée a
travers I’identification de modulateurs pharmacologiques spécifiques de I’immunoprotéasome dont
I’efficacité sera évaluée in vitro et in vivo. L’identification de modulateurs originaux de I’activité
biologique de I’immunoprotéasome bénéficiera des interactions avec 1’unité mixte de criblage a haut

débit ainsi qu’avec ’unité de chimie des substances naturelles, présentes au sein de 'ISTMT.

2.4. Conclusion

L’étude du protéasome préparé a partir de cellules humaines non pathologiques a mis en
évidence de nouvelles modifications post-traductionnelles, posant ainsi la question du réle joué par
ces phosphorylations dans la régulation fonctionnelle du protéasome 20S. L’approche protéomique

qui a été choisie s’est avérée appropri¢e pour la caractérisation biochimique du protéasome, ceci a
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travers la réalisation de cartographies bi-dimensionnelles hautement résolutives de I’ensemble des
sous-unités protéasomales. Grace a I’expertise de 1’équipe de Bernard Monsarrat et a la contribution
de deux étudiants, Stéphane Claverol inscrit en doctorat et Thomas Clouaire en DEA, il a été possible
d’identifier I’ensemble des sous-unités constitutives du protéasome 20S standard exprimé dans les
érythrocytes humains et de mette ainsi en évidence la présence de nombreuses isoformes. Ce travail a
fait I’objet d’une publication dans « Molecular and Cellular Proteomics ». Sous ma tutelle, il a ensuite
été poursuivi au cours de la thése de Xu Bo, par la caractérisation des sous-unités modifiées par
phosphorylation et a abouti a 1’identification de deux nouvelles sous-unités phosphorylées : les sous-
unités B2 et B7. Une publication faisant état de ces données est actuellement soumise a « Biochemical
Journal ».

L’analyse similaire des protéasomes exprimés dans diverses lignées tumorales a révélé une
complexité structurale importante avec en particulier la co-expression de deux formes de
protéasomes : le protéasome dit standard et I’immunoprotéasome. L’étude fonctionnelle de ces
protéasomes réalisée par Cindy Savart que j’encadrais alors pour son stage de DEA a montré une
sensibilité différente de ces deux formes a certaines molécules de la chimiothéque de substances
naturelles purifiées dans ’UMS de Chimie CNRS-Pierre Fabre. En accord avec ceci, 1’analyse
comparative des protéasomes présents dans les cellules normales comparées a ceux présents dans les
cellules tumorales d’un méme patient a confirmé la surexpression de 1I’immunoprotéasome dans les
cellules cancéreuses.

Le systéme ubiquitine-protéasome est un systéme cellulaire particuliérement sensible aux
facteurs micro-environnementaux et I’induction de I’immunoprotéasome par I’interféron y témoigne
de ce processus. Il est donc probable que 1’efficacité et la réussite des approches thérapeutiques contre
le cancer dépendront de la compréhension du phénotype et de la fonctionnalité de la cellule tumorale
prise dans le contexte de son environnement et non pas isolée. D’autres facteurs
microenvironnementaux comme [’hypoxie, les variations de potentiel redox ou la présence
d’effecteurs immunitaires peuvent avoir un impact considérable sur la machinerie de la cellule et sur
les mécanismes moléculaires mis en jeu ainsi que les fonctions qu’ils sous-tendent. Dans ce contexte,
I’impact de I’immunoprotéasome sur la dérégulation du systéme ubiquitine-protéasome est une
question qui nous préoccupe. Afin de répondre a cette question, des outils cellulaires et moléculaires
ont d’ores et déja été développés : Nabila Jabrane-Ferrat qui est chercheur CR1 dans 1’équipe, a établi
des lignées de lymphomes surexprimant 1’immunoprotéasome. En paralléle, nous essayons de
développer des substrats peptidiques fluorescents spécifiques de 1’immunoprotéasome ou du
protéasome : ce projet a été initié lors du stage de master professionnel de Sofiane Houssaini en 2005
et se poursuit actuellement a travers le stage d’Aurélie Bernard, étudiante inscrite en derniére année
d’école d’ingénieur au CUST. Outre une meilleure connaissance de cette machinerie protéolytique, la
continuité de ce travail devrait aboutir a I’identification de nouveaux agents pharmacologiques anti-

tumoraux. A I’occasion de la thése de Xu Bo, nous avons pu bénéficier d’une petite molécule issue de
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I’ail, I’ajoéne, et étudier son action sur le protéasome. Ce travail a fait I’objet d’une publication dans
« Fundamental and Clinical Pharmacology » et a ét€¢ pour moi 1’occasion de prendre la responsabilité

d’un encadrement de doctorat a part enticre.

L’ensemble de ces travaux est le résultat d’un travail d’équipe soutenu et dynamisé par les
nombreux échanges dont j’ai pu bénéficier au sein de 'unité. A ce titre, je citerai 1’interaction
privilégiée avec Nabila Jabrane-Ferrat qui développe au sein de notre équipe un autre projet visant a
étudier I’implication du systéme ubiquitine-protéasome dans la régulation du cycle cellulaire. Un des
objectifs de ce projet est de définir le role du protéasome dans le recrutement et la régulation
fonctionnelle des protéines du centrosome. Il est aussi le fruit de la participation active et enthousiaste
de deux doctorants (Stéphane Claverol et Xu Bo) et de plusieurs étudiants (3 inscrits en DEA, 3 en
DESU, 1 en Master Professionnel et 1 en stage ingénieur). Enfin, il s’intégre pleinement dans la
logique de notre unité portée par Jean-Edouard Gairin en témoignant d’un effort de recherche focalisé
sur des systémes biologiques pouvant générer des cibles d’intérét thérapeutique dans le domaine du

cancer tels que le systéme ubiquitine-protéasome.
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Ma premiére expérience de chercheur post-doctoral au sein de I’équipe hospitalo-universitaire
du Pr Guy Serre m’avait permis d’étre en contact avec de nombreux étudiants et de mesurer mon
intérét pour le partage des connaissances. C’est pourquoi en juin 1993, je n’ai pas hésité a postuler
sur un poste de Maitre de Conférences a I’lUT Paul Sabatier. Ce fut un choix que j’ai pu depuis
pleinement apprécier. En effet, I’enseignement dispensé dans un IUT présente certaines
spécificités et exigences qui me conviennent tout a fait. En particulier, la formation d’un
technicien supérieur sur 2 ou 3 ans doit reposer sur des bases théoriques solides et suppose un
enseignement synthétique, proche des réalités industrielles et suffisamment diversifié pour
permettre une insertion efficace dans la vie active.

J’ai été nommée en septembre 1993 au Département Génie Biologique de I’lUT Paul Sabatier
délocalisé & Auch en 65°™ section. Ce département accueille chaque année 78 étudiants préparant
un DUT et inscrits dans deux options différentes : Industrie Alimentaire et Biologique (IAB) ou
Agronomie. Il comporte aussi deux formations de type licence professionnelle intitulées « Sécurité

Sanitaire des Aliments » et « Génie Géomatique Appliqué a la Télédétection »

1. Enseignements dispensés en 1°® année DUT Génie Biologique

1.1. Cours de Biochimie

A mon arrivée a I’'lUT, j’ai dispensé des travaux dirigés (TD) ainsi que des travaux pratiques
(TP) en biochimie pendant 4 ans aux étudiants inscrits dans les deux options du département. Ce
cours était assuré par deux ou trois enseignants différents. Le volume ainsi que la nature des
enseignements dispensés ont varié d’une année a I’autre et ont porté principalement sur la
biochimie structurale des lipides (TP), le métabolisme glucidique (TD) et la cinétique enzymatique
(TD et TP).

Volume horaire:

Année 93/94: TP: 72h
Années 94/95 et 96/97 TP: 72h TD: 16h
Année 97/98 TP: 24h
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1.2. Cours d’Immunologie

Depuis ma nomination et jusqu’a aujourd’hui, j’ai dispensé les cours, TD et TP
d’immunologie aux étudiants de premiére année inscrits dans les deux options du département. Des
notions trés générales sont abordées en cours ou je présente les différents organes et cellules du
systeme immunitaire, la dynamique des réponses immunitaires spécifiques et non spécifiques en
insistant plus particulierement sur les notions d’antigénes et d’anticorps. Au cours des travaux diriges,
je présente les différentes techniques immunologiques et les avantages qu’elles présentent d’un point
de vue de leur rapidité de mise en ceuvre, leur spécifité et leur sensibilité. Aprés avoir exposé la
production d’anticorps monoclonaux et polyclonaux, j’aborde la précipitation et I’agglutination en
milieu liquide ou gélifié, les dosages de type immuno-enzymatique ou radio-immunologiques, les
marquages immuno-histochimiques et les techniques de transfert ou Western blot.

Enfin, je termine cet enseignement par une séance de TP au cours de laquelle les étudiants réalisent un

dosage d’anticorps par une technique immuno-enzymatique.

Volume horaire:
Années 93/94 a 2005/06 : Cours : 6h TD : 18h TP : 48h

2. Enseignements dispensés en 2° année DUT Génie Biologique

Tous les enseignements que j'effectue en 2°™ année de DUT sont spécifiques & I’option

« Industries Alimentaires et Biologiques ».

2.1. Cours de Biochimie Alimentaire

J’ai enseigné la biochimie alimentaire pendant trois ans entre septembre 1997 et juin 2000.
J’ai abordé dans le cours des notions tres générales sur la composition biochimique et I’étude physico-
chimique de divers aliments. Des aspects de technologie alimentaire plus en relation avec la réalité
industrielle ont ensuite été développés comme I’étude des principales réaction de détérioration des
aliments, le comportement et I’activité de I’eau, ou la valorisation de sous-produits d’origine animale
ou végétale. Lors d’une séance de TP de huit heures, les étudiants réalisent des contréles qualité sur

deux aliments selon des procedures normalisées.

Volume horaire:
Années 97/98 a 99/00 Cours :10h TD : 16h TP : 16h
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2.2. Cours de Métabolisme Microbien

J’ai participé au cours de métabolisme microbien pendant deux ans en présentant la partie

concernant le métabolisme glucidique et sa régulation.

Volume horaire :
Années 98/99 et 99/00 Cours : 8h TD : 10h

2.3. Cours de Microbiologie Industrielle

Depuis ma nomination et jusqu’a aujourd’hui, j’ai dispensé ce cours qui traite de la mise en
ceuvre industrielle des bio-productions et présente les différents procédés industriels et leurs finalités.
Les comportements microbiens en réacteurs non renouvelés ou en réacteurs ouverts sont présentés.
Les contraintes liées a la régulation des conditions de culture et plus particuliérement les paramétres
d’aération et de transfert d’oxygéne sont détaillés lors des TD.

Au cours des TP, les étudiants réalisent deux bio-productions dans des bio-réacteurs régulés en
température, pH et oxygéne qui sont d’une part, la production d’éthanol par une levure de boulangerie
en milieu non renouvelé et micro-aérobiose et d’autre part, la production de biomasse en réacteur aéré

semi-ouvert.

Volume horaire:
Années 93/94 a 2005/06 : Cours : 12h TD : 16h TP : 48h

2.4. Cours de Techniques de Séparation

En septembre 2000, j’ai choisi de prendre en charge le cours concernant les techniques de
séparation et d’analyses de molécules biologiques. Diverses techniques biochimiques sont abordées
telles que la précipitation de protéines ou de polymeres en milieu liquide, les techniques
éléctrophorétiques et les techniques chromatographiques. Le cours présente les principes théoriques de
ces méthodes ainsi que les équipements utilisés depuis I’échelle du laboratoire jusqu’a I’échelle
industrielle.

Des travaux pratiques en relation avec cet enseignement permettent aux étudiants de réaliser
diverses manipulations telles que I’électrophorése des caséines du lait, la purification de la
phénoloxydase de chéne par chromatographie d’exclusion ou le suivi de la synthése enzymatique
d’oligosides par HPLC. Lors de ces TP qui se déroulent sur huit heures, j’encadre six travaux

pratiques différents par séance.
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Volume horaire:
Années 00/01 a 2005/06 : Cours : 10h TD: 12h TP : 28h

3. Autres activités d’enseignement

Depuis I'ouverture de la licence professionnelle « Sécurité Sanitaire des Aliments » en
septembre 2001, sur le site de I’IUT Paul Sabatier a Auch, je présente aux étudiants inscrits dans cette
licence les différentes techniques immunologiques (2h de cours) et leurs applications en agro-

alimentaire.

En 2001 et 2002, j’ai également participé & un Module de « Post-Génomique » dispensé aux
étudiants de 5°™ année & I’INSA de Toulouse. Cet enseignement a été fait sous forme de Travaux
dirigés et Travaux pratiques (4h de TD et 16h de TP) au cours desquels j’ai présenté les techniques de
protéomique. Aprés production de levure en réacteur, les étudiants ont ensuite comparé les

cartographies des protéines obtenues selon différentes conditions de culture.

D’autre part, j’encadre chaque année trois projet tutorés en DUT Génie Biologique. Ces
projets tutorés ont été mis en place en 1996 et répondent a une directive des Programmes
Pédagogiques Nationaux pour le DUT.

En premiere année, les projets tutorés portent sur la connaissance des différents secteurs industriels
susceptibles d’embaucher des techniciens supérieurs de I’option agronomie ou IAB. L’objectif
principal pour I’étudiant est d’approfondir par le biais d’une démarche active, ses connaissances du
monde industriel et de ses réalités technologiques et économiques. Les étudiants réunis en groupe de
travail de trois ou quatre personnes sont chargés de présenter un secteur industriel a travers les
produits qui en sont issus, les procédés de fabrication utilisés et la réalité du marché économique.

En deuxiéme année, les étudiants doivent réaliser un produit destiné & un partenaire industriel. Ils ont
la responsabilité de la conception de ce produit qui peut prendre des formes trés variées telles que CD
rom, plaquettes d’information, étude de marché,... En fin d’année, les étudiants doivent rédiger un
document synthétisant I’ensemble des démarches et informations recueillies et présenter leur travail a
I’oral devant I’ensemble de leur promotion. Le tutorat est pour moi une expérience pédagogique trés
positive qui facilite les échanges entre étudiant et enseignant en les liant par un projet commun. Il

motive les étudiants qui s’investissent naturellement et acquiérent ainsi plus d’autonomie.
Enfin, je participe au suivi des étudiants de deuxiéme année au cours de leur stage en

entreprise. Je suis amenée a visiter les étudiants pendant leur stage et a participer a I’évaluation de ce

stage a travers la lecture du rapport et la participation au jury de soutenance orale.
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Liste des diplomes encadres
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J’ai eu I’opportunité a travers le suivi de stages de recherche, d’encadrer de
nombreux étudiants. J’ai pris une part importante aux choix stratégiques et a la
réalisation des travaux de paillasse de certains d’entre eux (co-encadrements) et j’ai
dirigé et encadreé totalement les travaux de recherche de plusieurs étudiants y compris
des doctorants (encadrement a part entiére).

1. Doctorats

1. Sebbag Mireille. Identification des antigénes de différenciation malpighienne définis par
les autoanticorps anti-Stratum Corneum, spécifiques de la Polyarthrite Rhumatoide.
Développement d'un test diagnostique par immunotransfert. Doctorat de I’Université
Paul Sabatier, Toulouse Il (Biochimie et Immunologie), 29 octobre 1992. (co-

encadrement).

2. Masson-Bessiére Christine. Les autoanticorps antifilaggrine dans la polyarthrite
rhumatoide : relation avec les facteurs antipérinucléaires, synthése articulaire et
antigenes-cibles du pannus synovial. Doctorat de I’Université Paul Sabatier, Toulouse

111 (Physiopathologie Humaine), 9 novembre 1999. (co-encadrement).

3. Stéphane Claverol. Le protéasome 20S humain : étude des relations structure-fonction par
spectrométrie de masse et approches protéomiques. Doctorat de I’Université Paul

Sabatier, Toulouse 11 (Biochimie) , 12 mai 2003. (co-encadrement)

4. Xu Bo. Le protéasome 20S humain, une nouvelle cible en thérapie anticancéreuse : effet
de I’ajoéne, molécule naturelle anti-tumorale, et impact de maodifications post-
traductionnelles sur son activité catalytiqgue. Doctorat de I’Université Paul Sabatier,

Toulouse 11 (Pharmacologie), 12 novembre 2003. (encadrement a part entiére).

5. Eang Rothmonie. Etude du role de I'immuno-protéasome dans le développement du
mélanome. Doctorat de I’Université Paul Sabatier, Toulouse Ill, en cours depuis

octobre 2004. (co-encadrement).
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2. Diplémes d’Etudes Approfondies

1.

Redonnet Isabelle. Etude de la spécificité des auto-anticorps naturels humains de classe G
anti-cytokératines épidermiques. DEA de Physiopathologie Humaine, Université Paul

Sabatier, Toulouse 111, 2 juillet 1990. (co-encadrement).

Calvet Christine. Expression in vitro d'antigenes tardifs de différenciation des
kératinocytes définis par des auto-anticorps humains spécifiques de la polyarthrite
rhumatoide. DEA de Biologie Cutanée et Cosmétologie, Université Claude Bernard,

Lyon I, 22 septembre 1992. (encadrement).

Masson-Bessiére Christine. Les auto-anticorps anti-Stratum Corneum et les facteurs anti-
périnucléaires, tous deux marqueurs spécifiques de la Polyarthrite Rhumatoide, sont une
seule et méme entité sérologique. DEA de Physiopathologie Humaine, Université Paul

Sabatier, Toulouse 111, 28 juin 1993. (co-encadrement).

Montézin Martine. Etude du métabolisme des (pro)filaggrines dans des cultures de
kératinocytes humains. DEA de Biologie Cutanée et Cosmétologie, Université Claude

Bernard, Lyon I, 30 septembre 1993. (encadrement).

Clouaire Thomas. Caractérisation de modifications post-traductionnelles sur le
protéasome 20S humain. DEA de Biologie-Santé-Biotechnologie, Université Paul

Sabatier, Toulouse 111, juillet 2001. (encadrement).

Barrau Christophe. Conception et validation de substrats fluorescents du protéasome.
DEA de Biologie-Santé-Biotechnologie, Université Paul Sabatier, Toulouse IlI,

juillet 2002. (co-encadrement).

Savart Cindy. Le protéasome, une nouvelle cible d’interét pharmacologique : étude
comparative du protéasome 20S de différentes lignées tumorales humaines. DEA de
Biologie-Santé-Biotechnologie, Université Paul Sabatier, Toulouse 111, 2 juillet 2004.

(encadrement).

3. Diplémes d’Etudes Supérieures d’Université,

Mruck Caroline. Mise au point d’un protocole de purification et caractérisation
structurale et fonctionnelle du protéasome 26S humain. DESU de I’Université Paul

Sabatier, Toulouse 111, 7 juillet 2003. (encadrement).

Amar Sandrine. Etude des modifications post-traductionnelles du protéasome 20S. DESU

de I’'Université Paul Sabatier, Toulouse 111, 5 juillet 2004. (co-encadrement).
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Eang Rothmonie. Etude de la modification par phosphorylation du protéasome 20S
d’érythrocytes humains. DES du Médicament de I’Université des Sciences de la Santé

du Cambodge, aolt 2004. (co-encadrement).

4. Master Professionnel M2

Houssaini Moulay-Soufyan. Mise au point d’outils moléculaires et cellulaires pour
mesurer I’activité des protéasomes. Master Biochimie - Ingénierie Biochimique.

Université Claude Bernard, Lyon I, septembre 2005. (encadrement)

4. Stage Ingénieur

Bernard Aurélie. Développement de tests spécifiques pour le dosage des activités
catalytiques du protéasome et de I'immunoprotéasome. Stage Ingénieur C.U.S.T.

Institut des Sciences de I’Ingénieur, Université Blaise Pascal, Clermont Ferrand I,

en cours. (encadrement)

55



Annexe 1

UMR 2587 CNRS-Pierre Fabre
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CR1 CMRS CR1 GNRS CR1 CHRS CR1 CHRS Cadre IRPF Cadre IRPF
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6.

14.

16.

17.

18.

M. Simon, E. Girbal, M. Sebbag, V. Gomes-Daudrix, C. Vincent, G. Salama and G.
Serre. The cytokeratin filament-aggregating protein filaggrin is the target of the so-called
"antikeratin antibodies", autoantibodies specific for rheumatoid arthritis. J. Clin. Invest.
1993, 92: 1387-1393.

E. Girbal-Neuhauser, J.-J. Durieux, M. Arnaud, P. Darbon, M. Sebbag, C. Vincent, M.
Simon, T. Senshu, C. Masson-Bessiére, C. Jolivet, M. Jolivet and G. Serre. The epitopes
targeted by the rheumatoid arthritis-associated antifilaggrin autoantibodies are post-
translationally generated on various sites of (pro)filaggrin by deimination of arginine
residues. J. Immunol. 1999, 162: 585-94.

C. Masson-Bessiére, M. Sebbag, E. Girbal-Neuhauser , L. Nogueira, C. Vincent, T.
Senshu and G. Serre. The major synovial targets of the rheumatoid arthritis-specific
antifilaggrin autoantibodies are deiminated forms of the a and b chains of fibrin. J.
Immunol. 2001, 166 : 4177-4184.

S. Claverol, O. Burlet-Schiltz, E. Girbal-Neuhauser, J.E. Gairin and B. Monsarrat.
Mapping and structural dissection of human 20S proteasome using proteomics
approaches. Mol. Cell. Proteomics. 2002, 1.8 : 567-578.

X. Bo, B. Monsarrat, J.E. Gairin and E. Girbal-Neuhauser. Effect of Ajoene, a natural
antitumor small molecule, on human 20S proteasome activity in vitro and in human
leukemic HL-60 cells. Fundam. Clin. Pharmacol. 2004, 18: 171-180.
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