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PROGRAMME
9 DÉCEMBRE 2013:
09H15  ACCUEIL DES DOCTORANTS    
09H30: INTRODUCTION / PRÉSENTATION DOCTORAL SCHOOL OF SANTIAGO DE COMPOSTELLA / PRÉSENTATION ADN-BIOSANTÉ (Charles TELLIER / ANXO Vidal / PEIGNE Cassie-Marie).
SESSION 1 : "NUTRITION / MÉTABOLISME / SIGNALISATION" 
10H00-10H30: CONFERENCE (20 + 5MIN) 
SULAY TOVAR:  Regulation of energy homeostasis: in and out of the hypothalamus.)
10H30-12H30: PRÉSENTATIONS DES DOCTORANTS (8 PRÉSENTATIONS DE 10 + 5 MIN)
· DOLLET Lucile 2ème année / UMR 1087: Les souris lipodystrophiques seipine KO: un modèle d'étude des complications métaboliques
· MEVEL Elsa 2ème année / UMR 791: Effets de composés phénoliques dérivés de raisins et d’olives dans des modèles in vitro et ex vivo d’arthrose
· TRINANES SARA / A new approach based on a combination of direct and headspace silicone disks sorptive microextraction method for the screening of polycyclic aromatic hydrocarbons in water samples.
· COUASNAY Greig 3ème année / UMR 791: La protéine PiT1 : une nouvelle interface entre le stress du réticulum endoplasmique et la maturation chondrocytaire ?
· MIGNARD Vincent  3ème année / UMR 892: Rôle de différents lipides bioactifs (sphingolipides et prostaglandines) dans l’activité des protéines proapoptotiques Bax et Bak
· ACCARY Claudine 4ème année / U 5304: Exploration des propriétés biologiques et analyse protéomique du venin du serpent MONTIVIPERA BORNMUELLERI à la recherche des biomolécules d’intérêts
· KANE MARIAME SELMA 2ème année / BNMI : Mitochondrial dynamics: mitochondrial structure/function relationship in Autosomal Dominant Optic Atrophy (ADOA)
· BEUCHER LAURE 2ème année / LABERCA : Traveling-wave ion mobility helping in the detection of Growth promoters 
12H30-13H30 PAUSE DÉJEUNER
13H30-14H00: CONFERENCE   (20’ +5’)     
 
REDON RICHARD : A la recherche de marqueurs génétiques du risque de mort subite cardiaque


SESSION 2 : " PATHOLOGIES INFECTIEUSES / IMMUNOLOGIE" 
14H00-15H30: PRÉSENTATIONS DES DOCTORANTS (6 PRÉSENTATIONS DE 10 + 5 MIN)
· MONTES PILAR MARIA / ENHANCER stimuli and physiopathology of Parkinson.
· GUILLOT Flora 3ème année / UMR 1064: Characterization of murine experimental autoimmune encephalomyelitis induced by immunization with a CD8 epitope of myelin oligodendrocyte glycoprotein
· CHESNEAU Melanie 3ème année / UMR 1064: B cells from operational tolerant produce more IL10, display a defect of late differentiation and harbor a higher susceptibility to cell death apoptosis 
· RAVINET Nadine 3ème année / UMR BioEpAR: Traitement sélectif des vaches laitières contre les strongles gastro-intestinaux : vers l’identification d’un profil de vache ayant une augmentation de production laitière après traitement strongylicide
· LE GUEN VALENTIN 2ème année / UMR 1064 :La transduction dans le foie d’une molecule de CMH de classe I allogénique à l’aide d’un vecteur viral Adéno Associé induit une expression au long terme.

· DUPONT Jean-Baptiste 2ème année / UMR 1089: Pharmacologie moléculaire des vecteurs AAV recombinants dans le muscle déficient en dystrophine
15H30-15H50: PAUSE-CAFÉ
SÉANCE “SPEED-POSTER   1”
15H50-16H50: PRESENTATIONS ORALES (25 POSTERS * 2 MINUTES) PRESENTATION (.PPT)
16H50-17H50: VISITE POSTERS
17H50-18H20: CONFERENCE (20 + 5’)
 
SESSION 3 : "IMMUNOLOGIE ET CANCÉROLOGIE" 
ANXO VIDAL: Fishing for tumor suppressors: from mice to humans…and back again.

18H20-19H20 : PRESENTATIONS DES DOCTORANTS (4 PRÉSENTATIONS DE 10 + 5 MIN)
· KERVOELEN Charlotte  2ème année / UMR 892: L’effet anti-tumoral de la Dexaméthasone dans le Myélome Multiple est restreint aux sous-groupes moléculaires t(4 ; 14) et t(14 ; 16) : étude des mécanismes d’action.
· DENIS Iza 3ème année  / UMR 892: HDACi Vectorisation improves their anti-tumor effect in a Mesothelioma mice model

· ROUSSEAU Bénédicte 3ème année / EA 1155: Transcription factor activity restoration of mutant p53 induce over expression of NEDD9/HEF1/CAS-L gene in NSCLC
· TERME Mickael 3ème année ATLAB Pharma /CRCNA : Evaluation of chimeric antibodies to directed against O-acetylated GD2 ganglioside in anti-neuroblastoma immunotherapy
19H30-21H00: DINER À L'HÔTEL
21H00-2H: SOIRÉE DANSANTE (SALLE PAQUEBOT) ANIMATION  PAR ASSOCIATION DES DOCTEURS
PROGRAMME
10 DÉCEMBRE 2013:
SUITE     SESSION 3 : "IMMUNOLOGIE ET CANCÉROLOGIE" 
09H00-10H00 : PRESENTATIONS DES DOCTORANTS (4 PRÉSENTATIONS DE 10 + 5 MIN)
· SOTO Atenea / A new modulator in TGF-pathway
· JAILLARDON Laetitia 3ème année / Oniris - LDHVet: VALEUR PRONOSTIQUE DU RÉCEPTEUR AUX ANDROGÈNES DANS LE CARCINOME MAMMAIRE INVASIF CANIN
· JONCHERE Barbara 3ème année / UMR 892: Persistence of colorectal cells allows transient and reversible adaptation to irinotecan and enhances cell transformation through EMT
· LEMEE Jean –Michel 3ème année / UMR 1066 : Multimodal analysis of glioblastoma peritumoral brain zone
10H00-10H15 : PAUSE-CAFÉ
SÉANCE “SPEED-POSTER   2”
10H15-11H15: PRÉSENTATIONS ORALES (25 POSTERS * 2 MINUTES)  PRÉSENTATION (.PPT)
11H15-12H00 : VISITE POSTERS
12H00-13H00 : DÉJEUNER
SESSION 4 : "NANO MÉDECINE / VECTORISATION / BIOMATÉRIAUX /THÉRAPIE GÉNIQUE"  
13H00-13H30: CONFERENCE   (20’ +5’) 
EMMANUEL GARCION: NANOMEDECINE AND CANCER.

13H30-15H15: PRÉSENTATIONS DES DOCTORANTS (6 PRÉSENTATIONS DE 10 + 5 MIN)
· GUILLORY Xavier  2ème année / IFREMER: Développement d’une matrice extra-cellulaire injectable pour la médecine régénérative par silanisation d’un dérivé cellulosique en liquide ionique. – ANR IoniBioGel

· DORSO Laetitia 4ème année / UMR 892: Radioimmunothérapie (RIT) alpha : évaluation de la toxicité et application au ciblage vasculaire 
· ALONSO Marta / Internalization of nano-oncologicals in a novel 3D cell co-culture mimicking tumor-infiltrated lymph nodes.
· Ullio Gamboa Gabriela Veronica  4ème  année / INSERM : A New strategies to improve antihelmintic treatment: Lipid nanocapsules as vehicle for Ivermectin


· SEHEDIC Delphine 3ème année / UMR 1066: Développement de nano-objets multimodaux pour une radiothérapie ciblée dans le glioblastome
· HORDEAUX Juliette 4ème année / UMR 703: Intrathecal gene therapy of the neurological manifestations of type II glycogenosis (Pompe disease)
15H15-15H30: PAUSE-CAFÉ
SESSION 5 : " PHYSIOLOGIE / PATHOLOGIES CARDIO-VASCULAIRE / SIGNALISATION" 
15H30-17H00: PRÉSENTATIONS DES DOCTORANTS (6 PRÉSENTATIONS DE 10 + 5 MIN)
· TRASANCOS FERNANDEZ Angel / Insulin resistance, impaired adipogenesis and inflammatory response in epicardial fat cells. From cells to patients with coronary artery disease risk.
· JOUNI Mariam 2ème année UMR 1087: Analysis of Heart Rhythm Disorders using iPSC 
· ALAMEDDINE Asmaa 2ème année BNMI: Absence des effets cardiovasculaires du salidroside chez le modèle du rat GK diabétique
· GERNIGON Marie  2ème année UMR 1083: Évaluation des limitations a la marche en milieu naturel par technique GPS chez des patients artériopathes claudicants : une étude prospective multicentrique sur la faisabilité technique
· SEGALINY Aude 3ème année / UMR957: Existence d’une nouvelle chaîne réceptrice pour l’interleukine-34 : remise en perspective des stratégies thérapeutiques ciblant le c-Fms
· KABESHOVA Anastasia 2ème année LEEST: Prédiction des parcours de soins compliqués (i.e., forte consommation de ressources, longue durée d'hospitalisation, institutionnalisation et décès) des personnes âgées : Quels models pour quels risques à propos de la prédiction des chutes ?
17H00 : CONFERENCE   (20’ +5’) 
CARIOU BERTRAND : Molecular investigation of dyslipidemia. From PCSK9 to seipin : new
targets for treating cardiovascular disease

17H30: RETOUR SUR NANTES OU  ANGERS
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B cells from operational tolerant produce more IL10, display a defect of late differentiation and harbor a higher susceptibility to cell death apoptosis 
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Traitement sélectif des vaches laitières contre les strongles gastro-intestinaux : vers l’identification d’un profil de vache ayant une augmentation de production laitière après traitement strongylicide
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DOLLET LUCILE 2ème année   UMR 1087

Les souris lipodystrophiques seipine KO: un modèle d'étude des complications métaboliques

L Dollet*, J Magre, B Cariou, X Prieur
Le tissu adipeux a un rôle central dans la régulation du métabolisme énergétique. L’expansion du tissu adipeux  mène à l’obésité, souvent associée à des perturbations métaboliques comme le diabète. A l’opposé, la lipodystrophie de Berardinelli Seip (BSCL) est une pathologie rare caractérisée par une absence presque totale de tissu adipeux et entraîne un diabète sévère, une stéatose hépatique et une hypertriglycéridémie. Un des gènes impliqué dans la BSCL est BSCL2, codant pour la seipine, montrée comme impliqué dans l’adipogénèse, le métabolisme lipidique et l’homéostasie de la goutelette. Les souris Bscl2-/- constitue un modèle d’étude original de diabète lipoatrophique et de lipotoxicité. Le traitement des souris Bscl2-/- par les thiazolidinediones a permis l’amélioration de la fonctionnalité du tissu adipeux blanc et des perturbations métaboliques, confirmant le rôle clé de ce tissu ans le métabolisme. Chez l’humain, un rôle du tissu adipeux brun dans le métabolisme a été récemment mis en lumière, et la modulation de sa fonctionnalité est une nouvelle piste thérapeutique. La masse de tissu adipeux brun est diminuée  de 50% chez les souris Bscl2-/-,  mettant en évidence un rôle de la seipine. Le but du projet est d’étudier la fonction de la seipine dans l’adipocyte brun.






































MEVEL ELSA 2ème année   UMR 791

Effets de composés phénoliques dérivés de raisins et d’olives dans des modèles in vitro et ex vivo d’arthrose

Elsa MÉVEL1,2,3*, Christophe MERCERON1,3, Martial MASSON1,3, Nelly URBAN2,
Laurent BECK1,3, Jérôme GUICHEUX1,3,4

1INSERM UMRS 791, LIOAD, groupe STEP “Skeletal Tissue Engineering and Physiopathology”, Nantes. 2Union Grap’Sud, Cruviers-Lascours. 3Université de Nantes, UFR Odontologie, Nantes. 4CHU Nantes, PHU 4 OTONN, Nantes.

L’arthrose est une pathologie qui affecte essentiellement les articulations périphériques (genoux, hanches) et les étages lombaires et cervicaux de la colonne vertébrale. Elle constitue un véritable enjeu de santé publique. Actuellement, parmi les différentes approches thérapeutiques existantes, aucune ne permet de traiter le processus arthrosique. La prise en charge des patients permet de traiter uniquement les symptômes douloureux par l’administration de substances analgésiques ou anti-inflammatoires. 
Dans ce contexte nous nous intéressons au développement d’une stratégie préventive de l’arthrose à l’aide de composés phénoliques extraits de raisins et d’olives bien connus pour leurs pouvoirs antioxydant et anti-inflammatoire. 
Les effets des extraits de raisins et d’olives ont été évalués dans des modèles in vitro (chondrocytes articulaires) ainsi que dans des modèles ex vivo (explants de cartilage) d’arthrose de lapins et d’humains. La production de marqueurs pro-inflammatoires induite par l’IL-1β caractéristiques de l’arthrose tels que l’oxyde nitrique (NO) et la prostaglandine E2 (PGE2) est évaluée par des dosages biochimiques.
En présence d’IL-1β la production de NO est multipliée par 4 et celle de PGE2 entre 7 et 1300 dans les modèles in vitro et ex vivo. Cette augmentation de la production de NO et de PGE2 est diminuée respectivement de 55% (±15%) et 96% (±4%) en présence des extraits de raisins, d’olive et d’un mélange de raisins et d’olives dans les différents modèles. Ces résultats suggèrent donc que les extraits de raisins et d’olives auraient un effet bénéfique sur le cartilage et ses cellules dans un contexte arthrosique. 
Ces composés pourraient représenter une alternative intéressante dans la prévention de l’arthrose.






















TRINANES SARA / A new approach based on a combination of direct and headspace silicone disks sorptive microextraction method for the screening of polycyclic aromatic hydrocarbons in water samples.
A NEW APPROACH BASED ON A COMBINATION OF DIRECT AND HEADSPACE SILICONE DISKS SORPTIVE MICROEXTRACTION METHOD FOR THE SCREENING OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN WATER SAMPLES. 

Sara Triñanes*, Mª Teresa Pena, Mª Carmen Casais, Mª Carmen Mejuto, Rafael Cela 
Dpto. Química Analítica, Nutrición y Bromatología. Instituto de Investigación y Análisis Alimentario, Universidad de Santiago de Compostela, 15782 Santiago de Compostela, Spain 
Abstract 
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a broad group of organic compounds which have received much attention over the years because of their widely distribution in the environment as well as their well-known carcinogenic and mutagenic properties [1,2]. Due to the ubiquity of PAHs and their potential deleterious effects on human health, these compounds have been often monitored in air, soil, water or foodstuffs (dairy products, vegetable, fruits, fish, cereals, oils, etc) [3,4]. 
[1] S. K. Samanta, O. V. Singh, R. K. Jain, Trends in Biothechnol. 20 (2002) 243. 
[2] P. E. T. Douben, PAHs: An Ecotoxicological Perspective, John Wiley & Sons Ltd, England (2003). 
[3]K. Srogi, Environ. Chem. Lett. 5 (2007) 169. 
[4]P. Plaza-Bolaños, A. Garrido Frenich, J. L. Martínez Vidal, J. Chromatogr. A 1217 (2010) 6303. 
**sara.trinanes@usc.es 
A new straightforward and inexpensive sample screening method for both EPA and EU priority polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in water has been developed. The method is based on sorptive microextraction coupled to ultra performance liquid chromatography with fluorescence and UV detection (UPLC-Flu-UV). Microextraction efficiency factors, such as sampling mode, extraction time and ionic strength among other parameters, were investigated and optimized in detail. Under optimized conditions, water samples (16 mL) were poured into a glass vessel containing a magnetic stirrer and 4 g of sodium chloride. Analytes were concentrated in silicones disks by headspace (HS) and direct modes simultaneously, at room temperature, for 15 h. Desorption stage was carried out at room temperature, for 5 min with 0.25 mL of acetonitrile using ultrasound shaking. The optimized chromatographic method provided a good linearity (R≥0.9991) and a broad linear range for all studied PAHs. The proposed analytical procedure exhibited a good precision level with relative standard deviations values below 15% for all analytes in Milli-Q water. Quantification limits between 0.7 and 2.3 μgL-1 and 0.16 and 3.90 ng L-1 were obtained for compounds analyzed by UV (acenaphtylene, cyclopenta[c,d]pyrene and benzo[j]fluoranthene) and fluorescence, respectively. Finally, the proposed method was applied to the determination of PAHs in different real water samples. At the optimal conditions, we got reasonable recoveries, which are between 45-102%. It should be pointed out the simplicity and quickness of the method, the low cost of silicone and the possibility of a single use of each disk avoiding thus cross-contamination. 
Quantification and detection limits of the method are suitable for all compounds reaching the limit values for European legislation, which are indicated for some PAHs.











COUASNAY GREIG 3ème année  UMR 791

La protéine PiT1 : une nouvelle interface entre le stress du réticulum endoplasmique et la maturation chondrocytaire ?

Greig Couasnay1, Sarah Beck-Cormier1, Sophie Sourice1,
Jérôme Guicheux 1,2, Laurent Beck1.
1 INSERM U 791, LIOAD, Laboratoire d’ingénierie ostéo-articulaire, Groupe STEP, Université de Nantes, France.
2 Centre Hospitalier Universitaire de Nantes. France

PiT1/SLC20a1, co-transporteur sodium-phosphate (Pi), est une protéine membranaire à large expression tissulaire, détectée notamment dans l’os et le cartilage. Récemment, de nouvelles fonctions indépendantes de sa fonction de transport de phosphate, ont été décrites, impliquant PiT1 dans la modulation de la prolifération cellulaire et l’apoptose. En accord, avec cette multifonctionnalité, des données de la littérature ainsi que nos propres travaux ont montré que PiT1 est exprimée dans le réticulum endoplasmique (ER). Cet organite est fortement sollicité dans les cellules, telles que les chondrocytes, qui produisent de grandes quantités de protéines. Une synthèse importante en protéines entraine un stress du réticulum endoplasmique (ER stress) en condition physiologique Ce mécanisme permet à la cellule d’augmenter sa capacité de production protéique grâce à la synthèse de protéines chaperonnes et de foldases. Ainsi l’ER stress est requis pour la maturation des chondrocytes et à la synthèse de leur matrice extracellulaire. Compte tenu de l’expression préférentielle de PiT1 dans les chondrocytes pré-hypertrophiques et de sa localisation subcellulaire dans l’ER, nous nous sommes demandé si la protéine PiT1 pouvait avoir un rôle dans la maturation des chondrocytes via le stress de l’ER.
Dans nos études in vitro nous avons utilisé un modèle de cellules chondrocytaires murines, les ATDC5. Ces cellules sont capables de mimer le processus de maturation des chondrocytes depuis leurs phases précoces de différenciation jusqu’à leur hypertrophie. Afin d’étudier le profil d’expression de l’ARNm de PiT1 lors d’un ER stress nous avons traité les ATDC5 avec un inducteur de l’ER stress, la thapsigargine. Les résultats montrent que, comme les marqueurs de l’ER stress CHOP et XBP1s, l’ARNm de PiT1 est fortement induit en condition d’ER stress dans les chondrocytes. Néanmoins, lorsque nous invalidons PiT1 par une approche d’ARN interférence, aucun effet n’est observé sur les marqueurs de l’ER stress suggérant que PiT1 est en aval de l’initiation de l’ER stress. Afin de renforcer le lien possible entre PiT1 et ER stress nous étudions actuellement le phénotype des chondrocytes ATDC5 invalidés pour PiT1 et soumis à un ER stress. Les résultats préliminaires dans ce modèle montrent que l’absence de PiT1 induit l’apparition de cellules polynucléées présentant une prolifération diminuée. De plus, ces cellules expriment très fortement l’ARNm du facteur de transcription Sox9 ainsi que celui du collagène de type II, marqueurs de chondrocytes pré-hypertrophiques.
L’ensemble de ces données suggère que la protéine PiT1 pourrait jouer un rôle mécanistique dans le stress de l’ER et ainsi moduler la synthèse de la matrice extracellulaire des chondrocytes. Afin d’explorer cette hypothèse dans un contexte physiologique, un modèle murin d’invalidation conditionnelle de PiT1 dans les chondrocytes (Aggrecan-CreERt2) est en cours de phénotypage. 













         MIGNARD VINCENT 3ème année   UMR 892
        
         Rôle de différents lipides bioactifs (sphingolipides et prostaglandines) dans l’activité des 
         protéines proapoptotiques Bax et Bak

Vincent Mignard* 1,2, Nolwenn Dubois1, 2, 3, François Paris 1, 2, 3, François M. Vallette 1, 2,3

1  Centre de Recherche en Cancérologie Nantes Angers, UMR 892 INSERM/ 6299 CNRS 
2   Université de Nantes, France.
3   Institut de Cancérologie de l'Ouest, Nantes-Saint Herblain, France.

L’apoptose (ou mort cellulaire programmée) est un processus physiologique essentiel dans le développement des organismes multicellulaires et dans le maintien de l’homéostasie tissulaire. L’échappement à l’apoptose est une des caractéristiques majeures du processus de progression tumorale.
On distigue 2 voies cellulaires conduisant à l’apoptose : la voie extrinsèque (ou voie des récepteurs de mort) et la voie intrinsèque (ou voie mitochondriale). Lors de l’induction de la voie mitochondriale de l’apoptose, l’activation des protéines Bax et Bak entraine la perméabilisation de la membrane mitochondriale, le relarguage du cytochrome c et l’activation des caspases. L’activation de Bax et Bak est étroitement régulée par les protéines de la famille Bcl-2. 
Cependant, l’étude des interactions protéines-protéines seules ne permet pas une compréhension totale des mécanismes de régulation de l’apoptose. En effet, d’autres acteurs moléculaires comme le calcium et différents lipides bioactifs, notamment des sphingolipides synthétisés au niveau du réticulum endoplasmique (RE), interviennent dans ces mécanismes. 
L’objectif du projet est de déterminer comment l’environnement lipidique des mitochondries est modifié au cours de l’apoptose pour permettre l’activation des protéines proapoptotiques Bax et Bak. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement à la modulation des contacts mitochondries-RE, appelés MAM (Mitochondria Associated Membrane) et aux variations de leurs compositions lipidiques au cours de l’apoptose.

Nous avons réalisé une observation directe des contacts mitochondries-RE en microscopie électronique. A partir de lignées cellulaires et de foies de souris nous avons isolé par fractionnement subcellulaires les mitochondries, le RE et les MAM. Les profils protéiques et lipidiques de ces différentes fractions ont été caractérisés par western blot et spectrométrie de masse. D’autre part, nous avons pu montrer que l’extinction des protéines Bax et Bak modifie le profil lipidique des cellules.
La suite de ces travaux devra déterminer dans quelles mesures ces phénomènes (communication inter-organels et composition lipidique) sont modulés au cours de l’apoptose.
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Exploration des propriétés biologiques et analyse protéomique du venin du serpent MONTIVIPERA BORNMUELLERI à la recherche des biomolécules d’intérêts

Claudine Accary1, 2* (doctorant), Pr. Jean Claude Desfontis1 (directeur de thèse)  et Pr. Ziad Fajloun2 (codirecteur).

1LUNAM, Oniris, Unité 5304 de Physiopathologie Animale et Pharmacologie Fonctionnelle, Nantes, France ;
2Ecole Doctorale des Sciences et Technologie, Université Libanaise, Centre Azm pour la Recherche en Biotechnologie et ses Applications Rue El Mittein, Tripoli, Liban.

Introduction : Les venins de serpents contiennent une variété de toxines hautement sélectives qui se sont révélés être une excellente source de molécules pour le développement d'agents thérapeutiques. Notre travail consiste à la caractérisation biochimique et l’évaluation des propriétés biologiques du venin de Montivipera bornmuelleri, une vipère du Liban. 

Résultats : La teneur en protéines du venin a été analysée par chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse. D'importantes molécules bioactives ont été identifiées : metalloprotease III (65361.8 Da), serine protéase (27328.3 Da) et phospholipase A2 (13664.7 Da). Le venin brut de Montivipera bornmuelleri a montré une activité pro-coagulante et anticoagulante; pour des concentrations de venin allant de 0.1 jusqu’à 0.003125mg/mL, le taux de prothrombine est supérieur à la valeur normal alors que pour le temps de céphaline activée, le venin a montré une action anti-coagulante à forte concentration et pro-coagulant pour des concentrations de 0.05 et 0.025mg/mL. Le venin a montré une capacité d’induire une réaction inflammatoire par action sur la phosphatidylcholine et a présenté une activité antimicrobienne contre plusieurs souches bactérienne. Aucune activité hémolytique pour le venin contre les globules rouges sanguines n’a été détectée et des résultats préliminaires ont montré un effet inotrope positif sur des cellules cardiomyocytes isolées du cœur de rat Wistar ainsi qu’un effet relaxant sur des aortes isolés du même type de rat.

Conclusion : Etant donné que le venin brut de Montivipera bornmuelleri est doté d’une activité antibactérienne, qu’il affecte la cascade de coagulation sanguine par une double action contradictoire, qu’il ne détruit pas les globules rouges et qu’il possède un effet inotrope positif sur les cardiomyocytes et un effet relaxant sur l’aorte isolé, nous pouvons conclure que ce venin est une source potentielle de molécules bioactives qui méritent d’être mieux exploitées. 
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Mitochondrial dynamics: mitochondrial structure/function relationship in Autosomal Dominant Optic Atrophy (ADOA)

By Mariame Selma Kane*
PhD professor: Arnaud Chevrollier
BNMI (Mitolab), CNRS 6214/INSERM 1083, IBS – IRIS CHU Angers 4 rue Larrey 49933 Angers Cedex 09

Mitochondria are highly dynamic organelles that mediate essential cell functions such as apoptosis and cell-cycle control in addition to their role as efficient ATP generators. Mitochondrial morphology changes are tightly regulated and their shape may shift from small fragmented units to larger networks of elongated mitochondria as a result of fusion/fission events. Even though most fusion/fission actors have been identified as Drp1, Fis1, Mfn1/2 and OPA1 among others, the ultimate impact of these morphological states on mitochondrial function remain unclear. Human studies on OPA1 mutated fibroblasts from patients suffering from ADOA (Autosomal Dominant Optic Atrophy) have shown bioenergetic deficiency and a more or less fragmented mitochondrial network associated with a drop in mitochondrial mass. These Data suggest a possible regulatory role of these dynamic events in mitochondrial biogenesis, elimination and turnover. Using micropatterned coverslips to standardize cell size and shape and better visualize mitochondrial network, our studies attempt to shed some light on the relationship between mitochondrial structure and function. Experiments focus on biogenesis and mitophagic pathways in a pathological background in which OPA1 is either mutated or deficient. Preliminary results show that OPA1 mutations impacts mtDNA content in cells and more likely leads to an increase in the number of mtDNA molecules per nucleoid.

Key words: Mitochondria, Optic Nerve Atrophy, Mitophagy, mitochondrial biogenesis, OPA1
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Traveling-wave ion mobility helping in the detection of Growth promoters 

Laure Beucher1*, Gaud Dervilly-Pinel1, Marie-Line Morvan1, Audrey Gicquiau1, Sara Stead2, Dominic Roberts2, Mike McCullagh2, Bruno Le Bizec1
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2 Waters Corporation, Atlas Park, Simonsway, Manchester, M22 5PP UK

Abstract:
Despite the European Union regulations (Dir 1996/22/EC, Dec 1999/879/EC) prohibiting growth promoting practices for cattle fattening purposes, anabolic compounds such as recombinant growth hormones, beta-agonists, steroids, are still suspected to be misused. Detection of these illegal practices relies nowadays on efficient residues monitoring based on targeted approaches using either gas- or liquid chromatography coupled to (tandem) mass spectrometry. Alternative analytical strategies however, have to be developed to face new challenges in the detection of forbidden practices such as new application techniques, new xenobiotics growth promoting agents or low dose cocktails. Among the latest innovations, traveling-wave ion mobility separation (IMS) coupled to Time-of-flight mass spectrometer (TOF-MS) is a promising tool to improve detection of low concentrated compounds, coeluted compounds, isobaric  and stereo-isomers in complex matrices. The objective of the presentation is to give some insight about the benefits of this new technology and its assets for forbidden growth promoter’s detection. 

Keywords:
Growth promoting agents, low dose cocktails, traveling-wave ion mobility coupled to time-of-flight mass spectrometer, database 
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Characterization of murine experimental autoimmune encephalomyelitis induced by immunization with a CD8 epitope of myelin oligodendrocyte glycoprotein

Flora Guillot1,2*, Sophie Brouard1,2, David A. Laplaud1,2, Arnaud B. Nicot1,2

1Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale UMRS 1064 / ITUN, Nantes, France
2 L'UNAM, University of Nantes, Nantes, France
* flora.guillot@univ-nantes.fr 

	Objective :
The MCHII/CD4 T cell response is strongly associated with disease development in multiple sclerosis (MS) and in several experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) models. Recent studies also suggest the involvement of anti-myelin CD8 T cells. To better understand the contribution of these cells, we analyzed T cell autoreactivity as well as neuroinflammation in C57Bl/6 mice immunized with a CD8 epitope of myelin oligodendrocyte protein (MOG37-46).

Methods:
	After immunization with MOG37-46, mice were scored for ascending EAE. Spleen cells were used to asses CD8 T cell autoreactivity in a mixed lymphocyte reaction assay. The cerebellum, spinal cord and optical nerves were used to assess neuroinflammation by immunocytochemistry.

Results:

	Spleen CD8 T cell autoreactivity against MOG37-46 was increased in immunized mice vs. controls. One third of the mice developed a mild chronic EAE while full-blown EAE was obtained with MOG35-55 immunization (model involving CD4 T cells). In MOG37-46 induced EAE mice, infiltration of T cells with increased GFAP immunoreactivity was observed in the CNS white matter. CD4 T cells were much more abundant than CD8 T cells in the cerebellum or spinal cord. The optical nerves were infiltrated by the same ratio of CD4 T and CD8 T cells. Sudan Black staining indicated myelin loss in the white matter of severe EAE mice suggesting that infiltration of immune cells lead to demyelination. Finally, immunophenotyping of the infiltrating cells showed that T cells did not express the regulation marker FoxP3 but rather expressed activation T cell markers such as OX40.
Conclusion:
A CD8 T cell autoreactivity against MOG can be mounted with MOG37-46 immunization.  This leads to EAE development, though less efficiently as compared to MOG35-55–induced EAE. CD8 T cell infiltration takes place in the CNS and is also associated with abundant activated CD4 T cell infiltration. Taken together, these data indicate that anti-myelin CD8 T cells can initiate EAE, supporting an early role of CD8 T cells in MS pathogenesis.
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B cells from operational tolerant produce more IL10, display a defect of late differentiation and harbor a higher susceptibility to cell death apoptosis 

Mélanie Chesneau1, 4, Annaïck Pallier1, Faouzi Braza1, 4, Gersende Lacombe2, 5, Simon Le Gallou2, Magali Giral1, 3, Richard Danger1, Pierrick Guerif1, 3, Laure Michel1, Daniel Baron1, Jean-Paul Soulillou1, 3, 4, Nicolas Degauque1, Karin Tarte2 and Sophie Brouard1, 3.


Abstract
Objectives: Operationally tolerant patients to a kidney graft have been shown to display a whole blood transcriptional B cell signature. As these patients only rarely develop an allo-immune response, we hypothesized that they could display an abnormal B cell response. Materials and methods: We used a controlled primary culture system combining a BCR signal, TLR activation, CD40L T cell help and cytokine to explore T dependent differentiation of purified B cells of these patients into terminally differentiated plasma cells. CD20, CD24, CD27, CD38, IgM and IgD expressions were monitored by flow-cytometry. B cell apoptosis and proliferation were measured using a dual active Caspase-3 and BrdU staining at day 0, 2, 4 and 6. Cytokine, Ig production and markers of differentiation were followed using Flow-cytomix multiplex kits and RT-PCR. Results: Operationally tolerant recipients harbored a higher frequency of CD20+CD38loCD24lo naïve B cells and CD20+CD24hiCD38hi transitional B cells compared to patients with stable graft function. These results correlated with a decreased frequency of CD20+CD27+ memory B cells and CD20-CD38+CD138+ terminally differentiated plasma cells, suggesting abnormal differentiation of B cells in blood from operationally tolerant recipients. When cultured in vitro, B cells from these patients proliferate normally in vitro but produce more IL10 than B cells from stable patients and healthy volunteers, whereas no difference was observed for TGF or IL6 cytokines. Moreover, whereas they express normal level of PAX5, BACH2, Bcl6 in the early step of differentiation, B cells from tolerant recipient show a default in IRF4, PRDM1, XBP1 levels that are involved in the end step of differentiation into plasma cells. Finally, in their late phase of differentiation, B cells from these patients harbored a higher susceptibility to cell death apoptosis. Conclusion: In culture, B cells from tolerant patients produce more IL10, display a lack of terminal differentiation and are more prone to cell death apoptosis. To which extend this observation is involved in tolerance induction and/or maintenance remains to be established yet.
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Traitement sélectif des vaches laitières contre les strongles gastro-intestinaux : vers l’identification d’un profil de vache ayant une augmentation de production laitière après traitement strongylicide

N. Ravinet1,2,3*, A. Lehebel3,2, A. Madouasse2,3, C. Lopez1, C. Chartier2,3, N. Bareille2,3, A. Chauvin2,3

1IDELE, French Livestock Institute, UMT Cattle Herd Health Management, CS 40706, F-44307 Nantes, France
2LUNAM Université, Oniris, Nantes-Atlantic College of Veterinary Medicine and Food sciences and Engineering, UMR BioEpAR, CS 40706, F-44307 Nantes, France
3INRA, UMR1300 Biology, Epidemiology and Risk Analysis in animal health, CS 40706, F-44307 Nantes, France

Pour réduire le risque de résistance aux antiparasitaires en élevage bovin laitier, il est souhaitable de traiter sélectivement les vaches contre les nématodes parasites gastro-intestinaux (NGI). Une étude visant à caractériser les vaches ayant une augmentation de production laitière (PL) après traitement a été menée dans le but d’évaluer des indicateurs individuels et de troupeau permettant d’identifier les animaux à traiter. Un essai terrain incluant 20 troupeaux bovins laitiers de l’ouest de la France a été conduit à l’automne 2010 et 2011. Dans chaque troupeau, les vaches en lactation ont été aléatoirement affectées au groupe traité ou au groupe témoin. La PL de chaque vache a été enregistrée depuis 14 jours avant le traitement jusqu’à 100 jours après. Chaque vache incluse dans cette étude était caractérisée par : sa variation de PL entre avant et après le traitement (delta), 3 indicateurs zootechniques (parité, stade de lactation au moment du traitement, et niveau de production), et 3 marqueurs du parasitisme (mesuré dans le sang et les fèces). Chaque troupeau était caractérisé par : le taux d’anticorps anti-NGI dans le lait de tank, le statut immunitaire. Un modèle du delta de PL, construit avec les vaches témoins en référence et appliqué aux vaches traitées, a été utilisé pour prédire le delta de PL attendu de chaque vache traitée en l’absence de traitement. Les vaches dont le delta de PL observé (sous traitement) était supérieur au delta de PL prédit (en l’absence de traitement) ont été considérées comme potentiellement répondantes au traitement strongylicide. Les 3 types d’indicateurs ont été testés dans le but d’identifier ceux qui caractérisent le mieux les vaches potentiellement répondantes. Il apparaît que la parité et le taux d’anticorps dans le lait de tank seraient de bons indicateurs pour construire un profil de vache dont la PL croît après traitement. La combinaison de ces indicateurs pourrait donc être prometteuse pour la mise en place de stratégies de traitement sélectif contre les NGI en élevages bovins laitiers.
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La transduction dans le foie d’une molecule de CMH de classe I allogénique à l’aide d’un vecteur viral Adéno Associé induit une expression au long terme.

Valentin Le Guen*, Jean-Paul Judor, Vanessa Gauttier, Nicolas Ferry, Sophie Brouard& Sophie Conchon
INSERM UMR1064, Centre for Research in Transplantation and Immunology, ITUN, CHU Hotel Dieu, Nantes, France.
Le foie est un organe aux propriétés immunologiques uniques. Des travaux récents de thérapie géniques ont montré que l’expression ciblée d’un transgène dans le foie à l’aide d’un vecteur viral permettait d’induire une expression au long terme du produit du transgène. Notre projet a pour objectif d’étendre ces observations à un contexte allogénique. 
Des souris C57Bl/6 (H-2b) reçoivent une injection de vecteur viral Adéno Associé (AAV) codant pour la molécule de CMH de classe I allogénique H-2K(d) sous contrôle d’un promoteur hépato spécifique, ou contrôle. L’expression hépatique de H-2K(d) est vérifiée par RT-qPCR et immunofluorescence. Les anticorps allo-spécifiques sont recherchés dans le sérum des souris. Les cellules non parenchymateuses du foie sont isolées à différents temps pour caractériser phénotypiquement et fonctionnellement les différentes populations immunes.
Une forte expression de H-2K(d) est détectée dans le foie de souris C57Bl/6 à 150 jours après l’injection de vecteur AAV. Aucun anticorps spécifique de H-2K(d) n’est détecté. Deux semaines après injection de scAAV H-2K(d), une forte infiltration leucocytaire est observée dans le foie. Dans cet infiltrat, une population particulière de lymphocytes T CD8+ apparait, caractérisée par une expression plus faible de la chaine β du TCR et du CD3, mais aussi CD44+, CD69+ et CD62L-. Cette population qui semble spécifique du produit du transgène exprime particulièrement PD-1, ce qui expliquerait l’absence de réponse T CD8+(prolifération et sécrétion d’IFNγ) observée dans des expériences de co-culture en présence de CPA syngéniques modifiées pour exprimer et présenter des peptides de H-2K(d) dans le contexte H-2b.  
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Pharmacologie moléculaire des vecteurs AAV recombinants dans le muscle déficient en dystrophine

Improving the efficacy of recombinant Adeno Associated Viruses (rAAV)-mediated gene transfer and expression is a mandatory step toward successful translation to the clinic. To this end, the molecular mechanisms underlying stability and/or transcriptional regulation of rAAV episomal genomes must be explored, particularly in pathological tissues often affected by metabolic perturbations. In this study, the molecular behavior of rAAV genomes was evaluated in dystrophin-deficient mice, whose muscle structure and function are severely disturbed compared to healthy tissue. Common to both models, in situ chromatin immuno-precipitation analyses showed a robust enrichment in a repressive histone post-translational modification (H3K9me3) despite a histone density comparable to that of endogenous chromatin domains. However, several differences were highlighted between the two tissue contexts: (i) quantitative PCR indicated that rAAV genomes are not only less stable in dystrophic muscles but are also less transcriptionally active; (ii) several members of the DNA Damage Response (Mre11, Rad50, Nbs1, Atm, Atr) were found overexpressed in dystrophic muscles, which in turn may participate in rAAV genome silencing; (iii) the post-transcriptional fate of transgene mRNA is altered in dystrophic muscles, through a mechanism that we are trying to decipher. A better understanding of these molecular events and of their impact on the production of the recombinant protein is likely to allow the design of dedicated methods to improve the tissue environment and in turn the safety and efficiency of rAAV-mediated gene therapy for muscular dystrophies.


































KERVOELEN CHARLOTTE 2ème année UMR 892

L’effet anti-tumoral de la Dexaméthasone dans le Myélome Multiple est restreint aux sous-groupes moléculaires t(4 ; 14) et t(14 ; 16) : étude des mécanismes d’action.

Kervoëlen C* 1,2, Ménoret E 1, Gomez-Bougie P 2,3, Bataille R 2, Pellat-Deceunynck C 2,3 and Amiot M 2. 1. Myelomax, IRS-UN, Nantes, F-44000, France. 2. Inserm, U892, Université de Nantes, CNRS, UMR 6299, Nantes, F-44000, France. 3. Service d’Hématologie Clinique, CHU de Nantes, Nantes, France
Le Myélome Multiple (MM) est une tumeur plasmocytaire incurable, qui regroupe plusieurs catégories de patients à fort impact pronostique basées sur leurs anomalies chromosomiques. Les glucocorticoïdes (GCs), et en particulier la Dexaméthasone (Dex), sont très souvent utilisés dans le MM, mais rarement en monothérapie. Ils ont un puissant effet anti-inflammatoire mais ont aussi une activité anti-tumorale intrinsèque. La réponse cellulaire aux GCs présente une très grande variabilité, et les mécanismes de sensibilité ou de résistance à la Dex restent encore mal compris. Dans cette étude, nous démontrons que l’effet pro-apoptotique de la Dex est lié à l’hétérogénéité génétique du MM. En effet, cet effet est restreint aux lignées cellulaires de MM portant les translocations t(4 ;14) (MMSET) et t(14 ;16) (MAF), alors que les lignées t(11 ;14) (CCND1) sont résistantes. De plus, nous montrons que la réponse apoptotique à la Dex dépend de l’expression de MAF et est associée à une diminution de son expression. L’étude de l’expression du récepteur aux GCs (GR) et de sa translocation au noyau, montre que l’expression du GR est significativement plus élevée dans les cellules du sous-groupe t(14 ;16) (MAF). Aussi, nous montrons que le premier événement limitant la sensibilité à la Dex semble être le faible niveau d’expression du GR. Enfin, parmi les protéines de la famille Bcl-2, nous montrons que la protéine pro-apoptotique Bim est augmentée indépendamment de la sensibilité des lignées exprimant le GR. Cependant, nous montrons que la modulation de l’expression de Bim est nécessaire à l’induction de mort par la Dex. De plus, nous démontrons que la Dex induit une augmentation de « Bim libre » de ses partenaires anti-apoptotiques qui pourrait directement activer les protéines effectrices Bax et Bak et induire la mort cellulaire. Pour conclure, l’étude des mécanismes d’action de la Dex, permettra de mieux cibler les patients susceptibles d’y répondre et de rationnaliser son association avec d’autres traitements. 
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HDACi Vectorisation improves their anti-tumor effect in a Mesothelioma mice model

Denis I1, El Bahhaj F2, Pichavant L3, Grégoire M1, Héroguez V3, Bertrand P2 and Blanquart C1.
1.Inserm, U892, CNRS 6299, Nantes, F-44000, France ; 2.CNRS-UMR 6514, Université de Poitiers; 3.UMR CNRS 5629-IPB-ENSCBP, F-33607 Pessac, France

Once considered as a rare type of cancer, malignant pleural mesothelioma (MPM) must now be seen as a major public health issue among other cancer types. It is a very aggressive form of cancer, arising from its poor diagnosis, prognosis but mostly its lack of effective treatment. It raises the necessity to develop new therapeutic approaches. In the past decades, drug delivery systems (DDS) for active and passive targeting strategies have been highly investigated to improve drugs clinical efficacy. Indeed, the defective angiogenesis occurring in tumours allows molecules of a nanoparticle size to accumulate in the tumor tissue, by means of the Enhanced Permeability and Retention (EPR) effect. Since a few years, Histone Deacetylase inhibitors (HDACi) appear as promising drugs regarding their anti-tumor effects on numerous cancer types. However, their clinical evaluation showed important limits such as short plasma half-life, weak diffusion in tumor tissue and major toxicity. To overcome these defects, we combined HDACi with a nanovector, connected with a specific pH dependant link, to exclusively target tumour and prevent healthy cells from any toxicity in vivo. We based our work on those principles and showed in MPM mice models that our nanoparticles accumulated specifically within the tumour, without affecting healthy organs. Moreover, we showed that vectorisation of HDACi allowed significant tumour size reduction, and triggered lymphocyte infiltration within the tumour, suggesting an immunogenic immune response specifically directed against the tumour. We thus described how HDACi vectorisation displays major clinical relevance and efficacy as for cancer therapeutic approach.
Funding: Ligue National Contre le Cancer and Cancéropôle Grand Ouest.
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Transcription factor activity restoration of mutant p53 induce over expression of NEDD9/HEF1/CAS-L gene in NSCLC
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ABSTRACT
Lung cancer still is a serious public health problem. Although chemotherapy is enjoying much progress, the Non Small Cell Lung Cancer still is resistant to current treatments primarily because of the slow rate of development of cells. Thus the important of finding new molecules directs against other targets than proliferation actors. The high rate of mutation of TP53 gene in all cancers and in Non Smal Cell Lung Cancer in particular also the high proportion of mutant proteins in tumor cells makes this gene a perfect new target. New molecules have been shown able to restore activity of mutated p53 protein such as PRIMA-1 which reactivates His273 mutant p53. In previous study our team presents the new triazin A190. A molecule with a cytostatic activity which blocks cell in G1 phase and induce apoptosis. We show here not only that A190 restores mutant p53 activity but also induce an over expression of NEDD9/HEF1/Cas-L gene leading to apoptotic death. These finding might offers hope for the development of new targeted therapies specific on tumor cells while sparing healthy cells in the body.

Key Words: Non Small Cell Lung Cancer; Molecular targets; p53; NEDD9/HEF1/Cas-L; PRIMA-1; apoptosis
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Evaluation of chimeric antibodies to directed against O-acetylated GD2 ganglioside in anti-neuroblastoma immunotherapy
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Ganglioside GD2, a sialic acid containing glycosphingolipid, is a tumor-associated antigen and anti-GD2 antibodies, such as the mouse-human chimeric ch14.18, have become a proven therapy for neuroblastoma, a GD2-positive tumor. Anti-GD2 immunotherapy with ch14.18 is, however, associated with severe side effects, such as pain and neuropathies. The adverse effects are attributed to GD2-expression on human peripheral nerve fibers. 

  In the lab a mouse monoclonal antibody 8B6 specific for the O-acetylated derivative of GD2 have been generated. We have previously demonstrated that ganglioside O-acetyl-GD2 (OAcGD2) is expressed in high copy number by neuroblastoma but not on human peripheral nerve fibers. These properties provide distinct advantage to 8B6 for selectively targeting to OAcGD2/GD2-expressing tumor cells in vivo and suggest that anti-OAcGD2 antibodies have the potential to be less toxic than anti-GD2 therapeutic antibodies. 

  For clinical application in patients, we have generated a chimeric antibody c.8B6 IgG1 and evaluated its anti-tumor cytotoxicity in comparison to anti-GD2 ch14.18 IgG1 therapeutic antibody. With the exception of allodynic activity, we found that c.8B6 shares the same anti-neuroblastoma therapeutic activity as ch14.18 when tested in cell-based assay and in vivo. By antibody engineering a panel of chimeric mouse/human antibodies was also generated and characterized to improve mAb c.8B6 pro-apoptotic activity against tumor cells. One potent candidate was selected.

In conclusion, we showed that OAcGD2 represents a new target for neuroblastoma immunotherapy. We also designed a superior chimeric antibody specific to OAcGD2 ganglioside with higher anti-tumor potency for further clinical applications.
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TRIM59: A new modulator in TGF-β pathway.
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BACKGROUND: TRIM59 belongs to the TRIM family of proteins. They share structural similarities and are involved in several biological functions, such as gene expression or protein degradation. Little is known about TRIM59 function, although recent studies have suggested that TRIM59 could regulate cell proliferation and act as an oncogene. Our previous results have indeed shown that TRIM59 expression is increased in mouse models of cancer and in human tumor samples. On the other hand, TGF-β is a cytokine who acts as a tumor supresor in early stages of tumors or as a tumor promoter in late stages by stimulating matrix degradation, altering the antitumoral immune response and driving epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). Here we study a possible functional relationship between TRIM59 and the TGF-β pathway.
MATERIAL and METHODS: To study TRIM59 biological function we have generated a cell line where its expression was silenced. Silencing was achieved by infecting lung adenocarcinoma A549 cells with lentivirus carrying an shRNA against TRIM59. The established cell line was used to induce EMT by TGF-β and to study migration and invasion. To study the modulation of TGF-β pathway by TRIM59, Hek293 cells were transiently transfected with TRIM59-YFP, pCMV6-TGF-βRI-FLAG and HA-Ubiquitin or His-Ubiqutin, the ubiquitination and interaction between proteins were followed by inmunoprecipitation assays, affinity chromatography and western blot.
RESULTS: We found higher levels of TRIM59 mRNA in human non-small cell lung carcinomas, colon tumors and gliomas, in agreement with the results in animal models. TRIM59 silencing caused defects in the EMT induced by TGF-β. Exploring deeply these defects in the TGF-β pathway, we saw that TRIM59 co-precipited with the TGF-β RI and regulated its levels. Altogether, our results indicate that TRIM59 prevents the ubiquitination of the TGF-β RI by interfering with its binding to SMAD7.
CONCLUSIONS: Our results suggest that TRIM59 modulates TGFbeta pathway by interfering with SMAD7-dependent ubiquitination of TGFbRI.
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VALEUR PRONOSTIQUE DU RÉCEPTEUR AUX ANDROGÈNES DANS LE CARCINOME MAMMAIRE INVASIF CANIN

L. Jaillardon*, B. Siliart, F. Nguyen. Oniris, Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de l’Alimentation Nantes Atlantique.
Introduction : L’expression et la valeur pronostique de nombreux récepteurs hormonaux sont encore mal connues dans le carcinome mammaire invasif de chienne (CMC). C’est en particulier le cas pour le récepteur aux androgènes (Androgen Receptor AR) dont l’expression n’a jamais été investiguée. Il est exprimé dans près de 70% des cancers du sein. Même si sa valeur pronostique reste controversée dans le cancer du sein triple-négatif (négatifs pour Estrogen Receptor, Progesterone Receptor et HER2), son expression est généralement associée à des délais de survie supérieurs.
Objectif : Quantifier la fréquence et l’intensité d’expression d’AR dans le CMC et évaluer sa valeur pronostique en termes de survies globale, spécifique et sans récidive loco-régionale. 
Matériel et Méthodes : 150 chiennes mammectomisées pour CMC dont l’immunophénotype est connu et suivies sur 2 ans, ont été incluses rétrospectivement. L’expression d’AR, évaluée par immunohistochimie (clone SP107, Roche), a été quantifiée grâce à un index de positivité mesuré sur 500 cellules tumorales. Une expression de plus de 1% est considérée comme positive.
Résultats : 36,7% (n=55) des CMC expriment AR. L’absence d’expression d’AR est corrélée à des critères histologiques d’agressivité, comme l’index mitotique et la présence d’emboles. L’analyse de survie (univariée et multivariée) révèle que les CMCs négatifs pour AR sont associés à des survies globale, spécifique et sans récidive loco-régionale significativement plus courtes. 
Conclusion : Comme dans le cancer du sein de la Femme, les carcinomes mammaires canins négatifs pour AR sont associés à des critères histologiques péjoratifs ainsi qu’à des survies globale, spécifique et sans progression loco-régionale significativement plus courtes. L’ensemble des données récentes sur les différents récepteurs hormonaux exprimés par les CMC révèle que le modèle canin semble être un modèle spontané pertinent qui pourrait bénéficier de thérapies ciblées à visée translationnelle.
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Persistence of colorectal cells allows transient and reversible adaptation to irinotecan and enhances cell transformation through EMT

Barbara Jonchère*, Alexandra Vétillard, David Lam, Benjamin Barré and Olivier Coqueret

Activated by chemotherapy, senescence is a suppressive response which prevents tumor growth through the combined activation of the p53-p21 and p16-Rb signaling pathways. However, despite the efficiency of this suppression, cancer cells can emerge to induce clinical relapse. It is not really known how and if tumor cells can escape senescence and if this arrest is truely irreversible. In this study, we analyzed senescence escape in response to irinotecan, one of the first line treatment used in colorectal cancer. Depending on the cell line, this topoisomerase I inhibitor induced cell death through apoptosis or senescence in which case we detected a subpopulation of persistent cells that adapt to chemotherapy and finally resume proliferation. This adaptation was transient and reversible since the final population reconstituted from these persistent cells regained sensitivity to the treatment. Persistence was associated with an induction of the EMT program, the upregulation of the Slug and Zeb1 transcription factors and with the acquisition of dedifferenciation markers such as nanog, KLF4 and CD44. Persistence also induced the emergence of more transformed cells, since malignant clones having escaped senescence were able to grow in low adhesion conditions as a consequence. In light of these observations, it appears that irinotecan can kill the vast majority of the initial cancer cell population but that persistent cells can adapt to this treatment, become more transformed and regenerate a population that regains treatment sensivity. Besides the acquisition of secondary mutations, we propose that persistence plays an important role in the transient adaptation to chemotherapy in colorectal cancer.
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Multimodal analysis of glioblastoma peritumoral brain zone

LEMEE, J.M. 1,2CLAVREUL, A. 2COM, E 3AUBRY, M. 4MENEI, P. 1,2

1 Département de Neurochirurgie, Centre Hospitalier Universitaire d’Angers, LUNAM université, 4 rue Larrey, 49100 Angers, France
2 LUNAM Université, INSERM UMR-1066, Micro- et Nanomédecine Biomimétiques (MINT), 4 rue Larrey, 49100 Angers, France
3  Plateforme de protéomique Biogenouest, IRSET, Inserm U1085, Campus de Beaulieu, 35042 Rennes, France
4  CNRS UMR 6061 Génétique et développement, Université Rennes 1, Rennes, France.

Abstract

Scientific background and objective :
	Glioblastoma (GB) is the most frequent and aggressive primary tumor of the central nervous system. The mechanisms of recurrence remain unclear, the infiltration of the peritumoral brain zone (PBZ) by GB cells may be considered as the explanation of the high rate of local recurrences.
	Theses few studies showed that the peripheral brain zone although macroscopically and radiologically considered as normal brain tissue is in fact distinct at different levels from the tumor zone (TZ) of glioblastoma and the normal brain (NB). A better understanding of the characteristics of the PBZ is critical to understand the mechanisms of GB recurrence.

Material and methods:
	5 patients surgically treated for a GB in the University Hospital of Angers were included in this multimodal analysis. Histologically normal PBZ from the 5 patients were analyzed with the folowing techniques: radiology, flux cytometry, genomic, transcriptomic, proteomic and cellular cultures.

Results:
	Macroscopical and radiological analysis of PBZ, it seems similar to the normal brain and free of tumoral contamination.
	PBZ exhibits pathological characteristics that may be able to help us to understand the mechanisms of recurence of glioblastoma and its pathophysiological role. Genomic analysis found 14q11 gain was found in 40% of PBZ, transcriptomic analysis found a specific expression of KLF4, PRKCG and RAB3B, proteomic analyse found a specific proteomic profile.
	PBZ, despite being different from the different tumor zone, exhibits a distinct profile from TZ and NB samples, that may explain the frequent recurence of GB from the margin of the resection’s cavity.
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Développement d’une matrice extra-cellulaire injectable pour la médecine régénérative par silanisation d’un dérivé cellulosique en liquide ionique. – ANR IoniBioGel

Xavier Guillory1, Nathalie Chopin1,3, Pierre Weiss3, Jean Le Bideau2, Sylvia Colliec-Jouault1.
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Les polysaccharides présentent une très grande diversité de structures chimiques et de propriétés fonctionnelles (rhéologiques, biologiques) qui ont été peu explorées pour leur plus grande majorité. L’utilisation de ces polysaccharides de haut poids moléculaire passe cependant par des étapes indispensables de modifications telles que dépolymérisation et/ou de fonctionnalisation, nécessaires pour adapter leurs propriétés physico-chimiques à une utilisation dans le domaine de la santé.
Le laboratoire s’intéresse à un dérivé cellulosique en particulier, l’hydroxypropyl methylcelullose (HPMC). Ce polymère biocompatible est un bon candidat pour réaliser des hydrogels injectables. Après un greffage chimique de fonctions trialkoxysilanes et transformation en groupements silanolates par la soude, une diminution du pH entraîne la formation d’un réseau tridimensionnel. Ces fonctions chimiques créent des liaisons siloxanes covalentes entre les chaînes d’HPMC par auto-condensation, ce qui permet d’obtenir des Matrices Extra-Cellulaire (EMC) innovantes. En médecine régénérative, ce type de support peut être utilisé pour l’ingénierie tissulaire par association avec des cellules autologues, différenciées ou non, pour créer  des biomatériaux. 
Dans le cadre de ce projet ambitieux, notre laboratoire s'intéresse à un nouveau procédé de silanisation en milieux liquides ioniques. Utilisés comme solvants, ils ont démontré leurs capacités à solubiliser la cellulose et obtenir un milieu réactionnel homogène.[1] Des taux de greffage dix fois supérieurs ont pu être obtenus par rapport à la précédente synthèse en milieu hétérogène.[2]



Synthèse de la Matrice Extra-Cellulaire à base d’HPMC en liquide ionique.


 [1] A. Pinkert, K. N. Marsh, S. Pang, M. P. Staiger. 2009. Ionic Liquids and their interactions with Cellulose. Chem. Rev., 109, pp. 6712-6728.
 [2] X. Bourges, P. Weiss, A. Coudreuse, G. Daculsi, G. Legeay. 2002. General properties of silated hydroxyethyl cellulose for potential biomedical applications. Biopolymers, 63, pp. 232-238.
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Radioimmunothérapie (RIT) alpha : évaluation de la toxicité et application au ciblage vasculaire 
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	La radiothérapie α vectorisée utilise des particules α de haute énergie cinétique, caractérisées par un transfert d’énergie linéique élevé, un parcours court et une forte cytotoxicité. Le 213Bi (demi-vie 46 min) constitue un candidat attractif pour un ciblage vasculaire par radioimmunothérapie. Les avantages d’un ciblage vasculaire sont multiples. Pour détruire préférentiellement les vaisseaux de la néoangiogénèse tumorale, le choix de la cible est important. Au sein des tumeurs, la surexpression endothéliale du CD105 est corrélée à un pronostic péjoratif.  Notre étude vise donc à évaluer la pertinence du ciblage du CD105 en RIT α. Notre stratégie scientifique repose sur plusieurs étapes :
	- évaluer la toxicité du 213Bi grâce à l’étude de la biodistribution de la BSA couplée au 213Bi (213Bi-BSA) et son injection intraveineuse à des souris à activité croissante. De nombreux paramètres in vivo sont analysés : poids corporel, survie, paramètres biochimiques et hématologiques. Des examens histologiques sur différents organes sont également réalisés.
	- déterminer la pertinence du CD105 dans le ciblage de la vascularisation tumorale
La biodistribution de l’anticorps anti-CD105 (MJ7/18) est exécutée afin de déterminer les organes cibles. Puis, la distribution du CD105 est étudiée, par immunohistochimie, sur tissus sains et tumoraux de souris. Finalement, des souris xénogreffées avec une lignée humaine de cancer du sein reçoivent une injection d’activité croissante de MJ7/18 et la croissance tumorale a été évaluée.
	La 213Bi-BSA est à l’origine d’une hépatotoxicité et d’une néphrotoxicité à fortes activités (>3.7 MBq). Cependant, une activité injectée de 3.7 MBq est concevable et n’entraine pas d’effets secondaires majeurs.
	Le MJ7/18 s’accumule principalement dans le foie, le poumon, le cœur, la rate et les reins. L’étude immunohistochimique montre une expression du CD105 par les capillaires du foie et du rein et une absence d’expression par les autres structures vasculaires saines. Les capillaires intratumoraux montrent une très forte expression du CD105.
	Le suivi du volume tumoral chez les souris xénogreffées et traitées par un anticorps non spécifique couplé au 213Bi met en évidence, à 11,1 MBq, une régression tumorale du fait d’une probable toxicité vasculaire non spécifique des rayonnements α. Chez les souris traitées par MJ7/18-213Bi, des effets comparables sont observables à une activité injectée trois fois plus faible (3.7 MBq) et non toxique.
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Introduction: The metastases are the most common reason of cancer death in
patients with solid tumors, mainly because of the ineffectiveness of current therapies
once tumor cells begin to spread (1). The regional lymph nodes, once invaded by
tumor cells, could act as reservoirs where cancer cells take root and seed into other
parts of the body (2). The lymphatic system is not easily accessible by conventional
intravenous infusion of chemotherapeutics, thus limiting the amount of drug that
reaches the lymph nodes. Over the past decades, efforts have been made to improve
drug delivery technologies that target anticancer drugs specifically to tumor cells.
Nanostructures have the potential to associate a variety of anticancer drugs and deliver
them to the lymph nodes (3). To test the ability of the nano-oncologicals to penetrate
into tumor-infiltrated lymph nodes, we developed a 3D cell co-culture model coupled to
a dynamic perfusion system that intends to reproduce the physiological environment
and the complexity of the lymph nodes (4).
Objectives: Our aim is to explore the interaction of PEG-PGA nanocapsules with the
3D co-culture model that simulates the metastatic situation. This approach will provide
us with relevant information regarding the way in which nano-oncologicals might
behave after reaching affected lymph nodes.
Methods: Different lung tumor cell lines and lymphocytes were seeded within a
porous, polystyrene scaffold, non cytotoxic and transparent. 3D cell co-cultures were
then obtained and characterized. DiD loaded PEG-PGA nanocapsules were perfused
using an automatic syringe pump. The internalization of the nanocapsules within the
cells was evaluated by Confocal Laser Scanning Microscopy and Flow Cytometry
Analysis.
Results and conclusions: PEG-PGA nanocapsules seemed to accumulate
preferentially in the tumor cells rather than in lymphocytes, as observed by Confocal
Laser Scanning Microscopy. Subsequent analysis by Flow Cytometry confirmed that
22% of the tumor cells were positive for DiD fluorescence compared to less than 0,1%
in lymphocytes. Therefore, we proved the capacity of these nanostructures to
specifically interact with the tumor cells, rather than with lymphocytes, in a 3D coculture
model mimicking an affected lymph node.
References:
1. G. P. Gupta, J. Massague, Cancer metastasis: building a framework. Cell 127, 679
(Nov 17, 2006).
2. K. Pantel, R. H. Brakenhoff, Dissecting the metastatic cascade. Nat Rev Cancer 4, 448
(Jun, 2004).
3. Y. Xie, T. R. Bagby, M. S. Cohen, M. L. Forrest, Drug delivery to the lymphatic system:
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A New strategies to improve antihelmintic treatment: Lipid nanocapsules as vehicle for Ivermectin
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Introduction: Lipid nanocapsules (LNC) are widely investigated as modiﬁed release and targeting systems for drugs. They improve its bioavailability by prolonging circulation time and modifying tissue distribution. Ivermectin (IVM) is a broad-spectrum antihelmintic with an erratic bioavailability due to the pharmaceutical dosage form1. Purpose: LNC development containing IVM: Pharmacokinetic and tissue distribution evaluation. 
Materials/Methods: IVM was provided by Parafarm (Argentine), Labrafac® CC was a gift from Gattefossé (France). Lipoid®S75-3 and Solutol®HS15 were gifts from Lipoid®GmbH and BASF®AG respectively (Germany). All reagents were Sigma®. LNC were manufactured following the phase inversion method2. Pharmacokinetic studies: Wistar rats were treated by subcutaneous injection (SC) with a commercially IVM formulation (CF) Ivomec® (0.2 mg/kg) (Group A). Group B and C were treated with LNC-IVM at the same dose by SC and oral route (PO), respectively. Blood, small intestine and caecum (contents and wall), lung and liver samples were taken at different times. IVM was extracted and analysed by HPLC3.
Results: Mean diameter and polydispersity index were 53.16±0.43 nm and 0.039±0.009 respectively.  Z-potential which stands for long-term stability was negative and constant (-17.85±6.29). Encapsulation rate was 99.84±7.95 % over 60 days. The systemic disposition of IVM-LNC was higher (p <0.05) (1367 ng h/mL) compared to FC treatment (1193 ng.h/ml) and LNC-PO (430 ng h/ml). Changes in the tissue distribution pattern, particularly in intestine wall (p <0.05) after NLC-PO treatment were observed.
Conclusions: Suitable LNCs with high IVM entrapment rate were obtained. This novel formulation appears as an interesting alternative in order to optimize the antiparasitic control and delay of resistance appearance.
Acknowledgements: CONICET-FONCyT-SECyT.
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Développement de nano-objets multimodaux pour une radiothérapie ciblée dans le glioblastome
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Le glioblastome multiforme (GBM) est la forme la plus commune et la plus dangereuse de cancer cérébral chez l’adulte. L’efficacité des traitements actuels est largement limitée par des mécanismes de radiorésistance liés aux propriétés intrinsèques des cellules tumorales et au micro-environnement dans lequel elles se développent (hypoxie). Dans ce travail, nous avons fait le choix de cibler un épitope associé à la radiorésistance des cellules cancéreuses de type souche dans le GBM, le CXCR4, et nous avons développé des immuno-nanocapsules lipidiques (NCL) chargées avec un radionucléide. 
Nous nous sommes d’abord intéressés au ciblage de cette protéine dans des modèles de GBM humain (lignées A172, U87MG surexprimant le CXCR4 et primo-culture d’origine humaine). Ainsi, nous avons montré par cytométrie en flux que l’expression du CXCR4 est corrélée à la dose d’irradiation avec 10% de cellules CXCR4 positives sans irradiation contre 41% après un traitement de 32Gy. Nous avons ensuite développé et caractérisé des NCLs de 50nm fonctionnalisées au moyen d’un anticorps monoclonal (mAb) bloquant dirigé contre le CXCR4 (ou une immunoglobuline contrôle). Ces NCLs, fonctionnalisées ou non, seront chargées en 188Re (émetteur bêta) ou en 211At (émetteur alpha) afin d’évaluer leurs caractéristiques et leur capacité à conduire efficacement le radioélément vers son site d’action in vivo. Le travail sur l’125-iode (émetteur bêta et halogène), qui aidera au développement de l’encapsulation de l’211At (halogène), a permis de montrer que l’encapsulation de la molécule de succinimidyl-iodobenzoate (SIB) ou d’une molécule plus lipophile, le SIB-octadécylamine est stable dans le temps et dans différents milieux. In vivo, l’efficacité de ces différents objets est en cours d’évaluation dans des modèles de GBM humain chez la souris SCID immunodéprimée après implantation orthotopique de cellules et traitement locorégionale par ces nanovecteurs radiomarqués.
Notre travail combine l’intérêt du ciblage d’un épitope associé aux cellules cancéreuses de type souche et l’inhibition d’une voie de signalisation induite par le CXCR4 et impliquée dans la radiorésistance. Il permettra aussi de comparer l’intérêt d’une radiothérapie vectorisée β versus α dans le glioblastome.
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Insulin resistance, impaired adipogenesis and inflammatory response in epicardial fat cells. From cells to patients with coronary artery disease risk.
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Insulin resistance, impaired adipogenesis and inflammatory response in epicardial fat cells. From cells to patients with coronary artery disease risk factors
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ABSTRACT
Objetive: Epicardial fat thickness (EAT), an inflammatory source on coronary artery disease (CAD), is correlated with insulin resistance. One of the trigger factors is the impaired adipogenesis. Our aim was to clarify these mechanisms underlying insulin effects on EAT-mesenchymal cells from patients with cardiovascular disease.
Subjects and Methods: EAT and subcutaneous fat (SAT) from 18 patients, underwent heart surgery, were used for primary culture model of dedifferentiated adipocytes (DA) and/or mesenchymal cells (MC). After adipogenesis induction, adipokines expression was analyzed by real time-PCR. Colorimetric assays were performed for glucose and proliferation analysis. Proteomic approach and western blot were done for analyzing proteins modifications after chronic insulin treatment. 
Results: Our results have shown lower adipogenic ability in EAT-MC than SAT-MC. The adiponectin expression appeared after adipogenesis induction for 14 or 21 days in EAT-MC from female, diabetic, obese or non CAD patients and after 28 days from male, non-diabetic, non-obese or CAD patients. After adipogenesis, there was a tendency to increase IL-6 expression in EAT-MC coming from female, diabetic, obese or non-CAD patients. Excluding for EAT-MC from CAD patients, high adipogenesis was associated with high inflammatory response ability in EAT-MC. However, the low adipogenic ability of EAT-MC might be related to insulin resistance because chronic insulin exposure improved the glucose consumption and increased the posttranslational modifications of the glycolytic enzyme, PGAM1.
Conclusion: This is the first work describing an impaired adipogenesis and inflammation response in EAT-MC, with higher insulin resistance than SAT-MC, from cardiovascular patients. These mechanisms might shed light on the association between epicardial adipose tissue dysfunction and CAD.
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Analysis of Heart Rhythm Disorders using iPSC 
M. JOUNIa,b*, N. GABORITb, K. ZIBARAa, P. LEMARCHANDb 

a. Doctoral School of Sciences and Technology (DSST-PRASE), Lebanese university (UL), Lebanon.
b. Institut du Thorax, INSERM UMR 1087-CNRS UMR 6291, University of Nantes, France.

Background: Hereditary arrhythmic diseases are associated with genetic abnormalities that affect the regulation of myocardial ionic channels, receptors, transporters, cell membranous proteins etc. Various arrhythmic diseases such as congenital long or short QT syndrome and Brugada syndrome are categorized as hereditary arrhythmic diseases. Brugada Syndrome (BrS) occurs in patients with apparently healthy heart and belongs to the group of channelo-pathies. Indeed, sodium channel mutations, particularly in SCN5A gene, are involved in 21% of cases. In addition, our team recently identified in a BrS patient a mutation in CLASP2 gene, which participates to the membrane localization of SCN5A. LQT-2 is characterized by prolonged QT interval in the electrocardiogram. Mutations in the KCNH2 gene encoding hERG potassium channel result in the reduction of the corresponding IKr current and thus increased action potential duration. Limitations of animal models and difficulties associated with the use of human myocardial biopsies require the development of reliable and specific models for the study of these two diseases. The use of human induced pluripotent stem cells (hiPSC) from patients with existing genetic mutations and their ability to be reprogrammed into functional cardiomyocytes (CM) have opened a new page in the study of inherited cardiac diseases. HiPSC are generally generated from adult human fibroblasts but recent studies show a new potential origin, the urine cells. We hypothesized that cardiomyocytes derived from induced pluripotent stem cells (iPS-CM) provide an adequate tool to understand the pathophysiology of BrS and allow us to model LQT-2 affected patients using urine-derived hiPSC.

Materials and Methods: Three BrS patients, and control samples are used in this study for which we have skin fibroblasts. Regarding LQT-2, urine derived cells were obtained from a family suffering from LQT-2, both the father and the son carry a mutation in KCNH2 gene whereas the mother is a control. All these samples were transfected with four transcription factors (Sox2, Oct4, Klf4 and c-myc) in order to generate disease specific hiPSC. The latter is then differentiated into adult cardiomyocytes in order to investigate their transcript profile. We then evaluate the functional consequences of the mutations for each of these patient samples. 

Results: We have already generated and validated hiPSC from fibroblasts obtained from a BrS patient without any identified mutation. Reprogramming of fibroblasts into hiPS cells from a patient with CLASP2 mutation and a patient with SCN5A mutation is in progress. HiPSC were also generated for LQT-2 patients as well as the corresponding control. For all validated clones, we have started cardiomyocyte differentiation. Regarding BrS, our data suggest a role for a transcription factor IRX5 in the pathophysiology of our BrS patient. IRX5 is known to inhibit the expression of Potassium voltage-gated, KCND, channels, in mouse. Interestingly gain of function in KCND3 channels have previously been reported in 2 BrS patients. Concordantly, we found a down regulation of IRX5 in our BrS cardiomyocytes together with an increase in KCND3 expression. Regarding LQT-2, our data shows that KCNH2 is expressed in the LQT-2 cardiomyocytes at transcriptional level as well as protein level. Further analysis using multi electrode array shows that the expressed KCNH2 channels are able to generate potassium current.

Conclusions: This project will help us to identify the patho-physiological mechanism involved in BrS and LQT-2. Moreover, iPSC-CM clones, recapitulating the phenotype of each patient, will allow long-term in vitro evaluation of the response to anti-arrhythmic drugs.

Key words: Brugada Syndrome; LQT-2; hiPSC; Cardiomyocytes; SCN5A; CALSP2; KCNH2; Reprogramming; Differentiation.
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Absence des effets cardiovasculaires du salidroside chez le modèle du rat GK diabétique
Les maladies cardio-vasculaires sont aujourd'hui la première cause de mortalité dans les pays développés (Miniño et al. 2011). En fait, l’inactivité physique, l’exposition à la microgravité, tout comme le diabète sont reconnus maintenant comme facteurs de risques vasculaires majeurs.
Le rat GK est un modèle qui possède un diabète léger spontané non-obèse de type II et une hyperglycémie à jeun modérée et stable. Le salidroside ou p-hydroxyphénéthyl-b-D-glucose est le principal composant actif de Rhodiola rosea, il aurait des effets pharmacologiques diverses (Yu et al. 2008), en plus des effets cardio-vasculaires démontrés in vitro (Yan et al.2008, Tan et al. 2009, Zhang 2009) et In vivo (Ran et al. 2008, Yan et al. 2008).
Les hypothèses que nous avons testées :
1-Le salidroside a des effets protecteurs sur les troubles cardio-vasculaires 
2-Le salidroside peut améliorer la fonction endothéliale
3-Le salidroside peut améliorer les paramètres biologiques dans le modèle diabétique GK.

Méthodes :
Dans ce protocole on a utilisés des rats contrôles WKy comparés à des rats GK diabétiques, chaque groupe est divisé en 2 sous-groupes : le premier gavé avec de l’eau et le deuxième avec du salidroside.
Tests fonctionnels :
1-	L’étude des vaisseaux isolés, par myographie: Cette méthode permet d’étudier les voies de la vasoconstriction et de la vasodilatation sur les artères de gros calibre et sur les vaisseaux résistifs. Les vaisseaux sont prélevés après sacrifice de l’animal avec du CO2, puis montés sur le myographe. Les vaisseaux seront prétendus à une pré-tension équivalente à sa valeur normale dans l’organisme de rat. Puis le KCl est ajouté pour s’assurer de la viabilité des vaisseaux, pour l’étude des fonctions endothéliales l’Ach est ajouté (Ach assure une vasodilatation endothélium dépendante), pour l’étude des fonctions musculaires lisses la phényléphrine et le nitroprussiate sont ajoutés (phe assure une constriction, le SNP assure la dilatation endothélium indépendante). 

2-	L’étude des paramètres cardiovasculaires, par télémétrie: un capteur télémétrique est implanté pour enregistrer la fréquence cardiaque, la pression artérielle, la température et l’activité de déplacement de l’animal. Le cathéter est introduit dans l’aorte abdominale et le corps du capteur est inséré dans l’abdom
Résultats :
Les résultats dégagés à la suite de la comparaison entre les rats GK et WKy :








Figure 1:
	
	GK eau 
	n 
	GK sal 
	n 
	Age, sem 

	PAM jour, mmHg
	116±2
	6 
	117±2
	5 
	21 

	PAM nuit, mmHg
	123±2
	6 
	123±3
	5 
	21 

	FC jour, bpm
	280±4
	6 
	292±7
	5 
	21 

	FC nuit, bpm
	325±7
	6 
	342±15
	5 
	21 

	
	
	
	
	
	

	Activité jour, min-1 
	1.2±0.2
	6 
	1.3±0.3
	5 
	21 

	Activité nuit, min-1 
	3.0±0.1
	6 
	3.6±0.4
	5 
	21 


Tableau présentant les paramètres enregistrés par télémétrie, montrant que les  le salidroside n’a pas d’effet sur la pression artérielle, la fréquence cardiaque et l’activité physique.



Figure 2 : Fonctions vasculaires:
 









	Le salidroside n’a pas d’effets sur la vasodilatation endothélium dépendant (étudiée par la courbe dose-réponse à l’Ach), ni sur la vasoconstriction (étudiée par la courbe dose-réponse à la Phe).



Nouveau protocole :
Nous travaillons maintenant sur un nouveau protocole, dont le but est de déterminer le rôle combiné des récepteurs AT2R et des oestrogènes dans l’atteinte des fonctions cardiovasculaires dans un modèle de souris diabétiques. Les modèles utilisés sont des souris diabétiques par un régime alimentaire hight fat, et des souris ovariéctomisées, ayant subit un knock out du gène codant au récepteur AT2R. Donc, nous avons passé du rat diabétique à la souris diabétique pour l’étude de la réactivité vasculaire chez ces souris et les comparer avec ceux du modèle de microgravité. Dans ce protocole, nous étudierons la réaction vasculaire des aortes thoraciques et les artères mésentériques en utilisant la myographie,  la réaction vasculaire rénale en utilisant le rein isolé et perfusé, en plus des études histologiques et biochimiques du rein, du cœur, et des aortes thoraciques dans les différents groupes de ce modèle. 
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Évaluation des limitations a la marche en milieu naturel par technique GPS chez des patients artériopathes claudicants : une étude prospective multicentrique sur la faisabilité technique
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Contexte. L'utilisation du GPS (Global Positioning System) a été proposée pour évaluer la Distance Maximale de Marche (DMMGPS) chez les patients atteints d'Artériopathie Oblitérante des Membres Inférieurs (AOMI). Cependant, la faisabilité technique de cette mesure en multicentrique n’a pas été évaluée.
Méthode et Résultats. Une étude multicentrique a été menée auprès de patients présentant une AOMI et qui rapportaient les symptômes classiques de claudication intermittente. Les patients, équipés d'un dispositif GPS, avaient pour consigne de réaliser une marche en extérieur d'une heure et de ne s'arrêter que pour des raisons liées à la douleur au niveau des membres inférieurs. Les patients ayant un premier enregistrement GPS non satisfaisant (essai n°1) pouvaient effectuer un deuxième essai (essai n°2). En utilisant les enregistrements satisfaisants des essais n°1 et n°2, plusieurs paramètres GPS ont été analysés afin de fournir des informations techniques sur les limitations de marche de ces patients.
Pour cette étude, 251 patients ont été inclus, mais seulement 218 ont effectué une marche à l'extérieur. Suite aux deux essais, 93% des enregistrements GPS étaient considérés comme techniquement satisfaisants. La médiane [25ème; 75ème centile] de la DMMGPS était de 678m [381m; 1333m] alors que la médiane de la distance de marche maximale déclarée par les patients était de 250m [150m, 400m] (P <0,001). Pour la plupart des patients, la vitesse de marche variait de 2,5km.h-1 à 4,5km.h-1 et restait constante tout au long de la marche. Enfin, sur l'ensemble des patients, la durée moyenne d'arrêt entre deux périodes de marche était inférieure à 10 minutes.
Conclusions. Cette étude multicentrique montre que le GPS est un outil applicable pour l’évaluation de la marche en extérieur de patients artériopathes. Le GPS peut donc faciliter l'évaluation objective des limitations à la marche et permet ainsi l'étude de nouveaux paramètres  de la marche (e.g., vitesse spontanée, temps d'arrêt entre deux périodes de marche, DMMGPS) chez les patients présentant une AOMI et souffrant de claudication.
Keywords: Artériopathie Oblitérante des Membres Inférieurs, Claudication, Diagnostic, Exercice, Test.
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Existence d’une nouvelle chaîne réceptrice pour l’interleukine-34 : remise en perspective des stratégies thérapeutiques ciblant le c-Fms

*SEGALINY Aude1, 2, BRION Regis1, 2, MAILLASSON Mike3, MORTIER Erwan3, JACQUES Yannick3 et HEYMANN Dominique1, 2 
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Le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) est impliqué dans l’initiation, la croissance et la dissémination tumorale. Surexprimé dans de nombreux cancers (sein, ovaire, intestin), il se révèle être facteur de mauvais pronostic. En 2008, une nouvelle cytokine, l’interleukine-34 (IL-34), a été identifiée comme facteur de survie monocytaire et de différenciation macrophagique et ostéoclastique, pouvant ainsi se substituer au M-CSF. Son implication en pathologie a également été décrite dans le cas des tumeurs à cellules géantes ou de la polyarthrite rhumatoïde. Ces cytokines « jumelles » se fixent sous forme homodimérique sur un récepteur commun, le c-Fms (ou MCSF-R), entraînant son autophosphorylation et l’activation des voies de signalisation intracellulaires sous-jacentes. Plusieurs programmes thérapeutiques développant des inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase du c-Fms sont actuellement en phase clinique.
	L’étude des phosphorylations du c-Fms dans des cellules surexprimant ce récepteur a révélé des profils de phosphorylation différents selon le ligand utilisé (M-CSF ou IL-34) et suggère l’existence d’une autre chaîne capable de fixer l’IL-34. Une approche par SPRi (Biacore) et des expériences de scatchard ont permis de confirmer la fixation de l’IL-34 sur des cellules n’exprimant pas le c-Fms. L’absence d’activation des voies de signalisation classiques comme la voie Ras/MAPK ou la voie PI3K/Akt nous a conduit à rechercher un glycosaminoglycane. 
	Nos travaux ont ainsi permis de mettre en évidence la fixation de l’IL-34 par l’intermédiaire d’une chaîne de chondroïtine sulfate dans différents types cellulaires n’exprimant aucun récepteur décrit pour l’IL-34. Les stratégies thérapeutiques ciblant le récepteur c-Fms dans des pathologies impliquant l’IL-34 devront donc être repensées, en prenant en compte l’existence de nouvelles entités réceptrices pour l’IL-34.
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Prédiction des parcours de soins compliqués (i.e., forte consommation de ressources, longue durée d'hospitalisation, institutionnalisation et décès) des personnes âgées : Quels models pour quels risque à propos de la prédiction des chutes ?

A. Kabeshova, V A Gromov, C. Launay, C Annweiller, O. Beauchet, 
1 : Pôle de Neurosciences, Service de Gérontologie Clinique, CHU Angers
2 : Faculté de Mathématiques Appliquées, Université Nationale de Dniepropetrvsk, Ukraine 
Présentation Préférée: Présentation orale
Introduction: 
Le groupe des personnes âgées est un groupe d’un point de vue épidémiologique ayant des attributs spécifiques qui sont une accumulation de pathologies chroniques évoluées, une perte de l’indépendance et de l’autonomie en grande partie secondaire aux altérations des fonctions cognitives (démences) et motrices (troubles de l'équilibre et chute), et une modification des liens sociaux et familiaux. Ces attributs sont à l’origine d'une vulnérabilité de l'état de santé qui expose les personnes âgées à des parcours de soins dit compliqués car débouchant sur une surconsommation des prestations médicales et/ou sociales. Parmi les marqueurs des parcours de soins compliqués, on retient une forte consommation de ressources médicales et/ou sociales, les longues durées d'hospitalisation, l'institutionnalisation et le décès. 
La survenue de la chute chez une personne est un événement majeur qui marque une rupture dans le parcours de soins des personnes âgées. En effet, la chute, et ce d'autant qu'elle se répète, est à l'origine d'hospitalisation de surconsommation de ressources (e.g., consultation médicale, utilisation de service à la personne etc…). Prédire sa survenue est donc identifier les personnes le plus à risque de chute un enjeu de santé public de premier ordre car il a été montrer que quelque soit l'intervention proposée, il est possible d'éviter ou limiter la survenue de la chute. 
Objectifs: L'objectif général de la thèse est d'établir et de comparer différents models de prédiction de chutes des personnes âgées.
Méthodes: Pour cette étude nous avons construit la base des données à partir de deux cohorte: une base rétrospective de 1760 patients et 1765 patients de la base prospective. Ensuite nous avons comparé neuf méthodes d'analyse statistiques (i.e.; régression logistique, analyse discriminante, algorithme des K-proche voisins, algorithme CHAID d'arbre de décision, Random Forest, Boosted Trees, Naive Bayes Net et deux ANN (Multilayer Perceptron et Radial Basis Function). 
Résultats actuels: La comparaison des caractéristiques cliniques des sujets selon la présence de chutes récurrentes basée sur le test du Chi-deux (seuil de signification fixé à 0,05) a permis de choisir les variables pour les modèles comparés. Pour la chute unique, le "Multilayer Perceptron Artificial Neural Network (ANN)" avait la  indiqué la plus haute précision. Les models "Boosted Trees" ont montrés, par contre, la meilleure spécificité; et les models ANN avait la meilleure sensibilité. Concernnant la chute récurrente, les modèles ANN avaient toujours la meilleure sensibilité et  précision, alors que la meilleure spécificité était retrouvée avec le modèle "Boosted Trees". 

Mots-clés : personnes âgées, chute, réseaux neuronales, régression logistique, arbres de déc
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Building of biomimetic structures in order to reproduce the outer membrane of bull and to analyze the contact with protective agents used in bull semen extenders.

69 -DOUE MICKAEL 3ème année LABERCA
Application of Atmospheric Solids Analysis Probe (ASAP) ionisation mass spectrometry in the screening of anabolic steroid misuse in food producing animals
























Melle RETTMAN PAULINE 2ème année  EA 4271

Impact of cord blood inhibitory KIR+ NK cell alloreactivity on double umbilical cord blood engraftment

[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]Pauline Rettman1, Catherine Willem1, Christelle Volteau2, Nolwenn Legrand1, Patrice Chevallier1,3, Laurence Lodé4, Julie Esbelin5, Anne Cesbron-Gautier6, Marc Bonneville7, Philippe Moreau3, David Senitzer8, Christelle Retière1 and Katia Gagne1,6,9 
1Etablissement Français du Sang, Université de Nantes, Immunovirologie et Polymorphisme Génétique, EA4271, Nantes, France; 2Plateforme de Biométrie, CHU Nantes, France; 3Service d’Hématologie Clinique, CHU Nantes, France; 4Laboratoire d’Hématologie Biologique, CHU Nantes, France; 5Hôpital Mère-Enfant, CHU Nantes, France; 6Laboratoire d’Histocompatibilité, EFS Nantes, France; 7Inserm UMR 892, Nantes, France; 8Division of Hematology and Bone Marrow Transplantation, City of Hope, National Medical Center, Duarte, CA, USA ; 9LabEx Transplantex, Université de Strasbourg, France.
Double umbilical cord blood transplantation (dUCBT) is an alternative for adult recipients when fully HLA-matched donors are unavailable but is associated with delayed engraftment. In general, when full chimerism is obtained after dUCBT, it is usually derived from only one of the two UCB units infused. However, the dose of total nucleated cells/CD34+ cells contained in the UCB units or the level of HLA-A, -B (low resolution) and -DRB1 (high resolution) matching do not allow systematically to predict which one of the two UCB units will engraft. As UCB units and patient may be mismatched for HLA-A, -B, -C loci, potentially representing KIR ligand disparities, dUCBT can lead T-cell and/or NK-cell alloreactivity which might in turn impact on engraftment. We therefore investigated potential T cell and KIR+ NK cell alloreactivity on one UCB unit engraftment in the setting of dUCBT in 59 patients by analyzing HLA class I mismatches, KIR ligand, KIR and KIR/KIR ligand genetic combinations between UCB units and patient in the Graft-versus-Host (GvH) direction and between the two UCB units in the Graft-versus-Graft (GvG) direction. Engraftment incidence was 86% in our series and was exclusively derived from one UCB unit in 51 dUCBT. There was no significant correlation between dUCBT engraftment and number of HLA-A, -B, -C allelic mismatches in both GvH and GvG directions suggesting no involvement of T cell alloreactivity on dUCBT engraftment in our cohort. Although both inhibitory and activating KIR gene frequencies were similar in engrafted versus non-engrafted UCB units, one inhibitory KIR ligand frequency was increased in non-engrafted UCB compared to engrafted UCB units. Moreover, one inhibitory KIR+ non-engrafted UCB/KIR ligand- engrafted UCB genetic combination frequency was increased suggesting a potential inhibitory KIR+ NK cell alloreactivity of non-engrafted UCB units against the engrafted UCB units lacking the corresponding KIR ligand. We subsequently confirmed the expression of this inhibitory KIR on cord blood NK cells and the functionality of inhibitory KIR+ cord blood NK cells against target cells although the potential of degranulation remains lower compared to adult NK cells. In conclusion, our data suggest an impact of cord blood inhibitory KIR+ NK cell reactivity on dUCBT engraftment. Therefore, it may prove advantageous to include KIR gene content in the selection of UCB unit selection. 













Melle PEIGNE   CASSIE MARIE 2ème année  UMR 892

Détection de protéines partenaires de la molécule BTN3 et de leur implication dans l'activation antigénique des LTg9d2 humains

Human peripheral Vγ9Vδ2 T cells are activated by phosphorylated metabolites (phosphoagonists [PAg]) of the mammalian mevalonate or the microbial desoxyxylulose-phosphate pathways accumulated by infected or metabolically distressed cells. The underlying mechanisms are unknown. We show that treatment of nonsusceptible target cells with antibody 20.1 against CD277, a member of the extended B7 superfamily related to butyrophilin, mimics PAg-induced Vγ9Vδ2 T-cell activation and that the Vγ9Vδ2 T-cell receptor is implicated in this effect. Vγ9Vδ2 T-cell activation can be abrogated by exposing susceptible cells (tumor and mycobacteria-infected cells, or aminobisphosphonate-treated cells with up-regulated PAg levels) to antibody 103.2 against CD277. CD277 knockdown and domain-shuffling approaches confirm the key implication of the CD277 isoform BTN3A1 and it’s intracellular domain B30.2 in PAg sensing by Vγ9Vδ2 T cells. Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) experiments support a causal link between intracellular PAg accumulation, decreased BTN3A1 membrane mobility, and ensuing Vγ9Vδ2 T-cell activation. By molecular biology (double hydrid) we selected proteins which were susceptible to interacts with the intracellular part of BTN3A1. After confirming this interaction by CoImmunoprecipitation and western blot, we are now trying to understand the role of this proteins in the BTN3A1 Pag sensing pathway  by gene extinction and functional assays. This study will bring new insights for a better understanding of human γδ T-cell antigenic activation and paves the way for new strategies to improve the efficiency of immunotherapies using Vγ9Vδ2 T cells.































M. PACAUD ROMAIN 2ème année    UMR 892

Demethylation-associated proteins interact with transcription factors to promote targeted DNA demethylation

Romain PACAUD1-2 *, Mathilde CHERAY1-2, Arulraj NADARADJANE1-2, François M. VALLETTE1-2-3, Pierre-François CARTRON1-2 
1 Centre de Recherche en Cancérologie Nantes-Angers, INSERM, U892, Team Apoptosis and tumor progression, 8 quai Moncousu, BP7021, 44007 Nantes, France
2 Université de Nantes, Faculté de Médecine, Département de Recherche en Cancérologie, IFR26, F-4400, Nantes, France
3 LaBCT, Institut de Cancérologie de l'Ouest, Boulevard J Monod, 44805 Nantes, Saint Herblain Cedex, Nantes
The description of direct interaction between DNMT and transcription factors (TFs) provides a rational molecular explanation to the mechanisms of targeted DNA (hyper)methylation, and to the mechanisms by which transcription factors repress genes expression (Hervouet & al. 2009, Epigenetics; Hervouet & al., 2010., Genes & Cancer; Pacaud & al. submitted).
On contrary, the molecular mechanisms involved in the site-specific DNA demethylation are not fully elucidated.
By focusing on TRAF1 promoter, MeDIP, hMeDIP and TAB-seq experiments indicated that TRAF1 is subject to a dynamic methylation/demethylation process. Indeed, our data revealed that the methylation of TRAF1 promoter is mediated by a DNMT3B/p65-NFkB/DNMT3L complex (Pacaud & al., Submitted), while the demethylation of this promoter is mediated by multiprotein complexes including the TET3, AID or SMUG1 proteins. 
ReChIP and co-immunoprecipitation experiments suggested that TET3, AID and SMUG1 were recruited on TRAF1 promoter by composing complex with Sp4, cETS1 and RXRa, respectively. The fact that siRNA directed against these TFs decreasing the recruitment of TET3, AID and SMUG1 on TRAF1 promoters, reinforces the idea that TFs could play the role of anchor for the recruitment of TET3, AID and SMUG1 on TRAF1 promoters (data not shown).
TF array experiments indicated that TET3, AID and SMUG1 (i.e. three demethylation-associated proteins - DAP) could interact with certain TFs: 23/42 for TET3, 6/42 for AID and 5/42 for SMUG1. P-LISA and co-immunoprecipitation experiments have confirmed these results (data not shown).
As illustrated for TET3, we finally noted that certain TFs interacting with DAP have also the ability to interact with DNMTs. Consequently, it seems that the DNMT/TF complexes and DAP/TF complexes could form a system able to regulate the methylation status of the specific CpG dinucleotide (a system comparable to the regulation of the phosphorylation level of proteins by the kinase/phosphatase system). 

















Melle BUREL SOPHIE 2ème année   UMR 6291

Proteomic and Functional Analyses of Cardiac Nav1.5 Channel Phosphorylation

Sophie Burel1, Fabien Coyan1, Cheryl F Lichti2, Pierre Lindenbaum1, Flavien Charpentier1, Jeanne M Nerbonne4, R Reid Townsend2,3, Jean Mérot1 and Céline Marionneau1. 1L’Institut du Thorax, INSERM UMR1087, CNRS UMR6291, Nantes, France, and Departments of 2Internal Medicine, 3Cell Biology and Physiology and 4Developmental Biology, Washington University Medical School, Saint Louis, MO, USA.
Cardiac voltage-gated Na+ (Nav) channels are key determinants of action potential waveforms, refractoriness and propagation, and direct phosphorylation of Nav1.5 pore-forming (α) subunits has been suggested to modulate various aspects of Nav channel physiology and pathophysiology. Although previous studies have suggested roles for specific kinases and amino-acid residues in mediating these regulations, the native phosphorylation sites on the Nav1.5 protein have not been identified, and the impact of phosphorylation on the expression and the functioning of native cardiac Nav1.5 channels is unknown. The recent development and exploitation of a mass spectrometry (MS)-based proteomic approach in the laboratory allowed the identification of native Nav1.5 phosphorylation sites. Using anti-NavPAN specific antibodies (directed against all Nav α subunits), Nav channel complexes were immunoprecipitated from adult mouse cardiac ventricles, and phosphoproteomic analyses of purified cardiac Nav1.5 protein identified 14 serine/threonine phosphorylation sites, 10 of which are novel. To explore the role(s) of phosphorylation at each of these identified sites in regulating the expression and/or the functioning of Nav1.5 channels, a site-directed mutagenesis approach was developed in Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) cells. Initial biochemical experiments demonstrated that at least 2 phosphomutants, the Nav1.5-S42E and -S483E show increased cell surface expression as compared with wild-type channels, suggesting critical roles for these 2 serine phosphorylation sites at positions 42 and 483 in modulating cell surface expression of Nav1.5 channels. Taken together, the results (1) provide the first in situ phosphorylation map of cardiac Nav1.5 channels, (2) demonstrate that native cardiac Nav1.5 channels are highly phosphorylated, and (3) identify 2 serine phosphorylation sites as critical determinants of Nav1.5 channel cell surface expression in HEK293 cells.
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Nanoporous surface of titanium enhances implant osseointegration

Laëtitia Salou*1,2,3, Alain Hoornaert4, Guy Louarn3, Pierre Layrolle2
1Biomedical Tissues, Nantes, France
2Inserm U957, Lab. Pathophysiology of bone resorption, University of Nantes, France
3CNRS –Institut des Matériaux, Nantes, France
4Academic Hospital of Nantes, France
Laetitia.salou@etu.univ-nantes.fr

BACKGROUND: Titanium implants surfaces are commonly grit-blasted and acid-etched. However, the obtained micro rough surfaces are not controlled at the nanometer range for specific interaction with proteins and cell focal adhesion complexes. It has been recently shown that nanostructures on titanium implants significantly enhanced adhesion and osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells [1]. In good agreement with in vitro results, bone apposition and bone strength were enhanced by nanostructured implants in tibia of rats [2]. 
AIM: This study aims at comparing the osseointegration of machined, standard large grit-blasted acid-etched (GBAE) and nanostructured (NANO) implants in femur of rabbits. 
MATERIAL AND METHODS: Three groups of titanium cylindrical implants (4.2 x 6 mm) having an apical bone growth chamber were prepared. GBAE surface was blasted and etched in a mixture of sulfuric and hydrochloric acids. Nanostructures were made by anodization in a hydrofluoric solution. Surface morphology was analyzed by FEG-SEM. After receiving ethical approval, 10 female adult NZW rabbits (Charles River Lab) were operated under general anesthesia. Implants were press-fitted in both femoral epiphyses. Pull-out testing and histomorphometric analysis were performed on explants. The bone implant contact (% BIC) and bone growth in the chambers (% BG) were measured by image analysis (ImageJ). Statistic tests were performed by ANOVA.
RESULTS: SEM images show titania nanopores of 40 nm in diameter covering entirely the NANO surface. Typical macro and micro rough surface was observed in the GBAE group. After healing for 4 weeks, pull-out testing gave higher values for the NANO than for other groups. Histomorphometric analysis showed that bone was in direct contact with the NANO surface while fibrous tissue was still visible around other implants. Both the BIC and BG values were higher for the NANO than for other surfaces.
CONCLUSION AND CLINICAL IMPLICATION:
This study shows that the nanostructured titanium surface improved the osseointegration of titanium implants. These preliminary results should be confirmed with commercial dental implants in pre- and clinical situations.  
REFERENCES
1. Lavenus S. et al. Eur Cells & Materials (2011).
2. Lavenus S. et al. Nanomedicine (2012).
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Use of the adipose tissue stromal vascular fraction in bone tissue engineering: nude rat calvaria

*HIVERNAUD Vincent1,2, GRIMAUD Fanny1,3, CORRE Pierre1,3, PORTRON Sophie1, SOURICE Sophie1, PILET Paul1, GUICHEUX Jérôme1, ROCHE Régis2, WEISS Pierre1

1: INSERM U791 LIOAD
2: STEMCIS
3: Department of Stomatology and Maxillofacial Surgery, Nantes University Hospital, France

Traumatisms, diseases (tumors, infections) or some surgical procedures (tumor resection, former and multiple dental extraction) leed to a bone loss which is too important in the maxillo-facial area to allow a spontaneous regeneration. The current gold standard treatment for the bone supply is the autologous bone graft (ABG). However this graft is limited by the quantity of harvested tissue and leeds to complication on the donor site (pain and morbidity). Bone tissue engineering (BTE) procedures aim to improve bone cicatrization by combining biomaterials with an osteogenic cellular source. The adipose tissue stromal vascular fraction (SVF) can be harvested easily and contains a high proportion of progenitor cells with a great angiogenic potential. The association of this fraction with calcium phosphate (BCP) could be an alternative to bone graft and can be used in "one step surgery". In this study the use of human SVF in association with BCP was compared to human bonegraft and human total bone marrow (TBM) in a model of critical sized defect in nude rat calvaria. The bonegraft showed its superiority to BTE procedures but the SVF results are similar to the human TBM, also used in clinic, which raised the question of stimulating the SVF with pro-osteogenic factors to improve its efficiency.
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Modifier le métabolisme pour sensibiliser les CSCs aux traitements radio et chimio-thérapeutiques dans les gliomes

Kristell Oizel*, Claire Pecqueur, Lisa Oliver, Emeline Brocard, Denis Cochonneau, François Vallette
CRCNA - INSERM UMR 892 - CNRS UMR 6299, Nantes 
Le Glioblastome Multiforme (GBM), la forme la plus fréquente et la plus maligne des tumeurs cérébrales chez l’adulte, présente un très mauvais pronostique malgré les traitements. Ces tumeurs contiennent une petite population de cellules souches cancéreuses (CSCs) qui pourraient être responsables de la récurrence de la tumeur, rendant ces cellules une cible attractive pour de nouveaux traitements.

	Pour mieux comprendre la biologie des CSCs dans les gliomes, nous utilisons différentes primocultures de glioblastome cultivées dans des conditions permettant le maintien de l’état indifférencié des CSCs. Après classification par puces à ADN, les primocultures ont été caractérisées pour leur « souchitude » (CD133+, nestine, GFAP,…), leur capacité de prolifération en normoxie et en hypoxie (1% oxygène), ainsi que leurs besoins métaboliques et leur sensibilité à la mort cellulaire.
Les 4 sous-types de gliome sont représentés et les phénotypes observés sont très différents. Certaines primocultures sont adhérentes avec 65% de cellules CD133+ et caractérisées par une forte activité proliférative, d’autres expriment seulement 25% de cellules CD133+ et prolifèrent plus rapidement en normoxie qu’en hypoxie. Malgré cette hétérogénéité, toutes les primocultures sont résistantes à la mort induite par le traitement au TMZ. Cependant, l’induction de la pré-différenciation de ces cellules les sensibilise à la mort cellulaire.
Au niveau du métabolisme, la plupart des primocultures reposent à la fois sur la glycolyse et la phosphorylation oxydative. De manière intéressante, elles utilisent leur capacité mitochondriale au maximum et ont peu de réserve respiratoire. Enfin, l’augmentation du pyruvate mitochondrial par le DCA change les flux métaboliques, induit la différenciation et sensibilise les cellules à la mort.

L’ensemble de ces résultats suggère que les CSCs présentes dans les tumeurs pourraient être responsables de la reformation de la tumeur après chimio- et radio-thérapie. Ainsi, une meilleure caractérisation des subpopulations tumorales pourrait nous permettre de mieux comprendre la sensibilité à la mort cellulaire et les altérations métaboliques des CSCs. 
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Role of p53 in cell death induction by inhibition of anti-apoptotic Bcl-xL

Janic Le Pen*, Laurent Maillet, Philippe Juin, Frédérique Braun
Team 8 "Cell survival and tumor escape en breast cancer", UMR 892 INSERM/ 6299 CNRS/ Université de Nantes, Institut de Recherche Thérapeutique de l'Université de Nantes, 8 quai Moncousu, BP 70721 44007 Nantes Cedex 1 France

Apoptotic response induced by the BH3 mimetics ABT737, a potent inhibitor of Bcl-2 and Bcl-xL is determined a priori by the existence of complexes between pro-apoptotic Bcl-2 family members and Bcl-2 homologues that this compound disrupts (Bcl-2, Bcl-xL...) or not (Mcl-1...).We previously showed that PUMA's ability to activate Bax when Bcl-xL is inhibited, contributes to sensitivity to ABT-737 (1). Recently, we demonstrated that the pRB/E2F1 pathway constitute an efficient way to overcome cellular resistance to ABT-737, even in cells with dysfunctional p53 (2,3). We investigated here the implication of tumor suppressor p53 in response to the inhibition of Bcl-2, Bcl-xL or either Mcl-1. p53 was shown to interact with Bcl-2 family proteins, either by inhibiting anti-apoptotic members (4,5) or directly by activating the pro-apoptotic effector Bax (6). Our results indicate that p53 is required for efficient apoptosis in response to the inhibition of the anti-apoptotic members. Moreover, we showed that this apoptotic function of p53 is linked to its ability to trigger complete Bax activation by transcription independent mechanisms.
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2. Bertin-Ciftci J, Barré B, Le Pen J, Maillet L, Couriaud C, Juin P, Braun F. (2013) Cell Death Differ. (5):755-64.

3. Braun F, de Carné Trécesson S, Bertin-Ciftci J, Juin P., (2013) Cell Cycle., 13;12(18)

4. Han J, Goldstein LA, Wen H, Gastman BR, Rabinowich H (2010), Journal of Biological Chemistry, 285(29):22473-483.

5. Hagn F, Klein C, Demmer O, Marchenko N, Vaseva A, Moll UM, Kessler H., (2010), J Biol Chem. 285(5):3439-50.

6. Chipuk JE, Kuwana T, Bouchier-Hayes L, Droin NM, Newmeyer DD, Schuler M, Green DR (2004), Science. 13;303(5660):1010-4.
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Scn5a+/ΔQKP mice exhibit long QT syndrome, ventricular extrasystoles and dilated cardiomyopathy

J. Montnach, A. Carcouet, I Baró, F. Charpentier
Inserm UMR1087, CNRS UMR6291, l'institut du thorax, Nantes, France
Deletion of QKP1507-1509 amino-acids in SCN5A gene product, the Nav1.5 voltage-gated Na+ channel, was first discovered in a family with type 3 long QT syndrome (LQT3) and is now associated with a larger phenotypic spectrum of LQT3, conduction disorder, dilated cardiomyopathy (DCM) and high incidence of youth sudden death. This mutation does not affect the peak Na+ current but rather increases the late Na+ current. In order to identify the mechanism of DCM in these patients, a knock-in mouse model presenting the delQKP1510-1512 mutation, equivalent to human QKP1507-1509 mutation, has been generated with Polygen AG (Scn5a+/ΔQKP).
Four groups of mice were studied: homozygous wild-type (Scn5a+/+), heterozygous flp deleter (Scn5a+/flp), heterozygous neomycin-ΔQKP (Scn5a+/neo) and Scn5a+/ΔQKP mice. Scn5a+/ΔQKP mice exhibited high early mortality with a percentage of death of 50% at the age of 5-6 weeks. Only 35% of Scn5a+/ΔQKP mice survived until week 10 as compared to 91% of control mice (Scn5a+/+ + Scn5a+/flp). Six-lead ECG recorded on 3 week-old mice anesthetized with isoflurane showed that 13/28 Scn5a+/ΔQKP exhibited numerous ventricular extrasystoles and/or runs of non-sustained ventricular tachycardia. Seven Scn5a+/ΔQKP mice were in sinus rhythm and showed a prolonged QT interval (QTc = 78 ± 6 ms, versus 46 ± 2 ms in controls, n = 22). Finally, 8 Scn5a+/ΔQKP mice were in 2:1 atrio-ventricular block because of highly prolonged QT interval. All control mice were in sinus rhythm. Sudden cardiac death secondary to ventricular fibrillation could be recorded in one Scn5a+/ΔQKP mouse, suggesting that part of early mortality could be attributed to arrhythmias. Alternatively, mice could also die from heart failure. Indeed, Scn5a+/ΔQKP mice surviving until the age of 10 weeks showed a heart weight / tibia length ratio of 11.7 ± 2.6 (n = 5) versus 7.4 ± 0.4 in control mice (n = 28, p< 0.01). Histological studies showed right ventricular dilatation in mice that died prematurely and left ventricular hypertrophy at 10 weeks in Scn5a+/ΔQKP mice.
This study shows that Scn5a+/ΔQKP mice reproduce the phenotype of the human mutation carriers, long QT syndrome, heart failure and increased risk of sudden death at a young age. We could hypothesize that part of early mortality could be attributed to arrhythmias.
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Filamin A mutations associated to valvular dystrophy: Role of PTPN12 signaling pathways

Mutations in the FLNA gene that encodes Filamin A (FlnA) an actin binding protein involved in actin cytoskeleton organization were identified in X-linked Valvular Dystrophy (XVD). Recently, a baby bearing the FlnA-P637Q FlnA mutation was born with a mitral valve prolapse suggesting the implication of FlnA mutation in cellular signaling pathways potentially involved in valvulogenesis. To analyze the effects of FlnA-P637Q and G288R mutations, I established stable cell lines expressing FlnA-WT and FlnA mutations from a FlnA knock-out cell line. FlnA-P637Q and G288R expressing cells exhibit impaired adhesion, spreading and migration capacities suggesting cellular signaling pathways dysregulation. MoreoverIn addition, Baby bearing P637Q FlnA mutation was born with mitral valve prolapse suggesting the implication of FlnA mutation during Valvulogenesis.
Using western blot experiments to evaluate ERK phosphorylation, kinase involved in Valvulogenesis, we showed increased pospho-ERK activity in FlnA-P637Q vs FlnA-WT cells. In complement of this, we use Two Yeast hybrid experiments t To evaluate the impact of FlnA mutations on protein interaction, we performed a yeast two hybrid screen and identified the. We found an interesting candidate, a tyrosine phosphatase tyrosine protein N12 (PTP-N12) as a FlnA binding partner. Interestingly, PTPN12 which is described is known to regulate cell adhesion and migration through the dephosphorylation of p130Cas, FAK, SrC and small GTPses GEFs and GAPs. It also regulates ERK signaling pathways through SRC kinase, and Grb2-SOS focal adhesion which is involved in adhesion and migration processes d.ephosphorylation.
Now, we showed that FlnA mutations impede its interaction with PTP-N12 and that  SiRNA PTP-N12 depletion (using siRNA) transfection ddecreased ERK phosphorylation and but restored mutant FlnA cells adhesion and migration capacities.
Together, our data showed that FlnA mutations specifically alter its interaction with the tyrosine phosphatase PTP-N12. We speculate this loss of interaction may affect PTP-N12 localization and disturb its regulatory role on ERK, cell-extracellular matrix interaction and mechanical stress signaling cascades. All these signaling pathways are known to be important physiopathological pathways in valvulopathies and there roles are now under studies
.
In summary, FlnA mutations involved in valvular dystrophy modify the ERK and SRC activities and the expression of ß1 integrins. The potential roles of PTP-N12 and another small GTPase R-Ras which interacts with FlnA and participates to the adhesion process are now under investigations.
In conclusion, our studies revealed FlnA mutations impair the regulation of two crucial players in extracellular matrix-cell crosstalk: integrin and PTP-N12.This suggests similar mechanisms may be at work in the valvulopathy. 
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Différentes souches de Propionibacterium acnes modulent différemment l’inflammation cutanée induite par l’Immunité Innée.
 
F. Jasson 1*, I. Nagy 3, A. Khammari 1,2, B. Dréno 1,2  1 INSERM, U892, CRCNA, Nantes, France 2 Unité de Cancéro-Dermatologie-CIC biothérapie INSERM 0503, Nantes, France 3 Institute of Biochemistry, Biological Research Centre of the Hungarian Academy of Sciences, Temesvári krt. 6., 6726 Szeged, Hungary. 

Support de financement: GALDERMA, Nice, France. 
L’acné est une maladie inflammatoire chronique du follicule pilosébacé où l’immunité innée joue un rôle central. Classiquement l’hyperséborrhée qui caractérise l’acné est considérée comme associée à  une augmentation de la densité de Propionibacterium acnes (P.acnes) dans l’unité pilosébacée. 
Nous émettons l’hypothèse que la sévérité des lésions inflammatoires d’acné n’est pas seulement dépendante de la prolifération de P.acnes mais également du potentiel pro-inflammatoire de souche de P.acnes qui serait aussi un facteur inducteur des cicatrices d’acné. Le potentiel pro-inflammatoire de 5 souches de P.acnes différentes et P.avidum ont été étudiés sur  des explants cutanés. 
Les modulations de l’expression des marqueurs de l’immunité innée ont été étudiées par immunohistochimie, RT-qPCR et ELISA.  
P.acnes type III avait le potentiel pro-inflammatoire le plus important en augmentant l’expression de PAR-2, TNF-alpha, MMP-13 et TIMP-2, tandis que P.avidum a le profil  proinflammatoire le plus faible en stimulant uniquement MMP-13 et TIMP-2. La pré-incubation par du zinc gluconate, un modulateur de l’immunité innée, inhibait l’induction de l’expression des marqueurs de l’immunité induite par P.acnes (PAR-2, TIMP-2) et induisait l’expression de MMP-1 et TIMP-1. Nos résultats démontrent que différentes souches de P.acnes ont un potentiel inflammatoire différent et que ce potentiel inflammatoire peut-être diminué par le zinc gluconate. Ces résultats suggèrent que les différents types d’acné inflammatoire pourraient être associés à des profils de souches de P.acnes différents dont les risques d’évolution cicatricielle secondaire seraient différents. 
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Morbidité maternelle et néonatale après extraction instrumentale en fonction de la hauteur de la présentation
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Service de Gynécologie Obstétrique, CHU, 49000 Angers
Service de Réanimation Néonatale, CHU, 44000 Nantes
UMR_A 1280 Physiologie des adaptations nutritionnelles, 44000 Nantes
Réseau « Sécurité naissance - Naître ensemble » des Pays-de-la-Loire, 44200 Nantes
Service de Gynécologie Obstétrique, Centre Hospitalier Départemental, 85000 La Roche sur Yon.          Tél : 02 51 44 65 70      E mail : g.ducarme@gmail.com
Objectif : Evaluer la morbidité maternelle et néonatale après extraction instrumentale en fonction de la hauteur de la présentation fœtale à l’aide d’une étude prospective, unicentrique et ouverte.
Patientes et méthodes : 947 patientes bénéficiant d’une extraction instrumentale sur fœtus en présentation céphalique à terme ont été incluses et réparties en 3 groupes selon la hauteur d’application de l’instrument (définition ACOG) : partie haute (169 patientes), partie moyenne (681 patientes) et partie basse (97 patientes) de l’excavation pelvienne. Le critère de jugement principal était l’existence de différents critères précis responsables d’une morbidité maternelle et néonatale sévère. Les critères de jugement secondaires étaient l’évaluation des complications maternelles et néonatales en fonction de différents paramètres obstétricaux.
Résultats : La morbidité maternelle (7.7%, 4.1% et 6.8%, à la partie haute, moyenne et basse, respectivement) et néonatale sévère (7.7%, 6.2% et 7.5%, à la partie haute, moyenne et basse, respectivement) n’étaient pas significativement différentes quelque soit la hauteur d’application de l’instrument. Par contre, il existait significativement plus d’HPP (26.0% vs. 12.46%; OR=2.5;IC95%=1.3-5.0;p=0.005), plus de DA/RU (32.5% vs. 17.8%; OR=2.0;IC95%=1.7-3.3;p=0.0001), plus d’examens de la filière génitale (19.2% vs. 9.3%; OR=2.5;IC95%=1.1-5.0;p=0.02) et plus d’hématome et de lacération du scalp (13.6% vs. 6.6%; OR=2.0;IC95%=1.3-3.3;p=0.003) en cas d’extraction à la partie haute comparée à la partie basse. 
En analyse univariée, l’extraction par forceps par comparaison à la ventouse ou aux spatules (14%, 7%, 4.5%, respectivement), la nulliparité (7.5% vs. 4.5%), des efforts expulsifs>30 min (8.4% vs. 5.1%) et l’extraction réalisée par un interne (18.6% vs. 2.7%) étaient significativement associées à une augmentation de la morbidité maternelle sévère. De même, l’extraction réalisée par un interne (18.6% vs. 3.6%) était significativement associée à une augmentation de la morbidité néonatale sévère. 
En analyse multivariée, après appariement sur l’age gestationnel, la parité, l’opérateur, le type d’instrument et la hauteur de la présentation, aucun paramètre n’était significativement lié à une augmentation de la morbidité maternelle et néonatale sévère.
Conclusions : La morbidité maternelle et néonatale sévère n’est pas aggravée par la réalisation d’une extraction instrumentale à la partie haute de l’excavation pelvienne.
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Intérêt du ciblage de la voie de signalisation du TGF-β/Smad dans le traitement de l'ostéosarcome 

LAMORA Audrey1,2, TALBOT Julie1,2, LEDUC Marion1,2, BOUGRAS Gwenola1,2, CHESNEAU Julie1,2, TAURELLE Julien1,2, LE DELEY Marie Cécile3, HEYMANN Dominique1,2, REDINI Françoise1,2 et VERRECCHIA Franck1,2
1INSERM UMR-S957, Nantes ; 2Université de Nantes, Nantes ; 3Institut Gustave Roussy, Villejuif

L’ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente touchant principalement les jeunes adultes. Le traitement actuel consiste en une exérèse de la tumeur associée à une chimiothérapie qui s’avère malheureusement peu efficace dans de nombreux cas conduisant au développement de métastases principalement pulmonaires.
Le dosage des TGF-1 et -2 dans 40 sérums de patients atteints d'ostéosarcome a montré une augmentation significative de la production de ces deux cytokines chez les patients. Ce constat est particulièrement intéressant sachant que le TGF- via la voie des Smads exerce des activités oncogéniques en stimulant le processus métastasique dans de nombreux cancers. Nous avons donc évalué les effets de l’inhibition de la voie TGF-/Smad sur la progression tumorale des ostéosarcomes. Des clones surexprimant constitutivement Smad7 (Smad-inhibiteur) ont été générés dans 3 lignées d’ostéosarcome (HOS, SaOS2, U2OS). La capacité de Smad7 à inhiber la réponse transcriptionnelle induite par le TGF- a été vérifiée par transfection du vecteur (CAGA)9-luc spécifique du complexe Smad3/4 en réponse au TGF-, par évaluation du niveau de phosphorylation de Smad3 et par quantification de la réponse au TGF- de gènes cibles, PAI-1, CTGF et COL1A1. L'utilisation d'un modèle in vivo d'ostéosarcome induit en site para-osseux par injection intramusculaire des cellules dans des souris nude a permis de montrer que Smad7 ralentit significativement la croissance de la tumeur primitive, inhibe le développement de métastases pulmonaires et augmente ainsi la survie des souris. Ces effets sont corrélés au fait que l'expression de Smad7 réduit deux fonctions clefs dans la progression tumorale, la migration et l'invasion cellulaires, en partie en inhibant la capacité du TGF- à stimuler l'expression et l'activité de MMP2. L’analyse des paramètres de microarchitecture osseuse par imagerie microscanner montre que Smad7 inhibe à la fois l'ostéolyse et stimule la production d'os ectopique conduisant à une réduction de la perte osseuse associée au développement de la tumeur. Les effets de Smad7 sur le remodelage osseux semblent être associés à l’inhibition de la capacité du TGF-β à stimuler l’expression de RANKL par les cellules tumorales.
Ainsi nos travaux montrent que l’inhibition de la voie de signalisation du TGF-β par les Smads pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique contre la progression tumorale des ostéosarcomes (croissance de la tumeur primitive et développement métastatique), en particulier en affectant le microenvironnement tumoral et plus particulièrement le remodelage osseux.















Melle HESNARD LESLIE 2ème année  UMR 892

Détermination du rôle des cellules alloréactives dans un contexte de greffe

Notre équipe s’intéresse aux caractéristiques des lymphocytes T humains alloréactifs qui sont naturellement présents dans le sang périphérique de chaque individu. Dans des situations de greffes, l’activation de ces cellules T chez le receveur, suite à la reconnaissance directe d’antigènes (Ag) exprimés à la surface des cellules de l’organe du donneur (complexes peptide/Complexe Majeur d’Histocompatibilité du donneur : peptide/CMH), peut contribuer au rejet du greffon. Cette activation lymphocytaire se définit comme l’alloréactivité directe. Mon travail de thèse consiste à déterminer les Ag reconnus à la surface des cellules du greffon et à mieux définir la contribution de cette alloréactivité directe dans le devenir de la greffe. 

Le problème majeur de cette thématique est associé à la faible fréquence de ces cellules qui a limité jusqu’à présent leur analyse. Ce travail repose ainsi sur une technique récemment mise en place par notre équipe permettant de quantifier, isoler et analyser les lymphocytes alloréactifs présents, même à des fréquences extrêmement faibles dans le sang périphérique (1 cellule sur 10 millions ; Tri à l’aide de tétramères peptide/CMH fluorescents, Legoux et al, 2010). Afin de cribler de multiples complexes peptide/CMH, j’ai tout d’abord adapté une technique d’échange peptidique à partir d’un complexe peptide conditionnel/CMH recombinant (Rodenko et al. 2006.Nat Protoc). J’ai ainsi produit une banque de 42 complexes peptide/CMH correspondant à des peptides possiblement exprimés par les cellules du greffon restreints par la molécule HLA-A*0201 (HLA-A2). J’utilise actuellement cette banque pour étudier ex vivo la fréquence et le phénotype des cellules T CD8 spécifiques de ces différents complexes peptide/HLA-A2 chez des individus sains mais aussi chez des individus greffés en situation d’incompatibilité HLA-A2 (receveur : HLA-A2 négatifs ; donneur : HLA-A2 positif). Nous générons par ailleurs des lignées T CD8 spécifiques de ces différents Ag in vitro afin de déterminer les caractéristiques fonctionnelles de ces populations (profil cytokinique particulier, affinité des récepteurs T).

Le suivi longitudinal des fréquences et de la fonction de ces cellules T CD8 alloréactives dans une cohorte de 30 patients greffés devrait nous permettre à terme de déterminer s’il existe une corrélation avec le statut clinique des patients. 
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Encapsulation de cellules stromales mésenchymateuses pour l’ingénierie tissulaire : application à l’arthrose

*HACHED Fahd*1,2, MAILLARD Nicolas1,2,3, RETHORE Gildas1,2,3, PINTA Pierre-Gabriel1,2,3, HULIN Philippe4, WEISS Pierre1, 2,3, GRIMANDI Gaël1,2,3,5, GUICHEUX Jérôme1,2,3, , BILLON-CHABAUD Aurélie1,2,5

1 INSERM U791, LIOAD, groupe STEP « skeletal tissue engineering and physiopathology », Nantes.
 2Université de Nantes, UFR Odontologie, Nantes.
3Centre Hospitalier Universitaire de Nantes, Nantes.  
     4INSERM UMS 016, SFR François Bonamy, Plateforme MicroPicell, Nantes.
     5Université de Nantes, UFR des sciences pharmaceutiques et biologiques, Nantes

L’encapsulation de cellules stromales mésenchymateuses (CSM) est une technologie prometteuse pour le traitement de l’arthrose en raison des propriétés anti-inflammatoires des CSM. L’objectif de cette étude est de déterminer les paramètres d’encapsulation des CSM dans 2 biomatériaux : l’alginate et d’hydroxypropyl methylcellulose silanisée (HPMC-Si).
Les capsules d’alginate et d’HPMC-Si, ont été obtenues par la technique de goutte à goutte à l’aide d’une aiguille dans une solution de CaCl2 et d’émulsion en huile de paraffine respectivement. La perméabilité des capsules a été évaluée à l’aide de dextrans couplés à l'isothiocyanate de fluorescéine de différentes masses moléculaires. La polydispersité de la taille des capsules a été évaluée par granulométrie laser. Des CSM ont été isolées à partir de tissu adipeux humain puis encapsulées. La viabilité des CSM a été évaluée à l’aide d’un kit de viabilité jusqu’à 8 semaines post-encapsulation. 
Nous avons obtenu des capsules d’alginate de 1,1 mm et des capsules d’HPMC-Si de 50,3 µm. 
Alors que les molécules de dextrans de 20 et 250 kDa diffusaient librement au travers des capsules d’alginate, nous n’avons pas pu mettre en évidence de diffusion de celles de 2000 kDa, suggérant une porosité moyenne des capsules comprise entre 10 et 21 nm. Des résultats similaires ont été obtenus avec les capsules d’HPMC-Si. La viabilité des CSM encapsulées au sein des capsules d’alginate et d’Hpmc-Si était d’environ 90 % à 8 semaines. 
Nos données démontrent que nous pouvons, par 2 techniques différentes,  produire des capsules d’alginate et d’HPMC-Si. Ces capsules présentent une taille et une porosité compatible avec leur possible utilisation lors d’une injection intra-articulaire. Le maintien de la viabilité des CSM encapsulées devra être confirmée par une analyse du maintien de leurs activités biologiques et notamment leurs capacités à sécréter des cytokines anti-inflammatoires. En cas de succès, nos données pourraient déboucher sur la mise en place d’essais précliniques dans des modèles animaux arthrosiques.
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Evaluation de l’expression d’un U7snRNA optimisé pour le saut d’exon de la Dystrophine chez le chien GRMD.

Chez les patients atteints de Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD), de nombreuses mutations du gène DMD ont été identifiées. Les phénotypes DMD les plus sévères sont le plus souvent expliqués par une mutation à l’origine d’un décalage du cadre de lecture et une absence de production de la protéine Dystrophine.
Le saut d’exon est l’une des thérapies géniques correctrices envisagées pour ce genre de mutation. Elle consiste à sélectionner et supprimer de façon spécifique les exons autour de la mutation provoquant le décalage du cadre de lecture afin de restaurer un transcrit ARNm en phase. Ce transcrit pourra être traduit en une quasi-Dystrophine tronquée, mais fonctionnelle.
Dans notre projet, nous testons la stratégie du saut d’exon dans un modèle naturel de la myopathie de Duchenne, le chien GRMD (pour Golden Retriever Muscular Dystrophy).
 Le saut d’exon, dans notre cas, est médié par deux gènes snRNA-U7 modifiés pour être complémentaires de séquences activatrices de l’épissage (ou séquences ESE pour Enhancer Splicing Element) dans les exons 6 et 8 (U7-ESE6/ESE8) du messager de la dystrophine canine. Ces snRNA-U7, dits « optimisés », sont insérés dans des vecteurs AAV2/8 qui présentent un fort tropisme pour les tissus musculaires. Les vecteurs thérapeutiques sont injectés par voie locorégionale dans un membre antérieur du chien.
Dans le cadre de ce projet, plusieurs analyses sont réalisées sur les échantillons issus des chiens GRMD injectés afin d’évaluer à la fois l’efficacité thérapeutique et la biosécurité de cette approche. Parmi ces analyses, l’étude du profil d’expression des deux transcrits snRNA-U7 optimisés ESE6 et ESE8 dans différents tissus des chiens injectés est réalisée.
Nous avons ainsi pu mettre en évidence par RT-Q-PCR, chez tous les chiens, une différence d’expression des messagers snRNA-U7 optimisés dans le foie et dans le muscle, avec une expression environ 10 fois plus faible dans le foie par rapport au muscle pour un nombre pourtant équivalent de copies de vecteur (en génome viral par génome diploïde - vg/dg). 
Limiter l’expression du tansgène à distance étant très intéressant en terme de  biosécurité de notre approche de thérapie génique, ces résultats préliminaires nous ont poussé à approfondir l’étude de l’expression du snRNA-U7, et plus particulièrement du snRNA-U7 canin sauvage (WT). Nous avons montré par Northern-Blot, que même si le snRNA-U7 canin sauvage semble être légèrement moins exprimé dans le foie que dans le muscle squellettique, ceci ne nous permet pas d’expliquer la grande différence d’expression des U7snRNA optimisés entre ces deux tissus.
Nous envisageons de poursuivre notre étude dans d’autres espèces, les mêmes analyses ont en effet été planifiées chez le macaque et l’Homme (modèle in vitro pour ce dernier). 
Nous espérons confirmer, dans ces deux modèles, que les snRNA-U7 optimisés s’expriment très peu dans un tissu tel que le foie afin de valider la biosécurité de l’approche de saut d’exon via U7 auprès des agences réglementaires pour débuter un essai clinique d’ici 2014 chez les patients atteints de DMD. 
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Targeting Mechanisms of Irritable Bowel Syndrome: Effects of Lactobacillus reuteri on Epithelial Barrier Dysfunction

Nicoletta Libera Lillia,b, Philippe Auberta, Giovanni Barbarab, Rossella Restignolic, Giancarlo Morettic, Vincenzo Stanghellinib, Stanislas Bruley Des Varannesa, Roberto De Giorgiob, Michel Neunlista
aINSERM, UMR913, Nantes, France
bDepartment of Clinical Medicine and Digestive Diseases and Internal Medicine, Bologna, Italy
cNoos S.r.l., Rome, Italy

Abstract 
Background: The irritable bowel syndrome (IBS) is a complex disorder characterized by abdominal symptoms including chronic abdominal pain or discomfort and alteration of bowel habit. Increasing evidence demonstrates a central role of intestinal epithelial barrier (IEB) dysfunction, and especially increased paracellular permeability, in the pathophysiology of IBS. Therefore, enhancing the IEB may become a valuable therapeutic option in IBS. Aims: The purpose of this study was to investigate the effects of the probiotic strain Lactobacillus reuteri (DSM 17938; NOOS S.r.l., Italy) upon intestinal paracellular permeability using an in vitro model of IEB induced dysfunction. Methods: Caco-2 cell monolayers were incubated with L.reuteri (live; dead or supernatant of bacteria culture) for 8h (106 or 107CFU/100 µl) prior to treatment with a PAR-2 agonist (SLIGRL 100µM) for 24h. At the end of this period, Caco-2 monolayer paracellular permeability was measured using fluorescein sulfonic acid (FSA). Finally, Caco-2 monolayers were processed for quantitative PCR, Western blot or ELISA analysis of key tight junctions protein (ZO-1) and/or cytokines (IL-8). Results: Treatment of Caco-2 monolayers with PAR-2 agonist significantly increased paracellular permeability. Pre-incubation of Caco-2 with live, heat inactivated and supernatant of L. reuteri prevented PAR-2 agonist-induced increase in paracellular permeability. Incubation of Caco-2 monolayer with PAR-2 agonist caused a significant increase and decrease in the expression of ZO-1 mRNA and protein expression, respectively. Pre-incubation of Caco-2 monolayers with L. reuteri (107 CFU/100 µl) prevented PAR-2 induced reduction in ZO-1 protein expression. Incubation of Caco-2 monolayer with PAR-2 agonist increased apical and baso-lateral IL-8 secretion. Pre-incubation of Caco-2 with live bacteria and heat inactivated (but not bacteria supernatant) prevented PAR-2 agonist-induced increase in IL-8 levels. Conclusions: Our study demonstrates that L.reuteri is able to prevent barrier dysfunction induced by PAR-2 agonists probably in part via a mechanism involving modulation of tight junction protein expression. Additional studies need to be performed to validate its putative therapeutical use in the treatment of IBS associated symptoms.
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Transfert de reconnaissance moléculaire : de la Nanofitine vers l’humain
HUET, Simon1,2,* ; CINIER, Mathieu2 ; SANEJOUAND, Yves-Henri1
* Email: simon.huet@univ-nantes.fr ;
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Les anticorps sont aujourd'hui les molécules de référence dans le domaine de la reconnaissance moléculaire. Ils sont utilisés dans de nombreux formats et peuvent ainsi être recombinants ou non, provenir de différents organismes (anticorps humains, murins, camélidés...), être complets (IgG) ou être composés uniquement de fragments d'anticorps (Fab, scFv...). En supplément de ces anticorps et dérivés d'anticorps, l'arsenal des protéines d'affinité est complété par des charpentes alternatives qui se sont développées au cours des dernières décennies. Les Nanofitines (NFs) appartiennent à cette dernière catégorie. Sélectionnées à partir de banques combinatoires de la protéine bactérienne Sac7d, elles combinent les avantages d'une extrême stabilité (à la température et au pH), d'une petite taille (10 kDa, donnant accès à une meilleure pénétration tissulaire), d'une forte expression en E. coli (pour un faible coût de production) et d'une flexibilité d'ingénierie.
A ce jour, les anticorps thérapeutiques bénéficiant d'autorisations de mise sur le marché sont essentiellement humains ou humanisés, le but étant de minimiser le risque de réaction immunitaire vis-à-vis de l'anticorps lors du traitement des patients. En pratique, cela signifie le plus souvent que des anticorps issus d'autres organismes (par exemple la souris) sont modifiés de sorte à ressembler au mieux à leur homologue humain. Nous présentons ici une approche similaire d’humanisation des Nanofitines. Dans ces travaux, le site de liaison de NFs est greffé sur de nouvelles charpentes d’origine humaine découvertes par criblage d'une banque de données de structures 3D. La preuve de concept est réalisée à l’aide de NFs fixant spécifiquement la GFP (Green Fluorescent Protein) avec des affinités mesurées entre 1 et 10 nM sur la charpente de Sac7d. La caractérisation des NFs anti-GFP générées in vitro par ribosome display ainsi que celle des charpentes humaines après transfert de sites de fixation ont été réalisées à l’aide de mesures par ELISA, interférométrie de couche biologique et modification d’émission de fluorescence.
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Ex vivo Detection of AAV2 Capsid-Specific CD8+ T Cells in Human PBMC ,Using Tetramer-Mediated Magnetic Enrichment
	
L’une des limitations majeures à l’utilisation des virus adéno-associés recombinants (AAVr) comme vecteurs viraux en thérapie génique réside dans l’immunité préexistante humorale et cellulaire que peuvent présenter les patients suite à une infection naturelle par un AAV sauvage. En effet, un grand nombre de patients présentent des facteurs neutralisants dirigés contre la capside de différents sérotypes d’AAVr, et il a été montré que de faibles titres de ces anticorps sont capables d’empêcher un transfert de gène.  Une infection préalable par l’AAV sauvage peut également générer des lymphocytes T (LT) mémoires spécifiques d’épitopes de la capside. L’impact de cette réponse cellulaire préexistante sur l’efficacité du transfert de gène reste un élément important à explorer dans une perspective clinique.
S’il existe aujourd’hui des outils performants pour étudier et quantifier le volet humoral de cette réponse anti-capside préexistante (ex: ELISA, test de neutralisation), la réponse immune cellulaire anti-capside reste quant à elle difficile à appréhender. En effet, chez des donneurs sains, les clones de LT mémoires circulants dirigés contre la capside sont présents à une fréquence ne dépassant pas 1/106 PBMC,  ce qui fait de leur détection et caractérisation subséquente un véritable défi. Les outils de détection disponibles (ELISpot, marquage intracellulaire) sont parfois à la limite de  détection ex-vivo  de ces cellules spécifiques, et il est parfois nécessaire de recourir à une étape d’amplification avant de pouvoir les détecter, avec le risque subséquent de modifier leur spécificité ou phénotype. 
Grâce à une technique d’enrichissement magnétique par tétramères spécifiques de peptides dérivés de la capside de l’AAV2, et en collaboration avec l’unité INSERM U892, nous avons évalué la fréquence des LT CD8+ spécifiques du sérotype 2 parmi les PBMC isolés de donneurs sains HLA/A*0201. A ce jour, nous avons pu détecter ces cellules sur 9/9 donneurs sains analysés, avec une fréquence comprise entre 2.10-5 et 2.10-4 parmi les LT CD8+ totaux. La caractérisation phénotypique de ces LT spécifiques est en cours.
Le même  travail sera ensuite réalisé pour évaluer la fréquence de LT CD8+ spécifiques de la capside de l’AAV8, un sérotype prometteur en clinique pour le traitement de maladies génétiques telles que la myopathie de Duchenne. Par ailleurs, nous nous attacherons également à déterminer le degré de cross-réactivité entre les lymphocytes T spécifiques de l’AAV2 et de l’AAV8. 
Au-delà de la caractérisation phénotypique de ces LT spécifiques de la capside de l’AAV2 et/ou l’AAV8, nous envisageons également d’évaluer l’impact fonctionnel des différentes sous-populations éventuellement identifiées, dans des modèles animaux de transfert de gène in vivo .


Contact : celine.vandamme@etu.univ-nantes.fr 
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           A new approach in protein phosphorylation for Nanofitin® radiolabeling
          
          Goux M.[1, 2, 3],* ; Defontaine A.[1] ; Fateh A. [1] ; Cinier M. [2]  and Tellier C. [1]

[1]Unité de Fonctionnalité et Ingénierie des Protéines, University of Nantes, France ; [2]Affilogic SAS, Nantes, France and [3]Cyclotron Research Center, University of Liège, Belgium 

Recently, new strategies emerged in the field of monoclonal antibodies radiolabeling for PET imaging with the use of positron emitter such as 89Zr or 68Ga. Despite their important role in the therapeutic world, antibodies have many disadvantages related to their structure making their production difficult and expensive: limited stability, disulfide bridges and post-translational modifications. Moreover, conjugation of chelating agent often occurs on lysines, which is non-regioselective and leads to a heterogeneous mixture of products. In addition, the long clearance of antibodies can be a problem to obtain a good contrast when they are used in imaging. To address these limitations, we developed a chemistry-free system consisting of a highly phosphorylatable peptide tag to chelate stereoselectively radionuclides for PET imaging. To ensure an efficient targeting of the radionuclide, the tag was genetically fused to a Nanofitin®, a protein scaffold developed as an alternative to antibodies. Nanofitins share the advantages of being small, cystein-free, easy to engineer, highly stable both to temperature and pH and expressed with high yield in E. coli.

We developed an in vivo phosphorylation system consisting in the co-expression of a Nanofitin® fused to the phosphorylatable tag and the α subunit of casein kinase II, in order to save purification steps and decrease production costs. Effectiveness was demonstrated by electrophoretic mobility shift assay and staining with a specific phosphoprotein staining gel. To further optimize and validate the system, the rate of phosphorylation is evaluated by an isoelectric focusing method (based on pHi variability). In addition, we are developing a phosphoprotein purification protocol based on gallium(III) or iron(III) functionalized chromatography beads. Eventually, the use of a single tag for both the purification and the labeling together with Nanofitins as a highly stable targeting moiety will provide a much simpler and straightforward system.

*Contact: marine.goux@univ-nantes.fr
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Implication des nouvelles cytokines pro-inflammatoires (IL-33 et IL-36) dans la pathogénèse de la maladie parodontale chez la souris
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La parodontite, est une maladie inflammatoire d’origine bactérienne, affectant l’organe de soutien de la dent : le parodonte. Cette pathologie est un enjeu majeur de santé publique. En effet, près de 85% de la population adulte en France développe une maladie parodontale et 10% présente une forme réfractaire aux traitements mécaniques et/ou antibactériens habituels ce qui engendre la perte de nombreuses dents. Son mécanisme immunopathogénique reste, à ce jour, très imparfaitement compris. Une cascade inflammatoire est déclenchée via des TLRs (2 et 4) pour in fine activer la fonction ostéorésorbante des ostéoclastes. Récemment la famille de l’interleukine 1 s’est enrichi de nouveaux membres: l’interleukine 33 (IL-33) et l’interleukine 36 (IL-36) qui pourraient être des acteurs intéressants dans la pathogénèse de la parodontite. L’objectif de cette étude est de valider un modèle animal de perte osseuse parodontale et d’objectiver une éventuelle implication de l’IL-33 et de l’IL-36. Pour cela, nous avons mis en place un modèle murin de perte osseuse alvéolaire par infection bactérienne (Porphyromonas gingivalis). Les maxillaires de ces souris ont été analysés histologiquement sur coupes paraffine et par microscanner. Nous montrons une perte osseuse alvéolaire significative après l’induction de la maladie parodontale. Nous avons ensuite évalué l’expression de l’IL-33 et de l’IL-36 par immunohistochimie et par RT-qPCR à partir de prélèvements gingivaux. Nos premiers résultats d’immunohistochimie indiquent que l’expression de l’IL-33 est augmentée dans le tissu conjonctif et dans l’épithélium gingival des animaux atteints. Les expériences de RT-qPCR montrent également que l’expression de l’IL-36 est stimulée. L’ensemble de ces données laisse supposer un rôle potentiel de ces deux interleukines dans l’immunopathogénèse de la parodontite. Cependant, les effets de ces cytokines au niveau du parodonte restent inconnus. Pour déchiffrer le rôle de ces deux nouvelles cytokines, nous mettons actuellement en place un modèle de culture de cellules gingivales que nous stimulerons par Pg. Enfin, nous utiliseront les souris invalidées pour les gènes codant pour l’IL-33 ou son récepteur IL1RL1 chez lesquelles nous induirons la maladie parodontale.
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           Enteric GFAP expression and phosphorylation in Parkinson’s disease

Abstract

Enteric glial cells (EGC) are similar in many respects to brain astrocytes and express similar proteins including glial fibrillary acidic protein (GFAP). Changes in GFAP expression and/or phosphorylation have been reported during brain damage or central nervous system degeneration. As in Parkinson’s disease (PD) the enteric neurons accumulate α-synuclein, and thus are showing PD specific pathological features, we undertook the present survey to study whether the enteric gliain PD become reactive by assessing the expression levels and the phosphorylation of GFAP in colonic biopsies. Twenty-four PD, 6 progressive supranuclear palsy (PSP), 6 multiple system atrophy (MSA) patients, and 21age-matched healthy controls were included. Four biopsies were taken in the sigmoid/descending colon during the course of a rectosigmoidoscopy for PD, PSP and MSA patients and during a colonoscopy for control subjects. The expression levels and the phosphorylation state of GFAP were analysed in colonic biopsies by Western Blot. Additional experiments were performed using qPCR for a more precise analysis of the GFAP isoforms expressed by EGC. As compared to control subjects, patients with PD, but not PSP and MSA, had significant higher GFAP expression levels in their colonic biopsies. The phosphorylation level of GFAP at serine 13 was significantly lower in PD patients compared to control subjects. Our findings provide evidence that enteric glial reaction occurs in PD and further reinforce the role of the enteric nervous system in the initiation and/or the progression of the disease.
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Caractérisation moléculaire des interactions HCMV/cellules dendritiques : impact des glycosylations de l’enveloppe virale sur le tropisme.

Chéneau Coraline*
Les cellules dendritiques (DCs) perçoivent et alertent de l’intrusion dans l’organisme d’agents pathogènes tels que des virus. Ces virus sont reconnus principalement par des lectines membranaires. Nous avons montré antérieurement que le domaine lectine ou CRD (Carbohydrate Recognition Domain) de DC-SIGN interagissait avec une glycoprotéine d’enveloppe du cytomégalovirus humain (HCMV), la glycoprotéine B (gB) (Halary et al, 2002). Cependant, notre connaissance de cette interaction est encore insuffisante pour permettre le développement de nouvelles thérapies ciblées. 
Nous proposons de caractériser finement cette interaction en utilisant principalement des mutants délétionnels de DC-SIGN (forme entière versus d-CRD et d-neck) ou fonctionnels de la gB (sites de N-glycosylation potentiels). 
Nous avons débuté les tests de liaison entre la forme sauvage et les mutants de DC-SIGN avec la gB (sous forme de protéine recombinante). Les résultats préliminaires que nous avons obtenus nous amènent à penser que la partie CRD de DC-SIGN serait impliquée dans sa liaison avec la gB. Pour confirmer ces résultats, nous allons réaliser des tests de compétition avec des anticorps dirigés contre le CRD et contre le neck.
D’autre part, nous avons muté les 18/19 sites potentiels de glycosylation de la gB. Les plasmides ont été transfectés dans des HEK et nous souhaitons à présent déterminer leur affinité pour DC-SIGN (Fc DC-SIGN). Cette expérience nous permettra de déterminer quel site de glycosylation est nécessaire pour une liaison efficace. A partir de cette analyse, nous pourrons choisir les mutants les plus relevants dans le but de le générer des virus déficients par la technique de mutagénèse dirigée « en passant » et par la suite utilisés dans des tests de trans- et cis-infection.
Sur ces bases expérimentales, nous souhaitons aller jusqu’au développement d’un modèle 3D du complexe DC-SIGN/gB CMV servant de base au développement rationnel d’inhibiteurs compétitifs de cette interaction probablement déterminante dans l’établissement de la persistance virale. 
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Effect of Nebivolol on the genital circulation and its consequences in the pregnant Wistar rat

Altoama Kassem, Mallem Yassine, Desfontis Jean-Claude, Betti Eric

Introduction: Nebivolol is a cardioselective β-blocker which has vasodilator properties with endothelio-and nephro- protection, but its uterine effects have not been evaluated to date. The aim of this study consisted in evaluating the effects of Nebivolol (vs. Bisoprolol and control) on the genital apparatus of Wistar rats.
Materials and Methods: 126 Wistar rats were used: 92 pregnant rats were divided into three groups according to the treatment received: Nebivolol (8 mg / kg / day orally for 8 days), bisoprolol (10 mg / kg / day orally for 8 days) or control (saline solution). 34 non-pregnant rats,were divided similarly. At day 19 of pregnancy, Systolic Blood Pressure (SBP) was measured non-invasively with Coda (Kent Scientific) device and the blood flow of the genital arteries was measured at the same time with a transonic probe (ADInstruments). The effects of the β-blockers on the vascularization of the uterus were evaluated via a macroscopic approach by measuring the diameter, length of the genital arteries and counting the number of segmental branches of the uterine artery. The fetal and postnatal development (weight, height ) were also evaluated.
Results: SBP was significantly lower in rats treated with β-blockers compared to those not treated and it was  lower in the rats treated with Nebivolol (vs. Bisoprolol). The arterial flow measurements showed a tendency to decrease flow in the treatment of β-blockers. Preliminary macroscopic results clearly showed that the treatment with Nebivolol (vs. Bisoprolol) increases the diameters and lengths of genital arteries and the number of segmental branches of the uterine artery. The evolution of the weight of three newborns per rat shows a significant delay in growth in animals treated with β-blockers, with a higher incidence of mortality.
Conclusion:The treatment with β-blockers clearly shows that it has a negative impact on fetal and postnatal development and an increased risk of mortality. Thus, it is likely that these effects are due to the decrease in SBP identified in the treated animals.The action of Nebivolol is not only limited to its vasodilatory effects (increase in diameter and length of the genital arteries) but it also produces adverse effects in pregnant.
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           EFFETS DU TISSU ADIPEUX ET DES CELLULES SOUCHES MÉSENCHYMATEUSES 
          SUR LA CROISSANCE DE L’OSTÉOSARCOME

AVRIL Pierre*1, 2, PERROT Pierre1, 2, 3, HEYMANN Dominique1, 2, TRICHET Valérie1, 2
1INSERM UMRS-957, Nantes
2Université de Nantes, Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse 
et Thérapie des Tumeurs Osseuses Primitives, Nantes
3CHU de Nantes, Service des brûlés et de chirurgie plastique, Nantes

L’ostéosarcome est la plus fréquente des tumeurs osseuses primitives malignes. Sa récurrence peut être favorisée par une greffe autologue de tissu adipeux au cours d’une opération de chirurgie reconstructrice. Cette conjecture, posée suite à la description d’un cas clinique, a été confirmée par l’observation d’une hausse du volume tumoral provoquée par l’injection de graisse sur un modèle tumoral induit par l’injection de cellules d’ostéosarcome humain Saos-2 chez la souris Nude.
L’effet pro-tumoral des injections de graisse a été vérifié dans un second modèle préclinique d’ostéosarcome induit par l’injection de cellules MNNG-HOS chez la souris Nude. Sur ce même modèle, l’ajout de cellules souches/stromales mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux (ADSC) ou de la moelle osseuse (MSC) accélère la croissance tumorale mais n’a pas d’impact sur le remodelage osseux altéré par la tumeur.
Des tests de prolifération et des analyses de cytométrie en flux effectués sur des cellules d’ostéosarcome ont mis en évidence un effet pro-tumoral in vitro du tissu adipeux véhiculé par sa fraction acellulaire et caractérisé par une accélération du cycle cellulaire. Dans un protocole de culture in vitro en milieu semi-solide induisant la perte d’adhérence des cellules et la formation de sphères, les cellules MNNG-HOS présentent une baisse de prolifération et une perte de leur différenciation ostéo/chondrogénique. Dans ces conditions de culture, du milieu conditionné par le tissu adipeux bloque partiellement ce changement.
L’identification du/des facteur(s) soluble(s) responsable(s) de l’effet pro-tumoral du tissu adipeux doit amener à mieux comprendre les interactions entre les cellules de tumorales et leur environnement. Ceci permettra d’établir de nouvelles cibles thérapeutiques dans le cadre du traitement de l’ostéosarcome et de sécuriser une technique de chirurgie reconstructrice -la greffe autologue de tissu adipeux, ou lipomodelage- importante pour les patients.
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Conséquences fonctionnelles du polymorphisme génétique de MICA : caractérisation de nouvelles isoformes de MICA mises en évidence dans des cellules endothéliales

	En Transplantation, les anticorps dirigés contre MICA exprimée par les cellules endothéliales (CE) du greffon limitent la survie des greffes. Au cours de travaux réalisés dans notre équipe, cinq transcrits alternatifs (MICA-A, -B1, -B2, -C, -D) de MICA ont été mis en évidence dans les CE issues de donneurs d’organes. Ces transcrits, qui se caractérisent par une délétion totale ou partielle d’un ou plusieurs exons de MICA, ont été amplifiés par PCR et clonés dans un vecteur d’expression portant une séquence FLAG. Les cinq vecteurs ont été transfectés dans les cellules COS. Les transfectants ont été analysés par PCR, western blot, immunofluorescence et cytométrie en flux. Nos résultats montrent que les 5 isoformes sont traduites. L’expression de l’isoforme MICA-A (protéine et ARNm) semble faible et instable comparée aux autres isoformes. Un marquage membranaire indique que l’isoforme MICA-B2 est exprimée à la surface et est reconnue par un anticorps anti-MICA. MICA-B2 interagi avec une protéine de fusion NKG2D-Fc. Le criblage d’un panel de cultures endothéliales correspondant à 20 allèles MICA montre l’association spécifique de ces isoformes avec 2 allèles de MICA, MICA*015 et MICA*017. En conclusion, cette caractérisation a déjà permis de mettre en évidence un nouveau ligand de NKG2D et constitue une première étape vers des tests fonctionnels et la production d’outils dédiés pour l’étude des autres isoformes. Ces résultats ont été obtenus à partir de transfectants exprimant faiblement les différentes isoformes et sont par conséquent considérés comme préliminaires. 
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ETUDE DU ROLE DU GENE SCN5A DANS L’INCIDENCE D’ARYTHMIES AU COURS DE L’INFARCTUS DU MYOCARDE ET DU REMODELAGE POST-ISCHEMIQUE.
 
Benoît JAGU1,2, Thierry LE TOURNEAU1,2,3, Flavien CHARPENTIER1,2, Gilles TOUMANIANTZ1,2.

1- INSERM UMR1087, CNRS UMR 6291, L’institut du thorax, Nantes, France.
2- Université de Nantes, Nantes, France
3- CHU Nantes, L’institut du thorax, Nantes, France.

Mots clés: Scn5a, Nav1.5, infarctus du myocarde, arythmies, remodelage, insuffisance cardiaque.

Introduction- Le canal sodique Nav1.5, codé par le gène Scn5a, est responsable de l’excitabilité et de la vitesse de conduction de l’influx électrique au travers des différents compartiments cardiaques. Les mutations du gène Scn5a sont associées à de nombreuses pathologies cardiaques de type arythmique et structural. L’infarctus du myocarde (IDM) correspond à la nécrose du muscle cardiaque suite à l’occlusion d’une artère coronaire. Au cours de la phase aigue de l’IDM, les arythmies ventriculaires sont associées à un risque augmenté de mort à l’hôpital. Autrement, au cours du temps, un remodelage progressif du ventricule gauche, tels que la dilatation de la cavité, l’hypertrophie myocytaire et la fibrose, conduit au développement de l’insuffisance cardiaque.
Objectifs – L’association de polymorphismes et de mutations, présents sur des gènes codants pour des canaux ioniques cardiaques, avec des arythmies ventriculaires de pathologies acquises et le remodelage myocardique post-ischémique n’est pas clairement caractérisée. Dans ce contexte, notre projet a pour but d’étudier le rôle des altérations d’origine génétique de Nav1.5 dans l’incidence des arythmies ventriculaires et le remodelage structural et fonctionnel cardiaque cours de la phase aigue de l’IDM et à terme au cours de l’insuffisance cardiaque.
Méthodes – La contribution du canal Nav1.5 dans ce contexte physiopathologique a été  évalué après l’occlusion de l’artère coronaire antérieur gauche descendante réalisée sur un modèle murin hétérozygote pour le gène Scn5a (Scn5a+/-) âgés de 10-12 semaines. Après la validation de l’IDM par échocardiographie, les animaux sont étudiés in vivo par échocardiographie et électrocardiographie, et in vitro par des investigations moléculaires et biochimiques durant les 48 premières heures post-IDM.
Résultats – Dans ce contexte physiopathologique, les souris Scn5a+/- ont une mortalité accrue liée à des événements arythmiques. De plus, l’ECG enregistré par télémétrie durant les 48h post-IDM révèle que les souris Scn5a+/- présentent une augmentation de l’incidence des contractions ventriculaires prématurées sans aucune différence de remodelage structural et fonctionnel comparés aux animaux sauvages. De plus, l’expression des ARNms révèlent que les souris Scn5a+/- infarcies ont une augmentation de l’expression des facteurs pro-inflammatoires IL-6 et IL-1β, et une diminution de l’expression de la Cx43 par rapport aux animaux sauvages, sans l’induction d’une fibrose myocardique.
Conclusions – Ces observations, à 48h post-IDM, suggère que les souris Scn5a+/- infarcies présentent des facteurs pour l’établissement d’une insuffisance cardiaque post-ischémique plus sévère que les animaux sauvages. De plus, des données préliminaires sur de petites séries d’animaux révèlent que les souris Scn5a+/- présenteraient un remodelage ventriculaire gauche plus prononcé à 4 semaines post-IDM.
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An increase of highly differentiated TEMRA CD8 T cells with potent effector function in kidney transplant recipients with stable graft function revealed patients with at-risk of long-term graft function.

*Michelle Yap1 2 3, Françoise Boeffard1 2 3, AnnaickPallier1 2 3, Richard Danger1 2 3, Magali Giral1 2 3, Jacques Dantal1 2 3, Yohann Foucher2 4, Cécile Guillot-Gueguen2, Jean-Paul Soulillou1 2 3, Sophie Brouard1 2 3, and Nicolas Degauque1 2 3
1 INSERM, UMR 1064, Nantes, France
2 CHU de Nantes, ITUN, Nantes, France
3 Université de Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, France.
4 Université de Nantes, EA 4275, Nantes, France.

Introduction: Kidney transplantation is considered the best treatment for patients with end-stage renal disease; however it is still necessary to improve long term graft survival. While T lymphocytes have been shown to be implicated in acute graft rejection, there is still little information regarding the role of CD8 T cells in long term graft survival. We took advantage of a large group of kidney transplant recipients enrolled in a prospective study to investigate the role of CD8 T cells in long-term graft outcome.
Methods: 131 kidney graft recipients with a stable graft were enrolled into the prospective study. Patients were enrolled at least 5 years post-transplant. At the time of inclusion, the TCR Vβ repertoire was characterized using TcLandscape and a detailed profile of CD8 T cells was obtained through multicolor flow cytometry. Patients were followed for more than 6 additional years, during which 47 patients had undergone kidney graft degradation.
Results: 86 patients were identified to have an altered TCR Vβ repertoire and 45 patients had an unaltered TCR Vβ repertoire. Accumulation of alteration in the TCR Vβ repertoire was associated with an increase of TEMRA (CD45RA+CCR7-) CD8 T cells. Those CD8 T cells displayed an activated phenotype (CD27-CD28-CD127-) and potent effector functions characterized by an upregulation of cytotoxic molecules (PERFhiGZMB+) and effector-associated molecules (TBEThi and CD57+). Finally, the increase of highly differentiated TEMRA CD8 T cells was associated with 1.96 high risk of kidney dysfunction (multivariate model).
Conclusion: Despite our cohort of kidney graft recipients appeared to be stable and homogeneous from a clinical perspective at the time of enrollment, the monitoring of CD8 T cell phenotype and function and the characterization of the TCR Vβ repertoire reveals major differences in the homeostasis of the CD8 T cell populations and in the long term outcome of the kidney graft. 
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Mise au point d’un modèle ex vivo 3D de tissu osseux

GAMBLIN Anne Laure*1, RENAUD Audrey1, CHARRIER Céline1
HEYMANN Dominique1,2,3, TRICHET Valérie1,2, LAYROLLE Pierre1,2

1 INSERM, UMR957, Nantes, 2 Université de Nantes, Nantes Atlantique Universités, Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et Thérapie des Tumeurs Osseuses Primitives, EA3822, Nantes, 3 CHU, Hôtel Dieu, Nantes

Les pathologies du squelette ont un fort impact socio-économique sur notre population vieillissante. Même si les thérapies ont permis des améliorations sur le traitement de l’ostéosarcome et l’ostéoporose, leur efficacité reste limitée. La compréhension des mécanismes intervenant dans la formation osseuse et le remodelage osseux nécessite le développement d’un modèle ex-vivo. Le but de ce travail a été de développer un modèle 3D  de tissu osseux à partir des précurseurs osseux humains cultivés sur des particules de phosphate de calcium biphasées (BCP). 
Dans cette étude, des cellules souches mésenchymateuses obtenues à partir de prélèvement de moelle osseuse (CSM) et des monocytes obtenus à partir de sang périphérique sont cultivés sur des particules de BCP (125-200 µm) dans le but de les différencier respectivement en ostéoblastes et ostéoclastes. Les CSM mises en culture sur les BCP, adhèrent et prolifèrent. L’observation en microscopie confocale a permis de montrer que les cellules formaient des ponts reliant les particules entre elles, permettant la formation d’une structure tri-dimensionnelle. Au cours du temps, une matrice extracellulaire abondante est sécrétée par les cellules, composée principalement de collagène de type 1 et d’hydroxyapatite. Après 83 jours de culture, des monocytes, pré-différenciés en ostéoclastes pendant 7 jours par hMCSF et hRANKL, sont déposés sur la structure hybride et cultivés pendant       7 jours. L’observation en microscopie à balayage de la co-culture à 3 mois permet de visualiser la présence d’une abondante production de matrice extracellulaire et de deux types cellulaires très différents morphologiquement. La différenciation des deux types cellulaires est montrée par RT-PCR (COLL1A1, BSP, ALP, CBFA1, BMP2, OC et TRAP, CATHEPSINE K, DCSTAMP, NFATC1) et marquage sur coupes en paraffine (BSP et TRAP). La présence de cristaux de phosphate de calcium a été montrée par microscopie par énergie dispersive de rayons X (EDX).
En résumé, cette étude nous a permis de mettre au point un modèle ex vivo 3D de tissu osseux témoignant de la physiologie osseuse et permettant l’étude de molécules agissant sur le métabolisme osseux.
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Enteric glial cells from Crohn’s disease patients have altered function on intestinal epithelial barrier:toward the identification of novel essential lipidic gliomediators
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INTRODUCTION: Evidence have identified enteric glial cells (EGC), the major constituent of the enteric nervous system, as key regulators of intestinal epithelial barrier (IEB) functions. Under physiological conditions, EGC enhance IEB repair, reduce its permeability, and increase its resistance to pathogens. These mechanisms are altered during inflammatory bowel disease (IBD) such as Crohn’s Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC). EGC lesions have also been observed in IBD, but there is a lack of information about pathophysiological processes that could link IBD EGC to IEB dysfunctions.
AIMS & METHODS: To address this question, we have characterised EGC isolated from CD, UC, and control patients. We have compared their phenotype by measuring glial marker expression (GFAP, S100beta, Sox10) and have analysed their production for EGC-derived soluble factors (IL6, TGFbeta, proEGF, GSNO) but also for 31 lipidic mediators. In parallel we have studied EGC functional impact on IEB in a co-culture model using the human intestinal epithelial cells (IEC; Caco-2). In this model we have measured IEB transepithelial resistance (EVOM) and paracellular permeability (sulfonic acid-FITC flux). We have also analysed Caco-2 spreading (ZO1 immunostaining and cell area measurement), and proliferation (Ki67 immunostaining). Then, we have processed a preliminary study with the same co-culture model but in an inflammatory environment (TNFα+IL1β) and measured paracellular permeability. 
RESULTS: EGC from CD, UC or control patients expressed the same level of GFAP, Sox10, S100beta and did not present significant variations in their proliferation rate. But whereas control and UC EGC increased significantly IEC transepithelial resistance and spreading, CD EGC had no effect. In the same manner, only CD EGC increase significantly IEB paracellular permeability. To explain these differences, we analysed the expression/production of EGC mediators. Compared to control and UC EGC, EGC from CD patients expressed the same level of TGFbeta but less IL6 and EGF mRNA. Moreover CD EGC produced less lipidic mediators as 11bPGF2, 15-HETE and 15dPGJ2. Finally, control and UC EGC stimulated by TNFα+IL1β decreased significantly IEC paracellular permeability while EGC from CD patients increased it.
CONCLUSION: All together, these results show that human EGC from CD patients have lost their protective property on IEB that are IEC permeability, spreading and IEB resistance. These defects could be due to a lack of EGF or lipidic mediator production by CD EGC.
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Identification et caractérisation de facteurs impliqués dans la différenciation de progéniteurs myogéniques

Nader SIAMI* Epigénétique: Prolifération et Différenciation, FRE CNRS 3478, Faculté des Sciences et des Techniques, 2 Rue de la Houssinière 44322 Nantes cedex 3 . nader.siami@univ-nantes.fr
Au cours de ces dernières années, notre groupe a focalisé ses recherches sur l'identification d'une population de cellules du fœtus présentant un potentiel myogénique remarquable. Ainsi, nous avons montré que les cellules portant le marqueur CD34 de la surface isolée du muscle fœtal présentent des capacités de régénération du muscle adulte ( Le Grand et al, 2004 ; Auda -Boucher et al, 2007 ) . Une caractérisation plus approfondie de ces cellules a permis de montrer que les cellules CD34+ forment une population hétérogène dont les sous-populations présentent des potentiels de différenciation distincts. Les différentes sous-populations ont pu être triées sur la base de leurs marqueurs de surface ( Dupas et al. , 2011). De façon surprenante, alors qu'une des sous populations des cellules CD34+ présentent les signes de différenciation en myoblastes, lorsque ces cellules sont transplantées dans les tissus musculaires adultes injuriés, on observe une diminution très significative de l'efficacité de régénération comparer à l'ensemble de la population CD34+. En accord avec ces résultats, les analyses en cultures de la sous population des cellules CD34+ myogenic présente une moins bonne efficacité de différenciation que la population CD34+ prise dans son ensemble. Ces résultats ont conduit à émettre l'hypothèse qu'au moins une autre sous population des cellules CD34+ pourrait coopérer avec la sous population myogénique pour favoriser la différenciation cellulaire. Deux mécanismes pourraient rendre compte de cette coopération cellulaire ; 1- par des contacts entre des cellules de différentes sous populations ou 2- par la libération de facteurs solubles d’au moins une des sous populations et qui auraient un potentiel sur la différenciation myogénique. Pour tester lequel de ces mécanismes pourraient vérifier une augmentation de la différenciation myogénique des cellules compétentes, des expériences de culture cellulaires ont été effectuées. De ces analyses, il ressort que des facteurs libérés dans les surnageants de culture par les cellules de la sous population CD34+Sca1+ présentant un potentiel adipogénique sont capable influer positivement sur la différenciation myogénique. De façon intéressante, l’influence de ces facteurs solubles a été vérifiée sur des cellules d’origine fœtale, mais aussi sur des cellules provenant de l’animal adulte (cellules satellites). Par des analyses de biochimie, il a pu être montré que les facteurs favorisant la myogenèse sont des facteurs protéiques, mais leur identité n’est à ce jour pas connu. Toutefois, des travaux au sein du laboratoire sont actuellement en cours pour définir les facteurs d’intérêt. Pour cela, deux approches ont été mises en œuvre ; une approche transcriptomique où les transcrits issus des cellules CD34+ Sca1+ ont été analysés et une approche protéomique qui permet la purification des facteurs solubles sécrétés par les cellules CD34+ Sca1+ qui, associer à des analyses de spectrométrie de masse devrait permettre de définir les protéines du secrétome. Nous pensons que le recoupement des résultats des ces approches permettra de définir une liste de facteurs qui peuvent influencer positivement la différenciation myogénique.
L’objectif de mon travail dans ce projet est de faire l’analyse des facteurs protéiques qui ressortiront des études en cours. Pour cela, nous envisageons deux approches, une approche in vitro en examinant la différenciation de cellules compétentes et une approche in vivo où nous examinerons la différenciation de cellules compétentes transplantées dans des bourgeons de membre et qui seront ensuite greffés sur la membrane chorio-allantoïdienne de l’œuf de poulet.
Pour pour l'instant, je me suis principalement focalisé à la première approche de culture in vitro en gardant à l’esprit qu’il fallait par la méthode de culture pouvoir déterminer et quantifier la différenciation myogénique de cellules compétentes de façon efficace et fiable.
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Mise en évidence et analyse de l’interaction entre le DIDS et le sérum albumine 

Denis Velic1*, Sébastien Henry1, Cathy Charlier2, Pierre Weigel1,2, Jean-Yves Masson3, Fabrice Fleury1
1 Equipe 2 Réparation ADN, UFIP FRE-CNRS 3478, Université de Nantes, France.
2 Plateforme IMPACT, UFIP FRE-CNRS 3478, Université de Nantes, France.
3 Centre de Recherche en Cancérologie de l’Université Laval, Laboratoire de Stabilité du Génome, Québec, Canada

Les cellules humaines sont soumises à des stress pouvant induire des dommages de leur ADN génomique. La persistance de ces altérations peut conduire à la mort de la cellule ou à l’arrêt définitif du cycle cellulaire. Parmi les lésions de l’ADN, les cassures double brin (CDB) sont les plus létales et non-réparées, elles peuvent être à l’origine d’instabilité génomique favorisant le développement de cancer. La recombinaison homologue (RH) est l’une des voies de réparation des CDB et Rad51 en est l’acteur central. Une équipe a montré que la molécule DIDS (4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid) inhibait l’activité recombinase de Rad51. Son mode d’action in vitro et in vivo reste encore inconnu, notamment le rôle des groupements isothiocyanate (NCS) de la molécule. Dans le corps humain, la biodisponibilité, la distribution et le métabolisme de nombreux composés bioactifs dépendent de leur association avec les protéines plasmatiques comme les sérums albumines et cette interaction peut influencer directement leurs propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. En considérant le rôle thérapeutique potentiel de la molécule DIDS, il est nécessaire d’étudier son comportement vis-à-vis de la protéine la plus abondante du plasma, la sérum albumine. Par des approches biophysiques, l’interaction entre le DIDS et les sérums albumines humaine (HSA) et bovine (BSA) a pu être mise en évidence et analysée. Afin de comprendre le rôle des groupements isothiocyanate dans l’interaction, des molécules analogues du DIDS substituées par des groupements aminés (NH2) ou azotures (NNN) ont été étudiées et comparées. Il s’avère que les modifications de ce groupement affectent l’interaction avec ces sérums albumines. Tandis que le dérivé azoture présente des caractéristiques similaires au DIDS, le dérivé aux groupements aminés interagit uniquement avec la HSA. Le groupement isothiocyanate et sa configuration linéaire pourraient ainsi jouer un rôle prépondérant dans l’interaction entre le DIDS et la sérum albumine et contribuer à la modulation des propriétés du DIDS in vivo.



















M. DION JOHANN 2ème année  FRE 3478

           Synthèse d'inhibiteurs de galectines dérivés de disaccharides de type lactosamine

J. Dion, S. Dahbi, N. Storozhylova, C. Grandjean

Unité Fonctionnalité et Ingénierie des Protéines, FRE CNRS 3478
Les galectines sont une famille de lectines, très conservées au sein des espèces (15 membres identifiés chez les mammifères), caractérisées par leur capacité à reconnaître des motifs sucre de type -galactoside grâce à un CRD de 14 kDa (Carbohydrate Recognition Domain).
Les galectines sont des protéines multifonctionnelles qui sont impliqués dans de nombreux processus tel que la division ou la migration cellulaire, l’apoptose, le trafic cellulaire, les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice... Eléments majeurs du développement cellulaire ou de la réponse inflammatoire et immunitaire, ces protéines semblent également être impliquées dans plus d’une centaine de pathologies et ont été désignées comme des cibles thérapeutiques potentielles. Cependant, leur multifonctionnalité, leurs multiples localisations tant au sein des cellules que de l'organisme et le fait que les galectines reconnaissent des ligands de structures voisines  font que leurs modes d’action sont encore mal connus. Nous avons envisagé la synthèse d'inhibiteurs de ces protéines pour contribuer à comprendre les processus biologiques dans lesquels elles étaient impliquées.

Les travaux de notre équipe ont pour but de développer des inhibiteurs spécifiques de la galectine-3 pour permettre d’étudier le rôle de cette galectine dans la division et la migration des cellules épithéliales de la peau. Une première génération d’inhibiteurs de la galectine-3 a déjà été préparée au sein du laboratoire. De nouveaux inhibiteurs potentiels sont en cours de synthèse afin d’améliorer leur affinité et leur spécificité vis-à-vis de la galectine-3.

Notre stratégie consiste à produire de nouveaux inhibiteurs basés sur un motif lactosamine (ligand naturel) en faisant variés la nature des substituants du disaccharide : les travaux actuels visent à fonctionnaliser la position C2 et C3', positions d'intérêts, avec des groupements aromatiques permettant d'augmenter l'affinité avec la galectine-3. Tout en continuant de produire des molécules en utilisant la voie de synthèse mise au point par le laboratoire, le deuxième but de notre équipe est de mettre au point de nouvelles méthodes de synthèse pour obtenir ces inhibiteurs plus rapidement et avec de meilleurs rendements : réarrangement de Heyns, époxyde de type-Cerny…
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           SYNTHESIS OF 1-METHYL-1,6-NAPHTHYRIDIN-2(1H)-ONES DERIVATIVES AS POTENT 
          INHIBITORS OF HEAT-SHOCK PROTEIN 90 (HSP90)

David Montoir*, Alain Tonnerre, Muriel Duflos, Marc-Antoine Bazin
Université de Nantes, Nantes Atlantique Universités, Laboratoire de Chimie Thérapeutique, Cibles et Médicaments des Infections et du Cancer, IICiMed EA 1155, UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques – 1 rue Gaston Veil 44035 Nantes – France


The heat shock protein 90 (Hsp90) is an ATP-dependent chaperone known to be overexpressed in many cancers, making it an important target for drug discovery.1 Novobiocin, an aminocoumarin antibiotic, was reported to inhibit Hsp90 and showed antiproliferative properties (IC50 = 700 µM in SKBr3, breast cancer cell line),2 leading to the development of new, more active compounds.
In this context, we became interested in the synthesis of new heterocyclic compounds, analogues of novobiocin, derived from 1-methyl-1,6-naphthyridin-2(1H)-one scaffold. 
We developed a practical and general synthesis of 3,7-disubstitued naphthyridin-2(1H)-ones. It was speculated that 7-chloro-3-bromo or iodo-1-methyl-1,6-naphthyridin-2(1H)-one could represent a key intermediate for the preparation of compounds bearing different substituents in the 3 and 7-positions through sequential regioselective palladium-catalyzed reactions, namely Suzuki-Miyaura and Buchwald-Hartwig amination. This method offers the advantage of providing 1,6-naphthyridinones libraries characterized by remarkable chemical diversity.
These compounds will be evaluated for anti-proliferative activity against cancer cell-lines and the biological results will lead us to investigate the pharmacomodulations in the positions 3 and 7.







Coumarin 
scaffold
1,6-naphthyridin-2(1H)-ones
Benzamide 
moiety

	             
 
	             R3 = -(het)aryl, -NHCOalkyl,Novobiocin

								                 -NHaryl, -NHalkyl
								         R7 = -(het)arylNoviose 
sugar


			      		                              
									

Reference

1) Zuehlke A. and Johnson J.L. Biopolymers, 2010, 93, 211-217.
2) Le Bras G. et al. J. Med Chem. 2007, 50, 6189-6200.








Melle DRUJONT LUCILE 2ème année  UMR 1064

Role of Tmem176a/b homologs in RORt+ cells

(Drujont L*, Beriou G, Delbos L, Heslan M, Carretero L, Cuturi MC, Louvet C.)

The nuclear hormone receptor RORt is the key transcription factor that orchestrates the differentiation of Th17 cells but also defines other immune cells such as subsets of T cells and various Innate Lymphoid Cells (ILCs). Rort-deficient mice have revealed the importance of these cells in the development of a variety of autoimmune diseases including EAE, collagen-induced arthritis, inflammatory bowel disease, psoriasis and graft versus host disease. It is however challenging to decipher the contribution of each RORt+ cell type during the developpement of pathological responses and to identify the mechanisms involved beyond IL-17 and few other cytokines. The group of Dan Littman has recently performed an exhaustive study to delineate the Th17 global transcriptional regulatory network. Notably, they identified novel unknown direct targets of RORt including Tmem176b that our laboratory has extensively studied during the last years in myeloid cells. In this project, we will take advantage of our Tmem176b-deficient mouse to uncover the role of this gene in the biology of RORt+ cells and in mouse models of autoimmune diseases. In the line with the work of Dan Littman’s group, we found that Tmem176b is highly expressed in in vitro-generated mouse Th17 compared to Th1, Th2 or iTregs. We also found that human Th17 cells strongly expressed Tmem176b mRNA, correlating with the level of Rorc. Furthermore, anti-human TMEM176B antibodies allowed us to confirm this pattern at the protein level. We will focus on three experimental mice systems notoriously known to be Rort-dependent : EAE, colitis and psoriasis. Preliminary results showed that Tmem176b-deficient mice exhibited a lower score of psoriasis when compared to wild-type mice. Taken together, our results strongly suggest that TMEM176B plays a crucial role in RORt+ cells.



           
























M. PATINEC  ALLAN 2ème année  UMR 892

Rôle modulateur de l’immunité anti-infectieuse des lymphocytes iNKT chez les patients traumatisés crâniens 

Résumé :
Les infections sont une cause majeure de mortalité après une agression aigüe du système nerveux central (SNC) telle qu'un traumatisme crânien, un accident vasculaire cérébral (AVC) ou encore une attaque cardiaque provoquant une ischémie cérébrale. Ces infections peuvent être dues aux procédures médicales liées aux traitements ainsi qu'à des phénomènes classiques en réanimation (ventilation mécanique, micro-inhalations, dysfonctions vésicales...). Cependant de nombreuses études ont mis en évidence une profonde dysfonction immunitaire après une agression aigüe du système nerveux central. Cette dysfonction a pour conséquence une diminution des capacités de défense contre des pathogènes. Le projet de thèse aura pour objectif de contribuer à une meilleure compréhension de ce phénomène d'immunodépression post-lésionnelle afin de rétablir une réponse immunitaire anti-infectieuse efficace qui devrait permettre à la fois d'augmenter l'efficacité du traitement et de réduire l'utilisation des antibiotiques et la sélection de souches bactériennes résistantes. Des observations récentes indiquent que chez la souris, les cellules iNKT seraient au cœur de l'immunosuppression systémique consécutive à une agression aigüe du système nerveux central. L'objectif du projet est de vérifier que des facteurs sériques présents chez des patients atteints de lésions du système nerveux central orientent la réponse des cellules iNKT vers un phénotype immunosuppresseur, puis de caractériser ces facteurs, de rechercher des neuromédiateurs ou leurs antagonistes capables de rétablir un phénotype immunostimulateur de la réponse antibactérienne, éventuellement en association avec des agonistes synthétiques des lymphocytes iNKT.


Les infections sont une cause majeure de mortalité après une agression aigüe du système nerveux central (SNC) telle qu'un traumatisme crânien, un accident vasculaire cérébral (AVC) ou encore une attaque cardiaque provoquant une ischémie cérébrale. Ces infections peuvent être dues aux procédures médicales liées aux traitements ainsi qu'à des phénomènes classiques en réanimation (ventilation mécanique, micro-inhalations, dysfonctions vésicales...). Cependant de nombreuses études ont mis en évidence une profonde dysfonction immunitaire après une agression aigüe du système nerveux central. Cette dysfonction a pour conséquence une diminution des capacités de défense contre des pathogènes. Le projet de thèse aura pour objectif de contribuer à une meilleure compréhension de ce phénomène d'immunodépression post-lésionnelle afin de rétablir une réponse immunitaire anti-infectieuse efficace qui devrait permettre à la fois d'augmenter l'efficacité du traitement et de réduire l'utilisation des antibiotiques et la sélection de souches bactériennes résistantes. Des observations récentes indiquent que chez la souris, les cellules iNKT seraient au cœur de l'immunosuppression systémique consécutive à une agression aigüe du système nerveux central. L'objectif du projet est de vérifier que des facteurs sériques présents chez des patients atteints de lésions du système nerveux central orientent la réponse des cellules iNKT vers un phénotype immunosuppresseur, puis de caractériser ces facteurs, de rechercher des neuromédiateurs ou leurs antagonistes capables de rétablir un phénotype immunostimulateur de la réponse antibactérienne, éventuellement en association avec des agonistes synthétiques des lymphocytes iNKT.









M.  COYAN FABIEN  3ème année  UMR 5089

IN KCNQ1 CHANNELS, A LONG QT MUTATION INDUCES A REGULATION BY CHOLESTEROL INSTEAD OF PHOSPHATIDYLINOSITOL-4,5-BISPHOSPHATE

Fabien C. Coyan1*, Mohamed-Yassine Amarouch1, Fayal Aderemane Ali1, Julien Piron1, Jérome Mordel1, Céline S. Nicolas1, Marja Steenman1, Jean Mérot1, Céline Marionneau1, Annick Thomas2, Robert Brasseur3, Isabelle Baró1, Gildas Loussouarn1. 
1l'institut du thorax, Nantes, France, 2INSERM, UMR 5089 CNRS, Toulouse, France, 3Agro-Bio Tech, University of Liège, Gembloux, Belgium.

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) is a membrane cofactor necessary for the activity of KCNQ1 channels. Some Long QT mutations of KCNQ1, including R243H, R539W and R555C have been shown to decrease KCNQ1 interaction with PIP2. A previous study suggested that when compared to WT channel, R539W is paradoxically less sensitive to PIP2 screening by intracellular magnesium, despite a decreased interaction with PIP2. In the present study, we confirm this peculiar behavior of R539W and suggest a molecular mechanism underlying it. COS-7 cells were transfected with WT or mutated KCNQ1 channel, and patch-clamp recordings in giant-patch or whole-cell configuration were performed. Similar to other channels with a decreased PIP2 affinity, we observed that the R243H and R555C mutations lead to an accelerated current rundown when available PIP2 level is decreased. As opposed to R243H and R555C mutant channels, R539W is not more but rather less sensitive to PIP2 decrease than the WT channel. Consistent with that, the R539W channel is also insensitive to variations in extracellular osmolarity, known to modulate the channel activity via available PIP2. These results suggest that KCNQ1-R539W mutation shortcuts PIP2 in the channel open pore stabilization. Both structural model prediction and functional analysis implicate membrane cholesterol in this effect. This de novo interaction wanes the sensitivity to PIP2 variations, showing that a mutated channel with a decreased affinity to PIP2 could paradoxically present a slowed current rundown compared to the WT channel. This suggests that caution is required when using measurements of current rundown as an indicator to compare WT and mutant channel PIP2 sensitivity.
























M. FOUCHER ETIENNE  2ème année   UMR892

Rôle du M-CSF et de l’IL-34 dans la génération des macrophages immunosuppresseurs

Etienne Foucher* 1, Simon Blanchard1, Laurence Preisser1, Philippe Descamps2, Pascale Jeannin1

1 Centre de Recherche en Cancérologie Nantes-Angers ; UMR Inserm 892 CNRS 6299, Université d’Angers
2 Service de Gynécologie, CHU Angers

Le M-CSF et l’IL-34 sont des cytokines impliquées dans la survie des monocytes et signalent via le récepteur c-fms (M-CSF-R ou CD115). Les monocytes sont des cellules très plastiques qui, selon la nature de leur environnement, peuvent se différencier en macrophages (Mp) ou en cellules dendritiques (DC). Un large spectre de sous-populations de Mp et DC, caractérisées par des phénotypes et des fonctions très différentes (suppressives versus activatrices), a également été décrit. 
L’expression de M-CSF a été rapportée augmentée dans de nombreux cancers. Cependant, l’impact d’une signalisation via le M-CSF-R sur la différentiation des monocytes, et en particulier leur polarisation, n’était pas connu. Nous montrons que le M-CSF et l’IL-34 induisent la différenciation des monocytes en Mp (CD14high CD163high CD1a-). Après stimulation au LPS, ces Mp présentent un profil IL-10high/IL-12low et expriment un niveau faible des molécules de co-stimulation CD80 et CD86. Au niveau fonctionnel, ces Mp présentent une puissante activité immunosuppressive (diminution de la prolifération des lymphocytes T (LT) stimulés), associée à de faibles propriétés de co-stimulation des LT. La génération des Mp par l’IL-34, médiée via le M-CSF-R, est indépendante d’une production endogène de M-CSF. Finalement, le phénotype de ces Mp (M-CSF ou IL-34) sont similaires de celui des Mp associés aux tumeurs (TAM) dans le cancer de l’ovaire.
L’accumulation de Mp immunosuppresseurs (profil M2) est caractéristique d’un environnement tumoral. Dans le but d’identifier des stratégies pour prévenir l’accumulation et/ou la génération de M2, nous avons identifié l’IFNg et le GM-CSF, deux cytokines qui inhibent la génération des Mp immunosuppresseurs induite par l’IL-34 ou le M-CSF. De plus, l’IFNg confère aux M2 (générés par IL-34 ou M-CSF) des propriétés immunostimulatrices.
En conclusion, nous démontrons que l’IL-34 et le M-CSF induisent la différenciation des monocytes en Mp immunosuppresseurs similaires aux TAM retrouvés dans le cancer de l’ovaire, et que l’IFNg et le GM-CSF inhibent leurs effets.
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Effect of delphinidin on the populations of lymphocytes in patients with metabolic syndrome

*Ousama DAYOUB
Supervisor: Ramaroson ANDRIANTSITOHAINA
Co-supervisor: Nicolas CLERE

Metabolic syndrome (MS) is a common metabolic disorder defined as the clustering of several metabolic abnormalities and impaired glucose and lipid metabolism. Low-grade inflammation plays a role in the pathogenesis of the MS and T lymphocytes may be involved in the triggering of these inflammatory processes. Delphinidin, an anthocyanin polyphenol, has beneficial effects on the health including vasodilatory, antioxidant, immunomodulatory and anti-inflammatory effects. The present study was designed to test the effects of delphinidin on T cells activation and function in relation with inflammation. In this respect, apoptosis and differentiation of T lymphocytes in MS patients will be investigated. Also, the mechanisms of calcium handing will be analyzed with regard to T cell activation. Human T cells were isolated from blood taken either from control or MS patients by centrifugation through a density gradient medium. Delphinidin was tested for 24h at 10-2 g/l. Evaluation of apoptosis was performed using flow cytometry. Differentiation was evaluated using ELISA assay from supernatants of T cells pretreated with phytohemagglutinin (PHA; 5 g/mL). Changes in intracellular calcium were assessed using Fluo-4 probe. Delphinidin did not modify neither the basal apoptosis nor that induced by actinomycin D of T cells taken either from healthy or MS patients. Ddelphinidin decreased the production of IL-17A, IL-4 and TGF- without altering the production of INF-γ in T cells taken from control and MS patients. Interestingly, delphinidin reduced the ability of thapsigargin to increase cytosolic calcium at the level of calcium entry in both types of T cells. These ﬁndings suggest that delphinidin may modulate the inflammation associated with MS by preventing the differentiation of T lymphocytes into Th-2, Th-17 and T-Reg lineages and decreasing T cell activation of calcium signaling. The ongoing study may help to understand the effect of delphinidin on T cell function and activation in patients with MS.

























Melle  RAFEI RAYANE 3ème année  EA 3142

Molecular epidemiology and carbapenem resistance mechanisms in Acinetobacter baumannii strains isolated from different environments in Lebanon
	
Rayane Rafeia,b*, Fouad Dabboussib, Monzer Hamzeb, Matthieu Eveillarda,c, Marie-Laure Joly-Guilloua,c, Marie Kempfa,c

a Host-Pathogen Interaction Study Group (GEIHP, UPRES EA 3142), University of Angers, Angers, France
b Microbiology Laboratory, AZM centre for research in Biotechnology and its application, Lebanese university, Tripoli, Lebanon
c University Hospital of Angers, Angers, France 


Objectives: To determine the epidemiology and characterize the carbapenem resistance mechanisms on Acinetobacter isolates recovered from different environments in Lebanon.   
Methods: We analysed 71 strains identified phenotypically as Acinetobacter baumannii complex with API 20NE gallery. These strains were isolated between 2006-2012 from different environment conditions in Lebanon (26 environmental strains and 45 clinical strains isolated in different hospitals). Molecular species identification was performed by blaOXA-51-like real time PCR assay and partial rpoB sequence analysis. Susceptibility testing was carried out by agar disc diffusion and Etest, and the presence of carbapenemase genes (blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-like and blandm-1) was investigated by PCR assays.      
Results: Among the 71 strains analysed, 45 harboured the blaOXA-51-like gene (3 from environments and 42 from hospitals). These results were confirmed by partial rpoB sequence analysis. All 3 environmental A. baumannii strains were highly susceptible to the antibiotics tested. Besides, 31 clinical strains were resistant to carbapenems. Among them, 28 harboured the blaOXA-23-like gene, one the blaOXA-24-like gene, and 2 strains the blaOXA-58-like gene.
Conclusion: A. baumannii was the most prevalent species in clinical settings, but also present in environment. Diverse carbapenem resistant mechanisms were found among our clinical collection and the blaOXA-23-like carbapenemase was the main carbapenem resistant mechanism. These results show clearly an increasing need of effective measures to monitor further spread of such notorious carbapenem resistant isolates in Lebanon and to decipher the reservoir of such multi-drug resistant strains. 

Keys Words: Acinetobacter baumannii; carbapenem resistance; Lebanon.  


















M.  GOUJU JULIEN 2ème année   UMR 892
Régulation de NF-kB2 au cours du cycle cellulaire

Les cancers sont étroitement liés aux dérégulations du cycle cellulaire par l’activation d’oncogènes et l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur. Le facteur de transcription NF-κB2 qui régule des gènes du cycle cellulaire est considéré comme un oncogène. Cependant, NF-κB2 est capable d’activer ou de réprimer l’expression d’oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeur. Ces rôles antagonistes sont déterminés par la composition des complexes transcriptionnels NF-κB2 qui est régulée par des modifications post-traductionnelles.
Le complexe Cycline E/Cdk2 phosphorylent la sérine 222 de NF-κB2 lors de la phases S ce qui aurait pour but le changement des complexes NF-B2 activateurs de G1, en complexes répresseurs de gènes du cycle cellulaires lors de la phase G2. Ce mécanisme serait un contrôle du bon déroulement du cycle cellulaire lors de la phase G2 en régulant des gènes du cycle cellulaire de la phase G1. Cette régulation exercerait des fonctions de suppressions tumorales.
Une dérégulation de cette phosphorylation au cours du cycle, pourrait attribuer à NF-κB2 des fonctions oncogéniques en favorisant la formation de complexes activateurs de gènes de G1. C’est ce vers quoi nous nous orientons pour la suite de nos travaux. En effet, certaines de nos lignées cellulaires, qui possèdent des formes courtes de NF-B2 ou peu de Cdk2 (en échappant à l’oncogène H-Ras), perdent la phosphorylation de la sérine 222. De plus, ces cellules présentent un taux anormalement élevé de certains oncogènes ciblés par NF-B2, notamment lors de la phase G1, tels que c-Myc, Bcl3 ou encore Bcl-xl. Par conséquent, il pourrait exister un lien entre l’absence de cette modification post-traductionnelle et la surexpression de ces oncogènes.































Melle  VETILLARD ALEXANDRA 2ème année   UMR 892

Implication de la kinase Akt dans les mécanismes d’échappement à l’irinotécan dans le cancer colorectal via la régulation de STAT3.

Alexandra Vétillard*, Simon Fontanel, Anne-Charlotte Bernard, Barbara Jonchère, Zeina Antoun and Olivier Coqueret
ICO Paul Papin/INSERM U892, 2 rue Moll, 49033 Angers, France.
Résoudre les problèmes de résistance aux traitements antitumoraux constitue un enjeu majeur dans la cancérologie. Notre sujet de recherche s’inscrit ainsi dans cette problématique actuelle. Dans les lignées colorectales d’intérêts HCT116 et LS174T, un traitement avec du sn38, le métabolite actif de l’irinotécan, provoque des dommages de l’ADN. Ce traitement génotoxique induit également l’apparition de marqueurs de la sénescence, avec une augmentation de l’expression de p21 et de l’activité de la β-galactosidase. Ces cellules sénescentes en réponse au traitement ne peuvent plus proliférer mais persistent dans l’organisme, pouvant ainsi devenir des cellules potentiellement résistantes. De nombreux oncogènes sont également décrits pour leur implication dans l’échappement des cellules tumorales à la chimiothérapie. Une cinétique de traitement au sn38, nous a permis de constater que la voie de signalisation Akt/mTor était activée à des temps courts de traitement. Ceci est cohérent avec les études récentes montrant l’implication de cette voie de signalisation dans les mécanismes rapides de réponses aux traitements (Yu HG. et al. 2008). Le rôle d’Akt dans l’échappement tumoral est bien caractérisé du fait de ses nombreux substrats impliqués dans les mécanismes de survie et de croissance cellulaire. De ce fait, son activation suite à des traitements courts de sn38 suggère qu’elle soit impliquée dans la mise en place d’une voie de survie rapide. Un test de clonogénicité  nous a montré que la combinaison de l’inhibiteur d’Akt  GSK690693 avec le sn38 potentialise l’effet du sn38. Cela suggère que la voie de signalisation d’Akt joue un rôle dans l’échappement. Nous avons ensuite regardé l’impact de l’inhibition d’Akt sur la réponse des cellules au sn38. Nous avons alors pu constater que la combinaison des deux drogues diminue l’induction de la sénescence induite par le sn38. En parallèle, nous avons observé que ce traitement combiné augmentait le pourcentage de cellules apoptotiques. Ceci est cohérent avec les fonctions anti-apoptotiques d’Akt. Inhiber cette kinase de survie permet aux cellules de pouvoir entrer en apoptose (Fabregat I. et al. 2000). Une étude récente a suggéré que l’autophagie pouvait réguler la mise en place du phénotype de sénescence des cellules (Young A. et al. 2010). Nous avons alors voulu regardé l’effet de ces traitements sur le mécanisme d’autophagie. Dans notre modèle, nous avons constaté que la combinaison des drogues entrainait une augmentation des marqueurs de l’autophagie via l’augmentation de la forme clivée de LC3 en réponse rapide aux traitements, avec un maintien dans le temps. Ceci suggère que l’autophagie pourrait être un mécanisme impliqué dans l’efficacité du traitement combiné via son rôle suppresseur de tumeur.
De plus, les résultats du laboratoire ont montré que l’oncogène STAT3 joue un rôle important dans l’échappement à la chimiothérapie. STAT3 est un facteur de transcription qui joue un rôle primordial dans le développement tumoral car il régule l’expression de gènes impliqués dans la survie, la progression du cycle cellulaire, la différenciation et aussi dans la migration cellulaire. Nous avons pu constater que la forme phosphorylée de STAT3 sur son résidu sérine 727 apparaissait elle aussi à des temps courts de traitement. Nous avons alors recherché si l’activation de pSTAT3 Ser727 induite à ces même temps pouvait être régulée par la voie de signalisation d’Akt. Dans notre modèle, nous avons alors constaté que l’inhibition d’Akt en association avec le sn38 diminue l’induction de pSTAT3 Ser727, au moment où les marqueurs autophagiques sont induits. Grâce à l’utilisation des lignées colorectales DLD1 STAT3 WT et KO créées par l’équipe de Stark, nous avons pu observer que dans la lignée STAT3  WT l’induction de l’autophagie était réduite lors des traitements combinés par rapport à la lignée DLD1 STAT3 KO. Ceci suggère que STAT3 pourrait être impliqué dans la régulation de l’autophagie. Ceci est cohérent avec l’étude récente de l’équipe de Kroemer R. qui a montré que STAT3 pouvait réprimer l’autophagie en se liant à PKR, un médiateur de l’autophagie, cette liaison bloquant l’action de PKR (Shen S. et al. 2012). De ce fait, nous pouvons suggérer que la forme p-STAT3 Ser727, présente dans ce modèle lors de la combinaison des traitements, pourrait permettre son interaction avec PKR pour réguler l’autophagie. 
Ainsi, l’utilisation d’un traitement combinant le sn38 avec l’inhibiteur d’Akt GSK690693 provoque l’induction de deux mécanismes de mort cellulaire l’autophagie et l’apoptose et diminue l’arrêt du cycle cellulaire ; ce qui peut expliquer l’augmentation d’efficacité observée par le test de clonogénicité. Ces travaux nous montrent ainsi qu’inhiber l’activité kinase d’Akt en association avec l’irinotécan pourrait permettre d’améliorer significativement l’efficacité de la chimiothérapie et de diminuer l’échappement tumoral dans le cancer colorectal.
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non-muscle myosin light chain kinase deletion reduces the inflammatory message carried by circulating microparticles in mice
Abderahim Gaceb, M. Carmen Martinez, Ramaroson Andriantsitohaina
LUNAM Université, INSERM U1063, Stress oxydant et pathologies métaboliques, Angers, France
Endothelial barrier dysfunction and the subsequent hyperpermeability occur in many inflammatory conditions, including cardiovascular diseases. Several evidences suggest that increased activity of non-muscle myosin light chain kinase (nmMLCK) may contribute to vascular hyperpermeability. On the other hand, it is well established that, during inflammation, activation of cells leads to release of small membrane vesicles or microparticles (MPs), which may act as vectors of biological information. Here, we analyzed the consequences of nmMLCK deletion in MP phenotype and their effects on target cells. nmMLCK deletion increased circulating levels of MPs and those from circulating progenitor cells. Although platelet count was increased in KO mice, ability of platelets to release MPs in response to thrombin was reduced. Also, KO mice displayed decreased number of leukocyte-derived MPs which was associated with reduced leukocyte count. Treatment of aortic endothelial cells (ECs) with MPs from WT, but not from KO mice, increased IL-6 secretion. In the presence of lipopolysaccharide (LPS), MPs from WT mice increased pro-inflammatory cytokine production whereas those from KO mice induced anti-inflammatory cytokine release. Injection of MPs from WT mice did not modify oxidative and nitrosative stresses in aorta from LPS-treated mice. In contrast, MPs from KO prevented the deleterious effects of LPS. Finally, acetylcholine-induced endothelium-dependent relaxation of aorta was reduced when mice were injected with MPs from WT but not those from KO mice; this was accompanied by increasing nitration of proteins in ECs treated with MPs from WT mice. These results suggest the involvement of nmMLCK in the process of MP release and nmMLCK deletion reduces the inflammatory message carried by the MPs. They underscore nmMLCK as a probable candidate in the regulation of inflammatory response via MPs.
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Microparticules et fonction endothéliale dans un modèle murin d'hypoxie intermittente et de régime riche en graisse. 

Wojciech Trzepizur1,2 
Co-directeurs de thèse : Frédéric Gagnadoux1,2, Ramaroson Andriantsitohaina1
Co-encadrant : Patrick Levy3
1INSERM UMR 1063, Université d’Angers; 2Service de Pneumologie, CHU d’Angers; 3INSERM UMR 1042, Université de Grenoble.

Introduction: Le syndrome d'apnées hypopnées obstructives du sommeil (SAHOS) et le syndrome métabolique (SM) sont co-prévalents et associés à une dysfonction endothéliale ainsi qu'une augmentation de la morbidité cardio-vasculaire (CV). Les microparticules (MPs) sont des vésicules membranaires libérées par les cellules et impliquées dans les perturbations vasculaires associées à ces deux syndromes. Nous avons étudié l'influence d'un modèle de SAHOS, d'un modèle de SM, et des deux conditions réunies sur les MPs et la fonction endothéliale (FE). 
Méthodes: Cent souris ont été divisées en 4 groupes: groupe contrôle, groupe avec un régime riche en graisse (RRG), groupe soumis à l'hypoxie intermittente (HI) pendant 2 semaines et le groupe soumis au RRG et à l'HI. Après sacrifice, les MPs étaient dosées par cytométrie et la FE mesurée en étudiant la relaxation aortique ex-vivo à l'acétylcholine. 
Résultats: Les souris soumises au RRG présentaient des caractéristiques de dysmétabolisme et une dysfonction endothéliale sans modification des MPs. L'exposition à l'HI a entraîné une augmentation des MPs d'origine leucocytaires sans modifier la FE des animaux. Enfin, le groupe RRG et HI avait un profil de MPs proche des souris soumises à l'HI seul et présentait des marqueurs de dysmétabolisme avec dyslipidémie et insulino-résistance mais avait une FE paradoxalement préservée. 
Conclusion: Cette étude montre un effet spécifique de l'HI sur l'augmentation des MPs d'origine leucocytaires et l'insulino-résistance dans le SAHOS. Deux semaines d'HI n'ont pas d'effet spécifique sur la FE chez les animaux recevant un régime normale mais pourrait avoir un effet paradoxalement protecteur vasculaire dans le groupe soumis au RRG. 
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Evaluation des effets hémodynamiques de deux vasoconstricteurs sur la circulation veineuse collatérale chez le rat cirrhotique
Maher TABKA*, Lionel FIZANNE, Mathilde Renoux De la bourdonnaye, Rahmeh OTHMAN, Jean François HAMEL, Paul CALES, Nicolas LEROLLE, Pierre ASFAR
Résumé :
Le but de notre étude est d’évaluer les effets hémodynamiques de la Noradrenaline (NE) au niveau systémique et splanchnique, et plus précisément les effets sur  l’hypertension portale et de comparer ce traitement à celui de référence,  la Terlipressine (TP), dans le modèle d’hypertension portale extra-hépatique chez les rats ; réalisée par ligature et section du canal cholédoque.
Notre modèle expérimental de l’hypertension portale provoque une hypotension systémique chez les rats (Baseline : rats cirrhotiques 109, ± 14 vs  rats contrôles 123 ± 8 mm Hg, p = 0,011) alors que les deux molécules administrées à des doses différentes montrent des effets vasoconstricteurs identiques au niveau de la PAM dans les deux groupes. La TP diminue significativement la fréquence cardiaque chez les rats sains  et cirrhotiques tandis que la NE provoque une augmentation de la fréquence cardiaque chez les rats sains et cirrhotiques (ANOVA : p < 0,00001). Les rats cirrhotiques ont spontanément une augmentation de leur DC (ANOVA : p = 0,003) et l'augmentation des posologies de NE et TP diminue le DC sans différence entre les deux molécules. Il existe une réponse dissociée sur le DVM Comparée à la NE, la TP diminue significativement le débit veineux mésentérique (ANOVA p= 0,002). Comparée aux groupes contrôles, la cirrhose induit une augmentation de la pression porte (ANOVA : p < 0,00001). Chez les animaux sains et cirrhotiques, comparée à la NE, la TP diminue significativement la pression portale (ANOVA : p = 0,003). 
Par conclusion, les deux vasoconstricteurs Noradrénaline et Terlipressine augmentent la pression artérielle moyenne, mais ont des effets différents  sur l'hémodynamique splanchnique. La TP diminue le débit de la veine mésentérique et la pression portale alors que la NE maintient le débit veineux mésentérique et augmente la pression portale. Attendu que le risque hémorragique dans la cirrhose est associé à une pression portale augmentée, le profil de la TP est plus favorable que celui de la NE.
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Valvular density and pharmacological reactivity of the veins in the distal part of equine limbs

Abstract : 
The valve’s apparatus is an essential component that can modulate the digital venous hemodynamics in the horse, but, few studies have investigated the distribution of venous valves in the veins of horse limbs, and their involvement in pathogenesis of equine laminitis.
We firstly investigated the distribution of venous valves in 18 feet and 18 hands from 9 horses; secondly vasoconstrictor and vasorelaxant responses to various agonists were established in the coronal veins isolated from 14 feet and 14 hands of 7 adult and healthy horses.
No significant difference was found between the valvular density of the veins in the hand and the foot. The pharmacological study showed that vasoconstriction upon alpha-adrenoceptor (i.e. phenylephrine) activation was slightly lower in the pelvic limbs when compared with the thoracic one. Moreover, sodium nitroprusside, an endothelium-independent vasorelaxant agent, induced more potent relaxation in thoracic limbs, whereas no difference was observed in response to acetylcholine, an endothelium-dependent vasorelaxant agent.
This study showed, for the first time, that vascular smooth muscle of coronal veins exhibit some different reactivity between pelvic and thoracic limbs which was unrelated to the distribution of venous valves. The impact of these findings on the pathophysiology of equine laminitis will be analyzed.
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Caractérisation et structure des Nanocapsules lipidiques chargées en siRNA pour une application en thérapie génique

Pauline Resnier1,2, Pierre LeQuinio1,2, Nolwenn Lautram1,2, Emilie André1,2, Cédric Gaillard3, Guillaume Bastiat1,2, Jean-Pierre Benoit1,2 and Catherine Passirani1,2*

1 PRES LUNAM – Université d’Angers, F-49933 Angers, France
2 INSERM U1066 – Micro et Nanomédecines Biomimétiques, 4 rue Larrey, F-49933 Angers, France
3 INRA – UR1268 Biopolymères Interactions Assemblages, B.P. 71627,  F-44316 Nantes, Cedex 3, France

La thérapie génique en cancérologie via l’utilisation des siRNA représente à l’heure actuelle une stratégie innovante pour inhiber de manière spécifique l’expression d’une protéine cible étant par exemple impliquée dans la cancérogénèse ou les phénomènes de chimiorésistance. Cependant, si un traitement local est préférentiel et plus efficace, il devient impossible en fonction du type de tumeur ainsi qu’avec la multiplication des métastases. Dans ce cas, une action générale pour la voie sanguine est irremplaçable. De nombreux nanosystèmes synthétiques sont donc développés depuis ces dernières années afin d’encapsuler les siRNA et permettre le ciblage des sites tumoraux. Les nanocapsules lipidiques (NCL) chargées en siRNA apparaissent comme un système efficace pour encapsuler les siRNA. Ces nanomédicaments sont préparés en mélangeant des lipoplexes fait de siRNA et DOTAP/DOPE (lipides respectivement cationique et zwiterionic) avec du polyéthylène glycol (PEG, surfactant polymériques), de la lécithine et des triglycérides. Ces travaux se sont essentiellement centrés sur la compréhension de la structure des NCL siRNA ainsi que sur l’optimisation du procédé afin d’augmentation efficacité d’encapsulation. Les analyses par cryo-microscopie ont démontrés la forme sphérique et la monodispersité des NCL siRNA avec une taille aux alentours de 100nm. Cependant, des microstructures lipidiques ont également été mises en évidence. Un travail de purification a donc été nécessaire afin d’éliminer efficacement ces microstructures sans altérer les NCL siRNA. Enfin, dans le but d’envisager l’injection intraveineuse, de premiers travaux sur la modification de surface de ces vecteurs ont été entrepris avec l’ajout par post-insertion de longues chaines de DSPE-PEG connues pour augmenter la furtivité des nanomédicaments. Les résultats d’activation du complément ainsi que la stabilité dans le plasma démontre l’efficacité du procédé. Ces travaux de caractérisation et de compréhension des NCL siRNA nous permet d’envisager maintenant les études in vitro and in vivo sur un modèle de mélanome humain.
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Obligatory role of mitochondria on angiogenesis induced by chlordecone
*ALABED ALIBRAHIM Eid
Directeurs de thèse : Gilles SIMARD, Sébastien FAURE
INSERM U1063 SOPAM
« Stress Oxydant et Pathologies Métaboliques »
Institut de Biologie en Santé-IRIS
Université d’ANGERS
4, rue Larrey
49933 ANGERS cedex 09
LUNAM, INSERM 1063, Stress oxydant et pathologies métaboliques, Angers, France.

Organochlorine pesticides, like chlordecone, present in the environment are potentially harmful to human and animal health. Indeed, these pesticides have been reported to act as metabolic disruptors in cardiovascular and metabolic diseases, and in tumorigenesis. Angiogenesis is a critical step in tumor development and recently, it has been reported by our lab that chlordecone promotes pro-angiogenic effects. Therefore, because angiogenesis is characterized as a highly energetic process associated with mitochondrial biogenesis, the present study was aimed to evaluate whether the mitochondria is associated with the pro-angiogenic effects of chlordecone. 
Chlordecone was tested for 24h at the concentration found in plasma of exposed patients (5.10-8M) on human umbilical vein endothelial cells. Mitochondrial respiration, mitochondrial DNA contents, protein mitofusin 1 and 2 (Mfn1/2) and VEGF expression were assessed using oxygraphy, quantitative PCR and western blot respectively. In vitro capillary formation using ECM gel® was also performed.
Chlordecone increases both mitochondrial respiration and mtDNA, suggesting a stimulation of mitochondrial biogenesis by the organochlorine. Moreover, chlordecone enhances expression of mitofusin 1 and 2 that regulate mitochondrial network. Pro-angiogenic effects of chlordecone have been prevented either by chloramphenicol or tigecycline. Furthermore, treatment with the SOD mimetic MnTMPyP is able to prevent the increase in length of capillaries, suggestion reactive oxygen species scavenger sensitive mechanism. 
Taken together, the present results highlight the role of mitochondria in chlordecone-induced angiogenesis.
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Role of p63-regulated microRNAs in the TGFb-induced metastatic dissemination
*Rodriguez L, Heymann D, Ory B.
INSERM UMR 957, Université de Nantes, Faculté de Médecine

The p53 family transcription factors p53, p63 and p73 make diverse contributions in development and cancer. While p53 is functionally inactivated by mutation or other mechanisms in the majority of human cancers, p63 and p73 remain active exhibiting opposite functions: p73 mediates apoptosis whereas p63 promotes proliferation and cell survival. In this context of p53 inactivation, p63 and p73 become relevant playing important roles not only in the primary tumor development but also in the metastatic dissemination. 
	The microRNAs (miRNAs) are a novel class of small non-coding RNAs that target mRNAs for inhibition, preventing their translation into proteins. miRNAs have been described recently to play an active role in cancer and in metastatic dissemination.

In this work we unveiled the role of p63 and p73 in the metastatic dissemination through the regulation of a microRNAs network. For that, we used a cancer cell line with no functional p53 and high expression of p63 and p73. The predominant isoform of p63 is known as ΔNp63a and it is able to inhibit TAp73β, the predominant isoform of p73. Expression profiling allowed us to identify p63-regulated miRNAs potentially targeting the TGFβ pathway. These miRNAs repress TGFβRII and Smad4 principally and thereby interfere with the metastatic dissemination. Preliminary data demonstrate that these miRNAs are regulated by both p63 and p73, and that they are able to repress the activation of the TGFβ pathway in vitro, and to regulate tumor cells dissemination in vivo. Taken together, these findings support the hypothesis that a p63/p73-regulated miRNA program mediates metastasis dissemination, in different type of cancer, through the regulation of the TGFβ pathway.
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Evaluation de nanocapsules lipidiques chargées en composants aromatiques et terpéniques contre Acinetobacter baumannii, une bactérie multiresistante aux antibiotiques

A.Montagua,b,c *, P.Saulniera,b,V.Cassissad, E.Rossinesc, M. Eveillardd, M-L. Joly-Guilloud

aLUNAM Université, F-49933 Angers, France
bINSERM U1066, Micro et Nanomédecines Biomimétiques, IBS – CHU, 4 Rue Larrey, F-49933 Angers, France
cEydopharma, 5 allée des Grandes Bruyères, F-41200 Romorantin-Lanthenay, France
dLaboratoire de microbiologie UPRESEA 3142, CHU Angers, 4 rue Larrey, 49033 Angers, France

Acinetobacter baumannii est une bactérie pathogène opportuniste à Gram négatif régulièrement responsable d’épidémies dans les unités de soins intensifs et reconnue comme un agent responsable d’infections nosocomiales dans le monde. L’utilisation abusive d’antibiotiques a favorisé l’émergence de cette bactérie multi résistante aux antibiotiques. Ainsi, compte tenu de la propagation de ce phénomène de résistance et du nombre limité d’antibiotiques en cours de développement, il est fondamental de trouver de nouvelles stratégies antibactériennes. L’une de ces stratégies consiste à utiliser les ressources naturelles notamment des extraits d’huiles essentielles qui constituent un réservoir potentiel de molécules antibactériennes efficaces. Dans notre étude, nos mélanges d’actifs se composent de carvacrol et d’eugénol (phénols), de cinnamaldéhyde (aldéhyde) et/ou de β-caryophyllène (alcène) et ont montré préalablement une efficacité in vitro vis-à-vis d’A. baumannii. Afin d’être administré chez l’animal, ces mélanges ont été encapsulés sous forme de nanocapsules lipidiques pour permettre une bio distribution optimale. Les deux types de nanocapsules obtenues ont une taille variant de 65nm à 90nm avec un potentiel zêta compris entre -16mV et -20mV. Ces suspensions ont été testées in vitro et les résultats ont montré une efficacité antibactérienne contre A. baumannii, semblable à celle des mélanges d’actifs purs. Par la suite, ces suspensions ont été évaluées sur un modèle in vivo de sepsis chez la souris. Les résultats ont montré une survie de 40% à 60% des souris contre cette bactérie multi résistante. Ces données mettent en évidence l’efficacité de ces extraits naturels vis-à-vis d’un sepsis grave dans un modèle murin. Notre stratégie pourrait représenter une alternative aux antibiotiques  pour combattre les infections systémiques à A .baumannii.
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Inhibition of adipocyte differentiation by lymphocytes-derived microparticles

Audrey FLEURY*
Directrice de thèse : Soazig LE LAY
INSERM U1063 SOPAM
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Université d’ANGERS
4, rue Larrey
49933 ANGERS cedex 09

Microparticles (MP) are vesicles released by cells following cell activation or apoptosis. MPs are considered to be both biomarkers and effectors of cell signaling. Excessive fat accumulation occurring during obesity induces white adipose tissue (WAT) remodeling and immune cells infiltration, conditions favorable to trigger MP production. We investigate the effect of MP-derived lymphocytes from human T lymphocyte (T-CEM) on adipocyte metabolism.
Methods: T-CEM lymphocytes stimulated by Act D or by PHA/PMA/ActD are used as a source of MP and further incubated on 3T3-L1 preadipocytes.
Results: Depending on stimuli used to produce MP, we show differential expression of a protein of interest at MP surface (further called MP+ or MP-). Incubation of MP+ with 3T3-L1 totally abolished adipocyte differentiation and lipid storage, whereas MP- do not affect adipogenic process. Consequently, we observe downregulation of key adipogenic genes expression and upregulation of preadipocyte marker as well as target genes regulated by the protein of interest. This effect is likely related to the presence of the protein harbored by MP since it is independent of RNase or DNase pretreatment of MP. By using fluorescently labeled MP, we show rapid internalization of MP, totally inhibited at 4°C, suggesting an energy-dependent transport. By the use of selective inhibitors of endocytic pathways, we demonstrate a specific MP internalization via lipid-rafts that was further corroborated by a significant reduction of MP entry in cav1-KO fibroblasts, devoid of caveolae - a subclass of rafts.
We identify for the first time an inhibitory effect of lymphocytes-derived MP on adipocyte differentiation likely linked to the transport of a specific protein. Our results constitute the corner stone of a new mode of communication occurring between adipocytes and immune cells in WAT that could be of particular importance in the regulation of WAT development.













Melle MINA SARA 3ème année    EA 3142

Towards a standardized test for serodiagnosis of scedosporiosis

Sara MINA, Agnès MAROT, Maxime FLEURY, Bernard CIMON, 
Jean-Philippe BOUCHARA and Raymond ROBERT

1Host-Pathogen Interaction Study Group (GEIHP), UPRES-EA 3142, Angers University, France.

Recently, attention has been paid to the Scedosporium apiospermum species complex, which ranks the second among the filamentous fungi colonizing the airways of patients with cystic fibrosis (CF). In CF, these fungi may lead to true respiratory infections, including allergic broncho-pulmonary mycoses. Diagnosis is difficult and only the detection of serum specific antibodies may differentiate between colonization and infection, but there are no standardized serological tests to date.

Catalases are proteins though to protect microorganisms against reactive oxygen species produced by the host phagocytic cells. Here, we investigated the catalase equipment of Pseudallescheria boydii, the main pathogenic species in this complex. Three catalases were identified and the mycelial catalase A2 was purified by a three-step chromatographic process. The enzyme, of 460-kDa, is a monofunctional protein consisting of four 82-kDa glycosylated subunits. The interest of this enzyme in serodiagnosis of a Pseudallescheria/Scedosporium infection (PSI) was then evaluated by ELISA, using 69 sera from CF patients with clinical diagnosis of PSI and isolation of the fungus from clinical specimens, patients suspected of an Aspergillus fumigatus infection, or CF patients without clinical signs and recovery of fungi from sputum samples. Whatever the species identified in the S. apiospermum complex, sera from patients suspected of PSI were clearly differentiated from the other sera by ELISA. 

These results suggest that catalase A2 is a good candidate for the development of an immunoassay for serodiagnosis of PSI in CF patients, and works are in progress to produce a recombinant protein.


Acknowledgments: This work was supported by Vaincre la Mucoviscidose.
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Nanomedicines and micromedicines for vectorised radiotherapy of hepatocellular carcinoma 
Verger E. [1]*; Belloche C. [1]; Cikankowitz A. [1]; Roux J. [4]; Lacoeuille F. [1,3]; Couturier O. [1], Hustinx R. [2,3];  and Hindré F.[1]
 [1]UMR_S 1066 INSERM MINT, Biomimetic micro and nanomedicines, University of Angers, France. 
[2]Nuclear Medicine Department, University Hospital of Liège, Belgium.
[3]Nuclear Medicine Department, University Hospital of Angers, France.
[4]University Hospital Common Service Animal House

Hepatocellular Carcinoma (HCC) is the 5th common cancer worldwide. Optimal treatments: resection and transplantation can be applied in only few cases. In function of advancement stage, patients are guided toward different therapies. Our work aims to improve internal radiotherapy through development of new nano- and micro-medicines. It focuses on the development and the evaluation of two new vectors for internal radiation therapy of HCC: the lipid nanocapsules (LNC) and the starch microspheres (SM) both loaded with 188-rhenium or 99m-technetium for therapy or diagnosis. These vectors will be evaluated in a rat carcinogen-induced HCC model with two ways of administration. Indeed, LNC can be administered by iv or intra-arterial (IA) injection into the hepatic artery. Only IA injection can be realised for SM due to their localisation into the lung after iv injection. Evaluation of treatment will be realised by efficacy studies, tumor progression monitored by MRI, toxicity evaluated by transaminases dosage, and neoangiogenesis level by VEGF dosage. Biodistribution evaluation will be obtained by gamma counting and scintigraphy acquisitions. Best composition of Re radiolabelling kit for SM will be determined through radiochemical purity (RCP) measurement. IA injection needs the use of a catheter which restraint the size of SM. In order to assess the feasibility, coulter measurements have been made after sieving which validated the possibility of IA administration. Radiolabelling kit for 99mTc has already been optimized for lung scintigraphy, but performing the 188Re labelling, it shows good results in RCP with a mean of 72%. This is lower than the yield obtains with 99mTc (92%), and optimisation of the kit composition has to be realised. IA of radiolabelled SM and iv injection of radiolabelled LNC are in progress. A proof of concept will also be demonstrated in bigger animal model like healthy pig. The evaluation of the treatment response and dosimetry studies will be assessed in the second part of the thesis in Liège (Belgium) with micro-TEP imaging. 
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Augmentation de la sensibilité des cellules tumorales gliales au Temozolomide après traitement par siRNA

Khaled.Messaoudi,* Anne Clavreul, Patrick Saulnier, Jean-Pierre Benoit, Frederic.Lagarce.
INSERM U1066  MINT ((Micro et nanomédecines biomimétiques)) Bâtiment IBS-IRIS
4, rue Larrey 49933 ANGERS cedex 9

Les Glioblastomes sont les tumeurs gliales les plus avancés (Grade IV),  les plus fréquentes (60% des gliomes) et les plus sévères en termes de pronostic avec une survie inférieure à 5 ans dans 90% des cas. Le schéma actuel de traitement repose sur l'exérèse chirurgicale de la tumeur,  la  radiothérapie fractionnée et  la  chimiothérapie par Témozolomide. Malgré son efficacité, tous les patients  ne sont pas répondeurs au Témozolomide  à cause de l’activité de l’enzyme de réparation de l’ADN, la O6-méthylguanine-DNA méthyltransférase (MGMT), la surexpression de l'EGFR et de la Galectine-1. 
Nous avons ciblé l'EGFR et la Galectine-1 par des siRNA spécifiques transportés par des nanocapsules transacylées au chitosan. Après avoir déterminé la concentration de vecteur à ne pas dépasser pour éviter une mort cellulaire, l'efficacité de ces siRNA a été évaluée par cytometrie de flux  sur des cellules de glioblastomes (U87MG) et a permis de donné des taux de réduction  51% pour l'EGFR et de 38% pour la Galectine-1 et ce après 4 jours d'incubation. 
Ces traitements ont  entrainé une augmentation significative de la sensibilité des cellules testées aux différentes concentrations de Témozolomide utilisées. L'association des deux siRNA a entrainé un effet synergique sur la sensibilité des U87MG au Temozolomide. 

Mots clés : Glioblastome, EGFR, Galectine-1, siRNA  
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Protein-loaded PLGA microparticles obtained by a process in CO2 medium using non-toxic solvents
Amin SWED*, My-Kien TRAN, FranK BOURY
INSERM U1066, Micro-Nanomédecines Biomimétiques, 4 rue larrey, Angers, France

A new formulation method for the preparation of polymeric microparticles involving an emulsification/extraction process in CO2 medium was performed. Low-toxic water-miscible solvent-DMI (isosorbide dimethyl ether) was used to dissolve the polymer (PLGA: poly-lactic-glycolic acid) for the formulation. TGFβ1 (transforming growth factor), as a therapeutic protein, was successfully encapsulated in these particles with a good encapsulation yield. Nanoprecipitates of the protein were formed to ensure its stability upon subsequent encapsulation in PLGA microparticles. Moreover, these particles were characterized in terms of morphology by scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM), surface properties by atomic force microscopy (AFM) and protein distribution in the polymeric matrix by confocal laser scanning microscopy (CLSM). Further in vitro release study will be presented to prove the utility of our encapsulation method in drug sustained release. The purpose of the work is to combine these biodegradable and biocompatible microparticles loading growth factors with a hydrogel (si-HPMC: silated hydroxypropyl methyle cellulose) containing adult stem cell. This biomaterial mimics the natural extracellular matrix and provides support for cell differentiation and proliferation for bone and cartilage regeneration. Hence, we report a novel injectable biomaterial which could be a potential bioactive scaffold for the treatment of cartilage and bone damages. Future efforts will be focused on in vitro and in vivo evaluation of the obtained biomaterial in order to ensure a step closer to the clinical applications.
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Hypoxia Inducible Factor and Remote Ischemic Conditioning
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Remote ischemic preconditioning (RIPC) has emerged as a feasible and attractive therapeutic procedure for heart protection against ischemia/reperfusion (I/R) injury. However, its molecular mechanisms remain poorly understood. Hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) is a transcription factor that plays a key role in the cellular adaptation to hypoxia and ischemia. This study’s aim was to test whether RIPC-induced cardioprotection requires HIF-1α upregulation to be effective.
Methods and results: In the first study, wild-type mice and mice heterozygous for HIF1a (gene encoding the HIF-1α protein) were subjected to RIPC immediately before myocardial infarction (MI). RIPC resulted in a robust HIF-1α activation in the limb and acute cardioprotection in wild-type mice. RIPC-induced cardioprotection was preserved in heterozygous mice, despite the low HIF-1α expression in their limbs.
In the second study, the role of HIF-1α in RIPC was evaluated using cadmium (Cd), a pharmacological HIF-1α inhibitor. Rats were subjected to MI (MI group) or to RIPC immediately prior to MI (R-MI group). Cd was injected 180 minutes before RIPC (Cd-R-MI group). RIPC induced robust HIF-1α activation in rat limbs and significantly reduced infarct size (IS). Despite Cd’s inhibition of HIF-1α activation, RIPC-induced cardioprotection was preserved in the Cd-R-MI group.
Conclusion: RIPC applied immediately prior to MI increased HIF-1α expression and attenuated IS in rats and wild-type mice. However, RIPC-induced cardioprotection was preserved in partially HIF1a-deficient mice and in rats pretreated with Cd. When considered together, these results suggest that HIF-1α upregulation is unnecessary in acute RIPC.

Keywords: Remote ischemic preconditioning, ischemia/reperfusion injury, hypoxia inducible factor-1α
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Rôle de la forme non musculaire de la kinase de la chaine légère de la myosine (nmMLCK) dans l’inflammation associée au Syndrome d’Apnée Obstructive du Sommeil
Recoquillon Sylvain*, Gomez-Guzman Manuel, Andriantsitohaina Ramaroson, Martinez Carmen INSERM U1063 « Stress Oxydant et Pathologies Métaboliques », Université d’Angers
Le Syndrome d’Apnée Obstructive du Sommeil (SAOS) se définit par des obstructions répétées des voies aériennes supérieures lors du sommeil, induisant une diminution de la saturation en O2 par intermittence, ou hypoxie intermittente (HI). L’HI résultante altère la fonction des cellules endothéliales favorisant l’inflammation et pouvant accélérer l’athérosclérose à l’origine de pathologies cardiovasculaires. Une protéine pouvant intervenir dans ce processus est l’isoforme non-musculaire de la kinase de la chaîne légère de la myosine (nmMLCK). La déficience de cette kinase protège les souris dans des modèles de choc septique et diminue le processus athérosclérotique chez des souris soumises à un régime riche en graisse. Notre objectif est d’étudier l’implication de nmMLCK dans les effets vasculaires et l’inflammation induits par l’HI. Des cellules endothéliales d’aortes humaines et des cellules de souris sauvages et déficientes en nmMLCK  ont été exposées à 6h d’HI, comprenant 6 cycles de 30 min d’hypoxie (O2 à 5%) suivie de 30 min de normoxie (O2 à 21%), en absence et en présence de ML-7, un inhibiteur de nmMLCK. Suite à cette stimulation, nous avons évalué la production d’anion superoxide (O2-), de monoxyde d’azote (NO) et d’une cytokine pro-inflammatoire, l’IL-6, ainsi que l’activation de la voie NF-B (p65). L’HI augmente la production d’O2-, de NO et d’IL-6. Cependant, tandis que l’inhibition de nmMLCK par ML-7 n’a pas d’effet sur la production d’O2-, celles de NO et d’IL-6 sont réduites. La déficience en nmMLCK abolie l’augmentation d’O2- induite par l’HI. De plus, la voie p65 est activée par l’HI et cet effet est non prévenu par l’inhibition de nmMLCK par ML-7. Ces résultats suggèrent que nmMLCK pourrait participer à l’activation de processus inflammatoires dans les cellules endothéliales par l’HI, par son activité kinase mais également par un mécanisme dépendant de sa présence.
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Differential expression and secretion of IL-1 in human tumor associated macrophages.

Abstract
Tumor-associated macrophages (TAM) are immunosuppressive cells that massively accumulate in the tumor microenvironment. Thus, they represent therapeutic targets to overcome tumor-associated immunosuppression. In an effort to characterize their phenotype and functions, we have initiated a project focused on the mechanisms of regulation of the cytokine IL-1. This cytokine plays a pivotal role in the recruitment of myeloid cells involved in the initiation and resolution of inflammation. The term IL-1 describes two different molecules, IL-1 and IL-1, which bind to the same receptor, IL-1R. 
IL-1 can be expressed as a membrane or a soluble form while IL-1 is strictly secreted. The expression of IL-1 requires two signals: (i) a first signal involving a signaling via NF-kB leading to the production of a precursor form called pro-IL-1 and, (ii) a second signal inducing the proteolytic cleavage of pro-IL-1 into a mature form via the activation of the inflammasome. Studies have reported a dichotomy in membrane expression and secretion of IL-1 in immunostimulatory versus immunosuppressive macrophages. Based on the pivotal role played by IL-1 in the inflammation process and the biology of TAM, the aim of this study is to investigate the expression of IL-1 and IL-1 by these macrophages. Our preliminary results evidence a non classical expression of IL-1 by TAM not dependent of inflammasome activation. These data suggest that IL-1 is involved in local inflammation within ovarian tumors, as opposed to the extensively studied IL-1, which is more related to systemic inflammation. At this time, we analyze (i) the molecular mechanisms involved in the IL-1 versus IL-1 expression in TAM and (ii) their role in the nature and profile of tumor-infiltrating immune cells. 
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Descriptive cytotoxicity of lipid nanocapsules on immune cell lines
G. Le Roux*1, H. Moche2, J.-P. Benoit1, F. Nesslany2, F. Lagarce1

1. Inserm U1066 MINT – IBS-IRIS building, Academic hospital of Angers, 49933 Angers Cedex 9
2. Laboratory of Toxicology – Institut Pasteur of Lille, 59019 Lille 

Nanomedecines are promising new tools of encapsulation for therapeutic agents, especially in the field of oncology. This new medicine permits indeed a more targeted delivery of drugs with a good safety profile. However, there is a lack of data concerning their toxicity. The aim of this study was to assess the cytotoxicity of the plateform of encapsulation designed by our laboratory and called lipid nanocapsules (LNCs). Formulated according to a solvent-free process, their core-shell structure is made of triglycerids and surfactants (PEG-hydroxystearate and soybean lecithin), all GRAS components. For the experiments, LNCs were available in three sizes and zeta potentials; components have also been tested separately. Cytotoxicity were assessed on THP-1 transformed murine monocytes and on RAW264.7 murine macrophages. MTS, a formazan dye-based assay, neutral red uptake and trypan blue assays were used to evaluate cell viability and toxicity respectively. These assays allowed to determine the IC50 values, according to the Hill nonlinear regression model. Two genotoxicity assays were also performed on human primary lymphocytes: the micronucleus assay for the aneugenic and clastogenic damages, and the Comet assay for primary DNA damages. Finally, NO and ROS release after macrophages stimulation by LPS or glucose oxidase were measured using the Griess assay and the DCFH-DA assay respectively. Results showed a size effect on LNCs toxicity given that between 25 nm and 100 nm, IC50 range from 0.64 mg/mL to 2.07 mg/mL. The effect of the surface charge (zeta potential) was also significant. According to the results for each component separately, it is obvious that the PEG-hydroxysterate is significatively implicated in the LNCs toxicity. On the other hand LNCs exhibit no genotoxicity and are not able to activate the macrophagic cells compared to controls. These results give us a reason to be optimistic concerning the future pharmaceutical development of this drug entrapment tool even if they are just the first steps of a complete toxicological profile elucidation. 
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Etude de sécrétomes tumoraux par des approches de glycoprotéomique.
Pignot V. *, Besson D., Boissard A. Coqueret O. et Guette C. Institut de Cancérologie de l’Ouest Paul Papin, INSERM U892, 2 rue Moll, 49000 ANGERS.

Il est essentiel de trouver de nouveaux biomarqueurs permettant de dépister précocement des cancers ou de prédire la réponse à un traitement donné. La protéomique est un outil très puissant puisqu’il permet d’obtenir un panorama protéique d’un échantillon donné. Cependant, l’étude de protéomes complexes comme ceux des tumeurs ou du sang est rendu difficile par la complexité  et la dynamique de concentrations de ces échantillons biologiques, les protéines les moins abondantes étant souvent « masquées » par des protéines très abondantes. Il est donc intéressant de pouvoir étudier un sous-protéome pour avoir accès à des protéines présentes en concentration plus faible. La plupart des protéines sécrétées par les tumeurs et détectables dans le sang sont des protéines ayant subi une modification post-traductionnelle : la N-glycosylation. Nous avons donc décidé de rechercher de nouveaux biomarqueurs potentiels dans les glycoprotéomes de tumeurs du sein. 
Nous avons développé au laboratoire deux techniques pour purifier le glycoprotéome : l’enrichissement par affinité sur lectines, protéines ayant naturellement une grande affinité pour les groupements glucidiques, ou l’enrichissement par une approche chimique par formation d’une  liaison covalente des groupements osidiques sur des billes fonctionnalisées par des fonctions hydrazine. Ces deux approches ont été testées sur deux tumeurs du sein. Les peptides ainsi obtenus ont ensuite été soumis à un fractionnement OFFGEL, une séparation par nano-HPLC et une étude par spectrométrie de masse MALDI TOF/TOF. De nombreuses protéines N-glycosylées ont ainsi été identifiées de manière spécifique par l’une ou l’autre des deux techniques, ce qui démontre leur complémentarité dans la couverture du glycoprotéome. 
Ces techniques d’enrichissement des protéines N-glycosylées doivent encore être optimisées pour améliorer la couverture du glycoprotéome mais offrent des perspectives intéressantes de découverte de nouveaux biomarqueurs potentiels.
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Effets cardiovasculaires des auto-anticorps anti-récepteurs béta1 et béta3-adrénergiques chez le rat Lewis

Cardiovascular effects of beta1 and beta3-adrenergic receptor autoantibodies in Lewis rat

E. MONTAUDON, M.A. ABDELKRIM, J.-C. DESFONTIS, M.Y. MALLEM
LUNAM Université, Oniris, «UPSP 5304 de physiopathologie animale et pharmacologie fonctionnelle», Atlanpole La Chantrerie, BP 40706, Nantes, F-44307, France.

Introduction : La présence d’auto-anticorps anti-récepteurs adrénergiques (RA) β1 (AC-RA-β1) et anti-RA β3 (AC-RA-β3) a été décrite dans des modèles de rats hypertendus. Nos précédents travaux ont révélé que l’immunisation des rats avec la deuxième boucle extracellulaire (ECII) des RA β1 induisait une dysfonction endothéliale dans l’aorte thoracique et dans les artères mésentériques. Ceci laisse supposer que les AC-RA-β1 pourraient exercer une action pathogène vasculaire qui pourrait être impliquée dans le développement de l’HTA. A l’heure actuelle, aucune étude ne s’est consacrée à l’exploration des effets cardiovasculaires des AC-RA-β3 seuls ou associés aux AC-RA-β1.

Objectif : Analyser les modifications de réactivité de l’aorte et des artères mésentériques en réponse à des protocoles d’immunisation par des antigènes β3 et/ou β1- adrénergiques.

Méthodes : Des rats Lewis ont été immunisés pendant 3 mois avec un peptide correspondant à la ECII des RA β3 et/ou des RA β1. Les AC-RA-β produits ont été titrés par ELISA et purifiés en utilisant le kit « Proteus Protein G ». Le raccourcissement cellulaire des cardiomyocytes isolés, en réponse à l’isoprénaline (10 nM), a été déterminé par imagerie vidéo chez les rats contrôles et immunisés. Des anneaux d’aorte et d’artère mésentérique isolés ont également été montés dans des cuves à organes isolés et précontractés à la phénylephrine. Puis, des courbes de relaxation ont été réalisées. 

Résultats : L’effet agoniste des AC-RA-β3 a d’abord été étudié dans les cardiomyocytes de lapin. Le SR58611A (agoniste des RA β3) (10 nM) et les AC-RA-β3 purifiés (25 g/mL) induisent une diminution du pourcentage de raccourcissement cellulaire (respectivement -43,415,0% (n=4) et -14,642,4% (n=8)). Cette diminution est totalement inhibée lorsque les cardiomyocytes sont préincubés avec le L748337 (1 M), un antagoniste sélectif des RA β3 (p<0,005). Le raccourcissement cellulaire des cardiomyocytes de rats immunisés contre les RA β1, en réponse à l’isoprénaline est significativement diminué. En revanche, cet effet est conservé chez les rats immunisés contre les RA β3 ou RA β3/β1. Dans l’aorte et les artères mésentériques, contrairement à ce qui a été observé chez les rats immunisés contre les RA β1, les relaxations induites par l’acétylcholine et le SR58611A ne sont pas modifiées chez ceux immunisés contre les RAβ3 et RAβ3/β1.

Conclusion : Ces résultats montrent pour la première fois que les AC-RA-β3 exercent un effet agoniste β3-adrénergique. Ils n’auraient pas d’action pathogène cardiovasculaire mais compenseraient les dysfonctions cardiaque et endothéliale provoquées par les AC-RA-β1
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Le croisement laitier dans les troupeaux Holstein français entre 2002 et 2012
C. Dezetter*123, C. Côrtes3, C. Lechartier3, et H. Seegers4
1 Coopex Montbeliarde, 4 rue des Epicéas, 25640 Roulans, France, 2ONIRIS, UMR BIOEPAR, La Chantrerie, 44307 Nantes, France, 3ESA , URSE, 55 rue Rabelais, 49000 Angers, France, 4INRA, UMR1300 BIOEPAR,  La Chantrerie, 44307 Nantes, France

Les aptitudes fonctionnelles des vaches de race Holstein se sont dégradées depuis cinquante ans. Le croisement entre races laitières peut être une solution pour les améliorer. L’objectif de cette étude est de décrire les pratiques de croisement dans les troupeaux de vaches de race Holstein entre 2002 et 2012, à partir des enregistrements des inséminations artificielles (IA). Sur les 13 859 818 IA enregistrées sur vaches Holstein, 222 497 étaient des IA de croisement. La race Montbéliarde est la plus utilisée suivie par la Normande, la Brune Suisse et des races plus régionales. Les éleveurs inséminent plutôt en croisement leurs vaches hautes productrices et multipares, et essentiellement à partir de la 4ème IA après vêlage. Le croisement semble également plus utilisé dans les troupeaux peu productifs ou avec des vêlages groupés. Six classes ont été identifiées pour les 7061 troupeaux où le croisement a débuté entre juillet 2002 et juillet 2009: (1) zéro croisement à la 1ère IA après vêlage (n=3732); (2) faible utilisation du croisement (moins de 10% des vaches sont inséminées en croisement) et en IA de retour (n=1694); (3) faible utilisation du croisement mais dès la 1ère IA après vêlage (n=1221); (4) faible utilisation du croisement au début mais la pratique se développe dans le temps (n=72); (5) utilisation moyenne (autour de 20% des vaches inséminées en croisement) (n=288); et (6) utilisation fréquente du croisement (plus de 50% des vaches inséminées en croisement) dès la 1ère IA après vêlage (n=54). En moyenne, 28% des femelles F1 nées ont eu au moins une lactation. Les F1 sont majoritairement inséminées dans l’objectif d’un retour à la race Holstein ou d’un changement de race. Cependant, un intérêt croissant pour l’implication d’une 3ème race laitière est apparu récemment. En conclusion, le croisement laitier reste peu utilisé et principalement pour résoudre des problèmes de fertilité individuels. Cependant la diversité des pratiques confirme un besoin de poursuivre les études pour donner aux éleveurs intéressés par le croisement les meilleurs conseils. 
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Determining causes of disease and death in French protected wild birds by using three passive surveillance systems

PHILIPPE GOURLAY1,2,3,5, ANOUK DECORS4, SEBASTIEN ASSIE2,3

1Centre Vétérinaire de la Faune Sauvage et des Ecosystèmes des Pays de la Loire (CVFSE), Oniris, Nantes, France; 2INRA, UMR 1300 Biologie, Epidémiologie et Analyse de Risque en Santé Animale, Nantes, France; 3LUNAM Université, Oniris, Nantes, France; 4Réseau SAGIR, Office National de la Chasse et de la Faune Sauvage, Le Perray en Yvelines, France; 5Email: philippe.gourlay@oniris-nantes.fr

Causes of disease and death of game birds in France are diagnosed by the SAGIR network and are well known. Regarding French protected wild birds, those causes remained to be studied. This was the main goal of this study. To do so, we used data from three different passive surveillance systems of wildlife diseases: the SAGIR network2, the CVFSE1 and the RFPVFS3. The other goals were to assess those systems and to determine ways to improve the knowledge on wild birds’ health status in France.
Causes of diseases and deaths of three groups of birds’ species sharing the same risks (birds of prey, water birds, garden birds) were determined in a descriptive epidemiological approach. Traumatic injuries were the main casualties (37%). Intoxications were frequently diagnosed on birds of prey (80%) while avian botulism and oil pollution affected mostly water birds. Infectious diseases were sparse (8%) and involved mainly water birds and garden birds. Our results were consistent with previous studies from Europe or North-America. However in our study casualties were indefinite in one third of the cases. The three passive surveillance systems seem to be complementary because they cover different area and involve different species of birds. However they have different and variable sensitivities. An improvement of the diagnostic abilities of those systems is necessary to increase their sensitivities and to reduce the high proportion of indefinite causes of diseases and deaths of French protected wild birds.
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Vasorelaxant effects of casein hydrolysate of camel and bovine milk in the Wistar-Kyoto rat aorta.

Introduction: A recent biochemical study showed that some hydrolysats resulting from the milk of camel have an antioxidant effect. However, the biological properties of these hydrolysates were not studied yet. The aim of this study consisted in evaluating the vasorelaxants effects of hydrolysates derived from cameline and bovine milk in the thoracic aorta of 12-week-old male Wistar Kyoto rats (WKY).
Material and methods: rings of thoracic aorta of WKY rats are mounted in isolated organ bath and pre-contracted with the phenylephrine (0.3 μM). Then, a cumulative concentration–response curve (CCRC) to cameline (1 ng-100 µg/ml) and bovine (1 ng-100 µg/ml) tryptic hydrolysates were established in different experimental conditions.
Results: cameline tryptic hydrolysate produced concentration-dependent relaxation (Emax = 91 ± 1.6%, pD2 = 8.5 ± 0.07, n = 9) more powerful than that induced by bovine tryptic hydrolysate (Emax = 85.4 ± 1.3 %, pD2 = 7.6 ± 0.04, n = 9, p<0.05 vs cameline for pD2). The relaxations induced by both hydrolysates were completely abolished by endothelium denudation, by the presence of LName (a non specific nitric oxide (NO) synthases inhibitor, 10 μM) or by the presence of ODQ (guanylyl cyclase inhibitor, 30 μM). Preincubation of WKY aortic rings with naloxone (a morphine antagonist, 30 μM), PD 123,319 (an AT2 angiotensin II receptor antagonist, 30 μM) or yohimbine (an alpha2-adrenergic receptor antagonist, 1 μM) did not affect the relaxation to cameline tryptic hydrolysate. However, the pretreatment of aortic rings with pertussic toxin (an inhibitor of Gi protein, 100 ng/ml) caused a rightward shift of the cameline tryptic hydrolysate CCRC.
Conclusions: This study shows, for the first time, that cameline tryptic hydrolysate was able to relax WKY aorta by endothelium/NO-dependent mechanisms. This effect would at least partly imply the activation of Gi proteins.
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CONTAMINANTS CHIMIQUES EMERGENTS ET ENDOMÉTRIOSE  Etude ENDOTOX

PLOTEAU Stéphane, ANTIGNAC Jean-Philippe, LEGRAND Arnaud, MARCHAND Philippe, ROZE Jean-Christophe,  LE BIZEC Bruno

L’endométriose est une maladie gynécologique qui se caractérise par la présence de tissu endométrial en dehors de la cavité utérine. Il s’agit d’une maladie dont le développement est hormono-dépendant et il a été montré que certains contaminants organiques répondant à la qualification de perturbateurs endocriniens peuvent induire des effets biologiques identiques. Ces substances peuvent ainsi contribuer à certains déséquilibres de l’homéostasie hormonale et être un des facteurs impliqués dans le développement de certaines pathologies hormono-dépendantes comme l’endométriose. Il a été ainsi montré que certains polluants organiques persistants (lipophiles et bio-accumulables dans le tissu adipeux) tels que les dioxines ou les polychlorobisphényls (PCB) semblent jouer un rôle dans l’altération des fonctions de l’immunité et de la reproduction et en particulier de l’endométriose. D’autres contaminants chimiques plus émergents, tels que les retardateurs de flammes polybromés (RFB) restent en revanche moins étudiés et font donc l’objet de notre étude.
Ce travail est une recherche non interventionnelle sur biocollection, monocentrique et prospective. Etude Cas-Témoin appariés étudiant le lien éventuel entre l’exposition aux RFBs et l’endométriose sévère. L’objectif primaire est de comparer les niveaux concentrationnels en RFBs au sein du tissu adipeux épiploïque entre cas et témoins. L’objectif secondaire est de comparer les niveaux de concentrations d’autres classes de polluants organiques persistants mesurables concomitamment (dioxines, polychlorobisphényls, pesticides organochlorés, perfluorés). Enfin des comparaisons de dosage inter-sites seront pratiqués (graisse épiploïque versus graisse pariétale et serum).
Les cas sont sélectionnés au sein d’une population de femmes opérées d’endométriose sévère dans le service de gynécologie du CHU de Nantes dont le diagnostic aura été porté par la clinique et l’imagerie (IRM, coloscanner). Les témoins sont sélectionnés au sein d’une population de femmes opérées dans le même service ou dans le service de chirurgie digestive pour une autre raison et dont le diagnostic d’endométriose ne peut pas être évoqué à l’interrogatoire et sur l’examen clinique. L’appariement se fait sur l’âge, le BMI et l’expérience d’allaitement antérieure.
Chez chaque patiente opérée, après recueil du consentement, un prélèvement d’épiploon, de graisse pariétale et de sérum seront réalisés pour dosage des contaminants. Les niveaux concentrationnels des contaminants seront analysés par les techniques usuelles du Laboratoire LABERCA et décrits en pg ou ng par gramme de lipide (pg ou ng g-1 l w) selon les conventions en vigueur dans ce domaine de la mesure de contaminants lipophiles.
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Modeling the impact on paratuberculosis transmission in dairy cattle herds of age-dependence on shedding
Gaël Beaunée1,2,*., Elisabeta Vergu2, Pauline Ezanno1
1 INRA, ONIRIS, LUNAM, UMR1300 Biologie, Epidémiologie et Analyse de Risque en santé animale, 44307 Nantes, France;
2INRA, UR 341 Mathématiques et Informatique Appliquées, 78350 Jouy-en-Josas, France;
Abstract:
Paratuberculosis a worldwide disease caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), is of considerable economic importance for dairy cattle producers, resulting in a decrease in milk production, mortality, early culling, and detection costs. No treatment is currently available. Moreover, implemented control programs have only limited success. A better understanding of Map transmission is required to implement appropriate control strategies. Our objective is to study the within-herd Map spread when accounting for the impact of age at infection on disease progression. This effect was reported in infection-challenge experiments but its consequences on transmission dynamics were not fully investigated in modeling studies.
We develop a stochastic discrete time compartmental model to describe within dairy herd realistic population dynamics and Map spread taking into account different transmission routes and detailed infection progression. The age-dependence of shedding is implemented by modifying the distributions of the early shedding and subsequent latent phase periods. The impact on infection dynamics is explored through intensive simulations and sensitivity analyses.
Our results highlight an influence of age-dependent shedding on the dynamics of infection in the herd, especially on the prevalence and incidence of clinically affected animals. However, the relative contributions of the transmission routes to new infections seem not to be much affected by the age-dependence of the pathogenesis: calf-to-calf transmission still plays a minor role compared to transmission by contact with the environment contaminated adults and to in-utero transmission.
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“omics” and miRNA analysis in MuStem cell-transplanted dystrophic dogs
Florence ROBRIQUET*1, 2, Aurélie LARDENOIS*1, Mélanie LAGARRIGUE3, Blandine GUEVEL3, Thibaut LARCHER1, Candice BABARIT1, Laurence DUBREIL1, Yan CHEREL1, Charles PINEAU3, Laëtitia GUEVEL+1, 2, Karl ROUGER+1 
*,+ Equal contributions
1 INRA UMR703, Ecole Nationale Vétérinaire, Oniris, Atlantic Gene Therapies, F-44307 Nantes Cedex 3, France 
2 Université de Nantes, F-44322 Nantes, France 
3 Inserm U1085-IRSET, Université de Rennes 1, F-35042 Rennes, France
 Contact: florence.robriquet@univ-nantes.fr
Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), the most common form of inherited neuromuscular disorder, is caused by mutations in the dystrophin gene leading to the protein lack. Membrane disorganization and subsequent alterations in signaling pathways and energy metabolism play important roles in muscle fiber necrosis. The Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) dog model has increasingly been used to assess efficacy of a range of gene- and cell-based therapy approaches (Kornegay et al., 2012).
Interestingly, we report the “omic” signature and the myomiRs status in this dystrophic canine model. We combined a proteomic analysis to a transcriptomic study to investigate the pathophysiological processes occurring in GRMD dog and the consequences of a systemic delivery of a muscle-derived stem cell population (MuStem cells) generating dog clinical benefit (Rouger et al., 2011).
MuStem cell administration is associated with expression pattern modification of many factors belonging to different biological functions such as muscle mass regeneration and metabolism. The combination of these approaches allowed to precise the pathophysiological events that trigger the muscle fiber degeneration in DMD and paves the way to the understanding of MuStem cell action modalities as stimulation of muscle fiber formation. This integrative strategy has a great potential to considerably contribute to the identification of biomarkers of muscular diseases as well as biomarkers of therapy efficiency.
This work was supported by grants from AFM (Association Française contre les Myopathies) and FEDER Pays de la Loire (Fonds européens de développement régional).
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Building of biomimetic structures in order to reproduce the outer membrane of bull and to analyze the contact with protective agents used in bull semen extenders

J. Le Guillou 1, M. Ropers 2, C. Gaillard 2, S. Desherces 3, E. Schmitt 3, D. Bencharif 4, L. Amirat-Briand 4, D. Tainturier 4 and M. Anton 2
1ONIRIS, 2INRA, Nantes, France, 3IMV technologies, Saint Ouen Sur Iton, France, 4ONIRIS, Nantes, France
The knowledge about the mechanisms of protection of extenders used to preserve bull semen for frozen or chilled is essentially empirical. The purpose of this study was to create biomimetics structures which can reproduce these mechanisms. To achieve this goal, a structure which reproduces the outer membrane of spermatozoa has been built. The biomimetics structure chosen for experiments is a lipid monolayers at the air-water interface formed on a Langmuir balance. Composition of subphase is controlled during experiments. The purpose of these tests is to highlight biomolecules implicated in the protective effect on the semen. First, a lipids mix deposit was done, then the barriers positions was modulated to get the desired molecular compression with a controlled pressure. Then, molecules with protective effect were introduced in the subphase. The monolayer changes were monitored. Each experiment was replicated twice. Miscibility studies shows the formation of homogeneous domains of sphingomyelin and cholesterol, located in fluids domains of phosphatidylcholine. Complex biomolecules extracted from egg yolk like Low Density Lipoprotein was incorporated into the monolayer, contrary to other purified molecules like egg phospholipids. Seminal plasma was injected either alone or associated with protective molecules which seems to inhibit the effect of seminal plasma on the monolayer. This model could be an opportunity for further studies where monolayer composition can vary as lipids composition depending the species studied. Other protective molecules, as well as the composition of the subphase can be also tested. 
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Application of Atmospheric Solids Analysis Probe (ASAP) ionisation mass spectrometry in the screening of anabolic steroid misuse in food producing animals
        
Mickael DOUE*, Gaud DERVILLY-PINEL, Audrey GICQUIAU, Laure BEUCHER, Fabrice MONTEAU and Bruno LE BIZEC
LUNAM Université, ONIRIS, LABERCA (Laboratoire d’Etude des Résidus et Contaminants dans les Aliments), Nantes, F-44307, France. 

The use of anabolic substances for livestock fattening has been prohibited in the European Union for more than 20 years (Directive 96/22/EC). Nevertheless, in a crisis sector, their use is still suspected regarding potential benefits in terms of income. Among the growth promoters administered, anabolic steroid esters are the most commonly used due to their higher bioavailability and their longer lasting effect. Efficient control of their administration is based on their detection by LC-MS/MS in biological matrices such as plasma or hair. Such protocols however are time consuming in terms of sample preparation and detection. 

In this context, the present study aims to provide a new rapid, efficient and multiresidue confirmatory strategy thanks to the Atmospheric Solids Analysis Probe (ASAP) technology. The ASAP source is a method used for rapidly analysing liquid or solid materials based on atmospheric pressure ionisation. In this technique, sample is directly introduced into the mass spectrometer; compounds are vaporized thanks to the heated nitrogen nebulising gas and ionised by a corona discharge. 

Firstly, twenty three steroid esters of testosterone, estradiol, boldenone and nandrolone were analyzed with this technique to investigate the mechanism of ionisation both in positive and negative mode. ASAP analysis generally results in the formation of the pseudo molecular ion. Collision induced dissociation (CID) of the pseudo molecular ion often led to specific ions both of the steroid in its native form and of the esters. These results allowed developing a precursor ion scan method to identify both known but also any unknown steroid esters. Finally, we developed and validated an isotopic dilution ASAP method in SRM mode for the quantification of these compounds. Reproducibility, linearity, sensitivity and matrix effect were evaluated in hair and serum as well as in oily preparations.      

Keywords: Chemical Food Safety, Steroid esters, ASAP, Ambient Mass Spectrometry
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