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SECTION 20

BIOLOGIE MOLECULAIRE ET STRUCTURALE,
BIOCHIMIE

Extrait de la déclaration adoptée par le Comité national de la recherche scientifique
réuni en session pléniére extraordinaire le 11 juin 2014

la recherche est indispensable au développement des connaissances, au dynamisme
économique ainsi qu'a I'entrefien de I'esprit critique et démocratique. la pérennité des emplois
scientifiques est indispensable & la liberté ef la fécondité de la recherche. le Comité national de la
recherche scientifique rassemble fous les personnels de la recherche publique (chercheurs,
enseignants-chercheurs, ingénieurs et techniciens). Ses membres, réunis en session pléniére
extraordinaire, demandent de toute urgence un plan pluriannuel ambitieux pour ﬁemp|oi
scientifique. lls affirment que la réduction continue de I'emploi scientifique est le résultat de choix
politiques ef non une conséquence de la conjoncture économique.

L'emploi scientifique est I'investissement d’avenir par excellence

Conserver en |'état le budget de 'enseignement supérieur et de la recherche revient & prolonger
son déclin. Stabiliser les effectifs ne suffirait pas non plus & redynamiser la recherche : il faut envoyer
un signe fort aux jeunes qui intégrent aujourd’hui I'enseignement supérieur en leur donnant les
moyens et I'envie de faire de la recherche. On ne peut pas sacrifier les milliers de jeunes sans
statut qui font la recherche d'aujourd’hui. Il faut de toute urgence résorber la précarité. Cela
suppose la création, sur plusieurs années, de plusieurs milliers de postes supplémentaires dans le
service public ainsi qu'une vraie politique d'incitation & I'emploi des docteurs dans le secteur prive,
nofamment industriel.

Composition de la section

Marie-Thérese GIUDICI-ORTICONI (présidente de section); Valérie GEOFFROY (secrétaire
scientifique) ; Rodolphe AUGER ; Sandrine BOSCHI ; Benoit CHENAIS ; Alexandre DE BREVERN ;
Aude ECHALIER; Patrice GOUET; Anne HARDUIN-LEPERS ; Jean-Michel JAULT; Fabrice
LECLERC; Hugues LORTAT-JACOB; Roland MARQUET,; Stéphane MASSOU; Gérard
PEHAU-ARNAUDET; Bruno ROBERT; Isabelle SCHALK; Patrick TAUC; Emmanuel
TETAUD ; Carine TISNE-VICROBECK ; Véronique TREZEGUET BUSQUET.
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Résumeé

Les travaux réalisés par les chercheurs de la
section 20 ont pour objectif d’élucider les pro-
cessus moléculaires qui régissent le vivant. Le
caractere général de nos préoccupations et
questionnements conceptuels et expérimen-
taux fait que la section 20 constitue un déno-
minateur commun 2 la plupart des domaines
de la biologie et se situe au carrefour de nom-
breuses disciplines. Ainsi, développant et utili-
sant de nouveaux outils, mettant en place de
nouveaux modeles d’étude, elle est interdisci-
plinaire par nature et joue un role majeur a
I'interface de la biologie, chimie, physique,
informatique... Présents dans tous les grands
centres du CNRS sur le territoire, nos labora-
toires couvrent de vastes champs d’étude: de
I'homme aux micro-organismes, des applica-
tions environnementales aux développements
thérapeutiques.

Introduction

Le développement des connaissances sur
les systemes biologiques passe nécessairement
par le décryptage des processus moléculaires
qui les régissent. Il s’agit 1a du coeur des acti-
vités de la section 20 qui a pour objectifs I'élu-
cidation, I'analyse et la compréhension des
aspects moléculaires, métaboliques et structu-
raux du fonctionnement du vivant. Les prio-
rités se doivent d’évoluer avec les progres
réalisés en séquencage a haut débit ou
encore dans le développement de nouvelles
technologies qui permettent la résolution de
structures de plus en plus complexes. Ainsi,
la génomique structurale et intégrative se doit
d’'investir les aspects fonctionnels et métabo-
liques afin d’appréhender les défis de la biolo-
gie des systemes, et d’ouvrir ainsi la porte a la
biologie synthétique.

Les themes de recherche de la section 20
sont par essence interdisciplinaires. Ils trouvent
écho aussi bien dans d’autres sections de 'INSB
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(sections 21, 23 et 27 dans les domaines respec-
tifs de la génomique, du modele végétal et
des virus) qu'a l'interface chimie biologie avec
I'INC et dans I'environnement et les énergies
renouvelables avec 'INEE. Notre ancrage molé-
culaire nous permet de développer ces dif-
férentes activités d’interface sans perdre notre
identité. Parmi les grands axes de notre re-
cherche nous pouvons citer : les bases molécu-
laires et structurales des protéines et des acides
nucléiques, la catalyse, la transduction du signal
et les modifications post-traductionnelles, la
dynamique et la réactivité des mécanismes
macromoléculaires et de leurs complexes, les
approches biophysiques et en molécule
unique ou encore le métabolisme bactérien.
La restructuration des sections a permis de
regrouper en section 20 toute la bioénergétique
eucaryote et microbienne ainsi que les pro-
téines membranaires. L'ensemble de ces thé-
matiques, majeures pour appréhender le
fonctionnement du vivant et développées par
les chercheurs dans les laboratoires de la sec-
tion 20, se retrouvent dans les grands centres
du CNRS: des campus Paris, Strasbourg, Lyon-
Grenoble, Marseille, Montpellier, Lille et dans
une moindre mesure a Toulouse et Bordeaux. Il
convient de souligner que le caractere intri-
sequement interdisciplinaire de nos approches
et questionnements fait que nombre de cher-
cheurs de la section 20 font partie de labora-
toires pilotés par I'INC ou encore de
laboratoires dont la section principale de ratta-
chement est la section 21 ou la section 23.

Enfin, en parallele a notre coeur de métier,
la recherche fondamentale, les travaux réalisés
dans les laboratoires de la section 20 peuvent
trouver un développement dans le domaine de
la bioéconomie tant par la compréhension a
I'’échelle moléculaire des pathologies que par
des applications dans le domaine environne-
mental.



[. Dynamique, flexibilité,
et interactions des protéines

A. Dynamique, flexibilité

La nature dynamique des protéines est une
propriété intrinseque ayant des conséquences
majeures sur leur fonction. De nos jours, les
protéines sont considérées comme des acteurs
de réseaux fluctuant, avec une flexibilité locale
et une propension a la plasticité structurale
globale. De maniere générale, les interactions
protéine-ligand (protéines, acides nucléiques,
lipides...) impliquées dans la transduction du
signal, I'assemblage de machines macromolé-
culaires, la régulation allostérique et I'adapta-
tion thermique des enzymes requierent une
flexibilité structurale. La compréhension détail-
lée de la dynamique des protéines, qui néces-
site des informations sur une large gamme
d’échelles de temps, a été rendue possible
grace au développement d’approches interdis-
ciplinaires associant biologistes, chimistes,
physiciens et bioinformaticiens. Le prochain
défi sera le développement dune vision inté-
grée de la structure des protéines, de leur dyna-
mique et de leur fonction. L’impact des
fluctuations thermodynamiques dues au sol-
vant sera a prendre en compte. Cette intégra-
tion est indispensable a la compréhension des
mécanismes biologiques a I'’échelle atomique.
Dans ce contexte, les enzymes constituent une
classe attractive de protéines et elles sont utili-
sées comme des systemes modeles pour com-
prendre les incidences des fluctuations des
structures sur les fonctions biologiques. La fle-
xibilité du site actif est actuellement considérée
comme essentielle pour la réduction des bar-
rieres d’énergie libre et I'accélération de la
réaction enzymatique bien que le lien entre la
flexibilité et le «turn-over» n’ait pas été claire-
ment établi. En revanche, le role de la flexibilité
conformationnelle a été clairement établi pour
l'accessibilité du site actif, la liaison et I'orien-
tation des ligands et la libération de produits, la
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stabilisation des intermédiaires et 'adaptation
de l'environnement du site actif pour la cata-
lyse. Une vision intégrée de la structure des
enzymes, de leur dynamique et de leur fonc-
tion sera nécessaire au décryptage des effets
allostériques et coopératifs mais aussi a la
conception de catalyseurs plus efficaces. Avec
I'importance croissante de la biotechnologie
industrielle et les besoins en enzymes de trans-
formation pour la production de produits chi-
miques ou de nouveaux médicaments, la
conception rationnelle de nouveaux cataly-
seurs par ingénierie enzymatique constitue un
défi majeur a relever. Toutefois, a I'heure
actuelle, la flexibilité et les mouvements molé-
culaires ne sont pas encore suffisamment pris
en compte. L’intégration de la composante
dynamique dans les modeles moléculaires per-
mettra d’augmenter les capacités de construc-
tion par ingénierie de nouvelles protéines
dotées de nouvelles fonctions.

B. Interactions, complexes
et machineries protéiques

Les interactions entre protéines régulent la
quasi-totalité des processus essentiels a la vie
des cellules, incluant la transduction du signal,
les métabolismes, les catalyses et 'expression
des genes. Ces interactions de physico-chimie,
temporalité et fonction extrémement diverses,
forment un réseau dynamique appelé «inter-
actome». Dans ce domaine, les mécanismes
mis en jeu au cours de I'assemblage des com-
plexes protéiques restent encore peu décrits. Il
sera donc important d’identifier les différents
acteurs responsables des genese, fonction,
plasticité, dissociation de ces assemblages et
de caractériser la dynamique de leur relation.
La compréhension de l'organisation structurale
de ce type de machinerie passe par la modé-
lisation en intégrant des données de diverses
approches expérimentales (microscopie élec-
tronique, RMN, cristallographie aux rayons X,
protéomique, SAXS, etc.) afin de construire un
ensemble de modeles structuraux répondant
aux contraintes expérimentales générées. Plus
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globalement, il est important de connaitre qui
interagit avec qui au niveau de la cellule et
d’analyser les mécanismes moléculaires impli-
qués dans ces interactions. La mise en évidence
récente d'un nombre élevé de protéines mul-
tifonctionnelles souligne I'importance de
décrypter ces réseaux d’interactions et leurs
bases moléculaires afin de mieux comprendre
le fonctionnement des cellules et d’envisager
un controle des voies métaboliques a des fins
thérapeutiques ou environnementales.

La caractérisation du génome entier, du
protéome ou du transcriptome ouvre la voie
a des projets beaucoup plus ambitieux visant
a comprendre au niveau moléculaire le fonc-
tionnement global d’'une cellule. Cela implique
de pouvoir combiner différents parametres
cinétiques et/ou thermodynamiques avec des
mesures a I'échelle du génome par modélisa-
tion mathématique dynamique afin de favori-
ser une compréhension approfondie des
mécanismes complexes sous-jacents. De toute
évidence, obtenir une compréhension com-
plete du comportement de toutes les inter-
actions qui se produisent au sein d’une
cellule, par exemple, est extrémement ambi-
tieux et nécessite non seulement une approche
descriptive, mais aussi quantitative de ces
noeuds. Il est donc évident que de nouvelles
approches expérimentales et informatiques
devront étre développées pour faire face a ce
degré de complexité.

C. Protéines membranaires

Les protéines membranaires constituent
entre 25 et 33 % du protéome de chaque cellule
et jouent un role primordial dans différents
processus biologiques (transport, énergie,
reconnaissance). Leur étude fonctionnelle et
structurale reste un enjeu majeur pour la com-
préhension des mécanismes moléculaires
et cellulaires au niveau des membranes. Le
développement de nouveaux surfactants (e.g.
maltose néopentyl glycols, amphipols, pepti-
tergents, tensioactifs fluorés...) plus efficaces
pour solubiliser et cristalliser les protéines
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membranaires et de nouvelles méthodes pour
appréhender leur structure tridimensionnelle
(phase cubique lipidique et phase éponge,
RPE de type «DEER», RMN du solide) ou leur
fonction (nanodisques) a ouvert la voie a une
meilleure connaissance de ces protéines. Il
reste donc indispensable de développer cet
axe stratégique et interdisciplinaire source de
connaissance et d’'innovations technologiques
tant en santé qu’en biotechnologies blanches
(environnement, énergie).

Un axe majeur de la recherche porte sur le
role que jouent les lipides associés a ces pro-
téines. Longtemps considérés comme un
simple «solvant» des protéines membranaires,
ils sont maintenant reconnus comme des com-
posants a part entiere de ces protéines ou ils
assurent non seulement un role structural mais
également biologique comme co-facteurs pour
des activités enzymatiques ou de messagers
intracellulaires. Cela a été démontré récem-
ment dans des systemes d’études aussi diffé-
rents que les GPCR ou encore le complexe
photosynthétique. Leur hétérogénéité de distri-
bution, tant transverse que latérale, est respon-
sable de la courbure et de la dynamique
membranaires et par conséquent impliquée
dans la dynamique cellulaire (signalisation,
transport, architecture, etc.). Mais ces inter-
actions ne sont pas encore bien comprises:
sont-elles spécifiques et impliquent-elles une
interaction directe avec la protéine ou sont-
elles plutét liées a un changement physicochi-
mique de la membrane entourant la protéine?
Une meilleure connaissance de ces interactions
permettra de mieux comprendre au niveau
moléculaire le fonctionnement et la régulation
des protéines membranaires.

I1. Les ARN

L'étude des ARNs et de leurs fonctions a été
modifiée de facon profonde par le développe-
ment et la démocratisation du séquencage de
I’ADN a tres haut débit et il est vraisemblable



que cette (r)évolution se poursuivra par la com-
binaison d’approches a différentes échelles.

A. Les ARN régulateurs

Les ARN régulateurs ont pris une place cen-
trale dans I'étude des ARN et de I'expression
génique et il est vraisemblable qu’il reste plu-
sieurs classes d’ARN régulateurs a découvrir en
raison de la diversité de leurs voies de bioge-
nese. Il est donc important de développer de
nouvelles stratégies expérimentales et bio-
informatiques d’identification (RNomics) et
d’élucider leur role biologique, leur cible pri-
maire et les mécanismes d’action.

Longtemps focalisé sur I'étude des petits
ARN, ce champ d’investigation donne de plus
en plus de place aux longs ARN non-codants
(IncRNA), linéaires ou circulaires. Les ARN
régulateurs forment des réseaux complexes
impliquant des régulateurs transcriptionnels.
De plus, ils sont soumis a divers niveaux de
régulation, aussi bien via de longs ARN non
codants circulaires ou circRNA, que via leur
dégradation, qui peut étre modulée par des
modifications post-transcriptionnelles. Il est
donc primordial de considérer les systemes
de maniere plus globale et intégrée en définis-
sant les liens entre les régulateurs, le métabo-
lisme cellulaire et les facteurs de signalisation.

Les ARN régulateurs ne se limitent pas aux
seuls eucaryotes: ils jouent également un role
important dans la virulence des bactéries
pathogenes et se retrouvent chez certains
virus; ils commencent aussi a étre identifiés
chez les archaea ou le niveau d’expression
d’ARN antisens est relativement élevé. De nom-
breuses études des effets des ARN régulateurs
cellulaires sur la réplication virale et vice-versa
ont été entreprises et devront se poursuivre. En
comparaison, I’étude du role des ARN dans les
relations entre hoétes et bactéries pathogenes
ou parasites n’en est qu’a ses débuts et pourrait
déboucher sur de nouvelles stratégies de lutte
contre ces infections.
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Par ailleurs, de nombreux ARN sont multi-
fonctionnels. Par exemple, des ARN non
codants fonctionnels sont produits a partir
des introns ou d’intermédiaires de dégradation
des ARNm et il a été démontré récemment
qu’un court ARN produit a partir d'un ARNm
se fixe sur les ribosomes et module leur acti-
vité. 1l a également été suggéré que des pro-
duits de dégradation d’ARNnc (ARNt)
pourraient se lier au ribosome. A linverse, il
devient de mieux en mieux établi que de nom-
breux longs ARN «non codants» codent en fait
pour des peptides qui pourraient jouer des
roles clés, par exemple dans le développement
embryonnaire. Jusqu'a présent les diverses
activités des ARN multifonctionnels n’ont été
étudiées que de facon individuelle et I'étude
de l'influence mutuelle de ces multiples fonc-
tions constitue un enjeu important.

B. ARN, épigénétique
et organisation chromatinienne

Un nombre croissant d’études commence a
mettre en évidence le réle des ARN dans I'épi-
génétique et l'organisation spatiale de la chro-
matine en domaines fonctionnels dynamiques
qui permettent de réguler a distance tout un
ensemble de genes. 1l apparait donc important
d’intensifier les efforts pour identifier les ARN
qui induisent des changements durables de
I'expression génétique et de caractériser les
facteurs et les mécanismes qui permettent
cette «reprogrammation » génétique.

Actuellement, il est possible d’analyser la
transcription non seulement dans une large
population cellulaire, mais aussi sur un petit
groupe de cellules, voire une cellule unique.
La faisabilité d'une cartographie tridimension-
nelle de I'expression génétique dans un tissu a
ainsi été démontrée. Une cartographie spatio-
temporelle des ARN codants et non-codants
dans les cellules, les tissus, et les organes,
chez '’homme et les organismes modeles,
dans des conditions normales et patholo-
giques, ou encore lors du développement
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devient donc envisageable. Toutefois, ces pro-
jets nécessiteront des capacités de séquencage
considérables et les moyens informatiques per-
mettant de stocker, manipuler et analyser les
données correspondantes. Parallelement, les
techniques de marquage des ARN in vivo
nécessaires a leur imagerie, qui ont connu
récemment des avancées considérables,
devront encore étre améliorées.

C. Maturation des ARN
et complexes RNP impliqués

Le séquencage a haut débit a non seulement
permis d’identifier de nouvelles classes d’ARN
et d’analyser leur expression, mais aussi d’abor-
der la présence de nucléotides modifiés, la
polyadénylation, I'épissage alternatif, la traduc-
tion, la stabilité et de maniere générale le méta-
bolisme des ARN. On peut envisager a terme de
cataloguer les événements d’épissage alternatif,
de recodage traductionnel, de modification
post-transcriptionnelle, ou d’altération de la sta-
bilité des ARN dans des conditions normales ou
pathologiques, ou chez divers micro-orga-
nismes ou virus.

La plupart des fonctions biologiques im-
pliquant PARN font intervenir des complexes
ribonucléoprotéiques de taille importante (tran-
scription, épissage, transport, traduction, stoc-
kage dans les granules de stress ou les
P-bodies...). Si la cristallographie aux rayons X
a bouleversé notre compréhension de la traduc-
tion, la cryo-EM a maintenant largement pris le
relais, permettant d’obtenir des structures de
complexes impossibles a purifier en quantité
et homogénéité suffisantes pour 'obtention de
cristaux. Des étapes «non-classiques» de la tra-
duction deviennent ainsi progressivement
accessibles a I'analyse structurale, de méme
que des sous-populations spécifiques de ribo-
somes (ribosomes spécialisés) notamment avec
l'avenement de nouveaux algorithmes pour la
classification des images couplés a des détec-
teurs extrémement performants et permettant
ainsi d’approcher des résolutions quasi ato-
miques. Ces études devraient permettre
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d’appréhender la traduction dans toute sa sub-
tilité et sa variabilité, avec de possibles applica-
tions thérapeutiques. Il en est de méme pour les
complexes impliqués dans I'épissage, le trans-
port, le stockage et la dégradation des ARN. Le
nombre de structures a (tres) haute résolution
de complexes ARN-protéines restant relative-
ment limité, il est crucial de poursuivre nos
efforts dans ce domaine, si 'on souhaite com-
prendre les regles de reconnaissance mises en
jeux et la dynamique des interactions.

D. Structure secondaire
et tertiaire des ARN

L'analyse de la structure secondaire et ter-
tiaire des ARN in vitro (et dans de rares cas
dans des particules virales) a fait des progres
notables grace au développement de la tech-
nique SHAPE alliée a 'analyse par électropho-
rese capillaire. Elle permet une analyse
relativement fine de la structure des ARN en
solution ainsi que l'identification des sites de
fixation des protéines. Cette technique qui
nécessite une quantité importante de matériel
continue a se développer par la combinaison
de plusieurs sondes chimiques mais reste peu
répandue en France.

Parallelement, ces derniéres années ont
vu la publication de nouvelles méthodologies
permettant de cartographier la structure secon-
daire des ARN au niveau d'un transcriptome
entier, soit apres extraction, soit directement
dans la cellule. A ce stade, ces études per-
mettent de répondre a des questions générales
sur le degré de structuration des ARN, mais
les données obtenues pour un ARN particulier
restent fragmentaires, permettant de confirmer
I'existence de structures déja connues, mais
rarement de proposer des structures sur la
base de ces seules données. 1l est vraisemblable
que ces approches démontreront leur potentiel
dans I’étude structurale des ARN viraux, dont la
petite taille permettra 'obtention d’informa-
tions structurales a haute densité, aussi bien
dans les cellules que dans les particules virales.
Une comparaison et une évaluation systéma-



tique a large échelle des différentes stratégies
disponibles seront donc nécessaires.

A coté de ces approches expérimentales,
plusieurs approches de modélisation de la
structure tertiaire des ARN ont vu le jour ces
dernieres années. Toutefois, elles pechent par
leur manque de précision en particulier pour
de grosses molécules d’ARN. Des approches
alternatives utilisant des algorithmes origi-
naux semblent prometteuses pour la modéli-
sation de grosses structures d’ARN. Les
méthodes de simulation «gros-grain» utilisent
une représentation des macromolécules ou
les résidus sont décrits de facon simplifiée
(généralement par une sphere). Ce type de
méthode fournit un outil intéressant pour la
modélisation des gros complexes ARN-ARN et
ARN-protéines. Des développements supplé-
mentaires sont toutefois nécessaires pour
adapter ces méthodes qui ont été utilisées
essentiellement sur les protéines. L'utilisation
de méthodes hybrides combinant une repré-
sentation «gros-grain» et une représentation
atomique voire quantique de différentes par-
ties de complexes macromoléculaires ribonu-
cléoprotéiques est sans doute prometteuse
pour des complexes ARN-protéines sujets a
des changements de conformation et/ou por-
teurs d’activités catalytiques.

E. Nanotechnologies et ARN

La modularité de 'ARN et la connaissance
de la structure tridimensionnelle de modules
d’interaction ARN-ARN permettent de conce-
voir des nanostructures d’ARN s’assemblant
spontanément. Le champ d’application de
telles nanoparticules est tres large et inclut les
applications biomédicales, d’autant plus qu'il
est possible d’envisager I'assemblage intracel-
lulaire de ces nanostructures. Ce champ de
recherche prometteur est peu représenté en
France. Son développement requierera des
avancées dans la modélisation de I’ARN, la
visualisation de molécules uniques d’ARN et
la chimie de ’ARN nécessaire pour fonctionna-
liser les nanostructures d’ARN.
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[1I. Modifications post-
traductionnelles
et transduction du signal

A la variété importante des protéines synthé-
tisées par une cellule ou un étre vivant s’ajoute
une combinatoire immense résultant de leur
modification post-traductionnelle (MPT). Cela
élargit considérablement la capacité de codage
de l'information (épigénétique) et augmente
d’autant la diversité des protéomes et des régu-
lations métaboliques. Des champs disciplinaires
tres diversifiés se sont fédérés pour déchiffrer
ces sous-ensembles protéomiques et les dix
dernieres années ont vu I'émergence de la
caractérisation des phosphoprotéomes, des gly-
coprotéomes, et des ubiquitomes, pour n’en
mentionner que quelques-unes.

Les MPT sont des maturations protéoly-
tiques ou des modifications chimiques d’acides
aminés par adduits covalents plus ou moins
grands. Les MPT permettent une adaptation
rapide de la cellule a des changements de
son environnement et englobent des processus
allant de la modification de lactivité et de la
stabilité d’'une protéine jusqu’a sa localisation
et la régulation de sa dégradation. Elles ont des
répercussions également sur la nature des
interactions protéine-protéine, sur la transduc-
tion du signal, le phénotype et la multiplication
cellulaire, I'apoptose ou l'autophagie. Il est
donc indéniable que les MPT contrélent la
quasi-totalité des processus cellulaires.

Les MPT sont des événements dynamiques,
parfois interdépendants et transitoires, ce qui
rend leur étude complexe et restreinte a un
type d’altération. Pourtant la caractérisation
des réseaux de régulation par les MPT est
essentielle a la compréhension du vivant ainsi
que des nombreuses dérégulations patholo-
giques associées. Elle offre ainsi de multiples
cibles d’'intervention thérapeutique. Cela dit,
cette étude nécessite le développement d’outils
chimiques, biologiques et technologiques spé-
cialisés.
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A. Glycosylation

La glycosylation est une modification cova-
lente majeure qui concerne environ 80% des
protéines et 30 % des lipides dont les propriétés
biochimiques et biologiques dépendent tres
souvent de la structure glycannique qu’elles
portent. Les glycannes, jouent un role tres
général dans I'expression, le repliement, le
trafic, la localisation et la durée de vie des pro-
téines auxquelles ils sont liés. Ils sont aussi
impliqués dans de nombreux processus de
reconnaissance et interviennent dans la forma-
tion de complexes multimoléculaires. Ces
assemblages et leur dynamique contribuent a
donner a la cellule et a 'organisme les bases de
sa robustesse, de son adaptabilité et de sa com-
plexité. Pourtant, a cause de leur complexité,
les glycannes demeurent encore mal connus.
La glycobiologie représente aujourd’hui un
domaine d’étude en pleine expansion visant
a connaitre la structure et la fonction des gly-
cannes.

L’assemblage des unités saccharidiques de
base des glycannes n’est pas codé génétique-
ment mais résulte de l'activité d'une machine-
rie biosynthétique complexe comprenant des
centaines d’enzymes (CAZymes qui dégradent,
modifient ou créent des liaisons glucidiques).
Lidentification et la caractérisation des CAZy-
mes des organismes vivants et le développe-
ment d’essais a haut débit pour l'identification
de nouvelles activités enzymatiques et de spé-
cificités de substrats constituent un véritable
défi a relever. Par ailleurs, un enjeu important
visera a déchiffrer les regles de biosynthese de
ces molécules. Il est donc nécessaire d’explorer
la diversité structurale des glycoconjugués
(10 000 a 20 000 épitopes glycanniques dans
le glycome humain), leur dynamique et la
variabilité de leur expression.

Cela souleve le probleme de l'acces a la
structure 3D des glycannes et de la reproducti-
bilité de leur production. Il existe peu de
méthodes analytiques et la méthode de choix
reste la spectrométrie de masse bioanalytique
pour établir un profilage du glycome, grice a
de nouvelles approches tres sensibles
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(nanoLC-ESI-MS, tandem MS). Les notions de
clustering de glycanne et d’impact de la frac-
tion aglycone ajoutent un niveau de comple-
xité supplémentaire. Un enjeu majeur est donc
de développer de nouveaux outils analytiques
des glycannes et glycoconjugués et d’'améliorer
les méthodes de séparation et de purification.
Ainsi, la production de glycannes pour la fabri-
cation de «glycan array» et la constitution de
banques de structures glycanniques variées et
exhaustives sont en pleine expansion.

Les glycannes naturels sont tres hétérogenes,
en faible proportion et peu accessibles. Leur
synthese par voie chimique souleve le pro-
bleme de la stéréosélectivité et de la régiosélec-
tivité des réactions. Développer de nouvelles
méthodes de synthese chimique et/ou chimio-
enzymatique simples et rentables demeure un
défi majeur et repose sur des approches disci-
plinaires variées a l'interface entre la biologie et
la chimie. Cela passe par I'élargissement de la
communauté des glycobiologistes a celle des
chimistes pour la synthése chimique automati-
sée de glycannes et I’élaboration d’analogues
glycanniques et de glycovecteurs pour la théra-
pie ciblée. Des stratégies d’usines cellulaires
pour la production de molécules recombinantes
humanisées et d’ingénierie combinatoire par
évolution dirigée d’enzymes spécifiques pour
la syntheése de nouveaux biopolymeres a partir
d’agro-ressources abondantes et peu coliteuses
sont également en cours de développement.
Pour comprendre l'origine de la complexité
structurale des glycannes et leur fonction, de
nouvelles approches de glycomique compara-
tive et d'imagerie des glycannes voient le jour
avec l'utilisation de groupements chimiques
greffés sur les molécules de sucre pour quanti-
fier des changements dynamiques de glycosyla-
tion. Un nouveau défi sera le développement
d’outils bio-informatique pour la prédiction de
la structure des glycannes et leur modelage basé
sur les résultats d’analyse de glycomes. D’ores et
déja la communauté de bioinformaticiens doit
étre engagée dans la constitution de bases de
données et la conception d’outils d’analyse des
glycannes.

La phosphorylation intracellulaire a été lar-
gement reconnue dans 'efficacité de la trans-



duction du signal. Mais la surface cellulaire
elle-méme, de par sa composition, joue égale-
ment un role essentiel dans la signalisation.
Elle est caractérisée par une couche dense pou-
vant atteindre plusieurs pm d’épaisseur, le
«glycocalyx», constituée de glycolipides et
glycoprotéines (principalement glycosamino-
glycannes). Elle est un «passage obligé» pour
de nombreuses protéines et occupe une posi-
tion unique pour participer a 'ensemble des
processus qui interviennent au niveau des
membranes cellulaires. De fait, la plupart des
protéines de signalisation interagissent avec
les glycosaminoglycannes en amont de la
reconnaissance des récepteurs eux-mémes.
Ces interactions controlent ainsi I'activation et
le déclenchement des cascades de signalisation
spécifiques. La encore, la caractérisation des
interfaces protéine-glycanne, I'étude des méca-
nismes d’interaction, I'ingénierie d’oligosaccha-
rides interférant avec ces mécanismes, offrent
de multiples opportunités d’intervention sur
de nombreux systemes, tant physiologiques
que pathologiques.

B. MPT, transduction du signal
et cycle cellulaire

La phosphorylation, au niveau intracellu-
laire, est largement reconnue dans la propaga-
tion de la transduction du signal chez les
eucaryotes. Chez les bactéries, ces modifica-
tions ont été longtemps ignorées ou considé-
rées comme marginales. Cependant, un
renouveau récent de I'étude de la phosphory-
lation, en particulier des résidus sérine, thréo-
nine et tyrosine, révele maintenant leur
implication dans le contrdle du cycle cellulaire,
de la forme et de la pathogénie des bactéries.
Des phosphoprotéomes sont maintenant
connus chez certaines bactéries mais cela
concerne généralement une seule condition
de croissance et ne représente sans doute que
le sommet de l'iceberg (les phosphorylations
les plus abondantes). De par leur nature tran-
sitoire, il faudra étendre ces études, pour avoir
une vision cinétique de ces phosphorylations
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dans le futur, et intensifier I'identification de
ces modifications. Ces études sont certaine-
ment le commencement d’'une ére nouvelle
pour la bactériologie de demain.

C. Nouvelles MPT

Bien que certaines des MPTs soient
connues depuis plusieurs décennies (glycosy-
lations, phosphorylation), on entrevoit seule-
ment maintenant leur amplitude et leur
diversité. Ainsi, des analyses récentes montrent
qu’au moins 5 a 10% des protéines mitochon-
driales sont phosphorylées sur des tyrosines,
sachant que la phosphorylation des résidus
sérine/thréonine est pl