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Contexte

Les coquilles de mollusques sont des structures complexes ou minéral et organique sont
intimement liés pour constituer un matériau composite, aux propriétés distinctes de celles de
chaque composante. Ces dernieres sont souvent remarquables, ainsi la nacre (carbonate de
calcium cristallisé sous forme d'aragonite) des mollusques nacriers se révele étre 3.000 fois
plus résistante que son homologue géochimique.

Les matrices organiques coquilleéres sont responsables de la synthése du morphe cristallin du
carbonate de calcium (amorphe, calcitique, aragonitique) en s'organisant en une structure
tridimensionnelle constituant un réseau macromoléculaire incluant protéines, polysaccharides
et lipides. La synthése de ces matrices organiques est sous contrdle d'une « machinerie
moléculaire » apparue, sans doute, a partir de la fin du Pré-Cambrien (autour 540 millions
d'année). La connaissance des protéines associées a la phase minérale se heurte a plusieurs
obstacles :

1- leur extraction du minéral est difficile. Les protéines extraites se séparent difficilement en
chromatographie et en électrophoreése. La majorité des protéines de matrices minéralisées
existe sous la forme de complexes insolubles, ce qui les rend de fait inaccessibles a toute
forme de caractérisation ;

2- pour avoir acces a des domaines protéiques conservés actifs dans la minéralisation, il est
nécessaire d'élargir les modeles de mollusques étudiés. Actuellement seuls quelques taxons
pris chez les bivalves et les gastéropodes servent a identifier les protéines impliquées dans la
formation des coquilles. Dans les autres classes, peu de matrices coquillieres sont étudiées. Ce
déficit en modele est un obstacle a la compréhension des phénomenes nécessaires a la
formation des coquilles ;

3- la dynamique d'expression des protéines matricielles au cours de l'ontogénese des
mollusques est peu connue. De nouvelles approches sont nécessaires pour avoir acces a ces
complexes protéiques insolubles. Des méthodes a sensibilité élevée (spectrométrie de masse)
demandent peu de matériel donc rendent possible les recherches sur les plus jeunes stades de
développement des modeles étudiés.

Objectifs : La premiere étape consiste a identifier des structures peptidiques discreétes au sein
des macromolécules protéiques matricielles, hautement conservées au cours de 1'Evolution. La
seconde étape visera a localiser les précurseurs de la matrice dans les tissus sécréteurs. La
derniere étape sera d'analyser les relations structures/fonctions d'analogues peptidiques
synthétiques dans un modele in vitro de cristallisation de carbonate de calcium.



Les analyses porteront sur des modeles bivalves (Unio pictorum, Pinctada margaretifera),
céphalopode :(Nautilus macromphalus) et gastéropode (Haliotis tuberculata).

Méthodologie : Les analyses en procédure « gel free » des extraits organiques des coquilles
apres digestion par des endoprotéases et séparation sur colonne (phase inversée, échanges de
cations forts, ou colonne mixte : échangeuse de cations et phase inversée) sont effectuées.
L'analyse est désormais possible sur un systeéme nano-HPLC couplée a une LC-MS/MS. Les
peptides obtenus sont fragmentés en phase gazeuse et les séquences reconstituées des peptides
sont utilisés pour interrogés les banques de données protéiques (généralistes et/ou locales)
contenant les ESTs pour identification. Ces résultats feront 1’objet d’une analyse
bioinformartique. Quelques microgrammes de protéines sous forme de mélange suffisent a
ces études protéomique dites « hors gel ». La quantification du niveau d'expression des
protéines est également possible dans cette approche protéomique « hors gel » griace au
marquage des peptides générés au moyen du procédé « iTraq ».

L'étude bioinformatique des séquences obtenues nous permettra d'identifier des domaines
peptidiques conservés et/ou reli€s a une activité de liaison au calcium et/ ou comportant des
signatures spécifiques de cytokines. Ces séquences seront utilisées afin d'obtenir des peptides
de syntheése. Ceux-ci serviront alors d'antigenes pour générer des anticorps utilisables pour
une immunolocalisation sur les tissus sécréteurs prélevés chez les différentes especes modeles
de I'étude.

Enfin, ces peptides synthétiques serviront dans des études de cristallisation in vitro réalisées
au laboratoire afin de mettre en évidence les impacts de ces peptides sur les structures et la
croissance des cristallites observés en MEB.

Attendus :

1- avoir acces a des protéines « non-solubles » des matrices organiques de coquilles de
mollusques pour différents modeles,

2- identifier des peptides conservés jouant un réle important dans la formation des coquilles ,
3- étudier, apres synthese de ces peptides, leur(s) fonction(s) dans un systeme in vitro de
minéralisation.

L'équipe d'accueil possede une solide expérience dans la caractérisation des composants
matriciels notamment au moyen de l'approche par analyse « prot€éomique » (Bédouet et al.
2007 ; Marie et al., 2008 ; 2009) en partenariat avec la plateforme de spectrométrie de masse
du MNHN.
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Les candidats intéressés doivent prendre connaissance du dossier a constituer sur le site de
I’Ecole doctorale du Muséum national d’Histoire naturelle (http://www.mnhn.fr > Le Muséum
des scientifiques “>Ecole doctorale) et contacter le directeur du projet (milet@mnhn.fr).

Les postulants seront auditionnés par une commission qui devrait se réunir courant juillet.



