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IntroductionIntroduction
L ll l d théli l (CE) b d t l f Matériel et méthodes Résultats (1a)Les cellules endothéliales (CE) bordent la face Matériel et méthodes

Modèle d’étude : HUVEC (Nature Protocols 2007)
Résultats (1a)
2-DE/HUVEC 30 µg pH 4-7 (CCB)interne des artères, des veines et des capillaires où - Modèle d’étude : HUVEC (Nature Protocols, 2007)

2 DE IPG 3 10 4 7 PAGE SDS 8 18 %
2-DE/HUVEC 30 µg pH 4-7 (CCB)
PMF/MALDI TOF LC MS/MS 53 protéines identifiées, p

elles sont à l’interface du sang et des vaisseaux. - 2-DE : IPG 3-10 ou 4-7; PAGE-SDS 8-18 %; PMF/MALDI-TOF, LC-MS/MS : 53 protéines identifiéeselles sont à l interface du sang et des vaisseaux.
Elles exercent de nombreuses fonctions finement AgNO3 ou Colloïdal Coomassie Blue (CCB) (Proteomics, 2003)Elles exercent de nombreuses fonctions finement 
rég lées dont des échanges a ec le sang et les tiss s

g 3 ( )
- Analyse d’images : ImageMaster (GE Healthcare)régulées, dont des échanges avec le sang et les tissus Analyse d images : ImageMaster (GE Healthcare)

Spectrométrie de masse : ESPCIsous-jacents, et les régulations du tonus vasculaire, - Spectrométrie de masse : ESPCI
MALDI TOF V DE STR (A li d Bi t )de l’hémostase, de la fibrinolyse, des réponses • MALDI-TOF : Voyager DE-STR (Applied Biosystems), y , p

inflammatoires et immunitaires • MALDI-TOF/TOF : 4800 Applera (Applied Biosystems)inflammatoires et immunitaires.
Les CE interviennent dans le cancer sous plusieurs

( y )
• nanoLC-MS/MS : Ultimate LC/C18 (LC-Packings) etLes CE interviennent dans le cancer sous plusieurs 

t l lifé ti t à l’ i è
nanoLC MS/MS : Ultimate LC/C18 (LC Packings) et 
Q-TOF2 (Micromass)aspects : leur prolifération menant à l’angiogenèse Q-TOF2 (Micromass)

• FTICR MS : Ultimate 3000 Dionex (LC Packings) etdes tumeurs, la production de facteurs de croissance • FTICR-MS : Ultimate 3000 Dionex (LC-Packings) et 
LTQ FT (Th S i tifi )

, p
pour les cellules musculaires lisses de la média LTQ-FT (Thermo Scientific) 

*pour les cellules musculaires lisses de la média 
favorisant la vasculogenèse tumorale et leur - Identifications : Mascot (UniProtKB ou GPS Explorer) *favorisant la vasculogenèse tumorale, et leur 
sensibilité aux chimiothérapies véhiculées par le sang

( p )
pour recherche dans banques de données SwissProtsensibilité aux chimiothérapies véhiculées par le sang,

à ff é
pour recherche dans banques de données SwissProt

menant à des effets indésirables.
Nous avons étudié par la protéomique les CE de lap p q
veine ombilicale humaine (HUVEC) cultivées in vitro Ré lt t (1b)veine ombilicale humaine (HUVEC) cultivées in vitro 
dans diverses conditions : Résultats (1b)  dans diverses conditions : 
(1) à fl

( )
2-DE/HUVEC 60 µg pH 4-7 (CCB)(1) au repos à confluence; 2 DE/HUVEC 60 µg pH 4 7 (CCB)
FTICR-MS : 521 protéines identifiées(2)  après traitement par des médicaments (étoposide) FTICR-MS : 521 protéines identifiées( ) p p ( p )

anticancéreux toxiques pour les vaisseaux sanguins;anticancéreux toxiques pour les vaisseaux sanguins;
(3) par des substances (PMA) mimant l’angiogenèse(3)  par des substances (PMA) mimant l angiogenèse
tumorale *tumorale. Résultats (1c) : HUVEC com update 2010*Résultats (1c) : HUVEC.com update 2010

Résultats (2)Résultats (2)  
2-DE/HUVEC 60 µg pH 4-7 (CCB) : µg p ( )
7 Δ protéines identifiées (Proteomics 2005)7 Δ protéines identifiées                       (Proteomics 2005)

Contrôle Etoposide 1 mg/mlContrôle         Etoposide 1 mg/ml

Résultats (3)Résultats (3)
2-DE/HUVEC 30 µg pH 4-7 (CCB); PMF/MALDI-TOF/TOF : µg p ( );
7 Δ protéines identifiées (3 élévations montrées ici)7 Δ protéines identifiées (3 élévations montrées ici)

Contrôle PMA 1 µg/ml (24h)Contrôle                                   PMA 1 µg/ml (24h)

ConclusionsConclusions
- Protéome des HUVEC à confluence : plus de 600 
protéines identifiées, dont 40 % jamais identifiéesprotéines identifiées, dont 40 % jamais identifiées 
dans les HUVEC et 24 % jamais identifiées dansdans les HUVEC, et 24 % jamais identifiées dans 
des CE Création d’un site web (HUVEC com) avecdes CE. Création d’un site web (HUVEC.com) avec

l d 80 000 i it à j (G iplus de 80.000 visites à ce jour. (Genomics
Proteomics Bioinformatics 2006))
-Apoptose des HUVEC induite par l’étoposide :Apoptose des HUVEC induite par l étoposide :
• Elévations : Glucose-related protein (GRP) 78• Elévations : Glucose-related protein (GRP) 78

Di i ti GRP 74 V l i t i i t i• Diminutions : GRP 74, Valosin-containing proteinα-glucosidase (VCP), proteinase-inhibitor 9 (PI-9), 37-kDa lamininα glucosidase

-receptor protein (LRP), cofiline, tropomyosine 1.ecepto p ote ( ), co e, t opo yos e
GRP anti-apoptotiques (activation de la calpaïneGRP anti-apoptotiques (activation de la calpaïne 
et des caspases) PI 9 inhibiteur de Granzyme Bet des caspases), PI-9 inhibiteur de Granzyme B 
( t ti ) VCP ié à l’ t d

HSP-70
(pro-apoptotique), VCP associée à l’apoptose de 
stress induite par le réticulum endoplasmique p p q
(RE), cofiline associée au cytosquelette d’actine(RE), cofiline associée au cytosquelette d actine 
(initiation de la voie mitochondriale de l’apoptose)(initiation de la voie mitochondriale de l apoptose).

Modifications ind ites par le PMAORP 150 - Modifications induites par le PMA :ORP-150
• α-glucosidase : adaptation énergétique
• HSP 70 : chaperon de stress/VEGFp
• 150 kDa oxygen-regulated protein (ORP 150) :150 kDa oxygen-regulated protein (ORP 150) : 
réponse à l’hypoxie sécrétion du VEGF par REréponse à l hypoxie, sécrétion du VEGF par RE.


