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WHEN CARBON NANOMATERIALS MARRY BIOMEDICINE

Alberto Bianco

Institut de biologie moléculaire et cellulaire, IBMC, Strasbourg

Over the past two decades, carbon-based nanomaterials, including fullerenes, carbon nanotubes,
graphene, graphene oxide, carbon dots and others, have largely invaded the biomedical fields. The
possibility to chemically modify these materials has further expanded their applications and enhanced
their biocompatibility. A certain number of diseases remain still incurable, or require treatments that
often provoke heavy side-effects or are only palliatives. Nanotechnologies based on carbon
nanomaterials offer new possibilities and lot of hopes to tackle these diseases. My team has
concentrated the investigations on the design of new multifunctional systems based on carbon
nanomaterials for therapeutic and imaging applications and combination thereof. In this context,
chemistry plays a fundamental role as it allows to conceive and prepare new conjugates endowed of
advanced functionalities and properties. We have designed new multifunctional carbon nanohybrids
and explored different types of chemical reactions to synthesize covalent and supramolecular
conjugates in a precise and controlled manner. These conjugates have been used for therapeutic and
imaging studies. An important issue related to carbon nanomaterials is the assessment of their
biocompatibility and biodegradability profiles. We found how to render carbon nanotubes and
graphene safer by appropriate chemical modifications, and we have studied the impact of these
materials on immune cells to determine the potential toxicity risks and to propose how to modulate
them. My presentation will cover some examples of multifunctional carbon nanomaterials as drug
delivery systems for cancer therapy. | will illustrate how it is possible to design targeted systems that
are traceable, biodegradable and exploitable for multimodal therapies (e.g., combined photothermal,

photodynamic or chemodynamic therapies), while minimizing their toxic effects.
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Molecular mechanism of transbilayer lipid transport catalyzed by
eukaryotic lipid flippases

Guillaume Lenoir

Lipid flippases of the P4-ATPase family are eukaryotic transporters responsible for the active transverse
movement of lipids from the exoplasmic (out) to the cytosolic (in) leaflet of cell membranes, at the
expense of ATP hydrolysis. They are for instance responsible for the strong asymmetric distribution of
phosphatidylserine (PtdSer) toward the cytosolic leaflet in resting cells, where PtdSer plays
fundamental cell signaling roles. Most P4-ATPases form complexes with proteins from the Cdc50
family, this interaction being essential for correct folding, delivery to the proper subcellular localization

and for function of the mature complex.

In the last years, for detailed biochemical analysis and subsequent mechanistic investigation of P4-
ATPase-dependent lipid transport across membranes, we sought to implement a robust system for the
coordinated overexpression in Saccharomyces cerevisiae and for the purification of a yeast P4-ATPase-
Cdc50 complex, Drs2-Cdc50. We identified the C-and N-termini of Drs2 as autoinhibitory elements and
recapitulated in vitro the requirement for the lipid phosphatidylinositol-4-phosphate to elicit activity.
As part of a collaborative work with the laboratory of Poul Nissen (University of Aarhus, Denmark), we
obtained cryo-EM structures of the Drs2-Cdc50 complex covering multiple intermediates of the
enzyme cycle, thereby providing strong molecular grounds for a detailed understanding of lipid
transport by P4-ATPase lipid flippases. Based on these biochemical and structural investigations, | will
outline the mechanism by which the yeast Drs2-Cdc50 lipid flippase are regulated and how this

mechanism may be extended to the disease-relevant human lipid flippase ATP8B1-CDC50A.



Conférence projet financé par I'IBSAM

La transthyrétine : son implication dans le développement de I'accident de
décompression

Jérémy Orsat,® Sébastien Artigaud®, Anthony Guernec?, Jacky Lautridou?, Ingrid Eftedals,

Lyubisa Matity®, Le Maréchal Cédric¢, Pichereau Vianney®, Francois Guerrero?

a- EA4324 — Optimisation des Régulations Physiologiques, Université de Bretagne Occidentale (UBO), Brest, France.
jeremy.orsat@univ-brest.fr

b- UMR 6539b — Laboratoire des Sciences de I'Environnement Marin, Université de Bretagne Occidentale,
CNRS/UBO/IRD/IFREMER, Brest, France

c- UMR 1078 — Génétique, Génomique Fonctionnelle et Biotechnologies, Université de Bretagne Occidentale,
INSERM, Brest, France

d- NTNU - Université norvégienne des sciences et de la technologie, Trondheim, Norvege

e- Unité Hyperbare, département de médecine, Mater Dei Hospital, Malte

L'accident de décompression (ADD) est un syndrome systémique survenant suite a une
réduction de la pression environnementale. Bien que le déclenchement de I’ADD soit attribué a la
formation de bulles dans I'organisme, d’autres mécanismes semblent participer a son développement.
Une étude précédente a montré une modification du niveau de 4 protéines plasmatiques dont la quasi-
disparition de la forme tétramérique de la transthyrétine (TTR) chez des rats souffrant d’'un ADD. En
I"absence d’ADD, ces changements protéiques sont absents chez les animaux ainsi que chez ’'Homme
post-plongée. Une analyse s’avere donc nécessaire afin de déterminer si cette modification protéique
de la TTR est une cause ou bien une conséquence de I’ADD.

Les objectifs de notre étude étaient dans un premier temps de confirmer, chez 'Homme, les
modifications du protéome plasmatique a la suite d’'un ADD en portant une attention particuliére sur
la TTR. Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu évaluer si la sensibilité a I’ADD pouvait étre liée
avec une modification de la TTR.

Pour répondre a ces objectifs, nous disposions de plasma prélevé a la suite d’une plongée chez
8 plongeurs présentant des symptomes de I’ADD (8 hommes ; 42,6 + 15,3 ans ; IMC: 28,5 +2,9) et 8
plongeurs sans symptémes de I’ADD (6 hommes, 2 femmes ; 37,9 £ 7,0 ans ; IMC : 26,7 % 3,2). Nous
avons comparé les niveaux de protéines plasmatiques par électrophorese bi-dimensionnelle et nous
n’avons pas trouvé de différences significatives entre les plongeurs souffrant d’ADD et les plongeurs
asymptomatiques. Pour étudier davantage les variations de TTR plasmatiques, nous avons réalisé un
western blot qui semble montrer une tendance vers la diminution de la quantité de dimére chez les
plongeurs accidentés.

Pour répondre au second objectif, nous avons comparé deux populations de rats qui different
par leur sensibilité a I’ADD. Pour cela, nous avons utilisé une lignée de rats sélectionnés pour leur
résistance a I’ADD qui présente, pour une méme exposition hyperbare, un nombre de cas d’ADD 3 fois
moins élevé par rapport aux rats Wistar. Nous avons dans un premier temps dosé par RT-qPCR la
qguantité d’ARNm de TTR dans le foie et les poumons a I'état basal. Nous avons réalisé ces dosages chez
6 males et 6 femelles Wistar ainsi que chez 6 males et 6 femelles résistants a ’'ADD. Cette étude a
révélé un effet de la résistance sur I'expression de 'ARNm de TTR au niveau des poumons (Kruskal-
Wallis, p = 0,004) sans montrer d’effet du sexe (p = 0,488). Dans le foie, on remarque un effet de la
résistance sur I'expression de ’ARNm de la TTR (ANOVA, p = 0,043) ainsi que du sexe (p = 0,047) mais
pas d’interaction résistance*sexe (p = 0.259). Nous avons également séquencé par la méthode de
Sanger la séquence codante du gene de la TTR afin d’identifier un potentiel variant associé a la
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résistance a ’ADD. Nous avons mis en évidence une diminution de la fréquence d’apparition d’'une
mutation sur la 3¢ base du codon 46 chez la lignée résistante. La séquence codante de la TTR décrite
dans les bases de données présente une cytosine au niveau de la 3¢ base du codon 46 qui code pour
une valine. Notre séquengage a mis en évidence une substitution de cette cytosine par une thymine.
Cette mutation est présente chez 40% des males résistants (n = 5), 33% des femelles résistantes (n =
3) et chez 100% des maéles (n = 5) et des femelles (n = 5) Wistar. Toutefois, cette substitution ne change
pas I'acide aminé, cette mutation est silencieuse.

Nos résultats ne permettent pas de mettre en évidence une réelle implication de la TTR dans
la mise de place de I'ADD. Les modifications de TTR observées chez I'animal pourraient étre une
conséquence de I’ADD. Les plus faibles différences observées chez 'Homme seraient en partie
expliquées par la tres grande variabilité individuelle et la plus faible sévérité de I’ADD. Toutefois, les
liens entre la TTR et linflammation pourraient étre intéressants dans le cadre d’études
complémentaires sur ce sujet.
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Etude de I'implication des cellules de Merkel dans l'initiation de
I’alloknésie

Adeline Bataille - Savattier?, Christelle LeGall*?, Laurent Misery®°, Matthieu Talagas®?

a- Univ. Brest, LIEN, EA4685/UBO laurent.misery@chu-brest.fr
b- CHRU Brest, Département de dermatologie

Le prurit est une sensation déplaisante provoquant le besoin de se gratter en réponse a des
stimuli chimiques (prurit chimique) ou mécaniques comme une légére pression exercée a la
surface de la peau (prurit mécano-induit, PMI)(1). Au cours du prurit chronique, peut survenir
I'alloknésie, PMI provoqué par des stimuli mécaniques légers qui, en situation physiologique,
sont associées au tact fin. Ceci est lié a la sensibilisation au prurit. Les connaissances sur le
PMI restent trés limitées. L'implication des démes tactiles (DT), récepteurs du tact fin,
constitués de cellules de Merkel (CM) et de fibres nerveuses AP reliées par des contacts
synaptiques a toutefois été récemment rapportée. Une raréfaction des fibres A ou un défaut
d’activation de ces derniéres par les CM, déficientes en Piezo2, principal mécanorécepteur,
est en effet responsable d’une levée d’inhibition du PMI chez les souris (2,3). Chez ’'Homme,
le profil d’activation des mécanorécepteurs cutanés responsables de la perception du PMI est
évocateur d’une activation des fibres C (4). Etonnamment, les DT humains contienennt, a coté
des fibres AB, des fibres C et Ad dont le rdle reste incompris. Notre hypothése est que les CM
pourraient communiquer avec les fibres C et A présentes dans les DT par I'intermédiaire de
synapses pour transmettre l'information « PMI» au systéme nerveux central. Pour la
premiere fois, nous avons identifié en microscopie confocale, dans des peaux glabres et
poilues de rats, des contacts entre des CM et des fibres C et AS. Le caractére synaptique de
ces contacts sera prochainement recherché avec l'identification, en microscopies confocale et
électronique a transmission, de vésicules synaptiques dans les CM en regard de ces zones de
contact.

Références.

1- Dong, X., and Dong, X. (2018). Peripheral and Central Mechanisms of Itch. Neuron 98, 482—-494.

2- Sakai, K., and Akiyama, T. (2019). Disinhibition of Touch-Evoked ltch in a Mouse Model of Psoriasis. J. Invest.
Dermatol. 139, 1407-1410.

3- Feng, J., Luo, J., Yang, P., Du, J., Kim, B.S., and Hu, H. (2018). Piezo2 channel-Merkel cell signaling modulates
the conversion of touch to itch. Science 360, 530-533.

4- Fukuoka, M., Miyachi, Y., and lkoma, A. (2013). Mechanically evoked itch in humans. Pain 154, 897—904.



Etude d’éléments cis-régulateurs du gene CFTR

Clara Blotas?, Mégane Collobert?, Ozvan Bocher?, Anais Le Nabec?, Emmanuelle Génin®,

Claude Férec®cet Stéphanie Moisan®¢

a Univ Brest, Inserm, EFS, UMR 1078, GGB, F-29200 Brest, France
b Inserm, Univ Brest, EFS, UMR 1078, GGB, F-29200 Brest, France

¢ Laboratory of Molecular Genetic and Histocompatibility, CHRU Brest, Bretagne, France

La mucoviscidose est une maladie génétique fréquente dans la population caucasienne ayant
suscité de nombreux travaux de recherche. Bien que le diagnostic des patients a trés
largement évolué grace a l'identification de nombreuses mutations dans le gene CFTR, pour
certains patients atteints de mucoviscidose ou de formes frontiéres la corrélation entre le
phénotype et le génotype reste non résolue.

Pour pallier a cela, ce projet a pour but de mettre en évidence des élément cis-régulateurs
(CREs) pouvant expliquer le phénotype de cas non résolus. En effet, une altération de la
régulation de génes peut provoquer des pathologies, on parle d’ « enhanceropathies ».

Afin d’étudier la régulation du géne CFTR, des tests d’activité par gene rapporteur et
d’'immunoprécipitation de la chromatine dans des cellules intestinales (Caco-2) ont permis de
caractériser ces CREs (en cours de validation biologique par I'approche CRISPR/cas9). Ensuite,
il s’agit de confirmer les interactions chromatiniennes (boucles d’ADN) par l'utilisation de
technique de Circularized Chromosome Conformation Capture (4C).

Des éléments régulateurs au niveau des introns 24 et 26 ont nouvellement été mis en évidence
avec une activité enhancer coopérative, s’ajoutant aux CREs identifiés dans les introns 1 et 12.
Cela a permis de proposer un modele tridimensionnel de régulation du géne CFTR au sein du
locus. Par le séquencage de patients aux phénotypes extrémes de potentiels variants
régulateurs, diminuant I'expression du géne CFTR, ont été mis en évidence.

Ainsi ces travaux permettent de mieux comprendre I'organisation tridimensionnelle du locus
CFTR afin d’améliorer la prise en charge des patients.
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Etude de I’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des
lymphocytes B régulateurs chez ’'Homme

Marina Boudigou®¢, Magalie Michée-Cospolite?, Alexis Grasseau?, Quentin Simon?, Christelle
Le Dantec?, Laétitia Le Pottier?, Jacques-Olivier Pers®, Céline Delaloy“¢, Sophie Brouard®¢,
Divi Cornec®, Sophie Hillion®®

a- UMR1227, LBAI, Univ Brest, Inserm, Brest, France

b- UMR1227, LBAI, Univ Brest, Inserm, et CHU Brest, Brest, France
c- UMR1236, MOBIDIC, Univ Rennes, Inserm, Rennes, France

d- UMR1064 CRTI, Univ Nantes, Inserm, Nantes, France

e- LabEx IGO « Immunotherapy, Graft, Oncology », Nantes, France

Les lymphocytes B (LB) sont des acteurs clés de la réponse immunitaire humorale. En plus de
leurs capacités a produire des anticorps et a présenter |'antigene aux lymphocytes T (LT),
certaines sous-populations de LB sont douées de fonctions immunosuppressives leur
permettant de contréler I'inflammation et ainsi d’éviter des dommages tissulaires. Ces LB
régulateurs (LBreg) regroupent de nombreuses sous-populations hétérogénes en termes de
phénotypes, d’origines et de mécanismes immunosuppressifsl. A cette diversité s’ajoute le
fait qu’aucun facteur de transcription unique et commun aux différentes sous-populations de
LBreg n’a été identifié a ce jour, ce qui complique I'identification et le suivi de ces cellules dans
les différents contextes physiologiques et pathologiques.

Ce projet a pour but d’approfondir la caractérisation de I’'hétérogénéité des LBreg a I'échelle
unicellulaire et d’étudier les programmes moléculaires impliqués dans le développement et
les fonctions des LBreg chez 'Homme.

Pour ce faire, nous avons développé un modeéle in vitro de co-culture de LB et LT conduisant a
la génération de LBreg capables d’inhiber la prolifération des LT%3. Des analyses préliminaires
au niveau transcriptionnel, validées ensuite au niveau protéique par cytométrie, ont montré
gue l'acquisition de la fonction suppressive par les LB était associée a une augmentation de
génes clés liés a la différenciation des LB3. De facon intéressante, la polarisation des LB en
LBreg coincide avec une forte production d’IFN-y par les LT ; ce qui supporte I'idée qu’un
micro-environnement pro-inflammatoire est nécessaire a l'induction des LBreg. Enfin,
différentes sous-populations de LBreg productrices d’IL10 et/ou de granzyme B ont pu étre
mis en évidence dans ce méme modele, suggérant des origines distinctes a ces différentes
sous-populations de LBreg. Par la suite, des analyses séquentielles a I’échelle unicellulaire par
single-cell RNA sequencing nous permettront de mieux appréhender la dynamique
moléculaire de la génération de ces différentes sous-populations de LBreg.

Références.

1- Cataldn D, Mansilla MA, Ferrier A, Soto L, Oleinika K, Aguillon JC, Aravena O. Front Immunol. 2021
29;12:611795.

2- Simon Q, Grasseau A, Boudigou M, Le Pottier L, Bettachioli E, Cornec D, Rouviére B, Jamin C, Le Lann L;
PRECISESADS Clinical Consortium; PRECISESADS Flow Cytometry Study Group, Borghi MO, Aguilar-Quesada R,
Renaudineau Y, Alarcon-Riquelme ME, Pers JO, Hillion S. Arthritis Rheumatol., 2021, 73(8):1550-1561.

3- Michée-Cospolite M, Boudigou M, Grasseau A, Simon Q, Mignen O, Pers JO, Cornec D, Le Pottier L, Hillion S.
Front Immunol. 2022 10;13:818814.
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Variables immunologiques associées a la toxicité des inhibiteurs de
point de controle chez les patients atteints de cancer

Soizic Garaud?, Marion Panhaleux®, Sandrine Aspeslagh®, Divi Cornec?, Bart Neyns¢, Jacques-
Olivier Persf, Karen Willard-Gallos.

a- Université de Brest, Lymphocytes B, Autoimmunité et Inmunothérapies, UMR1227, INSERM,
Brest, France, soizic.garaud@univ-brest.fr ;

b- Université Libre de Bruxelles, Molecular Immunology Unit, Institut Jules Bordet, Brussels, Belgium ;
c- Vrije Universiteit Brussel, Department of Medical Oncology, Universitair Ziekenhuis Brussel,
Brussels, Belgium ;

d- Université de Brest, Lymphocytes B, Autoimmunité et Immunothérapies, UMR1227, INSERM,
Brest, France ;

e- Vrije Universiteit Brussel, Department of Medical Oncology, Universitair Ziekenhuis Brussel,
Brussels, Belgium ;

f- Université de Brest, Lymphocytes B, Autoimmunité et Immunothérapies, UMR1227, INSERM, Brest,
France;

g- Université Libre de Bruxelles, Molecular Immunology Unit, Institut Jules Bordet, Brussels, Belgium.

Résumé

Les récents succes des inhibiteurs de points de contréle immunitaires (ICl), tels que les
anticorps anti-CTLA-4 et anti-PD1/PD-L1, ont radicalement changé le paysage thérapeutique en
cancérologie. Cependant, les ICl provoquent un risque important d’effets secondaires liés au systeme
immunitaire, qui peuvent affecter plusieurs organes et présenter un large éventail de manifestations
cliniques, allant de formes légeres a mortelles, et dont les mécanismes immunitaires responsables sont
inconnus. Dans le but de déchiffrer la réponse immunitaire, le sang de patients atteints de cancer
traités par ICl a été caractérisé par cytométrie de flux et testé pour 70 auto-anticorps a I'apparition de
la toxicité et comparé a I'état avant traitement. Parmi 98 patients traités par ICl, 26 ont développé au
moins une toxicité de tout grade (le plus souvent des toxicités cutanées, gastro-intestinales,
endocriniennes et pulmonaires) dont 3 de haut grade (colite, pneumonie et myosite).
L'immunophénotypage a révélé une diminution des lymphocytes T CD8+ naifs et mémaoires centraux,
associée a une augmentation des lymphocytes T CD8+ EMRA, des B mémoires activés et des cellules
sécrétrices d’anticorps a l'apparition de la toxicité. De plus, les lymphocytes B transitionnels et CD5+
étaient significativement diminués chez les patients avec des toxicités de haut grade par rapport aux
patients avec des toxicités de bas grade. Enfin, 25 % des patients avec toxicités ont présenté au moins
un auto-anticorps avant le traitement, comme TIF1ly, SAE2, NXP-2 et SRP, non observés chez les
patients sans toxicité. Nos données préliminaires révelent des changements immunitaires dans le sang
lors de I'apparition de la toxicité. Des recherches approfondies a I'aide de la cytométrie de masse
seront réalisées sur les leucocytes et les tissus affectés afin d’avoir une approche globale
d’identification de biomarqueurs des toxicités.
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Complexes de Ln(lll) pour le diagnostic et la thérapie : IRM,
imagerie optique et thérapie photodynamique a deux photons

N. Hamon,? L. Abad Galan,® M. Beyler,® M. Gary-Bobo,® O. Maury® et R. Tripier?

a- Univ Brest, UMR-CNRS 6521, CEMCA, 6 avenue Victor le Gorgeu, 29238 Brest, France.
b- Univ Lyon, ENS de Lyon, CNRS UMR 5182, Université Claude Bernard Lyon 1, 69342 Lyon, France
c- IBMM, Univ Montpellier, CNRS, ENSCM, Montpellier, France.

Les polyazamacrocycles sont reconnus pour former des complexes de coordination stables
avec une large variété de cations métalliques. Parmi eux, le pyclen s’est récemment avéré
particulierement intéressant pour la conception de complexes de lanthanides(lIll). La N-régio-
fonctionnalisation de ce macrocycle permet de controler le nombre de coordination du métal
pour accéder a des complexes de Ln(lll) luminescents pour l'imagerie optique ou a des
chélates de Gd(lll) monohydratés pour l'imagerie par résonance magnétique (IRM).!
Cependant, I'imagerie de fluorescence est limitée par I'absorption et la diffusion de la lumiére
in vivo et donc une faible pénétration. Le développement de chromophores m-conjugués
exploitant les avantages de l'excitation a deux photons (2P) (fenétre de transparence
biologique, haute résolution spatiale)? en tant qu’antennes pour I'imagerie optique ou comme
sensibilisateurs pour la thérapie photodynamique (PDT) a donc été étudié.?
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nous avons aussi développé (((1))) (((1)))

une sonde  théranostique TIDlagnost;chlféthIT
s Vh nerapie -

combinant  'IRM & une \ LIS Xy v / \ .

méthode de théra pie Figure 1 : Structures générales des complexes de Ln(lll).

innovante, la 2P-PDT (Figure 1).> Enfin, la para-fonctionnalisation du pyclen a permis
I'introduction d'une fonction de couplage pour le ciblage spécifique de ces sondes in vivo.
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Les structures lymphoides tertiaires (SLT) sont des amas lymphoides retrouvées lors d’inflammations
chroniques d'organes, notamment dans le colon au cours des pathologies inflammatoires et
cancéreuses. Ces SLT participent activement a l'environnement immunitaire inflammatoire et
pourraient servir de biomarqueurs pronostiques et/ou prédictifs. Les SLT de tissus coliques
pathologiques ont été étudiées par cytométrie de masse par imagerie Hyperion (Fluidigm) a travers un
panel de 42 anticorps. Pour I'analyse des images, un pipeline basé sur le logiciel QuPath est utilisé. Des
analyses non-supervisées (Rphenograph) et morphologiques semi-quantitatives sont menées. En ce
qui concerne les pathologies considérées (5 maladies de Crohn (Crhn), 5 diverticulites chroniques
(Divc), 12 cancers colorectaux avec (MSI) et sans instabilité des microsatellites (MSS), avec (-m) et sans
métastase des ganglions lymphatiques (-nm)), les compositions cellulaires des SLT se regroupent par
patient et non par pathologie. Les OLS sont structuralement plus organisés que les SLT, ces dernieres
semblent suivre une évolution progressive et ne répondent pas a une définition unique. La différence
de composition des SLT pourrait avoir une signification diagnostique et pronostique, patient-
dépendant représentant un enjeu dans la médecine personnalisée de demain.
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Figure: Pipeline en 4 étapes menant a I'analyse non supervisée par clustering Rphenograph représentée en
heatmap réalisé sur les 42 marqueurs utilisés en Hyperion ou les SLT sont regroupées selon les pathologies
dans lesquelles elles se trouvent (a droite), avec la composition des clusters (a gauche).

Crhn: Crohn; Divc: Diverticulite chronique; MSS: Cancer colorectal statut MSS (sans instabilité microsatellitaire);
MSI: Cancer colorectal statut MSI (avec instabilité microsatellitaire); -nm: sans métastase; -m: avec métastase

14



Imagerie %*Cu-TEP ciblée de CXCR4 par des radiopharmaceutiques
synthétiques combinant chélateur du cuivre et petites molécules
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Le récepteur cellulaire CXCR4 est un marqueur prometteur en raison de sa surexpression dans
23 types de cancers. En considérant cette fonction critique, plusieurs antagonistes de CXCR4
ont été identifiés, tels que des anticorps et des dérivés peptidiques permettant une imagerie
ciblée des cancers.l!l Nous proposons d’aller plus loin en ciblant CXCR4 avec des vecteurs
organiques synthétiques, qui permettent une préparation plus aisée ainsi qu’une
pharmacocinétique plus rapide des radioconjugués. Les vecteurs organiques seront greffés
avec le TE1PA, un excellent chélateur bifonctionnel du ®4Cu congu par notre équipe, qui a
surpassé le DOTA et le NOTA en imagerie ®#Cu TEP de tumeurs sur des modéles murins.[?!
L’AMDO70, petit antagoniste organique de CXCR4,! sera d’abord conjugué au TE1PA via son
amine primaire libre. Comme cette fonction est impliquée dans les interactions avec CXCR4,
I'analogue AMDO070* a également été sélectionné pour fournir un site de conjugaison
différent tout en préservant une amine primaire de méme longueur de chaine. Le
radiomarquage au ®*Cu ainsi que la purification des radiopharmaceutiques correspondants
ont été entierement optimisés grace a une procédure simple et rapide. Des études in vitro
sont en cours pour évaluer I'effet de cette stratégie de greffage sur le ciblage de CXCR4.
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Controle électrique du renversement de I'aimantation du FeGa dans
un composite multiferroique
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Le contrdle électrique des nanostructures magnétiques a ouvert la voie, au cours de la derniéere
décennie, a une exploitation de matériaux dits multiferroiques (MF) (cohabitation au moins deux
ordres ferroiques) pour leurs applications potentielles a faible colt d’énergie: mémoires magnétiques,
capteurs de champs magnétiques, transformateurs, antennes, etc.[1]. Une voie trés prometteuse est
d'utiliser des multiferroiques composites, c'est a dire un matériau magnétostrictif (MST) couplé a un
matériau piézoélectrique (PZ). Ainsi, dans le cas de I'effet magnétoélectrique inverse, un champ
électrique appliqué au matériau piézoélectrique permet de contréler les propriétés magnétiques du
matériau MST

Notre étude se concentre sur le contréle électrique du renversement de I'aimantation dans un
multiferroique extrinseéque: des couches ultraminces de FeGa [2] couplées a un piezoélectrique (PMN-
PZT). Notre étude révéle un coefficient couplage magnétoélectrique acwe,max = 2.7 x 10 -6 s.m 1 3
température ambiante. Cette valeur est parmi les plus élevées mesurées actuellement sur d'autres
systémes multiferroiques. De plus, pour la premiéere fois un comportement anisotrope o cve dans le
plan est mis en évidence[3]. Nous présenterons une étude systématique du renversement de
I'aimantation sous champ électrique qui démontre des modifications importantes de I'anisotropie
magnétique dans le plan, avec une rotation de 90 degrés d'un axe préférentiel sous champ électrique
(figure 1). Nous montrerons aussi le contréle du renversement de I'aimantation par contraintes
multiaxiales sur le FeGa déposé sur supports souples.

5 nm
50

M/Ms

—e (0 kV/cm

— 4 kV/cm

Figure 1: Gauche : Cycles d’aimantation avec et sans champ électrique appliqué. Droite : évolution azimutale du
champ coercitif du FeGa (5 nm) et du coefficient de couplage magnétoélectrique pour 3 épaisseurs de FeGa
Projet soutenu par I'Institut Brestois Santé Agro Matiere (IBSAM) au travers du projet "MINOTAUR"
(Magnetoelectrlc NanOsTructures for ActUatoRs ) ainsi que par la Région Bretagne

[1] M. Bibes and A. Barthélémy. Nature Materials, 7, 425, (2008).

[2] W. Jahjah et al. Physical Review Applied ,12, 024020, (2019)

[3] W. Jahjah et al. Physical Review Applied , 13, 034015 (2020)

[4] F. Le Gall et al , Phys. Rev. Applied 15, 044028 (2021)
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Characterization of RBM22 and SLU7 loss effect on del(5q)
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Myelodysplastic Syndromes (MDS) are clonal malignancies of the bone marrow, which
mainly occur in elderly patients. Those heterogeneous hemopathologies are characterized by
an inefficient hematopoiesis, leading to one or more peripheral cytopenia(s), dysplastic bone
marrow cells and a risk of evolution to Acute Myeloid Leukemia (AML), which often brings
them to be qualified as “pre-leukemic” states. MDS blasts frequently present somatic
mutations on certain genes or chromosomal abnormalities as deletions or inversions. The
most recurrent mutations are found in genes encoding pre-mRNA-splicing factors (in 50 to
60% of cases), making the MDS sometimes considered as “splicing diseases”. On the other
hand, the most recurrent chromosomal abnormality is the deletion of the long arm of
chromosome 5 (del(5q)), being present in 15% of patients.

Interestingly, the blasts carrying the del(5q) present less somatic mutations than those of
non-del(5g) MDS. However, we showed that in del(5q)-MDS patient cells, the pre-mRNA
splicing process is altered, with more than 500 alternative splicing events compared to non-
del(5q)-MDS patient cells. Thus, we hypothesize that the alteration of splicing observed in
del(5q)-MDS patients would not be due to somatic mutations but rather to the deletion of
genes located on the 5q chromosome.

To address this issue, we established several working objectives: (i) To determine which
genes could be responsible of the altered splicing profiles in patients, (ii) To characterize the
effect of the loss of two candidate genes (RBM22 and SLU7) on pre-mRNA splicing and on the
phenotype of MDS models, and (iii) To explore the impact of the double loss of RBM22 and
SLU7 versus the single loss of RBM22 on the phenotype of cells.

We found that RBM22 and SLU7 are respectively depleted in 100% and 30% of del(5q)
patients. Our first results indicate that the sole loss of RBM22 is able to induce alternative
splicing events, to slow down the proliferation of cells and to induce a defect of erythrocyte
differenciation, coinciding with the phenotype of del(5q) MDS. This reinforces our hypothesis
that the loss of RBM22 is implicated in the pathogenesis of the disease. Our work now aims at
confirming the role played by RBM22 on the cell cycle and studying the effect of its loss on the
transcriptome by high-throughput sequencing approaches; determining the effect of the loss
of SLU7 on the phenotype of cells; and finally, exploring the effect of the double loss of RBM22
and SLU7 on the phenotype of cells.
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La sévérité des maladies auto-immunes est associée a des acteurs
environnementaux agissant sur le niveau de méthylation de ’ADN

Hajar Bahane?, Christelle Le Dantec?, Nathan Foulquier?, Martha E. Alacron-Riquelme®, Pierre
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Immuno 2021, 1(4), 529-544; https://doi.org/10.3390/immuno1040037

Le projet européen PRECISESADS a regroupé 28 partenaires issus de 12 pays. |l a permis de
mettre en place une nouvelle classification moléculaire des maladies auto-immunes (MAI)
systémiques et d’identifier des signatures moléculaires spécifiques qui pourront permettre la mise
en place de meilleures stratégies de médecine personnalisée.

Notre objectif a été ici de déterminer si I'environnement géographique des patients
pouvait avoir un impact sur les taux de méthylation de I’ADN et la sévérité de la maladie (1,2,3).
Quatre maladies autoimmunes ont été étudiées : le syndrome de Gougerot-Sjogren, le lupus
érythémateux disséminé, la polyarthrite rhumatoide et la sclérodermie. 523 et 554 patients
issus respectivement du sud et du nord de I'Europe ont été comparés a 196 et 122 témoins au
niveau du taux de méthylation de leur ADN. L'impact de la méthylation sur I'expression des
genes a été étudié par RNAseq.

La comparaison des 2 profils a montré que les patients du nord de I'Europe
présentaient un taux de méthylation de leur ADN inférieur a ceux du sud. Cette
hypométhylation est associée a une surexpression de genes notamment impliqués dans la voie
de l'interféron et a un profil inflammatoire aggravé.

Cette étude révele un impact de I'environnement géographique sur les sévérités des
MAL.
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Caractérisation du microbiote associé aux lieux de stockage de

fruits et légumes frais chez le consommateur
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Le gaspillage des fruits et [égumes frais (F&L) représente la part la plus importante des pertes
alimentaires (35 a 50 % des pertes selon les continents) (Gustavsson, 2011). Par ailleurs, le
consommateur final est a I'origine d’une part conséquente de ce gaspillage (10 kg/an/habitant
en France), dont les altérations microbiennes constituent une des causes majoritaires. Dans
ce contexte, I'objectif de cette étude, qui s’inscrit dans le projet ANR FOODREST, est d’étudier
le microbiote associé aux lieux de stockage des F&L chez les consommateurs et ses liens avec
les pertes. Prés de 400 écouvillonnages ont été effectués sur des compartiments de stockage
domestiques (réfrigérateur, corbeille etc.) chez 50 foyers volontaires, sur deux périodes
(été/automne) tandis que le gaspillage des F&L a été mesuré sur ces 2 périodes grace a
I"utilisation de poubelles connectées. Les prélevements ont été mis en culture sur différents
milieux pour dénombrer certains groupes microbiens associés aux altérations (bactéries
mésophiles ou psychrophiles, bactéries lactiques, sporulées, Pseudomonas, Entérobactéries,
champignons). Nos résultats montrent qu’une majorité de bactéries est retrouvée en
compartiment réfrigéré (notamment Pseudomonas (1,21x10° UFC/cm? en moyenne)- et
entérobactéries (2,93x10* UFC/cm? en moyenne) contre une majorité d’organismes fongiques
en compartiments a température ambiante (1,47x10° UFT/cm?). Le gaspillage varie de 0 a 129
g/personne/jour, avec une médiane de 28,8 g/personne/jour. En outre, des corrélations
significatives entre certains parametres ont été identifiées, notamment entre I"humidité
relative en compartiment réfrigéré et les populations fongiques (r=0,4), et entre les
populations de bactéries psychrophiles et la quantité de F&L gaspillés (r=0,3). Ces corrélations
restent toutefois modérées, suggérant que d’autres facteurs contribuent a expliquer la
survenue du gaspillage. L'intégration des données comportementales des foyers (étudiées par
le Laboratoire d’Economie et Gestion de I’Ouest) permettra une meilleure compréhension des
facteurs favorisant le gaspillage, tandis que I'étude des microorganismes responsables
d’altérations sur denrées ainsi que des analyses métabarcoding ultérieures permettront une
description plus fine du lien entre écosystemes associés aux lieux de stockage et gaspillage
des F&L frais.
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Etude des éléments cis-régulateurs du locus DFNB1 impliqué dans
les surdités non-syndromiques
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Lorsque la chromatine est décondensée, des structures appelées Topology Associated
Domains (TAD) permettent d’augmenter les interactions entre régions chromatiniennes plus
ou moins éloignées. Ces TADs sont des boucles formées par la fixation et I'interaction entre
les protéines CTCF et cohésines. Les sites CTCF permettent la formation de petites boucles
intra-TAD, permettant a des régions a distance appelées éléments cis-régulateurs (CREs) de
réguler trés finement I'expression des genes. Ces régions, lorsque qu’elles présentent un
défaut, peuvent étre a I'origine de pathologies appelées enhanceropathies tres diverses allant
du cancer aux troubles neurologiques. La surdité liée au locus DFNB1 est une surdité d’origine
génétique dont le géne GJB2, codant pour la connexine 26, est responsable dans 30% des cas.
Ce gene possede plusieurs CREs déja identifiés. Cependant, deux délétions du locus DFNB1
n‘impactent pas l'intégrité du gene, mais entrainent une perte de plusieurs CREs identifiés
comme enhancers, donc augmentant I’expression génique. L’objectif est donc d’identifier et
de caractériser les CREs de GJB2 afin de comprendre leur fonctionnement, mais aussi d’étudier
I'impact de facteurs de transcription sur la fonction enhancer de C3, le principal CRE identifié.
La technique ChIP a permis de mettre en avant la fixation du facteur de transcription MEIS1
sur cette région et donc son réle dans la régulation de GJB2.
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Introduction

Stromal Interaction Molecule 1 (STIM1) est une protéine localisée en conditions non
pathologiques quasi exclusivement a la membrane du réticulum endoplasmique (RE). La stimulation
physiologique du lymphocyte B (LB) permet une entrée calcique régulée par cette protéine STIM1.
Dans le Lupus Erythémateux Systémique (LES) une expression de STIM1 a la membrane plasmique
(STIM1pm) des LB en absence de stimulation, entraine une dérégulation de I'influx entrant calcique
ayant des conséquences sur leur activation et différentiation. Le traitement par anticorps
monoclonal anti-STIM1 de modeles murins lupiques MRL-Lpr a permis une diminution de I’atteinte
rénale, de I'atteinte cutanée et une plus grande survie des souris, comparé a la fois a un isotype et un
anticorps anti-CD20.!

L'objectif de la présente étude est d’identifier les maladies auto-immunes, ou leurs sous-
groupes phénotypiques présentant une surexpression de STIM1 a la membrane plasmique, afin de
développer a terme de nouveaux traitements
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Meéthodes

Dans la présente étude, nous avons inclus des patients majeurs diagnostiqués de 17 maladies
auto-immunes dont la physiopathologie est basée sur le LB : LES, sclérodermie systémique (SSc),
syndrome de Sjogren primaire (pSS), vascularites a ANCA, neuropathies dysimmunitaires (NDI),
myasthénie, sclérose latérale amyotrophique (SLA)... Les patients ayant été traités par Rituximab au
cours des 12 derniers mois étaient exclus.

L'expression de STIM1py est mesurée sur sang total par cytométrie en flux. A I'aide de
différents panels, I'expression de STIMpm est déterminée dans différentes populations lymphocytaires.
Elle est considérée comme pathologique au-dela du 95°™ percentile d’une population lymphocytaire
chez 40 prélevements-témoins issus de dons du sang. Des analyses statistiques descriptives ont été
menées.

Cette étude est menée en lien avec la société KALSIOM, spécialisée dans le développement
d’anticorps monoclonaux first-in-class.

Résultats
Parmi les patients inclus, 19 étaient atteints de SSc, 25 avaient une NDI.

11% des patients avec SSc et 8% des NDI présentaient une surexpression de STIM1py sur les LB. Les
patients SSc avec les plus fortes MFI sur LB présentaient des maladies plus avancées, avec un score de
classification plus important comparé aux patients SSc a MFI basse. Parmi les patients NDI exprimant
le plus STIM1pm, tous étaient des hommes, avec un profil de NDI a anti-MAG, sans maladie de
Waldenstrém associée.

Ces résultats seront a confirmer en cytométrie de flux grace a une série d’anticorps anti-STIM1 plus
affins en cours de développement, avant d’étre étudiés en recherche translationnelle.
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Les lipides les plus abondants dans les membranes plasmiques, les glycérophospholipides, sont
caractérisés par une structure reposant sur un squelette glycérol lié a un groupement phosphate et
une partie hydrophobe. Absent des domaines Archea et Eucarya, les lipides aminoacyles (AAL)
possédent quant a eux un squelette acyloxyacyle, lié & un acide aminé et & une queue hydrophobe.?
Le AAL le plus relaté dans la littérature est un lipide zwitterionique dérivé de I'ornithine (Orn-L). Il est
davantage présent chez les bactéries a Gram-négatif.2 L'une des principales caractéristiques de cette
classe de lipides est qu’ils ne disposent pas de groupement phosphoré. Normalement présent a une
hauteur de 2 % de la fraction lipidique totale, c’est seulement lorsqu’elles sont soumises a un stress
(diminution du pH, baisse de concentration en phosphore) que les bactéries synthétisent I'Orn-L selon
deux voies métaboliques distinctes.>” En cas de stress, cet AAL zwitterionique se montre déterminant
dans des conditions ou la concentration en phosphore se trouve limitée. Malgré la description des
voies métaboliques de I'Orn-L et de ses dérivés dans la littérature, le défaut de documentation
concernant son acces par voie chimique est notable. Le but est de mettre en ceuvre une voie de
synthése permettant, en sept étapes et avec une grande pureté, I'obtention de I'Orn-L. Une approche
convergente est envisagée. Caractérisée par une acylation de I'ornithine protégée et d’un dérivé énol,
I'ajout successif d’'une seconde chaine grasse via une estérification permet d’aboutir a 'Orn-L. Ces
composés, préparés a I'échelle du gramme, permettront une étude structure activité afin d’investiguer
leur comportement au sein des membranes.
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Résumé

Stromal Interaction Molecule 1 (STIM1) est une protéine modulant les influx calciques dans
les cellules. En condition physiologique, elle est localisée quasi exclusivement a la membrane
du réticulum endoplasmique (STIM1ge) alors qu’en condition pathologique elle est également
localisée a la membrane plasmique (STIM1pm) des cellules. STIM1ge régule I'influx Storage-
Operated Calcium Entry (SOCE) en interagissant avec le canal calcique ORAI1 a la membrane
plasmique suite a une déplétion des réserves en calcium du Réticulum Endoplasmique (RE).
STIM1pm régule une autre entrée de calcium indépendante de la libération des réserves
nommée I'Entrée Constitutive de Calcium (ECC). L'ECC est composée des canaux calciques
ORAI1 et TRPC1 localisés a la membrane plasmique. Dans les maladies auto-immunes, la
signalisation calcique de type SOCE au sein des lymphocytes B est dérégulée, ce qui participe
a la perte de tolérance des cellules B et une production d’auto-anticorps. De précédentes
études menées au sein du laboratoire montrent une augmentation du taux de STIM1pm dans
les lymphocytes B de patients lupiques (papier en cours de soumission). Nous émettons
I’hypothese que STIM1pwm et I'ECC pourraient étre impliquées dans la perte de tolérance des
cellules B. La start-up Kalsiom développe des anticorps monoclonaux pour le traitement de
pathologies auto-immunes, telles que le lupus érythémateux systémique. Les effets de ces
anticorps monoclonaux sont évalués sur la différentiation des lymphocytes B provenant de
donneurs sains et de patients lupiques, mais aussi sur la sécrétion cytokinique, la sécrétion en
IgG/1gM par les plasmablastes et I'expression de facteurs de transcription (PU.1, Blimp1, IRFS,
PaX5, IRF4) associés a la différenciation B.
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Compréhension et comparaison de la bioactivité de nouveaux agents
cytotoxiques dérivés du tirazacyclononane (TACN) : action libre du
no3py et ciblage spécifique du 6’-SL-no3py
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La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) est la leucémie la plus fréquente dans le monde occidental.
Elle est caractérisée par I'accumulation anormale de lymphocytes B monoclonaux. Le CD22 constitue
un biomarqueur surexprimé sur la membrane de ces cellules. Il peut étre ciblé spécifiquement
notamment par un acide sialique, le Siaa2-6GalB1-4GIcNAc, permettant son internalisation. Un nouvel
agent cytotoxique dérivé du 1, 4, 7-triazacyclononane, le no3py, permet la chélation spécifique du Zinc.
La diminution de la teneur en Zinc induit une mort apoptotique notamment par I'activation des
caspases 3/7. Le mode d’action non spécifique du no3py ne permet pas d’envisager son utilisation sous
sa forme libre, il est alors préférable de le conjuguer a une molécule spécifique du B comme le CD22.
Le composé ainsi obtenu est appelé 6’-SL-no3py. Nous avons étudié en cytométrie en flux et en
spectrofluorométrie, les propriétés cytotoxique et chélatrice du no3py libre et conjugué a I'acide
sialique sur la lignée lymphocytaire B Daudi (CD22+). Dans un premier temps nous avons pu mettre en
évidence une induction de la mort cellulaire en présence de ces deux composés. Nous avons ensuite
souhaité mettre en évidence le réle de I'activité chélatrice du no3py dans le phénomeéne observé. Pour
cela, le milieu de culture a été supplémenté avec des solutions ioniques contenant des ions divalents
zinc, cuivre ou fer. Aprés analyse de la mortalité cellulaire en cytométrie en flux (Annexine V / IP), nous
observons une inhibition partielle avec le zinc puis le cuivre, sans effet de I'ajout de Fe (Il). Pour
terminer, il était important de montrer la capacité des chélateurs a capturer le zinc libre intracellulaire.
L'ester éthylique de la Zinquin, capable de pénétrer les membranes cellulaires, fluoresce lors de sa
fixation spécifique avec le Zn (ll). L’analyse en spectrofluorométrie (FlexStation 3) a permis d’observer
une diminution dose dépendante de la fluorescence de la Zinquin lorsque I'on augmente la
concentration des chélateurs dans le milieu. Cette diminution de la fluorescence confirme que le no3py
et le 6’-SL-no3py induisent I'apoptose des cellules en capturant préférentiellement le zinc
intracellulaire libre.
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Les éthers-lipides constituent une classe de lipides naturellement présents, en faible quantité,
dans de nombreuses cellules humaines. Des études ont montré qu’ils sont plus abondants
dans certaines cellules cancéreuses (1). L'Ohmline (Figure 1) est un éther lipide synthétique
capable de moduler sélectivement les canaux ioniques SK3 (2). Cette action pourrait se faire
via une intégration dans les membranes plasmiques, rendue possible grace a son ancre
hydrophobe, conduisant a moduler localement leur fluidité. Selon ce mécanisme d’action
supposé, 'Ohmline est en capacité de dissocier le complexe protéique SK3-Orail présent a la
membrane plasmique de cellules cancéreuses conduisant in vitro a une réduction de la
migration cellulaire SK3-dépendante et in vivo a I'absence de formation de métastases
osseuses (3). Par ailleurs, des résultats récents obtenus en collaboration avec le laboratoire
GFB (Unité INSERM 1078, Brest) montrent que I'Ohmline est également capable de moduler
la ferroportine qui est la seule protéine exportatrice du fer chez I’'Homme (4). La encore,
I’Ohmline pourrait agir sur la fluidité de nano-domaines des membranes plasmiques.

Pour explorer ce mécanisme d’action original, I'objectif est de synthétiser des analogues de
'Ohmline en changeant l'ancre lipidiqgue de maniere a apporter encore plus de
fluidité/désordre aux nano-domaines des membranes plasmiques. Ces nouveaux composés

pourraient étre des modulateurs de SK3 et/ou de la ferroportine.
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Figure 2 : 1-O-hexadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-lactose (Ohmline)
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Le lymphocyte B (LB) est un acteur cellulaire crucial dans la réponse immunitaire
notamment lors de la phase adaptative a médiation humorale en tant que cellule sécrétrice
d’anticorps, immunoglobulines solubles, au role amplificateur de cette réponse. En plus de
ces capacités effectrices uniques, le LB est impliqué dans des mécanismes de controle et de
surveillance immunitaire en sécrétant des médiateurs chimiques solubles comme des
cytokines immunomodulaltrices (IL-10) empéchant tout emballement de la réponse
immunitaire. Cette orientation fonctionnelle du LB est régit par de nombreuses interactions
et activations cellulaires lors de sa maturation et est médiée par différentes voies de
signalisation, dont la signalisation calcique. De précédents travaux ont mis en évidence une
dérégulation de STIM1 membranaire, un senseur calcique, sur des LB de patients atteints de
Lupus suggérant une dérégulation des influx calciques qu’il régule dans cette pathologie. Ces
résultats ont donné lieu a la création d’une jeune start-up en biotechnologie « KALSIOM »
dont les travaux s’intéressent au potentiel d’une stratégie thérapeutique innovante ciblant
STIM1 pour les maladies auto-immunes. Nous souhaitons a présent investiguer avec plus de
profondeur le réle des influx calciques dans la différentiation et le devenir du LB : comment
les influx et la signalisation calcique interviennent dans les différentes étapes de
différentiation du LB ainsi que dans la mise en place de ces fonctions effectrices et
régulatrices ? Pour répondre a cette problématique, une premiére approche in vitro basée sur
un modele de différentiation du LB nous permettra d’étudier I'impact de la modulation
pharmaco-chimique des influx calciques sur le profil de différentiation et I'activité de cette
cellule. D’autre part, une approche in silico d’analyse de données omiques (RNAseq/
scRNAseq) nous permettra de caractériser des signatures calciques du LB en condition
physiologique (lors de I'ontologie du LB) et en contexte auto-immun (Syndrome Sjogren et
Lupus Erythémateux Disséminé).

Références.

1-  STIM1 at the plasma membrane as a new target in progressive chronic lymphocytic leukemia. Debant M, Burgos M,
Hemon P, Buscaglia P, Fali T, Melayah S, Le Goux N, Vandier C, Potier-Cartereau M, Pers JO, Tempescul A, Berthou C,
Bagacean C, Mignen O, Renaudineau Y. J Immunother Cancer. 2019 Apr 23;7(1):111.

2-  Constitutive calcium entry: updated views and insights. Mignen O. Constantin B., Potier-Cartereau M., PennaA., Gautier
M., Guéguinou M., Renaudineau R., Shoji K., Félix R., Bayet E., Buscaglia P., Debant D., Chantome A., Vandier C. Eur
Biophys J. (2017), Jul;46(5):395-413.

3-  Anew molecular classification to drive precision treatment strategies in primary Sjégren's syndrome. Soret P, Le Dantec
C, Desvaux E, Foulquier N, Chassagnol B, Hubert S, Jamin C, Barturen G, Desachy G, Devauchelle-Pensec V, Boudjeniba
C, Cornec D, Saraux A, Jousse-Joulin S, Barbarroja N, Rodriguez-Pinté |, De Langhe E, Beretta L, Chizzolini C, Kovacs L,
Witte T; PRECISESADS Clinical Consortium; PRECISESADS Flow Cytometry Consortium, Bettacchioli E, Buttgereit A,
Makowska Z, Lesche R, Borghi MO, Martin J, Courtade-Gaiani S, Xuereb L, Guedj M, Moingeon P, Alarcén-Riquelme ME,
Laigle L, Pers JO. Nat Commun. 2021 Jun 10;12(1):352

28


mailto:Anthony.Mainguy@univ-brest.fr

Etude de I’expression de TRPV1 dans un modeéle de souris psoriasis-
like

Emilie Marie-Joseph?, Matthieu Talagas®, Laurent Misery® et Nicolas Lebonvallet®

a- Université Claude Bernard Lyon 1, emilie.marie-joseph@etu.univ-lyon1.fr
b- LIEN, Université de Bretagne Occidentale, matthieu.talagas@chu-brest.fr
c- LIEN, Université de Bretagne Occidentale, laurent.misery@chu-brest.fr

d- LIEN, Université de Bretagne Occidentale, nicolas.lebonvallet@univ-brest.fr

Résumé en francais

Le récepteur a potentiel transitoire vanilloid-1 (TRPV1) est un canal cationique connu pour étre
un senseur des fortes températures (>43°C) (1). Dans la peau, il exprimé par les neurones
sensoriels et de nombreux autres types cellulaires non-neuronaux (2).En plus de son role de
senseur, TRPV1 est impliqué dans certains processus d’inflammation de la peau et notamment
dans des pathologies inflammatoires chroniques (3,4). Son implication dans le psoriasis,
pathologie cutanée inflammatoire, reste & mieux caractériser. Dans cette étude, nous cherchons
a identifier les types cellulaires dans lesquels TRPV1 pourrait agir au cours du psoriasis. Pour
cela, nous avons utilisé un modeéle murin psoriasis-like induit par I’imiquimod sur du court-
terme (4 jours) ou du long-terme (9 semaines). L’analyse immunohistochimique de ce modéele
n’a montré aucune modulation de I’expression de TRPV1 dans les kératinocytes et les cellules
endothéliales. L’analyse par RT-gPCR indique une diminution des transcrits TRPV1 dans les
neurones sensoriels, exclusivement dans le modéle court-terme. Ces résultats suggérent une
variation de I’expression neuronale de TRPV1 au cours du psoriasis, qu’il faudrait confirmer
au niveau protéique. Il serait intéressant de compléter cette étude par 1’analyse de modeles
humains et de définir le réle de TRPV1 dans le psoriasis grace a des techniques d’inhibition de
ce récepteur.
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Le laboratoire LBAI méne ses recherches sur le lymphocyte B et les maladies dans lequel il est
impliqué (maladies autoimmunes (MAI) et leucémie lymphoide chronique (CLL)) et se penche
actuellement surl’identification de marqueurs / signatures moléculaires permettant de prédire leurs
évolutions et leursréponses aux traitements.

La glycosylation est primordiale au bon développement cellulaire et joue un réle important dans
bon nombre de fonctions cellulaires physiologiques! mais aussi pathologiques comme le cancer??
et les MAI%,

Au LBAI, I’étude de la glycosylation sérique des patients atteints de LLC a démontré une différence
decomposition en glycanes liés aux glycoprotéines du sérum selon le stade de ces patients. En outre,
d’autres travaux obtenus également au LBAI ont aussi mis en avant un lien entre anomalies de
sialylation (glycosylation particuliére) dans le lymphocyte B et agressivité de la maladie dans les
MAI4,

Aussi, I'objectif de ce travail est d’analyser la glycosylation des lymphocytes B des patients atteints
deces maladies grace a une technique de cytométrie en flux couplée a des lectines spécifiques de
différents sucres. Les résultats, comparés a ceux obtenus au niveau sérique, doivent permettre de
mieux comprendre les roles de ces sucres dans la physiopathologie du lymphocyte B.
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Face a la complexité des maladies telles que le cancer, il est de plus en plus judicieux de combiner le
diagnostic a I'’échelle anatomique et I'analyse au niveau monocellulaire pour établir un diagnostic
fiable et précoce et un proposer un traitement efficace et personnalisé.

Parmi les modalités d’imagerie, la TEP (Tomographie par Emission de Positons) est particulierement
sensible et couplée a la spécificité d’un anticorps, elle permet un diagnostic ciblé (immunoTEP). Les
radioisotopes métalliques, comme le ®Zr (ti, = 78,4h) font actuellement I'objet d’intenses
recherches car leur grande variété permet d’élargir le champ des tumeurs décelables. Cependant, la
déférioxamine B (DFO) considérée comme le chélatant de choix pour complexer le 8Zr conduit a
I’'accumulation de ®Zr dans les os, responsable de métastases osseuses.!*!

Au niveau de I'analyse monocellulaire, la cytométrie de masse (CM) est particulierement puissante.
Elle découle directement de la cytométrie en flux, mais la détection des cellules marquées se fait par
spectrométrie de masse. Les propriétés uniques de la CM permettent l'identification de populations
cellulaires rares grace a la détection d’anticorps marqués par des isotopes d’ions métalliques stables,
plus précisément par des polyméres fonctionnalisés par des chélates d’isotopes métalliques.'? Pour
répondre a la complexité cellulaire, I'accés a de nouveaux métaux, comme le Zr(IV) qui posséde 4
isotopes exploitables, est indispensable. A ce jour, un seul polymere a base Zr(DFO) a été proposé
mais il est limité par des problémes de solubilité dans I’eau.

L'objectif du projet est de développer des nouveaux chélateurs polyazamacrocycliques du Zr%,
stables, solubles dans les milieux biologiques et possédant une fonction chimique réactive afin de
pouvoir les utiliser a la fois pour la conception de radiopharmaceutiques au 8Zr pour I'immuno-TEP
et pour la conception de nouveaux polyméres chélateurs du Zr* pour la cytométrie de masse.
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La fusariose de I'épi est I'une des maladies fongiques les plus importantes des céréales,
affectant a la fois les rendements et constituant une source de contamination des grains par des
mycotoxines potentiellement dangereuses pour la santé humaine et animale. Des questions en lien
avec |'épidémiologie de la maladie et les interactions biotiques entre Fusarium spp. (Fspp) et leur
environnement restent inexplorées. Bien que le sol et les résidus du précédent cultural (en particulier,
le mais) constituent la source d’inoculum primaire, la contamination de ces compartiments est moins
étudiée que celle des épis sur lesquels apparaissent les symptomes. La diversité génétique
intraspécifique a également été peu explorée au sein des Fspp. [1,2]. Dans ce contexte, les objectifs de
la thése, intégrée au projet ANR POPNCO, visent a déterminer i) la diversité et dynamique des
communautés bactériennes, fongiques et fusariennes au cours du cycle du blé dans les compartiments
colonisés par Fspp ; ii) la variabilité intraspécifique, phénotypique et génétique, chez I'espece
prédominante F. graminearum (Fg) ; iii) la capacité d’isolats (bactéries ou champignons), issus du
microbiome du champ a réduire la croissance de Fspp et/ou la production de mycotoxines. Pour
répondre a ces objectifs, nous suivons pendant 2 ans, 6 parcelles de blé dans lesquelles les pratiques
agricoles favorisent le développement de la fusariose. Des échantillons de sol, de grains de blé et de
résidus de mais ont été collectés a différentes étapes-clés de la culture du blé pendant un premier
cycle cultural tandis qu’une deuxiéme année de suivi est actuellement en cours. La diversité et la
dynamique des communautés bactériennes, fongiques et fusariennes des échantillons issus de la
premiere année de prélevements sont actuellement étudiées par métabarcoding [1]. Ces échantillons
ont permis d’obtenir une collection de 425 isolats monospores de Fg. Cette collection sera génotypée
a l'aide de marqueurs microsatellites (méthodologie SSRseq [3]), en partenariat avec I'INRAE UR
MycSA, et caractérisée en fonction de leur chémotype et potentiel toxinogene. Enfin, une collection
de 700 isolats bactériens et fongiques issus des prélevements est également en cours de construction
pour évaluer sa capacité antagoniste envers des Fspp.
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L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique diagnostique non-ionisante et
non invasive, permettant une visualisation haute résolution des tissus mous et des structures
vasculaires en tirant parti de I'eau, trés abondante dans les tissus biologiques. Plus de 70
millions d’examens sont réalisés chaque année a travers le monde.

Aujourd’hui, prés de 40 % des procédures d’IRM cliniques utilisent des agents de contraste
paramagnétiques pour augmenter la résolution et la sensibilité du signal. Les plus
couramment utilisés sont constitués du cation métallique Gd3* associé a un chélateur pour
réduire son exposition a I'organisme et sa haute cytotoxicité.! Cependant, les risques liés au
Gd** de fibroses néphrogéniques systémiques? ainsi que de contamination des eaux usées
restent importants et motivent les recherches pour de nouvelles alternatives basées sur
d’autres cations paramagnétiques. Des études prometteuses de complexes de Fe3* a Haut Spin
se sont ainsi multipliées ces derniéres années.

Notre groupe est spécialisé dans I’étude des applications des polyamines cycliques, telles que
le tacn (1,4,7-triazacyclononane), connues pour leur capacité a complexer les cations des
métaux de transition. Le tacn est un macrocycle approprié pour complexer I'ion Fe3* et le
stabiliser dans son état d’oxydation grace a sa préorganisation adaptée au cation métallique.?
Lors de cette présentation, nous discuterons de la synthése et des propriétés des complexes
Fe(nolpylac), Fe(nolpalac) et Fe(nolpylpa) (Figure 1), ce qui permettra d’évaluer leur
utilisation comme potentiels agents de contraste alternatifs.
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Figure 3 Représentation du tacn et de trois complexes du fer des dérivés du tacn
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