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Venins et toxines animales !

-> des outils pharmacologiques,
- des médicaments,
- des moyens de se protéger...




Qu’est ce qu’un animal venimeux ?

——— Animal doté d’un appareil venimeux !

- Produit un fluide, une substance « toxique » pour I’organisme receveur

- Systéme d’injection/d’administration (dard, crochets, épines, dents....) efficace relié
a un systéme de production (glande a venin/salive) de la substance « toxique »

A quoi sert le systéme venimeux ?

Prédation Défense




Quels sont les animaux venimeux ?

Insectes

Clades
venimeux

Métazoaires

Cnidaires

Mollusques

Squamates



Qu’est ce qu’un venin ?
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(90% du poids sec du venin!)
Amines biogenes : Protéines : bcp d’enzymes :
v/ histamine, v nucléases (1¢% description en 1952 1)

v/ sérotonine,

. : v/ protéases
v Acétylcholine...

v acetylcholinesterases,

Sucres v hydrolases
Sel v phospholipases...
Nucléotides . _
Nucléosides o - Peptides . "
Acides nucléiques : v di erel_’its strUf:tures et.CIb es
v ARNm, v aussi appelées « toxines »

v/ ADNg.



Toxines « trois doigts » (3FTx) Toxines de type Kunitz (BPTI) Phospholipases A2 (PLA2)

Composés sécrétés,

De 10 a 150 acides aminés, A
: : N3 -.

Riches en ponts disulfure, /| D rK
Trés stables, o e

, : Omega-conotoxi .
Présentent de multiples structures ! ~ " Dt o Aélz';‘:;;’::“ Delta-palutoxin IT1

. , . Motif ICK (Inhibitory Cystine

Peu immunogéniques, Knot) Spider
Présence de modifications post-
traductionnelles dans certains cas, - Les peptides des venins des
Trés haute affinité et spécificité pour : objets moléculaires, recrutes,

sélectionnés, résultant de

processus continus et dynamiques
=> Familles structurales contenant de d’évolution : divergence ou

] ' -
nombreuses isoformes ! convergence fonctionnelle !

récepteurs, canaux ioniques, enzymes...



Diversité fonctionnelle divergente :

— l'exemple des toxines a trois-doigts de serpents.
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ASICs
Récepteurs aux amines biogénes (acid sensing ion chanels)




Cea Diversite structurale et convergence fonctionnelle :

I’exemple de ligands de canaux ioniques

» On observe également qu’un méme mode d’action biologique peut étre porté
par différentes plateformes structurales !

Canaux voltage —
dépendant et

ubiquistes :
repolarisation et phase
d’excitation des cellules

excitables Anémones de mer
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Convergence fonctionnelle/physiologique :
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onvergence fonctionnelle/physiologique

le systeme sanguin !
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Les toxines : des outils pharmacologiques !

Propriétés :

- Forte affinité et sélectivité pour une cible

- Cible impliquée dans une voie biologique importante

- Marquage « facile » pour I'imagerie (peptide)

- Modifications recombinantes ou chimiques (aa non-naturels)

Utilisations :

- Compréhension des R
interactions moléculaires 4 C@
ligand/cible
et du fonctionnement W§:5

de |a Cible Ciguatoxins 'v' AL .

Brovetoxins "

- Localisation tissulaire des
cibles (imagerie)

(Permethein)
i_’»lﬁ.vflﬂﬁ
r g y (Allethrin)
- Blocage spécifique d’'une Pyrothroida X1 cf
(Dettamethrin)

cible thérapeutique + X130, O

Na* channel @-subunit protein




Systéme sanguin :

coagulation,
Vasoconstriction
dilatation)

- Infections virales...

Oncologie :
angiogenése
cytoxicite...

Peptides
antimicrobiens




OF LA RECHERESE & Lanoos g

Des toxines animales : plusieurs sont

d’ores et déja des médicaments !

Name

Peptide

Species

Target/
related protein

Disease

Clinical stage

Company

Synthetic/modified ve

nom peptides

Prialt™
(SNX-111, Ziconotide)

w-Conotoxin MVIIA

Conus magus

Voltage-Gated Ca?
Channels
Ca2.2

Severe chronic inflammatory and
neuropatic pain associated with
cancer and AIDS

Granted FDA
Approval (Dec.
2004)

Elan Corporation
(www.elan.com)

Voltage-Gated Ca?*

Severe chronic pain associated

Amrad Corporation

AM336 w-Conotoxin CVID Conus catus Channels 5 Phase Il
Ca2.2 with cancer (www.amrad.com.au)
A U Neuronal Nicotinic Giniite n_europathm [FElIT, z_m_d A= Metabolic Pharmaceuticals
ACV1 a-Conotoxin Vc1.1 Conus victoriae s acceleration of recovery of injured | Preclinical B
Acetylcholine Receptors e (www.metabolic.com.au)
Xen2174 -Conotoxin yMrlA Conus marmoreus NeichleRing Nociceptive and neuropathic pain | Phasel Mo Lid
x % transporter (NET) P P P (www.xenome.com)
. . A A N A Aofi Xenome Ltd
p-Conotoxin pTIA Conus tulipa o -adrenoreceptor Nociceptive and neuropathic pain | Preclinical (Wwwixenomelcom)
y A Neurotensin Receptor Short-term management of post- Completed early Cognetix Inc.
CGX:1160 Contulakin-G Conus geographus agonist operative pain Phase | (www.cognetix.com)
CGX-1007 el -G Conus tulipa NMDA receptors No'ucept!ve' pain and cont'rol of Phase Il Cognetix Inc..
NR2B subtype seizures in intractable epilepsy (www.cognetix.com)
TM-601 B1|-Chlorotoxin Leiurus quinquestriatus Cl channel Brain tumors Phase IransMolecularin,
(www.transmolecular.com)
Chronic monotherapy and
TM-701 I-Chlorotoxin Leiurus quinquestriatus Cl channel phar'm_aceutlcal sensmzer' co- Preclinical i el I,
administered drug cocktails for (www.transmolecular.com)
cancer
- Southern copperhead viper . Thrombolytic agent Nuvelo Inc.
Alfimeprase Fibrolase (Agkistrodon contortrix) Fibrin and catheter occlusion Phase I (www.nuvelo.com)
Pivotal Biosciences/
. Southern copperhead viper . - University of Southern
Cerigeriosiz( (Agkistrodon contortrix) g (RS ey Riecinicel California (www.pivotalbiosci
ences.com)
BariE e Gila monster (Heloderma GlmmHie pamkl Type-2 diabetes and related Amylin Pharmaceuticals

suspectum)

metabolic disorders

(www.amylin.com)

Peptomimetics or sm

all molecular weight derivatives

Capoten® (Captopril)

Brazilian arrowhead viper
(Bothrops jaracusa)

Angiotensin Converting
Enzyme (ACE)

Antihypertensive

Granted FDA
approval

Bristol-Myers Squibb
(www.bms.com)

Integrilin® (Eptifibatide)

Southeastern pygmy
rattlesnake (Sistrurus
miliarius barbouri)

Platelet glycoprotein I1b/
Illa receptor Inhibitors

Acute coronary syndrome
(ACS) and for patients without
ACS undergoing percutaneous
coronary intervention

Granted FDA
approval

Schering-Plough Millennium
Pharmaceuticals

(COR Therapeutics)
(www.schering-plough.com)
(www.millennium.com)

Aggrastat® (Tirofiban)

African saw-scaled viper

Platelet glycoprotein I1b/
Illa receptor Inhibitors

Acute coronary syndrome (ACS)

Approved for use
with heparin and
aspirin for the

Merck
(www.merck.com)

treatment of ACS
. o ] Neurobiological Industries
Viprinex™ (Ancrod) Ly (Il e gl Phase Il Inc ¢
(Agkistrodon rhodostoma) thrombocytopenia (wv.vw ntii.com)
P . N Seeking FDA AstraZeneca
™M
Exanta i, Thrombin inhibitors Atrial fibrillation and blood approval, SRR )

(Ximelagatran)

clotting after orthopedic surgery

sold in Europe

Delucemine (NPS 1506)

Spider venom toxin

NMDA blocker

Protection of brain cells from
ischaemia

Phase |

NPS Pharmaceuticals
(www.npsp.com)

Douleur

Oncologie

—> Diabéte

Pression
sanguine

Antithrom
botiques



CAPOTEN® (Captopril)

AGGRASTAT ® (Tirofiban)
INTEGRILINP (Eptifibatide)

(>10 bn$)
( 337 m$ 2007)
(71 m$ 2007)

BYETTA ® (Exenatide)

(> 1.2 bn$)

PRIALT ® (Ziconotide)

(25 m$ 2010)
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Il'y a besoin de Les molécules

nouvelles thérapeutiques de
molécules nature peptidique
thérapeutiques ou protéique ne
cessent de
croitre !

Les venins constituent donc une ressource naturelle
immense en molécules bio-optimisées et bio-actives !



Les venins : une ressource immense !!

Hymenoptera

103000 K |
Spiders
A 20000

Turridae
8 10000

~ 170,000 especes
*250 peptides =
42,000,000 de
molécules !
= On ne connait a ce
jour, plus ou moins,
que 2000 toxines ...

Chidari
neara - S 9000

Snakes .
2900

Scorpions '
1500

Conidae ' 500




Comment explorer cette ressource !?

> LES STRATEGIES ET APPROCHES MISES
EN CEUVRE ONT EVOLUE
AU COURS
DES 50 DERNIERES ANNEES !!

- EVOLUTIONS TECHNOLOGIQUES
- ETUDES INDIVIDUELLES, CIBLEES...
(ANNEES 1960 A 2000)
-> STRATEGIES PLUS GLOBALES, MASSIVES :

LES TECHNOLOGIES « OMIQUES »...
(ANNEES 2000...)



Cea A partir de 1950... I’ére des enzymes

Techniques de biochimie « classiques »

- Etudes électrophorétiques / chromatographie sur papier

- Etudes enzymatiques (1¢"s ribonucléases de serpents en 1952 !)
- Etudes physiologiques (pression sanguine, systéme nerveux)

- Immunité et traitement (sérum antivenimeux, cross-neutralisation)

- Début de l'isolement de toxines (1960)

Isolation of the neurotoxic component of the venom
of the sea snake, Enhydrina schistosa.

CAREY JE, WRIGHT EA.

Nature. 1960 Jan 9;185:103-4.

Studies on sea-snake venoms. Crystallization
of erabutoxins a and b from Laticauda
semifasciata venom.

Tamiya N, Arai H. Procesdinge of he ¥ ahenai Arademg of Nevences
Biochem J. 1966 \ Vel &7, No X g E241-0047, Nevenlar 1010
Jun;99(3):624-30
Use of a Snake Yenom Toxin to Characterize

the Cholinergic Receptor Protein®

Jean-Fierre Changeux!, Michiki Kasai?, and Chen-Yuan Lee!

PAFARTENENST DE Ponosae .Cdll'ulll' INETITUT FANTREDR, nm’, AND FVMARS LOOLOARCAL
ENRTITUTE, CUALO08 OF MEDOUINE, SATHOMAL TAIW AN SNivEmITY,
TAIPSL, OMINAS

Communioaiod by Jaogens Monad, July 50, 1570

« Tricot rayé »



Les années 70-80 : étudier

I’origine de la toxicité des venins

1 7]
Séparation sur o) -
chromatographie

échangeuse d’ions o

Venin .

Purification i
sur colonne d’exclusion 1 /

| STAAT OF GRADENT
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A 260

U\

ELUATE VO.UME (LITRES} Il Y
|

Fic. 2. Chromatography of 10 g of [2. polylepis venom on Am VUL I W WU
berlite CG-50. A linear gradient of 18 liters from 0.1 to 0.475 u -

ammonium bicarbonate was applied as deseribed under “Lixperi- ., ,

mental Procedure.” The asterisks indicate toxicity of a fraction. (methOde d Edman)

A to K refer to fractions which were pooled as indicated by the

Injection

N VIvo bors on the abscissa. l Tests \ .TeS.tS
ex Vivo in vitro
d Séquence
B = ' J| en
¥ 5 o acides aminés
ACh  CCh KOl ceNeurotoxin ACh  CCh KOl

1 ‘ |

Effet d’'une neurotoxine

! : ) : Eff I
Effets biologiques (LD5) : sur la contraction coaetusl’:’:io?\
paralysie locomotrice, musculaire gula
respiratoire, (synapse sanguine

ndrome hémorragi i
syndrome hemorragique neuromusculaire)



Les années 70-80

Venin > Séquences > Fonctions ?
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Les années 70-80

Comprendre l'origine de la toxicité des venins : isoler les toxines

- Toxines majoritaires et minoritaires
- Quantités limitées
- Contaminations lors des purifications

Venin >

Pas de systeme efficace de production des toxines
Mutagénéeses/maodifications tres limitées (modifications chimiques)

Rl fg

Compréhension moléculaire des interactions toxines/cibles
tres limitée...



Les années 90

- La biologie moléculaire entre en jeu...

- Accéder au séquences des précurseurs (ARNm) des toxines

- Maitriser leur expression

Evolution/ < Clonage des ADNc

phylogénie des

3 | Toxines minoritaires

venins

Expression recombinante
(procaryote ou eucaryote)

Séquences ADN

/

Criblage fonctionnel

Structure fonction
Toxoides
Structures 3D
(X, RMN, modélisation)

l

Mutations




Les années 90

- Les précurseurs des toxines animales

TCCGAAAAAGATCGCAAG ATG AAA ACT CTG CTG CTG ACC TTG GTG GTG GTG 51
M K T L L L T L v v A4

ACA ATC GTG TGC CTG GAC TTA GGA TAC ACC AGG ATA TGT TTT AAC CAT 99
T I v C L D L G Y T R I C F N H

CAG TCA TCG CAA CCG CAA ACC ACT AAA ACT TGT TCA CCT GGG GAG AGC 147
(o) S S 0 P 0 T T K T C S P G E S

TCT TGC TAT AAC AAG CAA TGG AGC GAT TTC CGT GGA ACT ATA ATT GAA 195
S C Y N K 0 W S D F R G T I I E

AGG GGA TGT GGT TGC CCC ACA GTG AAG CCC GGT ATT AAA CTC AGT TGT 243
R G C G C P T A" K P G I K L S C

TGC GAA TCA GAG GTC TGC AAC AAT TAG CTCTACGAGTGGCTAAATTCCTTGAGT 297
C E S E v C N N stop

TTTACTCTCATTCATCAAGGACCATCCTTCAAAATGTATGCTTCTGGCCTTTACCACCACATG 360

GTCCATCATCCCCCTCTCCCCTGCTGTCTTTGACACCTCAACATCTTTCCCTTTTCTCTTGAT 423

CTGTAAGTTTCCTTCTGCTAGTTCTGTAGTTTGAGAATCAAATAAACCTCAGCATTCAAAAAA 486

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 507

Précurseur de I’ érabutatoxine a de Laticauda semifasciata (Tamiya et al, 1985).

La séquence signale est soulignée. Le site de poly-adénylation est souligné et en italique.



Les années 90

- Les précurseurs des toxines animales

TGCAGCTTCACCACTGACAAA ATG TAT CCT GCT CAC CTT CTG GTC CTG TTG 51
M Y P A H L L Vv L L
GCA GTT TGT GTC TCC CTC TTA GGA GCC GCC AGC ATT CCT CCG CTG CCT 99
A \'A C \'A S L L G A A S I P P L P
CTC AAC GTC GCA CAA TTC GAC AAC ATG ATT GAA TGT GCC AAC TAT GGC 147
L N v A Q F D N M I E C A N Y G
AGT CGA CCT TCT TGG CAT TAT ATG GAG TAC GGT TGC TAT TGC GGC AAA 195
S R P S W H Y M E Y G C Y C G K
GAA GGT AGC GGG ACT CCG GTA GAT GAG TTG GAT AGG TGC TGC AAA GCA 243
E G S G T P v D E L D R C C K A
CAT GAC GAC TGC TAT ACT GAA GCC GAA AAA CGA AGA TGC CAC CCC AAG 291
H D D C Y T E A E K R R C H P K
TTC TCG GCA TAT AGT TGG AAA TGT GGC AGC GAT GGA CCC ACC TGC GAT 339

F S A Y S w K C G S D G P T C D

CCA GAA ACG GGG TGT AAA CGT ACT GTG TGT GAT TGT GAT GCC ACA GCA 387
P E T G C K R T Vv C D C D A T A

GCC AAG TGC TTT GCC AAA GCC CCT TTC AAC CAG GCA AAC TGG AAT ATC 435
A K C F A K A P F N 0] A N w N I

GAC ACC GAG ACA CAT TGC CAA TGA TATTTGAGAGGCTTCAGCGCAAGGACTGTGG 490
D T E T H C Q0 end
CAGTTACTCACCTGCGCGTGGCAATTCTCTGGATGGGCCTCTATTATATATATAAAAATAGAA 553
CATTATATATATATAATTATTAAAAAACAAAAGGAACTGTTTCCTGAACAATAAAGTGAGGTG 616
CCGATACCGGAAAAAAAA 634

Précurseur de la PLA, 24' 2 de Notechis scutatus scutatus (Ducancel et al., 1991).
La séquence signal est soulignée. Le pro-peptide est en italique. Le site de poly-
adénylation est souligné et en italique.



Les années 90

Tox. mature ————— AAAAAAA Y

Tox. mature |7 AAAAAAA 3

Tox mature.

AAAAAAA D

AAAAAAAY

Tox. mature

AAAAAAAY

Tox. mature | ] X fois

15" Disposer du matériel génétique nécessaire aux études structure/ fonction.

15" Déterminer la séquence en acides aminés des toxines de haut poids moléculaire.

2 Etudier la structure et |’ organisation des précurseurs des formes matures des toxines :
= existence de formes pré? pré-pro?
= précurseurs mono- ou poly-cistroniques ?
=> mise en évidence d’ événements de maturation post-tracductionnelle particuliers ?
=> comparaison des précurseurs : = processus évolutifs ?



Les années 90

- Production de toxines par voie recombinante

Tag Site de coupure
Generate parallel Dead end: insolubility
K expresson clones ~
7
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interactions pour créer de nouvelles
molécules aux propriétés choisies

Dead end: protein inscluble
after cleavage of tag

Esposito, 2006

Dead end: difficult to separate
cleaved protein from fusion

Current Opinion n Botechnciogy




Les années 90

- Production de toxines par voie recombinante : un exemple

Structure-fonction de I'alpha-cobratoxine sur le récepteur nicotinique

Expression recombinante chez
E.coli

g 77-Chix

e
- 77

Caractérisation du site
d’interaction

Bo/ Bmax

Liaison de la toxine sauvage,
recombinante et de mutants

120 [ T oY T vy
100 - -
80 -
. ! v
e r v nat \ ‘t ?\.;\ :. \
Jaa-MENE S T
- ,' v\ \.
40 [ —e—p27n \}1 1 AR i
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2000’s I'ere « Omique »

- La spectrométrie de masse : analyses protéomiques

L’ionisation laser assistée par matrice (MALDI) ) Utilisées en Douce
. . L’électronébulisation (electrospray: ES ou ESI) | PROTEOMIQUE Douce
focalisation et

Obtinﬁm d lons en transmission des séparatiqn desjons I Q u a n t i téS fa i b Ies
phase gazeuse en fonction de m/z
LC/MS

ions

LC
Séparation des toxines «

Acces aux :
_ B _ Seéquence
- Peptides et protéines produits

- modifications post-traductionnelles Masse (empreinte moléculaire)

- Rapide et prometteur mais gros investissement financier...



SPECIAL FEATURE:
PERSPECTIVE

Venomics: unravelling the complexity of animal
venoms with mass spectrometry

P. Escoubas,’” L. Quinton? and G. M. Nicholson?

JMS

RAPID COMMUNICATIONS IN MASS SPECTROMETRY
Rapid Commuen. Mass Spectrome. 2004; 18: 1024-1052

Published online in Wiley InterScience (www interscience, wiley, com), DOL 10,1002/ rem. 1442

Nanospray analysis of the venom of the tarantula
Theraphosa leblondi: a powerful method for direct venom
mass fingerprinting and toxin sequencing

Christian Legros’, Marie-Louise Célérier?, Maud Henry®' and Catherine Guette™'

JOURNAL OF MASS SPECTROMETRY
J. Mass Spectrom, 2004; 39: 548-557
Published online in Wiley InterScience (www.interscience. wiley.com). DO 1001002/ jms.624

Determining sequences and post-translational
modifications of novel conotoxins in Conus victoriae
using cDNA sequencing and mass spectrometry

JMS




- La spectrométrie de masse : empreinte moléculaire du venin
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2000’s I'ere « Omique »

- La spectrométrie de masse : empreinte moléculaire du venin

& - MALDH only
) - LS only
e - LD ES)
' 2 o4 Total number of components. 1628
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=>» Trés grande diversité moléculaire !
=» Situation variable en fonction des espéces !
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2000’s I'ere « Omique »

- La transcriptomique massive : inventaires globaux de I’activité de
synthése des glandes a venin...

- Transposer et adapter les stratégies classiquement utilisées jusqu’a maintenant
dans le cadre d’ études de génomique : Next Generation Sequencing (NGS).

Extraction/purification des ARNm

Tissus o _ =
venimeux Avancés biotechnologiques _, .;‘g;
|/

/ Bioinformatique !

Séquencgage
a trés hauts débits

ADNc

(“Iﬂ

Roche / 454



Le pyrosequencage : 454/GS FLX (Roche)

- Nanotechnologie

- Pas de clonage, pas de repiquage de colonies : gain de temps !
- Amplification en émulsion sur bille : 1 bille/1 type d’ADN/1 puits
- Séquencgage a haut débit en temps réel !

- Environ 1.10% bases nucléotidiques lues par seconde...

- Fragments d’environ 200-300 paires de base (EST)

- 500.10°6 paires de base/cycle de séquencage !!!

@ - Faible colt...

—

\__—-‘

Roche / 454
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cey Le pyrosequencage : 454/GS FLX (Roche)

AAANRA
T

e ————————_— e
T —————r L R R R

Luolérine

Lurniére + axylulérine
l Dvdrontes MEMOOes 30 SOJueNnGape isdes on NGS
A Princpe Ou SyroadQuengage, UERad DOour 454R0che. Le mdme DOncDe el Lilsd Dour I 200nniaue
- TN N Torera T GM. mais Cest piors W o Me Ul ot A8ecis 3w Bau O I AaTeden
—~— i

G © = A ‘@8 6 7T

Banque d'ADNsb 7. -

Cycles successifs de
4 étapes:

ajout suucessif de
I'une des 4 bases avec
dosage de Phosphate




Cea

Transcriptomes de glandes a venin

Animal specles 454 GSFLX lon Torrent Reference
Snokes
Crotalus adamanteus Rokyta et of., 2011
Rokyta et al, 2012
Protobothrops flavowiridis Alr et gf,, 2013
8 Costa Rican snakes Durban J et af, 2011
_ Atractasp(s gterrima Terrat Y et af, 2013
Crotolus horidus Rokyta et al., 2013
_Crotalys sienus simus Ourban J et of, 2013
Micrurys flvvius Margres ef o, 2013
Cone snoils
Conus consors Terrat Yetal, 2012
Conws pulcanus Uwdsma AD et @/, 2012
Sonys geogrophus Hu H et of,, 2012
Conus miles JinAM et o), 2013
Conys marmoreys Dutenire Setal, 2013
Scorpions
Landioys imperator _Roeding F et al,, 2009
Centruroides noxius Rendén-Anaya M et af,, 2012
5 Australian scorpions Sunagas Ket o, 2013
Spiders
Letrodectus tredecimautions X He Q et o/, 2013
Selenolypus plumipes Wong ESW et of,, 2013
Gasterocanthe orgueto
Gosterpcontho hoiselti ZhaoY) et o), 2013
Nosoongrio sinensis
Mammals
Qeithorhynchus gnatings
Tachygioses oculeatys Wong ESW et of,, 2013
Crustoceans
Speleonectes tulumensis von Beument BM et ol 2013
Ants

Dinaponera quadeiceps

Torres AF et al, 2014




CONCO (FP6, Integrated project) 2005-2012:
Cea “Applied venomics of the cone snail species Conus consors for the accelerated,

—_ cheaper, safer and more ethical production of innovative biomedical drugs”

Banques de
Séquencage précurseurs
du génome issus du

conduit
venimeux

%

«disséquéx» «injecté»

transcriptomique




Génération de la banque d’EST

Extraction des ARNt

Purification des ARNs messagers
2

Synthese des ADNc

(- — — — A » 213 561
- —_— Expressed
Séquengage I - - — — | Sequence Tags
des S — de 218 bp en
ESTs . - - moyenne.
\_— —
a
4 — )
S » Assemblage
Assemblage 656236
des — Contigs !
contigs === ——— 9




Annotation du transcriptome de C. Consors Q/‘:?

4

—
213, 561 reads IMILANARANI0I I||I|III.IIIIII|I||I|II|III|I|II|IIII||I|I|I|lI||I

Sequence trimming and Contigs assembly

C Imtermg (80% rdenldy thrtshold)
S, 039 clusters \ /

Bio- — L I

informatique ! T
BLAST (e-value 1 x 107%)

'—o[ToxReIDB-UniProtKB—REPBASE ]

l CCGs: Génes
1.6% cellulaires communs

”_’ XBs ~1,0% TRGs: Génes
codant des toxines
Tes: Eléments
transposables

XBs: Xénobiotiques
Inconnus : 1?7

65, 536 contigs

2 " annotation run




Annotation du transcriptome de C. Consors :

bilan du contenu en conopeptides !

Conus consors 454 transcriptome

Aot CeTu/ ¥

Ceo_A_S

oo A_o.Coo A b
. . Cco_A_g.Coo_A_N, con P
Previous studies ‘(‘_‘ ; ‘ 5 Ceo A _¢.Ceo AS

140

120+

e CcTx/Ceo A ee

Cnlafa}/Ceo A K 100 A

Cnl.l /Ceo A n

/ e Cnéb / Cco_O_fe

CnTA/ Cco_O_le

o Cn3dc/Cco_M_co

= 17 familles différentes de conopeptides dans le transcriptome de C. consors!
= 255 isoformes différentes de conopeptides identifiées dans C. consors!
= Les familles A, O et M sont les plus abondantes et diverses !
= 6 isoformes communes trouvées au regard des études précédentes !
= 8 nouvelles familles de conopeptides identifiées dans C. consors !
= 2 familles totalement nouvelles de conopeptides ont été découvertes !



C2a Quelques exemples de diversité moléeculaire
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cea Au dela des conotoxines (1)

0,37%

0,40%
43,09%

B Ambiguous

B TEs 24,51%

M Unknown
Common Cellular Genes

M Conotoxins

31,63%

métabolisme
Lyse des
tissus

cytosquelette Effets
cellulaires

Protéines
Chaperons

Synthese Structuration
des proteines des

protéines



Au dela des conotoxines (2)

H Ambiguous
B TEs

B Unknown

31,63%

Common Cellular Genes

H Conotoxins

‘ﬁg”’""**";"saaasa»msaaasz:m:ss mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

SignalP—HMM prediction <=uk model=>: Desrposx

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

oooooooo

» Détection de novo de peptides et de protéines
totalement inconnus : structure ? fonctions ?

=» Un « Eldorado » moléculaire..



Transcriptomic studies within the
FP7-Health

VENOMICS Project
(2011-2015)

200 transcriptomes différents !!

DE LA RECHERCHE A L'INDUSTRIE

VENOMICS, A FP7 PROJECT DEDICATED TO THE
EXPLORATION OF BIODIVERSITY FOR PUBLIC HEALTH

www.cea.fr

The VENOMICS project aims at for the

therapeutics.

VENOMICS will an o cge
and high or ©
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Transcriptomes
Banques
d’ADNc

~

Banques
de
séquences

|
Synthése

Expression

\ 4

Banques

de peptides

J

Séquencgage

de novo SM

|

Criblage /

Inventaires moléculaires
a hauts débits

Larges banques de
séquences nucléiques
et peptidiques

Grande biodiversité

Exploration des peptides
trés peu abondants donc
non étudiés !

Un plus grand nombre
de peptides candidats,
identifiés plus vite !

Composés

d’intérét /




LES VENINS ET LEURS COMPOSES

—> Une ressource naturelle immense

—> Exploration liée aux évolutions technologiques et
aux moyens biotechnologiques !

> Un potentiel en recherche fondamentale

= Des applications prometteuses qui ne font que
commencer a étre développées/exploitées

> Venins : source de composés bio-optimisés

= Toxines : une source d’inspiration...



Stratégies d’ingénierie
de peptides
et
de protéines



PEPTIDES ET DES PROTEINES

Les peptides et protéines sont les objets
moleculaires qui présentent la plus grande
diversit¢ de modes d’action et d’activites

biologiques : ce sont des acteurs cles du vivant !

m Exploitation et mise au service de I’homme du
potentiel biologique des peptides et des proteines,
plus particulierement dans les domaines de la
recherche, de la santé, de 1’industrie, de 1 agro-

alimentaire, de I’¢cologie etc...



Protéines médicaments : les enjeux économiques

Au cours des sept prochaines années, la croissance annuelle du marché biopharmaceutique devrait
atteindre plus de 15 % ...

Evolution mondiale du marché

Ventes pharmaceutique Part des produits
mondiales biopharmaceutiques
{(Milliards $)
Biomédicaments - / 28.%
900 - TCAM 04-11 : 114 18%
800 - 16 %
700 - 14 %
600 - 12 %
500 10 %
400 - 8 %
300 - 8%
-4 %
200 -
-2 %
100 - 1%
o L4 L4 L4 L3 - - 1 .
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
“ Ventes mondiales its blopharmaceutiques
= Ventes mondiales produits biopharmaceutiques

Part des produits biopharmacesutigues
@ Le marché des biotechnologies c’est 10 % du chiffre d’ affaire de 1’industrie
pharmaceutique mondiale, et 40% des nouvelles molécules /an.

@ Plus de 30% des nouveaux médicaments sont issus du génie génétique !

@ ]l existe plus de 200 protéines-médicaments commercialisées et/ou utilisées en milieu
hospitalier et plusieurs centaines sont en cours d’essais cliniques...
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Ca Les proteines et peptides médicaments

—> produites a partir d’organismes vivants ou de leurs composants cellulaires.

—> Mise en jeu d’approches cellulaires et/ou d’approches technologiques issues
du génie génétique : ADN recombinant !

Molécules Substances biologiques

>
Mature Phase de déclin
= Technologies = Technologies
banalisdées et banalisdes et
= Premiers produits en - Croissance des d'optimisation optimisées recharche de voles
céaveloppement produits en « Nombreux produits en = Nombreux produits de substitution
= Aucun produit sur le Wﬂt MW ot en Mm“ * Diminution du nombre
marché « Faible nombre de commercalisés et commercialisés de produits en
produits sur le développemeant et
marché commercalisés
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Ce Les protéines et peptides : de quoi parle-t-on

Comemercialises
11%

Phase HI/ANM
19% ™~

=fectiologie
16

Phase 1111 Maladies auto- Neurologie
TO% irremanes 10% 10%

Répartition des produits thérapeutiques par phase ¢t par axe thérapeutique ¢n 2010

@ Les interférons, les interleukines, I’hormone de croissance, I’insuline,
@ le CSF (colony stimulating factor), facteur stimulant les cellules hématopoiétiques : greffes de moelle
@ les facteurs anti-hémophiliques (facteurs de la coagulation),
@ L’activateur tissulaire du plasminogene (thrombolytique)
@ récepteurs solubles
@ anticorps monoclonaux

@ vaccins protéiques
@ Les facteurs de croissance des éléments du sang :

- des globules rouges : les érythropoiétines (25 % des ventes)



Les proteines médicaments : I’exemple des

anticorps en biologie clinique.

36 mAbs approuvés/15 dans le traitement des cancers/ plusieurs centaines en essais cliniques...

Intarnational non- Pirat BU (US) A0 Wuranued Paronysesl nockemal
progristery name Trace name  Type AN Srat approved opprovel yeor Ecvizuman Sobrg 024 haroglobicuta 2007 (2007)
Orhodlone Roversyl of anay mansplant .. ., )
Musmonas-CO3 L ASLOYN, Musos G024 | 1904” (19048) Consiaumab pagsl Cirie MTNF.MM.W”““ 2000 (208
Aodvd Reapro ATOPIDIS, Chraric  Pavelon of Bood G0N e oy pegyWied
. O Glmunsd Snpon  AKTNENumangG)  TNURIBIEING oMK g oo
R tasmad :‘."'::" ANS-CO0, Chirvase IGO1 Non-HOAINS lyrghoma 1408 (1097) KA, MNkfORN] 50N
Congkoumab  Nars AL 10 Muman G MeckieAvells syndrome 049
Bakumab  Snued  AMLIR.ChmescigGi eceenor SN EREE 1oy oo b " -l
Dackzumed  — :Gu‘{m. Womanaed  Preventon ofkdrey ransplant (oo (gay s Calmieedd  Aemovid  EPCAMCDOAMMOUe  Makgrast dsoied 300 (NA)
ANSRSY, Homaslzed  Praventon of respraion Depeaic MAD
Pelinumed s eat mu:mm HON(1998) Lpirumed 5w AL 1223 Muman G Paodasis 2009 (200%)
e Remicade  ANS-TNF; Chimenc 3G Crodn desase 1599 (1950) Ao,  AVBLER; Mumanized
Tockpymad ‘ ' Rhouralold sty 009 1%
Trastazumab Hecongen Ag:ﬁtm Breav cancer 2000 (1998) Aderva L) ; )
: 1 utemia 201
Gombaumad o AMCON U o TS Owumuras Ao A-CON; Muman GG1 - Cheonic ymposyse 2010 (40%)
o e Dencaumad Prols AnE-RANKA: Homan Bone Loss 2010 (201¢)
Jrios— m ‘,.'.!‘fm”“""‘" Chvoric mysiokd leskamia 2001 (2001) a2
Adabrrumad Humira AVE-TNF, Hemaa 001 Rheumatod ams 2003 (2002) Bemrat Bariysts  Aab-BLYS Human Q01 Sy upus afematona 2011 (011)
Toshumomed-1131  Banar ANS-COZ0; Murine 13G2a Non-Hodgion lymphoma NA (2003) émimad Yorvoy AECTLAL, Muman ipG1 Metastatio melanoma 011 201Y)
Catimmab Erbau AN-EGFR. Cakmanic lG1 Colorectal cancer 2004 (2004) v mn =
m"“m Zvawn ANSCOZ0: Merine GG1  Non-Modghns lymghoma 2004 (2092) Puirad Perela W6 T Bovas Casen W13 20N
Omabzumab Xolse Ans-gE: Mumanaes igG! Astma 2008 (2003} M58 Mass PA
Doacmumes st ORVECRHURININY  conc cancer xosgooe)  Dwewned  PenIng) e ot AT i M)
AnS-ad integen; Trastizumab A-MERZ humaniaed
Naukzumad Tysadel Memanized 1G4 MIBON We0ss 2008 (2004) Plvusreiy Kaoxya Ko | Broas! canter N rovew (2013)
AMVEGF. Humanaoed !
Ranbumab Luceres ioG1 Fad Macus Sepermaton 2007 (2006) Vedoiasmed (Panding) M-WI:&?M Ubceratve colts, Coona In vow (NA)
Pasiumymed Vecttix AnS-UGPR, Mermas 902 Colomectal cancer 2007 (2000) humanzed Gsease

Anticorps monoclonaux : un bénéfice sur les ventes en 2011 de 45 billions de dollars!
Plus de 40% de ce chiffre vient de mAbs d’intérét en cancérologie : Rituxan, Erbitux, Herceptine et Avastin (*)!
Par ailleurs, 30% des ventes (14 billions de dollars) sont dues au Remicade et ’Humira, en inflammation (*).



LES PROTEINES ET PEPTIDES NATURELS

Avantages Inconvénients
Structure native Source/quantités
Modifications ad hoc disponibles !
Fonctionnels Difficiles a purifier !
Absence d’ immunogénicité Difficiles a modifier !

Biodisponibilité !

Risques de contamination !



A RECHERCSE & Lanoon tmg

CZA LES PROTEINES ET PEPTIDES RECOMBINANTS

Avantages Inconvénients

- Modifications aisées grace au
génie génétique.

- Développer un systeme de

-« Facilité » d’extraction, de production pertinent ...

purification.

- Le rendement et le colit du

-« Facilité » de changement : )
produit recombinant obtenu !

de 1" échelle de production :
maitrise totale de la chaine
de production (industrie !)

- Absence de contaminants
redoutés : virus, prion...



OF LA RECHENCSE A Lanpus tui

C22 LINGENIERIE DES PEPTIDES ET DES PROTEINES

- Adapter les peptides et protéines aux « besoins » de
I’Homme : pourquoi ?

1= Comprendre les propriétés

. (Stabilité :

des peptides et des i ek

protéines ! - dénaturation
Activité catalytique
Affinité pour le substrat

. . . Protéine de fusion
w= Produire artificiellement .-
les peptides et les

protéines !

\ 4

1 Améliorer certaines
propriétés des protéines !

Affinité )
Spécificité

Stabilité

Taille, fusion
Immunogénicité
Activité biologique

J

> Créer des molecules dotées
de nouvelles propriétes... Toxoide

Nouvelles cibles

Activité pharmacologique :
- agonistes

- antagonistes




L’EVOLUTION MOLECULAIRE DIRIGEE

DES PEPTIDES ET DES PROTEINES

=> Ensemble des techniques expérimentales qui visent 2 mimer de facon accélérée et in
vitro, a I’échelle du laboratoire, certains des processus de I’évolution naturelle :

- création de mutations et stratégies de sélection.

r [’¢évolution moléculaire dirigée différe de 1’évolution naturelle, dans le sens ou elle tente
de répondre a un objectif particulier prédéfinit par le chercheur : on faconne un objet

biologique dans un but précis...

r ’ingénierie et I’évolution moléculaire des peptides et des protéines fait partie
intégrantes des Biotechnologies et vise a répondre aux besoins et attentes de la société

civile en matiere de confort de vie, en particulier dans le domaine de la santé :

r générer des objets moléculaires mieux adaptés aux besoins, a leur usage...



OUTILS ET STRATEGIES D’INGENIERIE DES

PEPTIDES ET DES PROTEINES

Analyses structurales :

- Cristallographie et diffraction des rayons X
- Résonnance Magnétique Nucléaire
- Modélisation moléculaire

C Outils d’évolution moléculaire D

- Création de banques de mutants :
mutagénese dirigée, a saturation, aléatoire
- EXxpression recombinante :
bactéries, phages, levures...

- Criblage, sélection in vivo
- Purification
- Caractérisation :
biochimique, fonctionnelle et structurale...



Exemples d’evolution
moléculaire dirigée
de peptides
ISSUs
de venins animaux



- Exploitation d’une plateforme : évolution dirigée

Cea g

une toxine vers une nouvelle activité biologique...

METHODOLOGY Open Access

Directed evolution of a three-finger neurotoxin
by using cDNA display yields antagonists as well
as agomsts of interleukin-6 receptor sxgnahng

Moha d Naimuddin'

Takafum ‘-a.:IaA—a' Tai Kubo™

. Suzuko Kobayashi®, Chihiro Tsutsui® Masayuki Machida’, Naoto Nemoto™,

Cible

—

Loop Il
Loop | XX
g &%
Dégénérescence totale x X X = Loopw
x X
sur bas des 3 boucles 1 P i 1,2 10e11 molécules
AR

x
Ya T \m'
)
23 résidus sur 61 [ 1

b4 ;
'{JUJ\ﬂ/

Naimuddin, 2011

Domaine extracellulaire du récepteur
a l'interleukine 6 (fixé sur des billes)

PCR

amplification

/i
10
Reconvery of
binding molecules

\3)

777 777
Selection of molecules
for desired targets

\®

Parification via
C-terminal tag,

\?D f,

/

Random reglon

*
e
DNA library Transcription
mRNA
e=n
'\3)‘
Ligation of
puromycin linker
e
mBNA ®
i i A
Selection cycle with \4)‘

cDNA display

Cellfree

ﬁ Tramskation

L+
Seis
miNA

MRNA display
-\
CE_’/ /
SA beads capture

and Reverse

transcription
h\ A

Restriction

mENA = NA A
: '@\ e
digestion % CONA display

“a growth

— |L6-R monoclonal antibody
— R10-13

-

— 1015

N

IL-6R mAb/protein [pg/ml|

2
|} 1 100




O LA RECHERCSE & Lonbos ra

ced Exemple d’ingénierie chimique d’un peptide issu d’un venin

de scorpion : les toxines comme source d’inspiration !

w ingénierie d’'une miniprotéine (la scyllatoxine du scorpion Leirus quinquestriatus) sur
laquelle on a transféré la capacité de liaison du récepteur CD4 a la gp120 du
HIV-1 !

» développement d 'outils pour la biologie et la recherche de nouveaux

médicaments (inhibiteurs d ’interactions protéine-protéine)...

Identification
d’un mime
potentiel :

: un antagoniste

SO— ' 3 Ve des

L ) canaux K* !

identification du site de liaison



GInd0
Thrd5

Lys35

Rmsd on Coi:1.6 A

r

v
Ji

n

n

M

P

“s inhibition

QIKILGNGQ

37—
RSLGLLGKCI

KSLGLXKGGCQ
KSLGLEGGCA
XSLG

LLG

Concentration (M)

scyllatoxin
CD4AM3

CDams

CD4aM9

Controles :

a) Scyllatoxine,
b) peptides CD4
linéaires

ou
cycliques



Des modifications bénéfiques par une

approche rationnelle

I) La modélisation du complexe IT) Introduction de modifications individuelles
Gp120-CD4M9 a révélé plusieurs

problémes dont en particulier un il 19 CRNEHGLERD fay RS

mouvement défavorable de CD4M9
I’extrémité N-ter ! CD4MOT
3 2 mmam —&— CD4M27
- 8
2 CD4M32
A =
. ~. . / ;E CD4M33
gy T % -\ ’
> 4 )% -~
ae B <2, \,ﬁ(
l‘} .: 0%
. i 5 '\ \ 1,00E-11 1,00E-10 1,00E-09 1,00E-08 1,00E-07 1,00E-06 1,00E-05
e competitor (M)
a@ B (3]
scyllatoxin 1l- AF C NLRMCQLSCRSLGLLGKCIGD K CECVKH -31
CD4M33 1- ITpaNLHFCQLECKSLGLLGKCAGS i pCACVun, =27 9 aa sSur 27
F23 1- TpaNLHFCQLRCKSLGLLGKCAGS F_CACVyy, -27 » ont été
22- . -KSIQFHWKNSNQIKILGNUGS © 114G SKLNDRADSRRSLWDQG.. -65 -
B p a B modifiés !

Tpa: thiopropionic acid
Bip: biphenylalanine

w | e mime moléculaire CD4M33 est plus efficace que le CD4 soluble pour
inhiber I’'infection virale de cellules cibles !!

w Microbicide en phase de développement clinique !



Exemples d’evolution
moléculaire dirigée
d’enzymes



Ingénierie d’'une enzyme colorimétrique :

la phosphatase alcaline

 Site el
/ .

— -1
Kegt =065 S
w — o
PhoA | T, =95°C
bactérienne
Transfert du site actif
0/ A’ani
30 % d'acide de la PhoA de
| > amines mammifére
e en au sein de la PhoA
commun bactérienne !
PhoA de /
mammifére

k., =3435s"
T =65°C




ce2z ENZYME CHIMERE : POSITIONS MUTEES




NOUVELLE STRATEGIE :

MUTATIONS SUPPRESSIVES !

153H/328H/3296/330H 153H/328H/3296/ 330N

mutagenese ‘
aléatoire

P i introduction
"¢ Y\ dansl'enzyme
e

Chimere
iInactive

D153H/D330N
sauvage

Doubles

mutants | mutagenese
dirigée

D1536/D330N D330N



Koot = 65 577

T, =95°C ww;/bssor\l
N

K. = 3202 s
30 % d'acide | I, =87 °C
> aminés

en
commun
J
_ k.. = 3435 s
Gl T h Tmh =65°C

= 2 substitutions en acides aminés ont suffit !!!
= [ e probleme étant de trouver lesquelles...



A Lt

Cea INGENIERIE DE L’ARN POLYMERASE DU
= PHAGE T7




NASBA (meéthode isotherme : 41°C, d’amplification des

ARNSs)

, |
S 3 Phase cyclique x 4
Amorce 1 1 Hybridation spécifique
S:V\I\W\ ’ 5,— 3,

37 TNPT7 AN g
_ l 5’ Amorce 2 \ RT

5’,\/\/\/\/\/\ 3’ 5’ 3’
3! I —— ’ 4 y 2
N 3RSy 3T S
_ l 5 3'AnANANAn 5’ _
[Amorce 2 , I~~~y 1
3 3 AAAAAN 5 Amorce 1
g, —\ ARNSs anti-sense 5’ -—— 3
TR \ e
Activité 5’ , / _
ADN polymérase  — ; S - —— ) Activité
de la TR. 3,_ \3 AR[‘I 3, —§35, ADNdzilay_rrnérase
Polymérase
Cinétique de transcription T7




Stratégie de selection !

Vecteur d’expression de la T7 ARN pol.

o — ) —

Ori. aQ Géne sauvage de
lacl ptac la T7 ARN pol.

Vecteur « reporteur »

@ m
B%g-zz KanR Promoteur T7 géne cat
p |

Résistance au chloramphénicol



Stratégie de selection !

g Vecteur d’exp?ssion de la T7 ARN pol. D

Ori. AmDBR lacl® ptac  Génes mutés de la
15A mp
p15 T7 ARN pol.

Sélection in vivo

(dégénérative)
: sélection de
mutations Ts !

X mutation Ts
X mutation neutre

J PCR I

C | Vecteur « reporteur » / j

BCI)?r:iB-ZZ KanR Promoteur T7 géne cat
P / \
Sensibilité au Résistance au

chloramphénicol chloramphénicol
a42°C a 25°C



Stratégie de selection !

g Vecteur d’exp?ssion de la T7 ARN pol. D

Ori. Q Nveaux génes mutés
15A AmpR lacl ptac de la T7 ARN pol.
P . )
] _ o a partir
_, Sélection in vivo de matrices Ts
PCRII
(dégénérative)
X mutation Ts : sélection de
X mutat?on neutre mutations
A mutation « révertantes » !
SuppreSSIVe A V4 N/ N/ \/
/N N\ /\
=
Y ANEARY
/\ v/ /\ v/
/\ 7\ 7\ 7\
( Vecteur « reporteur » ¥ )
Ori. KanR Promoteur T7 géne cat
pBR322 l

Résistance au
chloramphénicol
a42°C



Combinaison et caracteérisation in vitro!

Mutagéneéese dirigée Combinaison des
et mesure de I’ effet mutations individuelles
« thermostabilisateur » _—— et mesure de
des mutations individuellement ’additivité des effets
X

= 11 mutations “révertantes” sélectionnées !

.
= 1 augmente l'activité catalytique : Q744R ! ;J*
=> La combinaison de 7 mutations : Yok
& Qs S
S430P+C150R+Q744R+S767G+Q786L+F8491+F880Y NI4T ¢ 3
~RGYK ‘ K7136

- 10°C de thermostabilisation et une 2 fois plus

d’activité que la T7 ARN polymérase sauvage !



Exemples d’evolution
moléculaire dirigée
d’anticorps



Unité mixte CEA/bioMérieux

> INGENIERIE DE LA SPECIFICITE DE
RECONNAISSANCE D’UN ANTICORPS ANTI-
PROGESTERONE

m Affinité sub-nanomolaire pour la progestérone :
Ky ® 20pM

1 ,CHg

A a ) .
o’ Mais ...

5a-DHP (20%)
Progestérone

56-DHP (30-60%)




Modéles moléculaires du site de liaison
de l'anticorps anti-progestérone

H100 Trp

1= Ingénierie du site de liaison du C12611 afin de modifier les caractéristiques
structurales et physico-chimiques de la poche alternative P3'/

w QUELLE(s) STRATEGIE(s) ?



1'ERE STRATEGIE D’INGENIERIE DE L’ANTICORPS
ANTI-PROGESTERONE

Connaissances structurales du site de
liaison (modélisation)

|

Approche
rationnelle

Analyse mutationnelle des acides aminés du paratope :

Réduire les réactions croisées en modifiant les acides aminés identifiés comme
responsables

de la formation de la poche de liaison alternative P3’.

m De nombreux mutants a construire, produire et tester...



Quels outils pour I'ingénierie des anticorps ?

iz Des outils recombinants :

w Systemes d'expression de fragments d’anticorps fonctionnels,
dont les propriétés de liaison puissent étre facilement analysées ...

» Quel systéme cellulaire hote ?

= | a bactérie E. coli

» Quel type de fragments d’anticorps ?

= des fragments simple chaine Fragment variable (scFv)

= Lien peptidique de 18 acides aminés :
-65TSGSGKPGSGEGSTKG-



2NDE STRATEGIE D’INGENIER!E DE L’ANTICORPS
ANTI-PROGESTERONE

Connaissance structurale du site de

liaison (modélisation)

Approche
semi-aléatoire

l

Banque L3/H2

v A5 9% @ = 5 positions ciblees :
Analyse » 94, 96 (VL) et 50, 58 (VH)
mutationnelle des m B . \
résidus du paratope. degenerescence complete,

Modfcain prcrieles 5 g5 (u1) gégénérescence

partielle (70 %).

w Djversité théorique : 3.2 106 !

w Probleme de la construction, de I'expression
et du criblage d’une telle diversité !



e, Banque "ndive”

R
il

e @ 105- 107 phages au départ
O mplification des v pPhag P Q Q QQ

phage-scFv
sélectionnés

Amplification

O Elimination des

phage-scFv ne . : : @ Production/Amplification
répondant Tours de sélection successifs des phage-scFv via E. coli

pas aux critéres (enrichissemen’r) (1013 phages)
de sélection (lavages) \ b T

| saecrin ‘/ n

© <ilection invitro des phage-scFv
répondant aux critéres de sélection




3/EME STRATEGIE D’INGENIERIE DE L’ANTICORPS
ANTI-PROGESTERONE

Connaissances structurales du site de
liaison (modélisation)

Analyse
mutationnelle === Banque L3/H2
des acides
amines du \1: Nouveaux
paratope. Variants aux propriétés mutants
ameéliorées :
7% 5p-DHP (wt 30%) * r? /
3% 5a-DHP (wt 20 %) \
Recherche
Thr58-> Arg d’effets

synergiques

Val®4-> Pro Pro%-> His



CARACTERISATION DU PENTAMUTANT LE PLUS
ABOUTI DE L’ANTICORPS ANTI-PROGESTERONE

a) Evolution des courbes plasmon avant (1) et aprés
(2) une interaction biologique. b) Suivi cinétique en

temps réel de la réflectivité décrivant successivement
une phase d’association et une phase de dissociation

Injectionde la  Temps
cible biologique

10

S 6 1o Progestéroneko= 70 pM
o ST :
5 4 = Concentratlons 5 1
92 P Varlables o s ]
S > - =
3 S e emmpetlteur ] 5B-DHP  Ko= 24 nM
3 ol - ) gt 3
< 3 L = 3 _—
) & /// 4,,,//?\, = . i 2 .
/~ ,f’r;:;i :;,,,4 — : = 7’,‘ 1 -
— > ]
emps (secondes) 0], 000 o o T
0

Constante de dissociation Kp

Fragments : scFv-Hisg -
Progestérone 5a-DHP 5p-DHP

Sauvage /719 pM 97 pM 28 pM

x3.,5

PLoa-HLo5-Rp58

Segpm 7 \(150m P 07 M

x3,5 x3.5
PLoa-Hio5-Rpsg + Knz1-Hh32 70 pM N5.3 nM \y 2,4 nM

. + 1 o Srifiritd '
Variant PHV/WR + K31H32 Gains de speécificite : 9 % (58- DHP)



RECEPTEUR EDNRB

Nanoplatforme multimodale IRM-Fluorescence ou IRM-
|sotopique

CSPBAT UMR 7244 CNRS - Universaé Pans 13
L MOTTE, Y LALATONNE E GUENIN J BOLLEY

l NANOPARTICLE'S SURFACE PASSIVATION

]

\
‘ - ‘ sGattec A00
| Nty

‘?JQ, | X Yy = -

057

anb ' Cpo:o Pade
Tumor cells o - Art Doy
(melanoma, glioma) A TER Torpenng
overexpressing ‘

EDNRB receptor

. i g
UV vt K Fluoreioence 1pectroncopies Supeparamagnetk
Cootwyg ong Riancpericie: guont fiiohon s ‘ 2
partiches
clight Scatering (oo aladery

CEA |29 AOUT2012 | PAGE 85




L'IMAGERIE : UN DOMAINE TRANSVERSALE CHIMIE/

BIOLOGIE/PHYSIQUE!
Physique :
imagerie
Biologie/
Biochimie :
ingénierie : .
& % Chimie/
scFv Développement de nano-objets : 1 Physique/
"?8"0:’ i Biologie :
— l a) nano-plateforme pour i marquage,
% g & % I'imagerie multimodale in vivo imagerie.
o b b) nano-cargo pour la thérapie. :
Chimie/
Biochimie : .
fonctionnalisation Physique/
de molécules, Biologie/
dessin de surfaces, Biochimie :
de nano-objets... imagerie

- Exemple des tumeurs du systéme nerveux central



Diversité des toxines d’origine animale et

strategies d’ingénierie de peptides et de protéines.

Conclusion Géneérale

= La recherche fondamentale et les applications
potentielles sont intimement liées aux évolutions
technologiques !

- Toujours besoin de savoirs “fondamentaux”!

= De plus en plus d’interfaces : biologie,
biochimie, chimie, physique, bio-informatique...!

Merci pour votre patience !
Place aux questions...



Diapos supplémentaires



Transcriptomes (454/GS FLX)

de glandes a venin

Quelques exemples d’études de transcriptomique par NGS en matiere de toxines animales :

=» Appareils venimeux : 454
- Garter snake: Thamnophis elegans, Schwartz TS et al., BMC Genomics (2010)
- Snake: Crotalus adamanteus, Rokyta DR et al., Toxicon (2011)
- Snake: Costa Rica snakes, Durban J et al., BMC Genomics (2011)
- Cones: Conus pulicarius, Lluisma AO et al.,, Marine Genomics (2012)
- Cones: Conus geographus, Hu H et al.,, BMC Genomics (2012)
- Cones: Conus consors, Terrat Y et al.,, Toxicon (2012)
=» Appareils venimeux : 454 + Illumina

- Snake: Crotalus adamanteus, Rokyta DR et al., BMC Genomics (2012)
—> 22 études publiées a ce jour...
—> Phylogénie moléculaire
—> Classification des animaux venimeux

—> Spécificité des cellules des glandes a venin...



AB Unité Mixte de Recherche CEA/bioMérieux e

BIOMERIEUX

STRATEGIES D’EVOLUTION MOLECULAIRE EN
MATIERE D’INGENIERIE DES PROTEINES

Approches Approches

Approche

semi-rationnelles aléatoires

\/

2 On peut réaliser de l'ingénierie de protéines en absence de connaissance structurale.

rationnelle

9 Trouver les molécules recherchées dépend de la capacité a analyser un grand espace
structural, ce dernier pouvant étre exploré par sous-ensembles.

O Les solutions recherchées émergent de la combinaison de ces différentes approches :
> reflet entre autre de l'indépendance et de l'additivité de certaines mutations,
et de notre incapacité actuelle a prédire les mutations pertinentes...

S Chaque approche livre son lot d'informations, qui peuvent €tre complémentaires.

O I/ est indispensable de disposer de cribles et/ou de sélection et d'outils de caractérisation
efficaces et pertinents |
« You get what you screen for !l »

Lycée Galilée/Gennevilliers, 4 Février

PR



OF LA RECHEREWE & Lonpun ik

Collecter puis identifier les cones...

\ i . . “ | & : ¥a _.' A d ; ‘ ‘.rnia
S9huS Ganonius (m) Conus textile (m) Conus striatus (p) Conus imperialis (v)

Conus tulipa
(m) - pa (p)

siphon sorti




Collecte d’une journée aux Une journée de récolte a la presqu'’ile
Tuamotu (Tahiti)

Le labo de campagne sur 'atoll de
Makémo




1°/ Transcriptome complet de glandes a venins ———
cytetoxin
.h‘l\ li ) short chaln o mtx
‘ Ve In S Compare nouvelles
‘é%/’" — - séquences avec les et
- - ———vn &?;Ex ) connues ) "
t munens " Assigne des fonctions
e e S e putatlves atphan grosp IV
Applications :
- Augmente le nombre de toxines T
connues, mais pas d’information
fonctionnelle | N
- Informations évolutives i
(présence des folds, variations
| teng chain aanx

inter et intra-spécifique)
Traitement : utile pour les
phénomenes de réactivité
croisée des sérums (composition
du venin)

Fastidieux mais accessible!



Number ot toxins

Number of toxins

40- A Scorpions I
300 - i
200 - :
100 -
0 — “Tmm‘ll]-]]-".lr‘, : b
1970 1975 1980 1985 1390 1995 2000 2005
Year

wo- C Anemones

:

$

8

ow
1970 1975 1980 1985 1390 1995 2000 2005
Year

Number of toxins

Number of toxins

400;8 Spiders

2=t

. :
100 -

1970 1975 1980

1985 1990 1995 2000 2005
Year

swot D Cone snails

300 -

100

BLELELE 2 o i e o e e
1970 1975 1980 1985 1950 1935 2000 2008

Year

Number of toxins

400,* E Snakes

g

-

|

8

-

il

1] 1] 1] ]
1970 1975 1080 1935 1900 1995 2000 2008
Year

g

Nombre de toxines
dans les banques,
croissance
exponnentielle depuis
les années 2000...

King, 2008



Les toxines passées au cribles : I'isolement dirigé

Confirmation of the
biological activity

| R - N I
Yenom fractionement < = i|' Binding rests

1o exchenge/reverse phase HPLC <Chemical synthesis

— | ﬂ - T
== n = =
==
>

Pure ocrive froction

N.Gilles, personal communication



Surexpression d’un récepteur Venin fractionné
(canaux, RCPG...) dans une lignée
cellulaire (transfection de plasmide)

fraction du venin avec le
adiotraceur sélectif du
eur

Mis en présence des so
récepteur d’intérét et

-

1 _—
.
E >
‘ v -
| ||||| |' || ' RREL | I
- - 4 -

Compétition toxine/radiotraceur



Venoms based drug descovery

Fiz. 1 The key clements of a
venoms-hased drug discovery
program. A robust hagh
throughput screen is essential to
rapndly dentify venoms with
desired actvity and to allow
subseguaent 1solation of
beoactive molecules. An
ethcent toxin peoduction
system is essential not only w
produce sufhicient toxin for
functional and stroctural
characienzation, but also w0
facilitate structare-activity
relatiorship (SAR) studies
Structural charatenzaticn 1s no
longer a major bottleneck in the
duscovery pipdine due to
recentdy developed hgh-
theoughput NMR methods

Ammol venomt>

High
\ throughput

| screen

v

"Ha" venoms

v

[ Venom fractionation

Toxin Production

\ 4

In vivo validation

\ Y%

SAR

30 structure determanation

\%

Lead optimization

%

IND candidates

Vetter, 2011




L’approche « classique »

Venins

N

Criblage
Pharmaco

Purification
Structure J

- Fonction

Analogues
Peptide i 1 9
candidat . -

™\ | validation
\ Modeéles
~animaux

—

S—

Faible rendement/ manuel
(ex. 1 cible / 50 venins / jour)

Besoin de stratégies de purification

Une composé candidat / an...!



Changements conformationnels de la gp120 induits

par la liaison du mime moléculaire CD4M33
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Vers un vaccin?




Les années 70-80

Comprendre l'origine de la toxicité des venins : isoler les toxines,
déterminer leurs séquences chimiquement...
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Snake Venom Toxins

THE AMINO ACID SEQUENCES OF TWO TOXINS FRON DENDROASPIS POLYLEPIS POLYLEPIS
(BLACK MAMBAY VENOM
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ce_a Pyrosequencage : principe general

- Technique totalement automatisée de séquencgage de I’ ADN

- Décrite dans sa version initiale en 1988, elle permet d’ analyser la synthése d” ADN
cible en temps réel (séquencage par synthése d” ADN)

- Technique en train de supplanter la méthode de Sanger car :

- plus rapide,

- moins onéreuse,

- utilisant la PCR (amplification),

- ne nécessitant pas :
- de clonage, ni de passage par les bactéries ou les phages,
- de nucléotides radiomarqués,
- d’ étape de séparation des produits néo-synthétisés

et,

- permettant une lecture de la séquence d” ADN en temps réel, par révélation de
1" activité d’ une ADN polymérase qui ajoute un seul nucléotide non fluorescent a la
fois.
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Pyrosequencage : preparation de la banque d’ADNc
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m Pas de clonage, ni de repiquage de colonies !



Pyroséquencage :

amplification clonale des ADN par PCR a émulsion (emPCR)

- I'ADN est fragmenté, chaque fragment
d'ADN (simple-brin) est associé d ses
extrémités d un oligonuclétide (adapter)

- PCR & émulsion : chaque fragment est
emprisonné dans une microgoutte d'eau
contenant une bille couverte d'une séquence
d'ADN complémentaire & un des deux adapters:

Primer, template, la microgoutte contient tous les réactifs d'une

AdNTPs and ¢

';’l"': 3 M ast

réaction de PCR —» amplification du fragment a
la surface de la bille (~107 copies / bille)




Pyroséquencage :
dépot en PicoTiter Plate ™ (20° puitsde 44uM)

- Chaque bille (1-2.10* au total) est déposée
dans les trous d'une “picotiter plate”

- Dans chaque trou, hybridation de I'amorce a
I"'extrémité 3" du fragment amplifié.

- Passage de flux successifs de solutions
contenant un seul dNTP (G > T>A>C>6>T>
A>C )

- Chaque incorporation d'un nucléotide
(polymérisation) libére une molécule de
pyrophosphate (PPi); une réaction enzymatique
utilise ce PPi comme substrat et génére un
flash lumineux qui est enregistré

("pyrosequencing").

- Les enzymes qui catalysent cette réaction
chimioluminescente sont & la surface de
microbilles (en orange) entourant chaque bille




Pyroséquencgage : principe d’'une réaction de synthese

1. 2. 3’ ..GACCTTGCTAGGTTTAGC...5’
5’ ..CTGGAACGATC
3’ ..GACCTTGCTAGGTTTAGC...5’ : 9
5’ ..CTGGAACGAT
=)
APS
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/ AD'N (adénosine
polymérase phosphosulphate)
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ATP
sulfurylase

dCTP

3’ ..GACCTTGCTAGGTTTAGC..5’
5’ ..CTGGAACGATC
PP1

t -
3- non=
\lco2

incorporé
Oxyluciférine

(dCTP ——p dCMP + 2 PPi
<$==n **

dont 1’ émission est mesurée

Lumieére,
en temps réel par une caméra CCD
(Charge-Coupled-Device)

ATP m—m——p AMP + 2 PPi

A

résiduel

- La production de lumiére est proportionnelle a la concentration en ATP généré par 1" ATP sulfurylase.
- De I’ alphathio-dATP est utilisé au lieu de dATP, afin d’ éviter toute production de lumiére supplémentaire.

- Apres un cycle, on passe a un autre déoxynucléotide et ainsi de suite...
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Séquence de réféerence = TCAG pour calibration du signal
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- Pyroséquencage : distribution des signaux

B Les signaux évoluent linéairement lors de I'incorporation de

chaque nouvelle base
7
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Pyroséquencage : bioinformatique

a single well
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