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DMSO : Diméthylsulfoxide

DPP2/3 : dipeptidyl peptidase 2/3

DUB : Déubiquitinylase

ATagg : Différence des Tagg

ECso : Concentration efficace 50

EGF-R : Epidermal Growth Factor Receptor
EGR1 : Early growth response protein 1
elF2a : a subunit of eukaryotic initiation
factor 2

elF4 : eukaryotic translation initiation

factor 4

EMA : Agence Européenne du
Médicament

ERAP1/2: Endoplasmic reticulum
aminopeptidase 1/2

EROL1 : ER oxidoreductin

ERK : extracellular signal-regulated kinase
ERSE : ER stress Response Element

FADD : Fas-Associated protein with Death
Domain

FASTKD2 : FAST kinase domain-containing
protein 2, mitochondrial

FBW7 : F-box/WD repeat-containing
protein 7

FC : Fold Change

FDA : Food and Drug Administration
FGFR3: Fibroblast growth factor receptor 3
FIP200 : FAK family kinase-interacting
protein of 200 kDa

FOX : Forkhead box protein

GABARAP : y aminobutyric acid receptor-
associated proteins

GADD34 Growth Arrest and DNA
Damage gene 34

GAP : GTPase-activating protein

GARS : glycyl tRNA synthetase

GATOR1/2 : GAP activity towards the Rags
1/2

GCN2 : General Control Nonderepressible
2

G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating
Factor

GDP : guanosine diphosphate

GDF15 : Growth differentiation factor 15
GEO : Gene Expression Omnibus

GRP78 : Glucose-regulated protein 78
GSEA : Gene Set Enrichment Analysis

GSH : glutathion

GTP : guanosine triphosphate

HAS : Haute Autorité de Santé

Hb : hémoglobine

HDAC : Histone désacétylase

HIF : Hypoxia inducible Factor

HPG : L-homopropargylglycine

HRI : Heme regulated Inhibitor

HSP : Heat Shock protein

ICso : Concentration inhibitrice 50

IDE : Insulin-degrading enzyme

IFN : interferon

Ig : Immunoglobuline

IGF : Insulin growth factor

IkB : I-kappa-B
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IKK : Inhibitor of nuclear factor kappa-B
kinase

IKZF1/3 : Ikaros / Aiolos

IL : interleukine

Imids : Immunomodulateurs

IP : inhibiteur du protéasome

IRAP : Insulin-regulated aminopeptidase
IRE1 : Inositol-Requiring Enzyme 1

IRF4 : Interferon regulatory factor 4
IRF2BP : Interferon regulatory factor 2-
binding protein

ISR : Integrated Stress Response

ISS : International Staging System

IV : Intraveineuse

JAK : Janus kinase

JNK : JUN N terminal Kinase

KD : Knock-down

Keapl : Kelch-like ECH-associated protein
1

KO : knock-out

KRAS : GTPase KRas

KSP : Kinesin spindle protein

KTGS : Kinetic Target-guided synthesis
LAP/LAP* : liver-enrichied transcriptional
activated protein

LAP3 : Leucine aminopeptidase 3

LC3 : Microtubule-associated proteins
1A/1B light chain 3B

Leu : Leucine

LIP : liver-enrichied transcriptional
inhibitory protein

LLC : leucémie lymphoide chronique

LT : lymphocyte T

LTA4H : Leukotriene A-4 hydrolase

Maf : MusculoAponeurotic Fibrosarcoma
proteins

MAPK : Mitogen-activated protein kinase
MARE : Maf recognition Element

MARS : Methionyl tRNA synthetase

MEC : Matrice extracellulaire

MEK : Mitogen-activated protein kinase
kinase

MetAP-2 : méthionine aminopeptidase 2
MGUS : Monoclonal Gammopathy of
Unknown Significance

MIC-1 : Macrophage inhibitory cytokine-1
miRNA : MicroARN

mLST8 : Mammalian lethal with SEC13
protein 8

MM : myélome multiple

MMP: matrix metalloproteinase

MMSET : Multiple myeloma SET domain-
containing protein

MOPC . Mineral-Oil
Plamacytomas

induced

MTOC : microtubule-organizing center

mTOR : mammalian target of rapamycin
mTORC1/2:
Rapamycin complex 1/2

mammalian  Target  of

Myc : Myc proto-oncogene protein

NAG1 : NSAID-activated gene 1 protein
NBR1 : Next to BRCA1 gene 1 protein
N-CAM : Neural cell adhesion molecule
NES : normalized enrichment score

NFIL3 : Nuclear factor, interleukin 3
regulated

NF-kB : Nuclear factor NF-kappa-B

NF-Y : Nuclear Transcription Factor Y

NK : Natural killer

NKT : Natural killer T

NOS : endothelial nitric oxide synthase
NP-40 : Nonyl phenoxypolyethoxylethanol
NRAS : GTPase NRas

NRF1/2 : Nuclear Factor (erythroid-derived
2)-like 1/2

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OPG : osteoprotégérine

PA28y : Proteasome activator 28 subunit
gamma

PAC : proteasome assembly chaperone
Padj : p-value adjusted
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PAXS5 : Paired box protein Pax-5

PBS : Phosphate-buffered saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PD-1: Programmed cell death protein 1
PDI : Protein Disulfide Isomerase

PD-L1 : Programmed-death ligand 1

PE : phosphatidylethanolamine

PEP : Phosphoénolpyruvate

PERK : Protein Kinase RNA-like ER kinase
PHGDH
dehydrogenase
PI3K : Phosphatidyl Inositol 3 kinase

PIP3 : Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate

PKR : Protein kinase RNA-activated

PLAP : leucine aminopeptidase placentaire

D-3-phosphoglycerate

PM : poids moléculaire

POMP : proteasome maturation protein
PP1c : Protein phosphatase 1 Cofactor
PP2A : protein phosphatase 2A

PPAR-y :
activated receptor gamma

Peroxisome proliferator-
PPI : eau pour préparation injectable
PRASA40 : Proline-rich AKT1 substrate 1
PRDM1 : Positive Regulatory domain zinc
finger protein 1

PSAT1 : Phosphoserine aminotransferase
PSM : Proteasome subunit

PSPH : Phosphoserine phosphatase

PTEN : Phosphatase and tensin homolog
deleted from chromosome 10

PuSA : puromycin-sensitive
aminopeptidase

RAC : Regulatory Particle assembly
chaperones

RANK : receptor activator of nuclear factor
kappa-B

RANKL : receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand

RB1 : Retinoblastoma-associated protein

RE : réticulum endoplasmique
REDD1 : Protein yulated in development
and DNA damage response 1

REGy : 11S regulator complex subunit
gamma

RIDD : Regulated IRE1-dependent Decay
RIN : RNA Intregity Number

RNAseq : séquencage de I’ARN

ROS : Reactive Oxygen Species

Rpn : Regulatory particle non-ATPase
RT-gPCR
Polymerase Chain Reaction

S1P/S2P : Site 1/2 protease

S6K1 : Ribosomal protein S6 kinase beta-1
SAMTOR : S-adenosylmethionine sensor
upstream of mTORC1

SARS : Seryl-tRNA synthetase

SD : standard deviation

SDF1 : Stromal cell-derived factor 1

SEM : standard error of the mean

Sen2 : Sestrin 2

SiRNA : small interfering RNA

SIRT4 : NAD-dependent protein
lipoamidase sirtuin-4, mitochondrial

Reverse Transcriptase

SLAMF?7 : Signaling lymphocytic activation
molecule family member 7

SMM : smoldering multiple myeloma
SpCas9 : Cas9 from Streptococcus
pyogenes

SQSTML1 : Sequestosome-1

SRE : Stress Response Element

SREBP : sterol regulatory element-binding
protein

STAMBP STAM (Signal transducing
adaptor molecule) -binding protein

SVF : sérum de veau feetal

TA : température ambiante

Tagg : Température d’agrégation ou
température de fusion

TBP : TATA binding protein

TBS : Tris Buffered Saline

Page 12 sur 300


https://fr.wikipedia.org/wiki/Programmed_cell_death_1

TGF : Transforming growth factor
TNF : Tumor Necrosis Factor

TOP : thimet oligopeptidase
TP53 : Cellular tumor antigen p53
TPP-l : tripeptidyl peptidase I/
TPP-CR :
Concentration Range

TPP-TR : Thermal Proteome Profiling —
Temperature Range

TRAF2 : TNF receptor-associated factor 2
TRIB3 : Tribbles 3

TSC : Tuberous Sclerosis Complex

Thermal Proteome Profiling —

Ub : ubiquitine

UBA : Ubiquitin-like modifier-activating
enzyme

UCHL5 : Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L5

ULK1 : Unc-51-like kinase 1

UuOREF : upstream Open Reading Frame
UPR : Unfolded protein response

UPRE : UPR Element

UPS : Ubiquitin proteasome system

USP14 : Ubiquitin Specific Protease 14

UV : ultraviolet

UVRAG : UV radiation resistance-
associated gene protein

VCAML1 : vascular cell adhesion protein 1
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
VLA4 : Vascular cell adhesion protein
1/Integrin alpha-4

VPS34 : Phosphatidylinositol 3-kinase
catalytic subunit type 3 (PIK3C3)

VS : versus

WARS : tryptophanyl-tRNA synthetase

WB : Western-Blot
XBP1s/u: X Box
spliced/unspliced
XIAP : X-linked inhibitors of apoptosis
XPO1 : Exportin-1

YARS : Tyrosyl-tRNA synthetase

binding  Protein

Page 13 sur 300



Résumé

Une série de composés synthétiques congus pour inhiber I'Insulin-Degrading Enzyme
(IDE) augmentent la puissance d’induction de I'apoptose par des inhibiteurs du protéasome,
tel que carfilzomib, sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses de maniére dose-
dépendante. Utilisés seuls, les composés de cette série chimique ne présentent pas de
toxicité. Dans le cancer, ou le besoin médical est insatisfait, les combinaisons thérapeutiques
sont des opportunités pour augmenter |'efficacité de la thérapie et réduire les effets
indésirables. L'intérét thérapeutique du développement de ces molécules a été démontré
dans un modéle murin de myélome multiple. Par ces travaux de thése nous avons voulu
comprendre le mécanisme d’action de cette série chimique. Pour cela, nous avons utilisé
différentes stratégies basées sur la modulation de cible(s), sur I’exploration de phénotypes
et sur l'identification des modifications du protéome. Nous nous sommes intéressés a
différents phénotypes, observables quantitativement et choisis de maniére rationnelle par
rapport au mécanisme d’action du carfilzomib, comme I’activité du protéasome, la quantité
d’agrésomes et la modulation de voies de signalisation. Nous avons développé une méthode
d’observation des agrésomes permettant leur quantification a haut débit en microscopie a
fluorescence, et cela a fait I'objet d’une publication. Une approche transcriptomique nous a
permis d’identifier des voies de signalisation en réponse aux traitements. Le seul effet
cellulaire provoqué sans I'aide d’'un autre composé que nous ayons pu mettre en évidence
est la modulation de génes impliqués dans le métabolisme des acides aminés. Les composés
de cette série chimique ont été congus pour inhiber I'enzyme IDE. Plusieurs données
appuient I'implication de cette cible dans la physiopathologie du cancer. Cependant d’autres
cibles pourraient étre impliquées dans le boost apoptotique. Pour élucider cela, une
approche préliminaire de protéomique a permis d’identifier des cibles potentielles, qu’il est
nécessaire de valider. En multipliant les approches nous sommes en mesure d’émettre des
hypothéses sur le mécanisme d’action de ces molécules boosters de I'apoptose induite par le
carfilzomib, méme si les chaines causales complétes restent encore a décrire.

Mots clés : IDE — carfilzomib — myélome multiple — combinaison — mécanisme d’action —
apoptose.
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Abstract

We discovered that the combination of small chemical compounds designed to
inhibit Insulin-Degrading Enzyme (IDE) boosts dose-dependently the proteasome inhibitor
carfilzomib-based cytotoxicity in many cancer cell lines. Alone, the compounds display no
toxicity. In oncology, where there are still unmet medical needs, therapeutic combinations
are real opportunities to increase drug efficacy and to reduce side effects. The therapeutic
interest of our molecules has been demonstrated in a mouse model of multiple myeloma.
Through this thesis work, we wanted to decipher the mechanism of action of this booster
series. To do so, we used different strategies based on target profiling, proteome
modulation and phenotype exploration. We analyzed, in kinetics and/or with dose response,
different phenotypes like proteasome activity, aggresome quantification or pathways
modulations, rationally selected on the basis of the mechanism of action of carfilzomib. We
have developed and published a method to observe aggresomes that allows quantification
of these formations by fluorescence microscopy at high throughput. A transcriptomic
approach was performed to identify pathways in response to treatments. The only biological
effect produced by the compounds alone that we observed is the modulation of genes
involved in amino-acid metabolism pathways. The compounds were designed as inhibitors of
insulin-degrading enzyme but several data support that other targets could be involved in
the phenotype. To elucidate this, a preliminary proteomic approach was performed that
allowed the identification of potential targets which need to be further validated. By
multiple approaches, we were able to hypothesize on a potential mechanism of action of the
apoptotic boost-induced by our chemical series with cytotoxic agents. Still, the causal chains
of events remain to be fully described.

Keywords: Insulin-degrading enzyme — carfilzomib - multiple myeloma, combination -
mechanism of action — apoptosis.
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Introduction : Besoin médical et état de I'art

Page 17 sur 300




1. Le besoin thérapeutique pour le traitement du myélome multiple

1.1. Le myélome multiple

1.1.1. La pathologie

Le myélome multiple (MM) (ou maladie de Kahler) est une hémopathie maligne
d’étiologie inconnue qui se caractérise par la prolifération dans la moelle osseuse d’un clone
de plasmocyte tumoral. Le myélome est dit multiple du fait que plusieurs os sont touchés.
Les plasmocytes sont des cellules qui produisent des immunoglobulines constituées de
chaines lourdes (IgH) et de chaines légéres (Figure 1). Dans le cadre du MM, le clone
plasmocytaire synthétise des immunoglobulines dites monoclonales, aussi appelées
« protéines M », le plus souvent de type IgG ou IgA, et plus rarement IgD puis IgE, IgM ou
encore uniquement des fragments d’'immunoglobulines (chaines légeres kappa k ou lambda
A, retrouvées chez 15% des patients) qui peuvent étre détectés dans le sang et/ou les urines
(1). Dans de tres rares cas, le myélome est non sécrétant.

Site de liaison
a l'antigéne

Partie variable (V)

Chaine légére (L)

Pont disulfure

Partie constante (C)

Figure 1 : Représentation schématique de la structure d’un anticorps.

Les symptomes du MM peuvent étre définis par les criteres « CRAB » :

- C(hyperCalcaemia): une hypercalcémie, due a une libération de calcium par la
destruction de l'os. Cette hypercalcémie est responsable de troubles digestifs
(nausées, vomissements), de sensation de bouche séche, d’urines abondantes, et de
confusion et de troubles du rythme cardiaque lorsque I'hypercalcémie est trés
élevée.

- R (Renal insufficiency) : une insuffisance rénale due a I'accumulation de calcium et de
I'immunoglobuline monoclonale en particulier des chaines légeres. Les chaines
légéres sont normalement filtrées au niveau du glomérule et réabsorbées au niveau
du tubule proximal. Cependant, dans le myélome multiple cette capacité de
réabsorption est saturée, les chaines légeres s’accumulent alors au niveau du
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segment distal du néphron ol elles précipitent par leur association avec
I"uromoduline.

- A (Anaemia): une anémie, due a une insuffisance de production des cellules du sang
par la moelle osseuse. Cette insuffisance s’accompagne d’une fatigue, d’'une paleur
(pour I'anémie), de risque d’infections (pour la leucopénie) et de risque d’hémorragie
(pour la thrombopénie).

- B (Bone disease): des lésions osseuses, par une stimulation des ostéoclastes et une
inhibition des ostéoblastes, qui s"accompagnent de douleurs osseuses et de risque de
fractures. Lors de fractures vertébrales, une compression médullaire peut survenir a
I'origine de troubles neurologiques.

Les examens cliniques, biologiques (dont I'électrophorése des protéines sériques qui
permet la détection d’'un pic monoclonal, ou d'un MM a chaines légeres par une
hypogammaglobulinémie), le myélogramme (quantification des plasmocytes tumoraux dans
la moelle osseuse) ainsi que les examens d’imagerie (radiologie, IRM, scanner) permettent
de poser le diagnostic de ce cancer.

Le MM est précédé d’un stade pré-malin appelé MGUS (Monoclonal Gammopathy of
Unknown Significance) qui se caractérise par une gammapathie monoclonale peu élevée
(<30g/L), une plasmocytose médullaire inférieure a 10% et sans symptoémes cliniques,
biologiques ou radiologiques. Ce stade pré-malin nécessite un suivi régulier des patients
mais ne nécessite pas de traitement. La MGUS touche 3 a 4 % des personnes de plus de 50
ans et peut évoluer vers un MM (environ % des personnes présentant un MGUS développent
un MM 25 ans plus tard soit un risque de transformation en myélome de 1% par an). Un
stade intermédiaire asymptomatique entre le MGUS et le myélome multiple peut exister et
est appelé SMM (smoldering multiple myeloma) ou le risque de développer un myélome
multiple est plus élevé (2). A l'inverse, le myélome multiple peut évoluer en formes extra-
médullaires et en leucémie a plasmocytes (3) (Figure 2).

ﬁ

Plasmocyte

Lymphocyte B /

Figure 2 : Développement du myélome multiple.
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Différents stades de MM sont décrits par la classification

évaluant ainsi I'importance de la masse tumorale (Tableau 1).

de Durie et Salmon,

Parametres Stade | (tous les critéres) | Stade Il (un ou plusieurs | Stade Il (un ou plusieurs
criteres critéeres)

Hb (g/dL) >10 8.5a10 < 8.5

Calcium (mmol/L) <3 <3 >3

Ig monoclonale (g/L) IgA <30 IgA:30a50 IgA >50
IgG <50 IgG:50a70 IgG >70

Chaine légére urinaire | <4 4312 >12

(g/24h)

Imagerie du squelette Os normal ou lésion 3 Iésions osseuses
osseuse unique lytiques

Tableau 1 : Classification de Durie et Salmon du myélome multiple en différents stades

Il existe également une autre classification pronostique, la classification internationale (ISS
International Staging System) basée sur les taux de [2-microglobulinémie et de
I'albuminémie (Tableau 2). Lors de |'établissement de cette classification, la médiane de
survie des patients atteints d’'un MM de stade | était de 62 mois, contre 44 mois et 29 mois
pour les stades Il et Ill respectivement (4).

Stade | Stade Il Stade Il
B2M (mg/L) <3.5 Ni le stade | nile stade lll | >5.5
Albumine sérique (g/dL) >3.5

Tableau 2 : Classification internationale ISS du myélome multiple

1.1.2. Epidémiologie

En France en 2012, environ 5000 nouveaux cas de MM ont été diagnostiqués ce qui
représente un peu moins de 2% de I'ensemble des cancers et 10 a 12% des hémopathies
malignes (5). L'incidence du myélome multiple en 2018 en France était estimée a 6205 cas
(Figure 3). Selon I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), 159 985 nouveaux cas de
myélome multiple ont été recensés dans le monde en 2018 (6). De plus, le myélome multiple
représenterait 0.8% des cancers dans le monde avec un haut taux d’incidence dans les pays
développés qui pourrait s’expliquer par de meilleures méthodes de diagnostics (Figure 4) (7).
L’age médian au diagnostic est de 70 ans pour I'homme et de 74 ans pour la femme, mais
des cas jeunes peuvent étre détectés avant 40 ans (environ 2.8%). En 2005, en France, la
survie relative a 5 ans était de 40% environ.
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Estimated number of incident cases France, both sexes, all ages
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Figure 3 : Incidence pour tous les cancers en nombre de cas estimé en France pour les deux sexes et tous les ages, soit 6205
en 2018. Graphique produit par Global Cancer Observatory (http://gco.iarc.fr)
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Figure 4 : Incidence du myélome multiple dans le monde en 2018. Graphique produit par Global Cancer Observatory
(http://gco.iarc.fr)

1.1.3. Caractéristiques moléculaires des cellules de myélome multiple

Altérations génétiques et épigénétiques :

Les cellules de myélome multiple présentent dans 50 a 60% une hyper diploidie,
c’est-a-dire la présence d'un ou de plusieurs chromosomes en plus du nombre normal
diploide de chromosomes. A l'inverse, les cellules de myélome multiple ne présentant pas
une hyper diploidie présentent des translocations qui impliquent I'lgH, c’est-a-dire un gene
codant pour une chaine lourde de I'immunoglobuline, et des oncogénes comme MAF (V-maf
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musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog), MAFB (V-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homolog B), MMSET (Multiple myeloma SET domain-containing
protein), FGFR3 (Fibroblast growth factor receptor 3), cyclines D1 (CCND1) et D3 (CCND3)
(8,9). Ainsi, cette translocation est responsable de I'augmentation de I'expression de ces
genes partenaires. Ces altérations génétiques représentent environ 40% des MM. D’autres
évenements génétiques peuvent survenir secondairement, contribuant a la prolifération des
cellules de MM, comme l'activation de protéines oncogéniques comme K-RAS, N-RAS, MYC,
PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), AKT, BRAF et/ou la perte de fonction de génes
suppresseurs de tumeurs comme TP53 ou RB1 (Retinoblastoma-associated protein).

Aussi, en plus des aberrations génétiques, des études épigénétiques ont mis en
évidence une hypo méthylation globale de I’ADN et une hyper méthylation de génes
spécifiqgues comme des suppresseurs de tumeurs lors de la transformation du stade pré-
malin MGUS au MM (10). De plus, la méthylation et I'acétylation des histones sont altérées
dans le myélome multiple avec notamment une implication de plusieurs HDAC (histone
déacétylase) (par exemple HDAC1, HDAC3, HDAC4, HDAC6) dans la pathogénése du
myélome multiple (11). L'expression de microARN (miRNAs), qui sont de petits ARN non
codants de 19 a 25 bases de long et qui contrélent I'expression génique par la destruction
d’ARNm ou par l'inhibition de sa traduction, est également perturbée dans les cellules de
MM. Par exemple, une surexpression de certains miRNA comme miR-21 et miR-221, et une
diminution de I'expression d’autres miRNA comme miR-15a et miR-16 dans le MM sont
décrites, suggérant des fonctions d’oncogenes et de suppresseurs de tumeurs de ces

microARN (12) (Figure 5).
Myélome Formes
multiple extramédullaires
P
L

L
- {%—)
)L

Plasmocyte /l_ /L
yi

Lymphocyte B ‘ - %\( - %/L #
(o g

Evéenements génétiques
primaires
Hyper diploidie
IgH translocations :
T(4;14) : FGFR3/MMSET
T(11;14) : CCND1

Moelle osseuse

N

Instabilité génomique augmentée (translocations, délétions,
duplications ...)

Activation d’oncogénes, perte de suppresseurs de tumeurs
(KRAS, NRAS, MYC, PI3K, BRAF, TP53, RB1 ...)

Hyperméthylation

T(14;16) : MAF/CCND2

T(6;14) : CCND3

T(14;20) : MAFB
Hypométhylation (MGUS)

Perturbation de I'expression miRNA

Figure 5 : Pathogénése du myélome multiple. Des événements génétiques initiaux apparaissent au niveau de centre germinal,
facilités notamment par le processus d’hypermutation somatique. Ce clone va ensuite subir d’autres événements génétiques,
épigénétiques et biologiques dans la moelle osseuse conduisant au développement du myélome multiple. MGUS :
gammapathie monoclonale de signification indéterminée. SMM : smoldering multiple myeloma.
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Altérations de voies de différenciation des plasmocytes :

La différenciation des cellules B en plasmocytes est contrélée par différents facteurs
comme le facteur de transcription IRF4 (Interferon regulatory factor 4). IRF4 réprime
I’expression d’un répresseur transcriptionnel BCL-6, et augmente |'expression de la protéine
de maturation du lymphocyte B, BLIMP1 (Beta-interferon gene positive regulatory domain I-
binding factor) ou PRDM1 (Positive Regulatory domain zinc finger protein 1). Cette derniére
est responsable de la répression de PAX5 (Paired box protein Pax-5) et de I'augmentation
d’XBP1 (X-box-binding protein 1) (13) (Figure 6).

Dans les cellules de myélome multiple une dérégulation de ces facteurs impliqués
dans la différenciation est observée (8). Par exemple, une addiction des genes régulés par
IRF4 a notamment été mise en évidence dans les cellules de MM et ou la perturbation de
I’expression de ce facteur est toxique pour ces derniéres. |l a été mis en évidence une boucle
d’autorégulation entre ce facteur de transcription IRF4 et 'oncogene MYC (14).

Aussi, les cellules de myélome multiple présentent une activation constitutive
d’XBP1s, un facteur de transcription impliqué dans la différenciation des plasmocytes ainsi
que dans la voie UPR (Unfolded Protein Response) (cf. partie 3.3.1 de l'introduction)
(15). XBP1s participe alors a la pathogénése du myélome multiple. En effet, des souris
transgéniques sur-exprimant XBP1s développent des caractéristiques de myélome (16), et
une forte expression d’XBP1s chez des patients atteints de MM est associée a une faible
survie (17). XBP1s est impliqué dans la genese des immunoglobulines, ainsi que dans la
croissance clonale par l'induction de la cytokine IL6, essentielle a la survie des cellules de
MM (18).

IRF4
XBP1
BLIMP1

Lymphocyte B activé
Plasmocyte

PAXS5
BCL6

Figure 6 : Principaux facteurs contrdlant la différenciation des lymphocytes B en plasmocyte.

1.1.4. Le microenvironnement tumoral

L'interface entre le microenvironnement de la moelle osseuse et les cellules de MM
est cruciale pour le développement et la progression de ce cancer, mais également pour la
résistance aux traitements (1,19). Ce microenvironnement est constitué de différents
éléments cellulaires et d’éléments acellulaires, comme des protéines solubles (cytokines,
chimiokines, facteurs de croissance, exosomes ...), ou la matrice extracellulaire. Au sein de la
moelle osseuse, les cellules de MM sont en contact avec les cellules hématopoiétiques,
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comme les lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules NK, les ostéoclastes ou encore les
cellules myéloides suppressives (cellules dendritiques, macrophages, monocytes), mais aussi
avec des cellules non hématopoiétiques comme les cellules stromales de la moelle osseuse,
les cellules endothéliales ou encore les ostéoblastes. Ainsi, les cellules de MM interagissent
avec leur microenvironnement par la sécrétion de facteurs ou des contacts directs, qui
contribuent ainsi au développement, a la prolifération de ce cancer et également aux lésions
osseuses (Figure 7).

Tout d’abord, les cellules de MM migrent et résident au niveau de la moelle osseuse
par l'augmentation de I'expression de CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4), un
récepteur C-X-C de chimiokine qui interagit avec CXCL12 (C-X-C motif chemokine 12, aussi
appelé SDF1 (Stromal cell-derived factor 1) exprimée par les cellules stromales de la moelle
osseuse (20,21). Les cellules endothéliales de la moelle osseuse contribuent également a la
colonisation de la moelle osseuse par les cellules de MM par la sécrétion de cyclophiline A,
qui interagit avec son récepteur CD147 exprimé a la surface des cellules cancéreuses (22).

De plus, linteraction des cellules de MM avec les cellules stromales de la moelle
osseuse est importante a prendre en compte car elle participe a la résistance aux
traitements. Les cellules stromales de la moelle osseuse interagissent directement avec les
cellules de MM par des molécules d’adhésion (par exemple VCAM-1/VLA4, Vascular cell
adhesion protein 1/Integrin alpha-4) (23), ou par des interactions ligands/récepteurs a la
surface cellulaire comme Jagged/Notch (24). Aussi, les cellules stromales de la moelle
osseuse sécretent des facteurs comme le VEGF-A (Vascular endothelial growth factor A),
impliqué dans I'angiogenése, des facteurs de croissance comme IGF-1 (Insulin-like growth
factor 1), ou encore la cytokine IL-6 (Interleukin-6) qui participe a la survie et a la prolifération
des cellules de MM (19,25,26). Il a été démontré que I'expression d’XBP1s dans ces cellules
stromales de la moelle osseuse stimulait la sécrétion d’IL6, I’expression de VCAM-1 ainsi que
RANK-L (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand), un facteur stimulant la
formation des ostéoclastes (27).

Aussi, la communication dans le microenvironnement tumoral est médiée par la
sécrétion d’exosomes, principalement produits par les cellules stromales de la moelle
osseuse et les cellules de MM. Les exosomes sont de petites vésicules extracellulaires (30 a
100nm) délimitées par une structure membranaire et contenant des molécules actives
comme des miRNA (ARN non codants), des protéines solubles et des ligands membranaires.
La communication via les exosomes dans le myélome multiple serait impliquée dans la
résistance a I'apoptose, dans la modulation de la réponse immunitaire, ainsi que dans la
résistance aux traitements. Les exosomes sont donc un outil de communication important
entre les cellules et en particulier dans la pathologie du MM (28,29).

D’autre part, dans le myélome multiple I'équilibre entre les ostéoblastes, impliqués
dans la production de l'os, et les ostéoclastes, impliqués dans la dégradation de l'os est
dérégulé : il y a une augmentation du nombre et de l'activité des ostéoclastes, et une
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réduction du nombre et de I'activité des ostéoblastes. Les cellules stromales de la moelle
osseuse et les ostéoblastes, par I'interaction avec les cellules de MM, sécrétent RANK-L et
diminuent I'expression d’osteoprotégérine (OPG). RANK-L est le ligand de RANK présent sur
les pré-ostéoclastes. Cette interaction contribue a la différenciation des pré-ostéoclastes en
ostéoclastes. L'OPG est un récepteur soluble qui se lie a RANK-L et empéche ainsi la liaison
RANK-L avec RANK, nécessaire a la différenciation des ostéoclastes. Ainsi, par la diminution
de I'expression d’OPG par les ostéoblastes induite par les cellules de MM, la différenciation
des ostéoclastes est favorisée (30). Les ostéoclastes communiquent également avec les
cellules de MM via la sécrétion d’APRIL (A proliferation-inducing ligand) dans le
microenvironnement tumoral, qui est un ligand de BCMA (B-cell maturation antigens)
exprimé a la surface des cellules de MM. Cette interaction participe a la survie des cellules
tumorales (31).

Puis, les cellules de myélome multiple interagissent avec les lymphocytes T présents
dans la moelle osseuse par I'expression de PD-L1 (Programmed-death ligand 1) (32,33).
Cette derniere est le ligand de I'immunorécepteur PD-1 (Programmed cell death protein 1),
principalement exprimé sur les lymphocytes T cytotoxiques. La liaison de PDL1 avec PD1 a
pour conséquence pour le LT une diminution de ses fonctions, de sa prolifération, de sa
cytotoxicité, et une augmentation de sa susceptibilité a I’'apoptose du LT. Cette interaction
est donc immunosuppressive. De plus, cette interaction contribue également a la
prolifération des cellules de myélome multiple via I’activation de la voie PI3K/AKT par PDL-1
(34). L'augmentation de I'expression de PD-L1 par les cellules de MM est induite par I'lL-6 et
I"IFN-y (interferon gamma) sécrétés dans le microenvironnement (35,36).

Enfin, la matrice extracellulaire dans cette niche osseuse participe également a la
croissance et a la survie des cellules de myélome multiple. La composition de la MEC d’un
patient atteint de MM est différente de celle d’un patient sain (37). L'expression de CD138
(aussi appelée Syndecan-1), de la famille des protéoglycanes transmembranaires, par les
cellules de myélome multiple peut lier le collagene de type | de la MEC et contribue ainsi a la
croissance, la migration, I'invasion de ces cellules cancéreuses (38,39).
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Figure 7 : Le microenvironnement médullaire tumoral des cellules de myélome multiple.

1.2. Les modeles d’études

Les modeles d’études sont des outils critiques pour la compréhension de la
pathogénése mais également pour le développement de nouvelles thérapies. Les modeles
utilisés pour I'étude du myélome multiple sont, in vitro, les lignées cellulaires immortalisées
issues de patients, des cellules de patients ainsi que des modeles plus physiologiques de co-
culture (par exemple les co-cultures avec des cellules stromales de la moelle osseuse).
L'hétérogénéité de la pathologie entre les différents patients nécessite de multiplier les
modeles. Concernant les modéles plus complexes in vivo, des modeéles animaux murins et de
zebrafish existent (40-42).

Les intéréts de ces modeles animaux sont multiples pour la compréhension de la
physiopathologie de ce cancer mais également pour I'évaluation d’agents thérapeutiques. En
fonction des objectifs de I'expérience, certains modéles animaux seront plus adaptés que
d’autres. Par exemple, pour I'étude d’agents thérapeutiques, un modeéle animal de myélome
multiple de développement rapide serait plus approprié, et la prise en compte de la
physiopathologie du cancer du myélome multiple augmenterait la pertinence de ce modeéle
(immunocompétence, clone plasmocytaire résidant et interagissant avec la moelle osseuse,
gammapathie monoclonale, ostéolyse, angiogenése, symptomes associés ...).

1.2.1. Le modele murin immunocompétent 5TMM

Parmi les modeles murins, on retrouve le modele 5TMM ou un myélome multiple
murin se développe spontanément chez la souris immunocompétente C57BL/KalLwRij.
L’inoculation de ces cellules de MM murin spontané, comme les 5T33MM (43,44), 5T2MM
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(44), 5TGM1 (45), chez la souris jeune immunocompétente syngénique, reproduit des
caractéristiques proches de la pathologie humaine, comme la niche des cellules de MM dans
la moelle osseuse, I’hypercalcémie, |’angiogenése ou encore la résorption osseuse
ostéoclastique associée a une gammapathie monoclonale, c’est donc un modele trés
pertinent (43,44,46) (Tableau 3).

Modeéles murins 5TMM
5T2MM 5T33MM 5TGM1
Souris C57BL/KaLwRij C57BL/KaLwRij C57BL/KaLwRij
Espéce de MM étudiée Souris Souris Souris
Immunocompétence Oui Oui Oui
Gammapathie 1gG2a 1gG2b 1gG2b
monoclonale (9 semaines) (1 semaine) (4 semaines)
Résidence moelle Oui Oui .
. . Oui
osseuse (10 semaines) (2 semaines)
Atteintes osseuses Oui Oui Oui
(10 semaines) (4 semaines) (4 semaines)
Stade terminal 20 semaines 6 semaines ND
Référence(s) (44) (43,44) (45)

Tableau 3 : Principales caractéristiques des modeles murins 5TMM décrites dans la littérature. ND : non décrit

1.2.2. Le modéle MOPC315.BM

Un modele animal de plasmocytome induit par l'injection d’huile minérale (MOPC for
Mineral-0Oil induced Plamacytomas) a été décrit mais est considéré comme un modeéle peu
représentatif de MM du fait de sa croissance extra médullaire. Cependant, il existe un
variant cellulaire MOPC315.BM qui, lorsqu’elles sont injectées dans la souris BALB/C, conduit
a un tropisme dans la moelle osseuse (47). Des clones stables de ces cellules avec une
luciférase ou un fluorophore ont été également développés (MOPC315.BM.Luc et
MOPC315.BM.Dsred) pour I'étude de ces cellules en imagerie. Ce modeéle reproduit de
nombreuses caractéristiques du MM humain comme les |ésions osseuses ou le tropisme au
niveau de la moelle osseuse (Tableau 4).

MOPC315.BM
Souris BALB/c
Espéce de MM étudiée Souris

Immunocompétence Oui
Gammapathie monoclonale IgA
Résidence moelle osseuse Oui

(5 jours)
Ostéolyse Oui

(5 a 8 semaines)

Référence(s) (47)

Tableau 4 : Caractéristiques du modéle murin de myélome multiple MOPC315.BM

1.2.3. Les modeéles murins transgéniques

De nombreux génes sont impliqués dans la pathogénése du MM, et des animaux
transgéniques ont été développés pour modéliser I'impact d’altérations génétiques sur la
pathogénése de ce cancer (Tableau 5).
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On retrouve par exemple le modele animal Ep-XBP1s, ou XBP1s est surexprimée sous
le controle du promoteur VH de 'immunoglobuline et de la région régulatrice Ep. XBP1s est
impliqué dans la voie UPR ainsi que dans la différenciation des plasmocytes. Ce modeéle
transgénique mime un phénotype de MGUS-MM aprés de nombreux mois, avec une faible
pénétrance appuyant le fait que d’autres altérations génétiques sont nécessaires pour le
développement de ce cancer (16).

D’autres modeéles utilisent I'implication de I'oncogene c-Myc et de I'lL-6 dans la
pathogénése du MM. Par exemple le modeéle C.IL-6/iMyc, ol I'lL-6 est surexprimée sous le
contréle du promoteur du complexe d’histocompatibilité H2-L%, et 'oncogéne c-Myc sous le
controle du promoteur de I'immunoglobuline Ep. La totalité des souris de ce modele
développent un MM en 3 a 6 mois (48). Un autre modele utilisant I'implication de
I’'oncogene c-Myc est le modele Vk*MYC ou I'activation de MYC, sous le contréle d’éléments
régulateurs du géne de la chaine légere k, se produit sporadiquement par I'exploitation du
processus physiologique d’hypermutation somatique dans les cellules B du centre germinal
(processus a l'origine de la diversification des immunoglobulines). La pathologie développée
par ces souris présente des caractéristiques humaines du MM, comme la présence d’une
gammapathie monoclonale, une anémie, des dépots d’lg au niveau du rein ou encore des
atteintes osseuses. Comme le modele 5TMM, ces cellules de MM peuvent étre transplantées
dans des souris syngéniques jeunes qui développent ainsi un MM en 4 semaines (49,50).

Un autre modeéle de souris transgénique exploite la translocation et/ou la
surexpression de I'oncogéne c-MAF observée chez des patients atteints de MM. Le modeéle
Eu-MAF permet I'expression de I'oncogéne c-MAF dans les lymphocytes B, et, tout comme le
modele Eu-XBP1s, il présente une longue latence et une faible pénétrance. Cependant, les
souris qui développent un MM présentent des caractéristiques proches de celles de
I’'homme comme une hyperglobulinémie ou encore des atteintes rénales (51).

Modeéles de souris transgéniques
En-XBP1s En-MAF Vk*MYC C.IL-6/iMyc
Souris C57BL/6 C57BL/6) C57BL/6 BALB /c (C)
Espece de MM étudiée Souris Souris Souris Souris
Immunocompétence Oui Oui Oui Oui
Gammapathie monoclonale IgG ou IgM IgG ou IgM lgG lgG
(40 semaines) (20-50 (20 semaines)
semaines)
Présence dans la moelle osseuse Oui Oui Oui Oui
Atteintes osseuses Oui Non Oui ND
Temps pour le développement du Entre 14 et 24 50 semaines 20 semaines 3-6 mois
MM mois
Référence(s) (16) (51) (49,50) (48)

Tableau 5 : Principales caractéristiques de modéles de MM de souris transgéniques décrites dans la littérature. ND : non
décrit

1.2.4. Les modeéles murins de xénogreffes

On retrouve également des modéles de xénogreffes de cellules de MM, comme des
lignées cellulaires humaines ou des cellules primaires, chez la souris immunodéficiente
(Tableau 6). Les cellules peuvent étre injectées par voie IV pour établir une pathologie
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systémique, ou par voie sous-cutanée ou intra-tibiale pour établir une pathologie locale. Ces
modeles peuvent permettre I'évaluation du « homing » des cellules de MM au niveau de la
moelle osseuse. Cependant, la plupart des lignées cellulaires humaines de MM ont perdu
leurs dépendances au microenvironnement de la moelle osseuse, a I'inverse des cellules
primaires. De plus, certaines xénogreffes présentent le désavantage de développer des
tumeurs extra médullaires tres agressives, non représentatives de la plupart des MM
humains.

Ainsi, il existe différents modeles de xénogreffes de lignées cellulaires de MM chez la
souris SCID irradiée. L'injection intraveineuse de la plupart de ces lignées crée des
développements tumoraux extra-médullaires, ce qui en fait une limitation. Les xénogreffes
de cellules JIN3, OPM2, U266, KPMM2 sont cependant localisées au niveau de la moelle
osseuse avec des lésions osseuses. La xénogreffe de cellules JJN3 résulte en un myélome
plus agressif que des cellules OPM2 ou U266 (morbidité en 3 semaines contre 8 semaines)
(52). La lignée cellulaire KPMM2 présente une croissance dépendante de I'lL-6 (53).

Aussi, des modeles d’'implantation de tissus foetaux osseux humains (SCID-hu) (54) ou
de lapins (SCID-Rab) (55) chez la souris SCID ont été développés, notamment pour la
reproduction d’un microenvironnement médullaire tumoral différent de la souris. Ensuite,
des cellules primaires ou des lignées cellulaires de MM sont injectées en IV chez ces souris.
Dans ces modeles, les cellules de myélome multiple humaines se développent au niveau du
tissu osseux greffé, et présentent des caractéristiques similaires a la pathologie humaine. Le
modele SCID-hu est limité par la disponibilité du tissu osseux feetal, un modéle SCID-synth-
hu a alors été développé. Ce dernier utilise un pseudo-os 3D en polymére recouvert de
cellules humaines stromales de la moelle osseuse (56).

Modeles animaux de xénogreffe
SCID-hu SCID-Rab SCID-synth-hu | JIN3, U266, OPM2 | KPMM2
Souris CB.17/I1Cr-SCID CB.17/ICr-SCID | CB.17/ICr-SCID | NOD.Cg-Prkdcscid CB.17
112rgtm1Wjl/SzJ scid/scid
(NSG)
Espéce de MM humaine humaine humaine humaine humaine
étudiée
Immunocompétence Non Non Non Non Non
Gammapathie Oui Oui Oui ND Oui
monoclonale (10 jours)
Présence dans la Oui Oui Oui Oui Oui
moelle osseuse
Atteintes osseuses Oui Oui ND Oui Oui
Stade terminal Variable en Variable en Variable en 3 a 8 semaines 40 jours
fonction des fonction des fonction des
cellulesde MM | cellules de MM | cellules de MM
injectées injectées injectées
Référence(s) (54) (55) (56) (52) (53)

Tableau 6 : Principales caractéristiques de modéles de xénogreffe de myélome multiple. ND : non décrit

1.2.5. Modeles de xénogreffes chez le poisson-zébre (Zebrafish)

Des modeles de xénogreffes chez le poisson-zébre ont été développés comme
alternatives aux modeles murins de xénogreffes. Ils ont [I'avantage d’étre
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expérimentalement plus rapides, ce qui est un point important pour I'évaluation de
molécules thérapeutiques a un plus haut débit (57,58). Cette rapidité est obtenue au
détriment de la proximité génétique de I'espece hote et de la ressemblance
physiopathologique.

Un des modeles consiste en l'injection dans lI'espace périvitellin de cellules de
myélome (primaires ou lignées) dans des embryons de 48h transparents de Casper Zebrafish
immunodéficients. La transparence de ces embryons permet de suivre en imagerie la
croissance tumorale par le marquage préalable des cellules de MM injectées. La croissance
tumorale est ainsi suivie pendant 24 a 72h aprés l'ajout du traitement dans le milieu.
Cependant, ce modeéle ne reproduit pas les caractéristiques de la pathologie humaine
comme les atteintes osseuses ou encore la niche au niveau de la moelle osseuse, méme si
I’espace périvitellin pourrait servir de support (57).

Un autre modeéle de xénogreffe chez ce poisson consiste en I'injection intracardiaque
de cellules de MM, puis au suivi de leurs migrations dans le tissu hématopoiétique caudal,
qui simule alors I'environnement de la moelle osseuse chez I’homme (58).

1.3. Les thérapies existantes

Sans pouvoir guérir les patients, les traitements actuels permettent d’améliorer la
qualité de vie de ces patients, par I'atténuation ou la disparition de signes de la maladie, par
la limitation de la progression de la maladie, et/ou le traitement ou la prévention des
complications de ce cancer. Le schéma thérapeutique (associations de traitements, doses,
rythme d’administration) est fonction des caractéristiques du MM, de I’age du patient et de
son état général. Les modalités de prise en charge sont établies lors d’'une réunion de
concertation pluridisciplinaire (59).

1.3.1. Les traitements symptomatiques

Ces traitements visent a atténuer les conséquences de la croissance du clone les plus
péjoratives pour la qualité de vie du patient et le pronostic vital. Parmi les traitements
symptomatiques du MM, on retrouve les médicaments pour la correction de I'anémie
symptomatique, la correction de I'hypercalcémie (corticothérapie), la prévention des
complications osseuses (bisphosphonates), la prise en charge de la douleur (antalgiques) et
la prévention du risque infectieux (antibiothérapie de prophylaxie).

Les bisphosphonates (acides clodronique, pamidronique et zolédronique) sont des
molécules qui inhibent la résorption osseuse ostéoclastique avec un effet antalgique. Leur
structure de type pyrophosphate chélate le calcium et leur confére une forte affinité pour la
surface de I'os. La principale cible moléculaire des bisphosphonates contenant un azote est
I’enzyme farnésyl diphosphate synthase présente dans les ostéoclastes. Cette enzyme est
impliquée dans l'isoprénylation de petites GTPases qui stimulent |'activité des ostéoclastes
(60). Les bisphosphonates classiques (clodronate) sont métabolisés dans les ostéoclastes
comme des analogues de I'ATP, toxiques pour la cellule (61). Certains bisphosphonates
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auraient également des propriétés anti tumorales (62,63). L’utilisation de ces molécules peut
engendrer comme effets indésirables un état pseudo-grippal (pour les bisphosphonates par
voie V), des troubles digestifs, ainsi qu’une ostéonécrose des maxillaires.

Aussi, des corticoides comme la prednisone et la dexamethasone sont également
utilisés dans le MM pour leurs activités anti-inflammatoire et immunosuppressive (64). En
effet, les glucocorticoides, lorsqu’ils se lient a leurs récepteurs dans le cytosol, permettent
leurs translocations dans le noyau et modulent ainsi I'expression de genes. lls inhibent ainsi
la production d’IL-6 et la traduction protéique par I'inhibition de la voie mTOR (Mammalian
target of rapamycin) et la phosphorylation d’elF2a (Eukaryotic translation initiation factor
2A). lls répriment également les facteurs de transcription NF-kB (Nuclear factor NF-kappa-B)
et AP-1 (protéine activatrice 1) impliqués dans I'induction de cytokines pro-inflammatoires.
Les principaux effets indésirables de cette classe thérapeutique sont des désordres
hydroélectrolytiques, des troubles endocriniens, métaboliques, musculo-squelettiques,
neuropsychiques et oculaires.

1.3.2. Les chimiothérapies dites « classiques »

Des chimiothérapies dites « classiques » sont indiquées pour le traitement du
myélome multiple. Il s’agit de traitements cytotoxiques qui ne sont pas spécifiques des
cellules cancéreuses, méme si ces thérapies touchent majoritairement les cellules a division
rapide comme les cellules cancéreuses.

On retrouve ainsi des agents alkylants dérivés des moutardes a I'azote (melphalan,
cyclophosphamide, bendamustine) et des nitroso-urées (carmustine, lomustine) prescrits
pour le traitement du myélome multiple. Ces médicaments font des liaisons covalentes par
alkylation de I’ADN, inhibant ainsi la transcription et la réplication cellulaire. Les principaux
effets indésirables sont hématologiques, digestifs et allergiques.

Des inhibiteurs de la topo-isomérase Il sont aussi utilisés pour le traitement du
myélome multiple. Ces agents, comme la doxorubicine, provoquent des cassures doubles
brins de ’ADN inhibant ainsi sa réplication et induisant la mort cellulaire.

1.3.3. Les thérapies dites « ciblées »

Les médicaments dits de thérapies « ciblées », anticorps monoclonaux ou petites
molécules chimiques, ciblent des anomalies moléculaires ou des mécanismes particuliers.
Ces thérapies répondent ainsi a des caractéristiques tumorales permettant d’augmenter la
réponse thérapeutique.

1.3.3.1. Les inhibiteurs du protéasome

Des inhibiteurs du protéasome comme le bortezomib, le carfilzomib et I'ixazomib
possedent une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le MM. Cette classe
thérapeutique est I'une des classes les plus importantes qui a émergée pour le traitement de
ce cancer. Elle exploite notamment le fait que les cellules de MM synthétisent beaucoup de
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protéines (immunoglobulines). Ainsi, l'inhibition du protéasome, principale voie de
dégradation des protéines dans la cellule, résulte en une accumulation de protéines mal-
conformées causant un stress réticulaire et I'activation de la voie UPR responsable de la
mort cellulaire. Linhibition de la dégradation de protéines impliquées dans différents
processus cellulaires, est également impliquée dans le mécanisme d’action de ces molécules
(65,66) (cf. partie 2.2 de I'introduction).

Le bortezomib seul induit majoritairement de la fatigue, des troubles digestifs, de
I'anorexie, ainsi qu’une majoration du risque de neuropathie périphérique en association
avec dexamethasone/thalidomide. L'ixazomib quant a lui présente des effets indésirables
digestifs, hématologiques (thrombopénie), des neuropathies périphériques ainsi que des
troubles cutanés. Le carfilzomib présente comme effets indésirables des troubles cardiaques
(insuffisance cardiaque, ischémie), hématologiques (thrombopénie, anémie, neutropénie),
respiratoires (pneumonie), hépatiques et hydroélectrolytiques (hypokaliémie).

1.3.3.2. Lesimmunomodulateurs

Les immunomodulateurs (Imid) comme le thalidomide, lenalidomide ou
pomalidomide sont indiqués dans le MM pour leurs propriétés immunomodulatrices (co-
stimulation des cellules T, activation des cellules NK et NKT), anti-angiogéniques, anti-
inflammatoires (ex: inhibition de la production de TNFa, Tumor necrosis factor) et
antiprolifératives (induction de CDKI, Cyclin-dependent kinase inhibitor) par divers
mécanismes (67). Ces molécules lient le cereblon sur un complexe E3 ubiquitine ligase CRL4
(cullin 4-RING ubiquitin ligase) et induit le recrutement de substrats Ikaros (IKZF1) et Aiolos
(IKZF3), deux facteurs de transcription, pour permettre leurs ubiquitinations et leurs
dégradations par le protéasome. La diminution de I'expression d’IKZF1 et IKZF3 a pour
conséquence une diminution de I'expression d’IRF4 et de c-Myc (68,69). Cependant, la
combinaison entre ces agents et les inhibiteurs de protéasome montre un effet synergique
et non antagoniste comme on aurait pu I'imaginer en fonction de leurs mécanismes d’action.
En effet, lors de I'association du Iénalidomide et du bortezomib, la dégradation d’lkaros est
assurée par calpaine, activée par un flux de calcium induit par les deux molécules (70).

Les principaux effets indésirables de cette classe de médicaments sont la
tératogénicité, des complications thromboemboliques, de la fatigue et des neuropathies
périphériques. Le pomalidomide et le I[énalidomide présente en plus des troubles
hématologiques (neutropénie, thrombopénie). Ces effets indésirables limitent séverement la
dose utilisable et sont responsables d’un index thérapeutique étroit.

1.3.3.3. Les inhibiteurs HDAC

Le panobinostat est un pan-inhibiteur d’histones déacétylases (HDAC), indiqué en
association avec le bortezomib et la dexamethasone pour le traitement des patients atteints
de MM en rechute et/ou réfractaire ayant déja recu au moins deux lignes de traitement
antérieur, incluant du bortezomib et un agent immunomodulateur. L'inhibition d’"HDAC par

Page 32 sur 300



le panobinostat a pour conséquences des modifications épigénétiques et I'inhibition de la
voie des agrésomes, une voie de survie aux inhibiteurs du protéasome, par l'inhibition
d’HDACS, conduisant a la mort des cellules de MM (71). Les principaux effets indésirables de
cette molécule sont des troubles digestifs, cardiaques, respiratoires et hématologiques.

1.3.3.4. Les anticorps monoclonaux

Des anticorps monoclonaux ont été développés pour le traitement du myélome
multiple, ils utilisent des spécifications moléculaires de la tumeur pour en bloquer leur
développement et leur dissémination.

Anti-CD38 :

Parmi les anticorps monoclonaux utilisés dans le MM on retrouve le daratumumab et
I'isatuximab, qui sont des anticorps de type IgG1 dirigés contre la protéine de surface CD38
exprimée en grande quantité sur les cellules de myélome multiple. CD38 est une
glycoprotéine transmembranaire de type 2, une ectoenzyme qui catalyse la synthese et
I’hydrolyse de I’ADP-ribose cyclique et régule le stockage du calcium intracellulaire. Cette
enzyme est également impliquée dans la production d’adénosine immunosuppressive et
intervient dans l'interaction avec les cellules stromales de la moelle osseuse (72,73).

Ces anticorps sont responsables d’une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante
des anticorps par le fragment Fc (ADCC), d’une cytotoxicité dépendante du complément, et
d’une phagocytose cellulaire dépendante des anticorps induisant la mort des cellules de
myélome multiple. Ces anticorps présentent aussi des effets immunomodulateurs
notamment par la diminution du nombre de cellules Treg qui expriment également CD38.
Les principaux effets indésirables de cette classe thérapeutique sont des troubles
pulmonaires, hématologiques (neutropénie), digestifs et des réactions a la perfusion.

Anti-SLAMF7 :

Elotuzumab est un anticorps humanisé de type IgG1 dirigé contre la glycoprotéine de
surface SLAMF7 (Signaling lymphocytic activation molecule family member 7) approuvé par
la FDA (Food and Drug Administration) en association avec lenalidomide/dexamethasone.
Cet antigene est hautement exprimé sur les cellules de MM ainsi que sur les plasmocytes
sains, les cellules NK et certains LT CD8+. Cet anticorps est responsable d’une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps par les cellules NK (74).

1.3.3.5. Selinexor

En 2019, la FDA a approuvé le selinexor pour le traitement du myélome multiple. Il
s’agit d’un inhibiteur sélectif de la protéine XPO1l (Exportin-1) impliquée dans I'export
nucléaire de diverses protéines, comme les suppresseurs de tumeurs ou encore le récepteur
aux glucocorticoides, et qui est surexprimée dans les cellules de MM. De plus, la protéine
XPO1 se complexe avec le facteur d’initiation de la traduction elF4E permettant le transport
d’ARNm d’oncoprotéines du noyau au cytosol. Le selinexor provoque ainsi un arrét du cycle
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cellulaire et la mort des cellules de myélome multiple. Les principaux effets indésirables de
ce traitement sont des troubles hématologiques, digestifs et pulmonaires (75,76).

Cellules du ,
systeme « Tolérance
immunitaire

Agents alkylants
Inh. Topoisomérases
Inh. XPO1

aggrésome
Cellule stromale de greso!

Plerixafor
lamoelle osseuse

| Interaction l I

Osteoclastes

Cellule myélome multiple

[\

Figure 8 : Schéma non exhaustif des thérapies disponibles (encadrés gris) pour la prise en charge du myélome multiple : des
traitements symptomatiques (par exemple les bisphosphonates pour la prévention des complications osseuses ou la
corticothérapie pour ses effets anti-inflammatoires et immunosuppréssives), des chimiothérapies classiques qui sont des
traitements cytotoxiques, non spécifiques des cellules cancéreuses (par exemple les agents alkylants et les inhibiteurs de
topoisomérases 1) et des thérapies dites « ciblées » qui ciblent des anomalies moléculaires ou des mécanismes particuliers
tumoraux (par exemple les inhibiteurs du protéasome, les immunomodulateurs (IMIDs), les inhibiteurs d’histones
déacétylases (HDAC), des anticorps monoclonaux anti-CD38 et anti-SLAMF7, deux protéines de surfaces des cellules de
myélome multiple, les inhibiteurs de I’exportine-1 (XPO1) comme le Selinexor, ou encore ’autogreffe de cellules
hématopoiétiques pour certains patients (par exemple le Plerixafor est utilisé avec le facteur de croissance G-CSF pour la
mobilisation des cellules souches hématopoiétiques).

1.3.4. L’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques est une solution thérapeutique
envisagée généralement chez les patients de moins de 65 ans et présentant au moins un
signe clinique ou biologique (criteres CRAB). L'autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques comprend différentes phases (77) :

- Une phase d’induction qui consiste a réduire la quantité de plasmocytes tumoraux
par l'association de thérapies (par exemple le bortezomib, un corticoide, le
thalidomide et/ou un agent alkylant). Cette phase peut durer 2 a 4 mois.

- Une phase de prélevement de cellules souches hématopoiétiques par cytaphérése
(une technique de prélevement et de tri des cellules du sang a 'aide d’un séparateur
de cellules), a la suite d’une chimiothérapie de mobilisation permettant la libération
des cellules souches de la moelle osseuse dans le sang. Celle-ci se compose
d’injections de facteur de croissance des globules blancs le G-CSF (Granulocyte-
Colony Stimulating Factor), seul ou association avec le cyclophosphamide ou le
plérixafor (un antagoniste réversible et sélectif du récepteur de chimiokine CXCR4
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impliqué dans la liaison avec CXCL12 exprimé par les cellules stromales de la moelle
osseuse) (78).

- Une phase de chimiothérapie dite « intensive » ou de fortes doses en chimiothérapie
sont utilisées afin de détruire toutes les cellules tumorales.

- L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques est ensuite réalisée afin de limiter
la durée de I'aplasie.

1.4. Les thérapies en développement

Malgré les avancées thérapeutiques pour le traitement du MM, les rechutes sont
fréquentes, les résistances aux traitements se développent, les effets indésirables sont
nombreux, et le MM reste, a ce jour, une maladie incurable. Il est ainsi primordial
d’approfondir la recherche pour comprendre les mécanismes tumoraux mis en jeu afin de
développer de nouvelles thérapies anticancéreuses. Ainsi, de nombreuses molécules sont
actuellement en développement dans des classes thérapeutiques existantes pour améliorer
celles-ci, mais aussi avec de nouveaux mécanismes d’action pour la création de nouvelles
classes thérapeutiques.

1.4.1. Les nouveaux inhibiteurs de protéasome

Les inhibiteurs du protéasome (IPs), qui constituent I'une des classes thérapeutiques
les plus importantes pour le traitement du myélome multiple, ont émergé ces derniéeres
années avec trois produits approuvés (bortezomib, carfilzomib, ixazomib), et ont contribué a
I'augmentation de la survie des patients. La réussite de cette classe est due a la grande
sensibilité des cellules de MM a l'inhibition du protéasome, par la sécrétion importante
d’'immunoglobulines mais également par I'implication de cette machinerie dans de multiples
processus cellulaires essentiels (cf. partie 2.2 de I'introduction) (65).

Trois nouveaux inhibiteurs du protéasome sont actuellement en essais cliniques : le
marizomib, 'oprozomib et le delanzomib. Différents points de comparaison peuvent étre
réalisés sur la structure chimique, sur le mode d’administration, mais aussi sur l'activité
inhibitrice des différentes activités catalytiques du protéasome (Tableau 7).

Concernant les structures et leurs modes d’inhibition, le bortezomib, le delanzomib
et I'ixazomib possédent des acides boroniques dans leurs structures et sont des inhibiteurs
réversibles du protéasome. Le carfilzomib et 'oprozomib ont quant a eux une epoxycétone
et sont des inhibiteurs irréversibles du protéasome. Le marizomib est un inhibiteur
irréversible du protéasome ayant dans sa structure une B-lactone. De plus, le bortezomib et
I'ixazomib sont des inhibiteurs de [l'activité chymotrypsine (B5) et caspase (B1l) du
protéasome. Le carfilzomib, le delanzomib et I'oprozomib sont des inhibiteurs de I'activité
chymotrypsine (B5) du protéasome. Le marizomib est un inhibiteur de [activité
chymotrypsine (B5) et trypsine (B2) du protéasome principalement.

Concernant, leurs voies d’administration, le bortezomib est administré par voie sous-
cutanée ou par voie intraveineuse (IV), le carfilzomib, le delanzomib et le marizomib sont
administrés par voie IV et I'oprozomib et I'ixazomib par voie orale.
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Nom Structure Voie Sous unités | IC50 (nM) B5 | Référence(s)
d’administration inhibées -B2-p1
Bortezomib ( = IV ou SC B5, B1 2.4/7.9- (79-81)
7 590/4200 —
24/74
Carfilzomib v B5 6 —3600 - (79,82)
2400
Ixazomib PO B5, B1 3.4-3500- | (80,83,84)
31
Oprozomib PO B5 55—-ND-ND | (85-87)
Marizomib v B5, B2, B1 3.5-28- (81,88,89)
430
Delanzomib . J10.5OH v B5, B1 10/25-ND- | (90-92)
AR T 40/75
RSN
~F - "OH

Tableau 7 : Principales caractéristiques des molécules inhibitrices du protéasome. ND : non déterminé. B5 : activité
chymotrypsine, B2 : activité trypsine, B1 : activité caspase.

Le développement du delanzomib en monothérapie dans le myélome multiple a pour
le moment été arrété en phase I/ll par manque d’efficacité chez des patients en rechute
et/ou réfractaires (92). Une autre étude de phase I/Il cette fois-ci en combinaison avec
lenalidomide et la dexamethasone est en cours d’évaluation (NCT01348919).

1.4.2. Les nouveaux inhibiteurs d’HDAC

La classe des inhibiteurs d’"HDAC constitue une classe thérapeutique intéressante
notamment par I'association avec des inhibiteurs de protéasome vis-a-vis de la formation
des agrésomes (cf. partie 2.1 des résultats). De nouvelles molécules sont actuellement en
développement clinique pour le traitement du myélome multiple, le ricolinostat, le
vorinostat, ACY-241 et la romidepsine. Ces composés présentent des profils différents de
sélectivité vis-a-vis des différentes HDAC (Tableau 8). Globalement, la classe | des HDAC
intervient dans la régulation transcriptionnelle, la classe Il dans des fonctions spécifiques aux
tissus ainsi que dans les agrésomes, la classe lll sont des lysines deacétylases dépendantes
du cofacteur NAD+ et la classe IV intervient dans I'expression de I'lL-10. Les classes |, Il et IV
contiennent un Zn2+ dans leurs sites catalytiques (93). On remarque que l'inhibition et la
sélectivité vis-a-vis d’"HDAC6, impliquée dans la formation des agrésomes, a été un critére
pour le développement d’ACY-241.
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Panobinostat Ricolinostat Vorinostat ACY-241 Romidepsin
b Q a o [
Structure S R nj‘j;j’nwg’”"‘“"“’u*u“ o T'T:\‘[,._:, e a';flf‘“ TY:
) e IBag!
s ;r’
Voie d’administration PO PO PO PO v
Classe | HDAC1 8.60 7.24 7.22 7.46 8.8
-log(1Csp) HDAC2 7.88 7.32 6.60 7.35 8.41
HDAC3 8.68 7.29 7.73 7.34 NR
HDAC8 6.56 7.00 6.08 6.86 NR
Classe Il HDAC4 6.69 5.15 >5.00 >4.70 7.60
-log(1Cs0) HDACS 8.11 5.30 >5.00 >4.70 NR
HDAC6 7.98 8.33 8.03 8.59 6.10
HDAC7 6.27 5.85 >5.00 5.14 NR
HDAC9 8.24 >5 >5.00 >4.70 NR
HDAC10 8.64 NR 7.54 NR NR
Classe IV | \pac11 8.57 >5 NR NR NR
-log(ICs0)
Référence (94) (95) (96) (97) (98)

Tableau 8 : Principales caractéristiques des molécules inhibitrices d’histones déacétylases (HDAC). NR : non référencé

1.4.3. De nouveaux mécanismes d’action (nouvelles entités chimiques ou

extension d’indication de molécules approuvées dans d’autres indications en

oncologie).

Des molécules présentant un nouveau mécanisme d’action pour le traitement du
myélome multiple ont été développées. Voici une liste non exhaustive de molécules
évaluées en clinique pour le traitement de ce cancer.

Filanesib

Filanesib est un inhibiteur de KSP (Kinesin spindle protein), une protéine impliquée dans la
séparation des centrosomes et la mise en place du fuseau mitotique. Il touche donc
principalement les cellules a haut taux de division cellulaire et est donc intéressant pour la
cancérologie. Ce composé est actuellement étudié en clinique dans le MM en association
(99).

Venetoclax

Le vénétoclax est un inhibiteur de la protéine anti-apoptotique BCL-2 approuvé pour le
traitement des leucémies lymphoides chroniques (LLC). Il présente ainsi une activité
cytotoxique sur les cellules tumorales surexprimant BCL-2, ce qui est le cas des cellules de
myélome multiple avec la translocation t(11 ;14). Ainsi, il est actuellement évalué en clinique
pour le traitement du MM (100).

Dinaciclib

Le dinaciclib est un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines (CDK1, CDK2, CDK5 et
CDK9) impliquées dans la progression du cycle cellulaire. Les cellules de MM peuvent
présenter des altérations génétiques en particulier sur des cyclines. L'utilisation de ce
produit en clinique pour le traitement du myélome multiple est actuellement évaluée (101).
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Trametinib

Le tramétinib est un inhibiteur de kinase MEK (MAPK/ERK kinase), impliquée dans la voie des
MAPK (mitogen-activated protein kinase). Il inhibe ainsi la prolifération de cellules ayant une
mutation BRAF, KRAS, NRAS, comme cela peut étre le cas dans le MM (environ 50%). Cette
molécule est approuvée dans la prise en charge de mélanomes et de cancers bronchiques
non a petites cellules, porteurs d’une mutation BRAF V600, et est évaluée pour le traitement
du MM (102).

Afuresertib

Cette molécule est un inhibiteur réversible d’AKT, kinase hautement exprimée chez les
patients atteints de MM. Cette molécule est actuellement évaluée en clinique pour le
traitement du myélome multiple (103).

1.4.4. Anticorps monoclonaux

1.4.4.1. Antigénes des cellules de MM

De nombreux anticorps ont été développés pour cibler des antigénes présents a la
surface des cellules de myélome multiple. Pour certains de ces anticorps, un couplage avec
des agents cytotoxiques a été réalisé. Voici une liste non exhaustive des anticorps
monoclonaux en développement pour le traitement du myélome multiple.

Anti-CD138 :

Indatuximab ravtansine est un anticorps monoclonal ciblant le CD138 (syndecan-1) couplé a
un agent cytotoxique. CD138 est une protéine membranaire servant de récepteur pour la
matrice extracellulaire, et qui est exprimée sur les plasmocytes différenciés, et donc sur les
cellules de MM. Cette protéine intervient ainsi dans I'adhésion cellulaire et comme
corécepteur de facteurs de croissance. Cet anticorps est actuellement évalué en clinique
dans le MM (104,105).

Anti-CD56 :

Lorvotuzumab mertansine est un anticorps monoclonal ciblant I'antigene CD56 et couplé a
un agent cytotoxique. CD56 ou N-CAM (Neural cell adhesion molecule) est exprimée sur
certaines tumeurs comme les cellules de myélome multiple (environ 78% des patients
atteints de MM). Cet antigéne n’est ainsi pas exprimé sur les plasmocytes sains. Cet
anticorps est ainsi évalué pour le traitement du myélome multiple positif CD56 (101,102).

Anti-BCMA :

BCMA est une protéine membranaire principalement présente sur les plasmocytes et
hautement exprimée sur les cellules de MM. La cascade signalétique entre BCMA et son
ligand APRIL permet la survie des cellules de MM. Ainsi de nombreuses stratégies se
développent pour le traitement du myélome multiple en ciblant cette voie, par des anticorps
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monoclonaux mais aussi par des cellules CAR-T (108). Parmi les anticorps développés, nous
pouvons citer le belantamab mafodotin, qui est un anticorps anti-BCMA conjugué a un agent
cytotoxique, et actuellement en ATU (autorisation temporaire d’utilisation) en France pour
le traitement du myélome multiple (109).

1.4.4.2. Des voies de signalisation impliguées dans la croissance et la survie des
cellules de MM

Anti-IL-6 :

L’'IL-6 est reconnu comme un facteur de prolifération des cellules de MM et constitue une
cible intéressante pour son traitement. Siltuximab est un anticorps monoclonal liant les
formes bioactives solubles de I'lL-6 humaine, empéchant ainsi sa liaison avec son récepteur
IL6-R. Cet anticorps est actuellement approuvé pour la prise en charge de maladies
lymphoprolifératives de Castleman en France et est évalué pour le traitement du MM (110).

Voie PD-1/PD-L1 :
La voie PD-1/PD-L1 semble étre une cible attractive pour le développement de nouveaux

traitements pour le MM. En effet, cette voie est impliquée dans la « tolérance » des cellules
de myélome multiple par les lymphocytes T. Différents anticorps ciblant cette voie ont été
développés comme le pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab, atezolizumab, mais
cependant leur développement dans cette pathologie n’a pas montré d’efficacité en
monothérapie. Des essais cliniques essaient de déterminer les combinaisons possibles et les
stades de la maladie ou ces traitements seraient les plus appropriés (32,33,111).

1.4.5. La thérapie cellulaire CAR-T

De nombreuses études cliniques, principalement aux Etats-Unis et en Chine, évaluent la
balance bénéfice/risque de la thérapie cellulaire CAR-T (Chimeric Antigen Receptor-T cell
therapy) (112,113). Cette thérapie consiste en la modification génétique en laboratoire de
lymphocytes T du patient, afin qu’ils expriment un récepteur chimérique contre un antigéne
de la cellule cancéreuse (par exemple BCMA, CD38, SLAMF-7 pour le traitement du myélome
multiple), et en la réintroduction de ces cellules modifiées chez le patient.

2. Les inhibiteurs du protéasome

Les inhibiteurs du protéasome constituent |'une des classes thérapeutiques
incontournables pour le traitement du myélome multiple avec trois molécules approuvées.
Le succes de cette classe dans ce type de cancer est d{i au fait que le clone plasmocytaire est
une cellule qui produit de grandes quantités d'immunoglobulines. Cette cellule est ainsi
considérée comme fortement dépendante des voies cellulaires de sécrétion et de
dégradation des protéines. Ainsi, la perturbation de la voie de dégradation des protéines par
le protéasome est une stratégie anticancéreuse intéressante.
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2.1. Le systeme ubiquitine-protéasome

2.1.1. Généralités

Le systeme ubiquitine-protéasome (UPS) constitue avec |'autophagie les deux voies
majeures de dégradation des protéines dans la cellule. L'UPS permet la dégradation de
protéines endommagées ou mal-conformées dans le cytosol et le noyau, et intervient dans
de nombreuses fonctions cellulaires, notamment par la dégradation de protéines impliquées
dans le cycle cellulaire, la survie, I'apoptose, le métabolisme, ou encore le contréle qualité
protéique (114,115). Ce systéme est également essentiel pour 'lhoméostasie des acides
aminés (116). Le processus de dégradation des protéines par I'UPS est complexe et
hautement régulé. On peut ainsi établir différentes étapes lors du processus de dégradation
des protéines par le protéasome : 1/ le marquage et I'adressage des protéines a dégrader ;
2/ I'hydrolyse de ces protéines par les différentes activités catalytiques du protéasome ; et
3/ la prise en charge des peptides produits par cette dégradation (Figure 9). La cellule
contréle I'activité de ce systeme par I'ajustement de I'abondance du protéasome, par la
régulation de la transcription des constituants du protéasome et de protéines modulatrices,
par le controle de son assemblage ainsi que par des modifications post-traductionnelles des
constituants du protéasome (114,115). En particulier, les facteurs de transcription NRF1
(Nuclear factor erythroid 2-related factor 1) et NRF2 ainsi que le complexe mTORC1 sont
impliqués dans ce controle (117).

Systeme UPS

a Marquage /
Adressage

Hydrolyse par le
proteasome

° Prise en charge des peptides ~ ,‘.\ L \ @ Q
générés par le protéasome 7 (. ¢

Acides aminés

Figure 9 : Le systéeme ubiquitine-protéasome (UPS). 1/ Le marquage/adressage des protéines au protéasome consiste en la
liaison covalente de molécules d’ubiquitines sur la protéine a dégrader par le protéasome. Ce mécanisme est médié par des
enzymes E1, E2 et E3. 2/ Le substrat est reconnu par le protéasome, déubiquitinylé et déplié pour étre dégradé par les
différentes activités catalytiques du protéasome. 3/ Les substrats sont degradés en peptides qui sont pris en charge par des
peptidases pour la génération d’acides aminés libres.
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2.1.2. Processus de dégradation des protéines par le protéasome

2.1.2.1. Adressage

Deux types de signaux sont nécessaires pour la dégradation au protéasome: la
présence d’une chaine poly-ubiquitine sur la protéine a dégrader, et la présence de régions
désordonnées dans la protéine (118).

L'ubiquitinylation est un processus complexe, consommateur d’ATP, qui fait
intervenir différentes enzymes (E1, E2, E3) pour la liaison covalente d’ubiquitine sur le
substrat. L'enzyme E1 permet 'activation de I'ubiquitine, par un processus ATP dépendant,
et forme ainsi une liaison thioester entre la partie carboxy-terminale de I'ubiquitine et un
résidu cystéine de I'enzyme. Ensuite, les enzymes E2 permettent le transfert de I'ubiquitine
activée sur la protéine substrat, par la formation d’une liaison covalente entre la partie
carboxy-terminale de I'ubiquitine et majoritairement une lysine de la protéine cible. Les
enzymes E3 participent également au processus de conjugaison, en servant de plateforme
entre le substrat et 'enzyme E2 chargée en ubiquitine. Le marquage d’une protéine cible
pour sa dégradation au protéasome peut étre une chaine d’ubiquitine (polyubiquitinylation),
ou étre un marquage par des monoméres d’ubiquitine a différents endroits de la protéine
(multi-monoubiquitylation) (Figure 10). Cependant, le marquage ubiquitine serait plus
complexe car il ne servirait pas seulement a la dégradation de la protéine par le protéasome,
mais participerait également au transport cellulaire (119), a des cascades de signalisation
(120) ou encore a la réparation de I'ADN (121). Ces différentes fonctions du « code
ubiquitine » seraient fonction, entre autres, de la taille et de la quantité de(s) chaine(s)
polyubiquitine(s), de la position et de la conformation de celle(s)-ci (118,122,123).
Différentes protéines possédant des domaines de liaison a l'ubiquitine joueraient un role
dans ce « code ubiquitine », par exemple RAD23 pour la dégradation au protéasome, ou
encore p62 pour la dégradation par I'autophagie.

Il existe des enzymes de dé-ubiquitinylations (DUBs) qui sont impliquées dans le
recyclage de l'ubiquitine et le contréle de cette machinerie. Ces enzymes peuvent étre
cytosoliques ou associées au protéasome.

La protéine substrat du protéasome doit également posséder un site d’initiation pour
pouvoir étre dégradée (124-128). Ce site d’initiation est une région désordonnée d’au moins
20 a 30 acides aminés, en fonction de sa localisation dans la protéine celui-ci peut étre plus
ou moins long, et dont la séquence en acides aminés conditionne sa dégradation. En effet,
une protéine qui ne posséderait pas ce signal échapperait a la dégradation. La demi-vie des
protéines correle ainsi avec la présence de ces régions d’initiation.

Cependant, quelques protéines sont dégradées par le protéasome sans posséder ce
marquage ubiquitine, comme Rb, p53, IkBa (/-kappa-B-alpha), HIFla (Hypoxia-inducible
factor 1-alpha) ou encore p21, méme si leur dégradation par ce marquage ubiquitine est
également réalisée (129,130).
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Figure 10 : Adressage des protéines pour leurs dégradations par le protéasome.

2.1.2.2. Hydrolyse par le protéasome

Structure du protéasome :

Le protéasome 26S est composé d'une partie centrale 20S, ou réside l'activité
catalytique du protéasome, et de une ou deux parties régulatrices 19S situées a chaque
extrémité du 20S (Figure 11). La majorité des protéines sont dégradées par le protéasome
26S, mais le protéasome 20S est également capable de dégrader des protéines
indépendamment de I’ATP et de I'ubiquitine via le 19S (129,130).

Le protéasome 20S se représente par un cylindre composé de sous unités a et B
arrangés en 4 hétéroheptaméres empilés en anneaux. Les deux anneaux a situés aux
extrémités de ce cylindre fonctionnent comme une porte pour I'entrée des substrats au
niveau de la chambre catalytique, ou I'activité protéolytique est portée par les sous unités
B1 (PSMBB6) pour I'activité caspase, B2 (PSMB7) pour |'activité trypsine, et B5 (PSMB5) pour
I'activité chymotrypsine. L'assemblage de cette partie 20S est assisté par 5 protéines
chaperons (PAC (proteasome assembly chaperone) 1-4 et POMP (proteasome maturation
protein)). |l existe différents types de protéasome composés de sous unités a et/ou B
différentes du protéasome constitutif. L'immunoprotéasome possede des sous unités Bli
(PSMB9), B2i (PSMB10) et B5i (PSMB8), le thymoprotéasome posséde quant a lui des sous
unités B1li, B2i et B5t (PSMB11), et le protéasome testiculaire possede des sous unités a4s
(PSMAS). Ces différences structurales conférent des spécificités vis-a-vis des substrats cibles
ainsi que des clivages préférentiels, différents du protéasome constitutif. Ainsi,
I'immunoprotéasome, constitutivement exprimé dans les cellules hématopoiétiques permet
la génération de peptides antigéniques pour le CMH (complexe majeur d’histocompatibilité)
de classe |. Cet immunoprotéasome est également induit dans la plupart des types
cellulaires a la suite d’'une exposition par des cytokines pro-inflammatoires comme I'IFNy,
IFNa, IFNB ou le TNF (1,2).

La partie régulatrice 19S5 du protéasome a pour fonction la reconnaissance, la
déubiquitylation et le dépliement du substrat, sa translocation a la partie centrale 20S, et
I'ouverture de I'anneau a. Le protéasome 19S est composé d’une base et d’un chapeau qui
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s’assemblent séparément. La base est composée de 6 sous unités AAA+-ATPase (Rptl-6 =
PSMC1-6) organisées en un anneau qui sera en contact avec I'anneau a du 20S, ainsi que de
sous unités non ATPase (Rpn1/PSMD2, Rpn2/PSMD1, Rpnl10/PSMD4 et Rpn13/ADRM1).
L'assemblage de la base est assisté par 5 protéines chaperons RACs (RP assembly
chaperones). Le chapeau du 19S est quant a lui composé de 9 sous unités non ATPase
(Rpn3/PSMD3, Rpn5-9/PSMD12-11-6-7-13, Rpn11/PSMD14, Rpn12/PSMD8 et Seml).
L’assemblage du 19S au 20S se réalise par l'insertion du motif Hy-Y-X (Hy : acide aminé
hydrophobe ; Y : tyrosine ; X : n‘importe quel acide aminé) de la partie C-terminale des sous
unités AAA+-ATPases du 19S dans I’'anneau a du 20S pour ouvrir celui-ci.

Il existe également des activateurs du protéasome qui peuvent substituer ou
s’additionner au protéasome 19S: REGy (11S regulator complex subunit gamma, aussi
appelé PA28y (Proteasome activator 28 subunit gamma), PA200 (proteasome activator
PA200) et PA28. Ces activateurs ne possedent pas d’activité ATPase ni de récepteurs a
I"'ubiquitine. Ainsi, dans une cellule plusieurs états d’assemblage du protéasome existent :
20S libre et/ou associé a 1 ou 2 sous unités de 19S et/ou de ces activateurs.

20S 198

Anneau a

198 [
é Anneau 3
"t 0 = Vi
e ]208
Anneau 8

Anneau a

Sous unités non
ATPase (Rpn) chapeau

Sous unités non
ATPase (Rpn)

Sous unités AAA+ base

ATPase (Rpt)

2Y2
)‘Q/ g A
5 4 o
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Figure 11 : Représentation schématique de la structure du protéasome 20S et 19S.

Reconnaissance et hydrolyse :

Les sous-unités Rpnl, Rpn1l0 et Rpnl3 non ATPase du 19S servent de récepteurs a
I"'ubiquitine. Rpn11 est quant a lui une déubiquitinylase (DUB) qui permet le clivage de la
chaine ubiquitine lors de I’'engagement irréversible du substrat dans la partie centrale 20S ou
le substrat est hydrolysé. D’autres DUBs peuvent également s’associer au protéasome pour
participer a cette fonction (environ une centaine).

2.1.2.3. Devenir des peptides générés par le protéasome

Le protéasome produit des peptides de 2 a 24 acides aminés dont la majorité est
composée de moins de 8 acides aminés. Ces peptides sont pris en charge rapidement par
des oligopeptidases et des aminopeptidases pour la génération d’acides aminés libres,
essentiels pour la synthese de nouvelles protéines (Figure 12). En effet, I'apport en acides
aminés par l'alimentation pour une cellule saine ne représente que 20% environ du pool
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nécessaire a la vie cellulaire, 80% des acides aminés proviennent de ce recyclage par les deux
voies de dégradation de la cellule, le protéasome et |'autophagie (115,131). Une petite
fraction de ces peptides générés par le protéasome échappe a cette dégradation totale pour
la présentation antigénique par le CMH de classe |. Cette étape de dégradation de ces
peptides en acides aminés est essentielle car ils peuvent étre toxiques pour la cellule, méme
si cela semble mieux toléré que la perturbation de I’homéostasie des acides aminés (116). Il
est admis que des exopeptidases et endopeptidases, comme la thimet oligopeptidase (TOP)
et la tripeptidyl peptidase Il (TPP-II), clivent les plus longs peptides en peptides plus petits,
pour le clivage ensuite par les aminopeptidases (peptides de moins de 5 acides aminés)
(132). Il existe de nombreuses enzymes impliquées dans ce processus de dégradation des
peptides générés par le protéasome dont I'importance et la coordination entre elles varient
en fonction du type cellulaire.

- ,L Présentation
peptides ot » antigénique

- -

l endopeptidases

aminopeptidases . o !
l aminopeptidases

acides aminés

Figure 12 : Devenir des peptides produits par le protéasome.

2.2. Les inhibiteurs du protéasome pour le traitement du cancer

2.2.1. Roles du protéasome dans le cancer

Le protéasome est une machinerie essentielle pour le fonctionnement cellulaire
(Figure 13). De ce fait, le processus de dégradation des protéines par le protéasome est
nécessaire et hautement régulé pour permettre la survie des cellules, en particulier des
cellules cancéreuses.
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Figure 13 : Exemples de fonctions cellulaires du protéasome.

2.2.1.1. Maintien de ’homéostasie protéique

Le protéasome permet la dégradation de protéines mal-conformées et participe ainsi
au maintien de I'homéostasie protéique. En particulier, la croissance rapide des cellules
cancéreuses crée un stress protéique dont la gestion nécessite le fonctionnement du
protéasome. Il existe ainsi une balance entre la charge de substrats a dégrader par le
protéasome et sa capacité (133). Si cet équilibre est perturbé cela peut conduire a la mort de
la cellule : par la réponse a I'accumulation de ces protéines mal-conformées, par le manque
de nutriments, ou encore par le manque d’ubiquitine. Cette homéostasie est d’autant plus
critique que la cellule produit de grandes quantités de protéines, comme c’est le cas des
plasmocytes tumoraux dans le MM qui synthétisent de grandes quantités
d’'immunoglobulines. Cette derniére observation constitue le rationnel du développement
du bortezomib, premier inhibiteur du protéasome dans sa premiere indication qui est le
MM. Ainsi, un des mécanismes de résistance de la cellule face a I'inhibition du protéasome
est le maintien de I’homéostasie protéique par la formation d’agrésomes, qui sont des sous-
structures ol les protéines mal-conformées s’accumulent, et qui sont dégradés par la
deuxiéme voie de dégradation des protéines de la cellule, I'autophagie (134).

2.2.1.2. Maintien de I’lhoméostasie des acides aminés

Le protéasome, en dégradant les protéines, contribue au maintien du pool d’acides
aminés. Il constitue, avec l'autophagie, les deux voies de dégradations des protéines
responsables de 80% du pool d’acides aminés, 20% seulement proviennent de I'alimentation
(115,131). Ainsi, I'inhibition du protéasome cause une privation en acides aminés qui est
délétére notamment pour cellules cancéreuses (116). Cibler le métabolisme des cellules
cancéreuses est notamment une stratégie thérapeutique fortement explorée (135).
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2.2.1.3. Maintien de ’"homéostasie de I'ubiquitine

L’inhibition du protéasome impacte 'homéostasie de I'ubiquitine, protéine impliquée
dans diverses fonctions cellulaires (dégradation des protéines, remodelage de la chromatine,
trafic membranaire...). Ainsi, il a été démontré que l'inhibition du protéasome diminuait
I"'ubiquitinylation des histones et impactait ainsi I'expression génique (136). On peut donc
supposer que la perturbation de 'homéostasie de I'ubiquitine puisse contribuer a la mort
cellulaire induite par les inhibiteurs du protéasome (137).

2.2.1.4. Régulation du cycle cellulaire

Une cellule cancéreuse est une cellule dont le cycle cellulaire est dérégulé causant
une prolifération incontrolée. Par exemple, les cellules cancéreuses sur-expriment des
cyclines et perdent I'expression de CDKI. Le protéasome joue un role critique dans la
maintenance de la division cellulaire cancéreuse (138). En effet, il intervient dans la
dégradation de CDKI et de suppresseurs de tumeurs comme p53, p21, p27, contribuant ainsi
a la prolifération cellulaire. MDM2, SCF, APC, UBE2C sont les ligases impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire par le protéasome. Ainsi, les inhibiteurs de protéasome
induisent un arrét du cycle cellulaire. D’autres phénomenes intracellulaires peuvent étre
responsables de l'arrét du cycle cellulaire par les inhibiteurs de protéasome comme la
génération d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS), la modulation de voie de signalisation
comme NF-kB ou MAPK.

2.2.1.5. Implication dans des voies de signalisation de survie cellulaire

1/NF-kB

NF-kB est un facteur de transcription impliqué dans lI'inflammation, la réponse immunitaire
et la survie de la plupart des cellules cancéreuses. Le protéasome est impliqué dans la survie
des cellules cancéreuses par la dégradation d’IkB. En effet, ce dernier forme un complexe
avec le facteur de transcription NF-kB afin de l'inactiver par son maintien dans le cytosol.
Cependant, sa dégradation par I'UPS permet la translocation de NF-kB au noyau, ou il est
responsable de I'induction de genes impliqués dans la survie et la prolifération de la cellule
cancéreuse comme la cycline D (139).

2/MAPK

Les protéines de la famille MAPKs sont impliquées dans divers processus pour le
développement et la progression tumorale. L’activation de différentes MAPK, comme JNK (c-
Jun N-terminal kinase) ou p38MAPK, est davantage associée a la mort cellulaire, alors que
I'activation d’ERK et MEK est davantage associée a la survie. |l a été montré que I'inhibition
du protéasome par le bortezomib dans des cellules cancéreuses d’ostéosarcome diminuait
de maniére dose-dépendante I'activation de p-MEK/ERK et augmentait p-JNK/p38, causant
un arrét du cycle cellulaire, de I'autophagie et de I'apoptose (140).
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La voie MAPK est également impliquée dans la tolérance a I'hypoxie. L’hypoxie est
une diminution de la quantité d’oxygéne dans un tissu et qui est toxique pour les cellules.
Les cellules cancéreuses développent une tolérance a I’hypoxie en induisant des facteurs de
transcription spécifiques comme HIF-1la pour une réponse adaptative (angiogenese,
changement du métabolisme etc.). Dans des conditions normoxiques, HIF-1a est rapidement
dégradé par le protéasome (141). Cependant, I'inhibition du protéasome par le bortezomib
dans des cellules cancéreuses de prostate a inhibé I'expression d’HIF-1a, par I'abrogation de
la phosphorylation d’ERK1/2 MAPK et d’AKT de la voie PI3K/AKT/mTOR (142).

3/p53

Dans les cellules cancéreuses, p53, un suppresseur de tumeur, est marqué par la protéine
MDM2, une E3 ubiquitine ligase pour sa dégradation au protéasome. MDM2 est
surexprimée dans de nombreux cancers. Linhibition du protéasome contribue ainsi a
I’'accumulation de p53 pour I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose (138,143).

4/Rb-E2F :

La protéine du rétinoblastome est également un suppresseur de tumeur dont la dégradation
est médiée par le protéasome. Le réle premier de cette protéine est de lier et de stabiliser le
facteur de transcription E2F. Celui-ci n’est alors plus capable d’induire des génes pour la
progression du cycle cellulaire. De plus, E2F1 est également dégradé par le protéasome par
le marquage ubiquitine par différentes ligases en fonction du cycle cellulaire. La dégradation
de la protéine du rétinoblastome ainsi que la dégradation d’E2F1, a des moments appropriés
du cycle cellulaire, contribue ainsi a la progression de celui-ci (144).

2.2.1.6. Protéasome et apoptose

L'inhibition du protéasome, par les différentes molécules décrites dans la littérature,
entraine la mort de la plupart des lignées cellulaires cancéreuses par différents mécanismes.
Une cellule cancéreuse présente une balance de protéines anti-apoptotiques et pro-
apoptotiques dérégulée pour permettre la survie de ces cellules. Il a été montré notamment
que dans les cellules cancéreuses Bax et Bim, des protéines pro-apoptotiques, étaient
dégradées par le protéasome (145,146). Ainsi, la dégradation de ces protéines impliquées
dans la balance mort/survie par le protéasome, met en évidence I'importance du contréle
des protéines substrats du protéasome pour différents processus cellulaires, notamment la
survie et la prolifération pour les cellules cancéreuses.

2.2.2. Développement d’inhibiteurs de I’'UPS

Le protéasome est une machinerie cellulaire importante pour diverses fonctions
physiologiques. Sa manipulation par les cellules cancéreuses en fait une stratégie
thérapeutique intéressante pour le traitement du cancer mais également pour d’autres
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pathologies. Ainsi, il existe de nombreux inhibiteurs du protéasome (IP) approuvés mais
également en développement.

2.2.2.1. Les inhibiteurs du protéasome 20S

Les inhibiteurs du protéasome constituent une classe thérapeutique incontournable
pour le traitement du MM. Ainsi, il existe différents inhibiteurs du protéasome, approuvés,
en développement, et également utilisés comme outil en recherche (Tableau 9). On
remarque que certains composés inhibent aussi bien le protéasome constitutif que
I'immunoprotéasome. Certains composés comme KZR-616, ONX0914 et UK-101 inhibent
spécifiguement I'immunoprotéasome.

Nom Motif Cible Type d’inhibition Statut Référence(s)
structural
Bortezomib Boronate B5, B5i, Réversible Approuvé (79—
Bli, B1 81,147,148)
Carfilzomib Epoxycétone B5, B5i Irréversible Approuvé (79,149)
Ixazomib Boronate B5, B1 Réversible Approuvé (80,150)
Oprozomib Epoxycétone B5, B5i Irréversible Clinique (85-87)
Marizomib B-lactone B5, B2, Irréversible et Clinique (81,88,89)
B1 passage de la BHE
Delanzomib Boronate B5, B5i Réversible Clinique (90-92)
KZR-616 Epoxycétone B5i, B2i, Irréversible Clinique (151)
Bli
ONX0914 Epoxycétone B5i Irréversible Développement (152)
préclinique
UK-101 Epoxycétone Bli Irréversible Développement (153)
préclinique
MG-132 Aldéhyde B5, B5i Réversible Outil pour la (154,155)
recherche
Epoxomycine Epoxycétone B5, B5i Irréversible Outil pour la (156)
recherche
Clasto - B-lactone B5 Irréversible Outil pour la (79)
Lactacystine recherche

Tableau 9 : Principales caractéristiques de molécules inhibitrices du protéasome.

2.2.2.2. Lesinhibiteurs du protéasome 19S et DUBs

Le protéasome 19S, ses déubiquitinylases comme UCHL5 (Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L5), USP14 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase) et Rpnll, et ses
récepteurs a [l'ubiquitine comme RPN13, sont des cibles intéressantes pour le
développement de nouvelles thérapies dans le cancer. Par exemple, USP14 est surexprimé
dans certains cancers et sa surexpression est associée a une prolifération tumorale (155). Un
autre exemple, Rpnll, est une metallo-DUB a zinc, dont l'inhibition est favorable pour le
traitement du cancer (158). Ainsi, différents inhibiteurs ont été développés. Le tableau 10

présente une liste non exhaustive de ces composés.
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Nom Cible Statut Référence(s)
VLX1570 | USP14 Clinique (159,160)
1U1-47 uspP14 Développement | (161)
WP1130 | USP9X, USP14, USP5, UCH37 | Développement | (162)

RA190 RPN13 Développement | (163)
Capzimin | RPN11 Développement | (158)
Thiolutin | RPN11 Développement | (164)

Tableau 10 : Principales caractéristiques de molécules inhibitrices du protéasome 19S et de DUBs (déubiquitinases)

2.2.2.3.

Les inhibiteurs des enzymes E1, E2 et E3

Une autre maniere de cibler 'UPS est de moduler les enzymes E1, E2 et E3
impliquées dans le marquage de protéines pour leurs dégradations au protéasome. Il existe
quelques enzymes E1 (par exemple UBA1, UBA6 (Ubiquitin-like modifier-activating enzyme)),
une cinquantaine d’enzymes E2 et plus de 600 enzymes E3. Ainsi, moduler une enzyme E3
serait plus spécifique d’un substrat (par exemple MDM?2 avec son substrat p53 ou encore
FBW7 (F-box/WD repeat-containing protein 7) avec son substrat c-Myc). Le tableau 11
présente une liste non exhaustive d’inhibiteurs en développement notamment pour le
traitement du cancer.

Nom Cible Catégorie Statut Référence(s)
PYR-41 UBA1 E1 Développement (165)
Pevonedistat | NAE (Nedd8-activating enzyme) Clinique (166)
CC0651 hCdc34 £ Développement (167)
NSC697923 Ubc13 Développement (168)
Idasanutlin MDM?2 E3 Clinique (169)
Oridonin FBW7 Développement (170)

Tableau 11 : Principales caractéristiques de molécules inhibitrices d'enzymes E1, E2 et E3.

2.2.3. Différences entre les mécanismes d’action du bortezomib et du carfilzomib

Dans la partie 1.3.3.1 de l'introduction, nous avons pu constater que le bortezomib
(BTZ) et le carfilzomib (CFZ) ne présentaient pas les mémes profils d’effets indésirables :
le BTZ,
indésirables cardiaques pour le CFZ. De plus, I'un (BTZ) présente un acide boronique et une

davantage de neuropathies périphériques pour contre davantage d’effets
inhibition réversible du protéasome (B5 et B1), alors que I'autre présente une époxycétone
et une inhibition irréversible (B5). Ainsi, il est raisonnable de penser que, malgré un
mécanisme d’action commun (I'inhibition du protéasome), ces molécules puissent avoir des
conséquences cellulaires différentes vis-a-vis de cette inhibition, mais aussi vis-a-vis de leurs
profils de sélectivité. En effet, une petite molécule ne peut étre totalement spécifique d’une
cible, elle se lie forcément a d’autres cibles, avec des affinités variables, qui peuvent
contribuer ou non a son effet thérapeutique.

2.2.3.1. Des profils de sécurité qui different

Concernant l'induction de neuropathies périphériques par le bortezomib, cela serait
dd a des effets off-targets de cette molécule.
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En effet, le BTZ serait un inhibiteur de plusieurs sérine hydrolases comme la
cathepsine G, cathepsine A, chymase, dipeptidyl peptidase Il (DPPIl), et un puissant
inhibiteur de la protéase induite par le stress HtrA2/Omi, impliquée dans la survie des
cellules neurales (ICsg sur enzymes purifiées de 950nM, 2.5uM, 280nM, 8.7uM et 3nM
respectivement). L'inhibition de ces protéases par le BTZ est de puissance proche de celle
envers le protéasome, alors que le CFZ n’a montré aucune inhibition de ces protéases.
L'inhibition de ces protéases en particulier de HtrA2/Omi pourrait expliquer I'apparition de
cet effet indésirable induit par le bortezomib (171).

Une autre hypothése, pour expliquer les neuropathies périphériques causées par le
bortezomib contrairement au carfilzomib, serait que le bortezomib induit plus de dommages
du cytosquelette que le carfilzomib, ce qui est important pour l'intégrité de la cellule
neuronale. Une carbonylation excessive des protéines, une accumulation de protéines
ubiquitinylées, une déstabilisation des filaments d’actine, mais aussi une augmentation de
I’expression de certaines protéines chaperons et de PDI (protéine disulfure isomérase) ont
été observés de maniére plus importantes avec le bortezomib qu’avec le carfilzomib dans les
cellules souches neurales murines (172).

Concernant les effets indésirables cardiagues du carfilzomib par rapport au
bortezomib, une premiere hypothése portant sur lirréversibilité de Iinhibition du
protéasome par le carfilzomib a été émise. En effet, des effets indésirables ont été aussi
reportés pour des patients traités avec le bortezomib notamment lorsque la dose cumulée
en bortezomib dépasse 20mg/m? (173,174). |l a été décrit que le protéasome modulait
I'activité d’enzyme NOS (endothelial nitric oxide synthase), essentielles pour ’homéostasie
vasculaire (175). Ainsi cette premiére hypothese porte sur linhibition irréversible du
protéasome par le carfilzomib, qui aurait un impact délétére sur I’homéostasie du NO sur les
cellules endothéliales cardiaques, a l'origine des effets indésirables cardiaques de cette
molécule en particulier (176).

Une autre hypothése pour expliquer ces effets indésirables cardiaques induits par le
carfilzomib serait la modulation de la voie AMPK (AMP-activated protein kinase)/autophagie
ainsi que de la voie PI3K/AKT/eNOS par le carfilzomib par rapport au bortezomib (177). En
effet, ces voies induisent une cardioprotection (178-180). Ainsi, une diminution de la
phosphorylation de I’AMPKa, de Raptor ainsi qu’une diminution de I'expression de LC3-I
sans changement de la phosphorylation de mTOR, ont été observés par le traitement du
carfilzomib dans le myocarde de souris traitées, alors que le bortezomib n’a pas montré
d’'impact sur l'expression et I'état de ces protéines. De plus, une réduction de Ia
phosphorylation de PI3K, AKT et eNOS a été décrite par le carfilzomib sans altération de
I’expression de PTEN (Phosphatase and tensin homolog). Le mécanisme par lequel le CFZ
induit une déphosphorylation d’AKT et d’AMPK serait dG a l'activation de PP2A (protein
phosphatase 2A), une sérine/thréonine phosphatase ubiquitaire (177). Une autre étude a
également montré 'implication de la voie de signalisation NF-kB dans l'apparition de ces
effets indésirables cardiaques par le carfilzomib (181).
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2.2.3.2. Un peptidome qui differe

Le protéasome clive les protéines intracellulaires en peptides. Cependant, I'inhibition
du protéasome par le bortezomib cause une forte augmentation de peptides intracellulaires,
a linverse du carfilzomib qui en induit moins (182). Il est notamment proposé que les
peptides intracellulaires puissent avoir un réle physiologique cellulaire. Diverses hypothéses
ont été ainsi émises par les auteurs de ces observations, comme la modulation allostérique
du protéasome par les différentes molécules inhibitrices du protéasome, et/ou par un effet
off-target sur des enzymes dégradant les peptides.

2.2.3.3. Un transcriptome qui différe

Des données transcriptomiques de cellules U87 de glioblastome traitées pendant 24h
avec 10nM de bortezomib ou 3.8nM de carfilzomib sont disponibles sur la base GEO (Gene
Expression Omnibus, n°GSE97460). L'analyse de ces données montre des différences
transcriptomiques entre le traitement par le bortezomib et le traitement par le carfilzomib.

La figure 14 montre des génes modulés de la méme facon entre le CFZ et le BTZ.

La figure 15 montre des genes modulés (sur et sous exprimés) plus de 4 fois par le
bortezomib par rapport au carfilzomib, alors que le carfilzomib ne module pas ces genes plus
de 2 fois par rapport au DMSO. On retrouve notamment un nceud impliquant des génes du
cycle cellulaire.

La figure 16 montre des génes modulés (sur et sous exprimés) plus de 4 fois par le
carfilzomib par rapport au bortezomib alors que le bortezomib ne module pas ces génes plus
de 2 fois par rapport au DMSO. On remarque qu’il y a peu de connexion entre ces génes.
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Figure 14 : Comparaison du nombre de lecture (read counts) par géne normalisé par une condition non traitée, entre le
carfilzomib et le bortezomib de 1’étude GSE97460. La figure obtenue par String Database montre les génes régulés de la
méme fagon entre le carfilzomib et le bortezomib de plus de 4 fois sans changement du ratio BTZ/CFZ de plus de 2 fois
(ratio BTZ/CFZ > 0,5 et BTZ/CFZ < 2 ; ratio DMSO vs CFZ et ratio DMSO vs BTZ > 4 et < 0.2 avec des counts supérieurs a
1 pour les conditions BTZ et CFZ). La Iégende des liens entre les protéines est précisée.
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Figure 15 : Comparaison du nombre de lecture (read counts) par géne, normalisé par une condition non traitée, entre le
carfilzomib et le bortezomib de I’¢tude GSE97460. La figure obtenue par String Database montre les génes régulés plus de 4
fois par le bortezomib (sur et sous exprimé) alors que le carfilzomib ne module pas plus de 2 fois ces génes par rapport au
DMSO (geénes dans ’analyse : ratio BTZ/CFZ >4 ou <0.2 + DMSO/CFZ > 0.5 et <2 et suppression des 0 count pour la
condition BTZ). La Iégende des liens entre les protéines est précisée.
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Figure 16 : Comparaison du nombre de lecture (read counts) par géne normalisé par une condition non traitée, entre le
carfilzomib et le bortezomib de I’étude GSE97460. La figure obtenue par String Database montre les genes régulés plus de 4
fois par le carfilzomib (sur et sous exprimé) alors que le bortezomib ne module pas plus de 2 fois ces génes par rapport au
DMSO (génes dans I’analyse : ratio BTZ/CFZ <0.2 ou > 4 et DMSO/BTZ > 0.5 et <2). La légende des liens entre les
protéines est précisée.

Ainsi, ces données transcriptomiques montrent des modulations géniques différentes
entre le BTZ et le CFZ méme s'il est a prendre en compte la différence de doses entre ces
deux composés. Ces observations appuient une fois de plus le fait que ces molécules malgré
un mécanisme d’action commun d’inhibition du protéasome aient des impacts différents sur

la cellule.

3. La réponse intégrée au stress (ISR)

La perturbation de ’'homéostasie protéique a la suite de l'inhibition du protéasome est un
élément contribuant a I'effet cytotoxique de ces agents thérapeutiques. Face a ce stress
mais également a d’autres, comme la privation en nutriments ou encore un stress oxydatif,
la cellule répond par 'activation d’une voie de signalisation appelée réponse intégrée au
stress (ISR). Celle-ci permet le maintien de I'homéostasie cellulaire ou induit la mort
cellulaire programmeée par apoptose pour protéger I'organisme contre cette cellule stressée.
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3.1. Les différents senseurs de la réponse intégrée au stress

La réponse intégrée au stress (ISR) repose sur un réseau de signalisation cellulaire
nécessaire pour I'adaptation a différents stress comme un stress protéique, la privation en
nutriments, I'infection virale ou encore un stress oxydatif. Les différents stress sont détectés
par différentes kinases: PERK (PRKR-like endoplasmic reticulum kinase) pour le stress
protéique, GCN2 (general control nonderepressible 2) pour le stress nutritionnel et
I'exposition aux ultraviolets (UV), PKR (Protein kinase RNA-activated) pour |'infection virale
et HRI (Heme-regulated inhibitor) pour la privation en héme et le stress oxydatif. L'ensemble
de ces kinases phosphoryle elF2a, une protéine impliquée dans la traduction et qui aura
pour conséquences un arrét global de la synthése protéique de la cellule, et une traduction
sélective de certains ARNm (Figure 17). Ainsi, un nouveau programme transcriptionnel se
met en place pour maintenir ou rétablir une homéostasie. Cependant, si le stress persiste ou
s'il est de durée trop importante, I'ISR conduit a une réponse apoptotique, protégeant
I’organisme de ces cellules endommagées (183).

Privation en s
acides Infection Privation
amings Stress du RE virale héme

o (UPR) Stress
Irradiation Autres stress .
UV oxydatif

Traduction globale Traduction sélective

Figure 17 : La réponse intégrée au stress (ISR) est percue par différentes kinases : GCN2, PERK, PKR et/ou HRI. Ces
kinases activées phosphorylent elF2a impliquée dans la traduction protéique. Cette modification post-traductionnelle inhibe
la traduction globale protéique mais permet la traduction sélective de certains ARNm.

3.2. La convergence des réponses par elF2a

La protéine elF2a joue un réle dans la traduction protéique, en particulier dans
I’étape d’initiation (Figure 18). La protéine elF2a lorsqu’elle est liée au GTP peut lier I’ARN de
transfert tRNAM®
ternaire est régulée par elF2B, qui catalyse la réaction du GDP en GTP, et est nécessaire pour

, complémentaire au codon d’initiation AUG. La formation de ce complexe

la formation du complexe ribosomal d’initiation. Lorsqu’elF2a est phosphorylée cette
catalyse du GDP en GTP n’est plus possible, arrétant ainsi l'initiation de la traduction de tous
les ARNm cellulaires (184). Ainsi, la phosphorylation d’elF2a est responsable d’un arrét du
cycle cellulaire par l'inhibition de la traduction d’ARNm impliqués dans le cycle cellulaire
comme la cycline D1 (185).
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Figure 18 : eIF2a est impliqué dans I’étape d’initiation de la traduction protéique. L’initiation au niveau du codon AUG
se fait par le recrutement du ribosome 40S, puis du complexe ternaire elF2-GTP-tRNAiI™*, dont la régulation est dépendante
d’EIF2B, pour la formation du complexe de pré-initiation 43S. Celui-ci s’associe ensuite au ribosome 60S aprés hydrolyse
d’elF2-GTP pour former le complexe d’initiation 80S nécessaire pour la traduction. L’état de phosphorylation d’elF2
conditionne 1’échange du GDP en GTP nécessaire pour la formation du complexe d’initiation de la traduction.

Cependant, la phosphorylation d’elF2a peut permettre la traduction sélective de
certains ARNm comme celui codant pour la protéine ATF4 (Activating Transcription Factor
4). La particularité de cet ARNm est qu’il contient deux cadres de lectures situés dans la
partie non codante (UORF : upstream Open Reading Frame), un court et un long. Dans les
conditions normales, l'initiation de la traduction de cet ARNm se réalise au niveau du
premier cadre de lecture court (UORF1), ou la traduction est rapidement arrétée par un
codon stop, libérant les sous unités ribosomales 60S et 40S. Certaines sous unités
ribosomales 40S restent attachées et initient la traduction a partir du deuxiéme cadre de

lecture long UORF2, par le recrutement du complexe ternaire elF2-GTP-tRNA;"®"

. Cependant,
comme ce deuxieme uORF2 est long, le codon d’initiation pour la production de la protéine
ATF4 est dépassé et il n’y a pas de traduction d’ATF4. En revanche, dans des conditions ou

Met ce fait trés rare et le

elF2a est phosphorylé, le complexe ternaire elF2-GTP-tRNA,;
recrutement de celui-ci au niveau de I'uORF2 par le ribosome 40S ne peut se faire par
mangue de temps. En revanche, cela laisse plus de temps au ribosome 40S d’acquérir ce
complexe ternaire pour l'initiation de la traduction d’ATF4. Ainsi, dans des conditions de

stress, la traduction du facteur de transcription ATF4 se réalise (186,187) (Figure 19).
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Figure 19 : Traduction sélective d’ATF4 lors d’un stress. En absence de stress, elF20 peut se lier au GTP et ainsi
permettre la formation du complexe ternaire elF2-GTP-tRNAIM®, nécessaire pour la formation du complexe d’initiation 80S.
Lors d’un stress réticulaire, e[F2a est phosphorylé et ne peut plus se lier a PARN de transfert initiateur nécessaire a la
formation du complexe d’initiation 80S, qui se fait donc rare dans la cellule. ATF4 présente la particularité de présenter 2
cadres de lecture (), un court et un long. Dans des conditions non stressees, le ribosome initie la traduction au niveau de ces
deux cadres de lecture ne permettant pas la production d’ATF4. En revanche, lors d’un stress, du fait de la rareté du
complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAiMe, celui-ci a le temps d’étre recruté pour induire I’expression d’ATF4.

D’autres ARNm sont également traduits lors de I'ISR comme le facteur de
transcription CHOP (188), principalement associé a la mort cellulaire, ou encore GADD34
(Growth Arrest and DNA Damage Gene 34) (189). Ce dernier intervient dans une boucle de
rétrocontréle négatif, car en s’associant avec PPlc (Protein phosphatase 1 cofactor) il
permet la déphosphorylation d’elF2a. Il existe une autre phosphatase CReP (Constitutive
Repressor of elF2a Phosphorylation), d’expression constitutive cette fois-ci, responsable
également de cette déphosphorylation. Celle-ci est notamment nécessaire pour permettre la
traduction d’ARNm cibles en réponse au stress. Cependant, la reprise trop précoce de la
synthese protéique peut aggraver le stress protéique et conduire a la mort cellulaire.
L’expression de GADD34 est régulée par ATF4 et CHOP (38,39).

3.3. Les spécificités des différentes réponses au stress

3.3.1. La kinase PERK et réponse au stress protéique (UPR)

La voie de signalisation aux protéines mal-conformées (UPR) se compose de trois
branches : IREla (/nositol-requiring protein 1 a), PERK et ATF6 (Activating transcription
factor 6) (192). Ces trois protéines transmembranaires du réticulum endoplasmique (RE)
sont, a I’état basal, associées a une protéine chaperon de la famille des HSP70 (Heat Shock
Protein) GRP78 (78 kDa glucose-regulated protein), aussi appelée BIP (Binding-
immunoglobulin protein). Cette derniére, lorsque des protéines mal-conformées
s’accumulent dans le réticulum endoplasmique, va aider au bon repliement de celles-ci par
un mécanisme ATP-dépendant. La dissociation de cette protéine chaperon aux trois
protéines senseurs de I'UPR constitue le signal d’activation de cette voie UPR en réponse au
stress protéique. D’autres hypothéses d’activation des différentes branches de I'UPR par
I'accumulation de protéines sont également émises, ce qui appuie la complexité de la
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captation du stress du RE. L'implication et la modulation de cette voie UPR dans le cancer
sont détaillées dans cette thése d’exercice de pharmacie (193).

3.3.1.1. Labranche PERK

PERK est une sérine/thréonine kinase qui s’oligomérise et se transautophosphoryle
lors de la dissociation de GRP78. Cette activation va entrainer la phosphorylation de
plusieurs protéines cibles : elF2a et NRF2 (Figure 20). La phosphorylation de NRF2 permet sa
dissociation d’un complexe inactif avec Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) (194).
NRF2 est capable de s’hétérodimériser avec d’autres facteurs comme les protéines MAF
(MusculoAponeurotic Fibrosarcoma), Jun, ATF4, pour moduler des genes impliqués dans la
réponse anti-oxydante ou dans la dégradation des protéines par le protéasome (195-198).
NRF2 se lie aux motifs ARE (Antioxidant Response Element), MARE (Maf recognition
Element), SRE (Stress Response Element) et NF-E2 (197).

Lumiére RE g

\/ elF2a .
Traduction

L

JO0000000C00000000000C X000000000000X

Autophagie Réponse anti-oxydante
Métabolisme cellulaire Dégradation des protéines
Réponse anti-oxydante
Mort cellulaire

f

Cytosol

Figure 20 : La branche PERK de I’'UPR.

3.3.1.2. Labranche IREla

IRE1la est une sérine/thréonine kinase qui s’oligomérise et s’autophosphoryle a la
suite du détachement de GRP78 lors d’un stress protéique. Cela va permettre I'activation de
son domaine RNAse, a l'origine de la production du facteur de transcription XBP1s par
I’épissage d’un intron de 26 nucléotides dans 'ARNm d’XBP1lu, mais également a un
processus de dégradation des ARNm appelé RIDD (Regulated IRE1-Dependent Decay) (199—
201) (Figure 21).

Le facteur de transcription XBP1s est principalement impliqué dans I'expression de
génes pour la dégradation et le repliement des protéines, dans la biosynthese des lipides
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ainsi que dans la différenciation des plasmocytes. Cela se fait par sa liaison au motif ERSE (ER
stress Response Element) et UPRE (UPR Element) présents sur les promoteurs des genes
cibles, en collaboration avec le facteur de transcription NF-Y et ATF6 respectivement (202).
Le motif ERSE est également présent sur le promoteur du gene codant pour XBP1, il induit
donc sa propre transcription.

Concernant I'activité RIDD d’IRElaq, elle contribue a la réduction du flux protéique
lors d’un stress. Cependant, une augmentation de cette activité a été décrite lors d’un stress
prolongé favorisant I'apoptose par la dégradation d’ARNm codant pour des protéines de
pro-survie (203—205).

IREla est capable d’interagir avec TRAF2 (Tumor Necrosis Factor (TNF) receptor-
associated factor 2) pour I'activation de JNK via ASK1 (Apoptosis Signal-regulating kinase 1).
Cette voie est notamment impliquée dans I'inflammation, I'autophagie et la mort cellulaire

(206-210).
IREla

N

S0
JNK —r—T—— > oo
XBP1lu o
l, ARNmM
XBPls [
v I
Inflammation Dégradation et repliement des protéines
Autophagie Biosynthése des lipides
Mort cellulaire Différenciation plasmocytes

Figure 21 : La branche IREla de I’'UPR.

3.3.1.3. La branche ATF6

La dissociation de GRP78 a ATF6 permet de démasquer un signal d’adressage au
golgi, ou cette protéine se fera cliver par deux protéases résidantes S1P et S2P, permettant
la libération d’ATF6f (fragment), un facteur de transcription (Figure 22) (211). Le transport et
le clivage d’ATF6 est dépendant de son état d’oligomérisation et d’oxydoréduction (212). Ce
facteur de transcription est impliqué dans l'induction de genes pour le repliement, la
sécrétion et la dégradation des protéines. Il se lie au motif ERSE de promoteurs en
collaboration avec le facteur de transcription NF-Y (213).
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Figure 22 : La branche ATF6 de 'UPR.

3.3.2. La kinase GCN2 et la réponse a la privation en acides aminés (AAR)

Il existe 20 acides aminés communs requis pour la synthése protéique, dont 9
considérés comme essentiels (Leu, lle, Val, Lys, Thr, Trp, Phe, Met et His) car ils ne peuvent
pas étre produits par le métabolisme humain. La cystéine et la tyrosine sont considérées
comme semi-essentielles car leurs synthéses, par transulfuration et hydroxylation
respectivement, est dépendante de deux acides aminés essentiels précurseurs Met et Phe
respectivement. Un apport continu de tous les acides aminés est nécessaire pour le
fonctionnement correct de la synthése protéique.

3.3.2.1. Le senseur GCN2

La réponse aux acides aminés (AAR) est induite pour répondre a une déficience en
acide aminés. GCN2 est une kinase qui est activée lors de faible niveaux intracellulaires en
acides aminés. En effet, la déplétion en acides aminés résulte en une augmentation des
ARNt non chargés en acides aminés, qui lient alors le domaine histidyl-ARNt synthetase de
GCN2, permettant I'activation du domaine kinase (214). Une étude récente a montré que les
ribosomes, en particulier leurs parties P-stalk, pouvaient également activer GCN2 (215).
L’activation de GCN2 permet alors la phosphorylation d’elF2a permettant I'arrét de la
synthése protéique pour faire face a la déplétion en matieres premieres, les acides aminés.
La phosphorylation d’elF2a permet cependant la traduction sélective d’ARNm comme celui
codant pour le facteur de transcription ATF4 impliqué dans l'induction de genes pour
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I'adaptation a la privation en nutriments, comme l'induction de transporteurs d’acides
aminés, ou encore d’enzymes impliquées dans la synthése des acides aminés (cf. partie 3.4
de l'introduction).

GCN2 est également activé lors de radiations UV-B et UV-C résultant d’une
phosphorylation d’elF2a. PERK de la voie UPR joue un roéle secondaire dans la
phosphorylation d’elF2a en réponse aux UV (216). Cette phosphorylation serait impliquée
dans la diminution de la traduction d’IkBa et contribuerait ainsi a I'activation de la voie NF-
kB (216) (Figure 23). Cependant, les UV-C n’induiraient pas I'expression d’ATF4 malgré la
phosphorylation d’elF2a, cela serait di0 a [linduction de CEBP-B, un répresseur
transcriptionnel (LIP) d’ATF4 lors de ce stress (217).
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Figure 23 : Activation de la kinase GCN2.
Le facteur de transcription CEBP-[3 est induit lors d’une privation en acide aminés via
ATF4 mais aussi lors d’un stress du RE (218,219). Il existe différents isoformes de CEBP-B di a
la présence de 3 codons d’initiation dans son ARNm : LAP (liver-enrichied transcriptional
activated protein) (35kDa), LAP* (38kDa) et LIP (liver-enrichied transcriptional inhibitory
protein) (20kDa) (Figure 24). Ce dernier se dimérise avec d’autres membres de la famille
CEBP afin de les réprimer. Le ratio LIP/LAP serait déterminant pour le destin cellulaire. En
effet, un faible ratio LIP/LAP serait observé dans les premieres heures suivant un stress, et
un ratio élevé LIP/LAP serait observé lors d’un stress prolongé et associé a la mort cellulaire
(220,221). Ce ratio serait notamment contrélé par la voie mTOR. Les différents isoformes de
CEBP-B auraient une demi-vie courte du fait de leur dégradation par le protéasome
cytoplasmique mais la liaison de LIP a CHOP le protégerait de sa dégradation et permettrait
le transport nucléaire de CHOP pour effectuer son action sur ses génes cibles (222,223).
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Figure 24 : Le facteur de transcription CEBP-p.

L'induction d’ATF4 lors de la privation en acides aminés par |'activation de GCN2
contribue a I'induction de génes comme ceux codant pour des enzymes impliquées dans la
synthése des acides aminés, des transporteurs d’acides aminés mais aussi d’autres facteurs
de transcription contribuant a cette réponse AAR. Notamment, ATF4 induit I'expression de
facteurs de transcription contribuant également a cette réponse comme le facteur ATF3.
Celui-ci peut également étre induit par d’autres facteurs de transcription de la famille ATF
comme ATF2 ou ATF6. Il existe différents isoformes d’ATF3, tronquées ou non (224,225).
L'isoforme non tronquée antagoniserait I'action d’ATF4 alors que l'isoforme tronquée
ATF3AZIP3 favoriserait la réponse d’ATF4. En effet, les formes tronquées séquestreraient des
corépresseurs de la transcription. De plus, l'induction d’ATF3 différerait entre le type de
stress : une induction précoce et transitoire pour la réponse AAR, et une induction stable et
continue pour I'UPR (226).

3.3.2.2. Le senseur MEK/ERK

Le systeme MEK (mitogen-activated protein kinase) / ERK (Extracellular signal-
regulated kinase) répond également a la privation en acides aminés et aurait un lien étroit
avec la voie GCN2-elF2a. En effet, il a été démontré que l'inhibition de I'activation de MEK a
la suite de la privation en acides aminés bloquait la phosphorylation d’elF2a et la synthése
d’ATF4. De plus, il a été démontré que I'activation d’ERK par phosphorylation a la suite de la
privation en acides aminés nécessitait I'activité kinase GCN2 (227).

Aussi, I'activation d’ERK et de INK de la voie MAPK permet I'induction de facteurs de
transcription comme JUN et FOS. L’expression de JUN contribue a une compléte activation
des genes de la voie AAR par I'augmentation de I'expression de la protéine ATF4. De plus,
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JUN s’hétérodimerise avec ATF2 pour l'activation de génes, comme l"autorégulation de JUN.
ATF2 est un facteur de transcription impliqué dans la réponse AAR en particulier des génes
cibles comme ATF3, CHOP, SARS, 4EBP1 et partiellement des génes ASNS et YARS (225). Pour
que celui-ci soit fonctionnel il doit étre phosphorylé. Cette phosphorylation serait
dépendante de la détection de la privation en acides aminés par des récepteurs couplés aux
protéines G permettant I'activation de la voie Rac1/Cdc42/MEKK1/MKK7/INK2/ATF2 (225)
(Figure 25).

Enfin, la privation en acides aminés induit également I'expression du facteur de
transcription cFOS (228). cJUN et cFOS appartiennent a la superfamille des facteurs de
transcription AP-1. Les protéines JUN (c-JUN, JUN-B et JUN-D) et les protéines FOS (c-FOS,
FOS-B, FRA-1, FRA-2) peuvent s’"homodimériser ou s’hétérodimiser entre elles, mais aussi
avec des protéines de la famille ATF pour activer ou réprimer des génes cibles. JUN et FOS
sont capables de s’hétérodimériser avec un autre facteur de transcription de I'ISR CHOP.

-AA

e L P
)0 0000000000 ¢
Réponse AAR

Figure 25 : Implication de MAPK dans la détection de la privation en acides aminés.

3.3.2.3. Le senseur mTORC1

La protéine mTOR est une sérine/thréonine kinase présente dans deux complexes
différents mTORC1 et mTORC2. Le complexe mTORC1 est composé de mTOR, Raptor,
PRAS40, Deptor et mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8 aussi appelée GBL) alors
que le complexe mTORC2 est composé de mTOR, Rictor, de mLST8 et de mSIN1, Deptor et
Protor1/2. C’est le complexe mTORC1 qui est impliqué dans I'intégration de signaux relatifs
aux nutriments et est un régulateur clé dans la balance du métabolisme anabolique et
cataboligue. L'activation de ce complexe promeut la croissance en réponse a la disponibilité
en nutriments (229) (Figure 26). Ainsi, contrairement a GCN2, mTORC1 est activé par la
présence des acides aminés (230).
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Figure 26 : Complexes mTORC1 et mMTORC2.

3.3.2.3.1. Régulation de mTORC1

L’état d’activation du complexe mTORC1 est régulé par Rheb, pour la modulation de
I"activité kinase de mTOR, et par des GTPases Rag pour sa localisation intracellulaire. Ainsi,
lorsque I’environnement cellulaire est riche en nutriments, Rheb maintient sa liaison au GTP
a la surface du lysosome et stimule I'activité kinase de mTORC1. C’est I’hétérodimere Rag qui
recrute le complexe mTORC1 du cytosol au lysosome (231).

Activation par les facteurs de croissances

Les signaux de facteurs de croissance, ainsi que ceux de l'insuline ou de I'IGF-I,
inhibent les complexes TSC (Tuberous Sclerosis Complex). Ces complexes activent la GTPase
de Rheb lysosomale conduisant a la conversion de Rheb-GTP actif en Rheb-GDP inactif. Ainsi,
I'intégration de signaux par les facteurs de croissance ou l'insuline permet I'état actif de
Rheb et donc contribue a I'activation de mTORC1 (232). Indépendamment de TSC et de
Rheb, les facteurs de croissances peuvent moduler 'activité de mTORC1 par PRAS40. Ce
dernier s’associe avec Raptor pour inhiber I'activité mTORCL1. Les facteurs de croissance, par
AKT, induisent une phosphorylation de PRAS40 inhibant son activité et permettant
I'activation de I'activité kinase de mTORC1 (Figure 27) (232).
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Figure 27 : Activation de mTORC1 par la présence de facteurs de croissance. Ces derniers inhibent les complexes TSC dont
le role est de favoriser la forme inactive de Rheb au GDP. Cet état ne permet pas 1’activation de mTORCI1. De plus, les voies
de signalisation aux facteurs de croissance permettent la phosphorylation de PRAS40 a ’origine de sa dissociation a Raptor
et a I’inhibition de son activité inhibitrice sur I’activit¢é de mTORCI.

Inhibition par la pénurie en énergie ou en oxygene

Lors de stress métabolique intense, la déplétion en ATP est percue par le complexe

AMPK, qui est un inhibiteur de mTORC1 par la phosphorylation de Raptor et d’indirectement
TSC2. Le stress oxydatif peut aussi inhiber mTORC1 par I'augmentation de REDD1 (Protein
regulated in development and DNA damage response 1) une protéine activatrice de TSC

(232) (Figure 28). Cette sérine/thréonine kinase REDD1 est induite lors de différents stress,

comme un stress oxydatif mais aussi lors d’un stress du RE, ou encore un stress nutritionnel.
C'est CEBP- et ATF4 qui contribueraient a I'induction de REDD1 (233-235).

Ratio élevé
AMP/ATP

Stress oxydatif

o

—>

AMPK

_|

l

REDD1

TSC
1

mTORC1

Figure 28 : Inhibition de mTORCI lors d’une pénurie en énergie ou en oxygene.
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Inhibition par la privation en nutriments

Les nutriments (acides aminés, nucléotides, vitamines) constituent des substrats de
base pour la biologie. Les acides aminés jouent un role important dans la régulation de
I'activité mTORC1 notamment via les Rag-GTPases (Figure 29) (232). Les protéines Rags sont
des hétérodimeres (RagA ou RagB est lié a RagC ou RagD) liées au lysosome par le complexe
Ragulator. Les acides aminés moduleraient I'activité de Rags par des GAP (GTPase-activating
protein) ou des facteurs d’échanges du GTP. Parmi les protéines GAP, le complexe GATOR1
(GAP activity towards the Rags 1) est le plus décrit. Lors de la baisse du niveau en acides
aminés, GATOR1 hydrolyse le GTP lié a RagA/B et inhibe alors mTORC1. Un autre complexe
GATOR2 antagonise la fonction de GATORL1.

Lors de la privation en leucine, le senseur cytosolique Sestrin 2 (Sen2), codé par le
géne SESN2, lie et inhibe GATOR2, prévenant I'activation de mTORC1 au niveau du lysosome
(236—238). Aussi, lors de la privation en leucine, la phosphorylation de la sestrin 2 pour la
répression de mTORC1 serait dépendante d’ULK1 (237). La privation en acides aminés mais
aussi un stress du RE par différents traitements, dont l'inhibiteur du protéasome
bortezomib, serait responsable de I'augmentation de I'expression de la sestrin 2 médiée par
ATF4 (239).

Le senseur de l'arginine CASTOR1 (Cellular Arginine Sensor for mTORC1) inhibe
également GATOR2 en absence d’arginine (240).

Un autre senseur de I'arginine est SLC38A9, un senseur du niveau d’acides aminés
dans la lumiere lysosomale. Il réside a la membrane lysosomale et transporte les acides
aminés neutres en dehors de cette organelle. Cet efflux contribuerait a la réactivation de
mMTORC1 apreés une privation prolongée (241,242). SLC38A9 collabore avec Ragulator pour
contribuer a I'état actif de Rags.

Enfin, le senseur SAMTOR (S-adenylmethionine) de la méthionine régule
négativement mTORC1 par sa liaison a GATOR1 (243).

| casTor1 | | samTOR |

Arginine ——] J_ |— Methionine

GDP ] RagC/D
((eator2a ) — [(eAToRL ] — Ro A0 mTORCl]Q»
| e -GTP
Leucine — T Ragulator ﬁ

SLC38A9

I

Figure 29 : Inhibition de mTORCL1 par la privation en acides aminés percue par différents senseurs (encadrés en rouge).

Lysosome

3.3.2.3.2. Fonctions de mTORC1

Le complexe mTORC1 joue un roéle dans la synthese protéique, lipidique,
nucléotidique ainsi que dans le métabolisme du glucose et I'autophagie (Figure 30).
L’activation du complexe mTORC1 permet la prolifération et la croissance cellulaire.
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Synthése protéique

L'activation de mTORC1 permet la phosphorylation de deux protéines S6K1
(Ribosomal protein S6 kinase beta-1) et de 4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1) pour permettre la traduction cap-dépendante.

En particulier, la protéine 4E-BP1 codée par le géne EIF4EBP1 est un compétiteur
d’EIF4G sur EIFAE du complexe protéique cap-dépendant elF4F impliqué dans l'initiation de
la traduction. L’état de phosphorylation de la protéine 4E-BP1 conditionne son activité : une
hypophosphorylation rend la protéine compétitrice d’EIF4E, et donc inhibe la traduction cap-
dépendant, alors qu’une hyperphosphorylation rend cette protéine compétitrice inactive,
permettant la formation du complexe EIFAF et donc la traduction cap-dépendant. Le
complexe mTORC1, lorsqu’il est activé, permet la phosphorylation de 4E-BP1 et ainsi la
traduction protéique (244). Ce gene présente un motif CARE dans son promoteur, son
induction serait dépendante d'ATF4 (245).

Aussi, la phosphorylation de la protéine S6K1 par mTORC1 permet l'induction de la
transcription de génes impliqués dans la biogénése ribosomale. De plus S6K1 active elF4B
impliqué dans la synthése protéique (246).

Syntheése des lipides et des nucléotides
L’activation de mTORC1 contribue a la synthése des lipides par SREBP1/2 (Sterol
regulatory element-binding protein) et PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor

gamma) pour permettre la génération de nouvelles membranes nécessaires pour la
croissance cellulaire.

Lorsque les niveaux en stérols sont bas, le facteur SREBP transloque du RE au noyau
pour induire des genes impliqués dans la synthese de lipides et du cholestérol. L’activation
de mTORC1 induit la phosphorylation d’une protéine lipin 1. Cette phosphorylation inhibe
ainsi sa fonction d’expulsion de SREBP du noyau (247). De plus, I'activation de mTORC1
contribue a la lipogenése par le facteur de transcription PPARy par un mécanisme impliquant
AEBP1 (248).

De plus, I'activation de mTORC1 contribue a la synthése nucléotidique, par un
mécanisme ATF4 dépendant pour la synthése des purines, S6K1 dépendant pour la synthese
des pyrimidines (249,250).

Métabolisme du glucose

L’activation de mTORC1 augmente la traduction du facteur de transcription HIF-1a
responsable de I'induction d’enzymes glycolytiques (251).

Autophagie
L’activation de mTORC1 inhibe le catabolisme par I'autophagie. Ainsi, I’activation de

ce complexe induit la phosphorylation d’ULK1 (Unc-51-like kinase 1), d’ATG13 (Autophagy-
related protein 13) et d’'UVRAG (UV radiation resistance-associated gene protein) inhibant
I'autophagie (252,253) (cf. partie 3.4.1 de 'introduction).
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ULK1 est une sérine/thréonine kinase impliquée dans I'induction de I'autophagosome
et qui peut étre régulée par de multiples facteurs de transcription comme p53 ou encore
ATF4, et a la suite de différents types de stress, comme des dommages a ’ADN, de I’hypoxie,
de la privation en nutriments ou encore a la suite d’un traitement par le bortezomib par
exemple (233,254-256). L'état de phosphorylation d’ULK1 conditionne son activité. ULK1
peut étre phosphorylé par le complexe mTORC1 inhibant son activité autophagique par son
association avec AMPK, un senseur de I'énergie intracellulaire impliqué également dans son
état de phosphorylation (257). Lors de la privation en nutriments, il a été décrit qu’ULK1
était déphosphorylé au niveau de la sérine 638 et de la sérine 758 et permettait I'activation
aigue de I'autophagie (258).

P-S6K1
P- 4EBP1

Synthese
protéique

P-ULK1 - ' P-lipin 1 — SREBP
P- ATG13 Inhibition de P-4EBP1 — PPARy
P-UVRAG | GHIIELE vt S6K1/ATF4 - nucléotides

Métabolisme
du glucose

HIF-1a

Figure 30 : Implication du complexe mMTORC1 dans divers processus cellulaires.

3.3.2.1. Le senseur AMPK

Le systeme AMPK (Adenosine 5-Mono-Phosphate-activated protein Kinase) est un
senseur de I'énergie intracellulaire (senseur du ratio ATP/AMP). L’augmentation de la
disponibilité en glucose et en acides aminés conduit a une diminution de la phosphorylation
d’AMPK (259). AMPK est un répresseur de la voie mTOR et est impliqué dans la régulation de
I"'autophagie.

Pour conclure, on remarque que des liens existent entre les différents senseurs de la
privation en acides aminés comme AMPK, MEK/ERK, GCN2-ATF4 et mTORC1. Cependant, ces
mécanismes semblent complexes du fait des différences entre les études, notamment par le
type cellulaire étudié, ou encore par les différents traitements de privation ou de
surexpression d’acides aminés et leurs cinétiques d’études (260).
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3.3.3. PKR et réponse a l'infection virale

La sérine-thréonine kinase PKR (Interferon-induced, double-stranded RNA-activated
protein kinase) (EIF2AK2) est activée par la présence d’ARN double brins lors d’infections
virales. La liaison des doubles brins d’ARN aux domaines de liaisons aux ARN doubles brins
de PKR va entrainer son homodimérisation et son autophosphorylation. Cette enzyme
activée va ensuite phosphoryler elF2a pour arréter la synthése protéique cellulaire et virale
ainsi que la croissance cellulaire, et éventuellement induire I'apoptose de ces cellules
infectées (261,262). Cependant, contrairement a PERK, HRI et GCN2 qui répondent a des
stress plus spécifiques, PKR est activé par de nombreux stress, comme l'infection virale,
I'infection bactérienne, I'inflammation, le stress mitochondrial, des dommages a I’ADN, Ia
privation en nutriments, des ARN endogénes etc. (262—-266). Aussi, contrairement aux autres
kinases d’elF2a de I'ISR présentes dans le cytoplasme, PKR est également retrouvé dans le
noyau.

De plus, PKR peut induire l'arrét de la synthese protéique et I'apoptose
indépendamment de la phosphorylation d’elF2a. En effet, I'activation de PKR induit la
phosphorylation de B56a, qui induit une augmentation de I'activité de PP2A responsable de
la déphosphorylation d’elF4E inhibant ainsi la traduction (267). Aussi, PKR activé peut
induire les voies FADD (Fas-Associated protein with Death Domain)/caspase-8/caspase-3 et
caspase-9/APAF pour I'apoptose (Figure 31).

Ainsi, du fait de I'implication de PKR dans de multiples stress cellulaires, PKR régule
de nombreuses voies de signalisation comme NF-kB, p53, c-Myc, PP2A, RNAase A ou encore
GSK3 par exemple (262,268,269).

Différents stress :
Infection virale
Infection bactérienne
Stress mitochondrial
Inflammation

l

PKR
PKR
elF2a B56a FADD
Inhibition de la PP2A Apoptose
traduction
Apoptose
Inhibition de la
traduction

Figure 31 : Liste non exhaustive des effets de I’activation de PKR lors de différents stress.
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3.3.4. HRI et réponse au stress oxydatif

La kinase HRI (EIF2AK1) est une kinase capable de lier ’'heme (270). Quand la
concentration en heme est faible, HRI est activée par autophosphorylation et génére ainsi
des diméres. Quand le niveau en heme est important, la liaison de ’"héme a HRI empéche sa
phosphorylation et son activation. Son expression n’est pas seulement limitée aux
érythrocytes car elle est exprimée dans plusieurs types cellulaires. L'induction de la
phosphorylation d’elF2a permet la réduction globale de la synthese protéique empéchant la
production de chaines a et B de globines dans les globules rouges, qui si elles sont produites
en grandes quantités peuvent précipiter et former des inclusions créant une protéotoxicité.
Aussi, HRI peut étre également activée par la présence d’espéces réactives de I'oxygene ROS
et par des protéines dénaturées. HRI est également nécessaire pour la différenciation de la
lignée érythrocytaire. Ainsi, I'induction de la phosphorylation d’elF2a et d’ATF4 par cette
kinase HRI permet une adaptation au stress oxydatif (271).

3.4. Le facteur de transcription ATF4

ATF4 appartient a la famille des facteurs de transcription ATF de la grande famille des
facteurs de transcription AP-1, tout comme les facteurs de transcription de la famille FOS,
JUN et MAF. Les facteurs de transcription de la famille ATF possédent un domaine basic-
leucine zipper (bZIP). lls peuvent former des homodimeres ou des hétérodimeres avec
d’autres facteurs bZIP comme CHOP, NRF2, ATF3 par exemple. lls sont capables de se lier sur
des motifs comme CARE (aussi appelé AARE, CCAAT enhancer-binding protein (C/EBP)-ATF
response elements) présents sur les promoteurs de certains genes (272). ATF4 est
principalement responsable de la modulation de génes impliqués dans l'autophagie, la
réponse anti-oxydante, le métabolisme et la mort cellulaire (Figure 32). Ainsi, I'action d’ATF4
entre la survie et la mort est contexte dépendant. La modulation des différents
hétérodimeres ainsi que des modifications post-traductionnelles pourraient permettre de
comprendre sa dualité d’action (273).
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Figure 32 : Principaux réles du facteur de transcription ATF4.

3.4.1. 'autophagie

L'autophagie est un processus adaptatif qui est induit en réponse a différentes
formes de stress comme la privation en nutriments, la déplétion en facteurs de croissance,
I'infection ou encore I'hypoxie. L'autophagie est également impliquée dans la dégradation
des mitochondries endommagées mais aussi d’agrégats protéiques, comme les agrésomes.
L'autophagie comprend différentes étapes, linitiation, la nucléation du phagophore,
I’expansion et I'élongation de la vésicule, ainsi que la maturation et la fusion avec le
lysosome (274) (Figure 33).

L'initiation se réalise par le complexe ULK1 — ATG13 — ATG101 — FIP200 qui permet
alors l'isolation de la membrane appelée phagophore, et qui avec le complexe PI3KC3
permet la nucléation, lincurvation du pré-autophagosome, et la formation de
I"autophagosome. Le complexe PI3KC3 est composé de VPS34, Beclin-1, AMBRAL, p115 et
d’ATG14 (pour le complexe 1 PI3KC3), ou UVRAG (pour le complexe 2 PI3KC3), et permet la
formation de PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate), nécessaire pour le
recrutement d’effecteurs. L'expansion de I'autophagosome se réalise par le recrutement de
deux systémes de conjugaison, similaires au systéme d’ubiquitinylation des protéines. Le
premier complexe est formé d’ATG12-ATG5-ATG16L1 qui permet a son tour le recrutement
de protéines de la famille ATG8, comme LC3 et GABARAP (Gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein), a un lipide de la membrane de |'autophagosome, la
phosphatidylethanolamine. Concernant la conjugaison de LC3, le précurseur proLC3 est clivé
par la protéase ATG4B pour produire LC3-I situé dans le cytosol. Ensuite, LC3-1 est conjugué
de maniére covalente a la phosphatidyléthanolamine de la membrane de I'autophagosome
par ATG7 et ATG3 (enzyme E2). Cette conversion est une signature caractéristique de la
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formation de membranes autophagiques. LC3-1l permet le recrutement d’effecteurs pour la
capture des substrats a éliminer par I'autophagie comme p62 (Sequestosome-1) ou NBR1
(Next to BRCA1 gene 1 protein).

Particulierement, p62 est un adaptateur autophagique agissant comme un récepteur
cargo pour la dégradation des substrats ubiquitinylés, et est donc continuellement dégradé
par autophagie. Le géne codant pour la protéine p62 présente un motif ARE et un motif
AARE dans son promoteur lui permettant d’étre induit lors de différents stress
(233,275,276). Cette protéine aurait aussi bien un réle de protection que de promoteur de la
mort cellulaire (277).

ATF4 est un facteur de transcription régulant I'expression de genes impliqués dans
l'autophagie comme Beclin-1, ATG16L1, ATG12, MAP1LC3, ATG3, GABARAP-L2, ULK1
(255,275). Son association avec un autre facteur de transcription CHOP permet I'induction
de I'expression d’ATG7, NRB1, P62. CHOP est quant a lui responsable de I'induction d’ATGS5,
ATG10, GABARAP.

() Initiation et nucléation (2) Expansion - élongation
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Figure 33 : Les différentes étapes de I’autophagie. Les protéines en gras sont modulées par le facteur de transcription ATF4.

3.4.2. Métabolisme cellulaire

ATF4 est responsable de I'induction de I'expression de transporteurs d’acides aminés,
d’enzymes impliquées dans la synthése d’acides aminés, dans la liaison des acides aminés
aux ARNt, mais aussi dans le métabolisme glucidique.
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Transporteurs d’acides aminés

Il existe plusieurs types de transporteurs membranaires d’acides aminés : les
transporteurs d’acides aminés neutres (famille SNAT), les transporteurs d’acides aminés
cationiques (famille CAT) et les transporteurs d’acides aminés anioniques. Par exemple, ATF4
induit I'expression de SLC38A2, SLC7A11 et SLC7A1.

SLC38A2 aussi appelé SNAT2 permet le transport sodium-dépendant d’acides aminés
neutres. L'induction de sa transcription par ATF4 a été observée a la suite de la privation en
acides aminés. Cependant, il semblerait que l'induction d’ATF4 lors d’un stress du RE
n’induirait pas d’augmentation de la transcription de SNAT2 et que I'activation simultanée
de I'UPR et de la voie AAR induirait un signal répressif sur la transcription de SNAT2 (278).

SLC7A11 aussi appelé xCT, est un transporteur cystine/glutamate sodium-
indépendant. Il permet I'entrée de cystine du compartiment extracellulaire par I'efflux de
glutamate. La cystine est alors rapidement convertie dans la cellule en cystéine, servant
notamment a la synthése de glutathion antioxydant. SLC7A11 peut étre induit par la
privation en acides aminés, excepté la méthionine et la phénylalanine, via ATF4 mais aussi
lors d’un stress oxydant par le facteur de transcription NRF2 (195,279,280). C/EBP-y
participerait également avec ATF4 a l'induction de ce transporteur. Les inhibiteurs du
protéasome ont été décrits comme étant des inducteurs de la transcription de SLC7A11
(195).

SLC7A1 aussi appelé CAT-1, est un transporteur sodium-indépendant de I'arginine, de
la lysine, de I'ornithine et de I'histidine, et dont I'expression est induite par la privation de
n‘importe quel acide aminé essentiel, notamment par la liaison d’ATF4 sur le motif CARE de
son promoteur (281). La transcription de CAT-1 est également augmentée lors de I'activation
de I'UPR impliquant ATF4, mais aussi XBP1s par sa liaison sur un motif ressemblant a ERSE-II
dans son promoteur (282). ATF3 et CHOP contribuent quant a eux, a I'atténuation de
I'induction de CAT-1 (283,284).

Synthése des acides aminés

Concernant la synthése des acides aminés, ATF4 induit I'expression d’ASNS
(Asparagine synthetase). Il s’agit d’'une enzyme ubiquitaire qui catalyse la synthese ATP
dépendante de I'asparagine et du glutamate a partir de I'aspartate et de la glutamine (285).
L'induction d’ASNS par ATF4 peut aussi bien se faire lors d’un stress du RE, lors d’un stress
nutritif que lors d’un stress oxydant. D’autres facteurs de transcription comme CEBP-J,
CEBP-y, c-Jun peuvent également contribuer a cette induction (218,228,272,285,286).

ATF4 est également responsable de linduction de génes impliqués dans la
transulfuration, CBS (Cystathionine beta synthetase) et CTH (Cystathionine gamma-lyase),
permettant la formation de cystéine a partir de la sérine et contribuant a la formation de
GSH (glutathion). Le GSH est un tripeptide synthétisé a partir de la glycine, de la L-acide
glutamique et de la L-cystéine (286—288). CEBPB-y contribuerait a I’expression de CTH, alors
que le facteur de transcription CEBP-P serait plutdt un répresseur (286).
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Le facteur de transcription ATF4 induit aussi des enzymes impliquées dans la
synthése de la sérine comme PSAT1 (Phosphoserine aminotransferase), PHGDH (D-3-
phosphoglycerate dehydrogenase) et PSPH (Phosphoserine phosphatase) (289) (Figure 34).

PHGDH PSAT1 PSPl
3-PG 3P Pyruvate

?

ASNS |
Lactate Cycle de
Krebs

Cycle de Ornithine
l'urée

Homocysteine

Cystathlonlne
Aspartique

Arginosuccinate

ASSl
Aspartate Citrulline

Figure 34 : Schéma non exhaustif de voies de synthése de certains acides aminés. Les acides aminés sont représentés en
orange.

Liaison des acides aminés aux ARNt

Les amino acyl tRNA synthetase (ARS) sont des enzymes qui lient un acide aminé a
son ARN de transfert correspondant. Il a été décrit que lors d’un stress du RE, ou lors de la
privation en acides aminés, la majorité des ARS sont transcriptionnellement induites (dont
SARS, CARS, WARS, MARS, YARS, GARS). Cette induction est dépendante d’ATF4 et
partiellement de CHOP (290,291). Une explication au fait que ces ARS soient augmentées
lors d’un stress UPR est que cela contribue a la mort cellulaire médiée par I'augmentation de
la synthese protéique (290).

3.4.3. Réponse anti-oxydante

Le facteur de transcription ATF4 est impliqué dans I'adaptation au stress oxydatif par
I'induction de genes antioxydants mais aussi par la biosynthése du glutathion (196,292). De
plus, ATF4 peut s’"hétérodimériser avec NRF2, pour induire des genes antioxydants par leurs
liaisons aux motifs ARE (197,293). ATF4 pourrait également induire la transcription de NRF2
(294). L’hétérodimérisation d’ATF4 avec CEBP-y serait préférentielle par rapport a
I’hétérodimeére CEBP-B-ATF4 lors d’un stress notamment pour l'induction d’une réponse
anti-oxydante par leurs liaisons aux motifs CARE/AARE (286). Ce facteur de transcription
CEBP-y possede un motif CARE dans son promoteur, il est ainsi transcriptionnellement induit
lors de la privation en acides aminés.
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3.4.4. Mort cellulaire

L'apoptose est une mort cellulaire programmée caractérisée par la condensation
nucléaire et cytoplasmique en vésicules dont I'intégrité membranaire est préservée. Ces
vésicules sont reconnues et dégradées par les macrophages de l’environnement de
I’environnement pour maintenir une homéostasie tissulaire. L'apoptose peut étre induite
par une voie extrinseque, activée par des signaux de morts extracellulaires, ou par une voie
intrinséque mitochondriale (Figure 35). L’activation de ces voies permet |'activation de la
caspase 3 effectrice, une protéine a cystéine qui induit la protéolyse de nombreuses
protéines.

Voie extrinséque Voie intrinséque mitochondriale
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Figure 35 : Présentation schématique de la réponse apoptotique.

ATF4 est responsable de I'induction de CHOP, un facteur de transcription de la famille
des facteurs de transcription C/EBPs (CCAAT-enhancer-binding proteins). Ces facteurs de
transcription possedent tous un domaine bZIP leur permettant de se lier a I’ADN. Cette
famille se compose de 6 membres CEBPa, B, y, 6, € ainsi que CHOP (C/EBP homologous
protein) (295). Le facteur de transcription CHOP posséde un motif ERSE et un motif CARE
dans son promoteur, il est donc induit lors de I'ISR par d’autres facteurs qu’ATF4 comme
ATF2 par exemple (225,296). CHOP a un role de répresseur d’ATF4 pour certains genes, mais
aussi d’ATF3 et des facteurs C/EBP par la formation d’hétérodimeéres inactifs (297).

CHOP est un facteur de transcription impliqué dans le processus de mort cellulaire
(298). L'augmentation de son expression importante et persistante dans le temps promeut
I'apoptose de la cellule. CHOP inhibe I'expression de géne codant pour des protéines anti-
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apoptotiques BCL-2 et augmente |'expression de protéines pro-apoptotiques (299-301). De
plus, CHOP active ERO1a qui peut activer la mort cellulaire induite par le calcium.

CHOP et ATF4 induisent I'expression de GADD34 impliqué dans la boucle de
rétrocontréle négatif d’elF2a. Une déphosphorylation trop rapide entraine un retour de la
synthése protéique trop rapide par rapport a la résolution du stress, qui peut aggraver et
contribuer a la mort cellulaire (290).

CHOP et ATF4 contribuent a l'induction de TRIB3 (Tribbles homolog 3), par la
présence d’'un motif AARE dans son promoteur. TRIB3 est une pseudokinase impliquée dans
différents processus cellulaires apres différents stress métaboliques (302). TRIB3 serait
notamment un ligand de p62 de l'autophagie et interférerait avec sa fonction de protéines
cargo pour la dégradation par I'autophagie (303). TRIB3 agirait comme un régulateur négatif
par la répression de génes induits par ATF4 comme CHOP ou ASNS (304). Cependant, il serait
impliqué dans la mort cellulaire dépendante de CHOP (305). De plus, les produits de clivage
de TRIB3 par la caspase 3 sont impliqués dans une boucle de rétrocontréle positif de
I'activation de la caspase 3 et 9. Cependant, cette pseudokinase présenterait une dualité
d’action car sa forme non tronquée permettrait la translocation de la procaspase 3 du
cytoplasme au noyau afin d’empécher son activation (268).

CHOP et ATF4 contribuent a I'induction d’ATF5, préférentiellement traduit lors de la
phosphorylation d’elF2a. Ce facteur de transcription est impliqué dans l'induction de
protéines apoptotiques comme Noxa, et APAF-1 (307).

ATF4 est également essentiel a I'induction de protéines pro-apoptotiques comme
Puma et Noxa (308,309). ATF4 contribue a la dégradation de la molécule anti-apoptotique
XIAP (X-linked Inhibitors of apoptosis), contribuant a la mort cellulaire. La phosphorylation
d’elF2a participe également a la diminution de I'expression de XIAP par l'inhibition de sa
traduction (310).

3.5. La réponse intégrée au stress et les inhibiteurs du protéasome

La mort cellulaire induite par les inhibiteurs de protéasome peut étre attribuée a
I’accumulation de protéines poly-ubiquitinylées dans la cellule, a I'inhibition de la voie NF-kB
ainsi qu’a la pénurie en certains acides aminés, en particulier I'asparagine et la cystéine
(116). Ainsi, les inhibiteurs de protéasome sont responsables de I'induction de la réponse au
stress intégré (ISR) (307). En particulier, il a été décrit que les inhibiteurs du protéasome
étaient responsables de [linduction de I'UPR et en particulier de la voie
PERK/elF2a/ATF4/CHOP pour induire la mort cellulaire (66,311). Les inhibiteurs du
protéasome sont aussi responsables de I'induction de I'autophagie par cette voie ISR. Cette
induction serait un mécanisme de survie par la dégradation de I'accumulation de protéines
mal-conformées au sein d’une sous structure appelée agrésome (134,312,313).
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4. La série chimique de boosters de I’apoptose induite par des anticancéreux

Le laboratoire U1177 a pour objectif de découvrir et de valider de nouvelles cibles
thérapeutiques afin d’initier des programmes de découverte de médicament. Ainsi, pour
répondre au besoin thérapeutique insatisfait du myélome multiple, et du cancer en général,
le laboratoire s’est intéressé a la protéine multifonctionnelle IDE et a synthétisé plusieurs
séries chimiques d’inhibiteurs de cette enzyme. En effet, cette protéine pourrait étre une
cible thérapeutique intéressante pour le traitement du cancer.

4.1. Insulin-degrading enzyme : une protéine aux multiples facettes

IDE (Insulin-Degrading Enzyme), aussi appelée insulysine, est une métalloprotéase
ubiquitaire a zinc de 110 kDa appartenant a la famille M16 des métalloprotéases (M16.002,
EC 3.4.24.56) (314). Comme son nom l'indique, cette enzyme a été découverte pour sa
capacité a dégrader linsuline (315). IDE est exprimée dans la majorité des tissus et ne
présenterait pas de spécificité d’expression tissulaire (316). La séquence d’IDE est
remarquablement conservée dans de nombreuses espéces, incluant celles qui ne produisent
pas de substrats connus comme la tomate (317,318), suggérant des effets plus larges que sa
simple action catalytique (Figure 36). De nombreuses études sur cette protéine vont dans ce
sens et démontrent qu’IDE est une protéine multifonctionnelle (319).

Hum an - IDE - NP_004960.2 47 | 42 [ 37 | 39 | 39 | 27

Mus Musculus - NP_112419.4 47 | 42 [ 37 | 38 | 39 | 27

Danio rerio zebrafish - NP_001082994 47 | a3 | 37 | 38 | 30 [ 27

Drosophilamelanogaster - NP_524182.3 a1 | 36 [ 37 | 37 | 28 60
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Figure 36 : Pourcentage d’identité des séquences protéiques déterminé par le logiciel BLAST de NCBI entre la protéine IDE
humaine et d’autres especes appartenant a des catégories différentes de I’arbre phylogénétique. L’identifiant des séquences
pour chaque protéine est mentionné.
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4.1.1. Structure d’IDE

4,1.1.1. Le site catalytique

Le site catalytique d’IDE est constitué d’acides aminés de la partie N-terminale et C-
terminale qui coordonnent la liaison au zinc. Le domaine de liaison au zinc d’IDE est formé
des acides aminés HXCEH (His108 — X — Cys110 — Glu189 — His112). Les acides aminés Glu111
et Arg824 participent également a la cascade catalytique. Contrairement a la majorité des
métalloprotéases qui possedent un domaine de liaison au zinc « HEXXH », IDE possede un
domaine de liaison inversé « HXXEH » (320).

4.1.1.2. L'exosite
IDE posseéde un exosite, trés conservé entre les espece, situé a 30A° du site
catalytique qui permet I'ancrage et le bon positionnement de certains substrats pour leurs

dégradations (321,322). Ce fonctionnement n’est cependant pas possible pour les petits
substrats de moins de 12 acides aminés comme la bradykinine ou I’enképhaline.

4.1.1.3. Les différentes conformations d’IDE

IDE existe sous deux conformations: une conformation dite fermée ou le site
catalytique n’est pas accessible, et une conformation dite ouverte qui permet
I'internalisation du substrat (Figure 37). Une fois ce dernier fixé, I'enzyme adopte la
conformation fermée pour permettre la reconstitution du site catalytique et I’hydrolyse du
substrat. Les produits de dégradation sont ensuite libérés par I'adoption de la conformation
ouverte d’IDE (318,322,323). Aussi, IDE est capable de s’oligomériser en dimére et en
tétramere. La forme tétramérique a une activité réduite par rapport a la forme dimérique
qui pourrait s’expliquer par une stabilisation de la conformation fermée (318,324,325).

Conformation fermée Conformation ouverte

IDE .

N e ¢
T 4 1'%
| %
q | ‘\
Nterm C-term

1 i Substrat

Zn Site catalytique

Figure 37 : Représentation schématique des conformations ouvertes et fermées d’IDE inspiré de la publication de Deprez-
Poulain et al., Nat Commun. 23 sept 2015;6:8250 (326).
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4.1.1.4. Autres particularités structurales

IDE peut lier des anions polyphosphates comme I’ATP sur un site allostérique distinct
du site actif. Ce dernier favoriserait la transition de la forme fermée a la forme ouverte d’IDE
et serait alors un activateur d’IDE pour les petits substrats (323,327-329). Aussi, treize
cystéines sont présentes dans la structure primaire d’IDE humaine, celles-ci ne sont pas
forcément conservées entre les espéces. IDE peut ainsi étre inactivée par oxydation, par
nitrosylation et par alkylation (330).

4.1.2. Localisation cellulaire d’IDE

IDE est présente principalement dans le cytosol mais est également retrouvée au
niveau de I'endosome (331,332), de la mitochondrie (333), du peroxysome (334), dans le
noyau (333,335) ainsi qu’au niveau de la membrane plasmique (336), et serait aussi excrétée
mais cela est controversé (337—340). Elle est ainsi impliquée dans I"élimination de protéines
oxydées dans le peroxysome, dans la dégradation de peptides mitochondriaux, dans
I’'amélioration de la liaison des récepteurs aux glucocorticoides et aux androgenes a I’ADN et
sert de récepteur pour le virus de la varicelle (333-335,341).

4.1.3. Les substrats d’IDE

IDE dégrade I'insuline en plusieurs fragments avec une haute affinité (~ 100nM) (28).
IDE est également responsable de la dégradation de nombreux autres peptides
physiologiques comme le peptide B amyloide, le glucagon, la somatostatine, I'amyline, le
TGF-a (Transforming growth factor alpha), IGF-1l, la bradykinine, la B-endorphine, le CGRP
(a-Calcitonin Gene-Related Peptide), I'ubiquitine, la dynorphine, ou encore le peptide
natriurétique atrial (ANP) (322,330,342-348). Les substrats d’IDE seraient donc des substrats
amyloidogéniques, de moins de 70 acides aminés, sans charges positives significatives du
coté C-terminal pour éviter la répulsion de charge avec la partie C-terminale d’IDE, et
posséderaient une flexibilité conformationnelle (318,321). Ainsi, IDE par I’hydrolyse de ces
substrats pourrait étre impliquée dans I’homéostasie du glucose, des protéines, dans la
nociception ainsi que dans la vasotonicité.

4.1.4. Un role de protéine chaperon

IDE est surexprimée a la suite de différents stress comme un choc thermique, un
stress oxydant, mais aussi a la suite de la privation en sérum dans différentes lignées
cellulaires. Cette induction suit celle d’une protéine de choc thermique HSP70, suggérant un
role de protéine chaperon a IDE (349). Aussi, lors d’un choc thermique IDE est transloquée
du cytosol au réticulum endoplasmique (350). Cette observation peut faire écho a
I’observation de I’'homologue d’IDE de la levure, qui est impliqué dans la réponse a un stress
du RE par la tunicamycine par un mécanisme indépendant de son site catalytique et
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dépendant du complexe TORC1 (351). De plus, la formation d’'un complexe stable entre IDE
et le monomere d’AB ainsi qu’avec les oligomeéres d’a-synucleine, indépendamment de sa
catalyse, suggérent qu’IDE pourrait étre une chaperon terminale en prévenant I'agrégation
toxique de ces derniers (352,353).

4.1.5. Modulation du systéme ubiquitine-protéasome

Plusieurs études montrent un lien étroit entre IDE et 'UPS. Concernant |'ubiquitine, il
est admis que cette protéine est un ligand d’IDE, et qu’elle pourrait étre un de ses substrats,
mais cette derniére observation est controversée (348,354,355). Aussi, IDE serait capable de
former des molécules de di-ubiquitine et aurait ainsi une activité de type E1 (Ubiquitin-
activating enzyme) mais ne serait pas capable de former des chaines poly-ubiquitine
(356,357). De plus, la quantité de protéines poly-ubiquitinylées est diminuée apres la
transfection de cellules SHSY5Y avec un siRNA IDE (349). Cette derniére observation pourrait
s’expliquer par la modulation du protéasome par IDE.

En effet, IDE interagit avec le protéasome 26S et 20S et serait un compétiteur du
protéasome 19S pour la liaison au 20S (349,358,359) (Figure 38). L’activité du protéasome
20S est alors impactée par cette liaison de maniére bimodale : a faible concentrations d’IDE
(<30nM) son activité serait inhibée alors que I'ajout de plus grandes concentrations d’IDE
(>50nM) augmenterait son activité (359). D’autres observations de la modulation de
I'activité du protéasome par IDE ont été faites. Par exemple, la transfection de cellules
SHSY5Y avec un siRNA IDE augmente les trois activités du protéasome 26S, chymotrypsine,
trypsine, et caspase, et cette modulation n’implique pas son site catalytique (350). Un autre
exemple est I'inhibition du protéasome par l'insuline, qui pourrait s’expliquer par le fait que
la liaison de l'insuline a IDE limiterait I'interaction de cette derniére avec le protéasome,
réduisant ainsi I'activation du protéasome par IDE (358,360).

el %
o' @ @ @ %p

Figure 38 : Schéma représentant les liens entre la protéine IDE et le systéme ubiquitine-protéasome.

Ainsi, on constate que la modulation du systéeme UPS par IDE semble certaine, mais
complexe, et nécessiterait des investigations supplémentaires pour comprendre celle-ci dans
des conditions physiologiques et dans des conditions de stress.

4.2. Implication d’IDE dans la physiopathologie du cancer
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Tout d’abord, IDE semble étre exprimée dans la plupart des cancers (361,362).
L'étude de I'expression de 'ARN d’IDE par The Cancer Atlas Genome montre une faible
spécificité vis-a-vis des 17 types de cancers analysés (Figure 39). De plus, une forte
expression d’IDE dans le cancer de 'endomeétre et du colon aurait un pronostic favorable de

survie des patients (363) (Figure 40).
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Figure 39 : Niveau d’expression de I’ARN d’IDE en fonction des différents tissus
cancéreux déterminé par The Cancer Atlas Genome et dont I’apergu est disponible
sur le site de The Human Protein Atlas.

Prognostic marker in endometrial cancer (favourable) and colorectal cancer (favourable)

M Low expression (n=188)
High expression (n=353)

\,

o Hh

l

L |

Probabilité de survie

p<0.001

Temps (années)

p<.001

M Low expression (n=322)
High expression (n=275)

Endometrial cancer

Colorectal cancer

Figure 40 : Analyse de survie de patients atteints d’un cancer de I’endométre ou d’un cancer colorectal et ayant une forte
expression en ARNm d’IDE (rose) ou une faible expression en ARNm d’IDE (bleu) (utilisation du seuil proposé¢ par The
Human Protein Atlas). Les graphiques montrent la probabilité de survie en fonction du temps de survie (années).

Cependant, I'étude réalisée par le Dr. Moreaux (Institut de génétique humaine,
UMR9002, Centre National de la Recherche Scientifique, Université de Montpellier) dans le
myélome multiple, cancer non étudié par The Human Protein Atlas, montre un fort taux
d’expression du gene d’IDE dans ces cellules cancéreuses de patients (p<0.01), ainsi que
dans les lignées cellulaires de myélome multiple (p<0.01), par rapport aux cellules saines de
plasmocytes ou au stade pré-malin MGUS. De plus, une forte expression d’IDE chez des
patients atteints de myélome multiple en rechute, puis traités en monothérapie par le
bortezomib, est associée a une plus faible survie dans une cohorte de 188 patients (Figure
41) (364). Cette observation rejoint celle décrite dans la littérature ol la présence accrue
d’IDE est observée dans les tissus mammaires néoplasiques par rapport au tissu sain (365),
ainsi que celle ou IDE est surexprimée dans des tumeurs du systeme nerveux central et

associée a leurs agressivités (349).
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Figure 41 : Valeur pronostique de I’expression génique d’IDE dans le myélome multiple. A. IDE est significativement
surexprimée dans les cellules primaires de MM de patients (n=206) et dans les lignées cellulaires de MM (n=42), en
comparaison aux plasmocytes sains de la moelle osseuse et au stade pré-malin de gammapathie monoclonale d’origine
indéterminée (MGUS) (** : p<0.01). B. Haut niveau d’expression d’IDE dans les cellules de myélome multiple de patients
ayant une faible survie globale dans une cohorte de patients en rechute, traités par le bortezomib en monothérapie (cohorte
Mulligan, n=188).

Pourquoi IDE est-elle surexprimée dans des cellules cancéreuses ? Est-ce qu’IDE
jouerait un réle dans la croissance et dans la progression tumorale ? Aussi, est-elle mutée

et/ou fonctionnelle dans ces cellules cancéreuses qui la sur-expriment ?

Une hypothése pourrait étre que la présence d’'IDE serait corrélée a la présence du
facteur de croissance insuline, décrit pour ses effets prolifératifs des cellules cancéreuses et
qui induit I'expression d’IDE comme régulateur négatif (366—368). Dans ce cas, IDE pourrait
ainsi avoir un réle de suppresseur de tumeurs (365). Une autre explication serait qu’IDE
module des facteurs impliqués dans la prolifération comme PTEN (369) ou la protéine du
rétinoblastome (370). En effet, IDE serait impliquée dans la dégradation de PTEN lors d’un
stress nutritionnel en collaboration avec I’histone déacétylase SIRT4 (NAD-dependent protein
lipoamidase sirtuin-4, mitochondrial) permettant la survie des cellules cancéreuses (369).

L'inhibition d’IDE dans les cellules cancéreuses pourrait étre favorable. En effet,
I'inhibition d’IDE par siRNA dans une lignée cellulaire de neuroblastome SHSY5Y diminue
leurs proliférations et induit la mort de ces cellules (349). Aussi, I'inhibition enzymatique
d’IDE par un complexe de platine [Pt(O,0'-acac)(y-acac)(DMSO)] réduirait la viabilité de
cellules cancéreuses de neuroblastomes (371). Cependant, des études supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer le lien entre I'inhibition d’IDE et I'inhibition de la prolifération
des cellules cancéreuses, mais le développement de composés inhibiteurs d’IDE pour le
traitement du cancer serait intéressant.
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4.3. Des composés inhibiteurs d’IDE

4.3.1. Les composés inhibiteurs d’IDE dans la littérature

Différents inhibiteurs d’IDE ont été décrits dans la littérature mais aucun d’entre eux
ne présentent une sélectivité, une puissance ainsi que des propriétés satisfaisantes pour
I’étude in cellulo. On peut ainsi citer de maniere non exhaustive I'ebselen, le cefmetazole, le
rabeprazole, lil, 6bk et NTE-1.

Lil est un inhibiteur peptidomimétique d’IDE (Ki de 1,7nM) mais du fait de sa faible
perméabilité il n’a pas étudié dans des essais cellulaires (372). Il en va de méme pour le
composé 6bK un peptide macrocyclique qui se lie au niveau de I’exosite d’IDE (ICso de 50nM)
(373,374).

Le cefmetazole et le rabeprazole présentent quant a eux de faibles puissances (IC50
de 7uM et 11uM respectivement) (375).

L'ebselen est un composé sélénorganique qui réalise des liens covalents avec les
cystéines. Ce composé est un inhibiteur puissant d’IDE (ICso de 42nM) mais sa liaison a IDE
dans les cellules est trés faible, ceci peut s’expliquer par la titration de ce composé par les
thiols dans les cellules (375).

Le composé NTE-1 est un inhibiteur d’IDE (ICso de 4nM) qui se lie aux deux exosites
d’IDE et dont I'activité a été évaluée chez I'animal (376).

4.3.2. Le chef de file BDM 44768 et ses analogues

Le laboratoire INSERM U1177 a congu plusieurs séries chimiques de modulateurs
d’IDE, comme des ligands de I'exosite et du site catalytique (377) mais aussi des inhibiteurs
se liant dans le site catalytique dont le chef de file est le BDM_44768, découvert par KTGS
(Kinetic Target-guided synthesis) (326) (Figure 42). La fonction acide hydroxamique de ce
composé chélate le zinc de I’enzyme. Il s’agit donc d’un inhibiteur du site catalytique d’IDE
qui maintient IDE dans sa conformation fermée. Enfin, ’'engagement d’IDE par ce composé a
été démontré par la phénocopie entre les effets du composé et les effets d’'un KO (knockout)
génétique d’IDE chez la souris, ainsi que par I'absence d’effets du composé chez la souris KO
IDE (326).

BDM_44768

Figure 42 : A. Structure du BDM_44768. B. Co-cristallisation du BDM_44768 et de la protéine IDE (PDB : 4NXO).
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De nombreux analogues du BDM_44768 ont été concus au laboratoire et certains ont
été utilisés comme outils pharmacologiques lors de cette thése pour caractériser le mode
d’action de ces petites molécules. Leurs principales caractéristiques sont décrites dans le
tableau 12. Le composé A est un analogue du BDM_44768 dont la puissance in vitro a été
améliorée. L'efficacité in vitro est détaillée dans la partie suivante 4.4 de I'introduction. Le
composé B présente également une efficacité in vitro améliorée par rapport au BDM_44768
mais surtout des propriétés pharmacocinétiques favorables pour I’étude in vivo. Le composé
C est un analogue du BDM_44768 mais n’engage pas la protéine IDE (activité enzymatique et
mesure de la liaison du composé a IDE dans les cellules par la technique de CETSA (Cellular
Thermal Shift Assay)), et présente également une efficacité in vitro.

composé composé composé
BDM_44768
A B C
Activité enzymatique
250 100 206 74000
ICso ATTO (nM)
Engagement d’IDE
CETSA 5 1 5 1
6.73 7.77 5.88 0.82
ATagg (°C)

Propriété physico-

priete phy Solubilité (uM) 14 200 163
chimique
o Ratio CCs, OPM2 24H CFZ
Efficacité in vitro 2.98 (n=3) 3.2 (n=1)
15uM
Stabilité plasmatique (h) >6 >6 >6 >6
Cl; L/min/m 203 121 881 406
Propriétés ADME/ PK e (R - /me)

AUCqqn (min*ng/mL) 8547 2673 13767 ND
T1/2 (min) 80 82 44 ND

Tableau 12: Principales caractéristiques du BDM 44768 et de ses analogues par rapport a 1’engagement d’IDE, aux
propriétés physico-chimiques, a Iefficacité in vitro et aux propriétés ADME/PK. ! 15uM de composé et > 30uM de composé.
Les parametres pharmacocinétiques ont été déterminés aprés I’injection en intrapéritonéal des composés dans le DMSO, a la
dose de 30mpk (mg/kg) pour le BDM_44768, 50 mpk pour le composé A et 37 mpk pour le composé B chez des souris
C57BI6/J pour les composés A et B, et C57BI6/N pour le BDM_44768. L’ AUC (aire sous la courbe) est normalisée par mpk
de composé administré. ND = non déterminé. ATagg : différence des températures d’agrégations de la protéine IDE dans les
cellules OPM2 traitées pendant 2h avec le composé d’intérét ou du DMSO. Clint : clairance intrinséque (dose / AUC).

4.4. Utilisation de ces composés pour le traitement du cancer

Au vu de la littérature et de I'éventuelle implication d’IDE dans le cancer, le
BDM 44768 et ses analogues ont été testés sur des lignées cellulaires cancéreuses, seuls, ou
en association avec des agents cytotoxiques. Il s’est révélé que les composés de la série
chimique ne présentent pas d’effets cytotoxiques seuls, mais boostent la cytotoxicité
d’agents anticancéreux. On parle d’effet boost car les composés seuls n’ont pas d’effets, on
ne peut donc pas parler d’effet synergique ou d’effet additif. Ainsi, dans ce contexte,
I’évaluation d’un effet boost peut s’apprécier par la mesure des ratios des concentrations
efficaces 50 (ECso, concentration responsable de 50% de I'effet), qui dans notre cas s’appelle
« CCsp » (concentration cytotoxique 50) car I'effet correspond a de la cytotoxicité, ou par le
ratio des aires sous la courbe (AUC) a l'issue d’expérience dose-réponse avec le cytotoxique
(Figure 43).
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Figure 43 : Graphique présentant le terme « boost » lors de la combinaison d’un agent inactif dit « booster » et d’un agent
actif. La courbe d’efficacité de 1’agent actif par rapport au log de sa concentration montre une courbe sigmoide. Lorsque cet
agent actif est combiné a un agent dit « booster » la sigmoide peut étre décalée vers la gauche (la puissance est améliorée)
et/ou décalée vers le haut (I’efficacité est améliorée). La mesure d’un effet « booster » s’apprécie par le ratio des ECsg
(concentration efficace 50) et/ou du ratio des aires sous la courbe (AUC).

En particulier, nous quantifions les cellules en apoptose par 'utilisation du NucView™
488, un substrat de la caspase 3, perméable et non toxique, et qui, lorsqu’il est clivé, libére
une partie capable de se fixer a 'ADN dans le noyau, a l'origine de I’émission d’une
fluorescence. Cette derniere est mesurée a I'aide d’un microscope a fluorescence InCell
6000, et la quantification est réalisée a I'aide du logiciel d’analyse d’images Columbus™.

Ainsi, I'apoptose est suivie en cinétique.

4.4.1. Boost du carfilzomib dans différentes lighées cellulaires cancéreuses

Tout d’abord, ces composés chimiques ont été testés en combinaison avec le
carfilzomib, un inhibiteur du protéasome, sur différentes lignées cellulaires cancéreuses, de
myélome multiple (humain : OPM2, U266, LP1 et murin : 5T33MMvt, MOPC315), du cancer
de l'utérus (Hela), du cancer du sein (MDA-MB231-LUC, MCF-7), de glioblastome (U87) et de
mélanome de chien (TLM-1). La figure 44 présente la combinaison du carfilzomib avec le
composé A a différentes doses. Ce dernier ne présente pas de toxicité seul sur I'ensemble
des lignées cellulaires, sauf sur les cellules OPM2 a la concentration la plus forte de 15uM.
On constate que le composé A boost de maniere dose dépendante le carfilzomib sur
I’ensemble des lignées cellulaires testées. L'évaluation du boost mesuré par le ratio des CCsg
met en évidence des boosts allant de 2 a 5 pour ce composé en fonction des lignées de
cellules cancéreuses (Tableau 13 :).
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Figure 44 : Pourcentage de cellules en apoptose du carfilzomib seul ou associé a différentes concentrations en composé A
sur différentes lignées cellulaires a différents temps de cinétique. * : 7.1uM en composé A pour les lignées HeLa et MCF-7 et
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7.8uM pour les lignées TLM-1, U87, MOPC315, 5T33, MDA-MB-231-LUC.

Lignée cellulaire CCso CFZ (nM) CCso CFZ + composé A (nM) | Ratio des CCg
us7 27.84 [26.23 a 29.46] 5.49°¢ [4.78 2 6.28] 5.07
TLM-1 40.82 [35.82 4 46.59] 9.24°8.21 5 9.85] 4.42
OPM2 7.03[6.70a 7.37] 1.65 ¢ [1.5331.79] 4.26
Hela 24.51 [23.64 a 25.45] 7.51° [6.9a28.13] 3.26
LP1 8.32[7.98 2 8.66] 2.93°[2.8123.06] 2.84
U266 6.36 [6.10 2 6.65] 2.26°[1.89 3 2.46] 2.82
MOPC315 46.74°[46.2 3 47.29] 17.23°[16.17 2 18.35] 2.71
MDA-MB231-LUC | 12.17 [10.98 a 13.76] 4.87°[4.52 3 5.23] 2.5
5T33MMvt  |34.01[33.12334.93]| 13.84°[13.18 3 14.5] 2.46
MCF-7 82.38[75.89 2 89.42] 33.81°[30.96 2 36.73] 2.44

Tableau 13 : Concentration cytotoxique 50 (CC50) du carfilzomib seul et du carfilzomib associé au composé A a 15uM pour
toutes les lignées, excepté pour la lignée cellulaire OPM2 ou la CCsy a été déterminée lors de la combinaison du carfilzomib
au composé A a 7.5uM. Les intervalles de confiance a 95% des CCs, sont indiqués. L’ensemble de ces expériences a été
réalisé une fois en utilisant des triplicats techniques. Les CCsx, ont été déterminées par le logiciel GraphPad Prism aprés une
régression non linéaire & 4 paramétres. * : combinaison du carfilzomib avec 7.5uM de composé A ; ° : combinaison du
carfilzomib avec 15uM de composé A ; © : seuil haut fixé & 100% ; ¢ : seuil bas fixé & la valeur du véhicule.
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Ainsi, ces résultats présentent un boost de I'apoptose du carfilzomib sur I’ensemble
des lignées testées, nous sommes donc en mesure d’émettre I'hypothése que les
particularités génétiques de ces lignées ne sont pas impliquées ou peu impliquées dans le
mécanisme de boost apoptotique du carfilzomib par nos composés.

4.4.2. Comparaison du boost de deux inhibiteurs de protéasome

Le BDM_44768 boost le carfilzomib sur 'ensemble des lignées présentes a la figure
45. Cependant, on constate que la toxicité du bortezomib n’est pas boostée par ce composé
sur certaines lignées, en particulier les lignées cellulaires de myélome multiple (U266,
5T33MMvt et OPM2), ou les intervalles de confiance de la CCso du BTZ seul et du BTZ associé
au composé se chevauchent. Sur I'ensemble des lignées cellulaires testées, le boost du
bortezomib est inférieur au boost du carfilzomib (Tableau 14).

Au vu de ces résultats et des différences décrites dans la littérature entre le
bortezomib et le carfilzomib (partie 2.2.3 de l'introduction), on peut émettre I'hypothese
gu’une explication du mécanisme d’action des composés boosters de la série chimique des
inhibiteurs d’IDE réside dans ces différences de mécanisme d’action entre le bortezomib et
le carfilzomib.
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Figure 45 : Pourcentage de cellules en apoptose du carfilzomib seul ou du bortezomib seul, associés a différentes
concentrations en BDM_44768 sur différentes lignées cellulaires a différents temps de cinétique. Les graphiques présentent
la moyenne et I’écart-type d’une expérience réalisée en triplicats techniques.
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MDA-
MB-
U266 | 5T33MMvt | OPM2 us7 TLM1 231 Hela MCF-7
LuC
e 6.47 42.18 4.67 33.05 23.06 11.63 26.54 145.4
;°M [6.04 3 [40.74 3 [4323 | [30.19a | [22.42a | [11.1a | [23.224a | [126.7 4
6.94] 43.76] 5.05] 36.36] | 23.73] 12.19] | 30.41] 175.8]
CFz CCFCZS‘l 2.93 20.72 2.43 12.39 5.40 4.58 9.86 70.11
BDM 44768 [2.64 3 [19.17 & [2.223 | [11.233 | [5.12a | [4423 | [9.583 | [67.122
iyl 3.16] 22.35] 2.58] 13.65] 5.67] 5.93] 10.14] | 73.19]
Ratio CCs, 2.21 2.04 1.92 2.67 4.27 2.54 2.69 2.07
6.84 6.35 7.07 7.33 7.51 17.35 19.75
B'I(':ZC;OM [6.13 3 2‘32 [026'?6 [5.91a | [6.18a | [6.982 [7.1a | [16.94a | [16.44
7.59] ' 6.84] 8.15] 7.57] 7.96) 17.8] 25.87]
CCso
BTZ BT7 ¢ 6.08‘ 2,78 [2.65 5.61\ 4.12‘ 3.98‘ 4.92\ 12.48\ 16.41\
BDM 44768 [5.84 a 32.94] [5.25a [3.842a [3.89a [4.73a | [11.53a | [15.29a
o™ 6.32] ' 6.02] 4.54] 4.08] 5.13] 13.42] 19.06]
Ratio CCs, 1.13 1.06 1.13 1.72 1.84 1.53 1.39 1.20

Tableau 14 : CCsy du carfilzomib (CFZ) seul et du carfilzomib associ¢é au BDM 44768 a 15uM avec ’intervalle de
confiance a 95%. CCsy du bortezomib (BTZ) seul et du bortezomib associé au BDM 44768 a 15uM avec ’intervalle de
confiance a 95%. L’ensemble de ces expériences a été réalisé une fois (n=1) en utilisant des triplicats techniques. Les CCsy
ont été déterminées par le logiciel GraphPad Prism aprés une régression non linéaire a 4 parametres.

4.4.3. Combinaison avec d’autres agents anti-cancéreux

4.4.3.1. Des inhibiteurs d’HDAC

Le composé A est capable de booster I'apoptose induite par des inhibiteurs
d’histones déacétylases (HDAC) dans des cellules de myélome multiple humaines OPM2. En
particulier, une augmentation de l'efficacité de ces inhibiteurs est observée, qui seuls
n‘induisent pas a la concentration maximale testée plus de 72.5%, 54.5% et 43.5% de
cellules en apoptose pour le panobinostat, quisinostat et CAY10603 respectivement. Alors
que quasiment 100% de cellules en apoptose sont retrouvées lors de I'association avec
7.5uM de composé A (Figure 46).
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Figure 46 : Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose traitées pendant 30h avec différents inhibiteurs d’HDAC, associés a
différentes concentrations en composé A. Les graphiques présentent la moyenne et 1’écart-type d’une expérience réalisée en
triplicats techniques
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4.43.2. Un agent stressant du réticulum endoplasmique

Le composé A est capable de booster I'apoptose induite par la tunicamycine, un
inhibiteur de la N-glycosylation et décrit comme étant un agent stressant du RE. Une
augmentation de la puissance et de I'efficacité de la tunicamycine est observée lors de
I"association avec le composé A. En effet, seule la tunicamycine a la dose maximale testée
est responsable de 40.6% de cellules en apoptose alors que I'association avec le composé A
a 7.5uM est responsable de 88.6% de cellules en apoptose pour cette méme dose en
tunicamycine (Figure 47).
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Figure 47 : Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose aprés un traitement pendant 18H avec la tunicamycine seule ou
associée a différentes doses en composé A. Le graphique présente la moyenne et 1’écart-type d’une expérience réalisée en
triplicats techniques. Le graphique a été obtenu aprés une régression non linéaire a 4 paramétres par le logiciel GraphPad
Prism et dont le plateau bas a été fixé au pourcentage de cellules en apoptose pour la condition DMSO et dont la pente est
inférieure a 6.

4.43.3. Des agents immunomodulateurs

Le lenalidomide et la dexamethasone sont deux agents immunomodulateurs utilisés
dans le traitement du myélome multiple. La mesure de I'apoptose dans les cellules OPM2 de
ces agents en combinaison avec le BDM_44768 a 15uM a été évaluée (Figure 48). Ces agents
n‘ont pas induit d’apoptose de ces cellules, ce qui est cohérent avec leurs mécanismes
d’actions. Ainsi, dans ces expériences nous n’avons pas non plus observé d’effet de
combinaison avec le BDM_44768. L'effet combinatoire des composés de la série chimique
avec ces agents immunomodulateurs pourrait s’évaluer par d’autres mesures in vitro,
comme par exemple la sécrétion de molécules inflammatoires et/ou dans des modéles

animaux.
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Figure 48 : Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose apres un traitement pendant 48H ou 24H avec le lenalidomide ou la
dexamethasone seuls ou associés a 15uM en BDM 44768 respectivement. Les graphiques présentent la moyenne et 1’écart-
type d’une expérience réalisée en triplicats techniques.
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4.43.4. Triple combinaison

Une triple combinaison entre le composé A, le panobinostat et le carfilzomib a été

réalisée sur les cellules OPM2. On remarque qu’aux doses testées les trois agents seuls

présentent peu ou pas de toxicité sur ces cellules aprés 24h de traitement. Les doubles

combinaisons induisent un léger effet cytotoxique alors que la triple combinaison induit

fortement I'apoptose de ces cellules (Figure 49).
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Figure 49 : Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose apres 24H de traitement avec le composé A a 7,5uM, le carfilzomib a
2,5 nM et le panobinostat a 7,5nM seuls ou associés entre eux. L’histogramme présente la moyenne et 1’écart-type d’une

expérience réalisée en triplicats techniques.
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Objectifs de la thése
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Au regard des éléments développés dans la partie 4 de I'introduction, les molécules
de la série chimique des inhibiteurs d’IDE présentent un intérét thérapeutique pour le
traitement du cancer en association avec des agents cytotoxiques. En particulier, le
développement de ces molécules pour le traitement du myélome multiple ol le besoin
médical est insatisfait représente un enjeu thérapeutique majeur. L’effet booster
d’inhibiteurs du protéasome et d’autres agents cytotoxiques pourrait permettre la réduction
des doses de ces agents, pour une efficacité similaire ou améliorée, et peut-étre une
réduction des effets indésirables.

L’objectif de ce projet de thése a donc été la caractérisation du mécanisme d’action
des molécules de cette série chimique, qui augmentent la puissance d’agents anticancéreux,
en particulier l'inhibiteur de protéasome carfilzomib. Pour cela, différentes approches ont
été utilisées pour élucider ce mécanisme d’action: I'exploration de phénotypes, la
modulation de I'expression de cibles et I'identification du réactome de ces molécules. C'est
I’étude de ces expériences en cinétique, en dose-réponse, associée a la comparaison des
effets des différents analogues de la série chimique d’inhibiteurs d’IDE, qui nous permettra
alors d’émettre des explications sur le mécanisme d’action et sur les liens de causalité entre
les différents effets (Figure 50).

En I'état actuel des connaissances, la principale difficulté réside dans I'absence de
phénotype induit par les composés de la série chimique d’inhibiteurs d’IDE seuls. En effet,
c’est I'association du carfilzomib avec ces composés qui présente le phénotype d’intérét
thérapeutique, c’est-a-dire le boost de I'apoptose de cet inhibiteur du protéasome. Ainsi, il
est nécessaire de comprendre comment ces composés fonctionnent seuls mais surtout lors
de leurs associations, tout en essayant de distinguer les mécanismes d’action des agents

respectifs.
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Figure 50 : Représentation schématique des travaux de thése pour la compréhension du mécanisme d’action des composés
boosters de la cytotoxicité de I’inhibiteur du protéasome carfilzomib.
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Matériel et méthodes
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1. Culture cellulaire

OPM2

Les cellules OPM2 (DSMZ Leibniz Institute, ACC 50) sont des cellules de myélome multiple
humaines en suspension collectées a partir du sang périphérique d’une patiente de 56 ans.
Elles sont entretenues dans du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 —
GlutaMAX™-| (Gibco Life Technologies, réf 61870), contenant 10% de SVF décomplémenté
(Life Technologies, réf 10270-106) et 1% de pénicilline/streptomycine (5 unités par mL de
Pénicilline et 5pug/mL de Streptomycine, Life Technologies, réf 15070-063) a 37°C, 5% CO..

Hela

Les cellules HelLa (ATCC® CCL-2™) sont des cellules humaines de cancer du col de I'utérus
adhérentes. Elles sont entretenues dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) + GlutaMAX™-| (life technologie, réf 31966-021,), contenant 10% de SVF
décomplémenté (Life Technologies, réf 10270-106) et 1% de pénicilline/streptomycine (5
unités par mL de Pénicilline et 5pug/mL de Streptomycine, Life Technologies, réf 15070-063) a
37°C, 5% CO,.

TLM-1

Les cellules TLM-1 sont des cellules de mélanome de chien adhérentes (Kerafast, EMNOQO5).
Elles sont entretenues dans du milieu DMEM + Glutamax™-I (life technologie, réf 31966-
021,), contenant 10% de SVF décomplémenté (Life Technologies, réf 10270-106), 1X Hepes
(Life technologies, 15630-056), et 1% de pénicilline/streptomycine (5 unités par mL de
Pénicilline et 5pug/mL de Streptomycine, Life Technologies, réf 15070-063) a 37°C, 5% CO..

MEFs

Les cellules MEFs IDE WT et KO sont des fibroblastes embryonnaires de souris fournis par le
Pr. Peter Van Endert. Elles sont entretenues dans du milieu DMEM + Glutamax™-| (Life
technologie, réf 31966-021), 10% de SVF décomplémenté (Life Technologies, réf 10270-106),
1% de MEM NEAA (Minimum Essential Medium non-Essential Amino Acids) (Life
Technologies, réf 11140-050), 1% Hepes (Life Technologies, réf 15630-056) et 1% de
pénicilline/streptomycine (5 unités par mL de Pénicilline et 5ug/mL de Streptomycine, Life
Technologies, réf 15070-063) a 37°C, 5% CO,.

5T33MMvt

Les cellules 5T33MMvt sont des cellules de MM murines (fournies par le Dr. Elke Debruyne,
Lab of Hematology and Immunology - Myeloma Center Brussels). Elles sont entretenues
dans du milieu RPMI-1640 — GlutaMAX™-1 (Gibco Life Technologies, réf 61870), contenant
10% de SVF décomplémenté (Biochrom, réf S0115), 1% de pénicilline/streptomycine (5
unités par mL de Pénicilline et 5ug/mL de Streptomycine, Life Technologies, réf 15070-063),
1mM de sodium pyruvate (Lonza, BE13-115E), 1% de MEM NEAA (Life technologies, réf
11140-035), 2mM de L-glutamine (Life Technologies, réf 25030-024) a 37°C, 5% CO..
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2. Traitements

Les traitements utilisés sont le carfilzomib (Selleckchem, S2853 ou Cliniscience, réf
HY10455), bortezomib (Selleckchem, réf S1013 ou SantaCruz, sc-217785), tosédostat
(Medchemexpress, HY-14807), cycloheximide (Sigma Aldrich, C7698-1G). Les composés de la
série chimique (BDM_44768, composé A, composé B, composé C) ont été préparés et
controlés (structure, activité) au sein du laboratoire et ont été remis en solution dans du
DMSO (Sigma Aldrich, réf 34869).

3. Expérience in vivo (modéle 5T33MM)

L’expérience a été réalisée par le Dr. Elke De Bruyne au sein du laboratoire d’hématologie et
d’immunologie — Myeloma Center Brussels (Vrije Universiteit Brussel VUB). Les souris
C57BL/KalwRij ont été achetées chez Envigo (Horst, the Netherlands) et hébergées et
traitées selon les conditions approuvées par le comité d'éthique (Licence n ° LA1230281). Le
modele 5T33MM de myélome multiple se caractérise par le développement spontané de ce
cancer chez des souris agées C57BL / KalwRij, et dont celui-ci a été propagé par transfert
intraveineux de la moelle malade chez de jeunes souris syngéniques. Pour I'expérience in
vivo, des cellules 5T33MMvv ont été purifiées a partir de souris malades comme décrit
précédemment et injectées par voie intraveineuse (5x10° cellules dans 100uL) & des souris
naives C57BL / KalwRij. Les souris ont été traitées a partir du jour 2 avec 0,6 mg/kg de
bortezomib (par voie sous-cutanée, 2 fois par semaine) et/ou 50 mg/kg de composé B (par
voie intrapéritonéale, quotidiennement). Lorsque la premiére souris a montré des signes
évidents de morbidité (paralysie des pattes postérieures), toutes les souris ont été sacrifiées
et l'effet sur la charge tumorale a été évalué en déterminant le pourcentage de
plasmocytose dans la moelle osseuse, les taux sériques de la protéine M et le poids de la
rate. La plasmocytose dans la moelle osseuse a été comptée manuellement en utilisant une
coloration au May-Griinwald-Giemsa, tandis que les niveaux de pic M ont été mesurés par
électrophorese sérique.

4. Suivi de I'apoptose par imagerie quantitative

Culture cellulaire et traitements

Pour des cellules adhérentes, ces dernieres sont ensemencées en plaque 384 puits
(Greiner, réf 781091) a la densité cellulaire optimisée (1500 cellules par puits pour des Hela)
dans 40uL. Le lendemain, les cellules sont traitées avec les composés a l'aide d’un
distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) a la
concentration finale désirée pour un volume final de 70uL. A la suite du dépobt des
composés, 30uL de milieu de culture contenant du NucView488™ (Ozyme, réf BTM10403),
permettant le marquage des noyaux des cellules en apoptose, et du Hoechst (Life
Technologies, réf H3570), permettant le marquage de tous les noyaux, est ajouté dans
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chaque puits. La concentration finale en NucView488™ est de 0.8uM et en Hoechst 33342 de
40ng/mL. Les cellules sont ensuite incubées a I'étuve a 37°C, 5% CO,. La concentration finale
en DMSO sur les cellules est de 0,2%.

Pour des cellules en suspension, les composés sont préalablement déposés dans une
plague 384 puits (Greiner, réf 781091) a l'aide d’un distributeur de liquide a énergie
acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de maniére a obtenir la concentration
désirée dans un volume final de 70 uL de cellules. Les cellules OPM2 sont ensemencées a
une concentration de 17.10%ellules/mL avec 0.8uM de NucView488 (Ozyme, réf
BTM10403), et 20ng/mL de Hoechst 33342 (Life Technologies, réf H3570). Les cellules sont
ensuite incubées a I'étuve a 37°C, 5% CO,. La concentration finale en DMSO sur les cellules
est de 0,2%.

Mesure de la fluorescence

La fluorescence des différents marqueurs est mesurée a chaque temps de cinétique a I'aide
du microscope confocal a fluorescence InCell 6000, utilisé en mode non confocal a I'objectif
20X (General Electrics, InCell Analyzer 6000), en utilisant les lasers appropriés (canal DAPI
pour le Hoechst 33342 ex/em de 405/455nm, canal FITC pour le NucView488™ ex/em de
488/525nm).

Analyse des images

Les images sont analysées a I'aide du logiciel Columbus™ de Perkin Elmer. Dans un premier
temps nous dénombrons les noyaux grace a la fluorescence du Hoechst, puis nous calculons
I'aire des noyaux ainsi que l'intensité de cette fluorescence (marqueurs de I'apoptose). A
partir de la population de noyaux sélectionnés, nous sélectionnons ceux présentant une
intensité de fluorescence en NucView488™ supérieure a un seuil défini par rapport a la
fluorescence des controles DMSO ; il s’agit ainsi de notre population de cellules en apoptose.
Enfin, le logiciel permet de déterminer le pourcentage de cellules en apoptose.

Analyse des résultats

La concentration cytotoxique 50 (CCso) qui permet d’induire 50% d’apoptose est déterminée
par une régression non linéaire a 4 parametres a I'aide du logiciel GraphPad Prism.

5. Suivi de la toxicité induite par des radiations

UVv-C

Les cellules TLM-1 ont été ensemencées dans une plaque 384 puits (Greiner, réf
781091) a raison de 3000 cellules dans 50uL de milieu de culture. Le lendemain les cellules
ont été traitées avec les composés d’intérét (prétraitement) a I'aide d’un distributeur de
liguide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte). Apres 24h de
prétraitement, les cellules ont été lavées avec du PBS a l'aide du laveur de plaque
Hydrospeed (Tecan) et soumises a différentes doses en UV-C a I'aide du Stratalinker® UV
Crosslinker (Stratagene). Un post-traitement identique au prétraitement est ensuite réalisé a
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I'aide de I'Echo (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte), puis 50uL de milieu de culture est ajouté
par puits. Les cellules sont marquées quelques heures avant la lecture par le Hoechst 33342
(Life Technologies, réf H3570) a la concentration finale de 80ng/mL et par l'iodure de
propidium (Life technologies, réf P3566) a la concentration finale de 1ug/mL.

La fluorescence des différents marqueurs est mesurée a l'aide du microscope
confocal a fluorescence InCell 6000 utilisé en mode non confocal, a I'objectif 10X (General
Electrics, InCell Analyzer 6000) en utilisant les lasers appropriés (DAPI 405/455nm pour le
Hoechst et DsRed 561/605nm pour I'iodure de propidium).

Les images sont analysées a I'aide du logiciel Columbus™ de Perkin EImer. Dans un
premier temps nous dénombrons les noyaux grace a la fluorescence du Hoechst, puis nous
calculons l'aire des noyaux ainsi que lintensité de cette fluorescence. A partir de la
population de noyaux sélectionnés, nous sélectionnons ceux présentant une intensité de
fluorescence en iodure de propidium supérieure a un seuil défini par rapport a la
fluorescence des controles DMSO ; il s’agit ainsi de notre population de cellules mortes.
Enfin, le logiciel permet de déterminer le pourcentage de cellules mortes.

Rayons X
Dans une expérience les cellules TLM-1 a la concentration de 43000 cellules/mL dans

37mL ont été irradiées en suspension dans le milieu de culture, décrit a la partie 1 du
matériel et méthodes, mais sans rouge de phénol (Life technologie ; réf 21063-029) dans un
falcon de 50mL (Corning, réf 430828) par différentes doses en rayonnements X au sein
d’Oncovet Clinical Research (OCR, Villeneuve d’Ascq). A la suite de cela, du Hoechst 33342
(Life Technologies, réf H3570) a la concentration finale de 40ng/mL et du Nucview488™
(Ozyme, BTM10403) a la concentration finale de 0.8uM ont été ajoutés dans les solutions
cellulaires. Ensuite, les cellules de chaque falcon, correspondant a une dose de
rayonnements X, ont été ensuite ensemencées a raison de 70uL par puits sur des plaques
384 puits (Greiner, réf 781091) ol les composés ont été préalablement dispensés a I'aide du
dispenseur a énergie acoustique (Echo liquid Handler 550, Labcyte). Les cellules ont été
ensuite incubées a I'étuve a 37°C, 5% CO,. La mesure de fluorescence et I'analyse des images
est identique a la partie 4 du matériel et méthodes.

Dans une seconde expérience, les cellules TLM-1 ont été ensemencées dans une
plague 384 puits (Greiner, réf 781091) a raison de 1000 cellules par puits dans 50uL de
milieu de culture décrit en partie 1 du matériel et méthodes. 2h aprés, les cellules ont été
traitées avec les composés d’intérét (prétraitement) a I'aide du nanodispenseur a énergie
acoustique (Echo liquid Handler 550, Labcyte). Aprés 24h de prétraitement, les cellules ont
été lavées avec du milieu de culture sans rouge de phénol (Life Technologies, réf 21063-029)
a l'aide du laveur de plaque Hydrospeed (Techan) (40uL restant par puits) et soumises a
différentes doses de rayonnements X au sein d’OCR (Villeneuve d’Ascq). Un post-traitement
identique au prétraitement est ensuite réalisé a I'aide de I'Echo et du bravo (Agilent Bravo
Automated Liquid Handling Platform) dans du milieu de culture contenant de l'iodure de
propidium (ThermoFisher Scientific, réf P3566) a la concentration finale de 1ug/mL et du
Hoechst 33342 (Life Technologies, H3570) a la concentration finale de 40ng/mL. A 72h de
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post-traitement, 20uL de milieu de culture contenant les composés et les marqueurs aux
concentrations identiques au post-traitement est ajouté par puits. La fluorescence des
différents marqueurs est mesurée toutes les 24h a l'aide du microscope confocal a
fluorescence InCell 6000 utilisé en mode non confocal, a I'objectif 20X (General Electrics,
InCell Analyzer 6000) en utilisant les lasers appropriés (DAPI 405/455nm pour le Hoechst
33342 et DsRed 561/605nm pour l'iodure de propidium). Les images sont analysées a 'aide
du logiciel Columbus™ de Perkin Elmer. Dans un premier temps nous dénombrons les
noyaux grace a la fluorescence du Hoechst 33342, puis nous calculons I'aire des noyaux ainsi
qgue l'intensité de cette fluorescence. A partir de la population de noyaux sélectionnés, nous
sélectionnons ceux présentant une intensité de fluorescence en iodure de propidium
supérieure a un seuil défini par rapport a la fluorescence des controles DMSO ; il s’agit ainsi
de notre population de cellules mortes. Enfin, le logiciel permet de déterminer le
pourcentage de cellules mortes.

6. Mesure de I'activité chymotrypsine du protéasome

Préparation des cellules et traitements

Les cellules sont préparées a la concentration désirée (320000 cellules/mL pour les OPM2,
180000 cellules/mL pour les Hela et MEFs) et ensemencées sur une plaque 384 puits
(Greiner, réf 781080) a raison de 10uL par puits. Une condition (en triplicat) sans cellules,
contenant du milieu de culture, est également réalisée sur la plaque. Ces puits nous
serviront a déterminer le bruit de fond causé par le milieu de culture et a le déduire du signal
des conditions cellulaires. Les cellules sont ensuite incubées pendant 2h30 a 37°C, 5% CO..
Ensuite, les composés a tester sont déposés a la concentration désirée en triplicat sur cette
plague 384 puits a I'aide d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid
handler 550, Labcyte). La concentration finale en DMSO est de 0.2%. Apres centrifugation a
300rpm 1 minute, la plague est incubée 2h a 37°C, 5% COa.

Préparation du réactif et lecture

La plaque est placée 30 min a température ambiante avant I'ajout du mélange réactionnel
(Proteasome-Glo™ Chymotrypsin-Like Cell-Based Assay, Promega, réf G8660). Les réactifs
sont mis a température ambiante et une dilution (1/200) du substrat Suc-LLVY
aminoluciferine dans le tampon, contenant entre autres la luciférase, I'ATP et Mg2+, est
réalisée. Ce mélange est incubé 30 min a température ambiante. Aprés cette incubation,
10uL de ce mix est déposé dans chacun des puits. La plague est ensuite agitée pendant 2
minutes a 700rpm. La lecture de la luminescence est effectuée 15 minutes apres I'ajout du
mélange réactionnel grace au lecteur Victor V3 de Perkin Elmer.

Analyse des résultats

Le signal luminescent est corrigé par la moyenne du signal obtenu dans les puits contenant
le milieu de culture sans cellules. L'activité du protéasome est calculée sur I’'hypothese que
100% d’activité du protéasome est présente pour la condition contrdle (cellules traitées par
le véhicule).
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7. Etude de la morphologie cellulaire par microscopie électronique

Traitement des cellules

Les cellules OPM2 ont été ensemencées en flasque de culture a raison de 500000
cellules/mL dans 10mL et traitées avec les composés aux concentrations désirées pendant
24h. Ensuite, les cellules ont été lavées au PBS puis une solution de fixation a été ajoutée.

Les cellules Hela ont été ensemencées dans une flasque de culture de 25cm? a raison
de 500.000 cellules dans 5mL. Le lendemain les cellules ont été traitées avec les composés
pendant 48h. Aprés un lavage au PBS, une solution de fixation a été ajoutée.

Fixation et analyses des échantillons

Les échantillons ont été fixés avec 1% de glutaraldéhyde dans un tampon cacodylate de
sodium 0,1 M pH 6,8, a 4°C pendant une nuit. lls ont été post-fixés avec 1% de tétroxyde
d'osmium et 1,5% de ferricyanure de potassium puis avec 1% d'acétate d'uranyle, tous deux
dans de I'eau distillée a température ambiante a I'obscurité, pendant 1 heure. Aprés lavage,
les échantillons ont été déshydratés avec des solutions de concentration d'éthanol
croissantes. Les échantillons ont finalement été infiltrés avec de la résine époxy et durcis a
60°C pendant 24 heures. Des coupes d'épaisseur 70-80 nm déposées sur des grilles revétues
de formvar ont été observées a 80 kV avec un Hitachi H7500 TEM (Milexia, France), et les
images ont été acquises avec un appareil photo numérique 1 Mpixel d'AMT (Milexia,
France).

8. Quantification des agrésomes

Traitement des cellules

Les cellules Hela sont ensemencées en plaque 384 puits (Perkin, réf 6007550) a raison de
1500 cellules par puits dans un volume de 40pL. Le lendemain, les cellules sont traitées avec
les composés a I'aide d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler
550, Labcyte) a la concentration finale désirée pour un volume final de 70uL. A la suite du
dépbt des composés, 30uL de milieu de culture est ajouté. Les cellules sont ensuite incubées
a I’étuve a 37°C, 5% CO,. La concentration finale en DMSO sur les cellules est de 0,2%.

Fixation, perméabilisation et marquage

Les cellules sont fixées par I'ajout de 8ulL d’une solution de formaldéhyde a 37% (Sigma
Aldrich, réf 252549) pour obtenir une concentration finale de 3.8% pendant 15 minutes. Les
cellules sont ensuite lavées deux fois avec du PBS a I'aide d’un laveur de plaque Hydrospeed
(Tecan). 20uL d’une solution de perméabilisation (0.5% Triton X-100 (Sigma Aldrich, réf
T8787), 3mM EDTA, pH 8.0 (Sigma Aldrich, réf 03690-100mL)) est ensuite ajoutée dans
chaque puits et la plaque est ensuite incubée pendant 30 minutes sur de la glace. Aprés 4
lavages au PBS par le laveur de plaque Hydrospeed (Tecan), 20uL d’une solution de
marquage (réactif Protéostat dilué au 1/1000eéme dans une solution de PBS/BSA a 0.5%
contenant du Hoeschst 33342 a la concentration finale de 500ng/mL) est ajoutée pendant 30
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minutes a I'abri de la lumiéere (Proteostat aggresome detection kit, Enzo, ENZ-51035). Enfin,
trois lavages au PBS sont réalisés a I'aide du laveur de plague Hydrospeed (Tecan).

Analyse d’images et quantification des agrésomes

La fluorescence des différents marqueurs est mesurée a chaque temps de cinétique a
I'aide du microscope confocal a fluorescence InCell 6000 utilisé en mode non confocal, a
I’'objectif 60X (General Electrics, InCell Analyzer 6000) en utilisant les lasers appropriés. Le
Hoechst 33342 absorbe dans l'ultraviolet (350 nm) et émet dans le bleu (460 nm) lorsqu’il
est lié aux acides nucléiques. Le réactif Protéostat absorbe (488nm) et émet (605nm) dans le
rouge lorsqu’il est lié aux agrésomes.

Les images sont analysées a I'aide du logiciel Columbus™ de Perkin Elmer. Dans un
premier temps nous dénombrons les noyaux grace a la fluorescence du Hoechst et nous
calculons I'aire des noyaux ainsi que l'intensité de cette fluorescence. Le cytoplasme est
ensuite détecté sur le canal du réactif Protéostat, et des informations sur son intensité sont
collectées. Dans les cellules, le logiciel détecte ensuite des spots dans le canal du réactif
protéostat, et des informations sur leurs aires et leurs intensités sont collectées. Les spots
intenses (intensité corrigée du spot supérieure a un seuil défini par rapport au controle
négatif) dont I'aire est supérieure a 15um? sont considérés comme des agrésomes. Le
pourcentage de cellules avec agrésome est ensuite déterminé.

9. Etude du transcriptome

9.1. RT-gPCR sur les cellules OPM?2

Extraction des ARN :
Les cellules OPM2 sont ensemencées dans des plagues 6 puits (Corning, réf 3516) a la

concentration de 1000000 cellules/mL dans 2mL, puis traitées avec les composés a tester en
triplicat. La concentration finale en DMSO sur les cellules est de 0,2%. A chaque temps de
cinétique, 2 mL contenant 2000000 de cellules sont récupérées dans des tubes eppendorfs,
puis centrifugées pendant 5 minutes a 1200 rpm a 4°C. Apreés aspiration du surnageant, nous
ajoutons 300puL de TRIzol (Invitrogen, réf 15596018) afin de lyser les cellules. Les tubes sont
ensuite congelés a -20°C. Aprés décongélation, nous ajoutons 60uL de chloroforme, puis les
tubes sont vortexés et centrifugés 20 min a 13000 rpm (4°C). La phase supérieure aqueuse
contenant les ARN est ainsi récupérée dans un nouveau tube. Nous ajoutons 150puL
d’isopropanol 100% dans chaque tube et nous laissons précipiter toute la nuit. Le lendemain,
apres une centrifugation de 20 min a 13000 rpm a 4°C, le surnageant est éliminé afin de ne
garder que le culot d’ARN. Les culots sont repris dans 40uL d’eau PPI. Une étape de
purification est ensuite réalisée par 'ajout de 100 pL d’éthanol absolu et 4 uL d’acétate de
sodium (3M - pH 5,2) par tube. Apres avoir vortexé les tubes, ces derniers sont incubés a -
20°C toute la nuit. Le lendemain, les tubes sont centrifugés pendant 15 min a 13000 rpm a
4°C. Le surnageant est éliminé et les culots d’ARN sont lavés par 300 pL d’éthanol a 75 % puis
séchés au speed-vac pendant 5 minutes. Les culots d’ARN sont repris dans 30 uL d’eau PPI
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puis laissés au -20°C au moins 1h. Ensuite, nous effectuons un choc thermique pendant 10
min a 65°C au bain marie. Le dosage des ARN s’effectue a I'aide du spectrophotometre
DropSense™16 de Trinean : 2L de chaque échantillon est déposé sur une barrette adaptée.

DNAse et rétro-transcription (RT) :

Afin de dégrader I’ADN génomique contaminant, nous incubons 1ug d’ARN dans 8uL d’eau
en présence de 1uL de DNAse | (Thermo Scientific, réf #EN0521) et de 1uL du tampon de
fonctionnement (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 2,5 mM MgCl2, 0,1 mM CaCl2) a 37°C pendant 30
minutes au thermocycleur Eppendorf. Afin d’arréter la réaction enzymatique, nous ajoutons
1uL d’EDTA a 50mM dans le mélange de 10uL, puis nous incubons 10 minutes a 65°C. La
rétro-transcription (RT) de TARNm en ADN complémentaire est réalisée par le kit « high-
capacity cDNA reverse transcription » (Thermo Fisher Scientific, réf 4368813). Le programme
thermique de la RT comprend 10 minutes a 25°C, 2 heures a 37°C et 5 minutes a 85°C puis
un maintien a 4°C. Nous réalisation des contrbles négatifs lors de cette étape par la
réalisation d’'une condition n’ayant pas subie de RT et d’'une condition contenant de I’eau PPI
ayant subie le traitement DNase et RT.

PCR

L’ADN complémentaire est quantifié grace au kit Brilliant 11 SYBR® Green Real-Time PCR
Master Mix (Agilent Technologies, réf #600882) suivant les recommandations du fabricant.
Au moyen des amorces spécifiques (Tableau 15) validées par une étude d’efficacité sur la
lignée cellulaire, le géne d’intérét est amplifié par la Tag polymérase grace au programme
thermique suivant : 15 minutes a 95°C pour activer la polymérase, suivi de 40 cycles
alternant 10 secondes a 95°C pour dénaturer ’ADN double-brin et 30 secondes a 60°C pour
hybrider les amorces et opérer I'élongation, sur I'appareil Agilent Mx3000P (Figure 51).

Geéne étudié | Amorce sens 5’ - 3’ Amorce anti-sens 5’ 3’
36B4 CATGCTCAACATCTCCCCCTTCTCC | GGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAG
PERK GTGGGACCAAGACCGTGAAA CGACAACCCAGAGCTGAACA
IREla AGCAGTTAGAGAGAGGCGGG CTGGAGGGGGACAGTGATGT
IDE TGCCCTAGACAGGTTTGCAC TTCCCTGTAGCTTTTTCCAA
XBP1u GGAGTTAAGACAGCGCTTGG ACTGGGTCCAAGTTGTCCAG
XBP1s CTGAGTCCGCAGCAGGTG GCTGATGACGTCCCCACTGA
GADD34 ATGTACCTGGAGAGAAGCCACC AGCGCACCTTTCTGGCCTTT
CHOP GAACCAGGAAACGGAAACAGA TCTCCTTCATGCGCTGCTT
ATF4 TCAAACCTCATGGGTTCTCC GTGTCATCCAACGTGGTCAG
ATF6 TCGAAGGGATCACCTGCTGTT CATCACTTCGTAGTCCTGCCCA
GRP78 TAGCGTATGGTGCTGCTGTC TTTGTCAGGGGTCTTTCACC

Tableau 15: Séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour I’amplification des génes d’intérét par PCR quantitative.
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Thermal Profile
(Estimated Run Time: 01:35:24)
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Figure 51 : Profil thermique utilisé pour I’amplification des génes d’intérét par RT-qPCR par la Taq polymerase

Analyse guantitative des résultats

Pour chaque échantillon, une valeur appelée Ct est déterminée, correspondant au cycle
d’amplification pour lequel la fluorescence dépasse le seuil de positivité. Nous normalisons
I'expression du gene étudié par rapport a un géne exprimé de fagon ubiquitaire et
équivalente quel que soit le traitement: 36B4, un gene codant pour une protéine
ribosomale. On parlera donc d’expression relative du gene. Enfin, nous normalisons tous les
résultats par rapport a la condition témoin correspondant aux cellules traitées par le DMSO a
0.2% au temps de cinétique voulu. Les résultats sont ainsi exprimés en fold relatif
d’expression par rapport a cette condition.

9.2. RNAseq sur les cellules Hela

Extraction de ’ARN
Les cellules Hela sont ensemencées a la concentration de 100000 cellules /mL dans des

plaques 6 puits a raison de 2mL par puits. Le lendemain les cellules sont traitées avec les
composés a la concentration désirée. La concentration finale en DMSO sur les cellules est de
0,1%. A chaque temps de cinétique, le milieu de culture est enlevé, les cellules sont lavées
avec du PBS, et 350uL d’'un mélange de tampon de lyse contenant du guanidinium
thiocyanate et 15mM de DTT est ajouté. Les ARN sont extraits selon le protocole
d’extraction des ARN du kit NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, NucleoSpin® RNA, réf
740955.50). Ce protocole contient une étape de DNase.

Contréle qualité
Le dosage des ARN s’effectue a I'aide du spectrophotométre DropSense™16 de Trinean : 2uL
de chaque échantillon est déposé sur une barrette adaptée. La détermination de l'intégrité

des ARN a été réalisée grace a I'appareil 2100 bioanalyzer (Agilent) :

- Une valeur du ratio 285/18S supérieur a 1

- Une valeur du RIN (RNA Integrity Number) supérieure a 7

- Un profil électrophorétique avec une ligne de base plate
Les tubes contenant les ARN avec une concentration de plus de 20ng/uL dans un volume de
55uL au minimum ont été envoyé a la société Macrogen.
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RNAseq
Macrogen a recu 36 échantillons d'ARN total humain. Un contréle de la qualité de I'ARN total

a été effectué (intégrité et pureté). Le RIN et la proportion de (528, 18S) ont été déterminés
par Agilent Bioanalyzer 2100. La préparation de la librairie a été réalisée en utilisant le
protocole du kit de préparation d'échantillons lllumina TruSeq Stranded mRNA LT (le
processus est détaillé dans le lien suivant: https://www.utsouthwestern.edu/labs/next-

generation-sequencing-core/assets/truseq-stranded-mrna-sample-prep-guide.pdf). Pour

vérifier la taille des fragments enrichis par PCR, Macrogen a vérifié la distribution de la taille
du modeéle sur un bioanalyseur Agilent Technologies 2100 a l'aide d'une puce DNA 1000.
Pour quantifier les librairies préparées, afin d'obtenir la plus haute qualité de données sur
les plateformes de séquencage lllumina, en créant des densités de clusters optimales sur
chaque ligne de chaque Flow Cell, Macrogen a utilisé la gPCR conformément au Guide du
protocole de quantification Illumina gPCR: les protocoles de préparation d'échantillons
llumina® et systéme de PCR en temps réel Eco™. Le séquencage a été lancé en utilisant la
plateforme Illlumina NovaSeq 6000 et la Flow Cell S4 avec le kit de réactifs 2 * 100bp (PE) ref
20027466. Le démultiplexage des données et le controle qualité ont été effectués et les
lectures FASTQ ont été envoyées dans des fichiers zip.

Analyse des données

A partir des fichiers FASTQ, les reads/séquences ont été aligné(e)s au génome humain
(Hg38) via STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference). Le package bioconductor
Deseq2 (https://bioconductor.org/packages/devel/bioc/manuals/DESeq2/man/DESeq2.pdf)

a été utilisé pour analyser I'expression différentielle des génes. Tout d'abord, une
normalisation a été réalisée par rapport au nombre total de reads par échantillon. Les génes
présentant une faible expression, inférieure a 50 reads ont été exclus. L’analyse en
composantes principales (ACP) a été réalisée afin d’identifier les cofacteurs a inclure dans le
modele statistique. Pour chaque géne, nous avons obtenu un fold-change entre condition
"traitée" et condition "non traitée” ainsi qu'une p value ajustée par le nombre
d’observations. Les analyses des voies de signalisation ont été réalisées a partir du site
https://gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp en utilisant différentes bases de données comme

CGP (Chemical and Genetic Perturbations), Hallmark, Reactome et/ou Kegg. Le logiciel
Cytoscape et l'application Iregulon ont été utilisés pour la prédiction des facteurs de
transcription.

Confirmations par RT-qPCR

La rétro-transcription (RT) de 'ARNm en ADN complémentaire est réalisée par le kit «
high-capacity cDNA reverse transcription » (Thermo Fisher Scientific, réf 4368813) a partir de
900ng d’ARN. Le programme thermique de la RT comprend 10 minutes a 25°C, 2 heures a
37°C et 5 minutes a 85°C puis un maintien a 4°C. Nous réalisation des contréles négatifs lors
de cette étape par la réalisation d’'une condition n’ayant pas subie de RT et d’une condition
contenant de I'’eau PPl ayant subie la RT.
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L’ADN complémentaire est quantifié grace au kit Takyon Low ROX SYBR 2X MasterMix
blue dTTP (Eurogenetec, réf UF-LSMT-B0701) suivant les recommandations du fabricant. Au
moyen des amorces spécifiques (Tableau 16) validées par une étude d’efficacité sur la lignée
cellulaire, le gene d’intérét est amplifié par la Takyon™ ADN polymerase grace au
programme thermique suivant : 3 minutes a 95°C pour activer la polymérase, suivi de 40
cycles alternant 10 secondes a 95°C pour dénaturer I’ADN double-brin et 30 secondes a 60°C
pour hybrider les amorces et opérer |'élongation, sur I'appareil Agilent Mx3000P (Figure 52).

Geéne étudié Amorce sens 5’ - 3’ Amorce anti-sens 5’ 3’
DDIT3 GAACCAGGAAACGGAAACAGA TCTCCTTCATGCGCTGCTT
ATF4 TCAAACCTCATGGGTTCTCC GTGTCATCCAACGTGGTCAG
ATF3 CCTCGGGGTGTCCATCACAA TCTCCGACTCTTTCTGCAGGC
CEBPB AGCGACGAGTACAAGATCC AGCTGCTTGAACAAGTTCC

PPP1R15A ATGTACCTGGAGAGAAGCCACC AGCGCACCTTTCTGGCCTTT
PSAT1 CTGCCGCACTCAGTGTTGTT ACAGCTAGCAATTCCCGCAC
PSPH TTGATGAGACGCAGCCAACA CCAATGAAAGCATCAGCAGGAGG
ASNS TGTCAATGGATACACCAACT GTTGCATCTTCTTATGGTTG

CBS TGCAGCCGTCAGACCAAGTT TGCTGTGGTACTGGATCTGCT
CTH TGATGTTGTAATGGGCCTGGTGTC | AGTCTTCAGACCTCGATTGCAGAG
ASS1 GTCCTCAAGGGCCAGGTGTA CTTCAGCCTGAGGGAATTGATGT
SARS1 GCGAGTGGCGACGATGTAGA ACTCAGCACATTCTCTGGGACA
CARS1 ATGGCAGATTCCTCCGGGCA ACACTTCCTTGTTCCTGGTGAGG
WARS CCTGGACTACATGGGGATGAGC AGCCTGGATGGCAGGAAAACT
MARS AGTGTGACAAGTGTGGCAAGC TCCAGTCGCTTCTCCAGCTTA
CDKN1A TACCCTTGTGCCTCGCTCAG GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCTGT

SLC7A11 GCTGGCTGGTTTTACCTCAACT GTAGGCCACATTTGTCAGCACA

SLC38A2 TGGGCAGTGGAATCCTTGGG AAAGACCCTCCTTCATTGGCAGT
TRIB3 CCGTGAGAGGAAGAAGCTGGT TGCCTTGCCCGAGTATGAGG
IGF1 TATTTCAACAAGCCCACAGGGT GCTTGAGGGGTGCGCAATAC
IGF1R AGCAAAGGGGACATAAACAC TAAAGGGTGCTTCCTTGTAGTA

GDF15 TCCAGATTCCGAGAGTTGCG CGAGGTCGGTGTTCGAATCT
NIBAN1 GGCAAGTGCGCTTACATCCG GCGCACGTGATTGCAGAAAG
TBP TCAAACCCAGAATTGTTCTCCTTAT | CCTGAATCCCTTTAGAATAGGGTAGA
Tableau 16 : Séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour I’amplification des génes d’intérét par PCR quantitative.
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Thermal Profile
(Estimated Run Time: 01:23:24)
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Figure 52 : Profil thermique utilisé pour ’amplification des génes d’intérét par RT-qPCR par la Takyon™ ADN polymerase.

Pour chaque échantillon, une valeur appelée Ct est déterminée, correspondant au cycle
d’amplification pour lequel la fluorescence dépasse le seuil de positivité. Nous normalisons
I’expression du gene étudié par rapport a un géne de ménage TBP (TATA-binding protein).
On parlera donc d’expression relative du gene. Enfin, nous normalisons tous les résultats par
rapport a la condition témoin correspondant aux cellules non traitées (TOH). Les résultats
sont ainsi exprimés en fold relatif d’expression par rapport a cette condition.

10. Etude de I’expression protéique par la technique de Western-Blot

Extraction et dosage protéique
Les cellules sont ensemencées et traitées aux concentrations désirées. A chaque temps de

cinétique et pour chaque condition de traitement, les cellules sont récupérées et lavées deux
fois avec du PBS. Elles sont ensuite lysées par I'ajout de tampon de lyse RIPA buffer (Thermo
Fisher Scientific, réf 89900) permettant I'extraction des protéines membranaires, nucléaires
et cytoplasmiques, auquel est ajouté un inhibiteur de phosphatase/protéase (Thermo Fisher
Scientific, réf 78441). Pour améliorer I'étape d’extraction, les échantillons peuvent étre
passés dans une seringue a insuline de 29G (BD Medical, réf 324892). Ensuite, les tubes sont
centrifugés 15 minutes a 14 000rpm a 4°C. Le surnageant, contenant les protéines, est
ensuite transféré dans un nouveau tube et sa concentration est déterminée par un kit de
dosage protéique microBCA (ThermoFisher, réf 23235).

Electrophoreése et transfert

20ug de protéines (cette quantité peut varier selon les expériences) sont repris dans une
solution dénaturante contenant du tampon NuPAGE LDS (Life Technologies, réf NPO0Q7),
permettant la dénaturation des protéines, ainsi qu’un agent réducteur NuPAGE (Life
Technologies, réf NP0O009), permettant de casser les liaisons disulfures. Cette solution est
incubée 10 minutes a 70°C. Nous transférons ensuite 15uL de cette solution sur un gel
adapté de 15 puits, ainsi que 3puL de marqueur de taille (Life Technologies, réf 26635). Les
protéines sont séparées selon leur poids moléculaires (PM) sur un gel de 4-12% Bis/Tris
Acetate (si les protéines d’intérét sont de PM<100kDa, Life Technologies, réf NP0323BOX)
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dans du tampon MOPs (Life Technologies, réf NP0001) ou du tampon MES (Life
Technologies, réf NP0002) ou sur un gel polyacrylamide 3-8% Tris Acetate (pour des
protéines d’intérét de PM>100kDa, Life Technologies, EA03755BOX) dans du tampon Tris
Acétate (Life Technologies, réf LA0041) pendant 1h15 environ, a 150 Volts. Les protéines
sont transférées sur une membrane de nitrocellulose grace a |'appareil iBlot2™ de
ThermoFisher selon un programme de 7 minutes (1 min a 20V, 4 minutes a 23V, 2 min a 25V)
pour les petites protéines d’intérét de PM<100 kDa ou un programme de 7 minutes a 25V
pour les plus grosses protéines. Une coloration au Rouge Ponceau de la membrane permet
de s’assurer du transfert correct des protéines.

Immuno-détection, révélation et quantification

La membrane de nitrocellulose est ensuite incubée dans du TBS 1X (Euromedex, réf ET220) -
0,1% tween 20 (Sigma Aldrich, réf P1379) (TBST), 5% de BSA pendant 1h, afin de saturer les
sites non spécifiques de fixation de I'anticorps primaire. Nous mettons ensuite en contact
I’anticorps primaire avec la membrane a la concentration détaillée dans le tableau 17 a 4°C,
sous une agitation orbitale douce toute la nuit, ou a température ambiante pendant 1h30.
Apres 3 lavages de 10 minutes par le TBST, nous incubons la membrane avec I'anticorps
secondaire (Tableau 18) approprié pendant 1h30 a température ambiante dans du TBST, 5%
BSA. 3 lavages de 10 minutes par le TBST sont ensuite réalisés. L’anticorps de ménage utilisé
est la vinculine, une protéine du cytosquelette. La fluorescence en infra-rouge des anticorps
secondaires est mesurée a I'aide de I'imageur Odyssey CLx de Licor permettant la détection
de deux canaux : 700 et 800nm. Nous mesurons l'intensité des bandes a I'aide du logiciel
d’analyse Image Studio Lite. Cette derniere est normalisée par l'intensité de la bande de
I’anticorps de ménage (vinculine). Nous normalisons ensuite les résultats par rapport a la
condition non traitée (DMSO 0,2%) de chaque temps de cinétique.

Anticorps primaire Poids moléculaire
Référence Organisme | Protéine cible Dilution (kDa)
Abcam, ab18058 Souris Vinculine 1/1000 130
Santa Cruz Biotechnology, Sc-393887 Souris IDE 1/1000 110
Abcam, ab108310 Lapin CD13 (APN) 1/500 110
Abcam, ab133512 Lapin LTA4H 1/10000 69
Abcam, ab124953 Lapin MetAP2 1/1000 67
Abcam, ab241289 Lapin AP-B 1/1000 73
Abcam, ab96066 Lapin NPEPPS 1/1000 103
Cell Signaling, 9722 Lapin EiF2a 1/1000 38
Cell Signaling, 3398 Lapin EiF2aP 1/1000 38
Proteintech, 10835-1-AP Lapin ATF4 1/500 55
Cell Signaling, 2895S Souris CHOP 1/1000 27
Abcam, ab54692 Souris IRE1 1/1000 110
Abcam, ab124945 Lapin IRE1-P 1/1000 110
Proteintech, 18420-1-AP Lapin P62 1/2000 62
Proteintech, 14600-1-AP Lapin LC3 1/500 15

Tableau 17 : Caractéristiques des anticorps primaires utilisés
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Anticorps secondaire

Référence Description Dilution
Licor, 926-32210 Anti-souris 800 | 1/20000
Licor, 926-68073 Anti-lapin 680 | 1/20000

ThermoFisher, SA5-10170 | Anti-souris 680 | 1/20000
ThermoFisher, SA5-10044 | Anti-lapin 800 | 1/20000
ThermoFisher, SA5-10042 | Anti-lapin 680 | 1/20000

Tableau 18 : Caractéristiques des anticorps secondaires utilisés

11. Expériences de siRNA

Les cellules Hela sont ensemencées a 75 000 cellules/mL dans 2 mL dans des plaques 6 puits
(Corning réf 3516). Le lendemain, les cellules sont transfectées selon les conditions d’étude
par I'ajout du pool de siRNA approprié (SiRNA IDE, Dharmacon™, réf SMARTpool On-
Targetplus Human IDE (3416) SiRNA -L-005899-00-0005, ou siRNA CTL, Dharmacon™, réf
On-Targetplus non-targeting pool, D-001810-10-05) dilué a 50 nM dans du tampon de
transfection et du réactif de transfection jetPRIME (Polyplus transfection®). Aprés 48h
d’incubation a 37°C, 5% CO,, les cellules sont lavées et récupérées. Elles sont ensuite
ensemencées d’une part a 100000 cellules/mL dans 2mL dans des plaques 6 puits pour
I'analyse de I'expression protéique d’IDE par la technique de western-blot (cf. partie 10 du
matériel et méthodes) et d’autre part dans une plague 384 puits pour I'étude du phénotype
d’intérét (cf. partie 4 du matériel et méthodes pour I'apoptose, cf. partie 6 du matériel et
méthodes pour la mesure de l'activité chymotrypsine et cf. partie 8 du matériel et
méthodes pour la quantification des agrésomes).

12. Mesure de la synthése protéique

Culture cellulaire et traitements :

Les cellules HelLa sont ensemencées en plaque 384 puits (Greiner, réf 781091) a raison de
1500 cellules par puits dans un volume de 40uL de milieu de culture habituel. Le lendemain,
les cellules sont lavées trois fois avec du PBS a l'aide du laveur de plague Hydrospeed
(Tecan). Les cellules sont ensuite traitées avec les composés a I'aide d’un distributeur de
liqguide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) a la concentration finale
désirée pour un volume final de 30uL. A la suite du dépbt des composés, 25uL de milieu de
culture (ThermoFisher Scientific, réf 21013-024) supplémenté par du glutaMAX™-|
(ThermoFisher, réf 35050-038) a la concentration finale de 4mM, de la cystéine (Fluka AG,
réf 30130) a la concentration finale de 200uM, du sodium pyruvate (ThermoFisher, réf
11360-039) a la concentration finale de 1mM, de 10% de SVF (ThermoFisher, réf 10270-106),
de 1% de pénicilline/streptomycine (ThermoFisher Scientific, réf 15070-063) et de I'HPG
(ThermoFisher Scientific, réf C10429) a la concentration finale de 50uM est ajouté dans
chaque puits. Des puits controles contenant du milieu de culture habituel ont également été
réalisés. Les cellules sont ensuite incubées a I'étuve a 37°C, 5% CO,.
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Fixation, perméabilisation et marquage

Apreés 3 lavages au PBS a l'aide du laveur de plaque Hydrospeed (Tecan), les cellules sont
fixées par I'ajout d’une solution de formaldéhyde a la concentration finale de 3.7% (Sigma
Aldrich, réf 252549) dans du PBS pendant 15 minutes (volume final dans les puits de 25uL).
Apres deux lavages par une solution de PBS / BSA a 3 %, les cellules sont perméabilisées par
une solution de 0.5% de triton X-100 (Sigma Aldrich, réf T8787) dans du PBS pendant 20
minutes (20uL par puits). Aprés deux lavages par une solution de PBS / BSA a 3%, les cellules
sont marquées par une solution contenant un tampon, I’AlexaFluor® 594 azide et du CuSOq,
(25uL par puits) dans les proportions recommandées par le fabricant (ThermoFisher
Scientific, réf C10429) pendant 30 minutes a I'abri de la lumiére. Apres un lavage avec la
solution de ringage, les noyaux des cellules sont marqués avec une solution contenant un
marqueur du noyau dilué dans le PBS au 1/2000éme pendant 30 minutes a température
ambiante. Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec le liquide de ringage.

Mesure de la fluorescence

La fluorescence des différents marqueurs est mesurée a I'aide du microscope a fluorescence
InCell 6000 utilisé en mode non confocal, a I'objectif 20X (General Electrics, InCell Analyzer
6000) en utilisant les lasers appropriés (DAPI 405/455nm et DsRed 561/605nm).

Analyse des images

Les images sont analysées a I'aide du logiciel Columbus™ de Perkin Elmer. Les noyaux sont
dénombrés grace a la fluorescence dans le canal DAPI, puis sont calculés I'aire des noyaux
ainsi que l'intensité de cette fluorescence. Le logiciel permet ensuite de détecter le
cytoplasme a partir du canal DsRed et de mesurer l'intensité de la fluorescence dans la
cellule.

Analyse des résultats

L'intensité de fluorescence est normalisée par rapport a la condition DMSO.

13. Quantification de di et tri-peptides

Peptides
Les di et tri-peptides (R-M ; S-L-S ; P-E-P ; P-I-L) ont été synthétisés et purifiés (>95%) par la
société Proteogenix.

Traitement

Les cellules OPM2 ont été mises a la concentration de 1000000 cellules /mL dans 15 mL en
flasque de culture et traitées avec la concentration désirée en composé pendant 24h a 37°C,
5% CO,. La concentration finale en DMSO est de 0.1%. Aprés cette incubation les cellules ont
été lavées avec du PBS foid et re-suspendues dans 800uL d’acétonitrile puis stockées a -20°C.
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Analyses en spectrométrie de masse

Apres une centrifugation de 10 minutes a 4000rpm a 4°C, les surnageant ont été séchés a
35°C pendant 2h au Genevac et resuspendus dans 100uL d’eau acidifiée (0.1% acide
formique), agités dynamiquement puis a nouveau centrifugés (12000rpm, 10', 4°C). Le
surnageant est transféré en tubes Matrix pour analyses. Les analyses LC-MS/MS sont
réalisées sur un systéme UPLC Acquity | Class (Waters®) couplé 3 un spectrométre de masse
triple quadripble Xevo TQD (Watersé). La colonne UPLC, placée a 40°C, une Acquity BEH C8
50%2.1mm, 1.7um (Waters®) est associée au systéme de phase mobile suivant : H,0 0.1%
HCOOH (A) et CH3CN 0.1% HCOOH (B). A un débit de 600pL.min™, la méthode analytique
débute a 98% de (A) pendant 10s puis le pourcentage de (B) augmente progressivement a
98% jusqu’a 2 min ; ce pourcentage de (B) est maintenu pendant 30s avant de revenir aux
conditions initiales. Les échantillons sont maintenus a 10°C, le volume d’injection est de 2uL.

Le spectrométre de masse est équipé d’une source d’ionisation electrospray (ESI); les
analyses sont effectuées en mode MRM, avec les parametres suivants (Tableau 19) :

Composé Esl Te‘nsi'on de lon parent Ter)sion de lon fils En'ergie de Tt’emps.de
capillaire (kV) (m/z) cone (V) (m/z) collision (eV) rétention
PIL (+) 0,5 342,11 28 70,1 30 099
RM (+) 0,5 305,99 38 70,1 30 029
PEP (+) 1,5 341,99 28 70,1 28 0’69
SLS (+) 2,5 306,08 18 173,1 14 0’66

Tableau 19 : Paramétres utilisés sur le spectrométre de masse

Le gaz de collision est de I'argon. La température de la source est fixée a 150°C, la
température de désolvation & 600°C, le débit de gaz de désolvation a 1200 L.h™ et le débit de
gaz de cone a 50 L.h. Le pilotage de I'équipement ainsi que I'acquisition et le retraitement
des données est réalisé a l'aide du logiciel MassLynx 4.0 (Waters®).

Quantification

La quantification de chaque peptide dans les échantillons est réalisée a I'aide d’'une gamme
de calibration de chaque composé préparée dans H20 0,1% HCOOH, avec des concentrations
finales de 3 a 300nM.

14. Mesure d’activités enzymatiques

14.1. Protocole expérimental pour chague enzyme

IDE

L'enzyme IDE humaine fournie par le « Ben-May Department for Cancer research » de
I’'Université de Chicago, est pré-incubée avec le produit a tester ou du tampon (50mM
Hepes, 100mM NaCl, pH 7.4), a température ambiante pendant 10 minutes dans un volume
final de 20uL. La réaction enzymatique est démarrée par I'ajout de 20uL de substrat. Le
substrat est le peptide Cys-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Trp couplé avec le fluorophore
ATTOG655 ; ou Cys est linker et Trp quencher. En présence d’IDE, ce peptide est clivé au
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niveau de Phe-Phe. Ce clivage augmente la distance entre le fluorophore et le quencher, et
restaure I'émission d’ATTO 655 a 750 nm apres une excitation a 635nm. La concentration
finale dans les puits en IDE est de 2.8ug/mL et en substrat de 5uM. La détection se fait par
mesure de la fluorescence sur le Victor 3V avec une excitation a 655 nm et une émission a
750 nm pendant une cinétique de 45 minutes.

Aminopeptidase B

Les composés sont préalablement déposés dans une plaque 384 puits (corning 4514) a I'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniéere a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 pL. L'enzyme AP-B
humaine (R&D Systems, 8084-ZN-010), est pré-incubée avec le produit a tester ou du
tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7, 0.1% BSA), a température ambiante (TA)
pendant 30 minutes dans un volume de 10uL. Ensuite, un substrat fluorogénique R-AMC (L-
Arginine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ; excitation : 380 nm, émission : 450 nm)
(Sigma, réf A2027) est mis en contact de I'enzyme (10uL). La lecture de fluorescence est
réalisée en cinétique pendant une heure, sur le lecteur Victor (Perkin Elmer). La
concentration finale en substrat est de 100uM et la concentration finale en enzyme est de
15.92 ng/mL.

LTA4H

Les composés sont préalablement déposés dans une plaque 384 puits (corning 4514) a
I'aide d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte)
de maniere a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 uL. L’'enzyme
LTA4H humaine (R&D Systems, 4008-ZN-010), est pré-incubée avec le produit a tester ou du
tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7, 0.1% BSA), a TA pendant 30 minutes dans un
volume de 10uL. Ensuite, un substrat fluorogénique R-AMC (L-Arginine-7-amido-4-
methylcoumarin hydrochloride ; excitation : 380 nm, émission : 450 nm) (Sigma, réf A2027)
est mis en contact de I'enzyme (10pL). La lecture de fluorescence est réalisée en cinétique
pendant une heure, sur le lecteur Victor (Perkin Elmer). La concentration finale en substrat
est de 900uM et la concentration finale en enzyme est de 781.25 ng/mL.

NPEPPS

Les composés sont préalablement déposés dans une plague 384 puits (corning 4514) a 'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniére a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 pL. L'enzyme NPEPPS
humaine (R&D Systems, 6410-ZN-010), est pré-incubée avec le produit a tester ou du
tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7, 0.1% BSA), a TA pendant 30 minutes dans un
volume de 10uL. Ensuite, un substrat fluorogénique L-AMC (L-Leucine-7-amido-4-
methylcoumarin hydrochloride ; excitation : 380 nm, émission : 450 nm) (Sigma Aldrich, réf
L2145) est mis en contact de I'enzyme (10uL). La lecture de fluorescence est réalisée en
cinétique pendant une heure, sur le lecteur Victor (Perkin Elmer). La concentration finale en
substrat est de 10uM et la concentration finale en enzyme est de 187.5 ng/mL.
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MetAP-2

Les composés sont préalablement déposés dans une plaque 384 puits (corning 4514) a I'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniere a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 pL. L’'enzyme MetAP-
2 humaine (R&D Systems, 3795-ZN-020), est pré-incubée avec le produit a tester ou du
tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7, 0.1% BSA), a température ambiante pendant
30 minutes dans un volume de 10ulL. Ensuite, une solution contenant I'enzyme DPPIV
auxiliaire (R&D Systems, 9168-SE-010) et un substrat fluorogénique MGP-AMC (H-Met-Gly-
Pro-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ; excitation: 380 nm, émission: 450 nm)
(R&D Systems, réf ES017) est mis en contact de I'enzyme (10uL). La lecture de fluorescence
est réalisée en cinétique pendant une heure, sur le lecteur Victor (Perkin Elmer). La
concentration finale en substrat est de 250uM et la concentration finale en enzyme MetAP-2
est de 6.25 pg/mL et en DPPIV de 1.25ug/mL.

IRAP

Les composés sont préalablement déposés dans une plague 384 puits (corning 4514) a 'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniére a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 uL. L'enzyme IRAP
humaine fournie par Efstratos Stratikos (Demokritos center — Athens - Greece), est pré-
incubée avec le produit a tester ou du tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7), a
température ambiante pendant 30 minutes dans un volume de 10uL. Ensuite, un substrat
fluorogénique L-AMC (L-Leucine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ; excitation : 380
nm, émission : 450 nm) (Sigma Aldrich, L2145) est mis en contact de I'enzyme (10uL). La
lecture de fluorescence est réalisée en cinétique pendant une heure, sur le lecteur Victor
(Perkin Elmer). La concentration finale en substrat est de 50uM et la concentration finale en
enzyme est de 0.02pg/mL.

ERAP-1

Les composés sont préalablement déposés dans une plague 384 puits (corning 4514) a 'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniére a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 uL. L'enzyme ERAP-1
humaine fournie par Efstratos Stratikos (Demokritos center — Athens - Greece) ou achetée
chez R&D Systems (ref. 2334-ZN-010), est pré-incubée avec le produit a tester ou du tampon
(NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7), a température ambiante pendant 30 minutes dans un
volume de 10uL. Ensuite, un substrat fluorogénique L-AMC (L-Leucine-7-amido-4-
methylcoumarin hydrochloride ; excitation: 380 nm, émission : 450 nm) (Sigma Aldrich,
L2145) est mis en contact de I'enzyme (10uL). La lecture de fluorescence est réalisée en
cinétique pendant une heure, sur le lecteur Victor (Perkin Elmer). La concentration finale en
substrat est de 50uM et la concentration finale en enzyme est de 0.8ug/mL pour ERAP1 de
R&D systems et de 0.1ug/mL pour ERAP1 fournie par Efstratos Stratikos.
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ERAP-2

Les composés sont préalablement déposés dans une plaque 384 puits (corning 4514) a I'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniere a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 uL. L'enzyme ERAP-2

humaine fournie par Efstratos Stratikos (Demokritos center — Athens - Greece), est pré-
incubée avec le produit a tester ou du tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50 mM, pH 7), a
température ambiante pendant 30 minutes dans un volume de 10uL. Ensuite, un substrat
fluorogénique R-AMC (L-Arginine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ; excitation :
380 nm, émission : 450 nm) (Sigma Aldrich, réf A2027) est mis en contact de I'enzyme
(10uL). La lecture de fluorescence est réalisée en cinétique pendant une heure, sur le lecteur
Victor (Perkin Elmer). La concentration finale en substrat est de 5uM et la concentration
finale en enzyme est de 0.5ug/mL.

APN

Les composés sont préalablement déposés dans une plaque 384 puits (corning 4514) a I'aide
d’un distributeur de liquide a énergie acoustique (ECHO Liquid Handler 550, Labcyte) de
maniere a obtenir la concentration désirée dans un volume final de 20 uL. L'enzyme APN
(Leucine Aminopeptidase, microsomal from porcine kidney, EC 3.4.11.2, Sigma Aldrich,
L5006), est pré-incubée avec le produit a tester ou du tampon (NaCl 100 mM et Hepes 50
mM, pH 7), a température ambiante pendant 30 minutes dans un volume de 10pL. Ensuite,
un substrat fluorogénique L-AMC (L-Leucine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride ;
excitation: 380 nm, émission : 450 nm) (Sigma Aldrich, L2145) est mis en contact de
I’enzyme (10puL). La lecture de fluorescence est réalisée en cinétique pendant une heure, sur
le lecteur Victor (Perkin Elmer). La concentration finale en substrat est de 50uM et la
concentration finale en enzyme est de 0.1ug/mL.

14.2. Analyse des résultats enzymatiques

Pour chaque puits testés, la valeur moyenne des controles négatifs aux temps
correspondants est retranchée. Ensuite, la pente est calculée dans la phase linéaire initiale
de la réaction enzymatique ainsi que le R2. Le facteur Z’ est calculé selon cette formule et

doit étre supérieur a 0.5 pour valider les résultats :
. (3D, +3SD,)
Imoyenne,, —moyenne, |

Avec C+ : contréle positif (enzyme + substrat) et C- : contréle négatif (tampon + substrat).

Le pourcentage d’inhibition de chaque point est calculé :
X *100 )

Inhibition (%) =100 —(
MoyenneX

Contrdlepasitif
Le calcul des ICsy est réalisé, avec le logiciel XLFit aprés une régression non linéaire a 4
parametres.
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15. CETSA (Cellular Thermal Shift Assay)

Préparation des cellules et traitements :

Les cellules OPM2 sont préparées a la concentration de 1000000 cellules/mL en flasque de
culture. Le traitement est ajouté dans la flasque a la concentration désirée. Aprés une
incubation de 2h a 37°C, 5% de CO,, les cellules sont récupérées et centrifugées a 1500 rpm
pendant 5 min. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS avant d’étre reprises dans du
PBS puis réparties dans des microtubes PCR a la concentration de 60 millions de cellules/mL.

Choc thermique :

Aprés 3 minutes a température ambiante, les cellules sont chauffées au thermocycleur
(SureCycler 8800, Agilent Technologies) a la température désirée pendant 3 minutes. Apres 3
minutes a température ambiante, les cellules sont plongées dans I'azote liquide.

Extraction protéique :

Trois boucles d’un cycle congélation / décongélation / agitation comprenant les actions
suivantes sont réalisées :

- Immersion dans un bain d’azote liquide pour la congélation

- Retour a température de 25°C (2 min dans le thermocycleur réglé a 25°C)

- Agitation en vortexant les microtubes une dizaine de secondes
Les microtubes PCR sont ensuite centrifugés a 20000G pendant 20 minutes a 4°C afin de
culoter les protéines dénaturées et agrégées. Les surnageants contenant les protéines
solubles sont récupérés.

Transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose :

Deux techniques peuvent étre utilisées pour la détection et la quantification de I’expression
de la protéine d’intérét : le western-blot ou le Dot Blot. Dans la technique du Dot Blot, les
protéines ne sont pas séparées par électrophorése et |'anticorps primaire doit étre
spécifique. Dans la technique du western-blot, les protéines sont réduites, dénaturées et
séparées par électrophorese.

- Transfert par la technigue de Dot Blot :

13pL de chaque échantillon de surnageant sont mis dans une plaque source Echo 384 LDV.
Celle-ci est ensuite centrifugée a 1500 G, décélération 5, pendant 2 min. 20nL de chaque
échantillon, en triplicat, sont ensuite transférés grace a 'aide du distributeur de liquide a
énergie acoustique (ECHO liquid Handler 550, Labcyte) sur une membrane de nitrocellulose
déposée sur une lame de verre. La membrane de nitrocellulose est ensuite laissée a
température ambiante pendant 2h et conservée a 4°C jusqu’a utilisation.

- Transfert par la technique de western-blot :

10uL d’échantillon sont mélangés dans une solution dénaturante contenant du tampon
NuPAGE LDS (Life Technologies, réf NP0O007) et un agent réducteur NuPAGE (Life
Technologies, réf NPO009) dans un volume final de 15uL. L’électrophorése et le transfert sur
une membrane de nitrocellulose est décrite a la partie 10 du matériel et méthodes.
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Immunodétection, révélation et guantification :
Ces étapes sont décrites dans la partie 10 du matériel et méthodes.

Interprétation des résultats :
A l'aide d’image Studio, les signaux identifiés par I'anticorps primaire et secondaire sont
guantifiés. Chaque signal correspond a I'ensemble des intensités des pixels contenu dans la

zone analysée, auquel le bruit de fond de la zone analysée est soustrait.
Chaque intensité est convertie en pourcentage de I'intensité mesurée de I'échantillon a 40°C
pour la condition de traitement considérée.

Une régression non linéaire sigmoidale est réalisée avec Graph Pad Prism sur la base des
points expérimentaux obtenus en utilisant I’équation de la théorie de dénaturation chimique
définie par I'équation suivante :

1 — plateau
f(T) = ———5—+ plateau
1+e @

T correspond a la température et a, b et plateau sont des constantes. La valeur f(T) a la
température Tmin est fixée a 100. Le point de fusion de la protéine est défini comme la
température TAgg pour laquelle la moitié de la quantité de protéine a été dénaturée.

La différence des TAgg est appelée ATAgg.

16. Thermal Proteome Profiling — Temperature Range (TPP-TR)

CETSA :

Une expérience de CETSA selon le protocole décrit en partie 15 du matériel et méthodes a
été réalisée. Le choc thermique a été réalisé a 6 températures : 40°C — 45.3°C — 50.9°C —
56.2°C — 61.5°C — 67.1°C. L'expression protéique d’IDE a été quantifiée par la technique de
Dot-Blot.

Dosage :
La concentration protéique des tubes a 40°C a été déterminée par le kit de dosage protéique

microBCA (ThermoFisher, réf 23235).

Analyse protéomique par spectrométrie de masse:
Aprés dénaturation a 100°C dans 5% de SDS, 5% de Bmercaptoéthanol, 1 mM d'EDTA,
10% de glycérol, 10 mM de tampon Tris pH 8 pendant 3 min, 40ug d'échantillons de

protéines ont été fractionnés sur un gel SDS-PAGE d'acrylamide a 10%. La migration
électrophorétique a été arrétée des que I'échantillon de protéine est entré de 0,2 cm dans le
gel de séparation. Le gel a été brievement coloré avec du bleu de Coomassie, et une bande,
contenant I'ensemble de I'échantillon, a été coupée. Dans le gel, la digestion des coupes de
gel a été effectuée comme décrit précédemment (378). Les peptides digérés séchés ont été
solubilisés dans 50 pl de bicarbonate d'ammonium a 50 mM et marqués avec du Tandem
Mass Tags -6plexTMT (Thermo Scientific). L'étape de quenching a été directement suivie
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d'un fractionnement peptidique en utilisant le kit de fractionnement peptidique en phase
inversée Pierce High pH (Thermo Scientific).

Un systeme UltiMate 3000 RSLCnano (Thermo Fisher Scientific) a été utilisé pour la
séparation des différentes élutions. Les peptides ont été automatiquement fractionnés sur
une colonne commerciale a phase inversée C18 (75um x 500 mm, particule de 2um, colonne
PepMap100 RSLC, Thermo Fisher Scientific, température 55°C). Le trapping a été réalisé
pendant 4 min a 5uL/min, avec le solvant A (98% H20, 2% ACN et 0,1% FA). L'élution a été
réalisée en utilisant deux solvants A (0,1% FA dans I'eau) et B (0,1% FA dans ACN) a un débit
de 300 nL/min. La séparation des gradients était de 3 min a 3% B, 170 min de 3% B a 20% B,
20 min de 20% B a 80% B et maintenue pendant 15 min a 80% B. La colonne a été équilibrée
pendant 17 min avec 3 % de tampon B avant la prochaine analyse d'échantillon.

Les peptides élués de la colonne C18 ont été analysés par des instruments Q-Exactive
(Thermo Fisher Scientific). La tension d'électrospray était de 1,9 kV et la température
capillaire était de 275°C. Des scans MS complets ont été acquis dans |'analyseur de masse
Orbitrap sur un rang m/z 400-1200 avec une résolution de 70,000 (m/z 200). La valeur cible
était de 3,00E+06. Quinze pics les plus intenses avec un état de charge compris entre 2 et 5
ont été fragmentés dans la cellule de collision HCD avec une énergie de collision normalisée
de 27%, et le spectre de masse en tandem a été acquis dans |'analyseur de masse Orbitrap
avec une résolution de 17,500 a m/z 200. La valeur cible était 1,00E + 05. Le seuil de
sélection d'ions était de 5,0E+04 counts, et les temps d'accumulation d'ions maximum
autorisés étaient de 250 ms pour les scans MS complets et de 100 ms pour le spectre de
masse en tandem. L'exclusion dynamique a été fixée a 30 s.

Analyse des données protéomiques :

Les données brutes collectées lors des analyses nanoLC-MS / MS ont été traitées comme
décrit précédemment (379).

Normalisation et courbes de dénaturation :

Tout d’abord, I'ensemble des protéines en commun entre la condition controle et la
condition traitée a été déterminé. Pour chaque expérience, toutes les protéines identifiées
préalablement et répondant aux critéres suivants ont été collectées (= normP) :

éme

- Le fold change a la 3 température la plus élevée par rapport a la plus basse

température (40°C) doit étre compris entre 0.4 et 0.6
eme

- Le fold change a la 57 température la plus élevée par rapport a la plus basse

température (40°C) doit étre compris entre 0.0 et 0.3

- Le fold change a la 6=me température la plus élevée par rapport a la plus basse
température (40°C) doit étre compris entre 0.0 et 0.2.

Le fold change median pour toutes les protéines « normP » pour chaque température a été

calculé. Une courbe de dénaturation a été tracée. La courbe tracée avec le meilleur R? a été

utilisée pour normaliser les deux expériences. Pour chaque expérience, des facteurs de

correction ont été calculés en utilisant les FC médians des protéines « normP » (380).
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Aprés normalisation, des courbes de dénaturation ont été tracées pour toutes les protéines
identifiées dans chaque condition. Les températures d’agrégation et les pentes de ces
courbes ont été calculées pour toutes les protéines répondant a ces criteres :

- R?’>0.8

- La courbe de la condition contrdle possede un plateau bas inférieur a 0.3.

Une p-value sur la différence des températures d’agrégation a été calculée selon les critéres
décrits par Savitski et al. (380). La pente est ainsi prise en compte dans ce calcul.
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Résultats : Caractérisation du mécanisme d’action
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1. Efficacité dans le modéle 5T33MM de myélome multiple murin

1.1. Le modeéle animal 5T33MM

Une minorité (0,5%) de souris agées de plus de 2 ans, C57BL/KalwRij, développe un
myélome multiple. Différentes lignées cellulaires de myélome multiple murin ont été ainsi
développées a partir de ce cancer spontané dont les 5T33MM (43,44,46). L'inoculation de
ces cellules 5T33MM dans la veine de la queue d’une souris jeune immunocompétente
syngénique C57BL/KALwRIj, permet de reproduire chez la souris les caractéristiques du
myélome multiple humain: niche des cellules de MM dans la moelle osseuse,
hypercalcémie, angiogenese, résorption osseuse ostéoclastique associée a une
gammapathie monoclonale. Dans ce modele, les cellules de MM se retrouvent
principalement dans les organes hématopoiétiques de la souris comme la moelle osseuse, la
rate et le foie. Une augmentation de la taille de la rate est ainsi observée. La résidence des
cellules dans la moelle osseuse est due a la chimio-attraction et I'adhésion de ces cellules au
niveau des cellules endothéliales de la moelle osseuse. Ces dernieres contribuent alors a
I’'augmentation de I'expression de molécules impliquées dans I'invasion (par exemple MMP-
9, CD44v6, IGF-1R) des cellules de MM au niveau des fibroblastes de la moelle osseuse.
L’expression de RANK-L par ces cellules de MM permet l'activation des ostéoclastes. Une
lignée cellulaire 5T33MMvt (vitro) capable d’étre cultivée in vitro sans la dépendance du
stroma (elles n’expriment pas notamment IGF-1R ni CD44v6) est disponible et identique a la
lignée 5T33MMvwv (vivo), mais dont la croissance est dépendante du stroma pour cette
derniere (381).

1.2. Efficacité in vitro

Les combinaisons du composé B avec le bortezomib et le carfilzomib ont été évaluées sur
les cellules 5T33MMvt du modele animal de myélome multiple étudié. Dans I'expérience, le
composé B présente un boost plus important de la cytotoxicité du carfilzomib par rapport au
bortezomib, en cohérence avec les données présentées dans la partie 4.4.2 de
'introduction (Figure 53). Cependant, dans cette expérience les intervalles de confiance a
95% de la CCso entre le bortezomib seul et le bortezomib associé au composé B a 15uM ne
se chevauchent pas, ce qui laisse penser que le boost est présent (Tableau 20).
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Figure 53 : Pourcentage de cellules 5T33MMvt en apoptose apres 36h de traitement avec des doses croissantes en
bortezomib ou en carfilzomib seuls, ou associés a des doses croissantes en composé B. Les résultats représentent la moyenne
et I’écart-type de triplicats obtenus lors d’une expérience.

5T33MMvt
CCso CFZ (nM) 25.12 [23.82 a 26.64]
CFz CCso CFZ + composé B a 15uM (nM) 7.02 [6.43 a 7.63]
Ratio CCsp 3.58
CCso BTZ (nM) 2.27[2.2122.33]
BTZ CCso BTZ + composé B a 15uM (nM) 1.63[1.542a1.71]
Ratio CCsp 1.39

Tableau 20 : Tableau présentant les valeurs de CCx et les intervalles de confiance a 95% du carfilzomib (CFZ) seul, du
bortezomib (BTZ) seul ou associés a 15uM de composé B. Ces valeurs ont été obtenues par le logiciel GraphPad Prism 7 par
I’utilisation d’une régression non linéaire a 4 paramétres. Les valeurs présentées sont la résultante d’une expérience réalisée
en triplicats.

1.3. Protocole expérimental

L’expérience in vivo a été réalisée par le Dr Elke De Bruyne et son équipe au sein du
département d’hématologie et d'immunologie du myélome de Bruxelles Centre (Vrije
Universiteit Brussel VUB). L'objectif de la manipulation est de mesurer l'efficacité d’un
composé de la série chimique, le composé B en association avec le bortezomib. Leurs
expériences personnelles sur ce modéle ne permettent pas d’atteindre une dose tolérable
en carfilzomib pour observer une activité anticancéreuse, c’est pourquoi l'inhibiteur du
protéasome bortezomib a été évalué.

Ainsi, des cellules 5T33MMvv ont été purifiées de souris malades et injectées en
intraveineux dans une souris naive C57BL/KALWRIj de 7 semaines. Les souris ont été traitées
a partir du deuxiéme jour apres l'inoculation, avec 0,6mg/kg de bortezomib (il s’agit d’'une
dose sous-optimale) en sous-cutanée, 2 fois par semaine, plus ou moins associé avec le
composé B a 50 mg/kg en intrapéritonéal tous les jours. Les groupes véhicules, bortezomib
et la combinaison du bortezomib et du composé B étaient composés de treize souris, douze
souris pour le groupe du composé B seul. Lorsqu’une souris présentait des signes de
morbidités, les souris ont été sacrifiées. Pour mesurer l'efficacité du traitement, le
pourcentage de plasmocytose dans la moelle osseuse par coloration avec le May-Griinwald-
Giemsa, la quantité de protéines anormales M dans le sérum par électrophorése, ainsi que le
poids de la rate ont été déterminés. L’expérience a duré 21 jours (Figure 54).
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Figure 54 : Schéma du protocole expérimental de la mesure de I’efficacit¢ de la combinaison du composé B avec le
bortezomib dans le modéle murin 5T33MM de myélome multiple.

1.4. Résultats

Dans ce modele, le bortezomib a la dose sous-optimale utilisée, a montré une
réduction significative de la plasmocytose dans la moelle osseuse (* : p £0.05) mais n’a pas
montré de changements significatifs sur la quantité de protéine M anormale dans le sérum
(immunoglobuline monoclonale), ni sur le poids de la rate. Le composé B n’a induit aucun
changement significatif sur ces 3 parametres tumoraux. En revanche, la combinaison du
composé B avec le bortezomib a provoqué une diminution plus importante de la
plasmocytose dans la moelle osseuse par rapport au bortezomib seul (S$ : p <0.005), ainsi
gu’une diminution significative de la quantité de protéine M anormale dans le sérum (SS: p
<0.005) et du poids de la rate (5SS : p <0.001) par rapport aux composés seuls (Figure 55).
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Figure 55 : Effet du bortezomib (BTZ) seul ou en association avec le composé B (BDM) sur différents paramétres tumoraux
. le pourcentage de plasmocytose dans la moelle osseuse (A), la quantification de la protéine M anormale dans le sérum (B),
et le poids de la rate (C). Pour la comparaison des groupes entre eux le logiciel GraphPad Prism a été utilisé et une ANOVA a
1 voie avec un post-test Tukey a été utilisé (*: p<0.05 par rapport au véhicule ; $$ : p<0.005 et $$$ : p<0.001 par rapport aux
agents seuls).

Ainsi, la démonstration de l'efficacité de la combinaison d’'un composé de la série
chimique avec un inhibiteur du protéasome dans un modéle murin de myélome multiple
soutient I'ensemble des résultats in vitro obtenus sur ces composés, mais surtout I'intérét
thérapeutique du développement de ces petites molécules pour le traitement du myélome

multiple.
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2. Caractérisations phénotypiques

2.1. Rationnel pour le choix des phénotypes

Au vu de I'ensemble des données bibliographiques et de I'activité des composés de la
série chimique comme booster d’agents anti-cancéreux, en particulier de I'inhibiteur du
protéasome carfilzomib, nous avons voulu décrire plus complétement le mécanisme d’action
des composés de la série chimique d’inhibiteurs d’'IDE en s’intéressant a d’autres phénotypes
que l'apoptose cellulaire. Ainsi, I'observation de phénotypes, autres que le boost
apoptotique, peut nous permettre de comprendre I'action de ces composés par
comparaison entre les effets des différents traitements (carfilzomib seul, composé de la
série chimique seul et I'association des deux). Le choix de ces phénotypes s’est fait de
maniere rationnelle en se focalisant tout d’abord sur le mécanisme d’action du carfilzomib
(inhibition du protéasome, induction d’un stress du RE, induction d’aggrésomes). Aussi, un
collaborateur, le Pr. Peter Van Endert, a observé que des souris IDE KO (knock-out)
présentaient une sensibilité accrue aux rayonnements y, nous avons ainsi exploré les
combinaisons de nos composés avec d’autres rayonnements (UV-C et rayonnements X)
(Figure 56).

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la modulation de I'activité
chymotrypsine du protéasome par les différents traitements sur les cellules OPM2. En effet,
cette activité est décrite pour étre inhibée par les inhibiteurs du protéasome, en particulier
du carfilzomib (79), mais également pour étre modulée par la protéine IDE (359). Cette
activité chymotrypsine du protéasome a été étudiée en utilisant le kit Proteasome-Glo-
Chymotrypsine-Like Cell-Based Assay de Promega. Ce test est basé sur la lecture de
luminescence induite par l'ajout d’un substrat perméable (Suc-LLVY aminoluciferin)
présentant un motif clivable par I'activité chymotrypsine du protéasome. Le clivage de ce
substrat par le protéasome permet la libération du substrat de I’'enzyme luciférase, générant
ainsi un signal luminescent. Ainsi, I'intensité de luminescence est proportionnelle a I'activité
du protéasome.

Dans un second temps, nous avons voulu connaitre I'effet des différentes conditions
de traitement sur la morphologie cellulaire et subcellulaire des cellules OPM2 puis Hela, par
I'utilisation de la microscopie électronique. Cette étude a été réalisée en collaboration avec
I'ingénieur de recherche Nicolas Barois du plateau de microscopie électronique de la
Plateforme BICel située au sein de I'Institut Pasteur de Lille. La microscopie électronique est
notamment une technique de référence pour la visualisation d’un stress du RE qui se
caractérise par une dilatation de ce dernier (382).

Dans un troisieme temps, nous avons voulu connaitre lI'impact des différents
traitements sur la voie de signalisation de I'UPR. En effet, les inhibiteurs de protéasome sont
décrits pour impacter cette voie de signalisation impliquée dans la survie et la mort cellulaire
(cf. partie 3.5 de l'introduction). L'étude de cette voie a été réalisée par une étude
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transcriptomique en RT-gPCR de génes impliqgués dans cette voie de signalisation, en
cinétique sur des cellules OPM?2.

Dans un quatrieme temps, nous nous sommes intéressés a l'effet des différents
traitements sur la formation des agrésomes. Les agrésomes sont des sous-structures
cellulaires ou les protéines mal-conformées s’accumulent et s’agregent. Cette structure est
surmontée d’'une cage de filaments intermédiaires (vimentine) et se situe au niveau du
centre d’organisation des microtubules (MTOC) a proximité du noyau (383,384). Les
protéines sont transportées vers I'agrésome via un transport rétrograde sur les microtubules
impliquant diverses protéines comme la dynéine, GRP78 ou encore HDAC6 (134,385). Cette
derniére servirait de « pont » entre les protéines ubiquitinylées et la dynéine. La formation
des agrésomes se ferait lorsque la capacité du protéasome est excédée, par exemple lorsque
le protéasome est inhibé, et aurait une fonction protectrice du fait qu’ils puissent étre
dégradés par autophagie (386,387). La détermination du pourcentage de cellules avec
agrésomes a été réalisée par l'utilisation du Protéostat® Aggresome detection kit d’Enzo Life
Sciences. Le réactif permettant la détection des agrésomes est une molécule rotor non
fluorescente, c’est-a-dire que sa rotation intramoléculaire de deux portions aromatiques
autour d’une liaison simple carbone-carbone prévient sa fluorescence. En revanche, lorsque
cette molécule s’intercale dans les feuillets B de structures quaternaires de protéines,
notamment lorsqu’elles sont mal-conformées et agrégées, la rotation de cette molécule est
inhibée et permet I'émission d’une fluorescence (388). Cet essai est initialement développé
par le fournisseur pour de I'analyse cellulaire en cytométrie en flux ou en microscopie a
fluorescence en lames. Nous avons optimisé et miniaturisé cet essai en plaques 384 puits et
développé un script d’analyse d’image qui nous permet de quantifier ces agrésomes afin de
tester rapidement et simultanément de nombreuses conditions. Nous avons apporté et
démontré une application de criblage pour la quantification des agrésomes a cet essai et
cela a fait I'objet d’une publication (cf. annexe 1). L'étude de l'effet des différentes
conditions de traitements sur ce phénotype a été réalisée sur les cellules Hela.

Enfin, nous nous sommes intéressés au phénotype de mort cellulaire lors de
rayonnements UV-C et de rayons X en association avec les composés de la série chimique
d’inhibiteurs d’IDE. En effet, le projet IDE dans le cancer a débuté par I'observation du Pr.
Peter Van Endert que des souris KO IDE étaient plus sensibles aux irradiations que des souris
WT (wild-type). Au regard de cette observation initiale, nous avons voulu savoir dans un
premier temps si nos composés étaient capables de booster une toxicité induite par des UV-
C, puis dans un second temps par des rayons X de la radiothérapie. Ainsi, cet enjeu
thérapeutique d’améliorer I'effet de la radiothérapie avec nos composés a été envisagée en
collaboration avec la clinique vétérinaire lilloise Oncovet sur des cellules de mélanome de
chien TLM-1.
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Mesure de I'activité chymotrypsine du protéasome dans les cellules
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Figure 56 : Schéma représentant le rationnel pour le choix des différentes observations phénotypiques. Ce rationnel est basé sur le
mécanisme d’action du carfilzomib (CFZ) (inhibition de 1’activité chymotrypsine du protéasome, induction d’un stress du réticulum
endoplasmique (RE), impact de la voie UPR (Unfolded Protein Response) et formations d’agrésomes) mais également sur 1’étude de la
combinaison des composés chimiques des inhibiteurs d’IDE avec différents rayonnements, UV-C et rayons X.

2.2. Mesure de l’activité chymotrypsine du protéasome

Apres 2h de traitement, on remarque que le carfilzomib a 2,5 nM induit une
inhibition de I'activité chymotrypsine du protéasome d’environ 35% dans les cellules OPM2.
Le composé A seul quant a lui n’a pas d’effet sur cette activité enzymatique. En revanche, la
combinaison du composé A a 15uM et du carfilzomib a 2,5nM inhibe davantage I'activité
chymotrypsine du protéasome (environ 56%) et cela est significatif sur les deux expériences
réalisées (p<0.01) (Figure 57). Ainsi, I'effet boost apoptotique observé lors de la combinaison
pourrait dépendre de I'amplification de l'inhibition de I'activité du protéasome par la
combinaison.
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Figure 57 : Pourcentage d’inhibition de I’activité chymotrypsine du protéasome dans les cellules OPM2 traitées pendant 2h
avec du DMSO, du carfilzomib a 2,5nM, du composé A a 15uM et la combinaison du carfilzomib a 2,5nM et du composé A
a 15uM. Les résultats représentent la moyenne et I’écart-type de deux expériences indépendantes, réalisées chacune en
triplicats techniques. Une analyse statistique par ANOVA a | voie suivie d’un post-test Tukey a été réalisée pour déterminer
la différence significative entre le carfilzomib seul et le carfilzomib associé au composé A (** : p<0.01).
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Cependant, ce renforcement de l'inhibition de I'activité du protéasome par la
combinaison est-il assez important et suffisant pour étre responsable du boost
apoptotique ? Est-ce que cet effet est visible avec d’autres inhibiteurs du protéasome
comme le bortezomib ? Est-ce que les combinaisons avec d’autres agents anti-cancéreux
comme le panobinostat inhibent le protéasome ? Aussi, par quel mécanisme pouvons-nous
expliquer ce boost de I'inhibition de I'activité chymotrypsine du protéasome ? Est-ce que ce
renforcement de l'inhibition de cette activité du protéasome lors de la combinaison peut
s’expliquer par l'inhibition d’IDE par le composé ? Pour répondre a ces questions, de plus
amples investigations seraient nécessaires.

2.3. Etude de la morphologie cellulaire par microscopie électronique

Une expérience de microscopie électronique sur les cellules OPM2 traitées pendant
24h avec du DMSO 0,2%, du BDM_44768 a 15uM, du carfilzomib a 5nM et la combinaison
du BDM_44768 a 15uM et du carfilzomib a 5nM a été réalisée. L'objectif de cette expérience
était d’observer les changements de morphologie cellulaire opérés lors du traitement par
notre composé seul, et lors de son association avec le carfilzomib.

Un stress du réticulum endoplasmique se visualise en microscopie électronique par
un réticulum endoplasmique dilaté (382). Plusieurs observations en microscopie
électronique ont été réalisées avec le bortezomib et montrent un réticulum endoplasmique
gonflé et discontinu, ainsi qu’une induction d’autophagosomes (389,390). Une autre étude
de microscopie électronique, cette fois-ci avec le carfilzomib, décrit Iinduction
d’autophagosome mais ne décrit cependant pas I'aspect du réticulum endoplasmique (391).

On remarque ainsi que les cellules OPM2 traitées avec le véhicule présentent un
réticulum endoplasmique long, fin, et continu, tout comme les cellules traitées avec le
BDM_44768 a 15uM pendant 24h (Figure 58 A et B). Le nombre de contacts entre le RE et
les mitochondries est identique entre la condition contréle et la condition BDM_44768 a
15uM (19,8% pour le controle et 19,4% pour le BDM_44768). Les cellules traitées par 5nM
de carfilzomib présentent un RE gonflé, moins long avec la présence d’inclusions, également
présentes dans la membrane nucléaire (Figure 58 C et C’). Ainsi, par ces observations nous
confirmons l'induction d’un stress du RE par le carfilzomib. En revanche, les cellules traitées
avec la combinaison du carfilzomib avec le BDM_44768 présentent majoritairement un RE
fin, long, et continu, comme le contréle (Figure 58 D).

Lors de I'analyse des cellules mourantes, il n’y a pas eu de différences entre celles
traitées par le carfilzomib et celles traitées par la combinaison. On remarque ainsi une
condensation du noyau, les cellules sont plus denses aux électrons (noyau, cytoplasme,
mitochondrie) et la présence de vacuoles (Figure 59). Davantage de cellules en stade avancé
de la mort cellulaire ont été observées lors de la combinaison, en cohérence avec le boost
apoptotique mesuré par I'activation de la caspase 3.

La limite de la microscopie électronique réside dans la direction non maitrisée des
coupes des cellules qui font que nous pouvons passer a cO6té d’observations
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morphologiques. Ainsi, ce qui n’a pas été vu lors d’'une expérience ne signifie pas que cela
n’existe pas.

DMSO BDM_44768 15uM CFZ5nM : CFZ + BDM_44768

Figure 58 : Observation en microscopie électronique de cellules OPM2 traitées pendant 24h avec du DMSO (A), du
BDM 44768 a 15uM (B), du carfilzomib a 5SnM (C et C’) et de la combinaison du carfilzomib avec le BDM_44768 (D). Les
fleches noires indiquent le réticulum endoplasmique et les fléches blanches la présence d’inclusions dans le réticulum
endoplasmique ou la membrane nucléaire. La barre d’échelle est précisée sur chaque image.

4

CFZ 5nM CFZ 5nM + BDM_44768 a 15uM

Figure 59 : Observation en microscopie électronique de cellules OPM2 mourantes traitées pendant 24h avec du carfilzomib a
_SnM (A) et de la combinaison du carfilzomib avec le BDM 44768 a 15uM (B). La barre d’échelle est précisée sur chaque
image.

Une autre expérience de microscopie électronique sur les cellules Hela a été réalisée
dans le but de savoir si ce phénotype est reproductible sur une autre lignée cellulaire. Pour
cela, les cellules Hela ont été traitées pendant 48h avec 10nM de carfilzomib seul ou en
association avec plusieurs molécules de la série chimique d’inhibiteurs d’IDE. Cependant, le
réticulum endoplasmique n’a pas montré d’anormalités entre les différentes conditions
(Figure 60). Plusieurs hypotheéses peuvent étre émises : 1/ la dose en carfilzomib n’était pas
assez importante, 2/ les lignées cellulaires HeLa et OPM2 ne réagissent pas de la méme
facon, 3/ le phénotype n’a pas été observé.
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CFZ10nM BDM_44768 15uM CFZ + BDM_44768
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Figure 60 : Observations en microscopie électronique de cellules HelLa traitées pendant 48h avec du DMSO, du
BDM_44768 a 15uM, du composé A a 15uM, du carfilzomib a 10nM, la combinaison du carfilzomib avec le BDM_44768 et
le composé A. Les fléches blanches indiquent le réticulum endoplasmique. La barre d’échelle est précisée sur chaque image.
De plus, I'observation de cellules mourantes de chacune de ces conditions a permis
de visualiser des structures de type membranaire trés denses notamment lors de
I'association du composé A au carfilzomib (Figure 61). L'osmium ayant une affinité plus
importante pour les lipides insaturés il se pourrait que ces structures soient membranaires.
Aussi, des agrégats protéiques ont été observés.

CFZ10nM CFZ + BDM_44768

Composé A 15uM CFZ + Composé A

Figure 61 : Observations en microscopie électronique de cellules HeLa mourantes traitées pendant 48h avec du DMSO, du
BDM_44768 & 15uM, du composé A a 15uM, du carfilzomib & 10nM, la combinaison du carfilzomib avec le BDM_44768 et
le composé A. Les fleches blanches indiquent les structures denses et les fleches noires des agrégats protéiques. La barre
d’échelle est précisée sur chaque image.
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Ainsi, il serait nécessaire de répéter I'expérience sur les OPM2, pour savoir si
I'observation des différences de morphologies du RE se reproduit, et sur les Hela, avec
plusieurs concentrations en carfilzomib, pour confirmer les observations et émettre des
hypothéses.

2.4. Etude transcriptomique de génes impliqués dans I’'UPR

Les cellules OPM2 ont été traitées pendant différents temps de cinétique (3h, 7h, 16h
et 24h) avec du DMSO 0,2%, du carfilzomib a 3.8nM, du BDM_44768 a 15uM, ou la
combinaison des deux. L'expression en ARNm de certains genes impliqués dans la voie UPR a
été étudiée. Ces concentrations ont été choisies parce qu’il existe un boost apoptotique a
ces concentrations par la combinaison. Le BDM_44768 a 15uM seul n’induit pas I'apoptose
des cellules jusqu’a 36h de traitement, et le carfilzomib seul a 3.8nM induit peu d’apoptose,
il s’agit donc d’'une dose peu efficace (Figure 62).

1001
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80 1
= BDM_44768 (15uM)
60
=+ Carfilzomib (3.8nM)
401
BDM_44768 (15uM)
+ Carfilzomib (3.8nM)

201

% de cellules en apoptose

18 24 30 36 40

Temps (h)
Figure 62 : Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose aprés 18h, 24h, 30h, 36h, 40h de traitement avec du DMSO 0,2%,
du carfilzomib a 3.8nM, du BDM 44768 a 15uM et la combinaison des deux. Les résultats montrent la moyenne et 1’écart-
type de 3 expériences indépendantes au minimum. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi
d’un post-test Bonferroni correspondent a p<0.001 : ***, p<0.01 : **, p<0.05 par rapport au véhicule et p<0.001 : +++,
p<0.01 : ++, p<0.05 : + par rapport au carfilzomib seul.

Concernant la branche PERK de I'UPR, on remarque que I'expression en ARNm de ce
dernier n’est pas impactée de maniére significative par les composés seuls a tous les temps
de cinétique étudiés. En revanche, une diminution significative (p<0.05) apres 24h de
traitement par la combinaison est observée. Le facteur de transcription ATF4 de cette
branche n’est pas modulé par le BDM_44768 seul aux temps de cinétique étudiés. Le
carfilzomib seul diminue I'expression de ce facteur de transcription aprés 24h de traitement
(p<0.05). Une courbe en cloche de I'expression d’ATF4 est observée lors de la combinaison,
avec un pic d’expression a T7H (p<0.001), qui est significativement différent du carfilzomib
seul (p<0.001). De plus, GADD34 impliqué dans la boucle de rétrocontréle négatif de cette
branche PERK par l'induction de la déphosphorylation d’elF2a n’est pas modulé
significativement par les composés seuls. En revanche, la combinaison induit
significativement son expression dés 16h de traitement (p<0.01 a t16h et p<0.001 a t24h) et
cela est significativement différent du carfilzomib seul aprés 24h de traitement (p<0.01)
(Figure 63).
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Concernant la branche IRE1a de I'UPR, on remarque que I'expression en ARNm de ce
dernier n’est pas significativement impactée par les différents traitements aux temps de
cinétique étudiés. Aussi, I'expression du facteur de transcription XBP1s n’est pas modulée
par les composés carfilzomib et BDM_44768 seuls aux temps de cinétique étudiés. En
revanche, son expression est induite significativement par la combinaison aprés 7h de
traitement uniquement (p<0.05). Concernant la forme non épissée XBP1u, son expression
n’est pas impactée par le carfilzomib et le BDM_44768 seuls aux temps de cinétique étudiés.
En revanche, une diminution significative de I'expression d’XBP1u est observée par la
combinaison dés t7h (p<0.01 a t7h, p<0.001 a t16h et t24h) et cela devient significativement
différent du carfilzomib seul aprés 16h de traitement (p<0.05 a tl6h, p<0.001 a t24h).
L’étude du ratio XBP1s/XBP1u confirme l'induction d’XBP1s aprés 7h de traitement par la
combinaison (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul (p<0.01)
(Figure 63).

Concernant la branche ATF6 de I'UPR, les composés seuls ne modulent pas de
maniere significative I'expression de ce gene. En revanche, la combinaison induit une légere
mais significative augmentation de I'expression en ARNm d’ATF6 apres 16h (p<0.01) et 24h
de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul aprés 24h
de traitement (p<0.01) (Figure 63).

Aussi, d’autres génes sont impliqués dans cette voie UPR comme la protéine
chaperon GRP78. Le gene codant pour cette protéine n’est pas modulé significativement par
les composés seuls aux temps de cinétique et aux concentrations étudiés. En revanche, la
combinaison induit significativement ce gene des 16h de traitement (p<0.001 apres 16h de
traitement et p<0.05 apres 24h de traitement) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (p<0.001). Aussi, le facteur de transcription CHOP n’est pas modulé
significativement par les composés seuls aux temps de cinétique et aux concentrations
étudiés. Cependant, la combinaison induit fortement et significativement ce gene des 7h de
traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul (p<0.001).
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Figure 63 : Quantification de I’ARNm de différents génes de ’'UPR dans les cellules OPM2 par RT-gPCR apres 3h, 7h, 16h
et 24h de traitement par le véhicule DMSO 0,2%, le BDM 44768 a 15uM, le carfilzomib a 3,8nM ou I’association des deux.
L’expression en ARNm est exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contréle de chaque temps. Les valeurs
reportées représentent la moyenne et 1’écart-type d’expériences indépendantes (n=2 pour t3h, t7h et t16h et n=4 pour t24h)
réalisées chacune en triplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 voies (post-test
Bonferroni) par rapport au contrdle correspondent a p<0,001 : *** ; p<0,01 : ** ; et p<0,05 : *; par rapport au carfilzomib :
p<0,001 : +++; p<0,01: ++ et p<0,05: +

Pour conclure, le BDM_44768 seul ne module pas I'expression des génes de la voie
UPR a la dose de 15uM dans les cellules OPM2 aux temps de cinétique étudiés. Le
carfilzomib n’a pas montré de modulation de la majorité des génes étudiés a la dose de
3,8nM, qui est une dose peu efficace sur I'induction de I'apoptose. En effet, on aurait pu
s’attendre a une induction des genes de I'UPR par l'inhibiteur de protéasome, comme il est
décrit dans la littérature, mais peut-étre a une dose plus élevée (392). Aussi, on constate que
les facteurs de transcription de la voie PERK (ATF4), de la voie IRE1a (XBP1s) ainsi que CHOP
sont induits par la combinaison. On remarque que ces génes sont modulés au cours du
temps, avec un pic d’expression pour ATF4 et XBP1s a 7h et une induction constante dés 7h
pour CHOP. Le géne ATF6 est également induit par la combinaison dés 16h de traitement.
Ainsi, 'ensemble de ces résultats converge vers une activation des 3 branches de la voie UPR
par la combinaison du carfilzomib a 3.8nM et du BDM_44768 a 15uM. Cependant, I'étude du
niveau d’expression protéique et des états de phosphorylation de ces protéines impliquées
dans cette voie UPR par la technique de Western-Blot serait complémentaire et nécessaire
pour confirmer cette induction.

Lors de I'étude de I'expression des génes de la voie UPR, I'expression en ARNm d’IDE
a été également étudiée du fait de I'inhibition de cette protéine par le BDM_44768 et de son
role possible de protéine chaperon, en lien peut étre avec 'UPR (349) (Figure 64). On
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remarque que le BDM_44768 seul ne module pas I'expression de ce gene. En revanche, le
carfilzomib seul induit significativement son expression apres 16h de traitement uniquement
(p<0.05). La combinaison des deux induit significativement son expression dés 16h de
traitement (p<0.01 a t1l6h et p<0.001 a t24h) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul aprés 24h de traitement (p<0.05). Ainsi, l'induction de ce géne par
I'inhibiteur de protéasome et par la combinaison pourrait conforter I'idée qu’IDE ait un réle
de protéine chaperon.
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Figure 64 : Quantification de ’ARNm d’IDE dans les cellules OPM2 par RT-qPCR apres 3h, 7h, 16h et 24h de traitement
par le véhicule DMSO 0,2%, le BDM 44768 a 15uM, le carfilzomib a 3,8nM ou 1’association des deux. L’expression en
ARNm est exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contréle de chaque temps. Les valeurs reportées
représentent la moyenne et 1I’écart-type d’expériences indépendantes (n=2 pour t3h, t7h et t16h et n=4 pour t24h) réalisées
chacune en triplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 voies (post-test Bonferroni) par
rapport au contréle correspondent a p<0,001 : *** ; p<0,01 : ** ; et p<0,05 : * ; par rapport au carfilzomib : p<0,001 : +++ ;
p<0,01 : ++ et p<0,05: +

2.5. Quantification des agrésomes

2.5.1. Publication de 'optimisation de I’essai

Comme précisé dans la partie 2.1 des résultats, nous avons optimisé et miniaturisé
en plaques 384 puits I'utilisation du réactif Protéostat® pour la détection des agrésomes, et
développé un script d’analyse d’'image afin de les quantifier. Ce développement fut
nécessaire pour tester rapidement et simultanément de nombreuses conditions. La
robustesse de cet essai a été démontrée par le criblage de la chimiothéque Prestwick. Le
manuscrit accepté par le journal SLAS Discovery associé a ce développement est présenté en
annexe 1 (393).

2.5.2. Etude de I'effet des composés sur la formation des agrésomes

Le carfilzomib a 20nM pendant 72h sur des cellules Hela induit fortement des
agrésomes (78.7% +/- 10.3, p<0.001) alors que 10nM en carfilzomib induit peu d’agrésomes
(28,1% +/- 10.6) par rapport au véhicule (21.4% +/- 3.1) ou encore au composé A a 15uM
seul (21.2% +/- 7.3) (Figure 65). La combinaison du carfilzomib a 10nM avec le composé A a
15uM est responsable d’une forte induction des agrésomes (87.7% +/- 8.1, p<0.001) et cela
est significativement différent du carfilzomib seul (p<0.001). Ainsi, le composé A booste la
présence des agrésomes induite par le carfilzomib. Ce phénotype est observé a des temps
longs (t48h ou t72h) comme I'apoptose cellulaire.
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Figure 65 : A. Pourcentage de cellules HeLa avec agrésomes aprés 72h de traitement par du DMSO 0.2%, le carfilzomib a
10 et 20nM, le composé A a 15uM, ou I’association du carfilzomib 4 10nM et du composé A a 15uM. Les résultats
représentent la moyenne et 1’écart-type de trois expériences indépendantes réalisées chacune en triplicats techniques.
L’analyse statistique a été réalisée avec GraphPad Prism 7 par une analyse ANOVA a 1 voie suivie d’un post-test Tukey. B.
Images représentatives des résultats présentés en A. avec le méme contraste. Barre d’échelle : 100pum (60X).

2.6. Etude de la mort cellulaire lors de I’association avec des radiations

2.6.1. Les rayonnements UV-C

Les rayons UV-C (200-280nm) sont les rayonnements UV les plus énergétiques. Ceux-
ci sont principalement responsables de dommages a I'ADN par la formation de
photoproduits 6-4 pyrimidine-pyrimidones et de dimeéres de pyrimidine (394,395). Les UV-A
et les UV-B seraient quant a eux davantage responsables d’un stress oxydatif, de la
dénaturation des protéines et de la peroxydation des lipides. Cependant, il a été aussi
démontré que les UV-C pouvaient induire la production de ROS (396). L'’ensemble de ces
dommages induits par les UV-C vont conduire a la réparation de I’ADN, a l'arrét du cycle
cellulaire et/ou a I'apoptose des cellules. Différentes voies de signalisation sont ainsi induites
par les UV-C notamment ATR/Chkl (Ataxia telangiectasia and Rad3-related
protein/Checkpoint kinase-1), JNK, la kinase p38, p53, NF-kB et AP1 (394,397,398). Aussi,
elF2a serait également phosphorylé a la suite de radiations UV-C par un mécanisme GCN2
dépendant (216). PERK pourrait également jouer un réle dans cette phosphorylation d’elF2a
par les UV-C mais a un degré moindre. Cette phosphorylation serait impliquée dans
I'activation de la voie NF-kB (216), et n’induirait pas I'expression d’ATF4 (217). Cependant,
des réponses transcriptionnelles tres différentes ont été observées entre des doses faibles et
des doses élevées en UV-C (394). On peut également supposer que ces réponses varient
entre les lignées cellulaires.
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Nous avons réalisé des combinaisons de nos composés avec différentes doses en UV-
C et avons suivi la mortalité cellulaire des cellules TLM-1 par imagerie avec un marquage par
I'iodure de propidium. L'iodure de propidium est un agent intercalant des acides nucléiques
qui permet le marquage des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire. Nous
constatons que le composé A est capable de booster la toxicité induite par les UV-C de
maniére significative (p<0.001 avec 400 J/m? d’UV-C) et cet effet est dose-dépendant (Figure
66 et Figure 67). Aussi, le BDM_44768 boost également la toxicité des UV-C mais il
semblerait que celui-ci soit moindre qu’avec le composé A (Figure 67). Cela rejoint
I'observation sur le boost apoptotique, qui est meilleur avec le composé A qu’avec le
BDM_44768.
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Figure 66 : Les cellules TLM-1 ont été ensemencées et traitées le lendemain avec 15uM de composé A ou du DMSO. Apres
24h de prétraitement, les cellules ont été lavées et soumises a différentes doses en UV-C suivi d’un post-traitement identique
au prétraitement par du DMSO ou du composé A a 15uM. Le pourcentage de cellules TLM1 marquées a 1’iodure de
propidium (IP) 48h apres les UV-C est présenté comme la moyenne et 1’écart-type de 4 expériences indépendantes. Les
différences significatives déterminées par ANOV A a 2 facteurs suivi d’un post-test Bonferroni correspondent a p<0.001 : ***
; p<0.01 : **, p<0,05 : * par rapport a la condition DMSO de la dose en UV-C correspondante.
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Figure 67 : Les cellules TLM-1 ont été ensemencées, et traitées le lendemain avec le véhicule ou différentes doses en
composé A (A) ou BDM_44768 (B). Apres 24h de prétraitement, les cellules ont été lavées et soumises a différentes doses en
UV-C suivi d’un post-traitement identique au prétraitement. Le pourcentage de cellules TLM1 marquées a I’iodure de
propidium 48h aprés les UV-C est présenté comme la moyenne et 1’écart-type d’une expérience réalisée en triplicats.
Comment expliquer ainsi que les composés soient capables de booster des
rayonnements UV-C et des inhibiteurs de protéasome ? Est-ce par des voies de signalisation
communes entre ces traitements ou est-ce plutét par I'ajout d’un stress supplémentaire ?
On remargue que des voies de signalisation induites par les UV-C pourraient étre communes
avec celles induites par les inhibiteurs de protéasome comme la voie NF-kB mais aussi la
phosphorylation d’elF2a. Ainsi, des études de I'expression de protéines impliquées dans ces
voies de signalisation seraient nécessaires pour approfondir la caractérisation de ce

phénotype.

Page 134 sur 300



2.6.2. Rayons X

Des expériences d’irradiations sur les cellules de mélanome de chien TLM-1 par des
rayons X ont déja fait I'objet d’'une publication dans laquelle I'apoptose par un marquage
Annexin-V et la mortalité par I'iodure de propidium ont été suivis (399).

Nous avons donc étudié dans une premiere expérience I'apoptose par le marquage
NucView™ 488 de ces cellules TLM1 traitées, dans un premier temps en suspension par des
rayons X, puis dans un second temps par certains composés de la série chimique (post-
traitement). Aprés 72h de traitement, nous n’avons pas observé de boost de I'apoptose
induite par les rayonnements X en association avec les composés de la série chimique dans
cette expérience (Figure 68).
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Figure 68 : Les cellules TLM-1 ont été irradiées en suspension par différentes doses en rayonnements X, puis traitées avec
différentes doses en BDM_44768, composé A ou composé B. Le pourcentage de cellules marquées au NucView™ 488
correspond au pourcentage de cellules en apoptose 72h aprés les irradiations. Les résultats montrent la moyenne et 1’écart-
type d’une expérience réalisée en duplicat.

Dans une seconde expérience, le protocole a été modifié sur plusieurs points par
rapport a la premiére expérience : les modalités de traitement par les composés ont été
changées, les cellules ont été traitées 24h avant les irradiations et juste apreés les irradiations
(pré-post-traitement) dans cette nouvelle expérience contre un post-traitement
uniquement lors de la premiere expérience ; une irradiation sur cellules adhérentes contre
une irradiation sur cellules en suspension ; des doses en rayonnements plus importantes
jusque 24Gy contre 12 Gy ; un marquage par l'iodure de propidium contre un marquage au
NucView™488 ; et un suivi en cinétique plus long jusque 144h contre 72h. Nous observons
ainsi dans cette deuxiéme expérience un boost de la toxicité induite par les irradiations par
I'ajout de nos composés (Figure 69). Ce boost s’apprécie par la mesure du ratio des AUC
corrigées. En effet celui-ci est, aprés 120h de traitement, de 1,83 pour le composé A a 15uM
et le composé B a 15uM et de 1,39 pour le BDM_44768 a 15uM. Cela se rapproche de
I'observation faite lors de la combinaison avec les UV-C ou le BDM_44768 semblait étre un
moins bon booster de la toxicité des UV-C que le composé A. Cependant, du fait de
changements importants dans le protocole expérimental entre la premiére et la deuxieme
expérience, il est difficile de savoir pourquoi les composés ont été plus efficaces dans les
conditions de cette deuxieme expérience.
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Figure 69 : Les cellules TLM-1 ont été ensemenceées, et traitées 2h apres, par du DMSO ou différentes doses en composés
BDM_44768, composé A ou composé B (prétraitement). Le lendemain, les cellules ont été lavées et irradiées en plaque par
différentes doses en rayonnements X, suivi d’un post-traitement identique au prétraitement. Le pourcentage de cellules
marquées a 1’iodure de propidium aprés 120h de traitement a ¢été déterminé et montre la moyenne et 1’écart-type d’une
expérience réalisée en triplicats. Le ratio des AUC corrigés aprés 120h de traitement est également présenté.

Pour conclure, ces résultats convergent vers le fait que les composés de la série
chimique d’inhibiteurs d’IDE soient capables de booster la toxicité de rayonnements, UV-C et
rayons X (les résultats en combinaison avec les rayons X doivent étre confirmés par la
répétition de I'expérience). Cela est en cohérence avec I'observation du Pr. Van Endert sur le
fait que des souris IDE KO soient plus sensibles aux irradiations. Cependant, nous ne pouvons
pas exclure que I'observation in vitro que nous avons faite puisse étre indépendante de

I'inhibition d’IDE.

2.7. Conclusions sur ces observations phénotypiques

Les différentes observations phénotypiques réalisées n’ont pas permis de mettre en
évidence un effet des composés de la série chimique d’inhibiteurs d’IDE lorsqu’ils ont utilisés
seuls. En revanche, ces observations ont permis de montrer que l|’association de ces
composés avec le carfilzomib boostait linhibition de ['activité chymotrypsine du
protéasome, la présence des agrésomes et induisait 'UPR. Les composés peuvent également
booster la toxicité induite par des rayonnements UV-C et rayons X.

Nous ne sommes cependant pas en mesure de conclure sur les liens de causalité
entre ces différentes observations d’une part, et entre l'inhibition d’IDE et ces observations
d’autre part (Figure 70). Des études supplémentaires sont nécessaires pour approfondir ces
observations.

Est-ce que le boost de I'inhibition de I'activité chymotrypsine peut étre a I'origine de
I'induction de la voie UPR et ainsi d’induire la mort a I'origine du boost apoptotique ?

Est-ce que le boost de I'inhibition de I'activité chymotrypsine peut étre a I'origine du
boost de la présence d’agrésomes et ainsi du boost apoptotique ?

Est-ce que le boost de l'inhibition de I'activité chymotrypsine est suffisant pour
expliquer les effets ? Par quel(s) mécanisme(s) pouvons-nous expliquer ce boost ? Existe-t-il
un lien entre I'induction de la voie UPR et la formation d’agrésomes ?
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Est-ce que le carfilzomib, les UV-C et les rayons X induisent un effet commun dont
dépendent les composés de la série chimique d’inhibiteurs d’IDE ? Ou est-ce I'addition des
effets de ces agents avec ceux de la série chimique qui peut expliquer le boost de la
toxicité ? Ou est-ce que ces boosts s’expliquent par des effets différents ?

-~

Figure 70 : Questionnement sur les différentes observations réalisées

3. Etude du transcriptome

3.1. Design de I'expérience

Une étude du séquencage du transcriptome entier de cellules (RNAseq), a été
réalisée pour tenter d’établir des chaines causales et identifier parmi ces changements ceux
qui pourraient étre a I'origine de I'effet boost apoptotique induit par les petites molécules
lors de I'association avec le carfilzomib. Le choix de la lignée cellulaire s’est porté sur les
cellules Hela dans la perspective de réaliser des confirmations de I'implication de certains
génes par des expériences de siRNA facilement. Nous avons choisi également de réaliser
cette expérience en cinétique afin d’ordonner les observations dans le temps et d’établir des
hypothéses de causalité des changements transcriptomiques par rapport au phénotype
apoptotique.

3.1.1. Expériences de prétraitement

Tout d’abord, nous avons cherché a savoir si une cellule prétraitée avec les boosters
pouvaient étre modifiée, la rendant ainsi plus sensible au carfilzomib, et si oui, a partir de
guand. Pour cela des expériences de prétraitement avec le BDM_44768 et le composé A ont
été réalisées sur des cellules Hela pendant différents temps de cinétique. Les cellules ont
été ensuite lavées et traitées avec le carfilzomib. L'apoptose de ces cellules a été mesurée
72h apres (Figure 71).
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Figure 71 : Schéma représentant le déroulement des expériences de prétraitement par les composés sur les cellules HeLa. Les
cellules HeLa ont été ensemencées puis traitées le lendemain par du BDM_44768 a 15uM, du composé A a 15uM ou du
DMSO pendant différents temps de cinétique. Apres cette pré-incubation les cellules sont lavées et une gamme de
concentration (DRC : dose response curve) en carfilzomib seul ou en association avec 15uM de composé a été ajouté en
méme temps que le NucView488™ et le Hoechst, pour la lecture de I’apoptose 72h aprés par imagerie a fluorescence.

Il semblerait ainsi que le boost apoptotique du carfilzomib par le BDM_44768
nécessite un co-traitement quel que soit le temps de prétraitement. En effet, les cellules ne
semblent pas étre sensibilisées pour la réponse au carfilzomib. Concernant le composé A, on
pourrait se questionner quant aux temps longs de prétraitement. Il semblerait cependant
gue méme pour ces temps longs cela n’égalerait pas le boost obtenu lors du co-traitement,
nous choisissons donc de réaliser le RNAseq en co-traitement (Figure 72). Les résultats de
cette expérience ne convergent pas vers une modification transcriptomique irréversible et

délétere induite par les composés pour les cellules traitées par le carfilzomib.
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Figure 72 : Les cellules HeLa ont été ensemencées puis traitées le lendemain par du BDM_44768 a 15uM, du composé A a
15uM ou du DMSO pendant différents temps de cinétique (7h, 24h, 34h, 48h, 72h). Aprés cette pré-incubation, les cellules
sont lavées et une gamme de carfilzomib seul ou en association avec 15uM de composé a été ajouté en méme temps que le
NucView488™ et le Hoechst pour la lecture de I’apoptose 72h apres par imagerie a fluorescence. Les résultats présentent la
moyenne et 1’écart-type de réplicats techniques d’une expérience.

3.1.2. Choix des temps de cinétique

Nous souhaitons connaitre les génes impliqués dans le boost apoptotique. Pour cela
nous devions nous positionner avant le phénotype apoptotique d’activation des caspases qui
apparait plus tardivement a partir de 48h dans les cellules Hela. Nous avons choisi de
réaliser I’expérience avec la concentration de 20nM de carfilzomib responsable de moins de
50% d’apoptose a 48h et avec laquelle un effet boost est visible (Figure 73).
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Figure 73 : Pourcentage de cellules HeLa en apoptose apres 48h de traitement avec une gamme de concentration en
carfilzomib seul ou en association avec le composé A a 15uM. Les résultats montrent la moyenne et 1’écart-type d’une
expérience réalisée en triplicats. Le trait en pointillé vertical représente la concentration en carfilzomib de 20nM.

Afin de faire notre choix sur les temps de cinétique, nous avons choisi de suivre
I’expression transcriptomique de CHOP a différents temps : 3h, 7h, 16h et 24h. CHOP étant
un facteur de transcription fortement induit et précocement lors de la combinaison entre le
BDM_44768 et le carfilzomib dans les cellules OPM2 (cf. partie 2.4 des résultats).
Différentes conditions de traitement ont été explorées : le carfilzomib a 20 nM seul ou en
association avec le composé A a 15uM ou le BDM_44768 a 15uM.

On remarque que CHOP est fortement induit par la combinaison dés 3h dans une
expérience et dés 7h dans une autre expérience. Il ne semble pas y avoir de différence entre
le BDM_44768 et le composé A (Figure 74).

Ainsi, nous avons choisi de réaliser I'expérience de RNAseq avec la combinaison du
carfilzomib et du composé A du fait que le boost apoptotique est meilleur qu’avec le
BDM_44768. Nous avons également décidé de le réaliser a TOh, T8h et T24h car nous
souhaitions étre en amont de I'apoptose dans le but de comprendre les mécanismes sous-
jacents a la mort cellulaire. En effet, aprés 8h et 24h de co-traitement nous sommes certains
qgue l'activité transcriptomique est modifiée, comme en témoigne I'expression génique de
CHOP.
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Figure 74 : Quantification de ’ARNm de CHOP dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés 3h, 7h, 16h et 24h de traitement
par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A ou de BDM_44768 dans deux expériences
indépendantes (A et B). L’expression en ARNm est exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contrdle de
chaque temps. Chaque graphique (A et B) présente les résultats obtenus lors d’une expérience avec la moyenne et I’écart-type
de réplicats techniques.
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Quatre expériences indépendantes d’extraction d’ARN de cellules Hela ont été ainsi
réalisées avec les conditions de traitement évoquées précédemment. Les ARN ont été
ensuite envoyés a la société Macrogen pour le séquencage entier aprées vérification de leurs
qualités. Avant I'’envoi des échantillons nous avons vérifié I'expression de ’ARNm de CHOP
dans ces 4 expériences indépendantes. On remarque que les résultats sont assez homogenes
sauf peut-étre pour I'expérience n°3 ol I'expression de CHOP augmente entre 8h et 24h de
traitement par la combinaison, alors qu’elle stagne ou diminue Iégérement dans les autres
expériences (Figure 75).
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Figure 75 : Quantification de ’ARNm de CHOP dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de traitement par
le carfilzomib a 20nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est exprimée en fold de
I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Chaque graphique présente les résultats obtenus lors d’une expérience
avec la moyenne et 1’écart-type de réplicats.

3.2. Les changements transcriptomigues mis en évidence

3.2.1. La démarche de I’analyse transcriptomique

A la réception des données de RNAseq et en collaboration avec le Dr. Fabien
Delahaye, une analyse de I'homogénéité des différents réplicats a été réalisée. Celle-ci
permet de connaitre I'homogénéité des réplicats biologiques et ainsi d’éventuellement
exclure un échantillon si celui-ci differe de maniere importante. Dans un second temps, une
analyse des voies de signalisation (pathways) a partir de bases de données a été réalisée, en
fixant des seuils arbitraires sur 'amplitude des changements transcriptionnels (fold change
FC) et sur la significativité de ceux-ci (p value ajustée par le nombre d’observations padj).
Une confirmation de la modulation de génes impliqués dans ces voies de signalisation a été
réalisée par la technique de RT-qPCR, et est nécessaire pour confirmer les observations du
RNAseq. Ensuite, un approfondissement des données de RNAseq obtenues a été réalisé,
notamment par I'analyse des genes les plus modulés et qui ne sont pas forcément connectés
aux analyses des voies de signalisation. De plus, des logiciels de prédiction des facteurs de
transcription pouvant étre a I'origine des changements transcriptomiques sont disponibles
et ont été utilisés notamment pour établir une chaine de causalité (Figure 76).
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Figure 76 : Schéma de la démarche pour I’analyse des données transcriptomiques obtenues.

3.2.2. Homogénéité de la réponse

L'analyse en composantes principales permet de caractériser les sources de
variabilité parmi l'ensemble des données. La contribution de chaque composante est
représentée en pourcentage de la variance. Les composantes principales 1 et 2 mettent en
exergue les variabilités dues aux temps de cinétique et les variabilités dues aux conditions de
traitement. Par ce graphique (Figure 77), nous pouvons voir que la réponse entre les
expériences indépendantes est assez homogeéne, sauf peut-étre pour I'échantillon n°3 qui
semble avoir répondu de maniere un peu différente. Cette observation est en cohérence
avec les résultats de RT-gPCR obtenus sur CHOP avant envoi. Nous avons effectué des
analyses différentielles des genes modulés significativement lorsque nous éliminions cet
échantillon n°3 ou non. Les résultats montrent que nous obtenons davantage d’informations
lorsque cet échantillon n°3 est conservé lors de I'analyse (Tableau 21). Ainsi, I'ensemble des
analyses présentées ensuite ont été réalisées sur la moyenne des 4 échantillons
indépendants.
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Figure 77 : Plot des composantes principales représentées en pourcentage de la variance pour caractériser les sources de
variabilité des résultats de RNAseq obtenus sur les échantillons de 4 expériences indépendantes sur des cellules Hel a traitées
pendant Oh, 8h et 24h avec du DMSO, du carfilzomib a 20nM, du composé A a 15uM et la combinaison des deux.

N=3 N=4
FC>2 et padj <0.05 . ; . . B .
(exclusion de I’échantillon n°3) (sans exclusion d’échantillons)
CFZ vs COMB T8H 47 génes 82 (42 communs avec n=3)
CFZ vs COMB T24H 546 génes 1037 (509 communs avec n=3)

Tableau 21 : Tableau représentant le nombre de génes dont les changements transcriptionnels sont supérieurs (sur et sous-
expression) ou égaux a 2 et significatifs (p-value ajustée par le nombre d’observations inférieure a 5%, padj < 0.05) pour le
traitement par le carfilzomib associé au composé A par rapport au carfilzomib seul. Le tableau compare le nombre de genes
obtenus si I’échantillon n°3 est gardé (N=4) ou exclu (N=3).

3.2.3. Analyses des voies de signalisation de la réponse transcriptomique

Différentes bases de données ont été utilisées a partir du site GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis) (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp) afin d’analyser la

réponse transcriptomique induite par les différentes conditions : les bases de données Kegg,
Réactome, CGP (Chemical and Genetic Perturbations) et Hallmark (400). La base de données
CGP regroupe des données de la littérature de I'analyse de genes modulés par des composés
chimigues ou des modifications génétiques. La limite de cette base est son contenu qui ne
peut contenir que des données pour des modifications chimiques ou génétiques étudiées et
publiées par des auteurs. L'ensemble des analyses a été réalisé sur un changement
transcriptomique au moins égal a 2 fois (sur et sous expression) entre les conditions et sur
une p-value ajustée par le nombre d’observations inférieure a 5% (Tableau 22).

Temps de cinétique | Condition étudiée | Condition de comparaison | Nombre de génes

composé A DMSO 0

T8H CFz _ DMSO 472
Combinaison DMSO 1769
Combinaison CFz 82
composé A DMSO 65
CFz DMSO 536

T24H
Combinaison DMSO 3416
Combinaison CFz 1037

Tableau 22 : Nombre de génes dont les changements transcriptionnels sont supérieurs ou égaux a 2 (sur et sous expression)
et significatifs (padj < 0.05) pour les conditions présentées dans le tableau.
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On remarque alors que le composé A seul module peu de genes et seulement apres
24h de traitement, alors que la combinaison induit de nombreux changements
transcriptionnels. Cela est en corrélation avec |'absence d’observation de phénotype
lorsqu’on utilise le composé A seul, mais par contre I'existence de nombreux phénotypes
lorsqu’il est en combinaison avec des IPs. Il faut cependant noter que les changements
transcriptionnels ne sont pas toujours corrélés au niveau d’expression protéique (401).

3.2.3.1. Transcriptome du composé A

Tout d’abord, le composé A aprés 8h de traitement sur les cellules Hela ne conduit
pas a des changements transcriptionnels significatifs comparé au véhicule DMSO.
Cependant, apres 24h de traitement 65 génes ont été impactés (Tableau 22). L’analyse des
voies de signalisation montre que parmi ces genes plusieurs sont reliés a des voies de
métabolisme des acides aminés, quelle que soit la base de données utilisée (Figure 78).
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Figure 78 : Analyse des voies de siganlisation des genes dont les changements transcriptionnels sont supérieurs ou égaux a 2
et significatifs (padj <0.05), pour le traitement par le composé A a 15uM pendant 24h par rapport au traitement de 24h par le
DMSO, par différentes bases de données Kegg, Réactome, CGP et Hallmark. Sont représentés en vert les voies de
signalisation en lien avec les acides aminés.

L'analyse des voies de signalisation par la base de données CGP montre que le
composé A module des génes qui sont communs avec ceux modulés par le tosédostat, un
inhibiteur de plusieurs aminopeptidases a zinc (402). La comparaison entre le tosédostat et
le composé A est décrite dans la partie 4.1 des résultats.
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3.2.3.2. Transcriptome du carfilzomib

L’analyse des voies de signalisation par la base de données Kegg des genes induits par
le carfilzomib aprés 8h ou 24h de traitement met en évidence des génes associés au
fonctionnement du protéasome, ce qui est cohérent avec le mécanisme d’action de ce
produit (Figure 79). La base de données CGP montre que le carfilzomib module des genes
communs avec |'epoxomycine, un inhibiteur du protéasome (403). Cela est donc cohérent
avec le mécanisme d’action décrit du carfilzomib.
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Figure 79 : Analyse des voies de signalisation des génes dont les changements transcriptionnels sont supérieurs ou égaux a 2
(sur et sous expression) et significatifs (padj <0.05) pour la condition carfilzomib 20nM apres 8H et 24H de traitement par
rapport a la condition DMSO du temps de cinétique, par différentes bases de données Réactome, Kegg, CGP et Hallmark.
Sont représentés en bleu les voies de signalisation en lien avec le protéasome.

3.2.3.3. Transcriptome de la combinaison

Le site GSEA permet de comparer au maximum 2026 genes. Ainsi, pour I'analyse
apres 24h de traitement, seuls les génes présentant une sur- ou sous-expression de plus de
2.5 fois par rapport au véhicule DMSO ainsi qu’une significativité inférieure a 1% (padj <0.01)
ont été analysés.

On constate que de nombreuses voies de signalisation sont attribuables a I'effet du
carfilzomib seul, d’autres au composé A seul, ce qui nous suggere une addition des effets des
composés pris séparément. Aussi, on remarque que de nouvelles voies de signalisation sont
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identifiées avec une grande certitude et n’étaient pas visibles avec les composés seuls.
Notamment apres 24h de traitement par la combinaison, ce sont des voies de signalisation
notamment reliées au cycle cellulaire qui sont identifiées. Apres 8h de traitement, la voie de
signalisation WNT est identifiée par les bases de données Réactome et Kegg (Figure 80).

DMSO vs COMB T8H DMSO vs COMB T24H
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Figure 80 : Analyse des voies de signalisation des genes dont les changements transcriptionnels sont supérieurs ou égaux a 2
(sur- et sous-expression) et significatifs (padj <0.05), entre la condition DMSO et la combinaison du carfilzomib et du
composé A apres 8h de traitement, et supérieurs ou égaux a 2.5 (sur- et sous-expression) et significatifs (padj <0.01) entre la
condition DMSO et la combinaison du carfilzomib et du composé A aprés 24h de traitement, par différentes bases de données
Réactome, Kegg, CGP et Hallmark. Sont représentés en bleu les voies de signalisation identifiées lors de 1’analyse DMSO vs
CFZ, en vert celles identifiées par ’analyse DMSO vs composé A, en bleu encadré en vert les voies de signalisation

identifiées lors de I’analyse DMSO vs CFZ et DMSO vs composé A, et en rouge les nouvelles voies de signalisation
identifiées.

3.2.3.4. Différence de transcriptome entre le carfilzomib seul et la combinaison
avec le composé A

Les analyses des voies de signalisation convergent vers une transcription de genes
impliqués dans les voies des acides aminés et de I'UPR aprés 8h de traitement entre le
carfilzomib seul et la combinaison avec le composé A. Apres 24h de traitement, les genes qui
se différencient entre le carfilzomib seul et la combinaison sont principalement impliqués
dans des voies du cycle cellulaire et de I'apoptose, ce qui est cohérent avec I'activation de la
caspase 3 observée apres 48h de traitement (Figure 81).
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Figure 81 : Analyse des voies de signalisation des genes dont les changements transcriptionnels sont supérieurs ou égaux a 2
(sur- et sous-expression) et significatifs (padj <0.05), pour le traitement par la combinaison du carfilzomib 20nM et du
composé A a 15uM a T8H et 24H par rapport au traitement par le carfilzomib a 20nM, par différentes bases de données
Réactome, Kegg, CGP et Hallmark. Sont représentés en rouge les voies de signalisation en lien avec les acides aminés,
I’UPR, le cycle cellulaire et I’apoptose.

3.2.3.5. Conclusion des analyses des voies de signalisation

Pour la premiere fois, un effet du composé A seul a été observé, ce dernier induit des
changements transcriptomiques significatifs notamment au niveau du métabolisme des
acides aminés. La comparaison du carfilzomib seul avec la combinaison du carfilzomib et du
composé A met également en évidence des genes impliqués dans le métabolisme des acides
aminés. Lors de cette comparaison des génes impliqués dans la réponse aux protéines mal-
conformées (UPR) ont également été identifiés.

Le boost apoptotique observé lors de la combinaison du carfilzomib et du composé A
pourrait s’expliquer par I'addition de I'effet du composé A au carfilzomib. Cet effet pourrait
impacter le métabolisme des acides aminés. Aussi, la combinaison du composé A et du
carfilzomib pourrait provoquer un nouvel effet, non observable par les composés seuls mais

seulement lors de I'association par une dépendance des mécanismes d’action et qui serait
délétére pour la cellule.
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3.2.4. Etude de [I'expression de geénes impligués dans la différence de

transcriptome entre le carfilzomib seul et la combinaison avec le composé A

Les analyses des voies de signalisation (DMSO vs composé A et CFZ vs COMB) nous
poussent donc a explorer les genes impliqués dans la réponse UPR (Unfolded Protein
Response) et AAR (Amino Acid Response), et a les valider par la technique de RT-qPCR.

Une vingtaine de genes d’intéréts ont été ainsi confirmés par la technique de RT-
gPCR (Tableau 23). Ceux-ci ont été sélectionnés pour leurs appartenances aux voies de
signalisation identifiées par les bases de données Réactome, Hallmark et CGP lors de la
comparaison DMSO vs BDM et CFZ vs COMB. Deux genes IGF1 et IGF1R ne font pas partie de
ces voies de signalisation et ont été sélectionnés pour leurs implications dans la pathogénese
du myélome multiple et dans la voie mTOR.

Reactome_ATF4_ac | CGP_Krige | Hallmark_
Reactome_Un | Reactome_met | Reactome tivates_genes_in_r response | mtorcl_si
N folded_Protei | abolism_of_ami | _tRNA_a - - .
Geénes . . esponse_to_endopl | _to_tosed gnaling
n_Response_ | no_acids_and_ | minoacyla . .
UPR derivatives tion asmic_reticulum_st | ostat_24hr
ress _up
DDIT3 X X X X
ATF4 X X
ATF3 X X X
CEBPB X X X
PPP1R15A X X
PSAT1 X X X
PSPH X X X
ASNS X X X X X
CBS X X
CTH X X X
ASS1 X X
SARS X X
CARS X X
WARS X X X
MARS X X X
CDKN1A X X
SLC7A11 X X
SLC38A2 X
TRIB3 X X
IGF1
IGF1R

Tableau 23 : Liste des genes sélectionnés en fonction de leurs appartenances dans les différentes voies de signalisation des
bases de données Réactome, CGP et Hallmark identifiés lors de la comparaison DMSO vs composé A et CFZ vs COMB.

Nous constatons que la corrélation entre les changements transcriptionnels obtenus
par RNAseq et par RT-qPCR de ces genes sélectionnés est bonne (R? = 0.72 avec une p-
value<0.001), ce qui nous permettra de discuter également des variations transcriptionnelles
déterminées par la technique de RNAseq (Figure 82).
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Figure 82 : Mesure de la corrélation de Pearson entre les fold relatif de I’expression en ARNm de 21 génes mesurés par RT-
gqPCR et par RNAseq pour chaque condition. L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel graphpad prism 7 par une
régression linéaire : R2=0.72 avec une p-value <0.0001.

3.2.4.1. Des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription ont un role important dans la modulation de la réponse
génique et constituent un point de convergence de multiples voies de signalisation. Leurs
niveaux d’expressions sont hautement régulés en réponse a un stimulus. Cette régulation
peut se réaliser au niveau protéique et/ou au niveau génique. L’étude de I'expression de ces
facteurs de transcription constitue alors un point important dans I'établissement d’une
chaine causale. Ainsi, nous nous sommes intéressés a I'étude de I'expression génique de
facteurs de transcription impliqués dans les voies AAR et UPR comme ATF4, CHOP, CEBP-B
ou encore ATF3 pour la confirmation en RT-qPCR (Figure 83 et Tableau 24). De plus, du fait
de la bonne corrélation entre les données de RT-gPCR et les données de RNAseq,
I’expression génique de d’autres facteurs de transcription de ces voies AAR et UPR a été
étudiée comme CEBP-y, E2F8, E2F1, Jun, FOS, NRF2 et ATF2 (Figure 84 et Tableau 25).

Confirmations en RT-qPCR de I’expression génique de facteurs de transcription

ATF4 .

ATF4 est un facteur de transcription central a la réponse AAR et UPR. Le composé A
ne module pas son expression de maniére significative aux deux temps de cinétiques
étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non plus son expression aux deux
temps de cinétiques étudiés. Dans le méme sens, la combinaison du carfilzomib et du
composé A ne module pas significativement |'expression génique de ce facteur de
transcription ni a T8h ni a T24h (Figure 83 et Tableau 24).

Il est décrit dans la littérature que la synthése d’ATF4 est trés rapide dans les 30
minutes a la suite de la privation en nutriments a partir d’ARNm préexistant. Aussi,
I'induction de sa transcription connaitrait un pic dans les premiéres heures (404). Ainsi,
I'absence de modulation génique par les différents traitements de ce facteur de
transcription aux deux temps de cinétique étudiés n’exclut pas la modulation de celui-ci a
d’autres temps de cinétique. En effet, I'induction transcriptomique d’ATF4 sur les cellules
OPM2 par le traitement du carfilzomib et du BDM_44768 était transitoire (cf. partie 2.4 des
résultats).
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ATF3 :

On constate que le composé A ne module pas l'expression génique d’ATF3 de
maniére significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le carfilzomib induit ATF3 de
maniere significative (p<0.001) aprés 8h de traitement uniquement. La combinaison
augmente également de maniére transitoire I'expression de ce gene avec une induction
uniquement aprés 8h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (p<0.001). Ainsi, il semblerait que I'induction de la transcription d’ATF3 par
la combinaison soit transitoire comme la réponse AAR observée dans la littérature (226)
(Figure 83 et Tableau 24).

CHOP :

On constate que le composé A ne module pas I'expression génique de CHOP de
maniére significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le carfilzomib ne module pas
non plus significativement son expression aux temps de cinétiques étudiés. Cependant, la
combinaison induit significativement |'expression de ce géne aux deux temps de cinétique
(p<0.001 pour t8h et t24h) et cela est significativement différent du carfilzomib seul (p<0.01
pour t8h et p<0.001 pour t24h) (Figure 83 et Tableau 24). Du fait de I'implication de CHOP
dans la mort cellulaire, cela est ainsi cohérent avec le phénotype apoptotique observé apres
48h de traitement sur les cellules Hela.

CEBP-B :

On constate que le composé A ne module pas I'expression de CEBP-B de maniére
significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne
module pas non plus son expression aux deux temps de cinétiques étudiés. Dans le méme
sens, la combinaison du carfilzomib et du composé A ne module pas significativement
I’expression génique de ce facteur de transcription, ni a T8h ni a T24h (Figure 83 et Tableau
24). Cependant, une étude du niveau d’expression des différents isoformes de CEBP-f serait

complémentaire a ces données.
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Figure 83 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-qgPCR apres Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Chaque graphique présente la moyenne et 1’écart-
type de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées
par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au
contréle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++ ; p<0.05 : +.
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Gene | Cinétique Eonditions

4 DMSO | Composé A CFz CFZ + Composé A

8H 0.99 1.32 1.43 1.59

ATF4 24H 1.01 1.50 0.93 1.37
CHOP 8H 0.97 1.82 2.80 5.55 (***) (+++)
24H 0.93 1.57 1.78 5.01 (***) (+++)

8H 1.10 1.38 1.13 1.31

CEBP-B 24H 1.56 1.82 1.39 1.18
ATE3 8H 1.13 1.51 3.13 (***) | 6.26 (***) (+++)

24H 1.19 1.43 1.37 2.36

Tableau 24 : Quantification de ’ARNm de différents geénes dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression des genes étudiés par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes
comprenant chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un
post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par
rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05: +.

Etude de I’expression de facteurs de transcription par les données de RNAseq :

ATF2 :

On constate que le composé A ne module pas I'expression d’ATF2 de maniére
significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne
module pas non plus son expression aux deux temps de cinétiques étudiés. Cependant, la
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere significative son expression
apres 8h de traitement uniquement (padj<0.001) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (padj<0.05) (Figure 84 et Tableau 25). Pour approfondir cette observation, il
serait intéressant d’étudier la phosphorylation d’ATF2.

CEBP-y :

On constate que le composé A ne module pas I'expression de CEBP-y de maniére
significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit
son expression de maniere significative aprés 8h de traitement uniquement (padj<0.001). La
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative son expression
apres 8h et 24h de traitement (padj<0.001) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (padj<0.01 a T8H, padj<0.001 a T24H) (Figure 84 et Tableau 25).

Famille FOS/JUN :
Concernant JUN, on constate que le composé A ne module pas son expression de

maniére significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib
ne module pas non plus son expression de maniére significative aux temps de cinétique
étudiés. En revanche, la combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere
significative son expression aprés 8h et 24h de traitement (padj<0.001) et cela est
significativement différent du carfilzomib seul apres 24h de traitement (padj<0.01) (Figure
84 et Tableau 25).
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Concernant FOS, on constate que le composé A ne module pas son expression de
maniére significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib
induit son expression de maniére significative aprés 8h de traitement uniquement
(padj<0.05). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative
son expression apres 8h et 24h de traitement (padj<0.001 a T8H, padj<0.05 a T24H) et cela
est significativement différent du carfilzomib seul aprés 24h de traitement (padj<0.01)
(Figure 84 et Tableau 25).

NRF2 :

On constate que le composé A ne module pas son expression de maniére significative
aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non
plus son expression de maniéere significative aux temps de cinétique étudiés. En revanche, la
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative son expression
apres 8h de traitement uniquement (padj<0.001) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (padj<0.01) (Figure 84 et Tableau 25).

Famille E2F :

Les facteurs de transcription E2F induisent I’expression de génes présentant le motif
E2 dans leurs promoteurs, et sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et dans la
réplication de ’ADN. Cette famille comprend 8 membres E2F1 a 8.

Concernant E2F1, il est décrit que sa répression serait un point de non-retour de
I"'UPR pour conduire a la mort cellulaire (309). Plus précisément, lors d’un stress du RE,
XBP1s induirait I'expression d’E2F7, qui, avec ATF6, réprimerait I'expression d’E2F1. Cela
aurait pour conséquences d’augmenter I'expression de facteurs pro-apoptotiques comme
NOXA et PUMA.

On constate que le composé A ne module pas son expression de maniéere significative
aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non
plus son expression de maniére significative aux temps de cinétique étudiés. En revanche, la
combinaison du carfilzomib et du composé A réprime de maniére significative son
expression apres 24h de traitement uniguement (padj<0.001) et cela est significativement
différent du carfilzomib seul (padj<0.001) (Figure 84 et Tableau 25). Ainsi, cette répression
est cohérente avec les données de la littérature et le phénotype apoptotique associé au
traitement par la combinaison.

Concernant E2F8, il s’agit d’un facteur de transcription impliqué dans la progression
du cycle cellulaire. Il est décrit que dans plusieurs types de cancer, sa surexpression
favorisait la prolifération des cellules cancéreuses et était associée a une faible survie des
patients (405,406).

On constate que le composé A ne module pas son expression de maniére significative
aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib réprime son
expression de maniére significative aux temps de cinétique étudiés (padj<0.05). De plus, la
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combinaison du carfilzomib et du composé A réprime également de maniere significative
son expression aux deux temps de cinétique étudiés (padj<0.001) et cela est
significativement différent du carfilzomib seul apres 24h de traitement (padj<0.001) (Figure
84 et Tableau 25). Cette modulation est ainsi en cohérence avec 'analyse des voies de
signalisation entre le carfilzomib et la combinaison apres 24h de traitement, identifiant
davantage de génes impliqués dans le cycle et la mort cellulaire.
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Figure 84 : Changement transcriptionnel de I’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h
de traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contréle du temps considéré. Chaque graphique présente la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrdle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

Geéne | Cinétique condition:
AU I omposé A | CFZ | CFZ+ Composé A
8H 16 23 (F*%) | 4.7 (**%) (+4)
CEBP-Y I H 18 1.2 2.6 (F*%) (+44)
* ok ok
Crg 8H 0.9 0.6 (*) 0.5 (**%)
24H 06 06 (%) | 0.2(**%) (++4)
8H 0.9 1.0 0.8
E2F1
24H 0.9 08 0.3 (**%) (+44)
o 8H 0.7 23 3.9 (**%)
24H 1.1 20 7.2 (F*%) (+4)
* ok ok
cos 8H 1.3 2.7 (%) 5.0 (**%)
24H 1.0 08 2.2 () (+4)
8H 1.1 1.2 1.7 (¥**) (+4)
NRF2
24H 1.0 1.0 1.0
8H 1.1 1.1 1.6 (***) (+)
ATF2
24H 1.0 08 09

Tableau 25 : Quantification de I’ARNm de différents genes dans les cellules HeLa par RNAseq apres 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des
geénes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : *** : p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contr6le DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05 : +.
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Pour conclure, I'expression génique de certains facteurs de transcription comme
ATF4, CEBP-B n’est pas modulée significativement par les différents traitements. Seulement
cela n"exclut pas le fait qu’elle ait pu étre modulée a un autre temps de cinétique et/ou que
I’expression génique de ces facteurs n’est pas corrélée a I'expression protéique. Le composé
A ne module pas significativement I’'ensemble des facteurs de transcription étudiés.

Les facteurs de transcriptions ATF2, ATF3 et NRF2 sont modulés significativement par
la combinaison qu’apres 8h de traitement. Il s’agit ainsi d’'une modulation transitoire.
L’expression protéique ainsi que les modifications post-transcriptionnelles sont nécessaires
pour approfondir ces observations. Cet effet transitoire de l'induction d’ATF3 lors d’une
réponse AAR avait été déja observé (226). L'induction transitoire de NRF2 pourrait étre
associée a un stress oxydant (196).

Les facteurs de transcriptions E2F8 et E2F1 sont sous-exprimés avec la combinaison.
Leur implication dans le cycle cellulaire correle avec un arrét du cycle cellulaire induit par la
combinaison, en probable relation avec la mort cellulaire (309,405,406).

Les facteurs de transcription CHOP, CEBP-y, JUN et FOS sont induits des 8h de
traitement par la combinaison et cela persiste encore aprés 24h de traitement. L'induction
de ces facteurs de transcription pourrait étre reliée a une réponse AAR et/ou UPR
(225,228,286,296). L'induction de CHOP par exemple peut étre imputée a ATF4 ou ATF2
(225,296) et est cohérente avec le phénotype apoptotique observé aprés 48h de traitement
par la combinaison.

L’hétérodimérisation des différents facteurs de transcription crée une complexité
supplémentaire a l'interprétation de ces résultats. Par exemple CEBP-y s’hétérodimérise
avec ATF4 pour induire une réponse anti-oxydante (286). Aussi, JUN, FOS, ATF4, ATF3, CEBP-
B sont capables de s’hétérodimériser avec CHOP et induisent des réponses
transcriptionnelles diverses.

3.2.4.2. Genes du cycle cellulaire

L’analyse des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison aprées 24h
de traitement a mis en évidence des genes impliqués dans le cycle cellulaire. Ainsi par RT-
gPCR, la modulation du gene CDKN1A a été confirmée (Figure 85 et Tableau 26) et |'étude
du géne CCND1 codant pour la cycline D1 par les données RNAseq a été réalisée (Figure 86
et Tableau 27).

Confirmation en RT-qPCR de la modulation du géne CDKN1A :
La protéine p21 codée par le gene CDKN1A est un régulateur de CDK2, et est donc

impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire. Ce géne CDKN1A est transcriptionnellement induit
par différents facteurs comme p53, lors de la répression d’E2F8 ou encore lors de la
privation en nutriment (407-409).

On constate que le composé A ne module pas son expression de maniére significative
aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit son expression
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de maniére significative apres 24h de traitement uniquement (p<0.01). De la méme maniere,
la combinaison du carfilzomib et du composé A induit également de maniére significative
son expression aprés 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (p<0.001) (Figure 85 et Tableau 26). Ainsi, cette induction nous laisse penser
gu’un arrét du cycle cellulaire est induit par la combinaison. L’arrét du cycle cellulaire est
également décrit lors de I'activation de la voie UPR, mais aussi de la voie AAR, par la
diminution de la traduction de régulateurs du cycle cellulaire suite a la phosphorylation
d’elF2a (185).
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Figure 85 : Quantification de ’ARNm de CDKNI1A dans les cellules HeLa par RT-qPCR apres Oh, 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est exprimée en fold
de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Le graphique présente la moyenne et 1’écart-type de 4 expériences
indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2
facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du
temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05: +.

Gene Cinétique Conditions
< DMSO | Composé A CFZ CFZ + Composé A
8H 0.88 1.12 1.45 1.49
CDKN1A
24H 2.16 1.87 3.06 (**) | 4.03 (***) (+++)

Tableau 26 : Quantification de ’ARNm de CDKNI1A dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 151M de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des
génes étudiés par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2
réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey
correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au
carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01: ++ ; p<0.05 : +.

Analyse de I’expression de CCND1 par les données RNAseq :

Le gene CCND1 code pour la cycline D1 impliquée dans la progression du cycle
cellulaire. La phosphorylation d’elF2a lors de différents stress inhibe la traduction de ce
régulateur du cycle cellulaire permettant I'arrét de la prolifération (185).

On constate que le composé A ne module pas son expression de maniére significative
aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib réprime son
expression de maniére significative aprés 8h de traitement uniquement (padj<0.05). De la
méme maniere, la combinaison du carfilzomib et du composé A réprime également de
maniere significative son expression aprés 8h de traitement (padj<0.001) (Figure 86 et
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Tableau 27). Cette répression par la combinaison est ainsi en cohérence avec I’hypothese
gu’un arrét du cycle cellulaire est observé lors du traitement par la combinaison. Cependant,
cette répression transcriptionnelle est transitoire, il serait intéressant d’étudier son niveau
d’expression protéique.
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Figure 86 : Changement transcriptionnel de ’ARNm de CCNDI1 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de ’expression par rapport a la condition contrdle du temps considéré. Le graphique présente la moyenne
du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a p<0.001 : *** ;
p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 :
++; p<0.05: +.

Gene | Cinétique Colidibn
q Composé A CFZ CFZ + Composé A
8H 0.7 0.5 (*) 0.3 (***)
ND1
ce 24H 1.4 1.5 1.5

Tableau 27 : Quantification de ’ARNm de CCNDI dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement par le
carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des génes
étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***: p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Pour conclure, I'induction transcriptionnelle de CDKN1A et la répression de CCND1
est cohérente avec un arrét du cycle cellulaire induit par la combinaison. Ces genes sont

également modulés par le carfilzomib seul mais a un degré moindre.

3.2.4.3. Lavoie UPR

L’analyse des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison apres 8h de
traitement a mis en évidence des genes impliqués dans la réponse UPR induite par la
production de protéines mal-conformées dans le réticulum endoplasmique. Ainsi, par RT-
gPCR, la modulation du géne PPP1R15A codant pour la protéine GADD34 a été confirmée
(Figure 87 et Tableau 28), et I'étude des genes HSPAS et XBP1 par les données RNAseq a été
réalisée (Figure 88 et Tableau 29).

Confirmation en RT-gPCR de la modulation du géne codant pour GADD34 :

On constate que le composé A ne module pas I'expression de PPP1R15A de manieére
significative aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne
module pas non plus son expression de maniére significative aux temps de cinétique étudiés.
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Cependant, la combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative
son expression aprés 8h et 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement
différent du carfilzomib seul (p<0.05 a T8H, p<0.001 a T24H) (Figure 87 et Tableau 28).
L'induction dés T8h de ce gene par la combinaison nous laisse penser qu’ATF4 et CHOP sont
induits dans les 8 premiéres heures de traitement par la combinaison.
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Figure 87 : Quantification de ’ARNm de PPP1R15A dans les cellules HeLa par RT-qPCR apreés Oh, 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est exprimée en fold
de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Le graphique présente la moyenne et 1’écart-type de 4 expériences
indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2
facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du
temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.

Géne Cinétique Cenditiol:
q DMSO | Composé A | CFZ | CFZ + Composé A
8H 0.83 0.94 1.38 2.19 (***) (+)
PPP1R15A
24H 0.96 1.03 1.51 | 3.04 (***) (+++)

Tableau 28 : Quantification de ’ARNm de PPPIR15A dans les cellules HeLa par RT-gPCR apres Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression du géne étudié par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes comprenant
chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test
Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO du temps et par rapport au
Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.

Analyse de I'expression génigue de HSPAS et XBP1 par les données RNAseq :

Le géne HSPAS code pour la protéine chaperon GRP78/BIP, qui est un marqueur de
I'activation de la voie UPR. L'induction de sa transcription lors de I'activation de la voie UPR
est attribuée a ATF6f et a XBP1s (410).

On constate que le composé A ne module pas son expression de maniéere significative
aux deux temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non
plus son expression de maniére significative. En revanche, la combinaison du carfilzomib et
du composé A induit de maniére significative son expression aprés 8h et 24h de traitement
(padj<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul aprés 24h de
traitement (padj<0.001) (Figure 88 et Tableau 29).

Concernant le facteur de transcription XBP1 de la branche IREla de I'UPR, on

constate que le composé A ne module pas son expression de maniére significative aux deux
temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit son expression de
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maniére significative aprés 8h de traitement uniguement (padj<0.001). La combinaison du
carfilzomib et du composé A induit également de maniere significative son expression apres
8h et 24h de traitement (padj<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib
seul (padj<0.001) (Figure 88 et Tableau 29). |l serait cependant intéressant de quantifier le
ratio XBP1s/XBP1u en RT-qPCR pour connaitre la production du facteur de transcription
XBP1s de cette branche de 'UPR.
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Figure 88 : Changement transcriptionnel de I’ARNm de HSPAS et de XBP1 dans les cellules HeLa par RNAseq apres 8h et
24h de traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contr6le du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Géne | Cinétique Conditions
q Composé A CFZ CFZ + Composé A
H 1.2 1. 2.8 (F**
HSPAS5 8 3 8 (***)
24H 1.0 1.3 4.1 (***) (+++)
H 1. 2.4 (*** 1 (FFF) (+++
xgp1 —o 5 (%) | 5.4 (***) (++4)
24H 1.7 1.0 2.3 (**%) (+++)

Tableau 29 : Quantification de ’ARNm d’HSPAS et XBP1 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des
génes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contr6le DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Pour conclure, par I'étude transcriptomique de genes impliqués dans la voie UPR,
nous confirmons I'activation de cette voie de signalisation par la combinaison du carfilzomib
et du composé A dans les cellules Hela. Cependant, la modulation de ces genes suit des
cinétiques et des intensités variables entre les genes, il serait intéressant d’étudier leurs
expressions protéiques au cours du temps également. Ces observations transcriptomiques
font écho aux données transcriptomiques obtenues dans les cellules OPM2 avec I'analogue
BDM_44768 ou une induction de plusieurs génes de la voie UPR par la combinaison avec le
carfilzomib a été observée (cf. partie 2.4 des résultats).

3.2.4.4. Les aminoacyl ARNt synthetases

L’analyse des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison aprés 8h de
traitement a mis en évidence des génes impliqués dans les voies des acides aminés et en
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particulier, I'analyse des voies de signalisation entre le contrble et le composé A a mis en
évidence la voie de biosynthese des ARN de transferts (ARNt). Ainsi, par RT-qPCR, la
modulation des génes MARS, CARS, WARS et SARS a été confirmée (Figure 89 et Tableau
30), et I'étude des genes YARS et GARS par les données RNAseq a été réalisée (Figure 90 et
Tableau 31).

Confirmation en RT-qPCR de la modulation de génes impliqués dans la biosynthése des
ARNt :

Concernant MARS (Methionyl tRNA synthetase), on constate que le composé A induit
significativement son expression aux deux temps de cinétiques étudiés (p<0.05 a T8H,
p<0.001 a T24H). Le traitement par le carfilzomib ne module pas I'expression de MARS de
maniere significative aux temps de cinétique étudiés. La combinaison du carfilzomib et du
composé A induit de maniere significative son expression aprés 8h de traitement
uniquement (p<0.01) (Figure 89 et Tableau 30).

Concernant CARS (cysteinyl tRNA synthetase), on constate que le composé A induit
significativement son expression aux deux temps de cinétiques étudiés (p<0.01 a T8H,
p<0.001 a T24H). Le traitement par le carfilzomib induit I’expression de CARS de maniere
significative aprés 8h de traitement uniquement (p<0.01). La combinaison du carfilzomib et
du composé A induit de maniere significative son expression aux deux temps de cinétique
étudiés (p<0.001 a T8H et p<0.01 a T24H) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (p<0.001 a T8H et p<0.05 a T24H) (Figure 89 et Tableau 30).

Concernant WARS (tryptophanyl-tRNA synthetase), on constate que le composé A
induit significativement son expression apres 24h de traitement (p<0.05). Le traitement par
le carfilzomib induit également I'expression de WARS de maniére significative aprés 24h de
traitement uniquement (p<0.05). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de
maniére significative son expression aprés 24h de traitement (p<0.01) (Figure 89 et Tableau
30).

Concernant SARS (Seryl-tRNA synthetase), on constate que le composé A induit
significativement son expression aprés 24h de traitement (p<0.01). Le traitement par le
carfilzomib ne module pas I'expression de SARS de maniere significative aux temps de
cinétiques étudiés. La combinaison du carfilzomib et du composé A ne module pas non plus
de maniére significative ce gene aux temps de cinétique étudiés (Figure 89 et Tableau 30).
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Figure 89 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Chaque graphique présente la moyenne et I’écart-
type de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées
par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au
contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05: +.

Geéne | Cinétique Conditions
q DMSO | Composé A CFZ CFZ + Composé A
8H 0.93 1.16 (*) 1.01 1.20 (**)
MAR
> 24H 1.04 1.43 (***) 1.13 1.22
CARS 8H 0.95 1.42 (**) | 1.43 (**) | 2.07 (***) (+++)
24H 1.08 1.66 (***) 1.18 1.58 (**) (+)
8H 1.05 1.25 0.95 1.17
WAR
S 24H 1.02 1.67 (*) 1.66 (*) 1.94 (**)
8H 0.97 1.05 0.96 0.97
AR
SARS 24H 1.05 1.36 (**) 1.14 1.02

Tableau 30 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-qPCR apres Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression des geénes étudiés par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes
comprenant chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’'un
post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par
rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.

Analyse de I’expression génigue de YARS et GARS par les données RNAseq :

Concernant YARS (Tyrosyl-tRNA synthetase), on constate que le composé A induit
significativement son expression apres 24h de traitement (padj<0.01). Le traitement par le
carfilzomib induit I'expression de YARS de maniere significative apres 8h de traitement
uniquement (padj<0.05). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere
significative ce géne aux deux temps de cinétique étudiés (padj<0.001) et cela est
significativement différent du carfilzomib seul (padj<0.05 a T8H et padj<0.001 a T24H)
(Figure 90 et Tableau 31).

Concernant GARS (glycyl tRNA synthetase), on constate que le composé A induit
significativement son expression aprés 24h de traitement (padj<0.01). Le traitement par le
carfilzomib induit I'expression de GARS de maniére significative aprés 8h de traitement
uniquement (padj<0.001). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere
significative ce géne aux deux temps de cinétique étudiés (padj<0.001) et cela est
significativement différent du carfilzomib seul (padj<0.01 a T8H et padj<0.001 a T24H)
(Figure 90 et Tableau 31).
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Figure 90 : Changement transcriptionnel de ’ARNm de YARS et GARS dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h
de traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport & la condition contréle du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Gene | Cinétique Cenditions
AU omposé A | CFZ | CFZ + Composé A
H 12 1.5 (* 2.2 (***

s |8 5 () ) ()
24H 1.6 (*%) 13 2.1 (F*%) (+44)
8H 1.6 22 (***) | 4.6 (***) (++)

GARS
24H 2.0 (*¥) 14 3.1 (F*%) (+44)

Tableau 31 : Quantification de ’ARNm de YARS et GARS dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h
de traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente
le fold de I’expression des génes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences
significatives de la padj correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO
du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++ ; p<0.05 : +.

Pour conclure, le composé A est responsable de I'induction significative de toutes les
ARNt synthetase présentées aprés 24h de traitement, et de MARS et CARS aprés 8h de
traitement. Le carfilzomib seul est également responsable de I'induction significative de
toutes ces ARS excepté SARS (YARS, GARS, MARS, CARS aprées 8h de traitement et WARS
seulement aprés 24h de traitement). La combinaison quant a elle induit significativement
I'ensemble de ces génes (MARS, CARS, YARS, GARS apres 8h de traitement et CARS, WARS,
YARS, GARS apres 24h de traitement) sauf SARS.

L'induction de ces amino acyl tRNA synthethase (ARS) pourrait étre imputée a ATF4
et partiellement a CHOP (290,291). Ainsi, il serait nécessaire de connaitre le niveau
d’expression protéique d’ATF4 et de CHOP aprés un traitement par le composé A, et/ou
d’étudier I'expression transcriptomique de ces facteurs de transcription a d’autres temps de
cinétique. En effet, il serait intéressant de savoir si I'induction de ces ARS par le composé A
peut étre due a ces facteurs de transcription ou par un autre mécanisme.

3.2.4.4. Les transporteurs d’acides aminés

Les analyses des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison apres 8h
de traitement ainsi qu’entre le contrble et le composé A ont mis en évidence des génes
impliqués dans les voies des acides aminés comme des transporteurs d’acides aminés. Ainsi,
par RT-qPCR, la modulation des génes SLC38A2 (famille SNAT) et SLC7A11 a été confirmée
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(Figure 91 et Tableau 32), et I’étude du géne SLC7A1 (famille CAT) par les données RNAseq a
été réalisée (Figure 92 et Tableau 33).

Confirmation en RT-qPCR de la modulation de génes impliqués dans le transport d’acides

aminés :

Concernant le transporteur sodium-dépendant d’acides aminés neutres SLC38A2
(SNAT2), le composé A ne module pas significativement son expression aux temps de
cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non plus I'expression de
ce gene de maniere significative. En revanche, la combinaison du carfilzomib et du composé
A réprime de maniere significative ce géne aprés 24h de traitement (p<0.001) et cela est
significativement différent du carfilzomib seul (p<0.05) (Figure 91 et Tableau 32).

Le transporteur cystine/glutamate sodium-indépendant SLC7A11 (xCT) est induit
significativement par le composé A aux deux temps de cinétiques étudiés (p<0.05 a T8H et
p<0.01 a T24H). Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce géne de maniere
significative aprés 8h de traitement (p<0.05). La combinaison du carfilzomib et du composé
A induit également de maniére significative ce gene aprés 8h de traitement (p<0.001) (Figure
91 et Tableau 32).
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Figure 91 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-qPCR apres Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Chaque graphique présente la moyenne et 1’écart-
type de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées
par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 ;: *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au
contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.

Gene Cinétique Conditions
q DMSO | Composé A CFz CFZ + Composé A
8H 1.15 1.36 0.89 0.92
L A2
SLC38 24H 1.45 1.57 1.28 0.95 (***) (+)
8H 1.02 1.37 (*) 1.36 (*) 1.68 (***)
L 11
SLC7A 24H 1.02 1.43 (**) 1.13 1.20

Tableau 32 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-gPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression des génes étudiés par rapport a la condition au temps TOh obtenu lors de 4 expériences indépendantes
comprenant chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un
post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrble DMSO du temps et par
rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01: ++; p<0.05: +.
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Analyse de I'expression génique de SLC7A1 par les données RNAseq :

Concernant le transporteur sodium-indépendant de l'arginine, de la lysine, de
I'ornithine et de I'histidine SLC7A1 (CAT-1), on constate que le composé A ne module pas
significativement I'expression de ce transporteur aux deux temps de cinétiques étudiés. Le
traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce géne de maniere significative apres 8h
de traitement uniguement (padj<0.01). La combinaison du carfilzomib et du composé A
induit de manieére significative ce géne aprés 8h et 24h de traitement (padj<0.001 a T8H
padj<0.01 a T24H) et cela est significativement différent du carfilzomib seul (padj<0.001)
(Figure 92 et Tableau 33). Cette induction par la combinaison avec un pic d’expression a T8H
est ainsi cohérente avec I'activation temporelle décrite aprés un stress (281,282).
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Figure 92 : Changement transcriptionnel de I’ARNm de SLC7A1 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de ’expression par rapport a la condition contrdle du temps considéré. Le graphique présente la moyenne
du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a p<0.001 : *** ;
p<0.01: **; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 :
++; p<0.05: +.

Gene | Cinétique Conditions
q Composé A CFz CFZ + Composé A
SLC7A1
24H 1.0 0.9 1.4 (**) (+++)

Tableau 33 : Quantification de ’ARNm de SLC7A1 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement par le
carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des génes
étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Pour conclure, ces trois transporteurs qui ont des spécificités de substrats différents,
sont modulés différemment par la combinaison: une répression pour SLC38A2, une
induction transitoire pour SLC7A11 et une induction précoce et durable pour SLC7A1, malgré
une tendance a l'atténuation aprés 24h de traitement. La répression de SLC38A2 est
cohérente avec une induction simultanée de la voie UPR et AAR (278). L'induction transitoire
de SLC7A11 suit celle de NRF2, ces deux genes étant impliqués dans la réponse antioxydante
(195,279,280). Ce transporteur peut étre également induit par la privation en acides aminés,
excepté la privation en méthionine (279). Enfin, I'atténuation de I'induction de SLC7A1 peut
étre attribuée a ATF3 et CHOP, en cohérence avec l'induction de ces deux génes par la

combinaison apres 8h de traitement (283,284).
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3.2.4.5. Des enzymes impliquées dans la voie des acides aminés

Les analyses des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison aprées 8h
de traitement ainsi qu’entre le contrdle et le composé A ont mis en évidence des genes
impliqués dans les voies des acides aminés. Ainsi, par RT-qPCR, la modulation des génes
ASNS, ASS1, CBS, CTH, PSPH, PSAT1 (Figure 93 et Tableau 34) codant pour des enzymes
impliquées dans la syntheése des acides aminés a été confirmée, et I'étude du gene PHGDH
par les données RNAseq a été réalisée (Figure 94 et Tableau 35 et cf. partie 3.4.2 de
I'introduction).

Confirmation en RT-qPCR de la modulation de génes codant pour des enzymes impliquées

dans la synthése d’acides aminés :

ASNS est I'enzyme qui catalyse la synthése de I'asparagine et du glutamate. On
constate que le composé A induit significativement son expression aprés 24h de traitement
(p<0.001). Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce gene de maniere
significative apres 24h de traitement également (p<0.01). La combinaison du carfilzomib et
du composé A induit de maniére significative ce géne aprés 8h et 24h de traitement
(p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul aprés 8h de traitement
(p<0.05) (Figure 93 et Tableau 34).

ASS1 (Argininosuccinate synthetase) une enzyme du cycle de I'urée impliquée dans la
synthése de I'arginine (411). L'induction d’ASS1 pourrait étre attribuée a I'induction de c-
Myc et a la diminution d’HIF1a (412). Son induction lors de la privation en acides aminés n’a
pas été décrite, mais I'on remarque que le tosédostat, un inhibiteur de plusieurs
aminopeptidases, induit ce gene (402).

On constate que le composé A induit significativement son expression apres 24h de
traitement (p<0.001). Le traitement par le carfilzomib ne module pas I'expression de ce géne
de maniére significative aux temps de cinétique étudiés. La combinaison du carfilzomib et du
composé A ne module pas non plus de maniére significative ce gene aprés 8h et 24h de
traitement (Figure 93 et Tableau 34).

Les génes impliqués dans la transulfuration, CBS (Cystathionine beta synthetase) et
CTH (Cystathionine gamma-lyase), permettent la formation de cystéine et contribuent a la
formation de GSH.

Concernant CBS, on constate que le composé A induit significativement son
expression apres 24h de traitement (p<0.001). Le traitement par le carfilzomib ne module
pas l'expression de ce gene de maniére significative aux temps de cinétique étudiés. A
I'inverse du composé A, la combinaison du carfilzomib et du composé A réprime de maniére
significative ce géne apres 24h de traitement (p<0.001) (Figure 93 et Tableau 34).

Concernant CTH, on constate que le composé A induit significativement son
expression aprés 8h de traitement (p<0.05). Le traitement par le carfilzomib induit
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également |'expression de ce géne de maniere significative aprés 8h de traitement
(p<0.001). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce
géne aprés 8h et 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du
carfilzomib seul (p<0.001 a T8H et p<0.05 a T24H) (Figure 93 et Tableau 34).

Les génes PSAT1 et PSPH codent pour des enzymes impliquées dans la synthese de la
sérine.

Concernant PSAT1, on constate que le composé A induit significativement son
expression aprés 24h de traitement (p<0.001). Le traitement par le carfilzomib ne module
pas I'expression de ce géne de maniere significative aux temps de cinétique étudiés. La
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce géne apres 8h
de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul (p<0.05)
(Figure 93 et Tableau 34).

Concernant PSPH, on constate que le composé A induit significativement son
expression aprés 8h et 24h de traitement (p<0.05 a T8H et p<0.01 a T24H). Le traitement par
le carfilzomib ne module pas I'expression de ce géne de maniéere significative aux temps de
cinétique étudiés. La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere
significative ce gene apres 8h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent
du carfilzomib seul (p<0.05). Ainsi, I'augmentation de ces deux enzymes de la synthése de la
sérine par la combinaison semble transitoire (Figure 93 et Tableau 34).
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Figure 93 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-qPCR apres Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de ’expression par rapport a la condition au temps TOh. Chaque graphique présente la moyenne et 1’écart-
type de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées
par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au
contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.
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Gene | Cinétique z Conditions :
DMSO | Compose A CFz CFZ + Compose A
ASNS 8H 0.83 134 1.30 2.22 (¥**) (+)
24H 0.88 2.40 (***) | 2.11(**) 2.89 (***)
ASS1 8H 0.91 1.14 0.81 0.72
24H 1.53 3.32 (***) 1.28 1.01
CBS 8H 0.93 1.07 0.77 0.76
24H 1.10 1.46 (***) 0.96 0.79 (***)
CTH 8H 1.13 2.04 (*) 2.77 (***) | 5.15 (***) (+++)
24H 1.20 1.99 1.85 2.91 (***) (+)
PSPH 8H 0.99 1.56 (*) 134 1.88 (***) (+)
24H 1.13 1.77 (**) 1.21 1.20
8H 0.97 1.32 1.26 1.87 (***) (+)
PSATI 24H 1.06 2.02 (***) 1.32 1.41

Tableau 34 : Quantification de ’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression des génes étudiés par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes
comprenant chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un
post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par
rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.

Analyse de I'expression génique de PHGDH par les données RNAseq :

PHGDH est également une enzyme impliquée dans la synthése de la sérine. On
constate que le composé A induit significativement son expression aprés 24h de traitement
(padj <0.01). Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce géne de maniére
significative aprés 8h de traitement uniquement (padj <0.05). La combinaison du carfilzomib
et du composé A induit de maniere significative ce gene aprés 8h et 24h de traitement
(padj<0.001) (Figure 94 et Tableau 35).

CFZ 20nM + Composé A 15uM

Fold relatif
de l'expression en ARNmMm

Temps (h)

Figure 94 : Changement transcriptionnel de ’ARNm de PHGDH dans les cellules HeLa par RNAseq apres 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de ’expression par rapport a la condition contrle du temps considéré. Le graphique présente la moyenne
du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a p<0.001 : *** ;
p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 :
++; p<0.05: +
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Conditions
Composé A CFZ CFZ + Composé A
8H 1.4 1.6 (*) 2.5 (¥**)
24H 2.0 (**) 1.3 1.9 (***)

Tableau 35 : Quantification de ’ARNm de PHGDH dans les cellules HeLa par RN Aseq aprés 8h et 24h de traitement par le
carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des génes
étudiés par rapport a la condition vehicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Gene | Cinétique

PHGDH

Pour conclure, le composé A induit significativement apres 24h de traitement les
génes PHGDH, PSAT1 et PSPH impliqués dans la synthése de la sérine. Le géne codant pour
SARS était également augmenté par le composé A. Ainsi, ces observations sont cohérentes
avec I'analyse des voies de signalisation indiquant le métabolisme de la sérine. Il se pourrait
ainsi que le composé A impacte la disponibilité en sérine. CBS et CTH impliqués dans la
synthése de la cystéine et du glutathion ainsi qu’ASS1 impliqué dans la synthese de I'arginine
sont également significativement induits par le composé A. L'induction d’ASNS par
'ensemble des traitements est cohérente avec [linduction d'un stress
(218,228,272,285,286). La combinaison module significativement I'ensemble de ces génes
impliqués dans la synthese d’acides aminés, excepté ASS1.

3.2.4.6. TRIB3, une pseudokinase

On constate que le composé A induit significativement I'expression de TRIB3 aprées
24h de traitement (p<0.001). Le traitement par le carfilzomib induit également I’expression
de TRIB3 de maniere significative aprés 8h de traitement uniquement (p<0.05). La
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce gene aprés 8h
et 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul
(p<0.001) (Figure 95 et Tableau 36).
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Figure 95 : Quantification de I’ARNm de TRIB3 dans les cellules HeLa par RT-qPCR apres Oh, 8h et 24h de traitement par
le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est exprimée en fold de
I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Le graphique présente la moyenne et 1’écart-type de 4 expériences
indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2
facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent & p<0.001 : ***; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du
temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++; p<0.01 : ++ ; p<0.05 : +.
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Conditions

DMSO | Composé A CFZ CFZ + Composé A
8H 0.97 1.66 1.91(*) | 3.88 (***) (+++)
24H 1.15 2.58 (***) 1.64 4.04 (***) (++4)
Tableau 36 : Quantification de I’ARNm de TRIB3 dans les cellules HeLa par RT-qPCR apreés Oh, 8h et 24h de traitement par
le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression du
géne étudié par rapport & la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2
réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey
correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrble DMSO du temps et par rapport au
carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++ ; p<0.05 : +.

Gene | Cinétique

TRIB3

Pour conclure, I'ensemble des traitements induisent TRIB3 de maniére significative,
avec une amplitude plus importante pour la combinaison. L'induction de TRIB3 est une
réponse a différents stress et qui peut étre imputée a ATF4 et CHOP, ce qui semble cohérent
avec les autres observations transcriptomiques (297,302).

3.2.4.7. Facteurs de croissance

L’analyse des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison apres 8h de
traitement met en exergue des voies de signalisation liées au métabolisme des acides
aminés. Lors de la privation en acides aminés I'expression de facteurs de croissance peut
étre impactée. Ainsi, par RT-qPCR, la modulation des génes IGF1, IGF1-R a été confirmée
(Figure 96 et Tableau 37), et I'étude des génes IGFBP1 et VEGF-A par les données RNAseq a
été réalisée (Figure 97 et Tableau 38).

Confirmation en RT-qPCR de la modulation du facteur de croissance insulinomimétique
IGF-1 et de son récepteur IGF1R :

Le facteur de croissance insulinomimétique IGF-1 et son récepteur IGF-R1 modulent
une voie de signalisation impliquant la voie PI3K/AKT/mTOR et contribuent a la prolifération
cellulaire. Le récepteur IGF1-R est surexprimé dans de nombreux types de cancer et
contribue a une faible survie des patients (413). Il a été démontré que la diminution de son
expression inhibait la prolifération cellulaire et sensibilisait des cellules cancéreuses du colon
a des agents cytotoxiques comme le 5-FU (5-fluorouracile) (414). De plus, lors de la privation
en nutriments, par un mécanisme non élucidé, une diminution de I'expression d’IGF-1 est
constatée (415).

Concernant IGF-1, on constate que le composé A réprime significativement son
expression apres 24h de traitement (p<0.001). Le traitement par le carfilzomib réprime
également son expression de maniere significative aprés 8h et 24h de traitement (p<0.001).
La combinaison du carfilzomib et du composé A réprime de maniéere significative ce géne
aprés 8h et 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib
seul (p<0.05 a T8H, p<0.001 a T24H) (Figure 96 et Tableau 37).

Concernant IGF-1R, on constate que le composé A ne module pas significativement
son expression aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib réprime son
expression de maniere significative aprés 8h de traitement uniquement (p<0.001). La
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combinaison du carfilzomib et du composé A réprime de maniére significative ce géne apres
8h et 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul
(p<0.01 a T8H, p<0.001 a T24H) (Figure 96 et Tableau 37).
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Figure 96 : Quantification de ’ARNm d’IGF1 et IGF-R1 dans les cellules HeLa par RT-gPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Les graphiques présentent la moyenne et 1’écart-
type de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées
par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au
contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++ ; p<0.05: +.

Geéne | Cinétique Conditions
DMSO | Composé A CFZ CFZ + Composé A
IGF1 8H 1.21 118 | 079 (***) | 053 (***)(+)
Zal 1.68 | 1.24 (***) | 0.96 (***) | 0.32 (***) (+++)
IGFIR 2N 1.10 106 | 0.68 (***) | 0.41(***) (++)
24H 1.20 1.08 1.03 0.58 (***) (+++4)

Tableau 37 : Quantification de ’ARNm d’IGF1 et IGFIR dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression du géne étudié par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes comprenant
chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test
Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au
Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.

Ainsi, la répression transcriptionnelle, précoce et durable, d’IGF-1R mais aussi d’IGF-1
par la combinaison est un profil transcriptomique intéressant appuyant lintérét
thérapeutique de celle-ci. En effet, I'expression d’IGF-1 et d’IGF-1R est associée a la
prolifération cellulaire in vitro mais surtout associée a une faible survie des patients
(413,414). On peut alors émettre I'hypothese que la présentation de ce profil
transcriptomique in vitro par la combinaison se traduise par une meilleure survie des

patients en clinique.

Analyse de I'expression génique d’IGFBP-1 et du VEGF-A par les données RNAseq :

IGFBP-1 est un ligand d’IGF-1, et qui part cette liaison, I'empéche de se fixer a son
récepteur. Lors de la privation en acides aminés, essentiels uniqguement, une augmentation
de I'expression d’IGFBP-1 est observée (416).

On constate que le composé A ne module pas significativement son expression aux
temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non plus
I'expression de ce géne de maniere significative. Cela est également le cas pour la
combinaison du carfilzomib et du composé A qui ne module pas non plus de maniére
significative ce gene aux temps de cinétiques étudiés (Figure 97 et Tableau 38).
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Le VEGF-A est un facteur de croissance de I'endothélium vasculaire et est impliqué
dans I'angiogenése tumorale. L'expression de VEGF-A est augmentée a la suite de différents
stress, comme un stress du RE (par des agents stressants ou la privation en glucose) via
I’activation de I'UPR, lors d’un stress hypoxique par HIF-1a, ou lors de la privation en acides
aminés (417-420). L'activation de I'angiogenese par des cellules cancéreuses face a ces
différents stress se justifie par 'augmentation de son apport en nutriments et en oxygéne
par la création de nouveaux vaisseaux. Les 3 branches de I'UPR, PERK via ATF4, IREla via
XBP1s et ATF6 via ATF6f seraient impliqués dans cette induction (421-423).

On constate que le composé A ne module pas significativement son expression aux
temps de cinétiques étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I’expression de ce géne
de maniere significative aprés 8h de traitement uniquement (padj<0.01). La combinaison du
carfilzomib et du composé A induit également de maniere significative ce gene aux deux
temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est significativement différente
du carfilzomib seul (padj<0.05 a T8H et padj<0.001 a T24H) (Figure 97 et Tableau 38).
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Figure 97 : Changement transcriptionnel de I’ARNm d’IGFBP1 et de VEGFA dans les cellules HeLa par RNAseq apres 8h
et 24h de traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm
est exprimée en fold de I’expression par rapport & la condition contréle du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrdle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Geéne | Cinétique Celleition:
AU I Composé A | CFZ | CFZ + composé A
H } . )

(GFBPL 8 0.5 0.6 0.5

24H 1.2 1.7 1.1

8H 1.4 2.0 (**) 3.7 (***) (+)
VEGFA

24H 1.7 1.4 2.9 (***) (++4)

Tableau 38 : Quantification de ’ARNm d’IGFBP1 et de VEGFA dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression des génes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj
correspondent & p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au
carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++ ; p<0.05 : +.

Pour conclure, la répression de l'expression d’'IGF1 et de son récepteur par la
combinaison pourrait étre corrélée avec la mort cellulaire et la réponse a un stress
métabolique. L'absence de modulation significative d’IGFBP1 par les différents traitements
pourrait nous orienter vers une absence de privation en acides aminés essentiels.

L'induction du VEGF-A par la combinaison est également en lien avec la réponse a un stress.
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3.2.4.8. Cytokines

L'analyse comparée des voies de signalisation, entre le controle et le composé A ainsi
gu’entre le controle et le carfilzomib, a mis en évidence des voies de signalisation aux
interleukines. Ainsi, I'’étude des genes IL-6 et IL6-R par les données RNAseq a été réalisée
(Figure 98 et Tableau 39).

IL-6 est une cytokine qui, lorsqu’elle se lie a son récepteur IL6-R, peut induire
différentes voies de signalisation comme JAK/STAT3, Ras/MAPK ou encore PI3K/AKT. Cette
réponse est stress et type cellulaire dépendant, et peut donc avoir un effet anti-
inflammatoire ou pro-inflammatoire (424). Il est décrit qu’un stress du RE ou un stress
nutritionnel induit I'expression de I'IL-6 (425,426). Les mécanismes par lequel
I'augmentation de I'expression de cette cytokine est induite lors d’un stress peuvent étre
multiples. L’augmentation de son expression impliquerait la voie IRE1 via XBP1s et/ou PERK
via la phosphorylation d’elF2a/ATF4 et/ou encore la formation d’un hétérodimére entre
CHOP et LIP, un répresseur de la transcription de I'lL-6, contribuant ainsi a 'augmentation de
I’'expression d’IL6 (223,426-429).

Concernant IL-6, on constate que le composé A induit significativement son
expression apres 24h de traitement uniguement (padj<0.05). Le traitement par le carfilzomib
induit également I'expression de ce géne de maniere significative apres 24h de traitement
uniquement (padj<0.001). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere
significative ce gene aux deux temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction
est significativement différente du carfilzomib seul aprés 24h de traitement (padj<0.001)
(Figure 98 et Tableau 39).

Concernant IL6R, on constate que le composé A ne module pas significativement son
expression aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit
I'expression de ce géne de maniére significative apres 8h de traitement uniquement
(padj<0.001). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere significative
ce géne aux deux temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est
significativement différente du carfilzomib seul aprés 24h de traitement (padj<0.05) (Figure
98 et Tableau 39).

Ainsi, I'induction de cette cytokine et de son récepteur par la combinaison dés 8h de
traitement corréele avec la présence d’un stress cellulaire.
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Figure 98 : Changement transcriptionnel de I’ARNm d’IL6 et IL6R dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contr6le du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contr6le DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

Geéne | Cinétique Conditions
q Composé A CFz CFZ + Composé A
IL6 8H 1.1 1.8 4.0 (**¥)
24H 3.0 (%) 5.7 (¥**) [ 32.0 (¥**) (+++)
8H 0.9 3.0 (***) 3.0 (***)
IL6-R
24H 1.4 1.6 3.2 (¥**) (+)

Tableau 39 : Quantification de I’ARNm d’IL6 et IL6R dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement par
le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des
geénes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

3.2.4.9. Lavoie mTOR et autophagie

L'analyse des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison met en
évidence la voie de signalisation mTORC1. Cette voie de signalisation est impliquée dans le
métabolisme anabolique et catabolique cellulaire, ce qui est cohérent avec les autres voies
de signalisation identifiées. Ainsi, I'’étude de génes impliqués dans cette voie de signalisation
comme EIF4EBP1, DDIT4, SQSTM1, ULK1, SESN2 par les données RNAseq a été réalisée
(Figure 99, Figure 100 et Tableau 40).
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Figure 99 : Schéma représentant la voie mTORC1 de maniére non exhaustive. Les genes présentés dans cette partie de la
thése sont en vert.

EIFAEBP1 :

On constate que le composé A ne module pas significativement I’expression
d’EIF4EBP1 aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas
non plus I'expression de ce gene de maniére significative. En revanche, la combinaison du
carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce géne aux deux temps de
cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est significativement différente du
carfilzomib seul aprés 24h de traitement (padj<0.01) (Figure 100 et Tableau 40). L’étude de
la phosphorylation de la protéine codée par ce géne serait ainsi complémentaire a cette
observation transcriptomique.

REDD1 :

On constate que le composé A ne module pas significativement I'expression de
REDD1 aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non
I’expression de ce gene de maniéere significative. En revanche, la combinaison du carfilzomib
et du composé A induit de maniére significative ce géne apres 8h de traitement uniquement
(padj<0.001) (Figure 100 et Tableau 40).

Du fait de I'induction transitoire de ce géne par la combinaison, il serait intéressant
de connaitre I'expression protéique de REDD1, car cela pourrait étre associé a une inhibition
de mTORC1 dans un premier temps, puis a une activation de mTORC1 qui serait délétere
pour la cellule. Il est décrit que I'induction de REDD1 lors d’un stress nutritionnel, comme la
privation en sérum, était nécessaire pour maintenir la survie des cellules lors d’un stress
prolongé, alors que son inhibition était associée a la mort cellulaire (235).
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SESN2 :
On constate que le composé A ne module pas significativement I'expression de

SESN2 aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I’expression de
ce géne de maniere significative aprés 8h de traitement uniquement (padj <0.001). La
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere significative ce géne aux
deux temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est significativement
différente du carfilzomib seul (padj<0.01 a T8H et padj<0.001 a T24H) (Figure 100 et Tableau
40).

ULK1

On constate que le composé A ne module pas significativement I'expression d’ULK1
aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce
géne de maniéere significative apres 8h de traitement uniquement (padj <0.001). La
combinaison du carfilzomib et du composé A induit de maniere significative ce géne aux
deux temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est significativement
différente du carfilzomib seul (padj<0.01) (Figure 100 et Tableau 40). Ainsi, il serait
intéressant d’étudier le niveau d’expression et le statut de phosphorylation d’ULK1,
conditionnant son activité, pour approfondir cette observation transcriptomique.

SQSTM1 :

Pour approfondir I'étude de la voie autophagique, I'expression génique de SQSTM1
codant pour la protéine p62 a été réalisée par |'utilisation des données RNAseq.

On constate que le composé A ne module pas significativement I'expression de
SQSTM1 aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I'expression
de ce géne de maniére significative aux deux temps de cinétique étudiés (padj <0.001). La
combinaison du carfilzomib et du composé A induit également de maniére significative ce
gene aux deux temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est
significativement différente du carfilzomib seul apres 24h de traitement (padj<0.001) (Figure
100 et Tableau 40). Pour compléter cette observation transcriptomique, il serait intéressant
de connaitre le niveau d’expression de cette protéine décrite pour étre dégradée lors de
I'autophagie.
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Figure 100 : Changement transcriptionnel de I’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et
24h de traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contr6le du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : *** : p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

Gene Cinétique Cenditions
AU M Composé A | CFZ | CFZ + Composé A
8H 1.2 1.3 2.0 (¥**)
EIFAEBPL ™ ah 2.0 13 2.4 (***) (++)
8H 1.2 1.8 3.3 (**¥)
REDD1
24H 1.3 0.9 0.9
8H 1.1 2.2 (*¥**) 2.8 (¥**)
SQSTM1
Q 24H 1.3 1.8 (***) | 4.1 (**¥*) (+++)
LKL 8H 1.6 2.9 (***) | 6.0 (¥**) (++)
24H 1.2 1.1 2.2 (F**) (++)
% %k k %k %k k
SESN2 8H 2.6 6.6 (¥**) | 19.9 (***) (++)
24H 2.0 1.4 5.9 (¥**) (+++)

Tableau 40 : Quantification de I’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RN Aseq apres 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des
génes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

Pour conclure, le composé A ne module pas significativement I'expression de genes
impliqués dans la voie mTORC1. En revanche, sa combinaison avec le carfilzomib module
significativement I'ensemble des génes étudiés dont des génes de |'autophagie. Il serait
intéressant d’approfondir ces résultats par une étude de I'expression protéique et des
modifications post-traductionnelles de ces genes impliqués dans cette voie mTORC1 (cf.

partie 3.3.2.3 de l'introduction).
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3.2.4.10. Apoptose

L’analyse des voies de signalisation entre le carfilzomib et la combinaison apres 24h
de traitement met en évidence davantage de voies de signalisation reliées a la mort
cellulaire. Ainsi, I'étude de génes impliqués dans la mort cellulaire comme PMAIP1, BCL2L11
et BBC3, codant pour les protéines NOXA, BIM et PUMA respectivement, a été réalisée par
les données RNAseq (Figure 101 et Tableau 41 et cf. partie 3.4.4 de l'introduction).

De multiples facteurs peuvent causer I'augmentation de I'expression de protéines
pro-apoptotiques. En particulier, la mort cellulaire associée a un stress du RE pourrait étre la
résultante de I'augmentation de protéines pro-apoptotiques comme PUMA et NOXA (309).
CHOP est un facteur de transcription contribuant a linduction de I'apoptose par
I’augmentation de protéines pro-apoptotiques comme BIM ou PUMA et par la diminution de
I’expression de protéines anti-apoptotiques BCL2 (299,300).

Concernant le géne PMAIP1 codant pour la protéine NOXA, on constate que le
composé A ne module pas significativement I'expression de ce géne aux temps de cinétique
étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce géne de maniére
significative apres 8h de traitement uniquement (padj <0.001). La combinaison du
carfilzomib et du composé A induit également de maniere significative ce gene aux deux
temps de cinétiques étudiés (padj<0.001) et cette induction est significativement différente
du carfilzomib seul (padj<0.05) (Figure 101 et Tableau 41).

L'induction de NOXA a 8h par la combinaison ne semble pas correspondre a la
cinétique de diminution d’E2F1 observée apres 24h de traitement, suggérant un autre
mécanisme. Cette induction de NOXA pourrait ainsi étre la résultante d’ATF4 (309).

Concernant le gene BBC3 codant pour la protéine PUMA, on constate que le composé
A ne module pas significativement I'expression de ce géne aux temps de cinétique étudiés.
Le traitement par le carfilzomib ne module pas non plus I'expression de ce gene de maniere
significative. La combinaison du carfilzomib et du composé A ne module pas non plus de
maniére significative ce géne aux deux temps de cinétiques étudiés malgré la tendance a
I'augmentation (Figure 101 et Tableau 41). |l serait intéressant de confirmer cette
observation par la technique de RT-gPCR et d’étudier I'expression protéique de cette
protéine.

Concernant le gene BCL2L11 codant pour la protéine BIM, on constate que le
composé A ne module pas significativement I'expression de ce géne aux temps de cinétique
étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non plus I'expression de ce géne de
maniére significative. La combinaison du carfilzomib et du composé A réprime de maniére
significative ce gene aprés 24h de traitement (padj<0.01) et cette répression est
significativement différente du carfilzomib seul (padj<0.05) (Figure 101 et Tableau 41). I
serait nécessaire de connaitre le niveau d’expression de cette protéine du fait que celle-ci
subit une dégradation par le protéasome, qui serait normalement inhibée lors de la
combinaison avec le carfilzomib.
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Figure 101 : Changement transcriptionnel de I’ARNm de différents geénes dans les cellules HeLa par RNAseq apres 8h et
24h de traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contrle du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

cone Cinétique : Conditions i
Composé A CFZ CFZ + Compose A
8H 1.3 2.8 (*** 6.1 (***
PMAIP1 (NOXA) 2aH 13 1(_0 : 2.1 E***; E:;
8H 1.1 0.9 0.7
BCL2L11 (BIM) YT 1.0 0.8 0.6 (**) (+)
8H 1.3 1.0 1.5
BBC3 (PUMA) Sar] 13 13 1.7

Tableau 41 : Quantification de I’ARNm de différents génes dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement
par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 151M de composé A. Le tableau présente le fold de I’expression des
geénes étudiés par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent &
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

3.2.4.11. IDE
L'inhibition d’IDE par le composé A et I'induction de ce gene par la combinaison du
BDM_44768 au carfilzomib dans les cellules OPM2, nous pousse a connaitre |'expression
génique d’IDE, cette fois-ci dans les cellules Hela avec le composé A a partir des données
RNAseq.

On constate que le composé A ne module pas significativement I’expression d’IDE aux
temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de ce géne
de maniere significative aux deux temps de cinétiques (p<0.05). La combinaison du
carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce géne apres 8h et 24h de
traitement (padj<0.001) (Figure 102 et Tableau 42).

Ces résultats sont en cohérence avec les résultats obtenus sur les cellules OPM2 (cf.
partie 2.4 des résultats) avec le BDM_44768, ou le carfilzomib a induit significativement
I’expression génique d’'IDE apres 16h de traitement et ol la combinaison du BDM_44768 et
du carfilzomib a induit significativement I'expression d’IDE aprés 16h et 24h de traitement.
Cette observation appuie le fait qu’IDE pourrait avoir un role de protéine chaperon dans un
stress du RE.
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Figure 102 : Changement transcriptionnel de ’ARNm d’IDE dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de ’expression par rapport a la condition contréle du temps considéré. Le graphique présente la moyenne
du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a p<0.001 : *** ;
p<0.01: **; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01:
++; p<0.05: +.

Gene | Cinétique Conditions
Composé A CFZ CFZ + Composé A
DE 8H 1.0 1.7 (%) 2.2 (*¥*¥)
24H 1.0 1.6 (¥) 2.2 (¥**)

Tableau 42 : Quantification de ’ARNm d’IDE dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement par le
carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de ’expression du géne
étudié par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au Carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

3.2.4.12. Conclusion

Pour conclure, I'analyse de I’'ensemble de ces données transcriptomiques convergent
vers une activation des voies de signalisation liées aux acides aminés, a 'UPR, a la voie
mTORC1, a I'autophagie, au cycle et a la mort cellulaire par la combinaison du carfilzomib et
du composé A. Ces données transcriptomiques appuient également le fait qu’un stress est
présent lors de la combinaison. La répression transcriptionnelle de SLC38A2 par la
combinaison est cohérente avec une induction simultanée d’un stress du RE (UPR) et d’'une
réponse a la privation en acides aminés. Aussi, I'induction de I'IL-6 par la combinaison
témoigne également d’un stress. Cette interleukine est importante pour la survie des cellules
cancéreuses et est tres souvent associée a une faible survie des patients. Cependant, dans
notre cas le phénotype de mort cellulaire est présent malgré 'induction de celle-ci, on peut
donc émettre I'hypothése qu’il n’a pas été possible pour la cellule de faire face a la
cytotoxicité de la combinaison. De plus, la répression transcriptionnelle du facteur de
croissance IGF-1 et de son récepteur IGF-1R appuie l'intérét thérapeutique de cette
combinaison pour le traitement du cancer, ol une répression de ces protéines serait
favorable pour la survie des patients. Enfin, concernant le composé A seul, celui-ci montre
une modulation significative des génes liés aux acides aminés comme les aminoacyl ARNt
synthetases, des transporteurs d’acides aminés et des enzymes impliquées dans le
métabolisme des acides aminés. Une étude des niveaux d’expressions protéiques serait
complémentaire a ces observations transcriptionnelles, qui ne sont pas forcément toujours
corrélées (401). S'ajoute a cela des modifications post-traductionnelles sur certaines
protéines qui déterminent leurs activités.
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3.2.5. Geénes aux plus grandes amplitudes

Certains genes semblent étre particulierement impactés par I'ajout du composé A au
carfilzomib apres 8h de traitement. Le tableau 43 présente les génes induits plus de 2,5 fois
pour la combinaison par rapport au carfilzomib seul aprés 8h de traitement avec une
padj<0.05.
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Represses transcriptional activity of PER1 (By similarity). Represses transcriptional activity of PER2 via the B- site on the
promoter (By similarity). Activates transcription from the interleukin-3 promoter in T-cells. Competes for [...] (462 aa)

ID Symbole | String Database description FC

ENSG0000 . i .

0130513 GDF15 Growth differentiation factor 15; Belongs to the TGF-beta family (308 aa) 3.94
Tribbles homolog 3; Disrupts insulin signaling by binding directly to Akt kinases and blocking their activation. May bind
directly to and mask the 'Thr-308’ phosphorylation site in AKT1. Binds to ATF4 and inhibits its transcriptional activation

(E)Tgf;gm TRIB3 activity. Interacts with the NF-kappa-B transactivator p65 RELA and inhibits its phosphorylation and thus its transcriptional | 3.71
activation activity. Interacts with MAPK kinases and regulates activation of MAP kinases. May play a role in programmed
neuronal cell death but does not appear to affect non-neuronal cells. Does not display kinase activit [...] (358 aa)

ENSG0000 NIBAN1 Protein Niban; Regulates phosphorylation of a number of proteins involved in translation regulation including EIF2A, 356

0135842 EIF4EBP1 and RPS6KB1. May be involved in the endoplasmic reticulum stress response (By similarity) (928 aa) )
Cystathionine gamma-lyase; Catalyzes the last step in the trans-sulfuration pathway from methionine to cysteine. Has broad
substrate specificity. Converts cystathionine to cysteine, ammonia and 2-oxobutanoate. Converts two cysteine molecules to

(E)Tlsg::fo CTH lanthionine and hydrogen sulfide. Can also accept homocysteine as substrate. Specificity depends on the levels of the | 3.23
endogenous substrates. Generates the endogenous signaling molecule hydrogen sulfide (H2S), and so contributes to the
regulation of blood pressure. Acts as a cysteine-protein sulfhydrase by mediating sulfhydration of target protei [...] (405 aa)

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3; This protein binds the cAMP response element (CRE) (consensus- 5'-
GTGACGT[AC][AG]-3’), a sequence present in many viral and cellular promoters. Represses transcription from promoters

(E)Tgf;];);o ATF3 with ATF sites. It may repress transcription by stabilizing the binding of inhibitory cofactors at the promoter. Isoform 2 | 3.16
activates transcription presumably by sequestering inhibitory cofactors away from the promoters; Basic leucine zipper
proteins (181 aa)

ENSG0000 ETVS ETS translocation variant 5; Binds to DNA sequences containing the consensus nucleotide core sequence 5'-GGAA.-3’; 303

0244405 Belongs to the ETS family (510 aa)

Sestrin-2; Functions as an intracellular leucine sensor that negatively regulates the TORC1 signaling pathway through the
GATOR complex. In absence of leucine, binds the GATOR subcomplex GATOR2 and prevents TORC1 signaling. Binding of

ENSG0000 . . s . . . . . . . . .

0130766 SESN2 leucine to SESN2 disrupts its interaction with GATOR2 thereby activating the TORC1 signaling pathway. This stress-inducible | 3.00
metabolic regulator also plays a role in protection against oxidative and genotoxic stresses. May negatively regulate protein
translation in response to endoplasmic reticulum stress, via TORC1. May positively regulate the transcripti [...] (480 aa)

Early growth response protein 1; Transcriptional regulator. Recognizes and binds to the DNA sequence 5'-GCG(T/G)GGGCG-
3’(EGR-site) in the promoter region of target genes (By similarity). Binds double- stranded target DNA, irrespective of the

ENSG0000 EGR1 cytosine methylation status. Regulates the transcription of numerous target genes, and thereby plays an important role in 208

0120738 regulating the response to growth factors, DNA damage, and ischemia. Plays a role in the regulation of cell survival,
proliferation and cell death. Activates expression of p53/TP53 and TGFB1, and thereby helps prevent tumor form [...] (543
aa)

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A; Recruits the serine/threonine-protein phosphatase PP1 to dephosphorylate

eNsGoooo | PPP1R1 | the translation initiation factor elF-2A/EIF2S1, thereby reversing the shut-off of protein synthesis initiated by stress- 2.86

0087074 5A inducible kinases and facilitating recovery of cells from stress. Down-regulates the TGF-beta signaling pathway by promoting | =~
dephosphorylation of TGFB1 by PP1. May promote apoptosis by inducing TP53 phosphorylation on ’Ser-15’ (674 aa)

5255;33;)200 ZNF674 | Zinc finger protein 674; May be involved in transcriptional regulation; X-linked mental retardation (581 aa) 2.73

Sg‘;ggg;o ASNS Asparagine synthetase (561 aa) 2.70
TSC22 domain family protein 3; Protects T-cells from IL2 deprivation-induced apoptosis through the inhibition of FOXO3A

ENsGoooo | TSC22D transcriptional activity that leads to the down-regulation of the pro-apoptotic factor BCL2L11. In macrophages, plays a role

0157514 3 in the anti-inflammatory and immunosuppressive effects of glucocorticoids and IL10. In T-cells, inhibits anti-CD3-induced | 2.62
NFKB1 nuclear translocation. In vitro, suppresses AP1 and NFKB1 DNA-binding activities (By similarity). Isoform 1 inhibits
myogenic differentiation and mediates anti- myogenic effects of glucocorticoids by binding and regulat [...] (200 aa)

ERBB receptor feedback inhibitor 1; Negative regulator of EGFR signaling in skin morphogenesis. Acts as a negative regulator
for several EGFR family members, including ERBB2, ERBB3 and ERBBA4. Inhibits EGFR catalytic activity by interfering with its

ST?SS:SOO ERRFI1 dimerization. Inhibits autophosphorylation of EGFR, ERBB2 and ERBB4. Important for normal keratinocyte proliferation and | 2.60
differentiation. Plays a role in modulating the response to steroid hormones in the uterus. Required for normal response to
progesterone in the uterus and for fertility. Mediates epithelial estrogen responses in the uterus [...] (462 aa)

Prostaglandin G/H synthase 2; Converts arachidonate to prostaglandin H2 (PGH2), a committed step in prostanoid synthesis.

ENSG0000 Constitutively expressed in some tissues in physiological conditions, such as the endothelium, kidney and brain, and in

0073756 PTGS2 pathological conditions, such as in cancer. PTGS2 is responsible for production of inflammatory prostaglandins. Up- | 2.59
regulation of PTGS2 is also associated with increased cell adhesion, phenotypic changes, resistance to apoptosis and tumor
angiogenesis. In cancer cells, PTGS2 is a key step in the production of prostaglandin E2 (PGE2), which plays imp [...] (604 aa)
Spermine oxidase; Flavoenzyme which catalyzes the oxidation of spermine to spermidine. Can also use N(1)-acetylspermine

ENSGO000 and spermidine as substrates, with different affinity depending on the isoform (isozyme) and on the experimental

0088826 SMOX conditions. Plays an important role in the regulation of polyamine intracellular concentration and has the potential to act as | 2.58
a determinant of cellular sensitivity to the antitumor polyamine analogs. May contribute to beta-alanine production via
aldehyde dehydrogenase conversion of 3-amino-propanal; Belongs to the flavin monoamine oxidase family (585 aa)

ENSG0000 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial; Catalyzes the conversion of oxaloacetate (OAA) to

0100889 PCK2 phosphoenolpyruvate (PEP), the rate-limiting step in the metabolic pathway that produces glucose from lactate and other | 2.57
precursors derived from the citric acid cycle; Belongs to the phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP] family (640 aa)

Nuclear factor interleukin-3-regulated protein; Acts as a transcriptional regulator that recognizes and binds to the sequence

ENSGO000 5’-[GA]TTA[CT]GTAAI[CT]-3’, a sequence present in many cellular and viral promoters. Represses transcription from

0165030 NFIL3 promoters with activating transcription factor (ATF) sites. Represses promoter activity in osteoblasts (By similarity). | 2.55

Tableau 43 : Génes dont ’expression est augmentée par 1’ajout du composé A au carfilzomib (combinaison VS carfilzomib)
apres 8h de traitement par I’analyse RNAseq. Le tableau présente I’identifiant ENSEMBL du géne (ID), son nom (symbole),
une description de sa fonction par la base de données STRING ainsi que le fold change associé (FC). L’ensemble des génes
présentés dans ce tableau ont un fold change supérieur ou égal a 2.5 (surexpression) et une padj < 0.05. En gras apparaissent
les genes commentés précédemment dans cette these.
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On remarque que I'expression d’une partie de ces genes a été étudiée dans cette
thése pour leurs implications décrites et connues dans les réponses AAR et UPR (génes
apparaissant en gras dans le tableau 43). Cependant, d’autres génes voient leurs expressions
fortement impactées, et qui, au premier abord, ne semblent pas étre reliés a la réponse ISR
comme NIBAN1 et GDF15. Ainsi, dans un premier temps I'étude de I'expression de ces genes
a partir des données RNAseq a été réalisée (Figure 103 et Tableau 44) et une confirmation
par RT-qPCR a été réalisée (Figure 104 et Tableau 45).
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Figure 103 : Changement transcriptionnel de I’ARNm de GDF15 et NIBAN1 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et
24h de traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport & la condition contréle du temps considéré. Les graphiques présentent la
moyenne du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
s +++; p<0.01: ++; p<0.05: +.

Gene | Cinétique Conditions

q Composé A CFz CFZ + Composé A

8H 1.9 8.2 (*¥*%*) 32.4 (***) (+)

DF1

GDF15 24H 4.1 18.1 (***) | 148.5 (*¥**) (+++)

8H 1.4 3.7 (***) 13.2 (***) (+4)

BAN1

NIBAN 24H 1.4 5.8 (***) | 26.6 (***) (+++)

Tableau 44 : Quantification de ’ARNm de GDF15 et NIBANI1 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression du géne étudié par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj
correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au
carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++; p<0.05 : +.
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Figure 104 : Quantification de ’ARNm de GDF15 et NIBAN1 dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition au temps TOh. Les graphiques présentent la moyenne et 1’écart-
type de 4 expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats techniques. Les différences significatives déterminées
par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test Tukey correspondent a p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au
contr6le DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01: ++ ; p<0.05 : +.
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Conditions

Gene Cinetique DMSO | Composé A CFZ CFZ + Composé A
GDF15 8H 0.70 1.41 2.68 5.33 (**)
24H 1.41 3.08 7.18 (***) | 20.04 (***) (+++)
8H 1.05 1.22 1.98 3.49 (*)
NIBAN1 24H 1.56 2.16 5.33 (***) | 10.49 (***) (+++)

Tableau 45 : Quantification de ’ARNm de GDF15 et NIBAN1 dans les cellules HeLa par RT-qPCR aprés Oh, 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de
I’expression du géne étudié par rapport a la condition au temps TOh obtenus lors de 4 expériences indépendantes comprenant
chacune 2 réplicats biologiques. Les différences significatives déterminées par ANOVA a 2 facteurs suivi d’un post-test
Tukey correspondent & p<0.001 : *** ; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au controle DMSO du temps et par rapport au
carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 : ++ ; p<0.05 : +.

GDF15 (Growth differentiation factor 15) aussi appelée MIC-1 (Macrophage inhibitory
cytokine-1) ou NAG-1 (NSAID-activated gene 1 protein) est un membre de la famille TGF-p.
Ce facteur GDF15 est d’abord synthétisé sous une forme pro-GDF15, qui se dimérise, et qui
est ensuite clivée, permettant la production de la forme mature sécrétée (430). Ce facteur
est fortement induit lors de différents stress cellulaires, comme a la suite de lésions
tissulaires, lors de I’"hypoxie, de I'UPR et serait ainsi impliqué dans I'inflammation, le cancer,
les maladies cardiovasculaires et I'obésité (430—433). GDF15 aurait aussi bien un role de
suppresseur de tumeur qu’un réle pro-tumorigene (160,161). En particulier, dans le
myélome multiple, GDF15 participerait a la différenciation des ostéoclastes (435), il serait
sécrété par les cellules stromales de la moelle osseuse et participerait a la survie des cellules
cancéreuses et a la résistance aux traitements (436,437). Du fait de son implication dans
différents stress cellulaires, son induction pourrait étre médiée par p53 lors de
I’augmentation de I'expression de la CRP (protéine C réactive) (438), par EGR-1 (Early growth
response protein 1) lors d’un stress oxydatif induit par un agent anticancéreux (439), par c-
Myc (440), par CHOP lors de I’"hypoxie et 'UPR (432), mais aussi par ATF4 et TRIB3 lors de la
privation en leucine (304). Ainsi, son induction et les conséquences de celles-ci sont a
confronter au contexte cellulaire et environnemental.

On constate que le composé A ne module pas significativement I'expression de ce
géne aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de
ce gene de maniere significative apres 24h de traitement (p<0.001). La combinaison du
carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce géne aux deux temps de
cinétiques étudiés (p<0.01 a T8H et p<0.001 a T24H) et cela est significativement différent
du carfilzomib seul aprés 24h de traitement (p<0.001) (Figure 104 et Tableau 45). La
significativité entre le carfilzomib seul et la combinaison apres 8h de traitement a cependant
été obtenue lors de I'étude RNAseq (padj<0.05) (Figure 103 et Tableau 44). Ainsi,
I’augmentation de la transcription de GDF15 par la combinaison correle avec I'induction d’un
stress.

NIBAN-1 aussi appelé FAM129A est une protéine hautement exprimée dans les
cellules cancéreuses mais ses fonctions sont peu décrites (441,442). Le géne Niban a été
découvert en 2000 comme étant exprimé dans un carcinome rénal de rat ayant une
mutation du géne TSC2 (443). Niban-1 est décrit pour ses effets anti-apoptotiques (444—
446). Par exemple, Niban-1 est phosphorylé par AKT lors d’un stress par les ultraviolets,
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permettant sa liaison a la nucléophosmine et ainsi la libération de MDM2. Cela participe
ainsi a l'inhibition de I'apoptose induite par p53 (445). Aussi, cette protéine posséde un
motif DNAJ qui est retrouvé dans les protéines de chocs thermiques, et pourrait ainsi étre
induite a la suite de différents stress (441,447). En effet, Niban-1 serait notamment induit a
la suite de la privation en nutriments et en facteurs de croissance. Cette protéine régulerait
I'autophagie de maniére type cellulaire et/ou contexte dépendant (447). En particulier
Nibanl serait un gene cible d’ATF4-CEBPB du fait de la présence d’un motif CARE dans son
promoteur et contribuerait a la survie cellulaire (448). ATF4 induirait ainsi son expression
lors d’un stress du RE ou lors d'un dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale (446,448,449). Aussi, Nibanl interagirait avec PERK et contribuerait a sa
phosphorylation (448). Cependant, I'expression de Nibanl est associée a une diminution de
la phosphorylation d’elF2a et une augmentation de la phosphorylation S6K1 et 4EBP1 de la
voie mTORC1, impactant ainsi la traduction des protéines (446,448).

On constate que le composé A ne module pas significativement I'expression de ce
géne aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib induit I'expression de
ce géne de maniere significative apres 24h de traitement (padj<0.001). La combinaison du
carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce géne aux deux temps de
cinétiques étudiés (padj<0,05 et padj<0.001 respectivement) et cela est significativement
différent du carfilzomib seul aprés 24h de traitement (padj<0.001) (Figure 104 et Tableau
45). Ainsi, 'augmentation de la transcription de NIBAN1 par la combinaison corrélerait avec
I'induction d’un stress.

Aussi, le tableau 46 présente les genes dont I'expression est 2,5 fois moins
importante pour la combinaison que pour le carfilzomib seul aprés 8h de traitement.

ID Symbole String Database description FC
ENSGO00 Ras-related protein Rab-3A; Involved in exocytosis by regulating a late step in synaptic vesicle fusion. Could play a role in
00105649 RAB3A ne)urotransmitter release by regulating membrane flow in the nerve terminal; RAB, member RAS oncogene GTPases (220 | 0.25

aa
ENSG000 ZNF488 Zinc finger protein 488; May be involved in transcriptional regulation; Belongs to the krueppel C2H2-type zinc-finger 0.26
00265763 protein family (340 aa)
ENSG000 . ) . . -
00186603 HPDL 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like protein; May have dioxygenase activity (371 aa) 0.28
Leucine-rich repeat and fibronectin type 1l domain-containing protein 1; Promotes neurite outgrowth in hippocampal
ENSG000 LREN1 neurons. Involved in the regulation and maintenance of excitatory synapses. Induces the clustering of excitatory 031
00128011 postsynaptic proteins, including DLG4, DLGAP1, GRIA1 and GRIN1 (By similarity); Fibronectin type Ill domain containing
(771 aa)
Noggin; Inhibitor of bone morphogenetic proteins (BMP) signaling which is required for growth and patterning of the
ENSG000 X ’ . f . . o X -
00183691 NOG neural tube and somite. Essential for cartilage morphogenesis and joint formation. Inhibits chondrocyte differentiation | 0.34
through its interaction with GDF5 and, probably, GDF6 (232 aa)
ENSG000 BME Bcl-2-modifying factor; May play a role in apoptosis. Isoform 1 seems to be the main initiator; BCL2 homology region 3 035
00104081 only (184 aa) i
5225520;;)7 NA Uncharacterized 0.39
ENSGO00 Mas-related G-protein coupled receptor member F; Orphan receptor. May bind to a neuropeptide and may regulate
MRGPRF nociceptor function and/or development, including the sensation or modulation of pain (By similarity); G protein-coupled | 0.39
00172935
receptors, Class A orphans (343 aa)
Caveolae-associated protein 2; Plays an important role in caveolar biogenesis and morphology. Regulates caveolae
ENSGO00 morphology by inducing membrane curvature within caveolae. Plays a role in caveola formation in a tissue-specific
00168497 CAVIN2 manner. Required for the formation of caveolae in the lung and fat endothelia but not in the heart endothelia. Negatively | 0.40
regulates the size or stability of CAVIN complexes in the lung endothelial cells. May play a role in targeting PRKCA to
caveolae (By similarity) (425 aa)

Tableau 46 : Génes dont I’expression est diminuée par 1’ajout du composé A au carfilzomib (Combinaison VS Carfilzomib)
apres 8h de traitement par [’analyse RNAseq. Le tableau présente I’identifiant ENSEMBL du géne (ID), son nom (symbole),
une description de sa fonction par la base de données STRING ainsi que le fold change associé (FC). L’ensemble des génes
présentés dans ce tableau ont un fold change inférieur ou égal a 2.5 et une padj < 0.05.
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Parmi ces génes réprimés par la combinaison par rapport au carfilzomib seul apres 8h
de traitement, nous trouvons deux génes impliqués dans le transport cellulaire (RAB3A,
CAVIN2), un répresseur transcriptionnel (ZNF488), un géne impliqué dans I'apoptose (BMF),
et d’autres genes comme MRGPRF, LRFN1, NOG et HPDL. Cependant, la répression de ces
génes, mis en évidence par I'expérience de RNAseq, n’a pas été confirmée par RT-qPCR,
ceux-ci n"appartenant pas aux voies de signalisation identifiées.

3.3. Prédiction de facteurs de transcription

Une analyse avec l'application Iregulon du logiciel Cytoscape a été réalisée afin
d’étudier les facteurs de transcription qui pourraient étre a I'origine de lI'induction d’un set
de geénes (450). Ce logiciel propose des facteurs de transcription candidats qui peuvent co-
réguler des génes, se basant sur des sites de liaisons aux facteurs de transcription partagés
entre ces genes. Cet outil effectue une analyse des séquences régulatrices (découverte de
motifs) et utilise des données existantes comme le ChIP-Seq (méthode permettant I'analyse
de l'interaction entre une protéine et I’ADN).

3.3.1. Comparaison carfilzomib vs combinaison a 8H

Les 80 génes (génes NA exclus) correspondant a une modulation d’au moins 2 fois
(sur et sous expression) avec une padj inférieure a 5% entre le carfilzomib seul et la
combinaison du carfilzomib et du composé A a 15uM apres 8h de traitement ont été soumis

a I'analyse par Iregulon (Figure 105 et Tableau 47).
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Figure 105 : Analyse des génes modulés d’au moins 2 fois (sur- et sous-expression) entre le carfilzomib et la combinaison du
carfilzomib et du composé A, apres 8h de traitement et présentant une padj inférieure a 5%, par le logiciel Iregulon. En rose
fushia apparaissent les génes modulés non étudiés dans cette thése et en rouge clair les genes présentés dans cette these. Les
facteurs de transcription identifiés par le logiciel apparaissent de différentes couleurs et sont reliés aux genes.
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La plus forte prédiction (NES score de 10.528 (normalized enrichment score)) de cet

outil montre qu’une partie importante des génes (53/80) pourraient étre la résultante du

cluster M1 et en particulier d’'un ou plusieurs de ces facteurs de transcription: ATF4 / ATF3 /
CEBPB / NFIL3 / CREB1 / CREM / CEBPA / DDIT3 / HLF / DBP / ATF1 / ATF2 / ATF5 / ATF6 /
ATF7 / CREB3 / XBP1 / JUN / JUNB / JUND / JDP2 / E4F1 (Tableau 47 et Figure 106). On
remarque que |I'on retrouve principalement des facteurs de transcription de la famille ATF
(ATF4 / ATF3 / ATF1 / ATF2 / ATF5 / ATF6 / ATF7), de la famille CEBP (CEBPB / CEBPA /
DDIT3), de la famille FOS/JUN (JUN / JUNB / JUND) et de la voie UPR (XBP1). On retrouve
également a plusieurs reprises le facteur de transcription NFIL3. Ce facteur est également

présent dans les génes dont I'expression est fortement impactée lors de la comparaison

entre le carfilzomib seul et la combinaison aprés 8h de traitement (Tableau 43).

Code Nb de
. P~ R NES
du Facteurs de transcription prédits génes
, Score
cluster modulés
M1 ATF4 /ATF3 / CEBPB /NFIL3 / CREB1 / CREM / CEBPA / DDIT3 / HLF / DBP / ATF1 / ATF2 / 53 10.528
ATF5 / ATF6 / ATF7 / CREB3 / XBP1 /JUN /JUNB / JUND / JDP2 / E4F1 ’
T1 E2F8 20 5.323
M2 HLF / NFIL3 / DBP / TEF / ATF2 / HOXXA13 / CEBPB / CRX 27 4.912
T2 AEBP2 14 4.410
T3 MEF2A 12 4.390
M3 MEF2A / MEF2C / MEF2D / MEF2B / MEF2BNB-MEF2B / JAZF1 / MAPK1 / MAPK3 / MAPK7 31 3993
/ MAPK15 / NLK / MAPK6 / MAPK4 ’
T4 ATF3 31 3.927
M4 GTF2A1 / GTF2A2 15 3.883
LMO2 / NR3C1 / GATA1 / GATA3 / EVX2 / LHX8 / LHX6 / EMX2 / GBX2 / EVX1 / NKX1-1 /
HOXD1 / HOXB3 / PAX4 / LHX2 / LHX4 / RAX / ESX1 / ISX / VSX2 / EN2/ DLX5 / NKX1-2 /
M5 RHOXF2 / RHOXF2B / GSX2 / ARX / MNX1 / PDX1 / PHOX2A / SHOX2 / TCF3 / DBP / HOXA3 22 3.668
/ LHX3 / NOBOX / GBX1 / VAX2 / VSX1 / MSX2 / HOXA5 / IRF6 / HOXA1 / PAX7 / POU6F2 /
ALX3 / EMX1 / HOXA2 / HOXB5 / NOTO / PRRX1
M7 EXOSC3 14 3.599
FOX04 / FOX01 / FOX03 / FOXM1 / FOX06 / FOXD3 / FOXF1 / FOXF2 / FOXH1 / HOXJ1 /
M8 RRN3 / NANOG / FOXP1 / FOXI1 / FOXA2 / FOXA1 / FOXD1 / FOXD2 / FOXJ2 / HLTF / FOXC2 | 15 3.586
/ FOXK1
M9 NR1I2 / NR1I3 / RXRA / RXRB / VDR / CREB1 / CREM 12 3.5666
M10 NFKB1 / NFKB2 / HIVEP1 / HIVEP3 / HIVEP2 / ZNF831 / IKZF1 / MZF1 / RELB 14 3.465
T5 TCF12 8 3.439
T6 CEBPB 25 3.300
M12 POU3F2 / PDX1 / KDM4B / KDM4C / KDM4A / KDM4D / KDM4E 17 3.298
M13 MYB /SPI1/IRF1/E2F1/IRF4 /IRF2 /IRF3 /IRF5 /IRF6 /IRF7 / IRF8 / PRDM1 / ELF1 / 17 3271
PURA /IRF9 / ZEB1 ’
M15 MAFF / MAFK / MAFG / DBP / MAF / MAFA / NFE2 / BACH1 / BACH2 / MAFB / NFE2L1 / 14 3193
NFE2L2 / NFE2L3 ’
M18 MYOG / ASCL2 6 3.133
FOS /ISL1 /JUN / LHX2 / LHX9 / HOXA6 / HOXA7 / HOXB6 / HOXB7 / FOSB / FOSL1 / FOSL2
M19 6 3.045
/JUNB / JUND
T7 MED12 8 3.044
M20 TFAPA2A / TFAP2C / NEUROD1 / PURA / TFAP2B / HLTF / TPAP2E 28 3.021

Tableau 47 : Liste des facteurs de transcription prédite par le logiciel Iregulon lors de la comparaison des genes présentant
un FC de 2 (sur- et sous-expression) et une padj <5% entre les conditions CFZ et COMB a T8H.
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Figure 106 : Analyse des génes modulés d’au moins 2 fois (sur et sous-expression) entre le carfilzomib et la combinaison du
carfilzomib et du composé A apres 8h de traitement et présentant une padj inférieure a 5% par le logiciel Iregulon. Le schéma
représente les génes qui peuvent étre modulés par le cluster M1 et en particulier & un ou plusieurs facteurs de transcription
suivant : ATF4 / ATF3/ CEBPB / NFIL3 / CREB1/ CREM / CEBPA / DDIT3/ HLF / DBP / ATF1/ ATF2 | ATF5 / ATF6
/ ATF7 / CREB3/ XBP1 /JUN / JUNB / JUND / JDP2 / E4F1.

NFIL3 (Nuclear factor, interleukin 3 regulated), aussi appelé E4BP4 est un facteur de
transcription bZIP, découvert pour sa liaison au site ATF du promoteur E4 adenovirus (451).
Ce facteur de transcription joue un role dans la régulation du rythme circadien, dans le
développement des cellules immunitaires, ainsi que dans la survie cellulaire (452). NFIL3 a
également un réle dans la régulation des nutriments car il est induit par l'insuline de maniére
PI3K dépendante (453). Cependant, I'ensemble de ces actions serait contexte dépendant, car
il participe également a I'induction de la mort cellulaire induite par les glucocorticoides dans
des cellules cancéreuses (454). NFIL3 est principalement décrit comme un répresseur
transcriptionnel mais il peut également activer la transcription de certains génes. NFIL3 est
notamment un répresseur transcriptionnel des génes cibles de CEBP-f3 (455).

On constate que le composé A ne module pas significativement |'expression de ce
géne aux temps de cinétique étudiés. Le traitement par le carfilzomib ne module pas non
plus I'expression de ce géne de maniere significative. En revanche, la combinaison du
carfilzomib et du composé A induit de maniére significative ce géne aux deux temps de
cinétiques étudiés (padj<0.001 a T8H et padj<0.05 a T24H) et cela est significativement
différent du carfilzomib seul (padj<0.001 a T8H et padj<0.01 a T24H) (Figure 107 et Tableau
48).
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Figure 107 : Changement transcriptionnel de I’ARNm NFIL3 dans les cellules HeLa par RNAseq apres 8h et 24h de
traitement par le carfilzomib & 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. L’expression en ARNm est
exprimée en fold de I’expression par rapport a la condition contréle du temps considéré. Le graphique présente la moyenne
du changement transcriptionnel calculé par RNAseq. Les différences significatives de la padj correspondent & p<0.001 : *** ;
p<0.01 : **; p<0.05 : * par rapport au contréle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001 : +++ ; p<0.01 :
++; p<0.05: +.

Geéne | Cinétique Conditions
q Composé A | CFZ | CFZ + Composé A
% %k %k
NFIL3 ——o0 13 | 1.1 ] 2.8("**) (++4)
24H 1.2 0.9 1.4 (*) (+4)

Tableau 48 : Quantification de I’ARNm de NFIL3 dans les cellules HeLa par RNAseq aprés 8h et 24h de traitement par le
carfilzomib a 20 nM seul ou en combinaison avec 15uM de composé A. Le tableau présente le fold de ’expression du géne
étudié par rapport a la condition véhicule du temps considéré. Les différences significatives de la padj correspondent a
p<0.001 : ***; p<0.01 : ** ; p<0.05 : * par rapport au contrle DMSO du temps et par rapport au carfilzomib seul : p<0.001
D+t p<0.01: ++; p<0.05: +.

Si I'on s’intéresse désormais au tableau 49 des 20 premiers motifs identifiés dans les
80 genes soumis selon le NES Score, on remarque que 31 génes possedent le motif homer-
MO00001 AARE(HLH)/mES-cMyc-ChIP-Seq/Homer correspondant au motif AARE décrit dans la

littérature (302) (Figure 108). Cela semble cohérent avec I'induction de génes de la réponse

AAR.
homer-M0O0001

B )

o ~ o o

blls

s

Figure 108 : Motif homer-M00001 AARE(HLH)/mES-cMyc-ChlP-Seq/Homer identifié sur 31 genes des 80 genes soumis a
I’analyse Iregulon (geénes modulés d’au moins 2 fois (sur- et sous-expression) entre le carfilzomib et la combinaison du
carfilzomib et du composé A apres 8h de traitement et présentant une padj inférieure a 5%).
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Nb de

ID du motif enrichi NES Code geénes | FT identifiés
Score cluster :
cibles
Homer-M00001
AARE (HLH)/mES-cMyc-ChIP-Seg/home 10.528 | M1 31 0
Taipale-NNATGAYGCAATN-ATF4-DBD 9.625 M1 26 ATF4 / ATF3 / CEPB
Taipale-NGGATGATGCAATM-Atf4-DBD 9.076 M1 17 ATF4 / CEBPB
Flyfactorsurvey-Crc_CG6272_SANGER_5_FBgn0036126 | 6.619 | M1 37 ATF3 / NFIL3 / CREB1
Factorbook-CREB 6.358 M1 31 ATF3 / ATF4 / CREM / CREB1
Transfac_pro-M01640
FSCINS_01 4,912 M2 12 HLF / NFIL3 / DBP / TEF / ATF2
Transfac_public-M00228
VSVBP 01 4.855 M2 13 TEF / HLF / DBP / ATF2 / NFIL3
Encode-UW.Motif.0036 4,715 M1 7 0
Swissregulon-CEBPA-B_DDIT3.p2 4.710 M1 27 CEBPA / CEBPB / DDIT3
Jaspar-MF0006.1
bZIP_cEBP-like_subclass 4.427 M1 12 CEBPA / CEBPB / NFIL3 / HLF / DBP
Swissregulon-ATF2.p2 4.364 M2 9 ATF2 / NFIL3 / TEF / HLF / DBP
Jaspar-MA0025.1 4.312 M2 9 NFIL3 / TEF / HLF / DBP / ATF2
Homer-M00296
MF0006.1_bZIP_cEBP-like_subclass/jaspar 4310 M1 12 CEBPA / CEBPB / NFIL3 / HLF / DBP
Transfac_pro-M00514 4.260 M1 13 ATF4 / ATF3 / CREB1 / CREM /
VSATF4_Q2 ’ ATF5 / ATF2 / ATF1 / ATF6 / ATF7
Homer-M00018
CEBP :AP1/ThioMac-CEBPb-ChIP-Seq/Homer 4.097 M1 37 0
Encode-UW.Motif.0362 3.993 M3 10 0
Swissregulon-HLF.p2 3.962 M2 11 HLF / DBP / TEF / NFIL3 / ATF2
. HLF / NFIL3 / TEF / DBP / ATF2 /
Taipale-NRTTACGTAAYN-HLF-full 3.920 M2 9 HOXA13
Transfac_pro-M00707
VSTFIIA_Q6 3.883 M4 15 GTF2A1 / GTF2A2
Transfac_public-M00030
FSMATAL 01 3.821 M1 17 0

Tableau 49 : Motifs identifiés par le logiciel Iregulon dans la liste de génes soumis (génes modulés d’au moins 2 fois entre le
carfilzomib et la combinaison du carfilzomib et du composé A apres 8h de traitement et présentant une padj inférieure a 5%)

et les facteurs de transcription associés.

3.3.2. Comparaison DMSO vs composé A a 24H

Les 65 genes correspondant a une modulation d’au moins 2 fois (sur- et sous-

expression) avec une padj < 0.05 entre le composé A a 15uM et le véhicule apres 24h de

traitement ont été soumis a 'analyse par Iregulon (Figure 109 et Tableau 50).
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Figure 109 : Analyse des génes modulés d’au moins 2 fois (sur- et sous-expression) entre le contrdle et le composé A aprés
24h de traitement et présentant une padj inférieure a 5% par le logiciel Iregulon. En rose fuchsia apparaissent les genes
modulés non étudiés dans cette thése et en rouge clair les genes présentés dans cette these. Les facteurs de transcription
identifiés par le logiciel apparaissent de différentes couleurs et sont reliés aux génes.
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Nombre de

Code du Facteurs de transcription prédits genes NES
cluster , Score
modulés
M1 CEBPA / ATF4 / CEBPB / ATF3 / DDIT3 / CREB1 / CREM / NFIL3 / HLF / DBP / CEBPD / 40 10.508
CEBPE / CEBPG / TBP / SOX9 / NR3C1 /SOX10 / TEF / ATF2 / CRX / MAFA / STAT6 ’
T1 AEBP2 15 5.886
M2 HBP1 9 5.432
T2 E2F8 16 5.203
M3 SOX8 / SOX17 / CDX4 / CDX2 / HOXD13 / HOXB13/ HOXA13 / HOXC13 / HOXB9 / 10 4.719
TBP / HOXA10 / HOXA9 / HOXD10 ’
M4 HSF1 14 4.496
SOX17 / SOX8 / PAX4 / TCF3 / NR2F1 / NR2F2 / ZNF281 / RREB1 / ZNF444 / ZNF467
M5 / KLF4 / MAZ / SOX11 / SOX4 / SOX9 / SOX15 / SRY / NF1 /YY1 / NFIA / NFIC / HIC1 25 4.481
/NFIX / SRF
M6 GLTPD1 13 4.235
T3 MED12 13 4,005
T4 FOXA1 16 3.962
M7 TFCP2 / TFCP2L1 / TP53 / TP63 / HNF4A / HNFAG / NR2F1 / NR2F2 18 3.863
NF1/NFIX/NFIA/NFIB/YY1/NFIC/TLX1/TLX3/NFATC1/E2F1/FOXA3/
M8 HOXA13 / ELF1 / USF1 / CRX / MEF2A / MEF2C / MEF2D / MEF2B / MEF2BNB- 34 3.820
MEF2B
T5 CEBPB 24 3.711
M9 RARG / ESRRA / NUP133 / NROB1 / RXRA 7 3.624
M12 OTX2 / OTX1/ISL1/ PITX3 / CRX / PAX7 / PITX2 9 3.534
T6 FOXA2 12 3.505
T7 ATF3 15 3.423
M15 GATA1 / GATAS / GATA4 / GATA2 / GATA3 / GATA6 / LMO2 / NR3C1 11 3.408
M16 TOPORS 11 3.384
M17 NFYA / NFYB / NFYC 9 3.374
M19 EMX2 / EMX1 / CDX4 / HOXAS / HOXB6 / HOXA6 8 3.247
T8 FOXP2 7 3.191
POU2F1 / POU2AF1 / POU2F2 / POU2F3 / POU3F3 / POU4F1 / POU5F1 / POUSF1B /
M21 16 3.150
E2F1 / TFEC
T9 SIN3A 10 3.018

Tableau 50 : Liste des facteurs de transcription prédite par le logiciel Iregulon lors de la comparaison des genes présentant
un FC de 2 (sur- et sous-expression) et une padj <5% entre les conditions contr6le et composé A a 24H.

La plus forte prédiction (NES score de 10.508) de cet outil montre qu’une partie

importante des génes (40/65) pourraient étre la résultante du cluster M1 et en particulier
d’un ou plusieurs de ces facteurs de transcription: CEBPA / ATF4 / CEBPB / ATF3 / DDIT3 /
CREB1 / CREM / NFIL3 / HLF / DBP / CEBPD / CEBPE / CEBPG / TBP / SOX9 / NR3C1 / SOX10/
TEF / ATF2 / CRX / MAFA / STAT6. On remarque que l'on retrouve principalement des
facteurs de transcription de la famille ATF (ATF4 / ATF3 / ATF2) et de la famille CEBP (CEBPA
/ CEPB / DDIT3 / CEBPD / CEBPE / CEBPG) (Tableau 50 et Figure 110).
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Figure 110 : Analyse des génes modulés d’au moins 2 fois entre le controle et le composé A apres 24h de traitement et
présentant une padj inférieure a 5% par le logiciel Iregulon. Le schéma représente les génes qui peuvent étre modulés par le
cluster M1 et en particulier & un ou plusieurs facteurs de transcription suivant : CEBPA / ATF4 / CEBPB / ATF3 / DDIT3 /
CREB1/CREM / NFIL3/HLF / DBP / CEBPD / CEBPE / CEBPG / TBP / SOX9 / NR3C1 / SOX10/ TEF / ATF2 / CRX /
MAFA / STATS.

Si I'on regarde désormais le tableau des 20 premiers motifs identifiés dans les 65 génes
soumis selon le NES Score, on remarque que 23 genes possedent le motif homor-mM00001
AARE(HLH)/mES-cMyc-ChlIP-Seq/Homer correspondant au motif AARE décrit dans la
littérature, identique au motif avec le plus grand NES Score lors de la comparaison entre le
carfilzomib seul et la combinaison aprés 8h de traitement (Tableau 51). Il semblerait donc
que les génes modulés différemment entre le carfilzomib seul et la combinaison
correspondent a des genes avec des motifs modulés également par le composé A seul.
Cependant, la modulation de génes par le composé A seul n’est pas responsable d’'une mort
cellulaire, mais c’est I'association avec le carfilzomib qui provoque la mort cellulaire, peut-

étre par un stress nutritionnel supplémentaire.
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Nb de

ID du motif enrichi NES Code genes | FT identifiés

Score cluster i

cibles

Homer-M00001
AARE (HLH)/mES-cMyc-ChIP-Seq/home 10.508 M1 23 0
Taipale-NGGATGATGCAATM-Atf4-DBD 9.448 M1 17 ATF4 / CEBPB
Taipale-NNATGAYGCAATN-ATF4-DBD 8.633 M1 21 ATF4 / CEBPB / ATF3
Swissregulon-CEBPA-B_DDIT3.p2 6.713 M1 14 CEBPA / CEBPB / DDIT3
Factorbook-CREB 6.040 M1 28 ATF3 / ATF4 / CREM / CREB1
Flyfactorsurvey-
Crc_CG6272_SANGER_5_FBgn0036126 >-586 M1 28 ATF3 / NFIL3 / CREB1
Flyfactorsurvey-cic SANGER_5_FBgn0028386 5.432 M2 9 0
Transfac_pro-mM02912
V$SOX8_04 4.719 M3 7 SOX8 / SOX17
Encode-UW.Motif.0109 4.496 M4 8 0
Transfac_pro_M02904
V$SOX17_04 4481 M5 7 SOX17 / SOX8
Jaspar-MF0006.1
bZIP_cEBP-like_subclass 4.307 M1 23 CEBPA / CEBPB / NFIL3 / HLF / DBP
Jaspar-CN0232.1
LM232 4.235 M6 7 0
Homer-M00296

4.1 M1 21 EBPA / CEBPB / NFIL3 / HLF / DBP
MF0006.1_bZIP_cEBP-like_subclass/jaspar 8 ¢ /c / 3/ /
Transfac_pro-mM03571 3.950 M1 4 CEBPD / CEBPG / CEBPE / CEBPB /
VSCEBPD_Q6_01 ’ CEBPA / TBP / SOX9 / NR3C1 / SOX10
Taipale-NCCGGNNNNNNCCGGN-TFCP2-full 3.863 M7 12 TFCP2 / TFCP2L1
Encode-UV.Motif.0082 3.852 M5 8 0

NF1/NFIX/NFIA/NFIB/YY1/NFIC
Homer-M00119
NF1(CTF)/LNCAP-NF1-ChIP-Seq/Homer 3.820 M8 28 / TLX1 / TLX3 / NFATC1/E2F1/
FOXA3

Encode-UW.Motif.0015 3.722 M8 12 0
Transfac_public-M00228
VSVBP_01 3.691 M1 5 TEF / HLF / DBP / ATF2 / NFIL3

Tableau 51 : Motifs identifiés par le logiciel Iregulon dans la liste de génes soumis (génes modulés d’au moins 2 fois entre le
contrdle et le composé A apres 24h de traitement et présentant une padj inférieure a 5%) et les facteurs de transcription
assocles.

Ainsi, les genes modulés aprés 24h de traitement par le composé A seul seraient
probablement dus aux facteurs de transcription ATF et CEBP. Les facteurs de transcription
responsables des changements transcriptomiques observés apres 24h de traitement par le
composé A ont donc été induits, soit de maniére transcriptionnelle avant ce temps de
cinétique, on suppose entre 8h et 24h de traitement car aucun changement transcriptionnel
n’a été observé a 8h de traitement, ou soit indépendamment de leurs transcriptions par des
changements d’expressions protéiques.

4. Evaluation du stress nutritionnel

Les analyses transcriptomiques des cellules Hela traitées pendant 24h avec du
composé A, et pendant 8h avec la combinaison du composé A et du carfilzomib, ont mis en
évidence des voies de signalisation relatives au métabolisme des acides aminés, ainsi que
des similarités transcriptionnelles avec le composé tosédostat. Ces résultats nous aménent
ainsi a comparer dans un premier temps les effets des composés de la série chimique
d’inhibiteurs d’IDE avec ceux du tosédostat, puis dans un second temps a explorer la réponse
a la privation en acides aminés.

Page 192 sur 300



4.1. Comparaison avec le tosédostat

4.1.1. Tosédostat, un inhibiteur de plusieurs aminopeptidases en clinigue

Le tosédostat est un inhibiteur de plusieurs aminopeptidases a zinc intracellulaires
(402). Cest une prodrogue (CHR-2797) car sa fonction ester est métabolisée par les
estérases cellulaires, pour former la forme acide active qui s’accumule dans la cellule (CHR-
79888). Tosédostat posséde dans sa structure un acide hydroxamique pouvant étre
responsable de la liaison au zinc et de I'inhibition de ces enzymes (Figure 111). Le composé
actif présente une ICsg inférieure a 1uM sur PuSA, LTA4H, aminopeptidase N et LAP3 (ces
enzymes sont décrites dans le paragraphe suivant). Le tosédostat est décrit comme un agent
antiprolifératif, résultant de la déplétion en acides aminés intracellulaires et d’une réponse
AAR. Cependant, la réalisation d’expériences de siRNA de chaque enzyme individuellement
n’a pas montré I'évidence que celles-ci étaient responsables de I'effet de cette molécule. Les
auteurs justifient que ce serait I'inhibition simultanée de toutes ces enzymes qui serait
responsable de I'effet (402). Ce composé fait I'objet de plusieurs études cliniques dans la
leucémie aiglie myéloide, le syndrome myélodysplasique, le myélome multiple, le cancer du
pancréas et du poumon (456—460). Le tosédostat présente un effet antiprolifératif
synergique avec un inhibiteur d’"HDACs qui serait dG a I'impact sur la voie NF-kB (461,462).
De plus, tosédostat radiosensibilise aux rayons y des cellules cancéreuses de I'cesophage in
vitro (463). Cet effet radiosensibilisateur pourrait étre di a une augmentation de
I'autophagie. Les auteurs ont également déterminé que I'administration du tosédostat a la
suite des irradiations (post-traitement) était la modalité de traitement nécessaire pour avoir
I'effet radiosensibilisateur.
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Figure 111 : Structure chimique du tosédostat (CHR-2797) qui est une pro-drogue, sa métabolisation cellulaire
permet la production de la forme acide active.

4.1.2. Implication des aminopeptidases dans le cancer

Les aminopeptidases sont des métalloenzymes qui permettent la libération d’acides
aminés situés aux extrémités d’un petit peptide substrat généré par le protéasome. Les plus
gros peptides (entre 6 et 24 acides aminés) seraient quant a eux clivés dans un premier
temps par des endopeptidases. Ces aminopeptidases ont des roles dans différentes
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fonctions physiologiques comme la régulation de peptides, le maintien du stock
intracellulaire en acides aminés, le détachement de la méthionine terminale des nouvelles
protéines synthétisées, ou encore I'édition d’antigénes. Plusieurs aminopeptidases ont un
réle dans la physiopathologie du cancer (464). En effet, les cellules cancéreuses, du fait de
leurs croissances rapides, ont un métabolisme important, et la moindre variation de celui-ci
peut leur étre délétere. Ci-dessous une liste non exhaustive d’aminopeptidases associées a
la physiopathologie du cancer.

L'aminopeptidase N, aussi appelée APN ou CD13 appartient a la famille M1 des zinc-
aminopeptidases (M01.001, EC 3.4.11.2). Cette aminopeptidase est exprimée a la membrane
cellulaire mais peut étre également retrouvée sous forme soluble dans le sérum (465). La
liaison de peptides substrats a cette enzyme entraine le clivage, I'endocytose et une
transduction du signal. CD13 dégrade préférentiellement des protéines et peptides avec un
acide aminé neutre. Cette aminopeptidase a de nombreuses fonctions, elle est impliquée
dans le clivage de peptides antigéniques avant leur liaison au CMH de classe I, elle sert de
récepteur pour différents virus, elle joue un role dans I'endocytose du cholestérol et dans
I'inactivation d’enképhalines (466—470). L'augmentation de I'expression de CD13 dans des
cellules cancéreuses est associée a un effet invasif important, a une résistance a I'apoptose
et a une faible survie des patients (471-475).

L'aminopeptidase sensible a la puromycine aussi appelée PuSA, codée par le gene
NPEPPS appartient a la famille M1 des zinc-aminopeptidases (M01.010, EC.3.4.11.14). PuSA
est localisée aussi bien dans le cytosol qu’a la membrane cellulaire. Cette aminopeptidase
aurait différentes fonctions. En particulier, elle joue un role dans la présentation d’antigenes
au CMH de classe | (476). Aussi, cette enzyme est également décrite pour digérer les
peptides polyglutamines libérés par le protéasome (477). Enfin, cette aminopeptidase a une
activité augmentée dans certains types de cancer et qui n’est pas corrélée a la quantité
d’ARNm (478).

La leucine aminopeptidase 3 aussi appelée LAP3 ou aminopeptidase cytosolique
appartient a la famille des peptidases M17 (M17.001, EC.3.4.11.1). Cette enzyme est
impliquée dans la prolifération et I'invasion des cellules cancéreuses (479,480).

L’hydrolase du leucotriene A4, aussi appelée LTA4H fait partie de la famille M1 des
zinc-aminopeptidases (M01.004, EC 3.3.2.6). Comme son nom l'indique cette enzyme est
responsable de la transformation du leucotrieéne A4 en leucotriéne B4, et aurait donc un réle
dans l'inflammation et les réactions allergiques (481). LTA4H a également un réle dans le
développement de cancer notamment par le contréle du cycle cellulaire (482).

L’aminopeptidase B aussi appelée AP-B appartient a la famille M1 des zinc-
aminopeptidases (M01.014, EC.3.4.11.6) et est impliquée dans le clivage d’acides aminés
basiques. Son activité est augmentée dans certains cancers. L'augmentation de son activité
dans le plasma de patients cancéreux serait cependant plutot associée a une meilleure
survie (478).

La méthionine aminopeptidase 2 aussi appelée Met-AP-2 ou p67 appartient a la
famille des aminopeptidases M24 (M24.002, EC 3.4.11.18) et est impliquée dans I’hydrolyse
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du résidu méthionine des nouvelles protéines. Cette enzyme lierait deux métaux, zinc,
cobalt, manganése ou fer. Met-AP-2 est impliquée dans la modulation de la phosphorylation
d’elF2-a en la protégeant de cette derniere, dans la croissance tumorale, ainsi que dans
I’'angiogenese (483,484).

La leucine aminopeptidase placentaire (PLAP), aussi appelée IRAP (Insulin-regulated
aminopeptidase), ocytocinase ou encore vasopressinase codé par le gene LNPEP appartient a
la famille M1 des zinc-aminopeptidases (M01.011, EC 3.4.11.3). Comme son nom l'indique,
cette enzyme est impliquée dans la dégradation de I'ocytocine et de la vasopressine. Aussi,
IRAP est localisée au niveau de vésicules contenant GLUT4 (485). IRAP peut étre également
présent sous forme soluble par son clivage par ADAM12 (486). Aussi, cette enzyme est
impliquée dans la présentation d’antigenes par le CMH de classe | (487). IRAP est également
impliquée dans la physiopathologie du cancer, ou son expression est associée a un faible
pronostic (488). IRAP participe également a la progression tumorale médiée par l'insuline
(489).

Enfin, les aminopeptidases du réticulum endoplasmique 1 (ERAP1, M01.018) et 2
(ERAP2, MO01.024), aussi appelée leucine aminopeptidase insensible a la puromycine
(PILSAP) pour ERAP1, appartiennent également a la famille M1 des zinc-aminopeptidases.
Ces deux enzymes ont des réles variés, dont la présentation d’antigenes par le CMH de
classe |, avec des préférences différentes pour leurs substrats (490). Le niveau d’expression
d’ERAP1 et 2 est impacté dans les tumeurs et cela serait tumeur-dépendant. ERAP1 et 2
jouent un réle dans la physiopathologie du cancer, notamment par la modulation de la
réponse immunitaire (490,491).

4.1.3. Etude du phénotype de boost apoptotique

Du fait du partage d’un transcriptome proche entre le composé A et le tosédostat
nous avons voulu savoir si le tosédostat pouvait présenter un phénotype de boost
apoptotique avec l'inhibiteur de protéasome carfilzomib.

Le tosédostat booste I'apoptose induite par le carfilzomib de maniére dose-
dépendante sur les HeLa mais également sur les cellules OPM2 (Figure 112 et Tableau 52).
Le tosédostat n’a pas induit d’apoptose seul sur ces deux lignées lors de ces expériences. En
revanche, lors de la méme expérience sur les OPM2, le composé A a induit I'apoptose des
cellules seul a 15uM alors que le tosédostat a 15uM n’en n’a pas induit.
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Figure 112 : A. et B. Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose apres 40h de traitement avec des concentrations croissantes
en carfilzomib et en tosédostat (A) ou composé A (B). Les résultats montrent la moyenne et 1’écart-type de triplicats
techniques obtenus lors d’une expérience. C. Pourcentage de cellules HeLa en apoptose aprés 48h de traitement avec des
concentrations croissantes en carfilzomib et en tosédostat. Les résultats montrent la moyenne et I’écart-type de triplicats
techniques obtenus lors d’une expérience. Les graphiques ont été¢ obtenus a 1’aide du logiciel graphpad prism 7 par une
régression non linéaire a 4 parametres.

Lignée Composé 3 Ratio des
. CCso CFZ (nM) CCso CFZ + composé (nM)
cellulaire CCso
OPM2 Tosédostat a 7.5uM 8.01[7.51 a 8.56] 4.05[3.83 a4.27] 1.98
composé A a 7.5uM 8.53[8.02 29.10] 3.85(3.53 2 4.15] 2.22
Hela Tosédostat a 30uM 21.16 [19.12 et 23.4] 6.88° [5.52a7.78] 3.08

Tableau 52 : CCx, du carfilzomib seul et du carfilzomib associé au tosédostat ou composé A avec I’intervalle de confiance a
95%. L’ensemble de ces expériences a été réalisé une fois (n=1) en utilisant des triplicats techniques. Les CCsy ont été
déterminées par le logiciel GraphPad Prism aprés une régression non linéaire a 4 paramétres.

La mesure de la puissance du tosédostat et du composé A dans la méme expérience
par I'association de plusieurs doses de ces composés avec une seule dose en carfilzomib,
montre que le tosédostat et le composé A possédent une puissance similaire (Figure 113).
L’existence, dans la série chimique d’inhibiteurs d’IDE, de composés plus puissants que le
composé A en termes de boost apoptotique du carfilzomib encourage le développement de
ces molécules. L'induction de I'apoptose par le composé A a 15uM sur les cellules OPM2
alors que le tosédostat n’en n’induit pas pourrait faire penser a des mécanismes d’action
différents.
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Figure 113 : Pourcentage de cellules OPM2 en apoptose apres 40h de traitement avec des concentrations croissantes en
tosédostat ou composé A associés a 3.8nM de carfilzomib. Les résultats montrent la moyenne et 1’écart-type de triplicats
techniques obtenus lors d’une expérience. Le graphique a été obtenu a ’aide du logiciel graphpad prism 7 par une régression
non linéaire a 4 paramétres dont le plateau haut a été fixé a 100%.

4.1.4. Etude des cibles connues des composés

4.1.4.1. Mesure de l'inhibition enzymatique d’IDE par le tosédostat

Du fait de la présence d’un acide hydroxamique sur la molécule tosédostat, nous
avons cherché a savoir si cette molécule pouvait étre un inhibiteur de I'activité enzymatique
d’IDE. La forme prodrogue du tosédostat a été testée sur I'activité enzymatique d’IDE sur le
substrat ATTO. Il ne semblerait pas que cette forme du tosédostat soit un inhibiteur d’IDE
(Figure 114). Cependant, il faudrait tester la forme acide active du tosédostat sur cette
activité enzymatique.
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Figure 114 : Pourcentage d’inhibition de I’activité enzymatique d’IDE par des concentrations croissantes en tosédostat
(CHR-2797) obtenu lors d’une expérience réalisée en duplicat.

4.1.4.2. Mesure de la liaison du tosédostat a IDE

L'absence d’inhibition de I'activité enzymatique d’IDE n’exclut cependant pas une
éventuelle interaction du composé a cette protéine. En effet, les effets pharmacologiques
d’'un composé peuvent étre associés a des modulations d’interactions protéines-protéines.
On remarque que les expériences de CETSA réalisées dans les cellules vivantes OPM2 ne
montrent pas de liaison du tosédostat (principalement la forme acide, active, intracellulaire)
a IDE alors que le composé A a 15uM confirme sa liaison a cette protéine dans ces mémes
expériences (ATagg = 6.81°C) (Figure 115).
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Figure 115 : CETSA réalisé sur les cellules OPM2 aprés 2h de traitement par le véhicule, le composé A a 15uM, ou le
tosédostat a 15uM. Le graphique montre la moyenne et 1’écart-type de deux expériences indépendantes en dot-blot réalisées
chacune avec des réplicats techniques. La température d’agrégation de la protéine (TAgg) et I’intervalle de confiance a 95%
de celle-ci sont également mentionnés.

4.1.4.3. Mesure de [linhibition enzymatique d’aminopeptidases par les

composés de la série chimique

L'activité enzymatique de différentes aminopeptidases a été mesurée en présence ou
en absence de composés de la série chimique. Le tableau 53 présente les différentes
sélectivités des composés vis-a-vis de ces aminopeptidases.

Données expérimentales
ICso (NM) - -
CHR-2797 BDM_44768 compose A compose C

PuSA 34° 16500° NC 21500°
LTA4H >100000° >100000° >100000” >100000°

APN 275" 241" 309" 3592"

ERAP-1 17615 6493" 2803" 22255"
APB >100000” >100000” >100000° >100000°
MetAP2 >30000° >30000° >30000° >30000°

IRAP 618" 1086" 1248' 1876"
ERAP-2 770" 11094 >100000" >100000"

Tableau 53 : ICs (NM) de différents composés sur différentes aminopeptidases. * Résultats obtenus lors d’une seule
expérience et * la moyenne de deux expériences indépendantes. NC : non calculé.

Ainsi, ces données montrent une inhibition d’APN et d’IRAP in vitro par les composés
de la série chimique d’inhibiteurs d’IDE avec une ICsg inférieure ou de l'ordre de la
micromolaire. Le tosédostat est également un inhibiteur de I'aminopeptidase LAP3, qui n’a
pas été évaluée pendant ce travail de thése.
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4.1.4.4. Mesure de la liaison des composés de la série chimigue aux

aminopeptidases

Tout comme précisé pour IDE, la mesure de I'activité enzymatique in vitro ne correle
pas forcément a la liaison du composé a la cible in cellulo. Ainsi, I'étude de la liaison des
composés a certaines aminopeptidases a été réalisée par CETSA.

On remarque que les composés de la série chimique, composé A et composé C, ne se
lient pas a ces aminopeptidases (MetAP-2, AP-B, PuSA, LTA4H), dans les conditions testées
du fait du chevauchement des intervalles de confiance a 95% du TAgg, en cohérence de ce
fait avec les résultats enzymatiques (Figure 116). Le tosédostat décale la courbe d’agrégation
de LT4AH (ATagg = 11.91°C), en cohérence avec l'inhibition de I’activité enzymatique de
cette enzyme, de I'ordre du nanomolaire, par sa forme active (402). Le tosédostat semble
également décaler la courbe d’agrégation de PuSA (ATagg = 2.05°C) avec des intervalles de
confiance a 95% du Tagg qui ne se chevauchent pas, en cohérence également avec son
activité enzymatique de sa forme active décrite dans la littérature. La courbe d’agrégation
d’APN a été réalisée mais celle-ci ne semble pas suivre une courbe d’agrégation habituelle.
Comme APN est une protéine membranaire, I'extraction protéique par plusieurs cycles de
congélation-décongélation n’était peut-étre pas la méthode la plus adaptée, une extraction
protéique en présence de détergeant NP-40 a donc été réalisée (492). Cependant, cela n’a
pas montré d’améliorations. Nous ne pouvons donc pas conclure quant a la liaison des
composés a APN par la technique de CETSA.
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Figure 116 : CETSA réalisé sur les cellules OPM2 aprés 2h de traitement par le véhicule, le composé A a 15uM, le composé
C a 15uM ou le tosédostat a 15uM. Le graphique montre la moyenne et le SEM de deux expériences indépendantes en dot-
blot réalisées en réplicats techniques, la température d’agrégation de la protéine (TAgg) et ’intervalle de confiance a 95% de
celle-ci.
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4.1.4.5. Quantification de peptides intracellulaires

Par son mécanisme d’action le tosédostat induit I'accumulation de di et tri peptides
intracellulaires détectables en spectrométrie de masse (402). Une étude de I'accumulation
de di et tri peptides (RM / SLS / PEP / PIL) a été réalisée sur les cellules OPM2 traitées
pendant 24h avec différentes conditions. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau 54.

C estimée (nM)

PIL RM PEP SLS
DMSO ns ns ns nd
composé A 7,5uM ns ns ns nd
composé A 15uM ns ns ns nd
Tosédostat 7,5uM 181 14 199 2.2
Tosédostat 15uM 191 18 228 2.1
CFZ 5nM nd ns ns nd
CFZ 5nM_composé A 7,5uM nd ns ns nd
CFZ 5nM_composé A 15uM ns ns ns nd

Tableau 54 : Concentration estimée en nM des différents peptides en fonction des différentes conditions de
traitements dans les cellules OPM2. nd = non détectable, ns = non significatif (<2nM).

On remarque que le composé A n’accumule pas ces di et tri-peptides a I'inverse du
tosédostat. Cette expérience appuie un mécanisme d’action divergent entre ces deux
molécules. Le choix de ces di et tri peptides a été réalisé sur les observations du tosédostat
mais également sur les propriétés de ces acides aminés, qui permettent une certaine
diversité. L’arginine R est un acide aminé dont la chaine latérale est chargée positivement,
I'acide glutamique E chargé négativement, la sérine S non chargée, la leucine L, I'isoleucine |
et la méthionine M sont des acides aminés avec une chaine latérale hydrophobe, et la
proline P qui est un acide aminé aromatique avec une amine secondaire.

Les résultats de cette expérience n’excluent cependant pas que le composé A puisse
induire 'accumulation de d’autres di et/ou tri-peptides.

4.2. Etude de I’expression de protéines pouvant étre impliquées dans une réponse
AAR et/ou UPR

4.2.1. Les aminopeptidases

L’analyse transcriptomique RNAseq a mis en évidence des voies de signalisation liées
au métabolisme des acides aminés et une ressemblance transcriptomique avec le
tosédostat. Une analyse de I'expression protéique d’aminopeptidases a été réalisée sur les
cellules OPM2 et sur les cellules Hela aprés 24h de traitement. On constate que les
combinaisons du carfilzomib et du BDM_44768 sur les cellules OPM2, et du composé A sur
les cellules Hela, aprés 24h de traitement, diminuent I'expression de I'aminopeptidase B
(Figure 117). Le traitement par le carfilzomib seul montre également une tendance a la
diminution de I'expression de cette aminopeptidase.
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Figure 117 : A et B. Quantification du niveau d’expression protéique d’aminopeptidases dans les cellules OPM2 traitées
pendant 24h avec du DMSO, du BDM_44768 a 15uM, du carfilzomib a 3.8nM ou la combinaison des deux. A. Les images
de Western-Blot sont représentatives d’une expérience. B. La quantification du niveau d’expression normalisé¢ par la
Vinculine par rapport a la condition véhicule montre la moyenne et 1I’écart-type d’une expérience réalisée en duplicat. C et D.
Quantification du niveau d’expression protéique d’aminopeptidases dans les cellules HelLa traitées pendant 24h avec du
DMSO, du composé A a 15uM, du carfilzomib a 20nM ou la combinaison des deux. C. Les images de Western-Blot sont
représentatives de trois expériences indépendantes. D. La quantification du niveau d’expression normalisé par la vinculine
par rapport a la condition véhicule montre la moyenne et I’écart-type de trois expériences indépendantes. La significativité a
été calculée avec le logiciel graphpad prism 7 par une ANOVA a 2 voies suivie d’un post-test Tukey.

4.2.2. Des protéines de la réponse intégrée au stress

Une étude de I'expression protéique d’elF2a totale et de sa phosphorylation a été
réalisée sur les cellules HelLa aux mémes temps de cinétique explorés lors du RNAseq. Cette
protéine est centrale a la réponse intégrée au stress (ISR).

On constate que le composé A ne module pas significativement le ratio elF2a-
P/elF2a malgré une tendance a I'augmentation aprés 24h de traitement. Le carfilzomib ne
module pas non plus de maniere significative ce ratio malgré également une tendance a
I'augmentation apres 24h de traitement. En revanche, la combinaison du carfilzomib et du
composé A augmente ce ratio de maniere significative (p<0.01) aprés 24h de traitement
(Figure 118). De ce fait nous pouvons émettre I'hypothése qu’aprés 24h de traitement par la
combinaison la synthése protéique globale est arrétée du fait qu’elF2a soit phosphorylée.

ATF4 est un facteur de transcription de I'ISR dont la traduction se réalise lors de la
phosphorylation d’elF2a. On constate que le composé A ne module pas significativement
I'expression d’ATF4 aux deux temps de cinétiques étudiés malgré une tendance a
I’augmentation. Le carfilzomib induit significativement son expression aprés 8h de
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traitement uniqguement (p<0.001). La combinaison du carfilzomib et du composé A induit de
maniére significative I'expression de ce facteur de transcription aux deux temps de cinétique
(p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul aprés 24h de traitement
(p<0.001) (Figure 118). Cette observation correle avec I'étude transcriptomique ou ATF4
serait un facteur de transcription impliqué dans la réponse au traitement par la
combinaison, ainsi qu’au traitement par le composé A seul. Cependant, 'augmentation de
I'expression d’ATF4 ne correle pas avec le taux de phosphorylation d’elF2a, qui n’est
augmenté qu’a 24h de traitement par la combinaison. Ainsi, une perspective de travail serait
I’étude de la phosphorylation d’elF2a a des temps plus courts que T8H dans le but de savoir
si cette phosphorylation est nécessaire pour lI'augmentation de I'expression protéique
d’ATF4.

CHOP est un facteur de transcription associé le plus majoritairement a la mort
cellulaire. On constate que le composé A ne module pas significativement son expression
aux deux temps de cinétique étudiés. Le carfilzomib ne module pas non plus I'expression de
cette protéine. En revanche, la combinaison induit de maniere significative son expression
aprées 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent du carfilzomib seul
(p<0.001) (Figure 118). Cette observation est donc cohérente avec I'augmentation de la
transcription du géne codant pour CHOP aprés 8h et 24h de traitement par la combinaison
(cf. partie 3.2.4.1 des résultats).

Enfin, I'’étude de la phosphorylation d’IRE1 a été réalisée dans le but de connaitre
I’état d’activation de cette branche de I'UPR. On constate que le composé A ne module pas
significativement ce ratio IRE1-P/IRE1l. Le carfilzomib ne module pas non plus
significativement I'expression de cette protéine et son état de phosphorylation. De plus, la
combinaison ne module pas non plus de maniere significative ce ratio, malgré une tendance
a I'augmentation aprés 8h de traitement (Figure 118). Ainsi, il se pourrait que cette branche
de I"'UPR soit activée assez précocement (dans les 8 premieres heures) par la combinaison,
notamment car une forte augmentation de la transcription d’XBP1 a été observée par la
combinaison apres 8h de traitement (cf. partie 3.2.4.3 des résultats). Il serait intéressant
d’approfondir cette observation par I’étude de ce ratio a des temps plus courts.
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Figure 118 : A et B. Quantification du niveau d’expression protéique de protéines impliquées dans les voies AAR et UPR
dans les cellules Hela traitées pendant 8h et 24h avec du DMSO, du composé A a 15uM, du carfilzomib a 20nM ou la
combinaison des deux. A. Les images de western-blot sont représentatives de trois expériences indépendantes. B. La
quantification du niveau d’expression normalis¢ par la vinculine par rapport a la condition véhicule montre la moyenne et
I’écart-type de trois expériences indépendantes. La significativité a été calculée avec le logiciel graphpad prism 7 par une
ANOVA a2 voies suivie d’un post-test Tukey.

Pour conclure, I'étude de I'expression protéique de certaines protéines impliquées
dans I'ISR confirme le réle central d’ATF4, détecté par I'étude transcriptomique, dans la
réponse induite par la combinaison et appuie une induction de I'UPR et/ou de I’AAR par la
combinaison. Il serait ainsi intéressant de savoir par quelle(s) kinase(s) elF2a est
phosphorylée, PERK et/ou GCN2 et/ou HRI et/ou PKR, afin d’émettre des hypothéses sur le

type de stress généré.

4.2.3. Des protéines de ’autophagie

Une étude de I'expression de protéines impliquées dans I'autophagie comme p62 et
LC3-I, LC3-Il a été réalisée. Cette étude fait suite a I’étude transcriptomique sur les Hela, ou
des génes impliqués dans cette voie de dégradation ont été modulés par la combinaison,
mais également au phénotype de boost des agrésomes avec la combinaison.

L'étude du niveau d’expression de p62 dans les OPM2 converge vers une
augmentation de son expression apres 16h et 24h de traitement par la combinaison
(BDM_44768 a 15uM + carfilzomib a 3.8nM) et le carfilzomib a 3.8nM. Ce niveau
d’expression semble plus important par la combinaison (2,4 fois plus a 24h) que par le
carfilzomib seul (1,7 fois plus) (Figure 119).
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Aussi, I’étude de I'expression de p62 a été réalisée dans les cellules HeLa aux mémes
temps de cinétiqgue que I'étude RNAseq. On constate que le composé A induit
significativement apres 24h de traitement I'expression de p62 (p<0.05). Le carfilzomib ne
module pas significativement I'expression de cette protéine aux deux temps de cinétiques
étudiés. La combinaison du carfilzomib et du composé A induit significativement son
expression apres 24h de traitement (p<0.001) (Figure 119).

Ces résultats sont en cohérence avec les résultats obtenus par la combinaison d’un
autre analogue, le BDM_44768, associé au carfilzomib dans les cellules OPM2. Ainsi,
I'augmentation de I'expression de p62 pourrait étre ainsi due a une augmentation de sa
transcription, observée par RNAseq, et de sa traduction lors du traitement par la
combinaison, ou a une inhibition de sa dégradation qui se fait notamment par autophagie.

Le ratio LC3II/LC3I est utilisé pour apprécier l'induction autophagique dans une
cellule. LC3-1l est couplée de maniére covalente a la phosphatidyléthanolamine associée a
I’'autophagosome. LC3-Il permet le recrutement d’effecteurs comme p62 pour la capture des
substrats a éliminer. On constate que le composé A ne module pas significativement
I'expression de ces protéines, ni du ratio LC3II/LC3l. Le carfilzomib seul induit
significativement I'expression de LC3-l (p<0.001) aprés 24h de traitement et a tendance a
augmenter I'expression de LC3-1l a ce méme temps de cinétique. Ainsi le ratio LC3Il/LC3I
n’est pas modulé de maniere significative par le carfilzomib aux deux temps de cinétiques
étudiés. La combinaison du carfilzomib et du composé A induit significativement |’expression
de LC3-I et de LC3-Il aprés 24h de traitement (p<0.001) et cela est significativement différent
du carfilzomib seul. Cependant, le ratio LC3IlI/LC3l n’est alors pas modulé de maniére
significative par la combinaison (Figure 119).
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Figure 119 : A et B. Quantification du niveau d’expression protéique de p62 dans les cellules OPM?2 traitées pendant 24h
avec du DMSO, du BDM_44768 a 15uM, du carfilzomib a 3.8nM ou la combinaison des deux. A. Les images de Western-
Blot sont représentatives d’une expérience. B. Quantification du niveau d’expression normalisé par la vinculine par rapport a
la condition véhicule. C et D. Quantification du niveau d’expression protéique de protéines impliquées dans 1’autophagie
dans les cellules Hela traitées pendant 8h et 24h avec du DMSO, du composé A a 15uM, du carfilzomib a 20nM ou la
combinaison des deux. C. Les images de western-blot sont représentatives de trois expériences indépendantes. D. La
quantification du niveau d’expression normalis¢ par la vinculine par rapport a la condition véhicule montre la moyenne et
I’écart-type de trois expériences indépendantes. La significativité a été calculée avec le logiciel graphpad prism 7 par une
ANOVA a2 voies suivie d’un post-test Tukey.

Pour conclure, cette étude montre que I'induction de p62, de LC3-I et de LC3-Il par la
combinaison, sans impacter le ratio, converge vers une modulation de l'autophagie.
Cependant, nous ne pouvons pas conclure sur le fait qu’il y ait une induction de I'autophagie
ou si le flux autophagique est bloqué (493). De plus, I'augmentation des agrésomes,
observée lors de la combinaison, serait cohérente avec une modulation de I'autophagie, qui
est la voie de dégradation de ces agrésomes. Un approfondissement de ces résultats, par
une étude en microscopie des autophagosomes marqués par exemple, pour suivre les

différentes étapes de [I'autophagie (induction, autophagosome et autolysosomes),
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permettrait de faire ainsi la distinction entre une induction de I'autophagie ou un blocage de
la maturation des autophagosomes en autolysosomes.

4.3. Synthése des protéines

La synthese protéique peut étre suivie et appréciée par l'incorporation d’acides
aminés marqués avec un isotope stable mais cela nécessite des équipements particuliers.
Nous avons utilisé le kit Click-iT® HPG Alexa Fluor® Protein Synthesis Assay de Lifes
technologies pour apprécier la synthése protéique. La L-homopropargylglycine (HPG),
analogue de la méthionine fournie dans cet essai, est incorporée dans les protéines
nouvellement synthétisées (Figure 120). Apres fixation et perméabilisation des cellules, une
réaction chimique de click entre I'alcyne de cet analogue de la méthionine, avec un azide
couplé a un Alexa Fluor® 594 permet la détection de ces protéines synthétisées.

NH, NH,

L-methionine L-homopropargylglycine (HPG)

Figure 120 : Structure d’HPG (L-homopropargylglycine) est un analogue de la méthionine.

On constate que le composé A seul diminue tres légerement I'intensité du marquage
protéique dans les cellules Hela traitées pendant 24h. Le tosédostat n’a pas modifié
I'intensité de ce marquage dans les cellules, alors que I'on aurait pu s’attendre a une
diminution de celui-ci du fait de son mécanisme d’action. La cycloheximide, agent inhibant la
synthése protéique a diminué de maniére importante ce marquage dans les cellules. Le
carfilzomib seul diminue de maniére dose dépendante ce marquage protéique. La
combinaison du composé A au carfilzomib diminue davantage l'incorporation de I’'HPG dans
les protéines nouvellement synthétisées (Figure 121).

De ce fait, dans les conditions expérimentales testées, la diminution dose
dépendante du marquage dans les cellules de I'analogue de la méthionine par le carfilzomib
est en cohérence avec une diminution de la synthéese protéique, qui peut se comprendre par
le stress généré par le mécanisme d’action de cette molécule. Cependant, cela n’est pas en
accord avec l'observation faite par le fournisseur, ou une augmentation de l'intensité du
marquage est observée lors de I'ajout du bortezomib, et justifiée par I'accumulation des
protéines synthétisées due a une inhibition de la dégradation par le protéasome. L’ajout du
composé A au carfilzomib diminue plus fortement la synthése protéique que le carfilzomib
seul, ce qui est en cohérence avec l'induction de la phosphorylation d’elF2a observé apres
24h de traitement par la combinaison.
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Figure 121 : Les cellules HeLa ont été ensemencées pendant 24h puis lavées au PBS et traitées avec les composés aux doses
souhaitées. Du milieu de culture contenant 50pM d’HPG dans du milieu de culture sans méthionine supplémenté par 4mM de
Glutamax, 200uM de cystéine, ImM de sodium pyruvate, 10% de SVF et 1% de pénicilline/streptomycine a été ajouté. Apres
24h de traitement dans le milieu contenant I’HPG les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées par 1’ Alexa Fluor® 594
pour I’HPG et par un marquage du noyau. Le graphique présente le pourcentage moyen de I’intensité de 1’Alexa Fluor 594®
dans les cellules par rapport a la condition contréle DMSO obtenu dans deux expériences indépendantes réalisées chacune en
5 réplicats (excepté la condition CFZ 60nM + Composé A 15uM et Tosédostat réalisées lors d’une expérience).

Pour approfondir ces résultats, une étude du composé A et des autres analogues de
la série chimique en dose réponse permettrait de savoir si cette observation préliminaire de
la diminution de I'intensité du marquage par le composé seul se confirme. De plus, I'étude
d’un autre inhibiteur du protéasome comme le bortezomib permettrait peut-étre de
confirmer le phénotype décrit par le fournisseur, c’est-a-dire une augmentation de

I'intensité du marquage par I'ajout du bortezomib.

5. Etude de I'implication d’IDE dans les différents phénotypes

Les composés de la série chimique étudiée sont des inhibiteurs d’IDE dont I'inhibition
enzymatique et I’engagement physiologique (in cellulo et in vivo) ont été démontrés. Nous
avons voulu explorer I'implication de cette protéine dans nos différents phénotypes (boost
apoptotique, des agrésomes et de I'activité chymotrypsine du protéasome).

5.1. Développement d’un outil cellulaire pour I'étude de l'implication du site

catalytique d’IDE dans le phénotype de boost apoptotique

Nous avons tenté de modifier génétiquement des cellules, par la technique CRISPR-
Cas9, afin qu’elles expriment une protéine IDE avec un site catalytique non fonctionnel. Cet
outil cellulaire avait pour but de connaitre I'implication de ce site dans I'effet booster de
I'apoptose d’agents anticancéreux par les composés de la série chimique, et ainsi distinguer
I'implication de substrats ou I'implication d’interactions protéines-protéines. Nous avons fait
le choix de réaliser cet outil cellulaire sur les cellules OPM?2 pour la pertinence par rapport au
modele thérapeutique d’intérét. Différents mutants d’IDE avec une activité catalytique
inhibée ont été décrits dans la littérature (318,320,322,351,494,495). Nous avons choisi de
réaliser la mutation ponctuelle E111Q, qui inhibe la dégradation de I'insuline sans inhiber sa
liaison (318,320,322), car il se pourrait que le BDM_44768 puisse encore se lier a ce mutant
d’IDE (ATagg de 1,44°C mais un chevauchement des intervalles de confiance a 95% des
TAgg), plutdt qu’a un autre mutant E111D (ATagg de 0,44°C), testés dans des expériences de
CETSA dans des MEFs IDE KO transfectées avec ceux-ci (Figure 122).
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Figure 122 : CETSA réalisé sur les cellules MEFs IDE KO préalablement transfectées avec un plasmide codant pour IDE
WT, IDE E111D ou IDE E111Q. Les cellules ont été ensuite traitées pendant 2h par le véhicule DMSO ou le BDM_44768 a
30uM. Le graphique montre la moyenne et le SEM de trois expériences indépendantes en dot-blot réalisées chacune avec des
réplicats techniques. La température d’agrégation de la protéine (TAgg) et I’intervalle de confiance a 95% de celle-ci sont
également mentionnés.

Nous avons ensuite réalisé plusieurs vecteurs CRISPR-Cas9, avec différents ARNg et
différentes Cas9, la SpCas9 et la HypaCas9, un mutant plus fidéle de la SpCas9, afin de
sélectionner une ou deux constructions capables de donner des mutants positifs sur un pool
de cellules transfectées (496). Cependant, aprés le passage en cytométrie en flux pour
I'isolement des cellules transfectées avec les constructions d’intéréts, seulement 5 clones
ont été obtenus sur les 4224 cellules porteuses du vecteur et isolées en plaque 96 puits. Le
taux de réussite a donc été diminué par 10 par rapport au nombre de clones obtenus avec
I'isolement de cellules saines. L'ensemble de ces clones n’ont malheureusement pas
présenté la mutation d’intérét. Nous avons donc arrété le développement de cet outil

cellulaire.

5.2. Etude de différents phénotypes sur les MEFs IDE KO

5.2.1. Phénotype apoptotique

Plusieurs expériences de suivi de I"'apoptose dans les MEFs IDE KO et MEFs WT ont
été réalisées. L'absence d’expression d’IDE dans les MEFs IDE KO a été confirmée par
Western-Blot et RT-gPCR.

Les différentes expériences de suivi de 'apoptose montrent que le BDM_44768 (ratio
CCso de 1,44 dans les MEFs IDE KO et ratio CCsg de 1,65 dans les MEFs WT traitées pendant
48h) ou le composé A (ratio de CCso de 1,54 dans les MEFs IDE KO et ratio de CCso de 1,97
dans les MEFs WT traitées pendant 72h) seraient toujours capables de booster la toxicité
induite par le carfilzomib malgré I'absence d’IDE (Figure 123 et Tableau 55). Il n’est
cependant pas possible de conclure quant a la sensibilisation des cellules MEFs KO a la
toxicité induite par le carfilzomib. En effet, les MEFs IDE KO et les MEFs WT n’ont pas
toujours répondu de la méme facon selon les expériences. Cela pourrait s’expliquer par les
différences de passages de ces cellules entre les expériences. Il est important de rappeler
gue dans des cellules KO d’une protéine il y a une adaptation de celles-ci a I'absence totale
de cette protéine. Les résultats de ces expériences sur ce phénotype de boost apoptotique
convergent vers un effet IDE-indépendant ou partiellement dépendant des composés
boosters de I'apoptose en association avec le carfilzomib.
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Figure 123 : A. Pourcentage de cellules MEFs WT et MEFs IDE KO en apoptose apres 48h (A) ou 72h (B) de traitement
avec des concentrations croissantes en carfilzomib seul ou en association avec 15uM de BDM_44768 (A) ou de composé A
(B). A. Les résultats montrent la moyenne et le SEM de deux expériences indépendantes réalisées chacune en triplicats

techniques. B. Les résultats montrent la moyenne et I’écart-type d’une expérience réalisée en triplicats techniques.

Composé Lignée cellulaire CCso CFZ (nM) CCso CFZ + BDM (nM) | Ratio des CCs,
MEFs WT 111.3[89.03 a2 143.6] | 67.59 [52.36 a2 90.81] 1.65
BDM_447 15uM
44768 (15uM) MEFs KO IDE 33.34[23.84 2 56.5] 23.1[16.17 a 38.75] 1.44
composé A (151M) MEFs WT 64.44 [58.84 2 70.76] | 32.72[29.79 a 36.11] 1.97
P K MEFs KO IDE 93.5[80.612a108.2] | 60.7 [54.85a 67.55] 1.54

Tableau 55 : Concentration cytotoxique 50 (CCsg) du carfilzomib seul et du carfilzomib associé au BDM_44768 ou au
composé A a 15uM dans les cellules MEFs WT et MEFs IDE KO. Les résultats avec le BDM_44768 ont été obtenus apres
48h de traitement lors de deux expériences indépendantes. Les résultats avec le composé A ont été obtenus aprés 72h de
traitement lors d’une seule expérience réalisée avec des triplicats techniques. Les CCx et les intervalles de confiance a 95%
ont été déterminés par le logiciel GraphPad Prism aprés une régression non linéaire a 4 parametres.

5.2.2. Activité chymotrypsine du protéasome

Deux expériences de mesure de l|'activité chymotrypsine du protéasome ont été
réalisées en présence du carfilzomib, seul ou en association avec 15uM du composé A pour
I'une, ou du BDM_44768 pour l'autre. Dans ces expériences, le composé A et le BDM_44768
boostent I'inhibition du protéasome induite par le carfilzomib dans les MEFs IDE KO (ratio
des ICso de 3,73 et de 2,12 pour le BDM_44768 et composé A respectivement) et les MEFs
IDE WT (ratio I1Csg de 2,41 et de 1,87 pour le BDM_44768 et le composé A respectivement)
(Figure 124 et Tableau 56). Tout comme le phénotype apoptotique, il n’est pas possible de
conclure quant a l'effet de I'absence d’IDE sur ce phénotype, car les cellules ont répondu
différemment entre les deux expériences. Le composé A n’a pas présenté d’effet d’inhibition
du protéasome seul dans cette expérience alors que le BDM_44768 en a présenté.

Acnv.te’ chymotrypsine du protéasome
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Figure 124 : Les cellules MEFs WT et MEFs IDE KO ont été traitées avec une gamme de concentration en carfilzomib
associée ou non avec du BDM_44768 a 15uM (A) ou du composé A a 15uM (B) pendant 2h. Le pourcentage d’inhibition
de I’activité chymotrypsine du protéasome a été déterminé en normalisant par rapport a la condition DMSO. Les données
représentent la moyenne et 1’écart-type d’une expérience réalisée en triplicat.
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Composé Lignée cellulaire ICso CFZ (nM) IC5o CFZ + BDM (nM) | Ratio des ICg
MEFs WT 17.88[11.56a51.97] | 7.42[5.032a10.71] 2.41
BDM_44768 (15uM) - -
MEFs KO IDE 18.93 [13.1 2 32.98] 5.07[2.1323.52] 3.73
i MEFs WT 12.46 [10.38 3 15.10] 6.67 [5.06 a 8.59] 1.87
composé A (15uM) - -
MEFs KO IDE 31.59 [20.7 a 87.05] 14.88 [9.90a 31.1] 2.12

Tableau 56 : Concentration inhibitrice 50 (ICsg) de I’activité chymotrypsine du protéasome par carfilzomib seul et par
carfilzomib associé au BDM_44768 ou au composé A a 15uM dans les cellules MEFs WT et MEFs IDE KO. Les résultats
ont été obtenus lors d’une expérience réalisée en triplicat. Les ICsy ont été déterminées par le logiciel GraphPad Prism apres
une régression non linéaire a 4 parametres.

Pour conclure, ces résultats sont en cohérence avec les résultats sur les cellules
OPM2 ol un boost de l'inhibition de I'activité chymotrypsine du protéasome a été observé
lors de I'association du composé A au carfilzomib. Ainsi, ce boost de I'inhibition de I'activité
chymotrypsine en association avec le carfilzomib est présent sur d’autres lignées cellulaires
qgue les OPM2 et ne semble pas étre composé dépendant. Enfin, ces résultats convergent
vers un effet IDE indépendant ou partiellement dépendant sur ce phénotype de boost de
I'inhibition de I'activité chymotrypsine du protéasome par les composés en association avec
le carfilzomib.

5.3. Etude de la conséquence sur différents phénotypes du knock-down d’IDE a
I'aide de siRNA

Des expériences de siRNA de la protéine IDE ont été réalisées dans les cellules Hela afin
d’approfondir les observations faites sur les MEFs IDE KO dans différents phénotypes
(apoptose, agrésomes, activité chymotrypsine du protéasome). Le siRNA IDE utilisé
(Dharmacon, référence 3416 — L-005899-00-0005) est un pool de 4 siRNA ciblant différentes
séquences d’IDE (Figure 125). Des effets identiques entre un inhibiteur pharmacologique
d’IDE et un siRNA d’IDE sont attendus.
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Figure 125 : ARNm d’IDE (isoforme 1 NM_004969.4) avec la fleche orange représentant la séquence codante pour la
protéine IDE. Les primers (en violet) représentent les siRNA utilisés. L’anticorps anti-IDE (SC-393887) reconnait un épitope
situé entre les acides aminés 122-145 représenté par un carré gris.

5.3.1. Phénotype apoptotique

Nous remarquons que la diminution de I'expression d’IDE sensibilise [égérement les
cellules au carfilzomib (CCso de 17.03nM et 12.73 nM avec le siRNA CTL et siRNA IDE
respectivement). Les intervalles de confiance a 95% des CCsy sont proches mais ne se
chevauchent pas. Le ratio des CCsp, entre le carfilzomib et la combinaison du carfilzomib et
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du composé A, est de 4.42 pour la condition siRNA CTL et de 4.26 pour la condition siRNA
IDE. Ainsi, le boost apoptotique est toujours présent malgré la diminution de I'expression
d’IDE par le siRNA de plus de 95% (Figure 126 et Tableau 57). Aussi, ce boost apoptotique a
été également observé avec le BDM_44768 (données non présentées) sur les cellules Hela
transfectées avec le siRNA IDE.
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Figure 126 : Les cellules HeLa ont été transfectées avec 50nM de siRNA IDE ou de siRNA contréle (CTL) pendant 48h. A.
Les cellules transfectées ont été traitées avec différentes concentrations en carfilzomib et en composé A pendant 72h. Le
pourcentage de cellules en apoptose a été déterminé par analyse d’images du marquage NucView™A488 aprés 72h de
traitement. Les données représentent la moyenne et 1’écart-type de 3 expériences indépendantes réalisées chacune en
duplicats. La CCsq et ’intervalle de confiance a 95% (IC 95%) de cette valeur ont été calculés par GraphPad Prism 7 a la
suite d’une régression non linéaire a 4 parameétres bloquée en bas par le pourcentage de cellules en apoptose obtenu avec la
condition DMSO (10%). B. Le niveau d’expression d’IDE normalisé par rapport a la vinculine et relative a la condition
SiRNA CTL a été déterminé pour ces expériences par Western-Blot au moment ou les cellules ont été traitées avec le
carfilzomib et/ou le composé A (TOH) et au moment ou le pourcentage de cellules en apoptose a été déterminé (T72H). Les
données représentent la moyenne et 1’écart-type de ces 3 expériences indépendantes. Les images sont représentatives de ces 3
expériences indépendantes.

SiRNA CCso CFZ (nM) CCso CFZ + composé A (nM) | Ratio des CCs
SiIRNA CTL | 17.03 [14.26 a 20.17] 3.85(3.32 2 4.43] 4.42
SiIRNA IDE | 12.73 [11.82 2 13.74] 2.99(2.74 2 3.26] 4.26

Tableau 57 : Concentration cytotoxique 50 (CCsg) du carfilzomib seul et du carfilzomib associé au composé A a 15uM apres
72h de traitement dans les cellules HeLa transfectées par un siRNA CTL ou un siRNA IDE. Les résultats ont été obtenus lors
de 3 expériences indépendantes. Les CCg, ont été déterminées par le logiciel GraphPad Prism aprés une régression non
linéaire a 4 parametres.

L’'observation de ce boost apoptotique en présence du siRNA IDE peut s’expliquer de
plusieurs facons: (1) peut-étre que la diminution de |'expression n’est pas assez forte
(réduction de 98% de son expression a T72H) pour observer une plus forte augmentation de
la sensibilité des cellules au carfilzomib et aussi a une réduction du boost apoptotique, mais
cela n’est pas en accord avec la présence d’un boost apoptotique dans les cellules MEFs KO
IDE; (2) IDE n’est peut-étre pas impliquée dans le phénotype apoptotique induit par nos
composés ou partiellement ; (3) d’autres cibles peuvent compenser I'effet di a I'absence
d’IDE (Figure 127).
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Figure 127 : Schéma présentant les hypothéses pour ’explication de I’observation d’un effet boost apoptotique du
carfilzomib dans les cellules HeLa transfectées par un siRNA IDE.

5.3.2. Agrésomes

Concernant le phénotype de boost des agrésomes, dans cette expérience le boost est
toujours présent malgré la diminution de I’expression d’IDE de plus de 98% au moment de la
lecture de ce phénotype. En effet, une augmentation de 1,8 fois des agrésomes contre 1,9
fois a été observée lors de la combinaison du composé A a 15uM avec le carfilzomib a 10nM
comparé au carfilzomib seul a 10nM avec le siRNA IDE et le siRNA CTL respectivement. Aussi,
la diminution de I'expression d’IDE dans les cellules Hela n’a pas impacté le pourcentage de
cellules avec agrésomes dans cette expérience (37,7% pour le siRNA IDE et 44,6% pour le
siRNA CTL) (Figure 128).
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Figure 128 : Les cellules HelLa ont été transfectées avec 50nM de siRNA IDE ou de siRNA controle (CTL) pendant 48h. A.
Les cellules transfectées ont été traitées avec du DMSO, du carfilzomib a 10nM, du composé A a 15uM ou I’association des
deux pendant 72h. Le pourcentage de cellules avec agrésomes a été déterminé par analyse d’images du marquage Protéostat
aprés 72h de traitement. Les données représentent la moyenne et 1’écart-type d’une expérience réalisée en triplicats. B. Le
niveau d’expression d’IDE normalisé par rapport a la vinculine et relative a la condition siRNA CTL a été déterminé pour
cette expériences par western-blot au moment ou les cellules ont été traitées avec le carfilzomib et/ou le composé A (TOH) et
au moment ou le pourcentage de cellules avec agréesome a été déterminé (T72H).
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Pour conclure, il serait nécessaire de répéter |I'expérience pour confirmer cette
observation qui converge vers un effet indépendant d’IDE ou partiellement dépendant d’IDE.

5.3.3. Activité chymotrypsine du protéasome

Concernant le phénotype de boost de l'inhibition de I'activité chymotrypsine du
protéasome, celui-ci semble également étre toujours présent malgré la diminution de
I’expression d’IDE de plus de 93% au moment du traitement de ce phénotype d’observation
courte (T2H) (Figure 129). En effet, une augmentation de 1,3 fois de I'inhibition de I'activité
chymotrypsine du protéasome a été observée lors de la combinaison du composé A a 15uM
avec le carfilzomib a 10nM comparé au carfilzomib a 10nM seul avec le SiRNA IDE et le
SiRNA CTL lors de cette expérience.
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Figure 129 : Les cellules HeLa ont été transfectées avec 50nM de siRNA IDE ou de siRNA contréle (CTL) pendant 48h. A.
Les cellules transfectées ont été traitées avec du carfilzomib a 10nM, du composé A a 15uM et I’association des deux pendant
2h. Le pourcentage d’inhibition de I’activité chymotrypsine du protéasome a été déterminé en normalisant par rapport a la
condition DMSO. Les données représentent la moyenne et 1’écart-type d’une expérience réalisée en triplicat. B. Le niveau
d’expression d’IDE normalisé par rapport a la vinculine et relatif a la condition siRNA CTL a été déterminé pour cette
expérience par western-blot au moment ou les cellules ont été traitées (TOH) avec les différents composés.

Ce résultat préliminaire, qui convient de répéter, est en cohérence avec le